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INFOLEHT

Levaani ja fruktooligosahhariidide siintees Pseudomonas syringae pv. tomato levaansukraasiga
Lsc3

Kuigi B-2,6 fruktaanidel, levaanil ja fruktooligosahhariididel (FOS), on mitmeid biotehnoloogilisi
rakendusi, on neid veel suhteliselt vahe uuritud ja nende suures mahus tootmine on ebaefektiivne.
Kéesolevas t00s optimeeriti  levaani ja levaani-tiupi FOS-ide kuluefektiivset siinteesi
levaansukraasiga Lsc3 bakterist Pseudomonas syringae pv. tomato. Iseloomustati sunteesitud
produktide spektrit ja molekulmasse ning uuriti potentsiaalselt prebiootiliste fruktaanide vastupidavust

maohappele ja autoklaavimisele.
Marksonad: levaan, levaani-tiipi fruktooligosahhariidid, levaansukraas, prebiootikumid

P310 Proteiinid, ensimoloogia; B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia; T360
Biokeemiatehnoloogia; T490 Biotehnoloogia

Synthesis of levan and fructooligosaccharides using levansucrase Lsc3 of Pseudomonas syringae
pv. tomato

Despite several reports demonstrating the potential applications of levan and levan-type
fructooligosaccharides (FOS) in bio- and food technology, they are still poorly studied and the
production of levan and levan-type FOS has not reached industrial levels. In the present work we have
elaborated and optimised the cost-efficient synthesis of levan and levan-type FOS using stable and
catalytically active levansucrase Lsc3 of Pseudomonas syringae pv. tomato. The product profile was
characterised by the spectrum of FOS and molecular weight of levan. Potentially prebiotic fructans

were analysed for their resistance to heat-sterilization and acidic conditions similar to human stomach.
Keywords: levan, levan-type fructooligosaccharides, levansucrase, prebiotics

P310 Proteins, enzymology; B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology; T360
Biochemical technology; T490 Biotechology
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KASUTATUD LUHENDID
DNS — 3,5-dinitrosalitstitilhape

DP — polimerisatsiooniaste (degree of polymerisation)

FOS — fruktooligosahhariid

Fru — fruktoos

Fru-Lev — fruktostiul-enstium vahetihend

Gal — galaktoos

GL — Glucose Liquicolor

Glc — gliikoos

GPC — geelkromatograafia (gel permeation chromatography)

HMW — kdrge molekulmass (high molecular weight)

HPLC — kdrgefektiivne vedelikkromatograafia (high-performance liquid chromatography)
Ki— inhibitsioonikonstant (mM)

Km — Michaelis’e konstant ehk afiinsus substraadile (mM)

LMW — madal molekulmass (low molecular weight)

Lsc3 — Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 levaansukraas

OD - optiline tihedus (optical density)

RFO - rafinoosi perekonna oligosahhariidid (raffinose family oligosaccharides)
RFOS - rafinoosist stinteesitud FOS-id (raffinose-derived oligosaccharide)
SacB — Bacillus subtilis’e levaansukraas

Suc — sahharoos

TA — transfruktostiliv aktiivsus

TLC — 6hukese kihi kromatograafia (thin layer chromatography)

TMB - 3,3,5,5 tetrametiitilbensidiin

Vmax — maksimaalne reaktsioonikiirus (U/mg)

WT — metsiktulpi (muteerimata) valk (wild type)



SISSEJUHATUS
Soole mikroflooral on suur mdju inimese tervisele, mistdttu kasvab Ghiskonnas huvi prebiootikumide
vastu. Inimesele seedumatud fruktoosijéékidest koosnevad poll-ja oligofruktaanid on selektiivseks
toiduks kasulikele soolebakteritele, mojutades nende mitmekesisust, hulka ja elutegevust. Seni on
prebiootilist toimet uuritud peamiselt B-2,1 sidemega inuliini-tiupi taimsetel fruktaanidel. Hiljuti aga
naidati, et levaani-tilpi fruktaanid (B-2,6 sidemega) on neist prebiootilise toime poolest veelgi
tbhusamad. Fruktaanidel on mitmeid vdimalikke rakendusi farmaatsia-, toiduainetetdostuses ja
meditsiinis. Kuna levaani ja levaani-tliupi fruktooligosahhariidide suures mahus tootmine on veel
suhteliselt ebaefektiivne, siis on nende kasulikke toimeid siiani véhe uuritud.
Meie to6grupis on isoleeritud kataltdtiliselt vdga aktiivne ja stabiilne levaansukraas Lsc3 bakterist
Pseudomonas syringae pv. tomato. Levaansukraasid katalliisivad nii substraadi (nt sahharoosi)
hidroludsi kui ka fruktoosijaagi ulekannet erinevatele aktseptoritele. Reaktsiooni kdigus moodustuvad
B-2,6 sidemega fruktaanid: poliimeerne levaan ja luhikese ahelaga fruktooligosahhariidid (FOS-id).
Oleme ndidanud, et levaansukraasiga Lsc3 saab sunteesida levaani ja vastavaid FOS-e mahus, mis
vOimaldab nende bioloogiliste toimete (sh prebiootilisuse) uuringuid. Minu magistritoé eesmargiks oli
uurida ja optimeerida levaani ja levaani-tilpi FOS-ide sinteesi Lsc3 valguga ning iseloomustada
vastavaid produkte — uurida nende spektrit, molekulmassi ning vastupidavust happele ja
autoklaavimisele.
Too valmis TUMRI Geneetika Oppetoolis, grantiprojekti ‘Pseudomonas syringae levaansukraasi
struktuur ja funktsioon: alusuuringud ja biotehnoloogilised aspektid’ (2012-2015), EL
Regionaalarengu Fondist rahastatud projekti ‘Functional Food Ingredients; FFI’ (2012-2015) ja
hiljuti alanud projekti ‘Uudsete prebiootikumide ensiimaatiline siintees: ensutimide iseloomustamine
ja produktide prebiootilise efektiivsuse hindamine’ PUT1050 (2016-2019) raames. Magistritdo
andmeid on esitatud publikatsioonides ‘Production of levan and fructooligosaccharides using
levansucrase of Pseudomonas syringae pv. tomato’ ajakirjas Proceedings of the 10th International
Conference on Polysaccharides-Glycoscience (2014) ja ,,High-throughput assay of levansucrase
variants in search of feasible catalysts for the synthesis of fructooligosaccharides and levan‘ ajakirjas
Molecules (2014).
Tanan oma juhendajaid Tiina Alamé&ed ja Triinu Visnapuud, kes aitasid praktilist t66d planeerida ja
kaesolevat t6od koostada. Tanan ka kdiki abivalmeid TUMRI tootajaid ja kaastudengeid ning Heiki
Vijat KBFI-st, kes t66 valmimisele kaasa aitasid. Lisaks tdnan Prof Augustin Lopez Munguiat
(Mehhiko), kes mind lahkelt valisdpingute k&igus juhendas. Samuti tédnan koiki sealseid
laborikaaslasi, kes mind soojalt vastu votsid ja toovotete omandamisel abistasid.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Bakterite levaansukraasid

Levaansukraasid (EC 2.4.1.10) on bakteriaalsed ekstratsellulaarsed enstiimid, mis kuuluvad
glukosiidi  hidrolaaside perekonda 68 (GH68). GH68 perekond koondab bakteriaalseid
fruktosilultransferaase (FTF) (levaansukraase ja B-fruktofuranosidaase), mis stinteesivad B-sidemega
fruktaane — fruktoosijadkidest koosnevaid oligo- ja pollsahhariide. Lisaks levaansukraasidele
kuuluvad GH68 perekonda ka inulosukraasid (EC 2.4.1.9). Erinevalt levaansukraasidest, mis
stinteesivad B-2,6 sidemega fruktaane (Lammens et al., 2009), on inulosukraaside poolt slinteesitud

fruktaaniahelas fruktoosijaakide vahel B-2,1 side (Banguela ja Hernandez, 2006).

Grampositiivsete ja -negatiivsete bakterite levaansukraasid

Levaansukraase on nii grampositiivsetel kui ka -negatiivsetel bakteritel. Gramnegatiivsetest
bakteritest on (iks vdi mitu levaansukraasi nditeks taimedega seotud bakteritel Pseudomonas syringae
(Hettwer et al., 1995; Visnapuu et al., 2008), Zymomonas mobilis (Yanase et al., 2002), Erwinia
amylovora (Geier ja Greider, 1993) ning Gluconacetobacter diazotrophicus (Martinez-Fleites et al.,
2005). Suhteliselt hiljuti kirjeldati levaansukraas halofiilsel gramnegatiivsetel bakteril perekonnast
Halomonas (Poli et al., 2009). Grampositiivsetest bakteritest on levaansukraasid néiteks liikidel
Bacillus subtilis (Euzenat et al., 1997; Meng ja Fitterer, 2003), B. megaterium (Homann et al., 2007),
Lactobacillus sanfranciscensis (Korakli et al., 2003), L. reuteri (Van Geel-Schutten et al., 1999) ja
Leuconostoc mesenteroides (Kang et al., 2005). Ka monede halofiilsete arhede (nditeks Halorubrum
lacusprofundi, Haloalkalicoccus jeotgali ja Haloarcula marismortui) genoomis kodeeritakse

levaansukraase (www.cazy.org; www.brenda-enzymes.org).

Levaansukraasid on koige enam uuritud bakteriaalsed fruktosuuli transferaasid. Praeguseks on
kristalliseeritud ja 3D struktuur kindlaks tehtud B. subtilis’e, G. diazotrophicus’e, B. megaterium’i, ja
E. amylovora levaansukraasidel (Meng ja Fitterer, 2003; Martinez-Fleites et al., 2005; Strube et al.,
2011; Wuerges et al., 2015). Levaansukraasidel on viielabalise B-propelleri kuju ja valgu tsentraalse
00nsuse pdhjas asub aktiivtsenter, mille moodustavad kolm kdrgelt konserveerunud happelist
aminohapet, nn katalldtiline kolmik (Meng ja Fitterer, 2003). Kuigi erinevate bakterite
levaansukraasidel on katalliisis ja substraadi sidumises osalevad aminohapped konserveerunud, on
jarjestustes ka varieeruvaid piirkondi ja valkude suurused on bakteriliigiti vdga erinevad.
Grampositiivsete bakterite levaansukraasid on enamasti suuremad, nditeks L. sanfranciscensis’e ja L.
reuteri levaansukraasid on vastavalt 879 ja 804 aminohapet pikad (Van Hijum et al., 2004; Tieking et

al., 2005) ja gramnegatiivsete bakterite Z. mobilis’e ja P. syringae levaansukraasid vastavalt 423 ja
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431 aminohapet pikad (Kyono et al., 1995; Visnapuu et al., 2008). Erinev on ka levaansukraasi rakust
valja suunamise mehhanism. Grampositiivsete bakterite levaansukraasidel on N-terminaalne
signaalpeptiid, mis membraani labimisel ensutimilt eemaldatakse (Hernandez et al., 1999; Van Hijum
et al., 2006). Gramnegatiivsete bakterite levaansukraasidel on taoline singaalpeptiidist soltuv
sekretsioonimehhanism tuvastatud ainult G. diazotrophicus’e levaansukraasil (Hernandez et al.,
1999). Grampositiivsete bakterite levaansukraasi tooks on vajalikud Ca?* ioonid, mis stabiliseerivad
ensutimi struktuuri. Selline kaltsiumi siduv piirkond gramnegatiivsete bakterite levaansukraasidel
puudub (Martinez-Fleites et al., 2005; Van Hijum et al., 2006).

Levaansukraasi reaktsioonimehhanism ja aktiivtsenter

Levaansukraaside reaktsioonimehhanism on jargmine (Meng ja Futterer, 2003; Ozimek et al., 2006;
Joonis 1): levaansukraas 16hub substraadimolekulis fruktoosi- ja glikoosijdagi vahelise
glukosiidsideme ja ja&b kovalentselt seotuks fruktoosijadgiga (moodustub fruktosuil-enstiim
vaheiihend) ja glikoos vabaneb keskkonda. Seejérel seondub aktseptormolekul, millele fruktoosijaak
liidetakse. Kui aktseptoriks on vesi, toimub substraadi hudroluls; kui aktseptoriks on sahharoos voi
fruktaanahel, toimub tranfruktostulimine ja v@imalikeks siinteesiproduktideks on erineva
ahelapikkusega oligofruktaanid ning polimeerne levaan. Kui aktseptoriks on glukoos, voib
vahetusreaktsioonis moodustuda sahharoos vdi blastoos. On ndidatud, et aktseptorina vBib seonduda
ka fruktoos, misjarel moodustub levaanbioos (Tanaka et al., 1981). Levaansukraasi substraaditasku
saab jagada alapiirkondadeks. Alapiirkond -1 on korge spetsiifilisusega ja sinna seostub vaid
fruktoosijadk (nditeks fruktosuili doonormolekul sahharoosist). Alapiirkond +1 on véiksema
spetsiifilisusega ja sinna vdivad seostuda nii glikoosijadk kui ka fruktoosijaak (naiteks
doonormolekuli glikoosijaéak vai aktseptormolekuli fruktoosijadk) (Meng ja Fltterer, 2003; Martinez-
Fleites et al., 2005; Ozimek et al., 2006; Meng ja Fitterer, 2008).
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Joonis 1. Levaansukraasi reaktsiooni erinevad véimalused. Enstiiimi reageerimisel sahharoosiga tekib
fruktoslul-enstiim vahelihend (Fru-Lev) ja vabaneb glikoos. Vahelhendiga vOivad reageerida
erinevad aktseptorid (vesi, glikoos, sahharoos voi fruktaanahel) ja tulemuseks on 1) sahharoosi
hidroluds, 2) erinevate produktide teke. Joonis on périt modifitseeritud kujul artiklist Santos-Moriano
et al. (2015), lisatud on eestikeelsed nimetused.

Afiinsus erinevatele aktseptoritele on enstumiti erinev, millest tulenevalt on ka levaansukraaside
reaktsioonikulg erinev ja tulemuseks igale levaansukraasile iseloomulik reaktsiooniproduktide
spekter. Paljud levaansukraasid (seal hulgas néiteks B. subtilis’e, Z. mobilis’e, L. reuteri ja P. syringae
levaansukraasid) sunteesivad nii lihikese ahelaga FOS-e kui ka polimeerset levaani, ja seda
erinevates vahekordades s@ltuvalt ensulmi paritolust ja reaktsioonitingimustest (Hernandez et al.,
1995; Kim et al., 1998; Tambara et al., 1999; Bekers et al., 2002; Ozimek et al., 2006; Visnapuu et
al., 2011). Moned levaansukraasid stinteesivad rohkem levaani, naiteks ensiiimid bakteritest B.
subtilis ja B. megaterium (Chambert et al., 1974; Song ja Jacques, 1999; Homann et al., 2007), teised
aga (naiteks G. diazotrophicus ja E. amylovora enstimid) peaasjalikult FOS-e (Hernandez et al.,
1995; Caputi et al., 2013). Fruktosulli aktseptorite ring on levaansukraasidel lai: lisaks erinevatele
mono- ja disahhariididele sobivad ka aromaatsed ja alifaatsed alkoholid ja produktidena moodustuvad
nii tavalised fruktaanid kui ka heterooligofruktaanid (Mena-Arizmendi et al., 2011; Visnapuu et al.,
2011).



Glukoos kui levaasukraasi inhibiitor

Reaktsiooni kulgu ja produktide sunteesi mdjutavad oluliselt ka reaktsioonitingimused (pt 1.6) ning
reaktsiooni korvalproduktina tekkiv glikoos. lgast reageerinud sahharoosi molekulist vabaneb (ks
glikoosi molekul, mis hakkab reaktsiooni pidurdama (Lyness ja Doelle, 1983; Hettwer et al., 1995;
Ananthalakshmy ja Gunasekaran, 1999). Sahharoosist v6ib samuti enstiiimi hidroltdtilise aktiivsuse
tulemusena vabaneda fruktoos, kuid vorreldes gliikoosiga on selle kontsentratsioon reaktsioonisegus
oluliselt madalam (Meng ja Futterer, 2003). Lisaks on kirjanduse andmetel fruktoosi inhibeeriv toime
levaani stinteesile vorreldes glikoosiga palju ndrgem. Néiteks Z. mobilis’e rakkudega siinteesitud
levaani kogus vahenes 150 g/L glikoosi lisamisel 4.5 korda ja sama suures koguses fruktoosi
lisamisel palju vahem — 1.8 korda (Ananthalakshmy ja Gunasekaran, 1999). Levaansukraasi
produktiivsuse suurendamiseks on reaktsioonisegusse lisatud gliikoosi okslidaasi, mis oksldeerib
reaktsioonis tekkinud glikoosi glikoonhappeks (Han et al., 2009).

Levaansukraaside substraadispetsiifika

Kuigi levaansukraasi peamiseks ja eelistatuks substraadiks on sahharoos (a-D-Glcp-(1—2)B-D-Fruf;
GF), siis on ndidatud, et paljud levaansukraasid on vdimelised kasutama ka rafinoosi (a-D-Galp-
(1—6)-0-D-Glcp-(1—2)B-D-Fruf;, GalGF) ja stahhtoosi (o-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-
Glcp-(1—2)-p-D-Fruf; Gal2GF) (vt Joonis 4) (Yanase et al., 2002; Van Hijum et al., 2004; Seibel et
al., 2006; Visnapuu et al., 2011). Enamasti varieeruvad Ky véaartused (afiinsus) sahharoosile
erinevatel levaansukraasidel vahemikus 6.6-50 mM, ja tudpiliselt on need véiksemad kui Km
vadrtused rafinoosile. See tahendab, et levaansukraaside afiinsus sahharoosile on reeglina kdrgem kui
rafinoosile (Ben Ammar et al., 2002; Homann et al., 2007; Olvera et al., 2007; Waldherr et al., 2008;
Visnapuu et al., 2011; Caputi et al., 2013). P. syringae pv. phaseolicola levaansukraasi afiinsus
sahharoosile on aga erakordselt vaike (Km 160 mM) ja rafinoosi ei kasutata ta tildse (Hettwer et al.,
1995). Seevastu Z. mobilis’e levaansukraas lohustab rafinoosi suurema aktiivsusega kui sahharoosi

(Yanase et al., 2002).

Levaansukraasi eksolevanaasne aktiivsus

Levaansukraasil on ka levanaasne aktiivsus, mis samuti kujundab 18pp-produktide spektrit. Kui
substraat (sahharoos) on reaktsiooni kaigus dra tarvitatud, siis hakatakse kasutama sunteesitud
polumeeri. Levaansukraas hudroludsib B-2,6 sidet lineaarse levaaniahela otstest, vabastades
fruktoosijadke. On ndidatud, et hidroliiis peatub B-2,1 sidemega hargnemise kohal, mille tulemuseks
on levaani osaline hidroluts (Chambert et al., 1974; Méndez-Lorenzo et al., 2015). Néiteks B.

subtilis’e levaansukraas suudab hiidroliiiisida tdnu levaaniahela hargnemisele ainult kuni 30% levaanis
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olevatest sidemetest (Méndez-Lorenzo et al., 2015). Levaansukraasi levanaasne aktiivsus on
sahharoosi l8hustavast aktiivsusest vaga palju madalam, moodustades sellest vahem kui 1% (Yanase
et al., 2002; Jang et al., 2007; Vishapuu et al., 2011).

Levaansukraaside stabiilsus ja reaktsioonitingimuste méju enstimaatilisele aktiivsusele

Levaansukraasid on rakuvdliste ensulmidena vastupidavad keskkonnatingimustele. Enamasti on
levaansukraasid stabiilsed temperatuurivahemikus 4-50°C (Song et al., 1998; Ben Ammar et al.,
2002; Esawy et al., 2008; Waldherr et al., 2008). Nad sailitavad oma struktuuri ja aktiivsuse ka
pikemaajalisel sdilitamisel. Nditeks P. syringae pv. phaseolicola levaansukraas pusis tempratuuril 4°C
aktiivsena véahemalt 6 kuud (Hettwer et al., 1995). Meie t60grupis uuritav P. syringae pv. tomato
levaansukraas Lsc3 sdilitas maksimaalse aktiivsuse temperatuuril 37°C 223 pdeva jooksul. Edaspidi
hakkas enstiumi aktiivsus tasapisi langema, olles 337. séilituspdevaks langenud 73%-ni ja 488.

paevaks 52%-ni algsest aktiivsusest (Joonis 2).
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Joonis 2. P. syringae pv. tomato levaansukraasi Lsc3 kataludtilise aktiivsuse pika-ajaline séilimine
temperatuuril 37°C. Lsc3 valku (0.09 mg/mL) inkubeeriti 518 pdeva Mcllvaine’i puhvris (pH 6.0) ja
igal kuu moddeti proovist sahharoosi I6hustamise aktiivsust nagu on naidatud pt 1.2 (K. Mardo,
avaldamata andmed).

Optimaalsed temperatuurid substraadi hiidroluiisiks ja polimeriseerimiseks on erinevad. Uldiselt on
madalatel temperatuuridel tlekaalus polimeriseeriv ja kdrgematel sahharoosi hudrolulsiv aktiivsus
(Hettwer et al., 1995; Rairakhwada et al., 2010; Visnapuu et al., 2011). pH vahemik, milles
levaansukraasid suudavad katallilisida, on samuti isna lai, 3.0-8.0 (Esawy et al., 2008; Rairakhwada et
al., 2010). Levaansukraasid taluvad suhteliselt hasti ka raskemetalliioone ja detergente ilma, et
kataltttiline aktiivsus oluliselt vaheneks (Hernandez et al., 1995; Hettwer et al., 1995; Sangiliyandi et
al., 1999; Esawy et al., 2008; Visnapuu, 2012).
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1.2 Levaansukraasi aktiivsuse médtmise meetodid

Levaansukraasi reaktsioonis vabaneb igast sahharoosi molekulist ks gliikoosi molekul. Seetdttu saab
levaansukraasi koguaktiivsust maérata sahharoosist vabanenud glikoosi hulgana, mis néitab
enstiumiga reageerinud sahharoosi molekulide hulka. See I8hustamise etapp on vajalik nii
hidroltutiliseks kui ka transfruktostilivaks aktiivsuseks. Vabanenud gliikoosi kogust saab méérata
erinevate meetoditega. Meie oleme oma t66grupis madranud glikoosi vabanemise Kkiirust
levaansukraasi reaktsioonis Glucose Liquicolor’i reaktiiviga (Human GmbH, Wiesbaden, Germany),
mis moddab glikoosi kontsentratsiooni enslimaatiliselt — kasutades glukoosi okslidaasi ja mdotes

moodustuva vérvilise produkti hulka.

Kasutame tootjafirma protokolli ning Kkaliiberkdverat glikoosile (Visnapuu et al., 2008).
Levaansukraasi koguaktiivsus valjendatakse enamasti glukoosi hulgana mikromoolides, mis
moodustub sahharoosi hidroludsil Ghe minuti jooksul Ghe mg valgu kohta (umol/mg x min; U/mg)
(Van Hijum et al., 2001). Levaansukraaside afiinsus sahharoosile (Km; mM) ja maksimaalne
reaktsioonikiirus (Vmax; U/mg) arvutatakse erinevatel sahharoosi kontsentratsioonidel méératud
reaktsioonide algkiiruste kaudu Michaelis-Menten’i vorrandi alusel (Van Hijum et al., 2001;
Visnapuu et al., 2008). Glukoosi vabanemist saab mdo6ta ka tekkinud redutseeriva suhkru

kontsentratsiooni kaudu, sest sahharoos ei ole redutseeriv suhkur, glikoos ja fruktoos/FOS-id aga on.

Enamasti kasutatakse redutseerivate suhkrute médtmist siiski levaansukraaside substraadispetsiifika
uurimisel, nditeks vordlemaks sahharoosi, rafinoosi ja stahhioosi I6hustamise algkiirusi
levaansukraasi reaktsioonis (Yanase et al.,, 2002; Visnapuu et al.,, 2008; Visnapuu, 2012).
Sahharoosist moodustub redutseerivate suhkrutena glikoos ja fruktoos, rafinoosist melibioos ja
fruktoos ning stahhloosist redutseeriv trisahhariid ja fruktoos (Joonis 4). Sahharoos, rafinoos ja
stahhuioos ise on mitteredutseerivad suhkrud. Redutseerivate suhkrute kontsentratsiooni mééaramiseks
kasutatakse 3,5-dinitrosalitstitilhappe (DNS) (Miller, 1959) vdi Somogyi-Nelsoni meetodit (Yanase et

al., 2002) ja vastavaid kaliiberkdveraid.

Levaansukraasi transfruktosudliv aktiivsus néitab sahharoosist parineva fruktoosi hulka protsentides
(TA%), mis on konkreetses reaktsioonis kasutatud levaani ja FOS-ide stinteesiks. TA% arvutatakse
vaba glikoosi ja fruktoosi suhte kaudu valemiga: ([Glc]-[Fruy]/[Glc]) x 100, milles [Glc] on gliikoosi
sisaldus ja [Fruy] on polumeriseerimata fruktoosi sisaldus reaktsioonisegus (‘Yanase et al., 2002;
Visnapuu et al., 2011). Vaba fruktoosi ja glukoosi sisaldust saab mé&é&rata nditeks korgefektiivse
vedelikkromatograafiaga (high-performance liquid chromatography; HPLC) vdi siis enstimaatiliselt
(Visnapuu et al., 2011; Mardo et al., 2014b).
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Levaani slnteesi kineetikat saab uurida spektrofotomeetriliselt, mddtes hagu tekke kiirust (Visnapuu
et al., 2008; Goldman et al., 2008). Meie toogrupis oleme uurinud levaani tekke kineetikat
mikroplaadi kannukestes mahuga 200 uL. Reaktsioonisegude optilise tiheduse tdusu (levaani teket)
saab registreerida mikroplaadilugejaga lainepikkusel 400 nm. Levaani kogus reaktsioonisegudes
arvutatakse puhastatud levaaniga tehtud kaliibergraafiku alusel. Levaani sinteesi algkiiruste pohjal
saab arvutada maksimaalse levaani sunteesi kiiruse (Vmax; mg levaani mg valgu kohta minutis, mg/mg
X min) ning levaasukraasi afiinsuse substraadile, nt sahharoosile, levaani sunteesil (Km; mM).
(Visnapuu et al., 2008; Aasamets et al., 2014; Mardo et al., 2014a).

1.3 Fruktaanid ja nende omadused. Levaani tootmine ja praktilised kasutusvéimalused
Bakterite ja taimede fruktaanid

Fruktoosi monomeeridest koosnevad polumeerid — fruktaanid — moodustavad suure susivesikute
grupi, mille paritolu, polimerisatsiooniaste (degree of polymerization, DP), esinevad gliikosiidsideme
tidbid ja molekuli hargnemine vdivad olla véga erinevad. Sdltuvalt sidemetulbist fruktoosi
monomeeride vahel ja gliikoosijadgi paiknemisest jagatakse fruktaani polumeerid viide suurde rihma
— levaan, neo-levaan, inuliin, neo-inuliin ja segattitipi fruktaanid (Joonis 3).

Inuliin Levaan Sega-tlilipi fruktaan
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Joonis 3. Inuliini, levaani, neo-inuliini, neo-levaani ja segatlipi fruktaani struktuur ja sideme tidp
frutoosijaakide vahel. Kontuurjoonega on tahistatud fruktaani ahelas olev sahharoos, mis on fruktaani
slinteesi esimene aktseptormolekul. Joonis on périt modifitseeritud kujul artiklist Benkeblia (2013) ja
lisatud on eestikeelsed nimetused.
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Levaani polimeeri eellasmolekuliks on 6-kestoos, inuliinil 1-kestoos, neo-levaanil ja neo-inuliinil
neokestoos (Ritsema ja Smeekens, 2003). Levaani pohiahelas on fruktoosi monomeerid ithendatud f-
2,6 sidemega, seevastu inuliini pBhiahelas on fruktoosi monomeeride vahel B-2,1 side. Molekuli
hargnemine toimub vastavalt $-2,1 voi -2,6 glikosiidsidemete kaudu (Hettwer et al., 1995; Banguela
ja Hernandez, 2006). Neokestoosist, milles glikoosi monomeer asub kahe fruktoosi monomeeri vahel,
vOivad moodustuda neo-levaan vdi neo-inuliin (Van den Ende, 2013). Kui thes fruktaanis on
esindatud nii B-2,6 kui B-2,1 sidemega pdhiahelad, siis kutsutakse neid sega-tlpi fruktaanideks
(Ritsema ja Smeekens, 2003). Soltuvalt glikoosi monomeeri paiknemisest fruktaani ahelate suhtes
jagatakse neid hargnenud ahelaga fruktaane graminaanideks ja agaviinideks (Mancilla-Margalli ja
Lopez, 2006).

Kui inuliini sunteesivad eelkBige taimed (lle 30 000 taimeliigi), nagu naiteks sigur (Cichorium
intybus) ja mugul-péevalill ehk jeruusalemma artisok (Helianthus tuberosus) ning ka méned bakterid,
naiteks L. reuteri ja Leuconostoc citreum (Kaur ja Gupta, 2002; Van Hijum et al., 2002; Olivares-
Illana et al., 2003; Wichienchot et al., 2011), siis levaani stinteesivad paljud erinevad bakterid, aga ka
mdned taimeliigid (Corrigan ja Robyt, 1979; Livingston et al., 2009). Neo-tiipi fruktaane leidub
naiteks sparglis (Asparagus) (Pavis et al., 2001), segattiuipi fruktaane (graminaane) sinteesivad
naiteks agaavi perekonna esindajad (Agave) ja kdrrelised (Gramineae) (Van den Ende et al., 2003;
Mancilla-Margalli ja Lopez, 2006). Ka inimtoiduks kasvatatavates kdrrelistes on fruktaane. Naiteks
moodustavad graminaanid rukkil 6.5% ja nisul 2.9% tera kuivainest (Verspreet et al., 2015 ja sealsed
viited). Poldtimut (Phleum pratense) ja harilik kerahein (Dactylis glomerata) siinteesivad lineaarseid
taimseid levaane, mida nimetatakse ka fleiinideks (phleins) (Suzuki ja Pollock, 1986).

Levaaniahela hargnemine, kdrge ja madala molekulmassiga levaanid

Taimede lineaarsete levaanide DP on véike ja molekulmass on suhteliselt madal (2-33 kDa). Bakterite
levaansukraasid siinteesivad enamasti hargenud ja suure DP-ga (vOib ulatuda 10° fruktoosijaagini)
ning kérge molekulmassiga (isegi enam kui 2 MDa) levaane (Vijn ja Smeekens, 1999; Banguela ja
Hernandez, 2006). Bakteriaalses levaanis on kdrvalahelaid 2-30% (Simms et al., 1990; Van Hijum et
al., 2004; Yoon et al., 2004), kuid keskmine hargnevusaste jadb 10% piiresse (Han et al., 1990;
Benigar et al., 2014). Suure hargnevusega (30%) on néiteks Streptococcus salivarius’e levaan
(Newbrun ja Baker, 1968), seevastu Halomonas smyrnensis’e levaansukraas sunteesib kirjanduse
andmetel (Poli et al., 2013) lineaarset levaani, mis on bakteriaalsete levaanide hulgas haruldane.
Tanaka et al. (1980) on vélja pakkunud, et levaanide hargnevus ja molekulmass on tihedalt seotud.

Autorite arvamuse kohaselt toimub levaanimolekuli suurenemine hargnemiste lisandumise arvelt,
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kusjuures lineaarsete ahelate fruktoosijaakide arv pisib konstantsena (nt. B. subtilis’e levaanil 21-22
fruktoosijaéki). Seega, mida kdrgem on levaani molekulmass, seda hargnenum peaks levaan olema.
Tanaka et al. (1980) poolt vélja pakutud levaani struktuuri kinnitab ka levaanimolekuli sfaariline
ehitus (Arvidson et al., 2006). Levaan vdib vesilahuses moodustada mitmetest levaanimolekulidest
koosnevaid agregaate ning seda protsessi vOivad mdjutada nii levaani struktuur kui ka molekulmass
(Benigar et al., 2014).

On ndidatud, et (ks ja sama levaansukraas vOib siinteesida mitut eri suurusega levaani. Naiteks L.
reuteri levaansukraas siinteesib madala molekulmassiga (low molecular weight; LMW) levaani (150
kDa) ja suure molekulmassiga (high molecular weight; HMW) levaani (>2000 kDa) (Van Hijum et
al., 2001). Z. mobilis e levaansukraas siinteesib néiteks 5 kDa ja 3000 kDa suurust levaani (Byun et
al., 2014) ja B. subtilis’e levaansukraas 8.3 kDa ja >3000 kDa suurust levaani (Ortiz-Soto et al.,
2008). Ozimek et al. (2006) arvavad, et need erineva molekulmassiga produktid on levaansukraasil
protsessiivse (HMW levaan) ja mitteprotsessiivse (LMW levaan ja FOS-id) transfruktosutlimise

tagajarg.

Levaanide rakendusi

Levaani viskoossus, lahustuvus nii vees kui dlis, vastupidavus sooladele, pindaktiivsetele ainetele,
kdrgele temperatuurile, alustele ja ndérgematele hapetele véimaldab seda kasutada stabilisaatorina,
paksendajana, emulgaatorina, kapslimaterjalina, osmoregulaatorina ja kruoprotektorina paljudes
valdkondades (Bekers et al., 2005; Banguela ja Hernandez, 2006). Levaanil on néidatud
kasvajavastast toimet (Yoo et al., 2004; Esawi et al., 2013), allergilist reaktsiooni vdhendavat toimet
(Delgado et al., 2010), ja ta on ka potentsiaalne prebiootikum (pt 1.5) (Adamberg et al., 2014; Porras-
Dominguez et al., 2014; Adamberg et al., 2015). Meie asjaldppenud uurimisprojekti ’Functional
Food Ingredients (FFI)’ raames saadi haid tulemusi ka P. syringae Lsc3 levaani kasutamisel osakeste
kattematerjalina. Néidati, et levaan stabiliseerib mineraalseid nanoosakesi — levaaniga katmisel
plsivad osakesed paremini lahuses ega agregeeru omavahel. Sellistel levaaniga kaetud mineraalsetel
nanoosakestel (uuriti nditeks koobaltit) vBiks olla rakendust toidulisandina. (Bondarenko et al., 2016).
Néidati ka positiivset efekti Lsc3 valguga sunteesitud levaani melanoomivastases toimes hiiremudelil

(S. Kuuse, T. Visnapuu avaldamata andmed).

Levaani tootmine
Kuna huvi levaani ja levaanitiiipi FOS-ide rakenduste vastu on suur, siis on oluline otsida vGimalusi
nende kuluefektiivseks tootmiseks, ja seda ka suuremates mahtudes. Levaani saab toota nii

bakterirakkudega kui ka puhastatud ensuimiga, erinevatele kandjatele immobiliseeritud
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rakkudega/ensiiimiga, perioodilistes, poolpidevates ja pidevates susteemides, sealjuures on igal
meetodil omad eelised ja puudused (Han, 1990; Chambert ja Petit-Glatorn, 1993; Abdel-Fattah et al.,
2005; Visnapuu et al., 2009; Silbir et al., 2014; Srikanth et al., 2015; Visnapuu et al., 2015). Levaani
saagis vOib olla véga erinev, soltudes tootmise viisist, konkreetsest levaansukraasist, aga ka
reaktsioonitingimustest (pt 1.6). Levaani sadestamine toimub etanooliga, millele jargneb selle
kuivatamine ja puhastamine, néiteks kas korduva sadestamise vdi dialliisiga (Han ja Clarke, 1990;
Bekers et al., 2002; Adamberg et al., 2014). Kuigi vadikeses mahus on levaansukraasiga levaani
tootmist pohjalikult uuritud, siis t60stuses on selle tootmine veel ebaefektiivne. Levaani to6stusliku
tootmise Uheks poOhiprobleemiks on see, kuidas saavutada to6stuslikus mahus efektiivne ja odav
polumeeri sadestamine, kuivatamine ja puhastamine. Praeguse seisuga saab néiteks Erwinia herbicola
(Pantoeae agglomerans) levaani osta firmast Sigma-Aldrich hinnaga 296.5 eurot/g mis on vaga kallis
vOrreldes  néiteks daalia  juurest puhastatud inuliiniga, mis maksab 5.5 eurot/g
(www.sigmaaldrich.com).

1.4 Fruktooligosahhariidid kui erinevate transfruktosuulivate ensiiimide reaktsiooniproduktid.
Fruktooligosahhariidide stintees ja puhastamine

Levaansukraaside poolt slinteesitud kdige lihemad FOS-id on 6-kestoos, neokestoos ja inuliini-tdpi
1-kestoos. 6-kestoosi pikendamisel slinteesitakse levaani-tiiiipi FOS-e kuni polimerisatsiooniastmeni
10 (Bekers et al., 2002). Meie toogrupis uuritav P. syringae levaansukraas Lsc3 sunteesib lisaks
levaanile suures koguses FOS-e kuni poliimerisatsiooniastmeni 8 (DP 8) (Adamberg et al., 2014;
Visnapuu et al., 2015). Moned levaansukraasid on spetsialiseerunud just lihikeste FOS-ide slnteesile.
Naiteks G. diazotrophicus’e levaansukraas sunteesib pohiliselt 1-kestoosi (Tambara et al., 1999).
Kuna G. diazotrophicus’e levaansukraas slnteesib ka veidi levaani, siis seletatakse 6-kestoosi
puudumist reaktsioonisegus selle levaaniks pollimeriseerimisega (Tambara et al., 1999). 6-kestoosi ja
ka neokestoosi leidub néiteks Z. mobilis’e produktide hulgas (Vigants et al., 2013). Neokestoosi
siinteesivad sahharoosist ka mitmed seened (nt. Penicillum citrinum) ja péarmid (nt.
Xanthophyllomyces dendrorhous) (Hayashi et al., 2000; Kritzinger et al., 2003; Linde et al., 2009;
Sheu et al., 2013). Aspergillus, Aureobasidium, Penicillum, Fusarium jt. siinteesivad inuliini-tadpi
FOS-e, mille DP on 3-10 (Banguela ja Hernandez, 2006). Mitmed filamentsed seened (nt.
Thermoascus aurantiacus) ja parmid (nt. Schwanniomyces occidentalis) suudavad sunteesida
sahharoosist 6-kestoosi (Katapodis ja Christakopoulos, 2004; Alvaro-Benito et al., 2007; Gutierrez-
Alonso et al., 2009). Seentel toimub FOS-ide siintees invertaasidega (B-fruktofuranosidaasidega), mis

lisaks sahharoosi hiidroliiisile ka transfruktosiiiilivad.
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FOS-ide tootmiseks on kaks v8imalust: nende slintees transfruktostilivate enstiimidega voi fruktaani
polumeeri hidrollis (Dominguez et al., 2014). Inuliini-tiipi FOS-e toodetakse pd&hiliselt siguri
inuliini tootlemisel endoinulinaasiga (Roberfroid, 2007). Siguri juurest ekstraheeritud inuliini
kuivkaalust moodustab erineva ahelapikkusega (DP 3-60) inuliin ~60% (Milala et al., 2009).
Toostuslikult toodetakse inuliini-tiupi FOS-e ka sahharoosist seente (nt Aspergillus ja Penicillium)
fruktosiuli transferaasidega. Sel juhul on produktideks peamiselt lihikesed FOS-id (Sangeetha et al.,
2005; Roberfroid, 2007; Dominguez et al., 2014). B-2,6 sidemega FOS-ide tootmiseks on kasutatud
nii levaani ensumaatilist kui ka keemilist hiidroltiusi. Happelise hudrolusi teel prooviti levaani-tupi
FOS-e valmistada juba 1980-ndate I6pus, kuid suurem osa produktist hidroliusus fruktoosiks
(Kennedy et al., 1989). Hiljem on suudetud sama meetodi optimeerimisega FOS-ide saagist veidi
tosta (Marx et al., 2000). Hiljuti kirjeldati levaani-tiipi FOS-ide tootmist sahharoosist, milles kasutati
kahte enstlmi — Bacillus amyloliquefaciens’i levaansukraasi ja endoinulinaasi. Selle meetodiga
suudeti toota B-2,6 sidemega FOS-e 67% saagisega, enamuse moodustasid FOS-id DP vahemikus 2-4
(Tian et al., 2014). Veelgi kérgema saagisega (97% substraadist) suudeti levaani-tiiipi FOS-e toota
levaanist selle hddroliisil B. licheniformise endolevanaasiga (Porras-Dominguez et al., 2014).
Levaani-tiupi FOS-ide tootmise levinuim viis nédib olevat praeguse seisuga siiski nende suntees
sahharoosist bakterite levaansukraasidega (Belghith et al., 2012; Visnapuu et al., 2015). Leidub palju
artikleid, kus on ndidatud bakteriaalsete levaansukraaside potentsiaali levaani-tiipi FOS-ide

efektiivseks slinteesiks reaktsioonitingimuste optimeerimisel.

FOS-id, mis on toodetud poliimeeri hidroliisil, erinevad sahharoosist sunteesitud FOS-idest: kui
viimase puhul sisaldavad FOS-i ahelad ka glikoosijaéki, siis levaani endohtdroliiiisil moodustuvad
peamiselt ainult fruktoosijaéakidest koosnevad FOS-id. Kui FOS-e slinteesitakse sahharoosist, siis
moodustuvad koérvalproduktidena glikoos ja fruktoos ning tavaliselt jadb osa sahharoosi ka
kasutamata. Puhta FOS-i preparaadi saamiseks tuleb see kdrvalproduktidest puhastada (Carabin ja
Flamm, 1999; Niness, 1999). Mono- ja disahhariidide eemaldamiseks FOS-ide lahusest on kasutatud
erinevaid meetodeid: to6tlust aktiivsde ja/vdi tseoliidiga ning selektiivset fermentatsiooni parmiga.
Parmitootluseks on kasutatud naiteks Saccharomyces cerevisiae’t ja Pichia heimii’t (Pan ja Lee, 2005;
Sheu et al., 2013; Adamberg et al., 2014; J6gi et al., 2015). Meie t66grupis on kasutatud P. syringae
levaansukraasiga slnteesitud FOS-ide puhastamiseks invertaasnegatiivset S. cerevisiae parmi, mis
tarbib &ra glikoosi ja fruktoosi, aga ei metaboliseeri sahharoosi ja FOS-e (Adamberg et al., 2014; JGgi
et al.,, 2015). Glukoosi eemaldamiseks produktide hulgast on kasutatud ka glikoosi okslidaasi.
Glikoosi  oksiidaas konverteerib  glikoosi glikoonhappeks, mis omakorda sadestatakse

reaktsioonisegust vélja kaltsiumisoolana (Sangeetha et al., 2005).
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FOS-id pakuvad eelkdige huvi oma prebiootilise toime poolest (pt 1.5), aga neid saab kasutada ka
madala kalorlusega magusainena, kuna lihikestele fruktaanidele on iseloomulik magus maitse (Vijn ja
Smeekens, 1999). Naiteks inuliini osalisel hidrollusil saadud luhikesi B-2,1 sidemega FOS-e

kasutatakse suhkruasendajana

1.5 Levaan ja levaani-tuipi fruktooligosahhariidid kui potentsiaalsed prebiootikumid

Prebiootikum on defineeritud kui inimesele seedumatu ja soolemikroobide osalusel selektiivselt
fermenteeritav toidukomponent, mis mdjutab soole mikrobiootat ja mdjub selle kaudu soodsalt
peremeesorganismi tervisele (Roberfroid, 2007). Fruktaanid vastavad nendele kriteeriumitele: nad
soodustavad jamesooles kasulike bakterite, nditeks laktobatsillide ja bifidobakterite paljunemist (Marx
et al., 2000; Gibson et al., 2010; Roberfroid et al., 2010). Kuna prebiootikumid peaksid lagunemata
joudma jamesoolde, siis peavad nad olema vastupidavad maohappele ja seedeensutimidele (Gibson et
al., 2004). Inimese seedeensultimid ei suuda fruktaanide B-sidemeid lagundada ja Gldiselt on need
polumeerid vastupidavad ka maohappele (Voragen, 1998; Cummings et al., 2001). Selle vaatamata on
naidatud fruktaanide mdningast hidrolutsi maohappega (Di Bartolomeo et al., 2013). Yamamoto et
al. (1999) naitasid, et kdrge molekulmassiga levaan lagundati maohappe toimel madalmolekulaarseks

levaaniks ja autorid vaitsid, et jamesoolde jouab vaid madala molekulmassiga levaan.

Siiani on enim uuritud inuliini-tlupi fruktaanide prebiootilist toimet, mistdttu on need ka laialdaselt
kasutusel toidulisandina (Kolida ja Gibson, 2007). Kuigi levaani-tiitpi fruktaanide prebiootilist toimet
on vahem uuritud, on néidatud, et p-2,6 sidemega fruktaanidel vdib olla isegi suurem prebiootiline
efekt kui inuliini-thdpi fruktaanidel (Marx et al., 2000). Porras-Dominguez et al. (2014) nditasid
hiljuti, et levaanist saadud FOS-idel kasvasid mitmed probiootilised bakterid, nii laktobatsillid kui ka
bifodobakterid. Arvatakse, et laktobatsillid ja bifidobakterid saavad polimeerseid fruktaane kasutada
enamasti teiste soolebakteritega abiga, kes need molekulid oligomeerideks I6hustavad (Biedrzycka ja
Bieleca, 2004; Adamberg et al., 2015; Visnapuu et al., 2015). Soolebakteritest suudab edukalt levaani
hidrollusida ja kasutada nditeks jamesoole kommensaal Bacteroides thetaiotaomicron, kellel on nii
endo- kui eksolevanaas (Sonnenburg et al., 2010). Meie FFI projekti raames naidati, et Lsc3 valguga
stinteesitud levaani selle bakteriga fermenteerimisel moodustusid pdhiproduktidena propionaat,
suktsinaat ja atsetaat ning produktide muster séltus aminohapete sisaldusest keskkonnas (Adamberg et
al.,, 2014). Leidub ka probiootilisi baktereid, kes suudavad ise levaani lagundada: naiteks
Lactobacillus paracasei’l on rakuseinaga seotud levaani ja inuliini hidrollusiv B-fruktofuranosidaas
(Martel et al., 2010).
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Viimase aastakimne jooksul on suurenenud huvi ka rafinoosi perekonna oligosahhariidide vastu
(raffinose family oligosaccharides; RFO) (Van den Ende, 2013), mille hulka kuuluvad levaansukraasi

potsentsiaalsed substraadid rafinoos ja stahhtioos (pt 1.1).

Rafinoosist siinteesitud FOS-id (RFOS)

|
| |
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Rafinoosi perekonna oligosahhariidid (RFO)

Joonis 4. Rafinoosist sinteesitud FOS-id ja rafinoosi perekonna oligosahhariidid. Fru vastab
fruktoosile, Glc gliikoosile ja Gal galaktoosile. Margitud on sidemetiiip suhkrujadkide vahel ja
erineva koostise ja pikkusega suhkrute nimetused.

Suuremas koguses RFO-sid sisaldavad kaunviljalised (Fabaceae), nende hulgas eriti sojauba (Guillon
ja Champ, 2002). Inimese seedeensiiiimid ei suuda RFO monomeeride vahel olevat a-1,6 sidet
lagundada (Gitzelmann ja Auricchio, 1965), mistottu jduavad need lagunemata kujul soolestikku ja on
fermenteeritavad bakterite a-galaktosidaasiga (Sakai et al., 1987). Kuigi RFO-d on potsentsiaalsed
prebiootikumid (Roberfroid, 2007), siis nende t6hususe kohta on erinevaid arvamusi ja vajalikud on

edasised detailsemad uuringud (Gibson et al., 2004).

Paljud levaansukraasid saavad rafinoosi ja stahhtioosi kasutada substraadina (pt 1.1). Kui sahharoosi
I6hustamisel vabaneb kdérvalproduktina gliikoos, siis rafinoosi I6hustamisel vabaneb melibioos (a-D-
Galp-(1—6)-0-D-Glcp) (Joonis 4) (Yanase et al., 2002; Andersone et al., 2004). Fruktostuli
aktseptorina vdivad toimida rafinoos, melibioos ja reaktsioonis moodustunud FOS-id (Seibel et al.,
2006). Kui sahharoosist sinteesitud FOS-ide hulgast tuleb segavad (mitte-prebiootilised)
komponendid (glikoos ja sahharoos) reaktsiooniproduktide hulgast eemaldada (pt 1.4), siis rafinoosist
moodustunud melibioos ja jaakrafinoos vdivad ise kaituda prebiootikumina ja nende sisaldus
reaktsiooniproduktide hulgas oleks pigem soodne. Samuti on rafinoosist sinteesitud FOS-id
(raffinose-derived oligosaccharide, RFOS) ja levaan huvitavad fruktaanid, kuna lisaks B-2,6 sidemele
fruktoosijadkide vahel on fruktaaniahela (ihes otsas a-1,6 sidemega galaktoos (Diez-Municio et al.,

2016). Seega voiks rafinoosist sunteesitud fruktaanid olla prebiootilisest aspektist eriti tdhusad.
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1.6 Levaani ja levaani-tuupi fruktooligosahhariidide suinteesi mdjutamine
reaktsioonitingimustega

Lisaks levaansukraasi péritolule s6ltub stnteesitud reaktsiooniproduktide hulk ja spekter oluliselt ka
reaktsioonitingimustest, naiteks temperatuurist ja substraadi kontsentratsioonist (Hettwer et al., 1995;
Sangiliyandi et al., 1999; Ben Ammar et al., 2002; Van Hijum et al., 2004; Goldman et al., 2008;
Visnapuu et al., 2009; Visnapuu et al., 2011). Kuigi reaktsioonitingimused mdjutavad erinevaid
levaansukraase erinevalt, on néidatud, et suurimat mdju avaldab produktide spektrile substraadi
kontsentratsioon. Enamasti on madalatel sahharoosi kontsentratsioonidel eelistatud substraadi
hidrollus ja kdrgetel fruktaanide siintees (Chambert ja Petit-Glatron, 1991; Hernandez et al., 1995).
On ndidatud, et mida kdrgem on sahharoosi kontsentratsioon, seda rohkem stinteesib P. syringae pv.
tomato levaansukraas sahharoosist lisaks levaanile ka FOS-e (Visnapuu et al., 2009). Ka B. subtilis’e
ja Z. mobilis’e levaansukraasid siinteesivad enim FOS-e suurtel substraadi kontsentratsioonidel
(Belghith et al., 1996; Euzenat et al., 1997). limselt on kdrge sahharoosi molekulide kontsentratsiooni
korral tdendosus suurem, et aktseptorpiirkonda seondub mitte vesi, vaid sahharoos voi lihike FOS ja
produktideks on kestoos ja pikemad FOS-id. Kuigi temperatuuri méju on varieeruv, siis mitmed
autorid on naidanud, et madalamatel temperatuuridel on levaansukraaside protsessiivsus kdrgem ja
soodustatud on pikkade polimeeride slntees (Vigants et al., 2013; Santos-Moriano et al., 2015).
Naiteks P. syringae pv. phaseolicola levaansukraasil on levaani slinteesiks sobivaim temperatuur
18°C, sahharoosi I6hustamiseks aga 60°C (Hettwer et al., 1995). Z. mobilis’e levaansukraasil on
vastavad optimumid 30°C ja 50°C (Sangiliyandi et al., 1999). Aga néiteks Bacillus sp. TH4-2
levaansukraas poliimeriseerib kdige efektiivsemalt kdrgel temperatuuril (50°C) (Ben Ammar et al.,
2002).

Levaanide molekulmasside erinevust on peamiselt seostatud levaansukraasi péritoluga (Van Hijum et
al., 2001; Ortiz-Soto et al., 2008; Ozimek et al., 2006). Porras-Dominguez et al. (2015) néitasid, et
elongatsioonimehhanismi  v8ib mdjutada ka ensiimi kontsentratsioon: kdrge ensuimi
kontsentratsiooni juures sunteesis B. subtilis’e levaansukraas LMW levaani, seevastu madala enstiimi

kontsentratsiooniga reaktsioonis moodustus HMW levaan ja fruktooligosahhariidid (DP < 20).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T66 eesmérgid

P. syringae pv. tomato Lsc3 valgul on biotehnoloogilist potentsiaali uudsete ja veel ebapiisavalt
uuritud prebiootikumide (B-2,6 sidemega fruktaanide) stinteesiks. Magistritd6 pdhieesmérkideks oli
uurida ja optimeerida levaani ja levaani-tiilpi FOS-ide slnteesi levaansukraasiga Lsc3 ja

iseloomustada vastavaid produkte.
T60s pastitati jargmised Ulesanded:

1. Ekspresseerida Escherichia coli’s ja puhastada piisav kogus P. syringae pv. tomato
levaansukraasi Lsc3;

2. Optimeerida valgu ja substraadi (sahharoosi) kontsentratsiooni kuluefektiivseks produktide
(levaani ja FOS-ide) siinteesiks levaansukraasiga;

3. Iseloomustada erinevatel reaktsioonitingimustel levaansukraasiga stinteesitud
polumerisatsiooniproduktide kogust ja spektrit;

4. lIseloomustada Lsc3 valguga ning selle mutandiga Asp300Asn sunteesitud levaane molekulmassi
alusel,

5. Tootada valja kiire ja suure labilaskevbimega metoodika levaansukraaside reaktsioonikineetika
mdotmiseks;

6. Uurida glukoosi ja fruktoosi inhibitsiooni Lsc3 hidrolutilisele ja poltimeriseerivale aktiivsusele;

7. Tootada valja meetod levaani stinteesiks rafinoosist levaansukraasiga Lsc3;

8. Uurida erinevat paéritolu levaanide, inuliini ja FOS-ide happetaluvust ja vastupidavust

autoklaavimisele.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud bakteritived ja plasmiidid. Mutantide konstrueerimine, Isc3 geeni
kloneerimine pURI3 vektorisse ja konstruktide kontrollimine

Mutantsete ja metsiktlupi levaansukraaside ekspressiooniks kasutati E. coli tive BL21(DE3) [hsdS
gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 lac UV5-T7 gene 1)] (Studier ja Moffatt, 1986), mille genoomis on
IPTG-ga indutseeritav T7 poliimeraasi promootor. Metsiktlupi Isc3 geeni ekspresseeriti plasmiidilt
pURI3-Isc3 (Visnapuu et al., 2011), mutantseid levaansukraase plasmiididelt pURI3-1sc3H113A
(Mardo et al., 2014a), pURI3-1sc3H113Q (Mardo et al., 2014a) ja pURI3-1sc3D300N (Visnapuu et
al.,, 2011). Kaikide konstruktide puhul sinteesiti levaansukraas bakteris N-terminaalse Hise-
jarjestusega, mida hiljem kasutati valgu puhastamiseks. E. coli transformante kasvatati ampitsilliini

(0.15 mg/mL) sisaldavas LB tard- vOi vedelsédtmes temperatuuril 37°C. Aktiivse levaansukraasi
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olemasolu transformantides kontrolliti kolooniate fenotttbi alusel sahharoosi sisaldaval s66tmel nagu
naidatud minu bakalaureusetots (Aasamets, 2013) ja Isc3 geeni olemasolu transformatides kontrolliti

PCR-iga (meetod esitatud M. Gromkova magistritdds; Gromkova, 2015).

2.2.2 Levaansukraaside ekspresseerimine ja puhastamine

Valkude ekspressioon ja puhastamine tehti analoogiliselt nagu on néidatud Visnapuu et al. (2011) ja
Mardo et al. (2014a). Lsc3 metsiktiipi ja muteeritud valkude puhastamiseks kasvatati E. coli
transformante LB + Amp vedelstotmes temperatuuril 37°C ja ekspressioon indutseeriti IPTG-ga.
Rakud sadestati sO0otmest tsentrifuugimisega, pesti fosfaatpuhvriga (pH 6.0), suspendeeriti
sonikeerimispuhvris (pH 6.0) ja purustati sonikeerimise teel. Purustatud rakkude suspensioon
tsentrifuugiti (2400 g, 20 min, 4°C) ja filteeriti l&bi 0.45 pum poorisuurusega filtri. Eraldatud
rakullisaati kasutati valgu puhastamiseks. Nende meetodite tdpsed Kirjeldused on esitatud minu
bakalaureusttos (Aasamets, 2013).

Lsc3 valkude puhastamiseks rakuliisaatidest kasutati vedelikkromatograafia siisteemi AKTAprime™
plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Rootsi) ja tootjapoolset metoodikat (programm: Affinity
purification any His-Trap). Valgud puhastati 1 mL Ni?*-afiinsuskromatograafia kolonnidega
(HisTrap™ FF, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Rootsi) ja puhas valk elueeriti kolonnist imidasooli
sisaldava puhvriga. Fraktsioonid koguti ning anallisiti SDS-PAGE-il, et hinnata Lsc3 valkude
ekspressioonitaset E. coli’s ja kontrollida levaansukraasi olemasolu puhastatud valku sisaldavates
fraktsioonides. SDS-geeli tulemuste alusel valiti valja Lsc3 valku sisaldavad fraktsioonid ja need
liideti. Et asendada imidasooli sisaldav puhver, dialiusiti proove Mcllvaine’i puhvris (0.04 M
sidrunhape, 0.13 M NaxHPO4, 0.02% Na-asiid; pH 6.0) temperatuuril 4°C, kasutades 12-14 kDa
poorisuurusega ServaPor® dialliisimembraani (SERVA Electrophoresis GmbH, Saksamaa). Puhvrit
vahetati ~24 h jooksul kaks korda. Seejérel valgulahus kontsentreeriti Amicon Ultra (Mw cutoff 10
kDa, Millipore, lirimaa) tsentrifuugifiltritega (2400 g; 20 min; 4°C). Saadud preparaate kasutati puhta
valguna magistritods. Meetodite detailsemad kirjeldused ja tépsustavad viited on esitatud artiklis

Visnapuu et al. (2011) ja minu bakalaureusetdds (Aasamets, 2013).

2.2.3 Valgu kontsentratsiooni madramine

Puhastatud valkude kontsentratsioonid (mg/mL) madrati spektrofotomeetriliselt (OD280nm)
ekstinktsioonikoefitsendi (g) jirgi mikroplaadil (NanoQuantPlate; Tecan Group Ltd., Sveits),
kasutades Tecan infinite M200 PROTM (Tecan Group Ltd., Sveits) mikroplaadilugejat. Sama
mikroplaadilugejat on kasutatud kdikides metoodikates mikroplaadiga. Kontsentratsioonide

arvutamisel kasutati valemit C=A/eL, kus C on kontsentratsioon (mg/mL), A on optilise tiheduse
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vidrtus, € on ekstinktsioonikoefitsient (e=1.665 M cm™) ja L on lahuse kihi paksus (0.05 cm).

Ekstinktsioonikoefitsendi véartus arvutati valgujérjestuse alusel ExPasy serveris (Www.expasy.org).

2.2.4 Levaansukraasi sahharoosi Idhustava aktiivsuse ja Kineetiliste parameetrite maaramine
Koguaktiivsuse m&dramine gliikoosi eraldumise jargi GL (Glucose Liquicolor’i) meetodil

Levaansukraasi sahharoosi I6hustavat aktiivsust ehk koguaktiivsust mdddeti glikoosi eraldumise
algkiiruse jargi sahharoosist temperatuuril 37°C. Selleks kasutati Glucose Liquicolor’i reaktiivi
(Human GmbH, Saksamaa) ja meie poolt eelnevalt véljatdotatud metoodikat (Visnapuu et al., 2008)
(pt 1.2).

Levaansukraaside afiinsus sahharoosile (Km; mM) ja maksimaalne reaktsioonikiirus (Vmax; U/mg)
arvutati algkiiruste kaudu Michaelis-Menten’i vorrandi alusel (pt 1.2), kasutades programmi
SigmaPlot 2001 (Systat Software Inc., USA) enstiumikineetika lisamoodulit (Enzyme Kinetics
Module 1.1).

Fruktoosi inhibitsiooni uurimiseks maddeti glikoosi eraldumist 10-270 mM sahharoosist Mcllvaine’i
puhvris (pH 6.0) kui reaktsioonisegule oli lisatud inhibiitorina 100 mM vdi 300 mM fruktoosi.
Inhibitsioonikonstant K; (mM) arvutati glukoosi eraldumise algkiiruste jargi Michaelis-Menten’i
vorrandi alusel (pt 1.2).

Transfruktosiitiliva aktiivsuse madramine

Transfruktosulliv aktiivsus (TA%) ehk levaansukraasi polimeriseeriv vdime (vt pt 1.2) madrati
Mcllvaine’i puhvris (pH 6.0) sahharoosi kahel kontsentratsioonil (300 mM ja 1200 mM), kasutades
erinevaid Lsc3 kontsentratsioone (0.2-4.9 U/mL). Reaktsioonisegu maht oli 1 ml. Valku inkubeeriti
temperatuuril 37°C erineva aja (1-24 h) jooksul ning reaktsioon peatati proovi kuumutamisega
temperatuuril 96°C 5 min. Suhkrute sisaldust analtisiti kdrgefektiivse vedelikkromatograafiaga
(HPLC) (pt 2.2.5). Glukoosi ja fruktoosi kontsentratsioonide vahe jargi proovides arvutati

transfruktostuliv aktiivsus nagu on kirjeldatud minu bakalaureusetdos (Aasamets, 2013).

2.2.5 Poliimerisatsiooniproduktide analtits
Kdrgefektiivne vedelikkromatograafia (HPLC)

Kdrgefektiivse vedelikkromatograafiaga (high performance liquid chromatography; HPLC) méérati
glukoosi, fruktoosi, sahharoosi ja FOS-ide kogused eelpool nimetatud proovides (pt 2.2.4,
Transfruktosttliva aktiivsuse mééramine).

Kasutati Acquity UPLC slsteemi (Waters, USA) koos Acquity ELS (Evaporative Light-Scattering)
detektoriga. Standardsuhkrutena kasutati sahharoosi (Serva, Saksamaa), D-glikoosi, D-fruktoosi
(Sigma-Aldrich, Saksamaa), rafinoosi (Naxo, Eesti), 1-kestoosi ja nustoosi (Sigma-Aldrich,
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Saksamaa). Metoodikat on pdhjalikumalt kirjeldanud Mardo et al. (2014b). Vedelikkromatograafia ja

esialgse andmeanaltdsi viis l1abi meie t60grupi koostodpartner Heiki Vija (KBFI, Tallinn).

Ohukese kihi kromatograafia (TLC)
Ohukese kihi kromatograafia (thin layer chromatography; TLC) jaoks kasutati silikageelplaate (TLC
Silica gel 60 Fzs4, Merck, Saksamaa voi TLC ALUGRAM® Xtra SILGUR/UV2s4, Macherey-Nagel,

Saksamaa). Plaadi kontsentreeriva osa stardijoonele kanti 0.5 pL vdi 1 pL lahjendamata vdi 4 korda

mQ veega lahjendatud proovi ning seejarel plaat kuivatati. Suhkrumarkeritena kasutati 0.7% Lsc3-ga
slinteesitud levaani, 8 mM 1-kestoosi ja nustoosi ning 30 mM D-fruktoosi ja sahharoosi. TLC plaati
voolutati segus kloroform:aadikhape:vesi (60:70:10) (Stiengele et al., 1999). kaks korda plaadi
ulemise servani, voolutuste vahel plaat kuivatati. IImutamiseks kasutati lahust, mis sisaldas 3% uureat
ja 1 M fosforhapet veega kullastatud butanoolis. Plaati kuumutati ~10 min 120°C kuni suhkrulaikude

varvumiseni (St. John et al., 1996).

Geelkromatograafia (GPC)

Levaani hulka ja molekulmassi maérati geelkromatograafiaga (gel permeation chromatography; GPC)

nagu Porras-Dominguez et al. (2015). Selleks kasutati UltiMate 3000 RapidSeparation

vedelikkromatograafia sisteemi (Dionex, Thermo Scientific, USA) koos HPLC seadmega ja

Ultrahydrogel kolonne (UG Linear ja 500) (osakeste suurus 10 um) (Waters, USA). Kromatograafia

etapid viidi 1abi temperatuuril 30°C ja vooluti (NaNOs, 0.1 M) voolukiirus oli 0.8 mL/min.

Analidsitava proovi kogus thes tstiklis oli 10 pl. Madala molekulmassiga levaani detekteerimiseks

kasutati standardsuhkrutena 5.2, 11.6, 23.8 ja 48.6 kDa suurusi dekstraane ja kdrge molekulmassiga

levaani detekteerimiseks 5000 kDa suurust dekstraani (Waters, USA). Levaanide suurus uuritavates

proovides madrati standardsuhkrute valjumisaegade alusel.

Levaani hulk ja molekulmass madrati jargnevates proovides:

1. 300 mM, 1200 mM ja 1754 mM sahharoosist 0.4 U/ml Lsc3 enstiimiga temperatuuril 37°C 24 h
jooksul siinteesitud levaan. Reaktsiooniproovidest tehti lahjendused (1:1) destilleeritud vette.

2. Lsc3 metsikive ja mutandi Asp300Asn 300 mM ja 1200 mM sahharoosist 20 h jooksul
sunteesitud levaanid. Levaanid stinteesis ja sadestas T. Visnapuu. Puhtast ja kuivatatud levaanist

tehti 1% levaanilahused destilleeritud vette.

2.2.6 Levaani stinteesi kineetika md6tmine mikroplaadil
Levaani sunteesi kineetika uurimiseks ja kineetiliste parameetrite (Km ja Vmax) arvutamiseks

registreeriti reaktsioonisegude optilise tiheduse tdusu (levaani teket) mikroplaadi kannukestes
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lainepikkusel 400 nm nagu pt 1.2 ja minu bakalaureuset6ds (Aasamets, 2013). Siinteesitud levaani

kogus arvutati levaani kaliiberkdvera alusel.

Enstiimi kontsentratsiooni mdju uurimiseks levaani siinteesile inkubeeriti erinevas koguses Lsc3
ensutmi (0.5-4.9 U/mL) mikroplaadi kannukestes (200 puL) Mcllvaine’i puhvris (pH 6.0), mis sisaldas
300 mM sahharoosi. Inkubatsioon toimus temperatuuril 37°C ja hagu teket mdddeti
mikroplaadilugejaga (Tecan Group Ltd., Sveits) iga 15 min tagant 20 tunni jooksul. Seejérel arvutati

erinevateks ajapunktideks (1 h, 3 h, 6 h ja 20 h) slinteesitud levaani kogus.

Glukoosi ja fruktoosi inhibitsiooni uurimiseks levaani stnteesile mdddeti hagu teket sahharoosist
Mcllvaine’i puhvris (pH 6.0) sahharoosi kontsentratsioonidel 5-150 mM. Lsc3 valku lisati 1.6 U/mL.
Glikoosi inhibitsiooni maaramiseks lisati reaktsioonisegusse taiendavalt 50 mM ja 100 mM glikoosi
ning fruktoosi inhibitsiooni méaramiseks 100 mM ja 300 mM fruktoosi. Mikroplaati inkubeeriti
temperatuuril 37°C ja hagu teket mdddeti iga minuti tagant 1 tunni jooksul. Slinteesitud levaani kogus
arvutati nagu on kirjeldatud eelpool ja levaani stinteesi algkiiruste kaudu arvutati Michaelis-Menten’i

vorrandi alusel inhibitsioonikonstant (Ki; mM) gliikoosile ja fruktoosile levaani siinteesil sahharoosist
(pt 1.2).

2.2.7 Levaansukraaside sahharoosi I16hustamise kineetika online médtmine TMB meetodil

Glukoosi vabanemise Kiirust levaansukraasi reageerimisel sahharoosiga registreeriti mikroplaadil
(Greiner 96 Flat Bottom Transparent Polystyrol; CELLSTAR®, Greiner Bio-One GmbH, Saksamaa),
mootes temperatuuril 37°C iga minuti tagant 1 h jooksul sinaka vérvuse moodustumist TMB-st
(3,3°,5,5’-tetrametiiilbensidiin). Reaktsioonisegusse lisatud glikoosi okstidaas okstideerib glikoosi
hapnikuga glukoonhappeks ja vesinikperoksiidiks. Peroksidaas oksudeerib TMB vesinikperoksiidist
parineva hapnikuga sinaka vérvusega produktiks, mille moodustumist mdddeti mikroplaadilugejal

lainepikkusel 650 nm.

Reaktsioonisegu (1oppmaht 200 pL) koostis oli jargmine: Mcllvaine’i puhver (pH 6.0); 5-500 mM
sahharoos; 1 U/mL Aspergillus niger’i gliikkoosi okstidaasi (Sigma-Aldrich, Saksamaa); 1 U/mL r&ika
peroksidaasi (Reanal, Ungari); 0.02 mg/mL (0.08 mM) TMB-d (Roche Diagnostics GmbH,
Saksamaa). Levaansukraasi valku lisati jargmiselt: Lsc3 WT — 0.125 pg/mL; His113Ala — 0.5 pg/mL,;
His113GIn — 1 pg/mL.

Reaktsioonis moodustunud gliikoosi kontsentratsioon lahuses arvutati TMB ekstinktsioonikoefitsendi
(¢) alusel, kasutades valemit C=A/e, milles C on glukoosi kontsentratsioon (mg/mL), A on lahuse

optiline tihedus lainepikkusel 650 nm ja & on ekstinktsioonikoefitsient (¢=0.35 1/Mx0.5 cm).

25



Ekstinktsioonikoefitsendi mé&&aramiseks inkubeeriti mikroplaadi kannukeses (maht 200 pL;
vedelikukihi paksus 0.5 cm) erinevates kontsentratsioonides (0.025, 0.05, 0.1, 0.2 ja 0.35 mM) TMB-
d koos vesinikperoksiidi (Apotheka apteek, toodetud Poolas) (3 mM) ja rdika peroksidaasiga (5
U/mL) ning moodustunud sinaka produkti kogust mdddeti mikroplaadilugejaga neeldumise jargi
lainepikkusel 650 nm. Glukoosi vabanemise algkiiruste jargi arvutati levaansukraaside afiinsus

sahharoosile (Km; mM) ja sahharoosi I6hustamise maksimaalkiirus (Vmax; U/mg) (pt 2.2.4).

Et uurida fruktoosi inhibeerivat toimet sahharoosi l6hustamisele, registreeriti glikoosi eraldumist
pidevalt 5-500 mM sahharoosist 1 h jooksul mikroplaadil nagu eelpool kirjeldatud, kuid
reaktsioonisegule lisati tdiendavalt fruktoosi (100 mM vdi 300 mM). Glikoosi tekke algkiiruste jargi

arvutati Michaelis-Menten’i vorrandi alusel (pt 1.2) inhibitsioonikonstant K; (mM).

2.2.8 Levaani tootmine rafinoosist

Levaan valmistati rafinoosist sarnaselt levaani stinteesi metoodikale sahharoosist (Adamberg et al.,
2014; Bondarenko et al., 2016). Levaani stnteesiks rafinoosist inkubeeriti Lsc3 valku (2.7 U/mL) 0.5
L 25 mM Na-fosfaatpuhvris (pH 6.0), millele oli lisatud 300 mM (151.3 g/L) rafinoosi. Reaktsioon
viidi labi loksutil (100 rpm) 20 h jooksul temperatuuril 30°C. Ensiium inaktiveeriti reakstioonisegu
kuumutamisega keevas vees vesivannil 10 minuti jooksul. Reaktsioonisegust sadestati levaan
kolmekordse mahu (3:1) jaakilma aluselise 96% etanooliga (lisati ~10 mL 4 M NaOH-d, pH ~11).
Levaan jaeti ~24 h sadenema temperatuuril 4°C. Seejarel lisati 4 g NaCl ja jaeti edasi sadenema 6
paevaks. Siis dekanteeriti levaanisademelt FOS-ide lahus ja levaanisadet pesti kolm korda 70% kuilma
etanooliga. Pestud levaanist tehti mérgkaalu jargi (~30 g) 10% lahus steriilsesse MQ vette ja dialtdsiti
12-14 kDa ServaPor® dialliisimembraanis (SERVA Electrophoresis GmbH, Saksamaa) MQ vee
vastu, mis sisaldas 0.02% asiidi, 24 h jooksul temperatuuril 4°C. Seejérel levaan ltofiliseeriti Heiki
Vija poolt (KBFI, Tallinn).

2.2.9 Levaani, inuliini ja FOS-ide vastupidavuse uurimine happele ja autoklaavimisele

Happetaluvuse uurimiseks inkubeeriti 1% levaani, 1% inuliini vBi 1.3% FOS-ide lahuseid 0.01 M
(0.03%) soolhappes (pH 2) temperatuuril 37°C 24 h jooksul. Kindlatel ajapunktidel (1-7 h ja 24 h)
voeti 50 pl proovi, kuhu lisati 100 pl 0.01 M NaOH hudroliiusireaktsiooni peatamiseks. Samade
preparaatide tdielikuks hidroliisiks inkubeeriti samas koguses proove 24 h jooksul 0.2 M soolhappes

ja reaktsioon peatati kahe mahu 0.2 M NaOH lisamisega.

Samade preparaatide vastupidavust autoklaavimisele uuriti 0.5 ja 1 atii-ga (atmosfaari tleréhk) 1.5 h
programmi jooksul. Lahuste maht oli 0.5 mL ja fruktaanide kontsentratsioon MQ vees 1% (levaani ja
inuliini puhul) vdi 1.3% (FOS-ide puhul).
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Vastupidavuskatsetes uuriti jargmisi fruktaane:

1. Timuti levaan, mis saadi kingitusena Prof A. Kasperowicz’ilt (Poola Teaduste Akadeemia,
isoleeritud Ziolecki et al. (1992) jargi;

Levaansukraasiga Lsc3 300 mM rafinoosist slinteesitud levaan (kdesolev t00);

Halomonas smyrnensis’e levaan, mis saadi kingitusena Prof E. Toksoy Oner’ilt (Istanbul, Tiirgi);

Daalia inuliin (Sigma-Aldrich, Saksamaa);

o k~ w0 N

Levaansukraasiga Lsc3 1200 mM sahharoosist siinteesitud levaan (saadi T. Visnapuu’lt;

Adamberg et al., 2014; Bondarenko et al., 2016);

6. Zymomonas mobilis’e levaan, mis saadi kingitusena A. Vigants’ilt (Lati Ulikool, Riia);

7. Levaansukraasiga Lsc3 1200 mM sahharoosist sunteesitud FOS-id (saadi T. Visnapuu’lt;
Adamberg et al., 2014);

8. Levaansukraasiga Lsc3 1200 mM sahharoosist silinteesitud levaanist endolevanaasi tootlusega

saadud FOS-id (saadud T. Visnapuu’lt, publitseerimata).

2.2.10 Redutseerivate suhkrute maaramine

Selleks, et hinnata fruktaanide hudrolutsi méaéra happega (0.01 M HCI) t6é6deldud ja autoklaavitud
(0.5 ja 1 atu) proovides (pt 2.2.9), modotsime neis redutseerivate suhkrute sisaldust 3,5-
dinitrosalitsutilhappega (DNS) (Miller, 1959). Erinevatel ajapunktidel (1-7 h ja 24 h) vdetud
neutraliseeritud happehudroliiusi proovid (200 uL) ja 1.5 h autoklaavitud proovid lahjendati 2 korda
mQ vees ja segati 400 uL DNS reaktiiviga. Proove kuumutati 5 min temperatuuril 100°C, jahutati
jaal, proovile lisati 800 uL MQ vett ning mdddeti neeldumist lainepikkusel 540 nm. Redutseerivate
suhkrute kogus arvutati kindlate kontsentratsioonidega fruktoosi lahustega tehtud kaliibergraafiku
alusel. Lisaks mdddeti redutseerivate suhkrute sisaldus ka tdielikult monomeerideks hudrolitsunud
proovidest (0.2 M HCI; 24 h), mis voeti aluseks hudroltlsi maara (%) arvutamisel happetdotluse

kaigus.

2.3 Tulemused ja arutelu

Meie too6grupis on pohjalikult uuritud ja iseloomustatud P. syringae DC3000 pv. tomato
levaansukraasi Lsc3 (Visnapuu et al., 2008; Visnapuu et al., 2009; Visnapuu et al., 2011; Alamée et
al., 2012; Mardo et al., 2014a; Mardo et al., 2014b). Oleme nédidanud, et Lsc3 on katalGutiliselt vaga
aktiivne (keat ~500 1/s) ja sellega on vGimalik sunteesida nii levaani kui ka FOS-e mahus, mis
vOimaldab nende fruktaanide kasulike toimete (nt prebiootilisuse) uuringuid (Adamberg et al., 2014;
2015). Lsc3 ensium on biokatalusaatorina véga stabiilne, sdilitades maksimaalse aktiivsuse

temperatuuril 37°C 223 péeva jooksul (Joonis 2). Lisaks pdhisubstraat sahharoosile kasutab Lsc3 ka
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rafinoosi (Visnapuu et al., 2008) ja stahhtioosi (Visnapuu et al., 2011; Visnapuu, 2012). Lsc3 enstiim
suudab transfruktosudlida ka nn mittetraditsioonilisi aktseptoreid, nditeks kstloosi, ksilobioosi,
sorbitooli, arabinoosi, stinteesides neist potentsiaalselt uute kasutusvéimalustega suhkruid (Visnapuu
et al., 2009; Visnapuu et al., 2011). Vorreldes grampositiivsete bakterite levaansukraasidega on P.
syringae DC3000 pv. tomato Lsc3 oluliselt vaiksema molekulmassiga, mis on kasulik selle valgu
efektiivseks heteroloogiliseks ekspresseerimiseks. 1 liitrist indutseeritud E. coli kultuurist oleme
saanud ~30 mg puhast Lsc3 valku (Mardo et al., 2014b).

Meie asjaldppenud uurimisprojekti ’Functional Food Ingredients; FFI’ raames on uuritud Lsc3
ensulimiga slnteesitud levaani potentsiaali prebiootikumina ja on ndidatud, et see on jdmesoole
kommensaalile B. thetaiotaomicron’ile heaks kaaritamissubstraadiks (Adamberg et al., 2014). Haid
tulemusi saadi ka P. syringae Lsc3 levaani kasutamisel mineraalsete nanoosakeste kattematerjalina
(Bondarenko et al., 2016) ja naidati ka levaani melanoomivastast toimet hiirtel (S. Kuuse ja T.

Visnapuu avaldamata andmed).

Kuna Lsc3 sunteesitud levaani ja FOS-ide potentsiaal biotehnoloogias on suur, siis oleks neid vaja
edasisteks uuringuteks suuremas koguses siinteesida ning pohjalikumalt iseloomustada. Kaesoleva
magistritdo eesmark oli optimeerida P. syringae pv. tomato levaansukraasi Lsc3 reaktsioonitingimusi
levaani ja FOS-ide kuluefektiivseks stinteesiks ning uurida levaansukraasi inhibitsiooni
reaktsiooniproduktide glikoosi ja fruktoosiga. Nendes katsetes kasutasin Lsc3 valku koguaktiivsusega
~377 vbi ~393 U/mg, mis mdddeti 100 mM sahharoosist temperatuuril 37°C Lisaks oli plaanis
tootada valja online meetod levaansukraasi sahharoosi kasutamise kineetika médtmiseks. Kuna levaan
ja FOS-id pakuvad suurt huvi prebiootikumidena, siis oli Uheks eesmaérgiks uurida ka nende

vastupidavust happele ja autoklaavimisele. T66 detailsed eesmargid on esitatud peatiikis 2.1.

2.3.1 Levaani ja FOS-ide stintees Lsc3 valguga

2.3.1.1 Reaktsioonitingimuste optimeerimine kuluefektiivseks produktide tootmiseks

Selleks, et oleks vdimalik levaansukraasi siinteesiproduktide bioloogilisi toimeid uurida, tuleb nende
tootmine optimeerida vdimalikult kuluefektiivseks ning leida tingimused, kus toodetakse suurima
saagisega soovitud produkti. On teada, et levaansukraaside reaktsiooniproduktide hulka ja spektrit
saab mdojutada reaktsioonitingimuste varieerimisega (Hettwer et al., 1995; Sangiliyandi et al., 1999;
Ben Ammar et al., 2002; Van Hijum et al., 2004; Goldman et al., 2008; Visnapuu et al., 2009; 2011).
Oleme varem ndaidanud, et sarnaselt teistele levaansukraasidele s6ltub ka Lsc3 polumeriseerimisvéime
ja produktide spekter suurel maéral substraadi kontsentratsioonist (Visnapuu et al., 2009). Korgetel

substraadi kontsentratsioonidel on valdav Lsc3 transfruktosuiliv aktiivsus, madalatel aga sahharoosi
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hidroltutsiv aktiivsus. Kui sahharoosi on lahuses palju, naiteks 410.4 g/L (1200 mM), siis
kasutatakse enam kui 70% sahharoosist parinevatest fruktoosijadkidest transfruktosutlimiseks ja

moodustuvad levaan ning FOS-id (Visnapuu et al., 2011).

Antud t66s soovisime tapsemalt uurida FOS-ide hulga ja nende spektri soltuvust substraadi ja
ensulimi kontsentratsioonist reaktsioonisegus. Joonisel 5 on toodud HPLC-ga méaratud FOS-ide hulk
ja spekter, mis slnteesiti Lsc3 valguga (lisati 4.1 U/mL ehk 10.9 pg/mL) 300 mM v6i 1200 mM
sahharoosist. Reaktsioon peatati erinevatel aegadel (1 h, 3 h, 6 h ja 20 h; pt 2.2.5). Jooniselt on néha,
et suure (1200 mM) sahharoosi kontsentratsiooni korral stinteesitakse oluliselt ronkem FOS-e ja nende
DP on kdrgem. 300 mM sahharoosist moodustub FOS-e kuni DP-ni 5, kuid domineerivad lihikesed
kahe fruktoosijaagiga FOS-id (DP 3). 1200 mM sahharoosist ja pikematel reaktsiooniaegadel (3 h, 6 h

ja 20 h) moodustub FOS-e suuremas koguses ja kuni DP-ni 7 (Joonis 5).

300 mM sahharoos 1200 mM sahharoos
W DP7
6 6
[ ]
5 5 — DP6
£ 4 B
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Joonis 5. 300 mM (102.6 g/L) ja 1200 mM (410.4 g/L) sahharoosist 4.1 U/mL ensiiiimiga siinteesitud
fruktooligosahhariidide kogus mg valgu kohta ja spekter erinevatel reaktsiooniaegadel (1, 3, 6 ja 20
h).

Tabelis 1 on esitatud Lsc3 valguga (3 U/mL) 1200 mM sahharoosist 20. reaktsioonitunniks
stinteesitud fruktooligosahhariidide segu koostis. Tabelist on naha, et FOS-i segus domineerivad FOS-
idest 1-kestoos, nustoos ja fruktositlnistoos ja véhem on 6-kestoosi. FOS-e detekteeriti kuni DP-ni 7.
Segu sisaldab ka reageerimata jaanud sahharoosi ning palju glikoosi. FOS-ide hulgas tuvastati ka
disahhariidi blastoosi, aga mitte neokestoosi. Vahene 6-kestoosi hulk Lsc3 reaktsioonisegus vdib olla
seletatav selle edasise transfruktostiilimisega pikemateks fruktooligosahhariidideks ja poliimeerseks
levaaniks, sest 6-kestoos on levaani eellasmolekul (Ritsema ja Smeekens, 2003). P. syringae Lsc3
valguga slinteesitud FOS-ide spekter sarnaneb G. diazotrophicus’e, Z. mobilis’e ja B. megaterium’i
levaansukraaside oligofruktaanide spektriga (Crittenden et al., 1993; Tambara et al., 1999; Homann et
al., 2007; Vigants et al., 2013).
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Tabel 1. Lsc3 enstiimiga 1200 mM sahharoosist stnteesitud fruktooligosahhariidid. Tabeli andmed

parinevad artiklist Adamberg et al.,2014.

Suhkur Kontsentratsioon, g/L | Suhkur Kontsentratsioon, g/L
Fruktoos 75.4 £ 16.2 Nistoos (DP 4) 28.4 £ 1.7
Gliikoos 255.0 + 19.9 Fruktosuilnistoos (DP 5) 19.7 £ 1.0
Sahharoos (DP 2) 441 + 59 DP 6 70 £ 05
Blastoos (DP 2) 98 £ 1.1 DP7 36 £0.1
1-kestoos (DP 3) 370 £ 41 FOS-id kokku (DP 3-7) 100 £ 4.4
6-kestoos (DP 3) 9.2 £ 13

Optimaalse enstumi koguse leidmiseks FOS-ide silinteesiks modtsime nende teket 1200 mM
sahharoosist erinevatel Lsc3 kontsentratsioonidel (0.2-4.9 U/mL ehk 0.5-13.0 pg/ml), reaktsiooniaeg
oli 24 h ja temperatuur 37°C. Moodustunud produktide ja jadksubstraadi kogust analtitsiti HPLC-ga,
tulemustest arvutati ka ensutmi transfruktosulliv aktiivsus — TA% (pt 2.2.4 ja 2.2.5). Tulemused on
esitatud Tabelis 2. Reaktsiooniprodukte analtlsisime ka TLC-I (pt 2.2.5), mis on esitatud Joonisel 6.
Kui HPLC meetodiga ei saa levaani kvantiteerida, siis TLC analiiusil n&gime ka levaani
moodustumist (tume laik plaadi stardijoonel). TLC analliis naitab, et alates Lsc3 kontsentratsioonist
0.9 U/mL ilmuvad reaktsiooniproduktide hulka ka 1-kestoosist lihemad suhkrud, mis vdiks olla
levaanbioos ja blastoos. Blastoosi teke sahharoosist levaansukraasi reaktsioonis on ka katseliselt
tuvastatud (T. Vishapuu ja H. Vija andmed; Adamberg et al., 2014; vt ka Tabel 1).

Tabel 2. Lsc3 transfruktosulliv aktiivsus (TA, %), sunteesitud FOS-ide hulk ja spekter ning

reageerimata jadnud sahharoosi kogus erinevatel enstiimi kontsentratsioonidel (0.2-4.9 U/mL ehk 0.5-
13.0 pg/mL). Esitatud véartused on 2 iseseisva mddtmise keskmised.

Lsc3, U/mL | Lsc3, pg/mL TA, % FOS, g/mg | Jaaksahharoos, % FOS, DP

0.2 0.5 76.7+04 | 39.4+0.2 73.4+0.2 3

0.3 0.8 77.1+10 | 413+24 69.5+0.2 3-4
0.4 1.0 78.0+03 | 41.1+10.4 59.0+0.2 3-4
0.5 1.3 77.1+£0.2 | 378124 484 +2.4 3-5
0.9 2.4 77.3+1.6 | 25.2+0.7 23.3+4.3 3-6
1.5 4.0 76.0+0.7 | 15.6+0.2 8.1+05 3-6
2.7 7.2 679+02 | 9.4+10 41+04 3-6
4.1 10.9 63.0+09 | 35+07 29+0.2 3-7
4.9 13.0 63.7+£04 | 35+0.6 41+04 3-7
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Joonis 6. Erinevatel Lsc3 kontsentratsioonidel (0.2-4.9 U/mL) 24. reaktsioonitunniks moodustunud
produktide analiilis 6hukese kihi kromatograafiaga (TLC). 0.5 puL 4 korda MQ vees lahjendatud
reaktsioonisegu kanti TLC plaadi stradijoonele. Esimesele rajale kanti markersuhkrud (M): levaan (L),
nlstoos (N), 1-kestoos (K), sahharoos (S) ja fruktoos (F).

Tabelist 2 on néha, et mida vahem enstumi reaktsioonisegus on, seda rohkem FOS-e 1 mg valgu
kohta stinteesitakse. Kui 4.9 U/mL ensiiimiga tekib 3.5 g FOS-e 1 mg ensulmi kohta, siis 0.5 U/mL
ensutimiga moodustub 37.8 g FOS-e 1 mg enstiimi kohta. Kui ensuiimi kogust veelgi vdhendada, siis
FOS-ide saagis 1 mg ensulmi kohta enam oluliselt ei muutu, kull aga alaneb sahharoosi kasutamise
efektiivsus. Mida vaiksem on enstimi kogus reaktsioonisegus, seda suurem on jadksahharoosi kogus.
Kdige véiksema katses kasutatud enstilimi kontsentratsiooni korral (0.2 U/mg) oli enam kui 70%
sahharoosist 24 h modddudes reaktsioonisegus alles. Seevastu 4.1 U/mL enstimi kontsentratsiooni
korral oli ja&ksahharoosi protsent vaid 2.9 (Tabel 2). Substraadina reaktsioonisegusse lisatud
sahharoosi kohta arvutades on sinteesitud FOS-ide saagis kdige suurem (~14 %) ensulmi
kontsentratsioonivahemikus 0.9-1.5 U/mL. Sahharoosi kasutamise efektiivsust illustreerib ka TLC
analliis (Joonis 6). Ensutmi kontsentratsiooni vahendades, suureneb detekteeritud transfruktosuuliv
aktiivsus, saavutades platoo enstiimi kontsentratsioonil umbes 1.5 U/mL. Kui 4.9 U/mL Lsc3 puhul
on TA 63.7%, siis enstiimi kogust 10x vahendades (0.5 U/mL) téuseb see 77%-ni (Tabel 2). Seega
mida rohkem enstimi lisame, seda suurem on sahharoosi hidrolulsiv aktiivsus. Kui enstimi
lisatakse suures koguses, siis saab kohe alata kiire sahharoosi I6hustamine, reaktsioonisegusse hakkab
kogunema gliikoos ja see vOib inhibeerida transfruktostiulimisreaktsiooni (pt 1.1 ja 2.3.1.3; vt Joonis
11).

Reaktsioonisegude kromatograafiline analliis nditas, et ensliimi kontsentratsioon reaktsioonisegus

mojutas ka FOS-ide spektrit. Madalate enstiimi kontsentratsioonidega reaktsioonisegudes tuvastasime
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HPLC analliusiga vaid luhikese ahelaga FOS-e (DP 3-4) ja ensuimi kontsentratsiooni kasvades
suurenes pikema ahelaga (kuni DP 7) FOS-ide osakaal (Tabel 2).

Optimaalne ensutmi kogus FOS-ide sunteesiks peaks olema selline, mille korral sahharoosi
kasutamine oleks piisavalt efektiivne ja stinteesitaks piisavalt FOS-e. Sellest tulenevalt voib antud
katsete pohjal soovitada efektiivseks FOS-ide sunteesiks Lsc3 kontsentratsiooni vahemikus 0.9-1.5
U/mL (2.4-4.0 pg/mL).

Kui varem oleme levaani teket Lsc3 reaktsiooni kaigus jalginud spektrofotomeetriliselt hagu tekke
jargi (pt 2.2.6) ja moodustunud levaani kogust arvutanud puhastatud levaaniga tehtud kaliibri alusel,
siis valisdpingute kdigus Mehhiko Riikliku Autonoomse Ulikooli Biotehnoloogia Instituudis Prof
Munguia uurimisgrupis avanes mul v@imalus mdd6ta erinevatel substraadi kontsentratsioonidel
stinteesitud kdrge ja madala molekulmassidega levaani kogust reaktsioonisegus geelkromatograafiaga
(GPC) (pt 2.2.5). M6dtsin 300 mM, 1200 mM ja 1754 mM (599.9 g/L) sahharoosist temperatuuril
37°C 24. reaktsioonitunniks 0.4 U/mL (1 pg/mL) Lsc3-ga sunteesitud levaani hulka. GPC analiisiks

tegin reaktsiooniproovidest lahjendused (1:1) destilleeritud vette (Joonis 7).
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Joonis 7. Erinevatel sahharoosi kontsentratsioonidel (300 mM, 1200 mM ja 1754 mM) Lsc3
levaansukraasiga (0.4 U/mL) sunteesitud levaani molekulmasside kromatograafiline jaotus. HMW —
kdrge molekulmassiga levaan; LMW — madala molekulmassiga levaan; Glc — glikoos; Fru — fruktoos;
Suc — sahharoos.

Levaansukraasi produktide GPC analtiusil ilmnes, et 1200 mM sahharoosist sunteesib Lsc3 1.6 korda
rohkem korge molekulmassiga (Mw ~4700 kDa; DP ~2.9 x 10%) levaani kui 300 mM sahharoosist.
Kui sahharoosi kontsentratsiooni reaktsioonisegus suurendati 1754 mMe-ni, siis sunteesitud HMW
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levaani hulk ei tdusnud kérgemale kui 1200 mM sahharoosi puhul. GPC analiils nditas ka, et 300 mM
sahharoosist sunteesitakse ka madala molekulmassiga (LMW) (Mw ~11 kDa; DP ~68) levaani, mida
1200 mM sahharoosist moodustub véga vahe (Joonis 7). Seega, erinevalt Porras-Dominguez et al.
(2015) uuritud B. subtilis’e levaansukraasist mdjutab substraadi (sahharoosi) kontsentratsioon Lsc3
valguga sunteesitava levaani molekulmassi. B. subtilis’e levaansukraasi elongatsioonimehhanismi
mdjutab tugevasti hoopis ensiimi kontsentratsioon reaktsioonisegus (Porras-Dominguez et al., 2015).
Enstiimi kontsentratsiooni mdju sunteesitava levaani molekulmassile Lsc3 levaansukraasil veel
uuritud ei ole. Lsc3 valguga slinteesitud ja etanooliga sadestatud, kuivatatud ja vees lahustatud levaani
molekulmasside jaotust on analtisitud peatiikis 2.3.2.1 (Joonis 15 ja Tabel 3).

Kuna HMW ja LMW levaanidel vdivad olla erinevad lahustuvusomadused, siis ei pruugi hagu
md6tmine ndidata adekvaatselt levaani kogu hulka. Oleme varem ndidanud, et reaktsioonisegu
hagusus suureneb enim siis, kui Lsc3 reageerib suhteliselt védikese sahharoosi kogusega (300 mM)
ning hagususe tdus on vaiksem, kui substraadiks on 600 mM vdi 1200 mM sahharoos (Visnapuu et
al., 2009; Visnapuu, 2012; Aasamets et al., 2014). Seda v6ib seletada mitmeti. Joonisel 7 on néha, et
300 mM sahharoosist toodetakse ka madala molekulmassiga levaani. On vdimalik, et just see levaan
moodustab h&gusema lahuse. Veel oleme ndidanud, et FOS-ide lisamisel levaani lahusele vaheneb
selle hagusus (K. Mardo, avaldamata andmed). Kuna kdrgel (1200 mM) sahharoosi kontsentratsioonil
slinteesitakse palju FOS-e (Joonis 5), vdib see vahendada levaanilahuse hagusust. Sellisel juhul
vOisime me eelnevates katsetes alahinnata levaani hulka, mida siinteesiti Lsc3 valguga sahharoosi

kdrgematel kontsentratsioonidel.

Et madrata optimaalset enstiimi kogust levaani siinteesiks, mddtsime levaani sunteesi 300 mM
sahharoosist kasutades Lsc3 valku erinevates kogustes (0.5-4.9 U/mL) (pt 2.2.6). Valisime madala
sahharoosi kontsentratsiooni selleparast, et neis tingimustes sunteesitakse suhteliselt vdhe FOS-e
(Joonis 5) ning levaani ja FOS-ide vahekord on tugevalt levaani siinteesi kasuks. Jooniselt 8 on néha,
et optimaalne enstiiimi kogus levaani siinteesiks sdltub suuresti reaktsiooniajast. Kui reaktsiooniaeg
on 1 h, siis erinevatel Lsc3 kogustega siinteesitud levaani hulk 1 mg enstiimi kohta oluliselt ei erine.
Reaktsiooniaja pikenedes (3, 6 ja 20 h) moodustus levaani 1 mg enstumi kohta kdige enam siis, kui
Lsc3 kontsentratsioon reaktsioonisegus oli 1 U/mL. Kui kasutada pikka reaktsiooniaega ja kdrget
ensulimi kontsentratsiooni, siis langeb siinteesitud levaani hulk 1 mg ensiiimi kohta margatavalt. See
naitab, et juba vaga véike enstiimi kogus suudab piisavalt pika aja jooksul kasutada dra peaaegu kogu
substraadi ja stunteesida maksimaalses koguses levaani. Siin on kindlasti oluline ka see, et Lsc3 valk

on Vvéga stabiilne (vt Joonis 2) ning aktiivsus ei ole mojutatud reaktsiooniaja pikkusest. Kuna pika
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reaktsiooniaja ja kdrge enstiumi kontsentratsiooni korral on ja&ksahharoosi hulk vaga vadike, siis
arvame, et Lsc3 vOib hakata neis tingimustes parema substraadi puudumisel stinteesitud levaani
eksoaktiivsusega hudrollisima. Levaansukraaside eksolevanaasset aktiivsust on naidatud mitmete
bakterite (B. subtilis, Rahnella aquatilis, Z. mobilis, Lactobacillus reuteri) levaansukraasidel
(Mendez-Lorenzo et al., 2015 ja sealsed viited) ja ka Lsc3 puhul (Visnapuu et al., 2011). Oleme
naidanud, et Lsc3 pikaajalisel inkubeerimisel levaaniga moodustub fruktoosi, kuid mitte FOS-e
viidates selgelt eksoaktiivsusele (Visnapuu et al., 2011). Lisaks vdib levaani sunteesi vahenemist
mojutada glukoosi inhibeeriv toime polimeriseerimisele (Joonis 12), kuna just suurematel enstiumi

kontsentratsioonidel moodustub oluliselt rohkem gliikoosi (pt 2.3.1.3 ja Joonis 11).
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Joonis 8. Levaani teke g/mg Lsc3 kohta (pdhigraafik) ja mg/ml (sisegraafik) 1., 3., 6. ja 20.
reaktsioonitunniks erinevatel Lsc3 kontsentratsioonidel (0.5-4.9 U/mL) 300 mM sahharoosist.
Joonisel esitatud tulemused ja standardhélbed on arvutatud 4 paralleeli pdhjal.

Kuna levaansukraasi sintees ja puhastamine on Kallis, siis on oluline arvestada suinteesitud levaani
kogust mg valgu kohta. Samas, kui eesmark on lihikese aja jooksul v@imalikult palju levaani
stnteesida ja valku ei pea kokku hoidma, siis tuleks maksimaalse koguse levaani siinteesiks valgu
kogust suurendada. Néiteks 1 h ja 3 h reaktsioonides kehtis positiivne korrelatsioon valgu koguse ja

slinteesitava levaani hulga (mg/mL) vahel (Joonis 8, sisegraafik).

Selle t66 tulemuste pdhjal vdib soovitada voimalikult vaikese valgukuluga suure koguse HMW
levaani ja FOS-ide sunteesiks kasutada 1200 mM sahharoosi, Lsc3 valku ~1 U/ml ja pikemat
reaktsiooniaega (20-24 h).
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2.3.1.2 Levaansukraasi sahharoosi hudrolldsiva reaktsiooni online jalgimine mikroplaadil.
Metoodika valideerimine metsiktitpi ja mutantsete valkudega

Siiani oleme levaansukraasi aktiivsust ja kineetilisi parameetreid méaaranud meetodiga, mis pdhineb
sahharoosi hiidroliiiisil vabanenud glitkkoosi hulga mdotmisel Glucose Liquicolor’i reaktiiviga (GL
meetod, pt 2.2.4), kasutades tootjafirma protokolli ning gliikoosi kaliiberkdverat (Visnapuu et al.,
2008). See meetod on suhteliselt ajamahukas ja nduab suhteliselt suurtes kogustes ensulmi ja
kemikaalide kasutamist (reaktsioon rutiinselt 0.5-1 mL mahus). Lsc3 ja selle mutantide uurimise
lihtsustamiseks tootasime valja metoodika, milles registreeritakse mikroplaadil reaalajas gliikoosi
eraldumist sahharoosist, kasutades kromogeenina TMB-d ja abienstimidena A. niger’i glikoosi
okslidaasi ja rbika peroksidaasi (pt 2.2.7). Metoodika valjato6tamisel lahtuti artiklitest Liiv et al.
(2001) ja Cao et al. (2012) ja meie toOgrupi varasematest kogemustest. Reaktsioonis moodustuva

glukoosi koguse arvutasime nagu naidatud pt 2.2.7.

TMB-I baseeruva metoodika valideerimiseks méaérasime selle meetodiga Lsc3 metsiktiilpi valgule ja
selle mutantidele His113Ala ja His113GIn kineetilised parameetrid (Km ja Vmax) ning vordlesime
saadud tulemusi eelnevalt GL meetodil mé&&ratud vaartustega. Oleme varem néidanud, et His113 on
Lsc3 valgu Kkatalutsis oluline. Mutantidel His113Ala ja His113GIn on afiinsus sahharoosile,
maksimaalne sahharoosi I6hustamise kiirus ning FOS-ide ja levaani siintees vOrreldes muteerimata
valguga oluliselt langenud. Vorreldes sahharoosi 16hustamise kiirusega, on FOS-ide siinteesi langus
oluliselt tugevam, mis tahendab, et see positsioon on eriti vajalik polimeriseerimisreaktsiooniks
(Mardo et al., 2014a).

G. diazofrophicus/ G. diazotrophicus Gludod PyMOL  programmiga  visualiseeriid G
P. syringae pv. tomato Glu303' diazotrophicus’e levaansukraasi LsdA (PDB ID:

Z. mobilis Glu278 1W18) katalitiitiline tsenter ja katalitiitiline kolmik
(Aspl35, Asp309 ja Glud401), mis on tihistatud
+1 A . "
c sinise vérviga. Rafinoosi molekul périneb B
. Glu32r

Glu236 subtilis’e rafinoosiga kompleksis kristalliseeritud
Glu211 levaansukraasist (PDB ID: 3BYN). Joonisel on
niidatud levaansukraasi Lse3 positsioonid Trpl09,
Hisl13 ja Glu236. Vastavad positsioonid
erinevates  bakterite  levaansukraasides on

P

Asp309

N [] P . . T . -7

Phe168 \ :::;‘:i i Asp135 Asp219 tihistatud erinevate wvirvidega: Z. _mob:hs’e

Trp109 M. Asng4 s Asp62 Asp194 levaansukraas LevU (must), P. syringae pv
L4 . - -

Tre20 by, L a2 tomato Lse3 (punane) ja G. diazotrophicus LsdA

(roheline ja sinine).

Joonis 9. His113 v6imalik paiknemine Lsc3 valgus kataliditilise tsentri alapiirkondade suhtes. His113
on Umbritsetud punase katkendliku joonega. Joonis on périt modifitseeritud kujul artiklist Mardo et al.
(2014a).

Joonisel 9 on ndidatud, et His113 vdib paikenda Lsc3 valgus piirkonnas, mis v6ib mdjutada

substraatide seostumist substraaditaskusse nii alapiirkonnas -1, kuhu seostub fruktostuli doonori
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fruktoosijadk kui ka alapiirkonnas +2, kuhu seostub fruktostuli aktseptor ja rafinoosi puhul ka

doonormolekuli galaktoosijaak (Joonis 9).

Kineetiliste parameetrite maaramiseks inkubeerisime mikroplaadi kannukestes enstimi 5-500 mM
sahharoosiga Mcllvaine’i puhvris kogumahuga 200 pL. Gliikoosi teket mddtsime lainepikkusel 650
nm 1 tunni jooksul iga minuti tagant. Tulemuste analulsil arvutasime sahharoosi I8hustamise
algkiirused, enstiumide afiinsused sahharoosile (Km; mM) ja maksimaalsed reaktsioonikiirused (Vmax;
U/mg) (pt 2.2.7). Tulemused on esitatud Joonisel 10. Jooniselt on néha, et TMB meetodiga maaratud
Km véartused on kdikidel uuritud levaansukraasidel madalamad, kui eelnevalt GL meetodiga méérates.
Vastavad véartused vahenesid Lsc3 WT enstumi korral 32% ja mutantidel 46-50%. Seega néitavad
TMB meetodiga mdddetud tulemused enstlimide suuremat afiinsust sahharoosile vorreldes GL
meetodiga mdddetud tulemutega. Kuna gliikoos on tugev konkurentne inhibiitor Lsc3 ensiiimile (vt.
pt 2.3.1.3), siis vOiks saadud tulemusi seletada sellega, et TMB meetodil enstimi aktiivsust modtes
eemaldatakse reaktsioonis moodustuva gliikkoosi pdhjustatud inhibitsioon, mis parandab substraadi
(sahharoosi) seondumist. Huvitav on see, et uuritud mutantidel on Ky, vaartuse langus TMB meetodil
md06tes margatavalt suurem vorreldes Lsc3 WT ensliumiga. Lsc3 His113 positsiooni mutantidel on
afiinsus substraadile véhenenud, mida vOiks pOhjustada ka nditeks substraatide seondumise
suurenenud inhibitsioon glukoosiga. See seletaks seda, et me ndgime TMB meetodit kasutades
mutantidel suuremat afiinsuse téusu sahharoosile kui WT valgul. Maksimaalsed reaktsioonkiirused
(Vmax) on kahe erineva meetodiga modtes suhteliselt sarnased (Joonis 10). Need tulemused sobivad
hasti konkurentse inhibitsiooni teooriaga, mille puhul j&db Vmax Vvadrtus inhibiitori (meie naitel
glukoosi) olemasolul ja puudumisel samaks.
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Joonis 10. Lsc3 metsikive (WT) ja selle mutantide Hisl13Ala ja His113GIn afiinsus (Km)
sahharoosile ja maksimaalne reaktsioonikiirus (Vmax), madratuna GL meetodil (hallid tulbad) ja TMB
meetodil (punased tulbad). Joonisel esitatud tulemused ja standardhédlbed on arvutatud 2 iseseisva
korduskatse pohjal.
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Kokkuvotteks voib telda, et levaansukraasi uurimise kontekstis uudse TMB meetodiga on vdimalik
lihtsalt ja Kiiresti minimaalse valgu kuluga md6ta levaansukraasi ja selle mutantide aktiivsusi, maérata
valgu Kineetilisi parameetreid ning uurida ensiiumi inhibeeritavust glukoosiga. Vorreldes GL
meetodiga on vajaminev levaansukraasi kogus reaktsioonisegus umbes 40 korda véiksem Lsc3 WT
puhul ja 4 korda véiksem mutantide His113Ala ja His113GIn puhul. Samuti on ajakulu oluliselt
vaiksem: kui GL meetodiga kulub Kineetiliste parameetrite maaramiseks thele enstiimile enam kui 2
tundi, siis TMB meetodiga saab Uhe mikroplaadi peal mdo6ta korraga ja automaatselt kuni viie
ensulimi reaktsioonikiirusi védhem kui 1 tunniga, mis téhendab, et (hele ensulmile saame

optimaalsetes tingimustes kineetilisi parameetreid madrata 10 korda kiiremini.

2.3.1.3 Glukoos ja fruktoos kui levaansukraasi inhibiitorid

Levaansukraasi reaktsiooni kéigus vabaneb reaktsioonikeskkonda ko&rvalprodukt glikoos, mis
inhibeerib levaansukraasi (Lyness ja Doelle, 1983; Hettwer et al., 1995). Detailsemaid kineetika
uuringuid ja inhibitsioonikonstanti gliikoosile ei ole me siiski Kirjandusest leidnud. Kull on aga
naidatud, et FOS-ide suinteesil sahharoosist vdib levaansukraasi inhibitsioon glikkoosiga olla madala
saagise pdohjuseks (Dominguez et al., 2014). Arvatakse, et glikoos vOiks seostuda levaansukraasi
aktiivtsentri +1 piirkonda, konkureerides seal substraadi seostumisega ja hairida sel moel reaktsiooni
(Meng ja Ftterer, 2003; Lammens et al., 2009; vt. ka Joonis 9). On pakutud, et maksimaalne FOS-ide
saagis vOib ulatuda kuni 60% algsest sahharoosi kontsentratsioonist, mida ei ole vdimalik glikoosi
inhibeeriva toime tottu suurendada (Yun et al., 1996; Sangeetha et al., 2005). Enamasti on FOS-ide
saagis veelgi madalam — néiteks Z. mobilis’e levaansukraasil on see kdigest 24-32% sahharoosist
(Bekers et al., 2002). Seega vdiks gliukoosi pidev eemaldamine reaktsiooni kéigus olla kasulik
ensutmi polumerisatsioonivbimele ja FOS-ide saagisele. Tdepoolest, on néidatud, et Kkui
levaansukraasi  reaktsioonisegusse lisada glukoosi okslidaasi, mis oksldeerib gliikoosi
gliikoonhappeks, siis FOS-ide saagis v0ib ulatuda 90%ni algsest sahharoosi kontsentratsioonist (Sheu
et al., 2001; Lin ja Lee, 2008).

Jadksahharoosi hulka ja FOS-ide saagist arvesse vdttes on optimaalne Lsc3 kontsentratsioon FOS-ide
stinteesiks 0.5-1.5 U/mL (pt 2.3.1.1). Kui 0.5 U/mL ensulimi kontsentratsiooni korral kasutati ara ligi
50% sahharoosist, siis enstiimi kogust 1.5 U/mL-ni tdstes kasutati ara enam kui 90% (Tabel 2). Kuigi
jadksahharoosi hulk vahenes oluliselt, siis vahenes sellega ka FOS-ide saagis 1 mg valgu kohta. Selle
uheks pohjuseks vdib olla glikoosi inhibeeriv toime, sest mida rohkem ensttimi reaktsioonisegus on,
seda Kkiiremini ja rohkem glikoosi vabaneb (Joonis 11). Kirjanduses on néidatud, et juba 30 mM

glikoos reaktsioonisegus hakkab inhibeerima ensutmi pollimeriseerivat aktiivsust ning reaktsioon
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aeglustub (Lyness ja Doelle, 1983; Hettwer et al.,, 1995). Meie katses 0.5 U/mL ensulmi
kontsentratsiooniga reaktsioonisegus vabaneb 24. tunniks 1200 mM sahharoosist enam kui 500 mM
glukoos ja kui enstiimi kogust tdsta kuni 1.5 U/mL-ni, siis on moodustunud gliikoosi kontsentratsioon
kaks korda suurem (1000 mM).
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Joonis 11. Erinevatel Lsc3 kontsentratsioonidel (0.3-1.5 U/mL) 1200 mM sahharoosist 24. tunniks
moodustunud FOS-ide ja glikoosi (Glc) hulk ning jadksahharoosi protsent reaktsioonisegus
mdddetuna HPLC-ga. Jaaksahharoos on ndidatud hallide tulpadena. Joonisel esitatud tulemused ja
standardhalbed on arvutatud 2 paralleeli pdhjal.

Uurisime glukoosi inhibitsiooni mdju ka levaani sunteesile. Selleks jalgisime levaani tekke kineetikat
mikroplaadil temperatuuril 37°C, varieerides sahharoosi kontsentratsioone (5-150 mM) ja lisades
reaktsioonisegusse 50 mM ja 100 mM gliikoosi (pt 2.2.6). Levaani slnteesi algkiirused 1 mg valgu
kohta kahel erineval gliikoosi kontsentratsioonil on toodud Joonisel 12. On né&ha, et glikoos
inhibeerib levaani teket tugevasti. Inhibitsioon on eriti tugev sahharoosi madalal (10 mM)
kontsentratsioonil. Michaelis-Menten’i vorrandi alusel saime inhibitsioonikonstandiks (Kj) gliikoosile
12.8 £ 2.4 mM ja glikoos toimis konkurentse inhibiitorina. Lsc3 valgu Kn sahharoosile levaani
stinteesil on 21.4 + 3.9 mM. See tdhendab seda, et gliikoos inhibeerib levaani siinteesi véga tugevasti
ja selle eemaldamine reaktsioonisegust reaktsiooni valtel voiks olla kasulik suurema levaani saagise

saavutamisel.
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Joonis 12. Levaani sunteesi algkiirused mg valgu kohta erinevatel sahharoosi kontsentratsioonidel
(10-150 mM) ja kahel erineval glikoosi kontsentratsioonil (50 ja 100 mM). Hallid tulbad tahistavad
reaktsiooni, kuhu glikoosi ei lisatud, sinised tahistavad 50 mM gliikoosiga reaktsioone ja punased 100
mM glukoosiga reaktsioone. Joonisel esitatud tulemused ja standardhalbed on arvutatud 2 korduskatse
pohjal.

Levaansukraasi sahharoosi hldrollusiva aktiivsuse tulemusena vabaneb sahharoosist lisaks glikoosile
ka fruktoos. Vaba fruktoos voib seostuda substraaditasku -1 ja ka +1 piirkonda ja inhibeerida seel&bi
substraadi 16hustamist ja transfruktosutlimisreaktsiooni (Meng ja Futterer, 2003; Tonozuka et al.,
2012). 24. reaktsioonitunniks 1200 mM sahharoosist vabanenud fruktoosi sisaldus HPLC-ga
mdddetuna on ligikaudu 5 korda vaiksem kui glikoosi sisaldus. Kui glikoosi inhibeerivat toimet
uurisime levaani sunteesi kineetika alusel, siis inhibitsiooni fruktoosiga on vdimalik mddta ka
sahharoosi l8hustumise kiiruse jargi. Registreerisime gliikoosi eraldumist sahharoosist TMB ja GL
meetodil temperatuuril 37°C, varieerides sahharoosi kontsentratsiooni vahemikus 5-100 mM ja lisades
reaktsioonisegusse 100 mM ja 300 mM fruktoosi (pt 2.2.4 ja 2.2.7). Reaktsiooni algkiiruste jargi
arvutasime Michaelis-Menten’i vorrandi alusel inhibitsioonikonstandi (K;i) fruktoosile. Kuna TMB
meetodi puhul okslideeritakse vabanenud gliikoos gliikoonhappeks, siis saame hinnata olukorda, mil
glukoosi inhibeeriv toime levaansukraasile on elimineeritud. Oleme ndidanud, et glikoonhape ise
Lsc3 reaktsiooni ei inhibeeri (A. Aasamets, avaldamata andmed). Lisaks modtsime fruktoosi
inhibitsiooni ka levaani tekke jargi nagu seda tegime glikoosi inhibitsiooni uurides (pt 2.2.6), et
tulemusi vorrelda. Joonisel 13 on esitatud andmed kahe erineva meetodiga madratud fruktoosi

inhibitsiooni kohta Michaelis-Menten’i ja Eadie-Hofstee graafikuna.
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Joonis 13. Fruktoosi inhibitsiooni Michaelis-Menten’i (suurem) ja Eadie-Hofstee (vaiksem) graafikud
hinnatuna reaktsiooni algkiirusi TMB meetodil (A) ja levaani tekke jargi (B) mdotes. Sinisega on
tahistatud inhibeerimata reaktsioon, rohelisega on téhistatud 100 mM fruktoosiga inhibeeritud
reaktsioon ja punasega 300 mM fruktoosiga inhibeeritud reaktsioon. Joonisel esitatud tulemused ja
standardhélbed on arvutatud 2 korduse p6hjal.

TMB meetodiga madrates saime fruktoosi inhibitsioonikonstandi (K;) sahharoosi hiidroliisile 142.3 +
17.2 mM, mis on umbes poole suurem, kui K; levaani slinteesile (73.3 £ 18.9 mM) (Joonis 13). GL
meetodiga méarates tuli vastav vaartus 131.4 + 35.7 mM, mis sarnaneb TMB meetodil maaratud Ki-le.
See vdiks néidata, et fruktoos inhibeerib levaani stinteesi tugevamini, kui sahharoosi hidrolGusi.
Sinteesitud levaani hinnanguline kogus mg valgu kohta vahenes 300 mM fruktoosi lisamisel
keskmiselt 1.8 korda. Sama palju vdhenes ka Z. mobilis’e rakkudega siinteesitud levaani kogus, kui
kasvukeskkonda lisati 439 mM fruktoosi (Ananthalakshmy ja Gunasekaran, 1999). Vorreldes

glukoosi inhibitsiooniga, on fruktoosi inhibeeriv toime levaani slinteesile umbes 6 korda ndrgem.

Kui substraadina kasutada sahharoosi asemel rafinoosi, siis glikoosi asemel vabaneb
reaktsioonikeskkonda melibioos (pt 1.5 ja Joonis 4). Seega oleks huvitav uurida ka melibioosi

inhibitsiooni Lsc3 reaktsioonile.

2.3.1.4 Levaani stintees rafinoosist Lsc3 enstiimiga

FFI projekti tarbeks oleme suuremas mahus levaani tootnud sahharoosist, et uurida selle omadusi ja
bioloogilisi toimeid (Adamberg et al., 2014). Kuna levaansukraas Lsc3 kasutab substraadina ka
rafinoosi ja stinteesib sellest nii levaani kui ka FOS-e (Visnhapuu et al., 2009; Visnapuu et al., 2011),
siis soovisime sunteesida levaani ka rafinoosist, et edaspidistes katsetes uurida selle omadusi ja
sobivust endolevanaasi substraadina. Kuigi rafinoos ei ole Lsc3 valgule sama sobiv substraat kui
sahharoos (Visnapuu et al., 2011; Mardo et al., 2014b; Visnapuu et al., 2015), oleme ndidanud, et

Lsc3 sunteesib rafinoosist nii levaani kui ka FOS-e (Visnapuu et al., 2009; pt 1.5). Rafinoosist
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stnteesitud levaani ja selle omadusi ei ole seni uuritud. Selles t66s uurisin lisaks ka rafinoosist

stinteesitud levaani vastupidavust maohappele ja autoklaavimisele (pt 2.3.2.2).

Etanool (96%), 3 mahtu
NaOH (pH/ ~10)
3.2 mg Lsc3 (2.7 U/ml) 4 g NaCl (4%)

Etanool (70%), 2 mahtu

Siintees:

0.5 30°C Sadestamine: Pesemine
F 3 20h a°c Dialiiiisimine
100 rpm 7 pieva Kuivatamine
—)
4 - '
300 mM rafinoos (151.3g/L) Puhas ja kuivatatud
25 mM Na-fosfaatpuhver (pH 6.0) levaan:3.35g

Joonis 14. Levaani tootmise skeem rafinoosist Lsc3 valguga. 0.5 L reaktsioonisegust saadi 3.35 g
puhastatud ja kuivatatud levaani.

Levaani tootmise skeem rafinoosist on esitatud Joonisel 14. Levaani siinteesiks kasutasime 3.2 mg
Lsc3 valku (reaktsioonisegus 2.7 U/mL) ja 300 mM (151.3 g/L) rafinoosi. Kuna rafinoosil on halvem
lahustuvus kui sahharoosil, siis ei olnud vdimalik suuremat rafinoosi kontsentratsiooni kasutada.
Levaani siintees toimus temperatuuril 30°C 20 h jooksul. Edasisel tdotlemisel sadestasime
reaktsioonisegust levaani, nagu oleme seda rutiinselt teinud sahharoosist levaani tootmisel (Adamberg
et al., 2014; Jogi et al., 2015). Selleks lisasime jadkilma etanooli (96%), leelistasime reaktsioonisegu
vadrtuseni pH ~10 ja hoidsime reaktsioonisegu temperatuuril 4°C. Kuna rafinoosist siinteesitud levaan
sadenes kehvemini kui sahharoosist stinteesitud levaan, siis lisasime ka NaCl (4%), et sadenemist
soodustada. Kui sahharoosist silinteesitud levaan sadeneb vélja juba 24 tunniga, siis rafinoosist
stinteesitud levaan sadenes alles 7-ndaks péevaks. Pérast levaani sadenemist, dekanteerisime sademelt
FOS-ide fraktsiooni, pesime levaani 70%-lise etanooliga ja dialliisisime MQ vees (pt 2.2.8). Seejéarel
levaan kuivatati nagu Adamberg et al. (2014). 500 mL reaktsioonisegust saime 3.35 g levaani ehk ~1
g levaani mg kasutatud valgu kohta. 1.2 M sahharoosist oleme eelnevalt saanud ~13 g levaani mg
valgu kohta (Jdgi et al., 2015).

2.3.2 Lsc3 fruktaanide omadused

2.3.2.1 Lsc3 levaani molekulmass ja bimodaalne jaotus

Levaani ja FOS-ide kasulikud omadused on tihedalt seotud nende struktuuri ja suurusega. Naiteks
pikematel ja hargnenud ahelaga fruktaanidel on eriti suur potsentsiaal jouda soole distaalsesse ossa
(Manning ja Gibson, 2004; Allsopp et al., 2013; Di Bartolomeo et al., 2013) ja seelébi toimida
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prebiootiliselt. Abdel-Fattah et al. (2012) néitasid, et B. subtilis’e levaani vabade radikaalide vastane
toime oli seotud just selle kérge molekulmassiga. Samas antibakteriaalset toimet avaldab aga Z.

mobilise madala molekulmassiga levaan (Byun et al., 2014).

Nagu peattikis 1.3 on kirjeldatud, vGivad erinevate levaansukraaside stinteesitud levaanid olla véaga
erinevad oma molekulmassi ja hargnevuse astme poolest ja (iks ja sama levaansukraas voib siinteesida
ka mitut eri suurusega levaani fraktsiooni (Simms et al., 1990; Van Hijum et al., 2001; Ortiz-Soto et
al., 2008). Kui Lsc3 valguga stinteesitud FOS-ide spektrit oleme saanud anallitisida HPLC meetodiga
(pt 2.3.1.1), siis polimeerse levaani suurust ei olnud me siiani veel detailsemalt uurinud. Prof
Munguia juhendamisel modtsin Lsc3 sunteesitud levaanide molekulmasse geelkromatograafiaga
(GPC) (pt 2.2.5). Levaanid olid siinteesitud 300 mM ja 1200 mM sahharoosist 20 h jooksul 3 U/mL
Lsc3 enstiimiga ning sadestatud ja puhastatud sarnaselt nagu artiklis Adamberg et al. (2014). GPC
analliusiks kasutasin puhtast ja kuivatatud levaanist destilleeritud vette tehtud 1% lahused. Lisaks
mootsin ka Lsc3 mutandi Asp300Asn samadel tingimustel silinteesitud levaanide molekulmasse.
Asp300Asn mutandil on afiinsus sahharoosile, TA% ja FOS-ide sinteesivdime langenud vdrreldes
algse valguga. Ka reaktsiooniproduktide spekter on muutunud: see mutant sinteesib pika ahelaga
FOS-e, mis muteerimata valgu produktide hulgast puuduvad (Visnapuu et al., 2011; Mardo et al.,
2014a; Mardo et al., 2014b). Mutandi stinteesitud levaan on ka teistsugune — see on oluliselt kollakam
kui Lsc3 valgu sunteesitu. Asp 300 paikneb levaansukraaside joonduse alusel konserveerunud
piirkonnas, millesse kuulub ka (ks katalultilise kolmiku aminohapetest — GIlu303 (Visnapuu et al.,
2011). Asp300Asn-le vastavat mutanti on kirjeldatud ka naiteks Z. mobilis’e levaansukraasil ja
sarnaselt meie tulemustele on selle afiinsus sahharoosile langenud (Yanase et al., 2002). Seega peaks
Asp300 positsioon olema oluline nii substraadi kui ka aktseptori seostumises ja
polumerisatsiooniproduktide moodustumises. GPC kromatogrammil (Joonis 15) on naha uuritud

levaanide erineva molekulmassiga fraktsioonid.

42



HMW

2,0 LMW
1,0 -
f \ -\
00 ‘ \ Lsc3 Asp300Asn - 1200 mM suc f‘ \ N\
\ M\

1,0 " ! / \\ VAR
S 20l— e Lsc3 Asp300Asn -300 MM suc J
=
1_

Lsc3 WT* - 1200 mM suc

Lsc3 WT - 1200 mM Sﬁmff_/\

Lsc3 WT - 300 mM suc

‘ 1I2 1I3 1K4 1l5 1I6 1I7 1I8 A 1I9_ 2I0 2Il 2IZ 2l3 2i4 éS 2'6
eg, min
Joonis 15. Kahel erineval sahharoosi kontsentratsioonil (300 mM ja 1200 mM) Lsc3 algse valguga
(Lsc3 WT) ja selle mutandiga (Lsc3 Asp300Asn) siinteesitud levaanide molekulmasside
kromatograafiline jaotus. HMW — kdrge molekulmassiga levaan; LMW — madala molekulmassiga
levaan; suc — sahharoos. Lsc3 WT* levaani on dialtlsitud kasutades 12-14 kDa poorisuurusega
membraani.

Jooniselt 15 on néha, et Lsc3 stinteesib sarnaselt B. subtilis’e levaansukraasile SacB (Ortiz-Soto et al.,
2008) kahte eri suurust levaani — kérge molekulmassiga (HMW) ja madala molekulmassiga (LMW)
levaani. Nii 300 mM kui 1200 mM sahharoosist slinteesitud HMW levaani keskmine molekulmass on
~ 4.7 MDa (Tabel 3), mis on suurem kui SacB ensliimiga sunteesitud HMW levaani keskmine
molekulmass (3.5 MDa) (Ortiz-Soto et al., 2008). Lsc3 ensliuimiga sunteesitud LMW levaani
keskmine molekulmass jdab 10 kDa umbrusesse. LMW levaani molekulmassi suurust kinnitab ka
fakt, et levaanilahuse diallisil 12 kDa poorisuurusega membraani kasutades, kaob levaanist &ra LMW
fraktsioon (Joonis 15 ja Tabel 3).

Tabel 3. Kahel erineval sahharoosi kontsentratsioonil (300 mM ja 1200 mM) Lsc3 WT ja selle
mutandiga Asp300Asn siinteesitud levaanide keskmised molekulmassid.

Enstiiim Sahharoos, mM Levaani molekulmass, kDa
HMW LMW
Lsc3 WT 300 4758 £ 55 11.1+1.1
Lsc3 WT 1200 4733+ 125 10.7+1.0
Lsc3 WT* 1200 4760 + 158 puudub
Lsc3 Asp300Asn 300 puudub 11.7+0.2ja82+14
Lsc3 Asp300Asn 1200 puudub 16,6 +0.5ja7.4+0.0

Lsc3 WT* levaani on dialtitsitud 12-14 kDa poorisuuruse membraaniga. Tabelis esitatud tulemused ja
standardhélbed on saadud 3 korduse pdhjal.

Huvitav on see, et 300 mM sahharoosist Lsc3 valguga siinteesitud LMW levaani molekulmass on
monevorra suurem kui 1200 mM sahharoosist stinteesitud levaani molekulmass (Joonis 15 ja Tabel 3).
SacB siinteesib 8.3 kDa suurust LMW levaani (Ortiz-Soto et al., 2008). Lsc3 mutandi Asp300Asn

43



stinteesitud levaanide spekter on vorreldes Lsc3 WT levaanidega oluliselt muutunud — slinteesitakse

kahte eri suurusega LMW levaani ja HMW levaani ei stinteesita tldse (Joonis 15 ja Tabel 3).

2.3.2.2 Lsc3 levaani ja FOS-ide vastupidavus happele ja autoklaavimisele

B-sidemega fruktaane peetakse Uldiselt maohappele ja seedeensiiimidele vastupidavaks (Voragen,
1998; Cummings et al., 2001), kuid leidub ka kirjandust, kus on ndidatud nende mdningast hidrolidsi
happega maokeskkonnas (Yamamoto et al., 1999; Di Bartolomeo etal., 2013). Terve inimese
maohappe pH jadb vahemikku 1.5-3.5, kusjuures vanusega mao happelisus véheneb. Ka alla kahe
aasta vanustel lastel on mao happelisus védiksem (Krasinski et al., 1986; Young, 2001; Marieb ja
Hoehn, 2010). Samas on pH tase maos vaga muutlik ja sdltub meie sédmise ritmist, aga ka
tervislikust seisundist (Fordtran ja Walsh, 1973).

Kuna Lsc3 ensulimiga sunteesitud levaan ja FOS-id on potsentsiaalsed prebiootikumid, siis soovisime
testida nende vastupidavust inimese maohappele, testimiseks valisime soolhappe lahuse pH-ga 2.0.
Lisaks Lsc3 ensulimiga slnteesitud levaanile uurisime ka teiste bakterite levaansukraasidega
slinteesitud levaanide, taimse levaani ja inuliini vastupidavust happele. Katsetes kasutasime viite
erinevat levaani ja thte inuliini preparaati: 1) taimne timuti levaan, 2) Lsc3 levaansukraasiga 300 mM
rafinoosist slinteesitud levaan, 3) Halomonas smyrnensis’e levaan, 4) daalia inuliin, 5) Lsc3

levaansukraasiga 1200 mM sahharoosist stinteesitud levaan, 6) Zymomonas mobilis’e levaan.

Fruktaanide happetaluvuse uurimiseks inkubeerisime neid 0.01 M soolhappes (pH 2) temperatuuril
37°C 24 tunni jooksul. Levaanide ja inuliini I6ppkontsentratsioon lahuses oli 1%. Erinevatel
ajapunktidel (1-7 h ja 24 h) votsime proovi, millele hiidroliisireaktsiooni peatamiseks lisasime kaks
mahtu 0.01 M NaOH. Viisime labi ka fruktaanide taieliku hudroltdsi 24 h jooksul 0.2 M soolhappes,
mille tulemust kasutasime happetaluvuse arvutustes vordlusena (pt 2.2.9). Kdikidest levaani ja inuliini
hidrollusiproovidest maarasime redutseerivate suhkrute sisalduse (pt 2.2.10), mille jargi hindasime
hidroludsi ulatust. Lisaks analttsisime hudroltiusitud proovide koostist ka TLC-I (pt 2.2.5). TLC
piltidel on esimesel rajal markersuhkrud ja jargnevatel radadel levaanide ja inuliini proovid (1-6)

samas jarjekorras nagu tulpdiagrammil (Joonis 16).
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Joonis 16. Levaanide ja inuliini hudroluls soolhappega (pH 2) 24 tunni jooksul. Tulpdiagrammil on
esitatud polimeeride hudroliisiprotsent arvutatuna hudrolutsil moodustunud redutseerivate suhkrute
jargi. TLC pildil on toodud hudrolusiproovid kolmel ajapunktil (3 h, 7 h ja 24 h). Radadel 1-6 on
levaanide ja inuliini proovid samas jarjekorras nagu tulpdiagrammil. 1 uL. NaOH-ga neutraliseeritud
hidroludsiproovi kanti TLC plaadi stardijoonele. Esimesele rajale kanti markersuhkrud (M): levaan
(L), nustoos (N), 1-kestoos (K), sahharoos (S) ja fruktoos (F).

Moodustunud redutseerivate suhkrute hulga analtidsist ilmneb, et uuritud levaanid ja inuliin on
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maokeskkonnas vastupidavad (pH 2). Pérast kahte tundi 0.01 M soolhappes inkubeerimist on
polumeerid huddrolutsunud vdhem kui 2%. TLC pildilt on ndha, et kolmandaks tunniks on
hidrolusiproovidesse tekkinud pikemaid FOS-e, kuid enamik levaani on veel alles. Seevastu
Yamamoto et al. (2010) ei tuvastanud FOS-e bakteriaalse levaani 3 tunni hidrolisaatidest. Meie
katses on 7. reaktsioonitunniks TLC jargi tekkinud ka lihemaid FOS-e ning di- ja monosahhariide,
kuid hadroltdsunud on siiski alla 20% materjalist. Nii TLC kui ka redutseerivate suhkrute analtsi
pdhjal on happele kbige vastupidavam timuti levaan. 7 tunni jooksul on hidrolidsunud ainult 4%
timuti levaanist, mis on margatavalt vdhem vdrreldes teiste uuritud levaanide ja inuliiniga. K&ige
tundlikum happehtdroliisile on aga Z. mobilis’e levaan, mille hudrolutsi maéar 7 tunni jooksul on
17%. Lsc3 levaanide (rafinoosist ja sahharoosist stinteesitud), Halomonas smyrnensis’e levaani ja
daalia inuliini hadroltdsi protsent 7 tunni proovides oluliselt ei eristu. 24 tunni mdé6dudes on naha
kdikide uuritud levaanide (va timuti levaan) ja ka inuliini selget hudrollusi erineva ahelapikkusega
FOS-ideks ning juurde on tekkinud ka monosuhkruid. Z. mobilis’e levaani hudroltdsi ulatus 24 tunni
jooksul on 74%, kuid timuti lineaarsel levaanil palju véhem: 28%. See on huvitav, sest need kaks
levaani erinevad oluliselt ka oma molekulmasside poolest — Z. mobilis’e levaani Mw on 2000 kDa (A.
Vigants) ja timuti levaanil on Mw ~60 kDa (Yamamoto et al., 2010). Yamamoto et al. (1999)
naitasid, et pH 1.2 keskkonnas hiidroltiisus 2000 kDa suurune bakteriaalne levaan 1 tunni jooksul
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madala molekulmassiga levaaniks (4 kDa), mille edasist lagunemist 3 tunni jooksul ei t&heldatud.
Need andmed viitavad lihikeste levaanide suuremale happetaluvusele. 24 tunni proovides on naha ka
Lsc3 rafinoosist ja sahharoosist stinteesitud levaanide hudrolidsi erinevusi. Rafinoosist siinteesitud
Lsc3 levaan on mdnevdrra vastupidavam kui sahharoosist sunteesitud levaan (hidroluls vastavalt
45% ja 58%), mis vOib olla pdhjustatud nende levaanide voimalikust molekulmassi ja hargnevuse
erinevustest. Kirjanduses on naidatud, et Uhe ja sama ensiiimiga (Z. mobilis’e levaansukraasiga)
stinteesitud levaanid on erinevate omadustega, séltuvalt sellest, kas need on stinteesitud rafinoosist voi
sahharoosist (Andersone et al., 2004). Lsc3 ensliimiga sahharoosist sunteesitud HMW levaani
keskmine molekulmass on ~ 4.7 MDa (pt 2.3.2.1), aga rafinoosist siinteesitud levaani molekulmassi

veel uuritud ei ole.

Lisaks fruktaani pollimeeridele uurisime ka levaansukraasiga Lsc3 1200 mM sahharoosist siinteesitud
FOS-ide ja Lsc3 levaanist endolevanaasiga tehtud FOS-ide vastupidavust happelisele keskkonnale,
mis imiteeris tingimusi maos. FOS-ide 16ppkontsentratsioon 0.01 M soolhappes oli 1.3% (pt 2.2.9).
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Joonis 17. FOS-ide happehudroluts (pH 2) 24 tunni véltel. A) Lsc3 levaanist endolevanaasi
tootlusega saadud FOS-id; B) Lsc3 levaansukraasiga sahharoosist (1.2 M) siinteesitud FOS-id. 1 pL
NaOH-ga neutraliseeritud hidrolitsiproovi kanti TLC plaadi stardijoonele. Esimesele rajale kanti
markersuhkrud (M): levaan (L), nistoos (N), 1-kestoos (K), sahharoos (S) ja fruktoos (F).

TLC nditab, et nii levaanist levanaasiga tehtud (A) kui ka sahharoosist levaansukraasiga stinteesitud
FOS-id (B) peaksid olema maokeskkonnas (pH 2) vastupidavad. Isegi 7 tunni jooksul ei ole FOS-ide
spektris muutusi ndha (Joonis 17). Levaani FOS-ide TLC pildilt (Joonis 17, A) on néha, et alates 4-
ndast hidroldsitunnist hakkab tekkima monosahhariide, kuid FOS-ide vahest hidroliisi on mérgata
alles 24 tunni proovides, kus on ka monosuhkruid tekkinud juba mérgatavalt rohkem. Lsc3-ga
stnteesitud FOS-ide preparaat sisaldas lisaks FOS-idele ka sahharoosi, fruktoosi ja glikoosi, mistottu
monosuhkrute lisandumist TLC pildil on keerulisem hinnata. 24. tunniks on aga enamus FOS-idest
mono- ja disahhariidiks hudrolutsunud (Joonis 17, B). Seega vdib 6elda, et levaanist endolevanaasiga
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saadud FOS-id on happele (pH 2) vastupidavamad kui sahharoosist stinteesitud FOS-id. Sahharoosist
stinteesitud FOS-id sisaldavad lisaks levaani-tiupi FOS-idele ka inuliini-tiipi FOS-e, nt. 1-kestoosi.
Levaanist levanaasiga tehtud FOS-id on keskmiselt pikemad ja neis peaks olema ka rohkem p-2,1
sideme kaudu tekkinud hargnevusi. Sahharoosist sunteesitud FOS-id algavad sahharoosimolekuliga,
levaanist levanaasiga tehtud FOS-ide hulgas peaks selliseid FOS-e olema vdga véhe, kuna Lsc3
levaani molekulmass ja DP on véga kdrged. Need erinevused voivad mdjutada kahe FOS-i preparaadi

erinevat happetaluvust.

Kuna levaani ja FOS-ide bioloogiliste toimete uurimiseks on vaja need eelnevalt steriliseerida, siis
uurisime eelpool nimetatud levaanide, inuliini ja FOS-ide vastupidavust ka autoklaavimisele 0.5 ja 1
atl-ga (pt 2.2.9). Ainete vdimalikku lagunemist autoklaavimise kéigus uuriti TLC-ga ja redutseerivate
suhkrute maaramisega (pt 2.2.5 ja 2.2.10). Uheski uuritud lahuses ei tuvastatud fruktaanide lagunemist
monosahhariidideks ega FOS-ideks, mis laheb kokku meie varasemate tulemustega samalaadsetes
katsetes (T. Visnapuu, publitseerimata).
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KOKKUVOTE

Fruktaanidel on mitmeid biotehnoloogilisi rakendusi toiduainete- ja farmaatsiatddstuses ning
meditsiinis. Naiteks taimsete pollfruktaanide hulka kuuluv B-2,1 sidemega inuliin ja inuliini-tadpi
fruktooligosahhariidid (FOS) on enim kasutatud ja uuritud prebiootikumid, kuna neid toodetakse
toostuslikult. Bakteriaalsed levaansukraasid stnteesivad substraadist (nt sahharoos) erineva
ahelapikkusega B-2,6 sidemega fruktaane, millel on néidatud veelgi tdhusam prebiootiline toime kui
inuliini-tudpi fruktaanidel. Kuna aga levaani-tiiipi fruktaanide tootmine on praegu veel ebaefektiivne

ja kallis, siis on nende bioloogilisi toimeid vahe uuritud.

Meie toogrupis on pohjalikult uuritud ja iseloomustatud P. syringae pv. tomato levaansukraasi Lsc3
biotehnoloogilist potentsiaali levaani ja FOS-ide toomiseks. Selleks, et Lsc3 siinteesiproduktide
bioloogilisi toimeid uurida, oleks vaja neid suuremas koguses siinteesida. Magistritod eesméark oli
optimeerida levaani ja levaani-titpi FOS-ide slinteesi levaansukraasiga Lsc3 ja iseloomustada
vastavaid produkte. Lisaks oli plaanis to6tada vélja aja- ja materjalisdéstlik meetod levaansukraasi
kineetika modtmiseks ja uurida levaansukraasi inhibitsiooni reaktsiooniproduktide glikoosi ja
fruktoosiga. Kuna levaan ja FOS-id pakuvad suurt huvi prebiootikumidena, siis oli Giheks eesmargiks
uurida ka nende vastupidavust happele ja autoklaavimisele.

T60 pdhitulemused on jargmised:

1. Kuna Lsc3 valk on dlistabiilne, siis soovitame kasutada FOS-ide slinteesiks sahharoosist pikka
reaktsiooniaega (20-24 h), kdrget sahharoosi kontsentratsiooni (1.2 M) ja véikest valgu kogust
(0.9-1.5 U/mL). Sellistel tingimustel on ja&dksahharoosi hulk véike ja stnteesitud FOS-ide (DP 3-
6) saagis sahharoosist suurim (~14 %).

2. Levaani silinteesiks sahharoosist soovitame samuti kasutada pikka reaktsiooniaega (20-24 h) ja
vaikest valgu kogust (~1 U/ml).

3. Lsc3 valk siinteesib kahte eri suurust levaani: kdrge molekulmassiga ( ~ 4700 kDa) ja madala
molekulmassiga (Mw ~11 kDa) levaani. Sinteesitava levaani molekulmass sGltub sahharoosi
kontsentratsioonist reaktsioonisegus. 1.2 M sahharoosist sunteesitakse peamiselt kdrge
molekulmassiga levaani ja 0.3 M sahharoosist peamiselt madala molekulmassiga levaani. Seega
saab sunteesitava levaani molekulmassi reguleerida sahharoosi kontsentratsiooniga. Lsc3 mutant
Asp300Asn sinteesib sdltumata sahharoosi kontsentsratsioonist reaktsioonisegus ainult vaikese
molekulmassiga levaani.

4. Magistritod kaigus sisseseatud kiire ja materjalisdastlik metoodika sobib levaansukraaside

reaktsioonikineetika mdotmiseks. Meetodis registreeritakse mikroplaadil online glikoosi teket
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sahharoosist. Selleks kasutatakse abiensulimidena glukoosi oksudaasi ja peroksidaasi ning
kromogeenina 3,3°,5,5’ tetramettlbensidiini (TMB). Metoodikat valideeriti, maarates sahharoosi
I6hustamise kineetilisi parameetreid Lsc3 valgul ja selle mutantidel His113Ala ja His113Gln.
Glukoos toimib Lsc3 reaktsioonis sahharoosi konkurentse inhibiitorina ja pidurdab levaani
slinteesi sahharoosist vdga tugevasti: inhibitsioonikonstant (Ki) glukoosile on 12.8 + 2.4 mM.
Fruktoosi inhibeeriv toime levaani sunteesile (Ki 73.3 £ 18.9 mM) on ~6 korda ndrgem. Fruktoosi
inhibitsioonikonstant (Kj) sahharoosi hidroludsile on 142.3 + 17.2 mM, mis nditab et fruktoos
inhibeerib levaani suinteesi tugevamini, kui sahharoosi hudroludsi.

Seati sisse meetod levaani siinteesiks rafinoosist ja sunteesiti tle 3 g levaani, et seda kasutada
stabiilsuse katsetes ja edaspidi levanaasi substraadina.

Erinevat péritolu levaanid ja daalia inuliin on piisavalt vastupidavad maohapet imiteerivas
keskkonnas (pH 2.0) vdhemalt 7 tunni véltel. 24 tunni jooksul hidrolitsuvad uuritud fruktaanid
erineva ahelapikkusega FOS-ideks ning monosahhariidideks.

Nii Lsc3 valguga sahharoosist slinteesitud FOS-id kui ka endolevanaasiga levaanist tehtud FOS-id
on vastupidavad happelises keskkonnas (pH 2.0) véhemalt 7 tunni valtel. Pikemaajaline
inkubeerimine nditab, et levaanist endolevanaasiga tehtud FOS-id on happele vastupidavamad kui
levaansukraasiga sahharoosist sunteesitud FOS-id.

. Toos kasutatud levaanid, inuliin ja FOS-id on vesilahustena vastupidavad autoklaavimisele 1.5
tunni jooksul temperatuuridel 112 °C (0.5 atil) ja 121 °C (1 ati).
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SUMMARY

Fructans (oligo- and polymers of fructose residues) comprise an interesting group of carbohydrates of
biotechnological value - they have numerous applications in food technology, pharmaceutical industry
and medicine. Plant-derived B-2,1 linked fructans, inulin and inulin-type fructooligosaccharides
(FOS), are among most widely studied prebiotics. However, recent studies suggest that -2,6 linked
levan and levan-type FOS have even higher prebiotic effect. Nevertheless, the properties and prebiotic
effects of levan-type fructans have only scarcely been studied, due to their high production cost and
their limited availability in the market. Therefore, high-level levan and levan-type FOS producing

microbial systems gain escalating industrial importance.

We have previously studied and thoroughly characterised a stable and catalytically active
levansucrase Lsc3 from a plant pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato and demonstrated its high
biotechnological potential for the production of levan and levan-type FOS. In order to investigate
potential applications and prebiotic properties of respective fructans, they should be synthesised in
amounts to provide enough substrate for comprehensive studies. Therefore, one of the objectives of
this study was to optimise the synthesis of levan and levan-type FOS using levansucrase Lsc3, and to
characterise the product profile by the spectrum of FOS and molecular weight of levan. Literature data
show that maximum theoretical yields of levan and FOS are impaired due to accumulation of a
reaction product - glucose. Therefore, we aimed to study inhibition of Lsc3 reaction by glucose and
fructose. For cost- and time-saving assay of levansucrase reaction kinetics, a high-throughput
microplate-based assay was developed. Finally, the potentially prebiotic fructans were analysed for

their resistance to heat-sterilisation and acidic conditions imitating those in stomach.

The main results of this study are as follows:

1. For cost-efficient synthesis of FOS, ~0.9-1.5 U/mL of the Lsc3 protein and 1.2 M of sucrose
should be reacted for a long time (24 h). Under these conditions, the yield of FOS (DP 3-6) from
initial sucrose concentration is highest (~14 %).

2. ~1 U/ml of the Lsc3 protein is sufficient for the production of a maximum amount of levan, in
case of long reaction time. Only during the first hour of reaction, the amount of synthesised levan
positively correlates with the amount of added Lsc3 protein.

3. Substrate (sucrose) concentration in the reaction medium is a key factor defining the molecular
weight of synthesised levans. At high (1.2 M) sucrose concentration, high molecular weight
(HMW) levan was synthesised more than at low (0.3 M) sucrose concentration. LMW levan was

more abundant among Lsc3 reaction products produced at low sucrose concentration.

50



. A high-throughput microplate-based method (TMB) was developed and proved as feasible for the
study of levansucrase reaction kinetics. To validate the method, the Km and Vmax Vvalues for
sucrose were determined for the Lsc3 wild-type (WT) protein and its two mutants.

Glucose was revealed as a strong inhibitor of levan synthesis by Lsc3 with an inhibition constant
(Ki) of 12.8 + 2.4 mM. The inhibition of levan synthesis by fructose was shown ~6 times weaker.
Fructose inhibited levan synthesis more strongly than sucrose splitting.

. According to the GPC analysis, the Lsc3 WT protein synthesises levan polymers with a bimodal
distribution of molecular weight: ~ 4700 kDa and ~11 kDa. The Lsc3 mutant Asp300Asn was
shown to synthesise LMW levan of two sizes, and no HMW levan.

. The procedure for enzymatic synthesis of levan from raffinose was optimised and applied.

Levans of different origins demonstrated high resistance to gastric acid-mimicking conditions (pH
2.0) up to 7 h of incubation. By 24 h of incubation, fructan polymers hydrolysed into FOS and
monosaccharides.

. The FOS produced enzymatically either from sucrose or levan were shown to be highly resistant
to acidic conditions (pH 2.0) up to 7 h of incubation. 24 h incubation revealed slightly enhanced

acid-persistence of levan-derived FOS, compared to FOS synthesised from sucrose.

10. All the above-mentioned fructan preparations were resistant to heat-sterilisation.
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