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Kasutatud lithendid ja moisted

ACP atstitilkandja valk (acyl carrier protein)

ah aminohape

ap aluspaar

ATP adenosiintrifosfaat

ADP adenosiindifosfaat

CoA koensiiim A

dest. destilleeritud

EDTA dinaatriumetiileendiamiintetraatsetaat

FADH, flaviinadeniindinukleotiid (redutseeritud vorm)

GTP guanosiintrifosfaat

IPTG isopropiiiil-f-D-galaktopiiranosiid

kap (kilo)aluspaar

LB Luria-Bertani s66de

mclPHA keskmise monomeeri pikkusega poliihiidroksiialkanoaat (medium chain
length polyhydroxyalkanoate)

MP-VP metiiiilpunase-Voges-Proskaueri soode

NADH nikotiinamiidadeniindinukleotiid (redutseeritud vorm)

NADPH flaviinadeniindinukleotiidfosfaat (redutseeritud vorm)

PCR poliimeraasi ahelreaktsioon

PHA poliihiidrokstialkanoaat

PhaC poliihiidrokstialkanoaadi siintaas

PhaZ poliihiidrokstialkanoaadi depoliimeraas

PHB poliihiidroksiibutiiraat

PHH poliihiidroksiiheksanoaat

PHO poliihiidrokstioktanoaat

PHV poliihiidrokstivaleriaat

RBS rasvhapete de novo biosiinteesi rada

related carbon source rasvhapped, alkaanid ja alkeenid

non-related carbon source  siisivesikud

SAP kreveti aluseline fosfataas (shrimp alkaline phosphatase)

SBD substraadile seondumise doméén

sclPHA lithikese monomeeri pikkusega poliihiidroksiialkanoaat (short chain
length polyhydroxyalkanoate)

SDS naatriumdodetsiitilsulfaat

TAE Tris-atsetaat EDTA puhver

TE Tris/EDTA puhver

Tris trishiidroksiimetiitilaminometaan

U tthik (unit)

X-gal 5-bromo-4-kloro-3-indiiiil-$-D-galaktopiiranosiid

3HA 3-hiidrokstialkanoaat

3HB 3-hiidrokstibutiiraat

3HDD 3-hiidroksiidodekanoaat

3HH 3-hiidroksiiheksanoaat

3HV 3-hiidrokstivaleriaat



Sissejuhatus

Poliihiidroksiialkanoaadid (PHA) on levinud siisiniku ja energia varuained, mida
peamiselt gram-negatiivsed bakterid siinteesivad tingimustes, kus keskkonnas napib
mittesiisinikulisi bio-elemente (N, P, S, O). Need erineva kompositsiooniga kuid
struktuurilt lihtsad alifaatsed biopoliimeerid talletuvad bakterites rakusiseste kehakestena,
mis limitatsiooni kadumisel siisiniku ja energia allikana kasutatakse. PHA-d on
potentsiaalsed keskkonnasobralikud bioplastid, mis erinevalt tdnapdeval enimkasutatud
petroplastidest koosnevad taastuvast toormest ja on looduses tdielikult lagunevad. PHA
monomeersest koostist varieerides saab toota véga erinevate omadustega PHA plaste.
Seetdttu on PHA heteropoliimeerid {iha enam tihelepanu palvimas.

PHA-d saab laias laastus jagada kaheks - lithikese monomeeri pikkusega (4-5 siisinikku)
ja keskmise monomeeri pikkusega (6-14 siisinikku) PHA. Valdavalt siinteesivad bakterid
vaid thetiitibilist PHA-d.

PHA siintees on kompleksne protsess, mis on seotud bakteri kesksete
metabolismiradadega, kust parinevad PHA monomeeride prekursorid- CoA derivaadid.
PHA monomeerne koostis sdltub bakteri metabolismiradadest, PHA prekursormolekule
poliimeraasile vahendavatest enstiiimidest ja PHA poliimeraaside spetsiifikast.

PHA-d lagundavad rakusisesed ja rakuvilised PHA depoliimeraasid, neist keskmise
monomeeri pikkusega PHA spetsiifilisi rakusiseseid depoliimeraase on kodige vdhem
uuritud. PHA metabolism on PHA siinteesi ja selle rakusisese lagundamise pidev
tasakaaluline protsess.

PHA metabolsimi uurimine loob vodimalused efektiisemalt toota PHA plasti ja
kontrollitult varieerida selle monomeerset koostist. Kuna PHA monomeerne koostis
soltub otseselt rakusisestest siisiniku voogudest, saab PHA-d kasutada ka raku siisiniku
metabolismi kirjeldamiseks. Kuna pseudomonaadid on {iihed vihestest keskmise
monomeeri pikkusega PHA-d siinteesivatest organismidest, on nende PHA metabolismi

uurimisel ka suurendatud teaduslikku tdhtsus.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 Pseudomonaadid

Pseudomonaadid on sirged voi veidi kdverad 0,5-1,0 pum diameetriga ja 1,5-5,0 pm
pikkused gram-negatiivsed pulkbakterid. Valdavalt on nad liikuvad, {ihe vdi mitme
polaarse viburiga. Pseudomonaadid on rangelt respiratoorse metabolismiga, kus hapnik
(monel juhul ka nitraat) on viimaseks elektroni aktseptoriks; katalaas- ja
oksiidaaspositiivsed. G + C molaarne kontsentratsioon DNA-s on 58-70%. Paljudele
Pseudomonas perekonna litkmetele on omane poliihiidrostialkanoaatide (PHA) siintees.
Pseudomonaadide klassifikatsioon PHA akumulatsiooni alusel on esitatud allpool.
Taksonoomiliselt kuuluvad pseudomonaadid gammaproteobakterite alamhdimkonda,
seltsi  Pseudomonadales ning sugukonda Pseudomonadaceae. Algselt jagati
pseudomonaadid rRNA-DNA hiibridisatsiooni alusel viide homoloogsusgruppi (54).
Niitidseks on II-V homoloogsusgruppi litkmed {ile viidud teistesse perekondadesse ja
Pseudomonas perekonda riihmituvad vaid esimese rRNA homoloogsusgrupi esindajad
(7).

16S rRNA alusel koosneb perekond Pseudomonas (sensu stricto) kahest alajaotusest.
Esimene neist koosneb 56 Pseudomonas’e liigist jagatuna kuude gruppi: Pseudomonas
syringae grupp, Pseudomonas chlororaphis grupp, Pseudomonas fluorescens grupp,
Pseudomonas putida grupp, Pseudomonas stutzeri grupp ja Pseudomonas aeruginosa
grupp.Teises alajaotuses on kaks tiive: Pseudomonas pertucinogena ja Pseudomonas

denitrificans (7).

1.1.1 Pseudomonas mandelii

Pseudomonas mandelii’d kirjeldati esmakordselt 1999. aastal ja nimetati kuulsa Ameerika
mikrobioloogi M. Mandel’i jirgi (104). Tiivi isoleeriti mineraalveest. P. mandelii on
litkkuv, tihe polaarse viburiga gram-negatiivne asporogeenne pulkbakter, mis toodab
fluorestseeruvaid pigmente ning moodustab toiteagaril kasvades siledapinnalisi varvituid
kolooniaid. Katalaas- ja okslidaastest on positiivsed ja rakud on voimelised

denitrifikatsiooniks. Tiivi ei suuda hiidroliiiisida tirklist ega Zelatiini. Kasvuks sobib



temperatuuride vahemik 4-35 °C optimumtemperatuuriga 30 °C ja madal soolade
kontsentratsioon (0,8%). Sobivateks siisinikuallikateks on muuhulgas fruktoos, gliikonaat,
tsitraat, laktaat, propionaat, gliitserool, malaat, etanoolamiin ning bensoaat (104).

Pseudomonas mandelii kuulub 16 STRNA homoloogia alusel Pseudomonas fluorescens

gruppi (7).

1.2 Poliihiidroksiialkanoaadid

1.2.1 Bakteriaalsed poliihiidroksiialkanoaadid

Poliihiidroksiialkanoaadid (PHA) on lihtsa struktuuriga alifaatsed poliiestrid, mida
stinteesivad paljud erinevatest 6kosiisteemidest parit gram-posiivsed ja gram-negatiivsed
bakterid eluliselt vajalike toitainete (N, P, S, O) néljas, kui nukleiinhapete ja valgu
biosiintees on takistatud. PHA talletatakse 0,2-0,5 um rakusiseste graanulitena ja
kasutatakse limitatsiooni kadumisel siisiniku- ning energiaallikana. Tdepoolest, oma
madala lahustuvuse ja suure molekulmassi (50-3000 KDa, erandjuhul 20000 KDa)
poolest pohjustab PHA rakule tiihist osmootset rohku, olles nii ideaalseks varuaineks(5,
41, 60, 83, 98).

On niidatud, et lisafunktsioonina pakub PHA siintees bakteritele ka rasvhapete
detoksifikatsioonimehhanismi (tahkel sootmel), kus rasvhapete CoA-derivaadid
poliimeriseeritakse, vdimaldades PHA" baktereil kasvada korgematel rasvhapete
kontsentratsioonidel ~ (53).  Kirjeldatud on  ka  madala  molekulmassiga
poliithiidroksiibutiiraadi (PHB) (13 KDa) rolli bakterite Ca*" kanalite moodustamisel ja
DNA transformatsioonil (60).

Amorfse PHA graanuleid iimbritsevad rakus valkudest ja fosfolipiididest koosnevad
tihekihilised membraanid (41, 108). PHA graanuleid on vdimalik tuvastada lipofiilsete
virvidega, nagu niiteks sudaanmust (29) voi Niiluse punane (26, 93). Kataboolsetest
valkudest on graanulit iimbritseva membraaniga seotud PHA poliimeraasid (PhaC) ja
rakusisesed PHA depoliimeraasid (PhaZ). Mittekataboolseid PHA-graanulitega seotud
valke on hakatud kutsuma fasiinideks (phasin), sdnast PHA-oleosiin, kuna sarnaselt
amfipaatsetele oleosiinidele stabiliseerivad ka need hiidrofoobseid (PHA) graanuleid raku

hiidrofiilses tsiitoplasmas (77, 98) (Joonis 1).



PHA-graanuliga seotud valgud
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Joonis 1. PHA graanulit ja sellega seotud komponente illustreeriv mudel (suuruste suhted ei vasta
tegelikusele) (98).

PHA  monomeerid on  hiidroksiikarbokstiiilhapped, mille  karboksiiiil- ja
hiidroksiitilriihmad seotakse estersidemeks. Enamasti paikneb hiidrokstiiilriihm kolmanda
stisiniku juures (60). PHA monomeerne koostis soltub bakteri liigist, siisinikuallika(te)st
ja keskkonnatingimustest. Praeguseks on kirjeldatud iile 150 erineva PHA koostises
esinevat monomeeri, mille kdrvalahelad voivad olla kiillastumata, hargnevad, aromaatsed,
sisaldada hiidroksii-, fluoro-, kloro-, bromo- voi tstianoriihmi (41, 79, 108). PHA-d
jaotatakse monomeeride pikkuse alusel kaheks. Liihikese ahelaga PHA ehk scIPHA (short
chain length PHA) monomeer koosneb 3-5 siisinikust, 6-14 siisinikuahela pikkused
monomeerid moodustavad aga keskmise ahelapikkusega PHA ehk mclPHA (medium
chain length PHA) (Joonis 2) (41, 76, 85). On niidatud, et Niiluse punane emiteerib
sclPHA-d ja mcIPHA-d vérvides veidi erinevas lainepikkuses valgust (vastavalt ~590 nm
ja~575nm) (110).

Kui monomeeri hiidrokstiiilriihm ei asu viimase siisiniku kiiljes, on hiidrokstialkanoaadil
iiks kiraalne siisinik, seega 2 isomeeri. Bakteriaalsed PHA-d on R konfiguratsioonis (1,

60, 98).



Liihikese monomeeri ahelaga PHA

0 0
/H I /H| /\/\
/\/C /\/C c ||

Polii-(R)-3-hiidroksiibutiiraat Poli-(R)-3-hldroksiivaleriaat Polii-4-hiidroksiibutiiraat
P[(R)-3HB] P[(R)-3HV] P(4HB)

Keskmise pikkusega monomeeri ahealaga PHA

HC H O H..C ho O
3/, / | 11 5/, / ||
/ ~ /C / ~ /C

Poli-(R)-3-hidroksiiheksanoaat Poli-(R)-3-hidrokstioktanoaat
P[(R)-3HH] P[(R)-3HO]

Joonis 2. Erinevad bakteriaalsed poliihiidroksiialkanoaadid (PHA).

Enam levinud ja enim wuuritud PHA on polii-3-hiidroksiibutiiraat P(3HB),
triviaalnimetusega poliivdihape, mis avastati juba 1926 aastal Lemoigne poolt Pasteur’i
instituudis. See scIPHA akumuleerub enamustes PHA" bakterites(41, 60, 68). Tiiiipilised
tootjad on Ralstonia eutropha, Zoogloea ramigera ja Alcaligenes latus (5, 60, 96). PHB-d
leidub markimisvédrsetes kogustes ka inimese vereplasmas ja selle monomeerid on
imetejatel tavalisteks metabolismi vaheiihenditeks (59, 60). Samuti on enamus
senikirjeldatud PHA depoliimeraasidest (PhaZ) PHB-spetsiifilised (41).

Kuigi mcIPHA avastati alles 1983. aastal, on tinaseks kirjeldatud paju erinevaid
bakteriaalse mcIPHA koostises esinevaid monomeere. Need on peamiselt 6 kuni 12
siisinikuahela pikkused 3-hiidroksiialkanoaadid. McIPHA siinteesivdime esineb peaaegu
ainuisikuliselt I homoloogsusgrupi pseudomonaadidel (38, 61). Nende suutmatus
stinteesida PHB-d on kasutadav ka taksonoomilise tunnusena (7, 38, 44).

Reeglina siinteesivad bakterid vaid tihetiiiibilist poliimeeri- kas sclPHA-d voi mcIPHA-d.
PHA esineb looduses kahes olekus. Rakus on PHA amorfne, olles timbritsetud valkude ja
lipiididega. Amorfset PHA-d suudavad lagundada rakusisesed PhaZ-d (21, 64, 85).
Kattemolekulidest vabastatuna voi rakust orgaaniliste lahustitega ekstraheerituna tduseb
PHA kristallilisus. Kristalliseerunud PHA-d hiidroliiiisivad rakuvélised PhaZ-d (40, 42,
64, 69, 85).
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1.2.2 Poliithiidroksiialkanoaatide siintees

PHA-de siinteesivoime on levinud vdga paljudes erinevate Okoloogiliste nisSide ja
metaboolsete radadega mikroorganismides, olles neis soltumatult evolutsioneerunud viga
pikka aega. Seetdttu on olemas vdga erinevaid PHA tiilipe ja nende siinteesiradade
modifikatsioone (41, 60, 63, 83). Sarnase funktsiooniga PHA siinteesi ensiitimid voivad
olla kiillalt erineva suuruse ja aminohappelise koostisega ning esineda genoomis mitme
koopiana.

PHA siintees on kompleksne protsess, olles seotud bakteri kesksete metabolismiradadega,
millest parinevad PHA monomeeride prekursorid (CoA derivaadid), inkorporeeritakse
monede spetsiifiliste ensiitimide abil PHA poliimeeriks (60, 79). Kuna suur osa sellisest
ainevahetusest on véga iildine ja ensiiiimide funktsioonid asendatavad, on PHA siinteesi
vOime paari spetsiifilise slinteesiensiilimi geeni transformeerimisel saavutatav ka niiteks
taimedes (16, 72, 90).

PHA-d siinteesitakse paljudest erinevatest siisinikuallikatest, alates siisihappegaasist (67)
ja metaanist (107) ning 10petades toiduainetetddstuse- ja naftajadkidega (34, 80, 109,
113). PHA siinteesiks on vajalik siisiniku {ilekaal ja mingi teise olulise toitaine
limitatsioon raku kasvukeskkonnas. Senini on PHA siinteesi kirjeldatud ainult toitainete
(N, P, S, O) limiteerivas keskkonnas.

Klassikaline PHB biosiinteesirada ehk ahela pikendamisrada (chain elongation pathway)
holmab kolme ensiitimi: fS-ketoatsiiiil-CoA tiolaasi (kodeerib phad), NADPH-soltuvat
atseetoatsiilil-CoA dehiidrogenaasi (kodeerib phaB) ja votmeensiiim PHA poliimeraasi
(kodeerib phaC) (Joonis 3). Tiolaas ja dehiidrogenaas toodavad PHA monomeere, mida
poliimeraas poliimeriseerib (60, 77, 98). PHA-de R-isomeeria tagavad stereoselektiivne

dehiidrogenaas ja poliimeraas, mis aktsepteerib vaid R-stereoisomeere (24, 98).

phaA phaB phaC
o) 0O o OH O o
/U\SCOA ) MSCOA NADPH iNADP MSCOA ) LOW
CoASH CoASH
Atsetiitil-CoA Atseetoatsiiiill-CoA (R) -B-Hiidroksii- Poliihiidroksii-
butiiriiiil-CoA butiiraat

Joonis 3. PHB klassikaline siinteesirada.
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Ahela pikendamisrada PHA siinteesil on kirjeldatud kui substraadiks on heksanoaat (36).

Pseudomonaadid akumuleerivad peamiselt mcIPHA-sid (38, 60, 61, 108). McIPHA
prekursorite siinteesiga on seotud kolm peamist siinteesirada: 1) siisinikuahela
pikendamine, kus atsiilil-CoA-d pikendatakse atsetiilil-CoA-ga 2) rasvhapete lagundamine

[-oksiidatsioonil 3) rasvhapete de novo biosiintees (Joonis 4).

NADH Suktsinﬁﬁl-c(is\{mp
‘>/' Suktsinaat
o-ketoglutaraat \Y’ FADH
MNADH v\/ F "
Isotsitraat TSITRAADI- -
TSUKKEL
Malaat Siisivesikud
Tsitraat /(NHDH . rs
Oksaloatsetaat -
o ~
Rasvhapped
Atsetuul—CoA k
Atsiiiil-ACP (/ Atsiiiil-CoA
; Phaa
NADPH it
Trans-2- RASVHAPETE
enoiiiil-ACP DE NOVO 3-keto-  Agseetoatsetiiiil-CoA 3-keto- RASVHAPETE Trans-2-

BIOSUNTEES ~ afsiiibACP atsiiiil-CoA B-OKSUDATSIOON ¢noiiiil-CoA
(S)-hiidroksii-

NADPH-
NADPH PhaB
NADH
(R)-3-hiidroksii-- a
il atsiiiil-CoA

atsiiiil-ACP
PhaJ
PhaG /
(R)-3-hiidroksiiatsiiiil-

CoA
PhaC L

«J/T

Poliihiidroksiialkanoaat

Joonis 4. Peamised mclPHA siinteesirajad bakterites (4).

Olulisemad PHA biosiinteesiraja ensiiiimid on toodud allajoonituna.

PhaA - 3-ketotiolaas;

PhaB - (R)-3-ketoatsiiiil-CoA reduktaas

PhaC- PHA poliimeraas

PhaG - (R)-3-hydroksiiatsiiiil ACP:CoA transatsiilaas

Phal - (R)-spetsiifiline enoiiiil-CoA hiidrataas.

Punktiirjooned kirjeldavad metaboolseid radasid, mille vaheetappe pole vélja toodud.

Kui substraadina kasutatakse suhkruid, on mclPHA siinteesirada seotud rasvhapete
biosiinteesirajaga. Seda viidet tdestavad katsed rasvhapete bioslinteesi inhibiitoriga

(keruleniin), mis peatas mclPHA siinteesi gliikkoosist ja temperatuurikatsed, kus
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madalamatel  temperatuuridel  suurenes  kiillastamata  rasvhapete  hulk  nii
membraanilipiidides kui ka PHA-s (60, 108). Siisivesikuid nimetatakse non-related
carbon source kuna nende struktuur ei ole seotud PHA monomeeride struktuuriga. Pohjus
on selles, et suhkrud konverteeritakse algselt atsetiiiil-CoA molekulideks ja suunatakse
seejérel rasvhapete biosiinteesiratta. Rasvhapete biosiinteesi rada ja PHA siinteesiaparaati
tthendab (R)-3-hiidroksiiatsiiiil-ACP:CoA transatsiilaas (PhaG), mis konverteerib (R)-3-
hiidroksiiatstitil-ACP vastavaks (R)-3-hiidroksiiatstiiil-CoA-ks (20, 32, 78) (Joonis 4).
Selle ensiiiimi puudumisel pseudomonaadides suhkrutest mcIPHA-d ei siinteesita (32, 60,
78).

Kui substraadiks on rasvhapped, alkaanid voi alkeenid, siinteesitakse PHA rasvhapete /-
oksiidatsiooni raja kaudu. Seda kinnitab fakt, et PHA siinteesi rasvhapetest saab peatada
akriitilhappega, mis on pf-oksiidatsiooni blokaator. Lisaks on PHA monomeeride
struktuurid otseselt seotud substraadiks olnud rasvhapete ja siisivesinikega, olles sama
pikad voi lilhendatud 2 siisiniku aatomi kaupa. Selliseid siisinikuallikaid nimetatakse
related carbon sources, kuna nende struktuur peegeldub ka PHA monomeerides (60,
108).

Rasvhapete  f-oksilidatsiooni  vaheproduktideks on trans-2-enoiiiil-CoA, (5)-3-
hiidroksiiatsetiiiil-CoA ja 3-ketoatsiiiil-CoA (25). Ukski neist kolmest pole otseseks
substraadiks PHA siintaasile. Seega peab eksisteerima ensiiiim, mis iihendab omavahel
rasvahapete oksiidatsiooni- ja PHA siinteesiraja. See, milline neist kolmest vaheiihendist
konverteeritakse PhaC substraadiks, (R)-3-hiidroksiiatsiitil-CoA-ks, sdltub bakteritiivest
(95). Iga vaheiihendi jaoks on oma spetsiifiline ensiilim:

1) Hiidrataaside, mida kodeerib phal, substraadiks on trans-2-enoiiiilCoA, hiidrtaasi
ning seda on kirjeldatud organismidel nagu Aeromonas caviae (23) ning
Pseudomonas aeruginosa (102).

2) Epimeraasid konverteerivad (S) konfiguratsioonis oleva 3-hiidroksiiatsetiiiil-CoA
(R) konfiguratsiooni (60).

3) 3-ketoatsiiiil-CoA reduktaasid (PhaB)- redutseerivad 3-ketoatsiiiil-CoA 3-
hiidrokstiatstiiil-CoAks.

Ulevaade oletatavast a/f-hiidrolaasil pdhinevast 3HA-CoA tioestrite poliimerisatsiooni
kataliititilisest mehhanismist on toodud hiljuti Rehm’i poolt (77). Siinteesi kéigus
moodustavad kasvavad hiidrofoobsed poliimeeri ahelad graanuli, mis kattub iihekihilise

fosfolipiidkihiga. Graanulid vdivad omavahel ka suuremateks graanuliteks “kokku
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sulada”. Reeglina moodustub pseudomonaadides kaks suurt PHA graanulit. Graanuliga
jaavad peale poliimeraaside seotuks ka depoliimeraasid ning struktuursed ja regulatoorsed

valgud (77).

Reeglina siinteesivad bakterid kas sclPHA-d vdi mclPHA-d, mone iiksiku erandina aga ka
scl-mclPHA segu. Rhodospirillum rubrum, Rhodococcus sp. ja kaks Aeromonas tive
toodavad scl-mclPHA segu, kui substraadiks on related siisinikuallikas (12, 23, 28, 57).
Scl-mcIPHA heteropoliimeeri saab toota ka geenmodifitseeritud tiivedes (70, 99).
Pseudomonaadidest on [P(3HB-3HA)] kopoliimeeri siinteesijatena kirjeldatud viit tiive.
Pseudomonas sp. GP4BH1 (101), Pseudomonas sp. 61-3 (2), Pseudomonas sp. A33 (56),
P. nitroreducens AS 12343 (112) ja P. stutzeri 1317 (111). ScIPHA siintees toimub ka
siin reservatsioonidega, nditeks P. stutzeri toodab véikestes kogustes sclPHA-d ja sedagi
vaid teatud siisinikuallikatest (atsetaat, butliraat, valeriaat), P. nitroreducens aga ainult

monest related siisinikuallikast nagu oktanoaat, heksanoaat, butiiraat (111, 112).

1.2.3 Millest s6ltub PHA kompositsioon

PHA monomeerne koostis sdltub kolmest faktorist.

Esiteks mingib olulist rolli bakteri metaboolne silisteem, mis varustab PHA
stinteesiaparaati PHA prekursormolekulide- atsiiiil-CoA tioestritega. Kuna tegu on
kesksete metaboliitidega, on bakteri metaboolse siisteemi spetsiifika otseselt seotud PHA
koostisega. Niisamuti mojutavad ka keskkonnatingimused (nditeks temperatuur ja C/N
vahekord) 1dbi bakteri metaboolse siisteemi PHA koostist (60, 61, 111). P. oleovorans ei
stinteesi mclPHA-d suhkrutest, kuna ta ei suuda funktsionaalselt ekspresseerida oma
transatsiilaasi (PhaG), mis iihendab otseselt rasvhapete de novo silinteesiraja PHA
stinteesiga (Joonis 4). P. oleovorans ‘1 phaG viimine lac promootori alla taastas bakteri
voime toota suhkrutest mcIPHA-d (31).

Metaboolse inseneerimisega on vdimalik laiendada bakteri substraadispetsiifikat, suunata
PHA prekursorite voolu PhaC-le ja muuta PHA monomeerset koostist (4, 34, 55, 79,
115).

Teiseks saab PHA koostist ja omadusi oluliselt mdjutada substraadiks olnud

siisinikuallikatega. Isedranis selgelt avaldub sootmes kasutatud related siisinikuallika
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struktuur pseudomonaadide mclPHAs (27, 60). Samuti on néidatud, et P. oleovorans ja P.
putida saavad PHA koostisesse liilitada tsiiano-, feniilil-, halogeen- ja teisi
funktsionaalseid riihmi vastavate siisinikuallikate olemasolul (37, 46, 92).

Kolmandaks méngib PHA monomeerse koostise puhul rolli ka PHA siintaasi
substraadispetsiifilisus, mis on peaaegu alati suunatud kas scIPHA v6i mcIPHA siinteesiks
(6). Samas on katsed rekombinantsete tiivedega niidanud, et Pseudomonas sp. 61-3 tiivel
on kolm PHA siintaasi- liks neist on PHB-spetsiifiline, kaks iilejdédnut aktepteerivad PHA
prekursoritena aga nii liihikese kui ka keskmise monomeeri ahelapikkusega 3HA-CoA
molekule (61). Selle tulemusena on Pseudomonas sp. 61-3 vdimeline siinteesima laia

spektrit scl ja mcIPHA heteropoliimeere.

1.2.4 Pseudomonaadide klassifikatsioon PHA akumulatsiooni alusel

PHA siintaasi substraadispetsiifilisuse ja PHA monomeeride tiitibi alusel saab
pseudomonaadid jagada kolme gruppi (Tabel 1).

Esimene grupp koosneb pseudomonaadidest, mis ei akumuleeri PHA-d. Tiiiipiline
esindaja on P. fragi (20, 100). Lisaks on mainitud ka mdningaid P. fluorescens ja P.
stutzeri tiivesid (100).

Teine ja suurim grupp pseudomonaade toodavad mclPHA-d. P. aeruginosa, P.
chlororaphis, P. mendocina, P. putida, P. corrugata akumuleerivad mclPHA-d nii related
kui ka non-related siisinikuallikatest (44, 91, 100, 111)

Related siisinikuallikatel kultiveerides sarnaneb P. oleovorans P. aeruginosa grupiga,
kuid ei suuda samas silinteesida PHA-d non-related” siisinikuallikatest. Niisamuti ei
suutnud P. resinovorans, P. alcaligenes ning moned P. fluorescens ja P. syringae tiived
akumuleerida PHA-d (vdhemalt mitte markimisvéérses koguses) kui substraadiks oli non-
related siisinikuallikas (75, 100).

Kolmas grupp pseudomonaade on unikaalsed oma vdime poolest siinteesida nii PHB-d
kui PHA-d. Pseudomonas sp. GP4BH1 (101), Pseudomonas sp. 61-3 (2) ja Pseudomonas
sp. A33 (56) on vdimelised siinteesima [P(3HB-3HA)] kopoliimeeri nii suhkrutest kui ka
alkaanhapetest. P. nitroreducens AS 12343 ja P. stutzeri 1317 slinteesivad scl ja mcIPHA
segu aga vaid related suisinikuallikatest (111, 112).
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Tabel 1. Pseudomonaadide klassifikatsioon substraadispetsiifika ja siinteeitava PHA monomeeride tiiiibi
alusel.

Polumeeri
thop sclPHA mclPHA
—— Tulupesindaja
Susiniku Non- Related Non- Related
allikas related related
| P. fragi
" X X P. aeruginosa
X P. oleovorans
X X X X Pseudomonas sp. 61-3
(NN :
X X P. nitroreducens

1.3 PHA operoni ehitus

Pika evolutsiooni ldbi teinud pha geenid vdivad genoomis paikneda nii klasterdatuna kui
ka hajusalt ja erinevas jérjekorras. Arvestades PHA siinteesiradade rohkust, pole
mitmekesisuses midagi imekspandavat. Praeguseks on pha operonid lahterdatud 4 klassi
(Joonis 5) (60, 77).

Klass I lookused esinevad bakteritel, mis siinteesivad sclPHA-d. Kolm siinteesil osalevat
geeni phbC (PHA siintaas), phbA (f-ketoatsiilil-CoA tiolaas) ja phbB (atseetoatsetiilil-
CoA dehiidrogenaas) asuvad kromosoomis reeglina just sellises jirjekorras. phbCAB
operon on kontrollitud iihise promootori poolt ja PHA depoliimeraasi (phaZ) geen
paikneb eraldi (60, 71, 77). Moningail juhtudel voib ka silintaasigeen eemal paikneda (76).
Klass II PHA lookus esineb mclPHA-d siinteesivatel pseudomonaadidel. Operon koosneb
kahest 50-60% ulatuses identsest PHA siintaasi geenist (phaCl ja phaC?2), mille vahel
paikneb intratsellulaarse PHA depoliimeraasi geen phaZ. Neile jargneb seni teadmata
funktsiooniga geen phaD (60, 77).

Klass IIT lookusega bakteritel moodustavad PHA operoni phaE ja phaC. Neist
siinteesitakse heterodimeerne PHA poliimeraas. Samas lookuses, kuid vastupidises
orientatsioonis paiknevad iilejaddnud PHA metabolismi geenid phad ja phaB (60, 77).
Klass IV PHA siintaasi geenid on leitud Bacillus perekonna esindajatel. phaR, phaB ning
phaC ees asub lihine promootor. phaR kodeerib PHA poliimeraasi teist subiihikut. Puudu
on phaA. Vastassuunas on orienteeritud oletatavasti fasiine kodeerivad phaQ ja phaP
geenid (77).

Bakteri genoomis voib olla ka korraga mitu erinevat pha lookust, nditeks Pseudomonas

sp. 61-3 kromosoomis on esindatud nii tiiiip I kui ka tiitip II operonid (61).
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Klass I lookus
Ralstonia eutropha

— DT —

phbC phbA phbB

Klass II lookus
Pseudomonas aeruginosa

— > oo v v ——

phaCl phaZ phaC2 phaD

Klass III lookus
Allochromatium vinosum

—C <= > I

phaC phaE phaAd ORF4  phaP phaB

Klass IV lookus
Bacillus megaterium

phaP phaQ phaR phaB phaC

Joonis 5. pha operonide klassifitseerimine

1.3.1 PHA poliimeraasid

PHA poliimeraasid (PhaC) liidavad PHA monomeeride prekursorid, (R)-3-hiidroksii-
alkanoaatide CoA-tioestreid poliimeeriks (Joonis 3). PhaC on (R)-stereospetsiifiline.
Ténaseks on erinevaid PHA poliimeraase kirjeldatud 59. Oma aminohappelise koostise
poolest on nad 8-96% sarnased ja neis vdib leida 6 konserveerunud ala, kokku 8 identse
aminohappega (77).

Klass I ja klass II lookuste PHA poliimeraasid (Joonis 5) on dimeersed valgud, mis
koosnevad vaid iihetiilibilistest subiihikutest (kodeerib phaC). Klass 1 poliimeraasid
lilitavad PHA koostisesse eelistatult 3-5 siisinikulisi (R)-3-hiidroksiirasvhapete CoA-

tioestreid. Klass II poliimeraasid eelistavad nende 6-14 siisinikulisi analooge. McIPHA
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stinteesivoime on liksikute eranditega omane vaid pseudomonaadidele (klass IT) (38, 60,
61, 108).
Klass III ja klass IV lookuste poliimeraasid koosnevad kahest erinevast subiihikust,

millest iiht kodeerib phaC ja teist vastavalt phaE voi phaR (78).

1.3.2 PHA depoliimeraasid

1.3.2.1 Uldomadused

Poliihiidroksiialkanoaadi depoliimeraasid (PhaZ) on ensiitimid, mis hiidroliitisivad PHA
vees lahustuvateks mono-, di- vdi oligomeerideks (1, 85).

PHA depoliimeraasne aktiivsus on bakterite seas laialt levinud. PhaZ-d kodeerivat geeni
(phaZ) kandvaid baktereid on isoleeritud erinevatest Okosiisteemidest (mage-, sool- ja
heitvesi, aktitvmuda, leht- ja okaspuu, liiv-, savi- ja liivsavi muld). Esineb nii aeroobset
kui anaeroobset (metanogeenset) PHA degradatsiooni (1, 13, 39, 42, 43, 48, 49, 63). On
ndidatud, et PHA degradatiivsete omadustega bakterid on joe vee mikrokosmis edukamad
kui nende phaZ liigikaaslased (82). PHA-d suudab lagundada ka inimene (60).

PhaZ-d on keskmiselt 30-67 KDa suurused (gliiko)proteiinid temperatuurioptimumiga 37-
61°C ja pH optimumiga 7,5-9,4 (40, 42, 48, 50, 60, 69, 86, 87).

PhaZ-d on praktiliselt ainukesed PHA biolagundajad, kuna lipaasid suudavad
hiidroliiiisida vaid polii-o-hiidroksiialkanoaate (39). Peale selle on kirjanduses mainitud
ka PHA oligomeeride hiidrolaase, mis osalevad mone PhaZ esmaste
depoliimerisatsiooniproduktide hiidroliitisili monomeerideks ja kannavad siistemaatilist
nimetust hiidroksiibutiiraat-dimeer hiidrolaasid (E.C.3.1.1.22) (114). Koik seniuuritud
PhaZ-d on enantioselektiivsed, hiidroliilisides vaid looduslikku (R)-konfiguratsiooni 3HA
estersidet (41).

Substraadispetsiifika alusel saab PhaZ-d jaotada liihikese ja keskmise pikkusega
monomeeriahela PHA (Joonis 2) depoliimeraasideks (40, 74, 85, 87). Kuna PHB on
bakteririigis enimlevinud poliihiidroksiialkanoaat, on ka PHB depoliimeraasid
enamlevinud ja enim uuritud (13, 74).

Esineb nii intratsellulaarseid kui ekstratsellulaarseid PHA depoliimeraase. Valdav
tahelepanu on pooratud rakuvilistele PhaZ-dele, mille kohta on tdid ilmunud suurusjirgu

voOrra rohkem kui rakusisestest PhaZ-dest.
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Pohjalik iilevaade PHA depoliimeraasidest on esitatud antud todle eelnenud

bakalaureusetdds (62).

1.3.2.2 Rakuviline PhaZ

PHA rakuviélised depoliimeraasid sarnanevad oma struktuurilt teiste orgaanilisi poliimeere
lagundavate enstliimidega, nagu tsellulaas, ksiilanaas, amiilaas ja f-1,3 gliikkanaas,
koosnedes kolmest domédnist: N-terminaalne kataliiiitiline doméaan, C-terminaalne PHA
spetsiifiline seondumisdoméén ja neid iihendav linkerdomédn (40, 42, 68, 69, 87).
Erananditeks on bakterite Alcaligenes faecalis AE122 ja P. stutzeri kahe substraadile
seondumise domédniga PhaZ-d (40, 49, 69). Igal domiénil on mitu isovormi. Arvestades
erinevate bakterite PhaZ-de teatud doméénide sarnasust, samal ajal kui {ilejddnud enstitimi
homoloogsus on madal, vdib oletada, et bakterid on evolutsiooni jooksul erinevaid PhaZ
domdédne vahetanud ja kombineerinud (69, 87). Samuti kinnitab PhaZ erinevate
doméénide horisontaalset ililekannet P. lemoignei phaZ6-e koodonikasutuse vordlus antud
bakteri teiste geenidega (87).

Rakuviliste depoliimeraaside N-terminaalses otsas paikneb signaalpeptiid (40).

PhaZ-de  kataliilitilises  domddnis asub  lipaaside  korgelt  konserveerunud
konsensusjarjestus  Gly-X;-Ser-X,-Gly (lipaasi boks). Koik senikirjeldatud PHA
depoliimeraasid on seriinhiidrolaasid (22, 40, 85-88).

Linkerdoméénide rolliks PhaZ-s on elastselt ithendada kataliiiisiv ja substraadile seonduv
doméiin ning hoida nende vahel optimaalset kaugust (40, 69, 87). Linkerdomé&én ei mojuta
ensiiimi PHA-le seondumist ega 3HA di- ja trimeeride hiidroliiiisi, kiill aga on tema
olemasolu PhaZ-s médrava tdhtsusega PHA depoliimerisatsioonil (68).

Katsed liitvalkudega on ndidanud, et -ekstratsellulaarse mclPHA depoliimeraasi
substraadile seondumise domiddn suudab spetsiifiliselt ning tugevalt seonduda

hiidrofoobsetele PHA kristallidele (9, 43, 69).
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1.3.2.3 Rakusisene PhaZ

Intratsellulaarsed PhaZ-d hiidroliilisivad natiivset, amorfset PHA-d. Nad on oma pikkuse
ja aminohappelise jdrjestuse poolest ekstratsellulaarsetest PhaZ-dest selgelt eristatavad,
kuigi mdlemad ensiitimid kataliilisivad samu reaktsioone. See on néhtavasti tingitud
ensiiiimide erinevatest tookeskkonna tingimustest ja erinevat tiilipi substraadist (21, 41,
85).

Kokku on sekveneeritud kuus intratsellulaarset mcIPHA depoliimeraasi (tiivedest: P.
aeruginosa, P. resinovorans, P. pseudoalcaligenes, P. oleovorans, Pseudomonas sp. 61-3,
P. putida). Iseloomustatud on neid minimaalselt. Teada on vaid see, et tegemist on seriini
hiirdolaasidega, nad sisaldavad eelpoolmainitud lipaasiboksi, ei oma selget doméddnset
struktuuri ning on omavahel aminohappelise jirjestuse poolest viga sarnased (41).
Rakusisene PhaZ-d siinteesitakse juba algselt PHA graanuli pinnale. Sel pdhjusel esineb
natiivsest tootjast isoleeritud intaktsetel PHA graanulitel vastavates tingimustes autoliiiis.
Rekombinantse (phaC’; phaZ) E. coli PHA graanulitel ei esine autohiidroliiiisi. Kdige

vihem on kirjeldatud rakusiseseid mclPHA depoliimeraase.

1.4 PHA metabolismi regulatsioon

PHA metabolismi regulatsiooni kohta on kirjanduses vihe andmeid. Uldaktsepteeritud
toeks on PHA akumulatsiooni kdivitumine olukorras, kus keskkonnas on siisinikku, aga
mone muu toitaine (N, O, P, S) puudumine takistab raku jagunemist. Kui limitatsioon on
moddas, algab ka PHA lagundamine (5, 41, 60).

Bakterid sekreteerivad ekstratsellulaarseid PhaZ-sid siisinukuniljas ja/voi 3HA-sarnaste
indutseerijate leidumisel keskkonnas (86). Eksogeense siisinikuallika defitsiidi
indutseerivat moju on kirjeldatud ka intratsellulaarsete PhaZ-de puhul, mis on juba algselt
siinteesitud PHA graanulite pinnale (97). Regulatsioon toimub transkriptsioonilisel ja
enslimaatilisel tasandil. Kuna PHA siintees on tihedalt seotud raku keskse metaboolse
siisteemiga, mojutavad teda ka kdik teised silisteemid, mis reguleerivad raku metabolismi
(45).

On néidatud, et tegelikult toimuvad PHA hiidroliiiis ja siintees raku sees iiheaegselt ning

PHA akumuleerumise vdi mobiliseerumise médrab dra nende protsesside omavaheline
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tasakaal. Arvatakse, et selline siisiniku ringlemise tsiilkkel PHA metabolismis tagab rakule
nn. siisinikupuhvri. Siisteem sarnaneb veereservuaarile, mida pidevalt tdidetakse veega
(PHA akumulatsioon), kuid samas ka pidevalt tiilhendatakse, vottes sealt joogivett (PHA
mobiliseerimine) (41).

Kuna PHA siinteesi ja hiidroliilisi ensiiime on edukalt ekspresseeritud teistes
organismides, vOib eeldada, et olulisi posttranslatsioonilisi modifitseerimisi neil ei esine
(14,21, 33, 51, 55).

Kessler ja Witholt on oma t66s oletanud, et PhaZ-de aktiivsuse kontrollil osaleb
fosfoenoolpiiruvaadi fosfotransferaasi siisteem (45). Kuna PHA-s on talletatud
reduktiividud, on iiks PHA metabolismi regulaator ka NAD/NADH suhe rakus (60).

P. fluorescens GK13 ja P. stutzeri puhul on niidatud, et PhaZ transkribeeritakse &°
promootorilt (69, 73, 85). P. aeruginosa’l ja P. oleovorans’il on PHA metabolismiga
seoses kirjeldatud 8’°- perekonda kuuluvaid 8% faktoreid, mis mdjutavad

periplasmaatilistes funktsioonides voi stressivastustes osalevaid valke (18, 73, 94).

1.5 PHA plast

1.5.1 PHA plastide omadused ja kasutamine

Arenenud maades kulub inimese kohta aastas keskmiselt 50 kg plastmassi, millest
enamuse moodustavad nafta baasil valmistatud keemiliselt ja bioloogiliselt inertsed
plastid (108). Erinevalt neist on PHA-plastid looduses lagunevad, retsiikleeritavad ja
keskkonnasobralikud.

PHA on termoplast (10, 60), kusjuures tema termilised, kristallilised ja mehhaanilised
omadused sdltuvad oluliselt monomeeridest. Niilidseks on erinevaid mcIPHA monomeere
tuvastatud juba tile 150 (41, 77, 108).

PHA plastilised omadused kasvavad ja kristallilised omadused kahanevad tema
monomeeride ahelapikkuste ja/vdi PHA molekulmassi suurenedes. PHB on
kristalliseerununa tugev, kuid vordlemisi jaik materjal, polithiidrokstlioktanoaat (PHO) aga
juba elastomeer (10, 60, 108). Ka hiidroksiialkanoaatide kopoliimeerid on reeglina
plastilisemad ja vihem kristalliseerunud kui homopoliimeerid (15, 60) (Tabel 2).

Scl-mclPHA kopoliimeere on hakatud nende omaduste tdttu itha enam hindama.
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Tabel 2. PHA-plasti omaduste vrdlus poliipropiileeniga (60).

PHA ja poliipropiileeni omadused

Parameeter
P(3HB) P(3HB-3HV) P(B3HB-4HB) P(3HO-3HH) PP
Tm (°C) 177 145 150 61 176
T, (°C) 2 -1 -7 -36 -10
Kristallilisus (%) 70 56 45 30 60
Maks. paine (%) 5 50 444 300 400

P(3HB)-  polii(3-hiidroksiibutiiraat). ~ P(3HB-3HV)-  polii(3-hiidroksiibutiiraat[80%]-ko-3-hiidroksii-
valeriaat[20%]. P(3HB-4HB)- polii(3-hiidroksiibutiiraat[84%]-ko-4-hiidroksiibutiiraat[ 16%]).

P(3HO-3HH)- polii(3-hiidroksiioktanoaat[89% ]-ko-3-hiidroksiiheksanoaat[11%]). PP- poliipropiileen.

Ty~ sulamistemperatuur.

T,- klaasistumistemperatuur.

PHA-plastist valmistatud kilesid v0ib kasutada erinevate pakkematerjalidena.
Patenteeritud on PHB ja PHB-PHV segude kasutamine looduses lagunevate voi
komposteeritavate plastpudelite (Joonis 6) ja imikumdhkmete ning teiste hiigieenitarvete

valmistamisel (5, 60, 76).

i v j ka Ao

Joonis 6. P(3HB-3HV) pudeli acroobne lagunemine roiskveesetetes (keskmine temperatuur 20°C). Proovid
voetud 0, 2, 4, 6, 8 ja 10 néddalal (60).
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PHA-plasti tdhtsus kasvab meditsiinis, kus seda kasutatakse ajutiste implantaatide,
meditsiiniliste kattematerjalidena arteritel ja ndrviaksonitel ning ravimi fikseerijatena
soovitud toimekohas (52, 59, 81, 108). PHA kuulub veel-pShineva lateksvérvi koostisesse
(60). Samuti saab PHA-d kasutada ka toiduainetetdostuses néiteks vahukoore aseaine voi
nirimiskummide valmistamisel (106). Integreerides mclPHA geene puuvillataime
(Gossypium  hirsutum) genoomi, on voOimalik toota kuumakindlamat ja vdhem
soojustjuhtivat puuvilla (16). Pikemate kiilgahelatega PHA-d on kasutatud rohutundlike
liimidena. PHA ahelaid ristsidudes moodustub kummitaoline aine, mida saab rakendada
kummitodstuses (60). PHA-d depoliimeriseerides on vdimalik toota optiliselt puhtaid

hiidrokstikarboksiiiilhappeid keemiatodstuse jaoks (58).

1.5.2 PHA plastide tootmine ja hind

Suurim probleem PHA-plastiga seoses on selle liialt korge hind (15 USD/kg) (15, 60, 76).
Toostuslikult on peamisteks PHA produtsentideks rekombinantsed Escherichia coli (15,
19, 60, 105) ja Ralstonia eutropha (60). Erinevalt looduslikest tootjatest puudub E. coli’l
PHA depoliimeraasne aktiivsus, ta on kiire generatsiooniajaga ja teda on kergem liiiisida.
Rekombinantse E. coli PHA sisaldus voib kiilindida iile 90% raku kuivkaalust (19, 40) ja
PHA molekulmass kuni 20000 KDa-ni (98). PHA-d on vdimalik toota kdikvoimalikest
siisinikuallikatest, mis on bakterite poolt utiliseeritavad s.h. reovesi, nafta- ja
toiduainetetddstuse jadgid (34, 109, 113). PHA produktsiooni insenergeneetilist suunamist
saab edukalt teostada mitmel erineval tasandil (4). Kirjanduses on soovitatud ka nukleaasi
geeni lisamist produtsendi genoomi, mis hdlbustaks PHA eraldamist (10). Koik need
voimalused vidhendavad toodetava PHA hinda kuni kahe USD/kg (59, 76, 108).
Kasutades taimi bioreaktoritena, langeks PHA tootmishind tavaplastidega konkureerivale
tasemele (alla 1 USD/kg). Sarnaselt nukleaasidele vdiks siin kasutada lisaks tsellulaasseid
ensiiiime, et saavutada produtsendi “eneseseedivus”. Siin voib taksituseks osutuda

taimedele omane kompartmentiseeritud metabolism (16, 60, 72, 108).
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To00 eesmargid

Minu kéesoleva uurimust6d eesmérkideks on vodimaliku mclPHA tootmise tarbeks
iseloomustada iiht suure protsessiivsusega PHA tootjat bakterit ja kirjeldada PHA siinteesi
tingimusi ning siinteesitud PHA koostist. Stereospetsiifliste 3-hiidroksiirasvhapete
tootmise vOimaluste uurimiseks seadsime eesmargiks ka alustada PHA depoliimeraasi

iseloomustamist. Kokkuvdttes oleksid kdesoleva uurimustdd eesmargid jairgmised:

e Miirata eelnevalt isoleeritud PHA " pseudomonaadi liigiline kuuluvus

e Isoleerida edasiseks uurimiseks PHA operon

e Iseloomustada uuritava pseudomonaadi PHA depoliimeraasi

e Iseloomustada PHA siinteesi uuritavas tiives

o Iseloomustada PHA koostise sdltuvust sodtmes kasutatud siisinikuallikatest.

e Lisaiilesandeks oleks ka sobiva metoodika valik ja optimeerimine PHA

metabolismi analtiisimiseks.
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2 Eksperimentaalosa

2.1 Materjal ja metoodika

2.1.1 Bakteritiived ja vektorid

Kéesolevaa magistritdd objektiks oli tiivi Pseudomonas mandelii PC17, mis on isoleeritud
Eeva Heinaru poolt poolkoksimédgede leoveest kirde-Eestist ja varem identifitseeritud kui
Pseudomonas corrugata PC17 (30). Tiivi on deponeeritud geenipangas numbri all
AY538263. Antud t66 kdigus 1dbi viidud 16S rRNA geeni jérjestuse ja biokeemiliste
testide alusel késitletakse teda kui P. mandelii. Retsipientidena transformatsioonil kasutati
Escherichia coli tive DH5a (84). Kloneerimisvektorina kasutati plasmiidi pBluescrpitll

SK (Stratagene).

2.1.2 Sootmed ja kasvutingimused

Kultuure kasvatati Luria-Bertani (LB) s66tmel (66), M9 minimaals6omel (1x M9 (3);
0,25% mikroelemente (8); 0,1-1% siisinikuallikat) voi  toitepuljongis  (0,8%
pulberkontsentraati [Difco]). Poliihiidroksiialkanoaadi (PHA) siinteesi initseerimiseks
kasutati limmastikuvaest M9-N séodet (1x M9 ilma NH4Cl-ta; 0,25% mikroelemente;
0,1-1% siisinikuallikat). Stiisinikuallikatena kasutati gliikkoosi (20%), heksanoaati ja
oktanoaati.

Aereerimiseks loksutati vedelkultuure loksutil 160-180 p&oret minutis. Tardsdotmetele
lisati agarit (1,5%). Kasutati LB tardsoodet, toitegarit (2,3% pulberkontsentraati [Difco])
ja sdilitamissodtmena kasutati M9 minimaalsdodet koos 2,5 mM fenooliga

Kuna transformeerimisel kasutatud plasmiid pBluescriptll SK sisaldas selektiivse
markerina ampitsilliini resistentsust tagavat geeni, lisati s0dtmetele transformantide
selekteerimiseks ampitsilliini  10ppkontsentratsiooniga 100 pg/ml. Pseudomonas

mandelii’d ning E. coli DH5at kasvatati temperatuuridel vastavalt 30 ja 37 °C.

Bakteritiive fiisioloogiliste omaduste uurimiseks kasutati jargmisi sodtmeid:
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Hiltay soode (0,2% KNO;, 0,1% asparagiini, 0,5% K-tsitraati, 0,2% KH,;POs,
0,2%  MgSO4x7H,0, 0,02%  CaCl,x6H,O, FeCl; jiljed, 0,008%
broomtiimoolsinist) (29) — kasutati denitrifitseerimisvoime olemasolu kontrolli-
miseks. Rakud kiilvati vedelso6tme korgesse sambasse ning inkubeeriti 30°C
juures termostaadis. 3-5 pideva mooddudes vaadeldi mullikeste tekkimist soGtme
pinnale.

King B s6dde (2% peptooni, 1% gliitserooli, 0,15% KH,PO4, 0,15%
MgSO4x7H,0, 1,5% agarit; (47) — fluorestseeruvate pigmentide tootmise
testimiseks. Peale joonkiilvi inkubeeriti tassi moni pdev termostaadis, seejérel
kontrolliti UV-lambi all fluorestseeruvate pigmentide olemasolu kiilvijoone
timbruses.

Zelatiinisoode (0,8% toitepuljongi kontsentraati [Difco], 15% Zelatiini) (29) —
zelatiini hiidroliilisi  (proteaasse aktiivsuse) tuvastamiseks. Rakud kiilvati
katseklaasi, inkubeeriti seda 2 nédalat 30°C juures ning asetati seejirel jahedasse.
Kui soode tardus, oli Zzelatiin lagundamata, sellest jireldati zelatiini
hiidroliiiisivoime puudumist.

Piimaagar (4%]line vesiagar ja 4% piima) (29) — kaseiini hiidroliilisi tuvastamiseks.
Peale 3-4 pdeva pikkust inkubatsiooni 30°C juures jélgiti heledate tsoonide
tekkimist iimber kiilvijoone.

Tarklisesoode (1% peptooni, 0,5% KH,PO4, 0,2% térklist, 1,5% agarit) (29) —
amiilaasse aktiivsuse tuvastamiseks. Tassi, millele oli kiilvatud uuritav tiivi,
inkubeeriti moned pdevad termostaadis, seejdrel valati iile tassi 1-2 ml Lugoli
lahust (2 g KJ ja 1 g J 300 ml destilleeritud vee kohta) ning vaadeldi vérvivabade
tsoonide tekkimist iimber kiilvijoone.

Simmonsi tsitraatagar (0,2% Na-tsitraati, 0,5% NaCl, 0,02% MgSO,, 0,1%
NH4H,PO4, 0,1% K,HPO4, 1,5% agarit, 0,008% broomtiimoolsinist) (29) —
tsitraadi kasutamise testimiseks.

Hugh-Leifsoni s66de (0,2% peptooni, 0,5% NaCl, 0,03% K,HPO4, 1% gliikoosi,
0,003% broomtiimoolsinist, 0,3% agarit (35) — kéddritamisvoime olemasolu
testimiseks

Metiiiilpunase-Voges-Proskaueri (MP-VP) s66de (0,7% peptooni, 0,5% K,;HPOy,
0,5% gliikkoosi) (29) — kddritamistiiiibi leidmiseks.
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e Soolataluvuse testimiseks kasvatati uuritavat tiive erineva NaCl sisaldusega LB-

tassidel.

2.1.3 Testid bakteritiive fiisioloogia iseloomustamiseks

Endospooride esinemise testimine
Toitepuljongisse kiilvati kiilvindelaga pisut rakke. Inkubeeriti 15 min. 80°C juures ning

asetati siis termostaati 30°C juurde. Kasv puljongis niitas spooride olemasolu.

Katalaastest
Katalaasse  aktiivsuse tuvastamiseks suspendeeriti uuritava mikroobi rakke
vesinikperodiksiidis. Kuna katalaas lagundab vesinikperoksiidi veeks ja hapnikuks, oli

positiivseks tunnuseks hapnikumullide eraldumine (29).

Oksiidaastest

Filterpaber immutati oksiidaastesti reaktiiviga (35 mg a-naftooli lahustatud 2,5 ml 96%
etanoolis, 50 mg dimetiiiil-p-feniileendiamiini dihiidrokloriidi, 7,5 ml dest. vett), filtrile
kanti tikuga uuritava mikroobi rakke. Positiivseks reaktsiooniks oli sinaka vérvuse teke

(29). Okstidaastest nditab tsiitokroom ¢ olemasolu vdi puudumist.

Triiptofanaasi test ehk indooltest

Testitava ensiiimi funktsioon on lagundada aminohape triiptofaan indooliks,
ammoniaagiks ja piiruvaadiks. Seepidrast kasvatati rakke enne triipofaanirikkal sd6otmel
(LB puljong). Triptofaanist tekkiv indool akumuleerub s66tmesse. Indooli
detekteerimiseks lisatakse rakkudega katseklaasi tdombekapi all Kovacs'i reaktiivi (50 g p-
dimetiiiilaminobensaldehiiiidi, 750 ml butanooli, 250 ml kontsentreeritud HCI).

Positiivseks reaktsiooniks on punase vérvuse teke (29).

Voges-Proskaueri test

Eelneval kasvatati rakke mdned pdevad MP-VP so6tmes. Seejdrel lisati kultuurile
tombekapi all Barriti reaktiivi (0,2 ml 40% KOH segatud 0,6 ml 96% EtOH-ga, milles on
lahustatud 6 g a-naftooli). Positiivse reaktsiooni korral ilmus 20 min jooksul punane

varvus. Test nditab 2,3-butaandiooli akumulatsiooni s66tmesse (29).
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Biolog GN MicroPlate™ kasutamine

Rakke kasvatati eelnevalt 24 tundi BUG agaril (Biolog, Inc., Hayward, California, USA).
Vastavalt tootja juhendile valmistati inokuleerimisvedelikku bakterisuspensioon, mille
optiline tihedus (lainepikkusel 580 nm) jdi vahemikku 0,13-0,15. Suspensioon kanti
testplaadi kaevudesse, testplaat pandi termostaati 37°C juurde. Testplaadi kaevud
sisaldavad erinevaid siisinikuallikaid koos redoksvérvi tetrasooliumsinisega. Kui bakter
oksiideerib substraati, toimub véarvi redutseerimine lillaks formasaaniks, mis
registreeritakse multiskaneeriva spektrofotomeetriga. Saadakse metaboolne muster, mida
vorreldakse teiste andmebaasis leiduvate testtlivedega.

Kaevudes oleva tetrasooliumsinise redutseerumist moddeti 24 ja 48 tunni pikkuse

inkubatsiooniaja jarel.

2.1.4 Gliikoosi miaaramine

D-gliikoosi hulga méadramiseks proovides kasutati Roche D-Glucose komplekti (Kat. No.
0716251) ja tootja poolt soovitatud protokolli. Analiiis pohines D-gliikoosi
fosforiileerimisel ja sellele jargneval oksiideerimisel, mille kdigus redutseeritakse NADP.
NADPH hulga suurenemine on stohhiomeetriline D-gliikoosi hulgale proovis ja seda

moddeti lainepikkusel 340 nm.

2.1.5 Lammastiku mairamine

Ammooniumldmmastiku  analiiis  pdhines  formaldehiiidi ja  ammooniumi
kondensatsioonireaktsioonil trimetiileentetraamiidiks. Peale 5 ml supernatandi ja 10 ml
dest. vee neutraliseerimist 0,4 N KOH-ga (indikaatoriks oli fenoolftaleiin), lisati 5 ml
formaldehiitidi. Moodustunud vesinikioonide hulk leiti titreerimisel 0,5 N KOH-ga.

Tulemust moddeti 15 ml dest. vee suhtes.
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2.1.6 Bakteri arvukuse ja keskmise diameetri miiramine

Bakteri arvukus ja keskmine diameeter miérati aparaadiga Beckman Coulter Counter
(Beckmann Coulter).

Alternatiivselt —maiérati  bakterite arvukus mikroobi suspensioonis kasutades
loendamiskambrit. Bakterid fikseeriti naatriumasiidiga (ldoppkontsentrat-sioon 0,01%) ja

loeti 0,00025 mm® kambris. Enne loendamist proovid lahjendati.

2.1.7 PHA-graanulite virvimine bakterites sudaanmustaga

PHA graanulite olemasolu tuvastamiseks vérviti uuritavat tiive sudaanmustaga (0,25%
sudaanmust B 70%-lises etanoolis).

in situ kolooniate vdrvimisel (89) kaeti tards66tme pind sudaanmusta lahusega ja hoiti 20
minutit. Seejdrel valati lileliigne varv dra ja sé0det pesti 95%-lise etanooliga.
Mikroskoopimiseks varviti kuumfikseeritud bakteripreparaati 30 minutit sudaanmustaga
ja pesti kstilooli voi 95%-lise etanooliga (29). Tsiitoplasma vérvimiseks kasutati 0,5-1%
safraniini  vesilahust (5 sekundit). Preparaati vaadeldi valgusmikroskoobiga
oliimmersioonis 1000-kordse suurendusega. Lipofiilne vérv sudaanmust véirvib PHA
graanulit tUmbritseva lipiidkihi mustaks ja safraniin vérvib iilejddnud tsilitoplasma

punaseks.

2.1.8 PHA virvimine Niiluse punasega

Bakteriaalse PHA virvimiseks kasutati ka Niiluse punast (Nile Red) (26). Uksikute
rakkude virvimiseks lisati 200 pl veega pestud bakterisuspensioonile naatriumasiidi
(I6ppkontsentratsiooniga 0,01 %) ja 8 ul Niiluse punast (1 mg/1 ml atsetoonis) ning segu
inkubeeriti 20  minutit. Valmistati mérgpreparaat ja  baktereid vaadeldi
fluorestsentsmikroskoobiga dliimmersioonsiisteemis.

in situ kolooniate varvimiseks lisati tards66tmele niiluse punast 10ppkontsentratsiooniga

0,5 pg/ml. Baktereid inkubeeriti 3 pdeva ja tardsoddet vaadeldi ultraviolettvalguses.
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Niiluse punane ergastub lainepikkusel 450-560 nm juures ning emiteerib lainepikkusel

528 nm kuni >600 nm.

2.1.9 PHA siinteesi mootmine ldbivoolutsiitomeetriga

PHA hulga suurenemist rakkudes moddeti Facs Calibur System ldbivoolutsiitomeetriga
(Becton Dickinson). Selleks virviti vedelsdotmest vdetud rakud Niiluse punasega

eelpoolmainitud viisil.

2.1.10 PHA tootmine

PHA tootmiseks kasvatati P. mandelii rakke 1 ml LB vedelsdotmes {iiledd, pesti
destilleeritud veega, lisati 15 ml M9 minimaals6dtmele ning kultiveeriti tiledd. Jargnevalt
viidi rakud sama s66tme suuremasse mahtu (200 ml) ja kasvatati 2 66pédeva. Siisinikallika
kontsentartsioon oli 0,1%.

PHA siinteesiks bakterikultuur tsentrifuugiti (7000 x g, 10 minutit), viidi 0,1%
stisinikuallikaga ldmmastikuvaesele M9-N vedels6otmele ja kasvatati 2 OOpéeva.
Olenevalt katsest kasutati siisinikuallikana gliikoosi, heksanoaati vdi oktanoaati. PHA
hulga suurendamiseks lisati kasvatuse jooksul heksanoaadi ja oktanoaadi so6tmetele veel

0,1% stisinikuallikat ja gliikoosi s66tmele veel 0,5% siisinikuallikat.

2.1.11 PHA metanoliiiis

PHA hulga ja monomeerse koostise madramiseks rakkudes Iohuti PHA poliimeer
metanoliitisil monomeerideks (11). Selleks pesti bakteriaalne biomass veega ja
luofiliseeriti. 10 mg luofiliseeritud bakterimassi derivatiseeriti keeratava korgiga
klaasviaalis 0,5 ml kloroformi, 0,5 ml liiiisisegu (85% metanool, 15% viaivelhape) ja 40
ul standardi (5 mg/ml naatriumbensoaat) juuresolekul 100 °C 3 h. Pérast reaktsiooni lisati

segule 0,5 ml dest. vett ja segati voretksil intensiivselt 1 minuti jooksul. Peale faaside
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eraldumist viidi alumine orgaaniline faas uude klaasviaali. Veetustamiseks lisati

naatriumsulfaati ja edasisteks analiilisideks séilitati segu temperatuuril -20 °C.

2.1.12 Metiiiil-3-hiidroksiialkanoaatide GC-MS analiiiis

3-HA metiililestrid lahutati gaaskromatograafiliselt (Perkin Elmer Autosystem Gas
Cromatography) kolonniga PerkinElmer Elite-5 (5% Diphenyl) Dimethylpolysiloxane
Capillary Column (30m x 0,25mm) ja méérati nende mass-spektrid (Perkin Elmer Qmass
910 Mass Spectrometer) varemkirjeldatud protokolli alusel (99). Kandjagaasiks oli
heelium (1,0 ml/min). Proovimahuks oli 2 pl. Split Ratio oli 1:45

Tempeatuuriprogramm oli jargmine: 40 °C (5 min), temperatuuri tous 15 °C/min
280°-ni, 280°(5 min). Sisend 280 °C, MS iilekandeliin ja ionisaator 200 °C.
Referentsidena kasutati 3-hiidroksiialkaanhapete metiitilestreid firmast Larodan Lipids.
PHA monomeeride vahekord leiti proovide mass-spektrite piikide ruumalade ja metiiiil-3-

hidroksiialkanoaatide moolimasside suhtest.

2.1.13 PHA eraldamine

Enne eraldamist kontrollitit PHA graanulite olemasolu bakterite virvimisel sudaanmusta
vOi niiluse punasega.

PHA ekstraheerimiseks kasutati eelnevalt vilja valitud ja optimeeritud metoodikat

(62). Tsentrifuugimisel sadestatud rakud pesti 65°C-se atsetooniga 20 minutit.
Alternatiivina bakterimass liiofiliseeriti. Pérast kuivatamist lisati segule 50 mahuosa
kloroformi ja inkubeeriti 30 °C, 24 tundi. Lahustunud PHA ja rakujdidgid eraldati
tsentrifuugimisel (5000 x g, 15 minutit) ja jirgneval filtreerimisel 14bi kurdfiltri. PHA
sadestati lisades 5 osa 70%-list metanooli ja tsentrifuugides 5000 x g, 15 minutit. PHA
kile tootmiseks valati PHA-kloroformsegu vesiagari pinnale ja lasti kloroformil dra
auruda.

Atsetooni ja kloroformi proovist eraldamiseks kasutati soojendit ning vaakumpumpa.
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2.1.14 PHA sisalduse maiaramine bakterite kuivkaalust

PHA massi leidmiseks bakterite kuivkaalust méérati algul pestud rakkude kuivkaal ning
seejarel sama bakterisuspensiooni PHA sisaldus. Liiofiliseeritud biomass kuivatati
termostaadis temperatuuril 105 °C 3 tundi ja kaaluti.

PHA hulga maéadramiseks bakterisuspensioonis kasutati kloroformekstraktsiooni.
Filtreeritud kloroform aurutati ja védljasadenenud PHA-d kuivatati temperatuuril 105 °C, 3
tundi. PHA sisaldus kuivas biomassis leiti kaalude vahest. Teostati mitu

kontrollkaalumist.

2.1.15 DNA eraldamine

Genoomse DNA eraldamiseks suspenderiti 5 ml LB s66tmes iiles kasvanud rakud 250 ml
TE 50/5-s (50 mM Tris-HCl; 5SmM EDTA, pH 8,0) ja lisati 12 pl liisotsiitimi (10 mg/ml)
(Sigma) ning 7 pl RNaas H-d (10 mg/ml) (Fermentas). Segu inkubeeriti 37 °C juures 1
tund. Seejérel lisati 600 pl puhvrit (10 mM Tris-HCI [pH 8,0]; 0,5% SDS; 5 mM CacCl,)
ning proteinaas K (0,1 mg/ml) ja pronaas E (2 mg/ml) (Roche). Segu inkubeeriti 50 °C
juures 1 tund. Jirgnes fenool- ja kloroformtootlus, kus reaktsioonisegu pesti 1 mahu
tasakaalustatud fenooliga, seejdrel 1 mahu fenool-kloroform seguga (1:1) ja 1dpuks kaks
korda 1 mahu kloroformiga. Iga pesu jérel pipeteeriti tsentrifuugimisel (10000 x g, 10
minutit) lahutunud DNA-d sisaldav iilemine vesifaas uude tuubi. DNA sadestati 0,1 osa 3
M KAc ja 0,8 osa isopropanooliga, tekkinud sade keerati kiilvindela otsa, pesti 70%
etanooliga ning lahustati deioniseeritud vees.

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutades ranioksiidkolonni tehnoloogiat vastavalt DNA
QlAprep Spin Miniprep Kit'1 standardsele protokollile. DNA elueeriti kolonnist vee voi
puhvriga TE 10/1 (10 mM Tris-Cl, ImM EDTA, pH 8§,0).

Minipreparatsiooniks suspendeeriti rakud puhvris TE 50/5-s (50 mM Tris-HCl; 5 mM
EDTA, pH 8,0) ja liiisiti sama mahu liitisilahusega (0,2 M NaOH ja 1% SDS). Segu
neutraliseeriti sama mahu 3 M KAc-ga ning lahustunud plasmiidne DNA eraldati
sademest tsentrifuugimisel 10000 x g, 10 minutit lauatsentrifuugil. Jirgnes DNA

sadestamine 2,5 mahu 96% etanooliga ja tsentrifuugimisega (10000 x g, 10 minutit) ning
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pesemine 70 %-lise etanooliga. Saadud DNA lahustati puhvris TE 10/1 voi deioniseeritud
vees.

DNA geelist eraldamisel kasutati QIAquick Gel Extraction Kit’i (Qiagen) ja DNA
fragmentide puhastamiseks reaktsioonisegust kasutati komplekti QIAquick PCR

Purification Kit (Qiagen) ning tootjafirma juhendeid.

2.1.16 Elektroforees

Eri suurusega DNA fragmendid lahutati elektroforeesil horisontaalses agaroosgeelis
nende litkumise pohjal elektrivéljas pingega 100 volti.

Kasutati enamasti 1%-st agaroosgeeli 1x TAE puhvris (40 mM Tris-atsetaat/ImM EDTA,
pH 8,3). DNA visualiseerimiseks ultraviolettvalguses lisati geelile vahetult enne
vormidesse valamist etiidiumbromiidi I6ppkontsentratsiooniga 25ug/100ml. Elektroforees
viidi 14bi 1x TAE puhvris.

Enne proovi geeli kaevu kandmist segati proov 6x Loading Dye'ga (0,2%
broomfenoolsinine; 0,2% ksiileentsiianool; 60% gliitserool). DNA fragmentide pikkuste
médramiseks foreesiti nendega iiheagselt ka vastatavat suurusmarkerit [Gene Ruler™ 1Kb
DNA ladder, (Fermentas)].

Vajadusel 1digati foreesil lahutunud huvipakkuv DNA fragment geelist vdlja edasisteks

analiitisideks.

2.1.17 DNA restriktsioon, fosfataasi tootlus ja ligeerimine

Restriktsiooniks kasutati firma Fermentas poolt toodetud klass II restriktaase. Vastavalt
protokollile oli reaktsioonisegus selleks ette ndhtud 10x puhvrit (1/10), DNA-d ja
enstitimi.

Takistamaks avatud vektori retsirkulariseerumist teostati vektori 5’-otsmiste fosfaatide
hiidroliitisimine kreveti aluselise fosfataasiga (SAP). Kuna vektor oli eelnevalt
restriktaasiga avatud, viidi reaktsioon 14bi samas puhvris, lisades reaktsioonisegule 1 U

(Unit) SAP-i 30 pl kohta.
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Ligeerimisel liideti DNA fragmendid eelnevalt restriktaasidega avatud vektoritega.
Kovalentne side 5'-fosfaat- ja 3’-hiidroksiiiilrihmade vahel silinteesiti Fermentas'e T4
DNA ligaasiga. Reaktsioonisegus oli 1/10 spetsiaalset 10x puhvrit, mis sisaldas ATP-d
16ppkontsentratsiooniga 0,5 mM. Ligeerimist teostati temperatuuril 16 “C iiledd. Et tosta
ligeerimisele jargneva transformeerimise efektiivsust, inaktiveeriti hiljem ligaas, hoides

reaktsioonisegu temperatuuril 65 °C, 20 minutit.

2.1.18 Transformeerimine

Kompetentsete rakkude saamiseks t6ddeldi E. coli DH5a kultuuri Milleri ja Nickoloftfi
meetodil (65). Kompetentsetesse rakkudesse transformeeriti elektroporeerimise teel
uuritavat geeni sisaldav plasmiid pBluescriptll SK. Selleks lisati 40 pl soolavabale DH5a
bakterisuspensioonile 1-3 pl inaktiveeritud ligatsioonisegu ja neile rakendati elektrilaeng
(25 pF, 200 Ohm, 2500V). Rakke kasvatati 37 °C loksutil LB puljongis, 1 tund ja kiilvati
seejarel ampitsilliini sisaldavale LB tardsodtmele. Transformantide selekteerimiseks lisati
sootmele veel 25 pl 4% IPTG-d (isopropiiiil-1-tio-B-D-galaktosiid) ja 10 ul X-Gal-i (5-

bromo 4-kloor-3-indoiiiil-D-galaktopiiranosiid) (20 mg/ml dimetiitilformamiidis).

2.1.19 DNA kontsentratsiooni ja bakterisuspensiooni tiheduse

maaramine

DNA hulga méédramisel kasutati spektrofotomeetrit (Ultrospec 3000 pro) modtes DNA
lahuse neeldumist lainepikkusel 260 nm dest. vee suhtes.
Spektrofotomeetrit kasutati ka bakterisuspensioonis oleva biomassi madramiseks, mootes

uuritava proovi optilist tthedust lainepikkusel 600 nm.
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2.1.20 Poliimeraasi ahelreaktsioon

PCR-i reaktsioonid viidi 1ibi firma Fermentas poolt soovitatud puhvrites (1,5 mM Mg*"
ioonide manulusel). Peale mérklaud DNA (~300 ng) ja praimerite (~300 nM) olid
reaktsioonisegus veel 200 uM desoksiiribonukleosiid-5"-trifosfaadid. Termoresistentse
poliimeraasina oli  kasutusel Thermus aquaticus’e Taqg DNA  poliimeraas
(Idppkontsentratsiooniga 0,025 U/ul) (Fermentas). Reaktsioonid viidi 14bi masinas
Mastercycler Personal (Eppendorf). Praimerite sulamistemperatuuri leidmisel kasutati
programmi “Oligo Kalkulaator” abi.

PHA operoni isoleerimiseks kasutati PCR-i reaktsioonis erinevate pseudomonaadide PHA
poliimeraasides konserveerunud alade alusel koostatud praimereid Pc-F1 ja PhaC-art-R.
16S rRNA amplifitseerimiseks kasutati praimereid PCR I ja PCR II.

Praimeripaarid ja reaktsioonis kasutatud seondumistemperatuurid on toodud tabelis 3.
Seondumisetapp kestis 1 minut. Elongatsioonietapi disainimisel l&htuti 7ag poliimeraasi
stinteesikiirusest (1 Kap/min) ja optimaalsest temperatuurist (72 “C). DNA kaskikahelad

denatureeriti temperatuuril 95 °C, 45 sekundit.

Tabel 3. PCR-is kasutatud praimerid ja nende seondumistemperatuurid (Tm)

Praimeri nimi | Jdrjestus Tm (°C)
Pc-F1 5° CATCCTCTACTGGAACAACG 3~ 0
PhaC-art-R 5° GCCTGCAGTCGAAGATGTAGAACTTGTTG 3~ >
PCR 1 5% AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3~ 50
PCR I 57 TACGGTTACCTTGTTACGACTT 3~

2.1.21 Sekveneerimine

Kasutati MegaBACE 1000 sequencer aparaati ja komplekti DYEnamic'™ ET terminator
cycle sequenceing kit (Amersham Pharmacia Biotech) ning tootjafirma poolt soovitatud
protokolli optimeeritud (lahjendatud) varianti.

Reaktsioonisegu sisaldas vastavat reaktsiooni puhvrit (reagent mix), 0,2-0,5 ug DNA-d ja

umbes 5 pmol praimerit.
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16S rRNA sekveneerimisel kasutati SEQ ja S4 praimereid (103) ja pBluescriptll SK
vektorisse  kloneeritud DNA  fragmentide sekveneerimisel kasutati vastavaid
vektorispetsiifilisi praimereid T3 MI13/pUC périsuunaline praimer ja T7 M13/pUC
vastassuunaline praimer (Fermentas) (Tabel 4).

Reaktsioonid viidi 1abi PCR-i masinas jédrgmistel tingimustel: denaturatsioon 95 ‘C 20
sekundit, praimerite seondumine 15 sekundit, elongatsioon 60 ‘C 1 minut. Praimerite

seondumistemperatuurid on toodud tabelis 4. Tsiikleid korrati 40 korda.

Tabel 4. Sekveneerimisel kasutatud praimerid ja nende seondumistemperatuurid (Tm)

Praimeri nimi Jarjestus Tm (°C)
T3 5 GTAAAACGACGGCCAGT 3~ 52
T7 5° CAGGAAACAGCTATGAC 3~ 50
SEQ1 5° GTATTACCGCGGCTGCTGG 3~ 55
SEQ2 5 TTGCGCTCGTTGCGGGACT 3~ 55
SEQ3 5° ACGGGCGGTGTGTACAAG 3~ 50
SEQI1F 5 AGCAGCCGCGGTAATACGG 3~ 55
SEQ2F 5° CCGCAACGAGCGCAACCC 3~ 55
S4 5° CCAGGGTATCTAATCC 3~ 45

2.1.22 Arvutiprogrammide ja andmepankade kasutamine

Antud uurimistdos kasutati jargmisi programme ja andmebaase:

Blast II NCBI nukleotiidsete ja aminohappeliste jarjestuste homoloogide otsimisel
ja reastamisel (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)

DNAsis Bioedit DNA- ja valgujérjestuste analiilisiks

Oligo kalkulaator Oligote Tm-i leidmiseks
(http://www.basic.nwu.edu/biotools/oligocalc.html)

Translater Valgu aminohappelise jarjestuse leidmiseks
(http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html)

Ribosomal Database 16S rRNA jérjestuse reastamiseks bakterite 16S rRNA andmebaasi
Project I1 (17) vastu.(http://rdp.cme.msu.edu/html/)

ORF-finder DNA jérjestuse lugemisraamide leidmiseks
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)
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3 Tulemused ja arutelu

3.1 Pseudomonas mandelii

Antud uurimustdo tarbeks vajaminevat PHA tootjat ja lagundajat hakati otsima varem
poolkoksimégede leoveest Kirde-Eestist isoleeritud pseudomonaadide seast (30). Uuritav
tivi valiti vilja teiste PHA" bakterite hulgast PHA siinteesivdime alusel, mida hinnati

minimaals6dtmel kasvanud kultuuride véarvimisel sudaanmustaga.

Tiive iseloomustamisel saadi jargmised tulemused:

Selekteeritud tiivi on aeroobne gram-negatiivne, litkuv, asporogeenne pulkbakter, mis
moodustab imaraid, siledad ja mittepigmenteerunud kolooniaid. KingB s66tmel toodavad
rakud fluorestseeruvat pigmenti. Katalaas- ja oksilidaastest on positiivsed, gliikoosi
kadritamise test negatiivne. Tiivi ei hiidroliiiisi tirklist ja Zelatiini ega redutseeri nitraati.
Tiivi kasvab 4 ja 37 °C juures, kuid mitte 41 °C juures ega ka mitte korges
soolakontsentratsioonis (5% ja 7%). Utiliseeritavateks substraatideks on muuhulgas
glikkoos, fruktoos, ksiiloos, tsitraat, sahharoos, trehaloos, suktsinaat, 2-aminoetanool,
histidiin, D- ja L-alaniin, tween 80, d4adikhape, sipelghape, piimhape, gliitserool, atsetaat,
fenool ja parakresool. Substraadina ei kasutata laktoosi, maltoosi ja tween 40-t.
Poliihiidroksiialkanoaati toodetakse nii suhkrutest kui rasvhapetest. Rakuviliste
proteaaside olemasolu ei tuvastatud. Biolog GN MicroPlate andmetel saadi suurim
sarnasus Pseudomonas corrugata’ga (60%). Teiste tiivede sarnasus jéi alla 10%.

Uuritava tiive 1461 aluspaari pikkuse 16S rRNA jdrjestuse vordlemisel Ribosomal
Database Project II andmebaasi jirjestustega leiti suurim sarnasus Pseudomonas
mandelii’ga (99,5%). Kui vilja jétta d4drmised nukleotiidid, mis on meil sekveneerimata
(P. mandelii tiaispikk 16S rRNA geen koosneb 1518 bp-st, mida on 57 bp vorra enam kui
meil sekveneeritud), erinesid kaks jdrjestust ainult tihe nukleotiidi poolest — P. mandelii’l
oli 1424. positsioonis G, meie poolt uuritaval tiivel A. Teiste andmebaasis olevate liikide
16S rRNA jirjestuses oli erinevusi rohkem.

Selekteeritud tiive filisioloogiline profiil on vdga sarnane P. mandelii kohta avaldatuga.
Siiski leidub 1iiks erand- uuritav tiivi ei redutseeri nitraati, kuid P. mandelii’d on

kirjeldatud nitraatreduktaas positiivsena. Sellele vaatamata viitavad eelkdige
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biokeemilised ja geneetilised omadused tugevalt sellele, et meie poolt uuritav tiivi on P.

mandelii. Seega kisitletakse tiive antud t66s kui Pseudomonas mandelii PC17.

3.2 Osalise PHA operoni isoleerimine ja kirjeldamine

Kuna PC17-ne PHA operoni isoleerimine southern hiibridiseerimisel osutus keeruliseks,
isoleeriti osaline PHA operon PCR- meetodil, kasutades PHA poliimeraaside
konserveerunud aladele disainitud praimereid Pc-F1 ja PhaC-art-R. Tulemuseks saadi
umbes 2400 aluspaari pikkune DNA fragment, mis kloneeriti vastavalt skeemile joonisel
7. Uuritava DNA fragmendi Clal-HindIl restriktsiooniga tekkinud 750 ap Clal-Hind]Ill ja
1,4 kap Clal-Clal fragmendid kloneeriti vektorisse pBluescript II KS. 1,4 kap fragmenti
1digati Sall restriktaasiga ja subkloneeriti. Kloonid transformeeriti elektroporatsioonil E.
coli DH50-sse ja sekveneeriti vektori universaalpraimerite T3 jaT7 abil.

Tiivel PC17 tuvastati klass II PHA operoni struktuur, koosnedes kahest PHA poliimeraasi
geenist, mida eraldas PHA intratsellulaarse depoliimeraasi geen. Selline struktuur on

omane koigile mclPHA-d siinteesivatele pseudomonaadidele (Joonis 5).

Clal Sall Sall  Sall Clal HindIll

\ o .

phaCl phaZ phaC2

Joonis 7. P. mandelii PC17 osaline PHA operon.

3.2.1 Pseudomonas mandelii PC17 PHA depoliimeraas (PhaZ)

Sekveneeritud jirjestuse suurim lugemisraam on pikkusega 858 ap. Sellest tuletatud valgu
jarjestuse pikkus on 285 ah, mis on arvestusliku molekulmassiga 31157 Da. Tuletatud
jérjestuse vordlus valkude andmebaasi vastu kinnitas, et uuritav lugemisraam kodeerib

PHA depoliimeraasi, mis on korgelt homoloogne bakterite Pseudomonas fluorescens
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(95%), Burkholderia caryophylli (92%), Pseudomonas chlororaphis (91%), ning Pseudo-
monas sp. 61-3 (91%). PhaZ-dega.

Eelpoolmainitud PHA depoliimeraasid moodustavad koos veel kiimne PhaZ-ga omaette
homoloogse riihma, millel iilejddnud seniavaldatud 22 PhaZ-ga homoloogia praktiliselt
puudub, ka iiksikute doméénide tasemel. Samuti on iilejddnud PhaZ-d umbes 1,7 korda
suuremad. Ainuke homoloogia, mis leidub kodikides PhaZ-des, erinevates seriini
hiidrolaasides ja ka lipaasides, on lipaas boksi muster (G-X;-S-X,-G) (Joonis 8). Jarelikult
omab eelpoolmainitud homoloogne PhaZ-de riihm (s.h. PC17-ne PhaZ) kas teistsugust
doméénset struktuuri voi puudub see tal ildse.

Kuna Ps. oleovorans’i ja Ps. aeruginosa PhaZ-sid on kirjeldatud intratsellulaarsete
ensiiimidena, on ndhtavasti ka PC17-ne PhaZ rakusisene ensiiiim. Seda oletust kinnitavad
veel tema vidhene sarnasus ekstratsellulaarsete PhaZ-dega (homoloogiat alla 6%) ja

signaaljirjestuse puudumine valgu N-terminuses.

PhaZpp,i yldygkvnaifvEwllgall
PhaZpsp i yldyghivn W, |
PhaZppul yldyg@vsaifs)

PhaZpor i yldygevnile
PhaZpael yldygevnails}

PhaZp el yldygievsyi

PhaZpste andanjgr

PhaZcte€ niatdpjis

PhaZcace kidktet

PhaZgpie aidpnfev

PhaZlp € sidps|gv

PhaZ6p e nidpn(/i

PhaZasa€ ardpniev

PhaZsexe qynigst
HUdrolaasasp elgleEvd enSfelggldalala
Hidrolaasgha dlIgvelsi

Hidrolaaspra asglrcap
Esteraasp,y,  kmglhntt
Peptidaas qe qlgldejih
Esteraaspae aigvriglh
Konsensus

Joonis 8. Erinevate PhaZ-de ja seriini hiidrolaaside vordlus konserveerunud lipaas boksi alal. i-
intratsellulaarne PhaZ; e- ekstratsellulaarne PhaZ; Pma- P. mandelii (mérgitud kastiga), Psp- P. species 61-
3; Ppu- P. putida; Pol- P. oleovorans; Pae- P. aeruginosa; Pre- P. resinovorans; Pst- P. stutzeri; Cte-
Comamonas testosteroni; Cac- C. acidovorans; Rpi- Ralstonia picketii; Ple- P. lemoignei; Afa- Alcaligenes
faecalis; Sex- Streptomyces exfoliatus; Asp- Acinetobacte sp.; Bha- Bacillus halodurans; Dra- Deinococcus
radiodurans; Lde- Lactobacillus delbrueckii.
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3.2.2 Pseudomonas mandelii PC17 PHA poliimeraasid

Sekveneeritud geeniga kiilgnevate alade homoloogsusotsingu pohjal selgub ootuspéraselt,
et P. mandelii PC17 phaZ-ga kiilgnevad poliihidroksiialkanoaadi poliimeraaside geenid
(phaCl ja phaC2).

Uuritava tiive PHA poliimeraaside osalised jérjestused (vastavalt 460 ning 672 ap)
vastavad ligikaudu tihele kolmandikule senikirjeldatud PHA siintaaside téispikkustest.
Osaline phaCl-e jérjestusest tuletatud valgujérjestus sarnaneb kdige rohkem P.
chlororaphis’e (90%), P. fluorescens'i (88%) ning Pseudomonas sp. 61-3 (86%) PhaCl-
dele. phaC2-e jérjestusest tuletatud valgujérjestus sarnaneb enim P. fluorescens'i (84%),

Pseudomonas sp. 61-3 (82%) ja P. chlororaphis’e ( 79%) PhaC2-ga.

3.3 PHA siintees

Antud vurimustdo tiheks eesmirgiks oli kirjeldada P. mandelii PC17 PHA siinteesivdimet
ja optimeerida PHA siinteesi protokoll. Katseid teostati nii PHA siinteesi indutseerivas

lammastikuvaeses s66tmes, kui ka mittelimiteerivas mineraalsé6tmes.

3.3.1 PHA siintees limiteerivas sootmes

PHA siinteesi jdlgimiseks kasvatati rakud eelnevalt {iles mittelimiteerivates tingimustes
0,2%-lise gliikoosi manulusel ja viidi seejirel ldmmastikuvaesele gliikoosiga s6d6tmele,
milles oli 0,4% gliikoosi. PHA akumulatsiooni kirjeldamiseks vaadeldi rakkude keskmise
diameetri muutust. Katset teostati mitmes korduses, kasutades rakususpensioone, millel
olid erinevad nii rakkude algne arvukus kui ka algne diameeter. PHA akumulatsiooni
kdigus suurenesid sootme optiline tihedus (OD) ja rakkude diameeter vordeliselt, kuid
rakkude arvukus jidi enam-vihem samaks. Maksimaalselt suurenes rakkude keskmine
diameeter 1,04-st kuni 1,5 mikromeetrini (andmed mitte ndidatud). See tdhendab umbes
kolmekordset raku ruumala suurenemist. Niiluse punasega vérvitud rakkude

mikroskoopimine, PHA koguse médramine liiofiliseeritud rakkudest ning metanoliiiisitud
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biomassi GC-MS analiiiisimine nditas, et raku diameeter suurenes koos siinteesitava
poliimeeri hulgaga. PHA hulk rakkude kuivkaalu kohta oli sdltuvalt siisinikuallikast 62-
69% (Tabel 6).

Joonisel 9 on toodud kaks PHA akumulatsiooni katset ldmmastik-limiteeritud s66tmetes
0,4% gliikoosi manulusel. Katsetes erineb rakkude algne arvukus ja algne keskmine
diameeter.

Esimesel juhul (A) on tegu eelnevalt M9 minimaalsdtmel {iles kasvatatud rakkudega,
teisel juhul (B) aga M9-N limiteerivast s66tmest timber kiilvatud PHA-d siinteesiva
kultuuriga.

M9 minimaalsdotmest pirit rakkude (A) inokulumi algne OD ja rakkude keskmine
diameeter olid vastavalt 4,45 ja 1,04 (um). Kasvatuse kdigus M9-N sootmes tarbiti
gliilkoos 6 tunni jooksul, raku diameeter suurenes 1,11 um-ni ja OD 14,3-ni. Rakkude
arvukus suurenes katse jooksul 5,53 x 10’ kuni 6,8 x 10° rakku/ml.

Algselt PHA-d sisaldavate rakkude (B) keskmine diameeter ja OD olid vastavalt 1,17
(um) ja 4,15. Kasvatuse kdigus M9-N sootmes tarbiti glilkoos 13 tunni jooksul, raku
diameeter suurenes 1,37 um-ni ja OD 13,66-ni. Rakkude arvukus piisis, 2,25 x10° ja 2,66
x10° rakku/ml vahel.

Katsetulemuste erinevus raku keskmise diameetri kasvu (PHA akumulatsiooni) ja
protsessi kestvuse osas on seletatav rakkude algse arvukuste erinevusega. Teise katse
puhul (B) oli rakkude arvukus kolm korda vdiksem. Nii jagus iga rakule kolm korda enam
gliikoosi PHA siinteesiks ja kultuuril kulus rohkem aega kogu gliikoosi tarbimiseks.
Perioodilistes kultuurides on rakkude algne arvukus ja gliikoosi kontsentratsioon olulised
optimeerimist ndudvad parameetrid. Korgem gliikkoosi kogus raku kohta suurendab PHA
stinteesi hulka, kuid teatud punktist muutub see inhibeerivaks. Viiksema rakkude algne
arvukuse juures on vdimalik iga raku kohta toota rohkem PHA-d, kuid see votab rohkem

aega.
Tulemustena voib vdita, et PHA slintees limiteerivas sodtmes on rakujagunemisega

mitteseotud protsess. PHA akumulatsiooni tdttu kasvab raku ruumala ja suureneb

inokulumi OD.
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Joonis 9. Limiteerivates tingimustes inokuleeritud Pseudomonas mandelii PC17 optilise tiheduse graafik
koos muutustega raku keskmises diameetris, gliikkoosi kontsentratsioonis ja raku arvukuses kahes PHA

stinteesi katses (A ja B).
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3.3.2 PHA siintees mittelimiteerivas sootmes

Vastupidiselt kirjanduses laialt aktsepteeritud arvamusele, et PHA siintees ei toimu raku
jagunemise ajal, leiti Niiluse punasega vérvitud rakke mikroskoobiga vaadates, et PC17
akumuleerib PHA-d ka mittelimiteerivas sootmes, olles eksonentsiaalses kasvufaasis

(Joonis 11).

Mittelimiteerivas sdotmes toimuva PHA siinteesi tipsemaks kirjeldamiseks optimeeriti
meetod PHA hulga mootmiseks Niiluse punasega véarvitud rakkude fluorestsentsi
intensiivsuse alusel FACS ldbivoolutsiitomeetriga.

Katse jooksul vaadeldi virvitud rakke ka fluorestsentsmikroskoobiga. Lisaks mdddeti
sOotmete optilisi tihedusi (OD) ja gliikoosi kontsentratsioone. PC17-ne kasvuparameetreid
jélgiti neljal erineva gliikoosi algkontsentratsioonil (1, 3, 5 ja 7 g/l). Hiljem teostatud
samalaadses katses moddeti ka rakkude arvukust.

Erinevatel gliikoosikontentratsioonidel kasvanud rakud joudsid eksponentsiaalsesse
kasvufaasi  liheaegselt, kuid selle pikkus soltus algselt sootmes  olnud

gliikoosikontsentratsioonist (Joonis 10).
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Joonis 10. P. mandelii PC17 kasvatused mittelimiteerivas s66tmes gliikoosi kontsentratsioonidel 0,1; 0,3;
0,5 ja 0,7%. Vasemal graafikul on toodud kultuuride optilise tiheduse ja paremal gliikoosi
kontsentratsioonide muutus ajas.
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0,1% gliikoosiga sd6tmes joudsid PC17 rakud statsionaarsesse kasvufaasi umbes7 tunni
jooksul kui gliikoos oli dra tarvitatud. Niiluse punasega vérvitud rakkude mikroskoobiga
vaatlemisel tdheldati sel ajal koikide s66tmete rakkudes vdikeseid PHA graanuleid, kuid
mérgatavat PHA siinteesi ei tuvastatud (Joonis 11). Sellegi poolest on ka viheldane PHA
stintees nendel tingimustel seni kirjeldamata tulemus.

Koikide kdrgema gliikkoosi kontsentratsiooniga sdotmetes algas lisaks eelpoolmainitule
ulatuslik PHA siintees umbes kuuendal tunnil, eksponentsiaases kasvufaasis. Kaheksandal
tunnil oli rakkude fluorestsents nendes kultuurides suurenenud iile kahe korra, veel 2
tundi hiljem juba 6-10 korda (Joonis 12).

24 tundi pérast sootmete inokuleerimist andsid 0,3%-lise gliikoosisodtme rakud umbes
10x tugevana fluorestsentssignaali kui algselt, 0,5 ja 0,7%-lise s66tme rakud aga umbes
20x tugevama signaali. See on loogiline, kuna 0,3%-ses so6tmes oli selleks ajaks gliikoos
tarbitud ning PHA metabolismi tasakaal rakus nihkunud PHA lagundamise suunas. 0,5%-

ses ja 0,7%-ses sootmes gliikoosi veel jagus.
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Joonis 12. FACS ldbivoolutsiitomeetri mdotetulemused Niiluse punasega virvitud PC17 kultuuridest
kasvatatuna M9 mineraalsd6tmel erinevatel gliikoosi kontsentratsioonidel (A=1 g/I; B=3 g/l; C=5 g/I; D=7
g/l). Vasakus tulbas on toodud s66tmete inokuleerimisest méodunud aeg. Iga diagrammi x-telg kirjeldab
fluorestsentsi aktiivsust logaritmilises skaalas.
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Hiljem teostatud samalaadses katses 0,1%, 0,3% ja 0,5% gliikkoosiga sdodtmetega, kus
moddeti rakkude arvukust tdheldati, et rakkude jagunemine PHA siinteesi ajal ei peatunud
ning toimus erinevate gliikkoosi kontsentratsioonidega proovides sarnase kiirusega, kuni

siisinikuallikat keskkonnas jatkus (Joonis 13).
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Joonis 13. P. mandelii PC17 kasvatused mittelimiteerivas s66tmes gliikoosi kontsentratsioonidel 0,1; 0,3; ja
0,5%. Vasemal graafikul on toodud kultuuride optilise tiheduse ja paremal rakkude arvukuse muutus ajas.

P. mandelii PC17 rakkudes ilmneb mittelimiteerival s66tmel, rakkude jagunemise kéigus
viahesel méiral (kuid pidevalt) PHA konstitutiivne siintees. Seega PHA siinteesi ja
lagundamise tasakaal on nendes tingimustes veidi nihutatud PHA siinteesi poole. Teatud
hetkest eksponentsiaalses kasvufaasis, kui keskkonnas on veel siisinikuallikat, algab P.
mandelii PC17 tiivel intensiivne PHA siintees, mille tulemusel tdituvad rakud mone tunni
jooksul suure hulga PHA graanulitega.

Sellist ndhtust, kus looduslik tiivi siinteesib mittelimiteerivates tingimustes PHA-d, ise
samaaegselt eksponentsiaalses kasvufaasis jagunedes, ei ole varem kirjeldatud. Hoopis
vastpidi- tldlevinud seisukohaks on, et PHA siintees rakkudes on rakujagunemisega
mitteseotud protsess mis ilmneb vaid teatud toitainete limitatsiooni korral (5, 41, 60, 83,
98).

Uks vdimalus selle nihtuse seletamiseks oleks, et mingi toitaine kontsentratsiooni langus
alla teatud piiri, kdivitab PHA siinteesimehhanismi. 0,1% gliikoosisisaldusega sd0tme
rakud selle piirini lihtsalt ei joudnud, kuna neil oli selleks ajaks juba gliikoos dra tarbitud
(Joonis 10).

Kontrollimaks, kas M9 sootme lammastik voiks eksponentsiaalses kasvufaasis

limiteerivaks osutuda ja pohjustada PC17 rakkudes ebatavalist PHA akumulatsiooni, viidi
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labi  kasvatused M9  sootmes  erinevatel  glilkoosi  kontsentratsioonidel.
Ammooniumldmmastiku hulka moddeti samal kellaajal kolme pieva jooksul. Nagu ndha
tabelist 5, ei saa ldmmastiku puudus limiteerida bakterikultuuri kasvu selle
eksponentsiaalses faasis, kuna inokuleerimisjirgsel pdeval on ldmmastikku s66tmes
piisavalt alles. Kiill vdib aga lammastiku kontsentratsioon vahemikus 100-160 mg/1 olla

PHA siinteesi intseerivaks faktoriks PC17-ne puhul.

Tabel 5.
algkontsentratsioonidel M9 s66tmes, kolme péaeva jooksul.

Lammastiku  hulga védhenemine tiive PC17 kasvatamisel erinevatel gliikoosi

Algne gliikoosi Liammastiku hulk proovis mg/l
hulk s66tmes (g/1) Esimene pdev Teine piev Kolmas péaev
2 238 159,6 148,4
4 238 96,6 95,2
6 238 89,6 43,4
8 238 96,6 39,2

3.4 PHA kompositsioon soltuvalt siisinikuallikast

Tiive PC17 kasvatati limiteerival s66tmel, erinevatel stisinikuallika substraatidel, milleks
olid nn. related carbon source, nagu glikoos ja non-related carbon source, nagu
heksanoaat ja oktanoaat. Liiofiliseeritud ja metanoliilisitud biomass analiiiisiti
gaaskromatograaf-mass spektromeetriga (GC-MS). Huvitaval kombel esines kdikides
metanoliiiisitud biomassiproovides nii  sclPHA kui ka mclPHA monomeeride

metiitilestreid (Tabel 6):

Gliikoosil kasvatatud PCI17-ne metanoliilisitud biomassis esines valdavalt 3-
hiidroksiibutiiraadi (Met-3-HB), seejdrel ka 3-hiidrosksiidekanoaadi (Met-3-HD), 3-
(Met-3-HO)  ja (Met-3-HDD)
metiiiilestreid. Esines ka metiiil-3-hiidroksiitetradekanoaadi (Met-3-HTD) jélgi.

hidrosksuoktanoaadi 3-hudrosksiidodekanoaadi

Metiileeritud 3-hiidroksiiheksanoaati (Met-3-HH) proovis ei tuvastatud.

48



Kui substraadina kasutati heksanoaati, oli tulemus veidi homogeensem. Peamiseks 3-
hiidroksiihappe metiiiilestriks oli taas Met-3HB, seejérel aga Met-3HH, iilejadnud C8-C12
metiililestreid esines minimaalses koguses.

Oktanoaadil kasvatatud PC17-ne matanoliiiisitud biomassis leidus enim Met-3HO-d,

seejirel Met-3HB-d, Met-3HH.

Tabel 6. P. mandelii PC17 PHA hulk rakkude kuivkaalust ja koostis sdltuvalt siisinikallikast.

Substraat PH A hulk rakkude PHA monomeerne koostis (mol%)
kuivkaalus (%) 3HB | 3HH | 3HO | 3HD | 3HDD
Gliikoos 65 87,1 - 3,6 8,9 0,4
Heksanoaat 69 56,5 41,5 0,9 0,6 0,5
Oktanoaat 62 16 4 80 - -

3HB- 3-hiidroksiibutiiraat, 3HH- 3-hiidroksiiheksanoaat, 3HO- 3-hiidroksiioktanoaat,
3HD- 3-hiidroksiidekanoaat, 3HDD- 3-hiidroksiidodekanoaat

Tegu on markimisvairse tulemusega, kuna pseudomonaade, kes suudavad siinteesida nii
scl kui ka mclPHA segu on kirjeldatud vaid moni iiksik. Neid, kes suudavad seda teha nii
related susinikuallikatest kui ka non-related siisinikuallikatest on veelgi vdhem (vt.
“Pseudomonaadide klassifikatsioon PHA akumulatsiooni alusel”). Téiesti omapdrane on
ka 3HB monomeeride nii suur osakaal kdikides analiiiisitud proovides. ScIPHA siintees ei

ole pseudomonaadidele omane ja seda on kasutatud lausa taksonoomilise tunnusena.

Kuna PHA osakaal moodustas limiteerivas sd0tmes kasvatatud rakkude kuivkaalust
mirkimisviirse osa (62-69%) (Tabel 6), sai liiofiliseeritud biomassi fiiiisikaliste omaduste
alusel ennustada selles oleva PHA kompositsiooni. Gliikoosist siinteesitud PHAJ sisaldav
biomass oli rabe ja pulbristus kéitlemisel. Selle tingis kristalliliste omadustega PHB, mida
oli liiofiliseeritud biomassis iile 50%. PHO on aga elastomeer ja kuna ta moodustas
oktanoaadil kasvanud rakkude kuivkaalust ligi poole, oli liiofiliseeritud biomass kummjas
ja elastne. Heksanoaadil kasvanud liofiliseeritud biomassi plastilised omadused olid

midagi vahepealset, meenutades rabedat kummi.
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3.5 P. mandelii PC17 Klassifitseerimine PHA siinteesi alusel

Kéesolevas uurimust6ds oleme pseudomonaade klassifitseerinud nende poolt siinteesitud
poliimeeri ja selleks kasutatud siisinikuallika tiitipide alusel (vt. Kirjanduse iilevaade).

Kuna antud tiivi suutis siinteesida nii scl kui ka mcIPHA-d ja seda nii related kui ka non-
related stsinikuallikatest, klassifitseerub ta kolmanda grupi Pseudomonas sp. 61-3 rithma.
Koos Pseudomonas sp. 61-3, Pseudomonas sp. GP4BH1-e ja Pseudomonas sp. A33-ga
esindab P. mandelii PC17 PHA metabolismi mdttes kdige tavatumat pseudomonaadide

rihma.

3.6 P. mandelii PC17 PHA metabolism

PHA siinteesi uurimist saab kasutada ithe vahendina kirjeldamaks bakteri metabolismi
isedrasusi, kuna PHA monomeerne koostis kajastab rakusiseseid siisinikuvoogusid (60).
PHA koostise ja substraadispetsiifika alusel saab eeldada ka teatud PHA metabolismiga
seotud ensiilimide ekspressiooni uuritavas tiives. Toendoliselt kasutab PC17 PHA
stinteesiks koiki peamisi PHA-ga seotud siinteesiradu: rasvhapete f-oksiidatsioon,
rasvhapete de novo bioslintees ja klassikaline PHB siinteesirada PHA metabolismi

detailne skeem on toodud joonisel 14.

Gliikoos metaboliseeritakse rakus piiruvaadiks ja edasi konverteeritakse atsetiiiil-CoA-ks.
PC17 puhul viiakse osa sellest PHB, teine osa aga mcIlPHA koostisesse. McIPHA
siinteesitakse 1dbi rasvhapete de novo biosiinteesiraja (RBS), kus 3-hiidroksiiatsiiiil-
ACP:CoA transferaas (PhaG) vahendab 3-hiidrokstiatsiiiil-ACP molekulide {tilekannet
vastavateks CoA-derivaatideks, mis liilitatakse PHA koostisesse. Tiive PC17 puhul on
eelistatud 10-stisinikulused ACP derivaadid, kusjuures 3-hiidroksiiheksanoaati PHA
koostisesse nendel tingimustel ei liilitata (Tabel 6).

3-hiidroksiibutiiraat jouab PHA koostisesse toendoliselt ldbi klassikalise PHB raja
(Joonised 3 ja 14). 3HB saab périneda RBS rajast juhul, kui maloniiiil-ACP
kondenseeritakse atsetliiil-ACP-ga ja 3-hiidroksiibutiiriitil-ACP muudetakse esimesel

tsiiklil PhaG vahendusel PHB poliimeraasi substraadiks.
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Kuna heksanoaadist liilitub poliimeeri koostisesse peale 3HB monomeeride ka 8,10 ja 12
stisinikulisi 3-hiidroksiihappeid, on PHA siinteesil olnud kaasatud de novo rasvhapete
stinteesirada. 3HB-CoA molekulid vdivad siin PHA siintaasini jouda kolmel vdimalikul
viisil: 1) ldbides rasvhapete lagundamisrajas iihe ringi, 2) klassikalist PHB siinteesirada

pidi vdi 3) rasvhapete de novo bioslinteesirajast eelpool mainitud viisil.

Kui substraadiks on oktanoaat, suunatakse tdendoliselt sellest enamus 14bi rasvhapete f-
oksiidatsiooni raja otse PHA koostisesse enne atsetiiiil-CoA eraldamist. Ulejéénust
viiksem osa teeb tsiiklis lihe ringi ja viiakse PHA koostisesse 3-hiidroksiiheksanoaadina,
suurem osa metaboliseeritakse aga asetiiiil-CoA molekulideks ja suunatakse sealt edasi

PHB koostisesse. Ka siin ei saa vilistada rasvhapete de novo biosiinteesirada

Tdendoliselt viiakse enamus substraadiks olnud rasvhapete molekule PHA koostisesse
otse f-oksiidatsiooni tsiiklist. Kui need oleks lagundatud atsetiiiil-CoA molekulideks ja
suunatud PHA koostisesse hoopis 1dbi RBS raja, ei saaks PHA monomeerid ja
substraadiks olnud rasvhappe struktuur nii palju sarnaneda. Sellisel juhul pidanuks
enamus asetiitil-CoA molekule olema konverteeritud 3HB-ks, nagu see oli gliikoosi
puhul.

Heksanoaati kasutades viiakse tdendoliselt vdike osa substraadiks olnud rasvhappe
stisinikust PHA koostisesse ka iile f-oksiidatsiooni ja atsetiiiil-CoA ning 1dbi de novo
biosiinteesi raja, kuna poliimeeri koostises esines heksanoaadist 2, 4 ja 6 siisiniku vorra
pikemad monomeere (Tabel 6).

Usutavasti viiakse PHB klassikalise biosiinteesi raja kaudu PHA koostisesse ka 3HB-st
pikema  monomeeri ahelaga 3HA-sid.  Sellisel juhul redutseeritakse  f-
okstidatsioonitsiiklist pdrit atseetoatsiiiil-CoA molekul atseetoatstiiil-CoA dehiidrogenaasi
poolt otse vastavaks 3-hiidrokstiatsetiilil-CoA-ks voi liidetakse talle eelnevalt veel f-
ketoatsiiiil-CoA tiolaasi poolt atstiitil-CoA molekul.

Samas voib piistitada ka hiipoteesi, et PC17-1 klassikalist PHB siinteesirada ei esinegi ja
koik atsetiiiil-CoA molekulid on 3HB-ks konverteeritud ainult 14bi RBS-raja. See eeldaks
aga PhaG spetsiifilist afiinsust 3HB-APC molekulide suhtes, sest 87,1% gliikoosist
stinteesitud PHAst oli sclPHA koosnedes 3HB monomeeridest (Tabel 6). Kirjanduse
andmetel vahendab PhaG pseudomonaadises aga mclPHA siinteesi (20, 31, 60, 78).
Eelnevat hiipoteesi saaks kontrollida mitmel viisil: RBS-rada voi PhaG-d blokeerides voi

klassikalise PHB raja geene (phaA ja phaB) geene otsides.
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PC17-1 on teiste pseudomonaadidega vorreldes mitmekiilgne PHA siinteesi mehhanism.
Toendoliselt on selleks liheaegselt kaasatud nii rasvhapete f-oksilidatsiooni, de novo
biostinteesi kui ka klassikalise PHB siinteesi rajad.

PHA heterotiilipsuse tottu peavad PC17-1 esinema PHA siinteesi votmeensiilimidena nii
scl- kui ka mclPHA spetsiifilised poliimeraasid.

Kuna gliikoosist stinteesitakse ka mcIPHA-d, peab PC17-1 olema ka PHA siintaasi ja
RBS-rada tihendav 3-hiidrokstiatsiiiil-ACP:CoA transferaas vdi analoogne siisteem.
Eelpoolmainitud arutelule toetudes peab PC17-1 esinema ka vdhemalt iiks f-oksiidatsiooni

vaheprodukte PHA poliimeraasile vahendav rada.
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Joonis 14. PHA peamised siinteesirajad: I- Rasvhapete de novo biosiintees; II- Rasvhapte S-oksiidatsioon;
II1- PHB klassikaline siinteesirada ehk ahela pikendamise rada (chain elongation pathway).

3.7 PHA metabolismi analiiiisimise metoodika

Antud uurimustdd raames on toimunud pidev PHA metabolismi analiiiisimise metoodika

viljatodtamine ja optimeerimine.
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Koigepealt leiti optimaalseim PHA eraldusviis, arvestades eelkdige saadava PHA
fraktsiooni puhtust ja saagist (62). Vastavalt metoodikale saab muuta PHA fiiiisikalisi
tingimusi: koroformis lahustunud PHAst lahusti dra aurutamise teel saadud PHA kile on
oluline poliimeeri biofiiiisikaliste omaduste hindamisel; metanooliga sadestamisel saadud
PHA pulber sobib siisinikuallikaks s66tmete valmistamiseks.

Kirjandusandmtele toetudes todtati vilja PHA GC-MS analiilisimeetod. Sellele eelnes
poliimeeri lagundamine derivatiseerimise teel happelises keskkonnas.

Algselt kasutati PHA graanulite tuvastamiseks nende vérvimist sudaanmustaga.
Tunduvalt efektiivsemaks osutus aga PHA virvimine Niiluse punasega. Niiluse punast
tardsootmele lisades on voimalik in vivo selekteerida kolooniaid nende PHA
stinteesivoime alusel. Erinevalt sudaanmustast seondub Niiluse punane otseselt PHA-ga ja
tulemus on fluorestsentsmikroskoobis tunduvalt tdpsemalt interpreteeritav. Seda arvesse
vottes optimeeriti ka PHA akumulatsiooni analiiiisimismetoodika FACS-iga, modtmaks
PHA hulga muutusi rakus. Enne seda oli kasutuses kaudsem meetod - rakkude keskmise
diameetri modtmine.

Tulevikus on plaanis PHA metabolimsi uurimida ka geeniekspresiooni ja valgu tasandil

ning alustada ka (R)-3-hiidroksiialkanoaatide tootmise metoodika viljatoStamist.

3.8 Voimlaik viljund PHA plasti valmistamisel

PHA on looduslik kopoliimeer, mille omadused sdltuvad tema monomeeride struktuurist,
nende vahekorrast ja PHA molekulmassist. PHA fiilisikalis-keemiliste omaduste
modifitseerimiseks tuleb geentehniliste meetoditega muuta produtsendi geeniregulatsiooni
ja kasutada rangelt defineeritud s66tmeid. Praktikas on see viga teadusmahukas ja kallis
ettevotmine.

Alternatiivne variant kopoliimeeride tootmiseks on eelnevalt valmistada mono- vdi oligo-
homomeerid, need siis soovitud vahekorras kokku segada ning repoliimeriseerida. Sellise
meetodiga saab luua véga erinevaid defineeritud struktuuriga PHA-sid. in vitro blokk-
siintees voimaldab PHA ahelatesse liita ka mitte-PHA jérjestusi, kui neis on karboksiitil-
ja hiidroksiitilrihm (nditeks poliilaktaat, poliietiileengliikool). Ka PHA ahelate pikkust
saab sellel meetodil reguleerida. Nii suurencks PHA-plasti omaduste varieerimise

voimalus veelgi.
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PHA tootmiseks tuleb eelnevalt uurida PHA siinteesimehhanismi. Antud uurimust6os
kasutatud tiivi sobib selleks ideaalselt, kuna erinevalt valdavast enamustest teistest
bakteritest, on ta vdimeline tootma eritiilipse PHA segu ja seda nii suhkrutest kui
rasvhapetest. See tdhendab, et PC17 on varustatud mitmekesise PHA siinteesiaparaadiga.
Hiidroksiialkanoaatide saamiseks tuleb PHA depoliimeriseerida. Valides sobivaid
ensiilime ja tingimusi, saab toota PHA monomeere, oligomeere vdi erineva suurusega
PHA blokke. Protsessi efektiivsus touseks depoliimeraaside sidumisel kolonnidesse.
PhaZ-de tundmadppimine on oluline ka erinevate PHA-plastide biolagunemisomaduste

véljaselgitamisel ja PHA tootmise optimeerimisel.
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Kokkuvote

Kéesoleva magistritoo eesmargiks oli tihe suure protsessiivsusega
poliihiidrokstialkanoaadi (PHA) tootja iseloomustamine ning tema PHA metaboolse
siisteemi kirjeldamine. Tiivi iseloomustati geneetilise, biokeemiliste ja fiisioloogiliste
tunnuste pohjal. PHA metabolismi uurimiseks selgitati kodigepealt uuritava tiive PHA
operoni struktuur ja teostati seejarel PHA depoliimeraasi ning sellega kiilgnevate alade
jarjestuste vordlusanaliiiis. Viidi 1dbi bakterite PHA siinteesi multiparameetriline analiiiis
limiteerivas ja mittelimiteerivas s66tmes. PHA metabolismi kirjeldamiseks analiiiisiti
erinevatel substraatidel siinteesitud PHA hulka kuiva biomassi kohta ja selle monomeerset

koostist. Kokkuvottes oleksid kdesoleva uurimustdd tulemused jargmised:

e (QGeneetilise, biokeemiliste ja fiisioloogiliste tunnuste kdrvutamisel identifitseeriti
PC17 tiivi antud uurimustd6s kui Pseudomonas mandelii.

e PCl17-1 on pseudomonaadidele iseloomulik klass II tiitipi PHA operon, mis
koosneb kahest PHA poliimeraasi geenist (phaC) ja neid eraldavast PHA
depoliimeraasi geenist (phaZ).

e Tiive PC17 PHA depoliimeraasi nukleotiidsest jarjestusest tuletatud valgujérjestus
moodustas teiste senikirjeldatud rakusiseste depoliimeraasidega homoloogse
rihma, sarnanedes enim Pseudomonas fluorescens’i (95%), Burkholderia
caryophylli (92%), Pseudomonas chlororaphis’e (91%), ning Pseudomonas sp.
61-3 (91%) PHA depoliimeraasidele. Rakuviliste PhaZ-dega esines homoloogiat
vaid lipaas boksi alas. Tiive PC17 PHA depoliimeraas on tdenaoliselt rakusisese
aktiivsusega ensiiim.

e PHA siintees ldmmastikuvaeses s0otmes on rakujagunemisega mitteseotud
protsess. PHA akumulatsiooni kdigus suureneb vordeliselt PHA hulgaga rakkude
diameeter. PC17-ne poolt toodetud PHA osakaal kuiva bakteribiomassi kohta oli
sOltuvalt siisinikusubstraadist 62-69%.

e PC17-1 toimub PHA siintees ka mittelimiteerivas so0tmes rakkude jagunemise
kédigus. See on erinev iildlevinud seisukohast, et PHA siintees ei ole rakkude

jagunemisega seotud ja et see toimub vaid limieerivates tingimustes.
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PC17 aktsepteerib PHA siinteesiks siisinikusubstraadina nii related kui ka non-
related sisinikallikaid. Mdlemaist substraaditiilibist siinteesitakse liihikese ja
keskmise monomeeriahela pikkusega PHA heteropoliimeeri.

PHA siinteesi substraadispetsiifika ja PHA monomeeride tiiiibi alusel lahterdub
PC17 kolmandasse pseudomonaadide gruppi, esindades PHA metabolismi mottes
koige tavatumat ja harvaesinevamat pseudomonaadide rithma.

PC17 kasutab PHA siinteesiks tdendoliselt koiki peamisi PHA-ga seotud
stinteesiradu: rasvhapete f-oksiidatsiooni, rasvhapete de novo biosiinteesi ja
klassikalist PHB siinteesirada ning ka vastavaid ensiiiime, mis vahendavad PHA
monomeeride prekursormolekule PHA poliimeraasile. Uuritav tiivel esinevad nii
liihikese- kui ka keskmise ahela pikkusega PHA spetsiifilised siintaasid ja
depoliimeraas(id).

Kéesoleva uurimust6d raames on vélja todtatud PHA metabolismi uurimise
metoodika: optimeeritud on PHA tootmise ja eraldamise protokollid, vilja on
arendatud PHA siinteesi jilgimise ja mddtmise meetodid ning kirjanduse abil on

lahendatud ka PHA monomeerse koostise analiiisimise kiisimus.
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Andmete siintees ja perspektiivid

Kéesoleva magistritod objektiks on véga huvitavate omadustega bakter, olles
tdnuvéirseks materjaliks edaspidisel PHA metabolismi uurimisel. Seda ennekdike kolmel
pohjusel:

Esiteks esindab ta PHA metabolismi mdttes kdige tavatumat pseudomonaadide rithma,
stinteesides lithikese ja keskmise monomeeriahela pikkusega PHA segu ning seda nii
related kui ka non-related siisinikallikatest. Tdiesti omapédrane on ka uuritava tiive poolt
stinteesitud PHA monomeeri tiilipide vahekord kdikides analiiiisitud proovides. Nimelt ei
ole lithikese monomeeriahela pikkusega PHA pseudomonaadidele iildse omane ja seda on
kasutatud lausa taksonoomilise tunnusena (7, 38, 44).

Teiseks on antud tiivi tdiesti omapdrane oma vOime poolest slinteesida PHA-d ka
mittelimiteerivates tingimustes, kuna on iildlevinud seisukoht, et PHA siintees kiivitub
siis, kui keskkonnas on piisavalt siisinikku, kuid napib mdnda teist toitainet (N, O, P, S)
(5, 41, 60, 83, 98).

Kolmandaks on P. mandelii PC17 niol tegu ka mérkimisvddrse PHA tootjaga (iile 60%
raku kuivmassist). Antud uurimustod autor on arvamusel, et PHA hulka raku kuivmassis

on PHA siinteesiprotsessi optimeerides voimalik veelgi tosta.

Edaspidi on plaanis vilja selgitada P. mandelii PC17-1 mittelimiteerivas sdotmes esineva
PHA siinteesi pohjused. Kavandame PHA prekursormolekulide voogude uurimist
metabolismiradasid blokeerides, nditeks keruleniini ja akriiiilhappega, mis blokeerivad
vastavalt rasvhapete de novo biosiinteesi raja ja rasvhapete f-oksiidatiooni raja (60).
Soovime vilja selgitada, kas scl-mcIPHA siinteesi ja hiidroliiiisi eest vastutavad iiks
universaalne PHA siintaas ja PHA depoliimeraas v6i on neid P. mandelii PC17 genoomis
mitu. Peale selle on plaanis PHA metabolismi geenide ekspressioonialnaliiiis real-time
PCR-iga — huvitaval kombel pole seda kirjanduses peaaegu mainitud. Kavas on ka katseid
valgu tasandil.

Kaugemas perspektiivis ndeme (R)-3-hiidroksiialkanoaadi mono- di- ja oligomeeride
tootmist ja kasutamist biodegradeeruva plasti valmistamisel ning selle omaduste
muutmisel.

Antud uurimust60 tulemused on vormistamisel kaheks teadusartikliks.
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Summary

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are widely spread bacterial storage materials synthesised
in the limitation of vital elements such as nitrogen, phosphor, sulphur and/or oxygen.
These simple aliphatic polyesters are accumulated as intracellular inclusion bodies, which,
after the limitation, are depolymerised and used as sources of carbon and energy,

PHAs are classified as short-chain-length PHAs (comprising of 3 to 5 carbons per
monomer) and medium-chain-length PHAs (comprising of 6 to 14 carbons per monomer).
Scl-PHA is very abundant, while mcl-PHA is almost exclusively produced only by
pseudomonads.

Since PHAs have thermoplastic properties, they are potential environmentally friendly
plastics, which, compared to commonly used petroplastics, are made of redux material
and are completely biodegradable. Due to the variety of their physiochemical properties,
scl-mclPHA heteropolymers have expecially high potential.

PHA synthesis is connected with bacterial central metabolic system, where the precursors
of PHA monomers- 3-hydroxy fatty acid CoA-thioesters are derived from. PHA
metabolism is an equilibrium between PHA synthesis and intracellular degradation.

The aim of present work was to characterize a pseudomonas strain PC17 and to
investigate its PHA metabolic system. This included the characterization of PHA
synthesis conditions, the characterization of PHA monomer composition and its
dependence on carbon sources used in media. For future analyses, PHA operon structure
was to be characterized with the isolation PHA depolymerase. Additional task was to
choose and optimise methods for investigation of PHA metabolism.

Conclusions based on the experiments described in this paper are as following:

e By its genetic, biochemical and physiological characteristics, strain PC17 used in
current study was identified as Pseudomonas mandelii.

e PC17 has a pseudomonas-specific class II PHA operon, consisting of two PHA
polymerase genes (pha(C) separated by PHA depolymerase gene (phaZ).

e The phaZ of PC17 is 858 base pairs long and codes a 285 amino acids long
peptide (deduced molecular weight is 31157 Da), which showed highest homology
to the PhaZ-s of Pseudomonas fluorescens (95%), Burkholderia caryophylli
(92%), Pseudomonas chlororaphis (91%), and Pseudomonas sp. 61-3 (91%). No

homology with extracellular PhaZ-s was found, except for conserved lipase box
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residue. This all assumes, that the isolated gene encodes probably an intracellular
PHA depolymerase.

PHA synthesis in nitrogen-limited media is a non-growth associated process.
During PHA synthesis, cell size enlarged on behalf of accumulated PHA. Amount
of PHA per dry cell weight was 65-69%

PC17 is also able to accumulate PHA during growth in non-limiting media in
exponential growth phase.

PC17 synthesises scl- and mcl-PHA heteropolymer from both, related and non-
related carbon sources.

By the classification of pseudomonads based on PHA accumulation properties,
PC17 belongs to the 3rd class, being the rare case of pseudomonas, which is able
to synthesise both scl- and mcl-PHA, from related and non-related carbon sources.
For PHA synthesis, PC17 probably uses all three main PHA-involved pathways:
fatty acid p-oxydation, fatty acid de novo biosynthesis and chain elongation
pathway and the respective enzymes that derive PHA monomer precursors to PHA
polymerases. Additionally, PC17 has scl and mcl specific PHA polymerases and
depolymerase(s).

As one aim of this study, methods for investigating PHA metabolism were
optimised: PHA production and extraction from cells, observing and measuring

PHA synthesis in cells and PHA monomer content analyses.
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