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SISSEJUHATUS

Poluhudroksualkanoaadid (PHA-d) on bakteriaalsediairaed, mida nii gram-
negatiivsed kui ka -positiivsed mikroorganismid t&@sivad olukorras, kus keskkonnas on
piisaval hulgal susinikku, kuid napib teisi kasvuksjalikke makroelemente nagu
lammastik, hapnik, fosfor voi vaavel. Oma struktliuon nad poltestrid, mille
monomeeridena on kirjeldatud Ule saja erineva hgdrakanoaadi. Monomeeriahela
pikkuse alusel liigitatakse PHA-d lihikese ja kesdemahelapikkusega PHA-deks. Rakus
talletub polimeer inklusioonkehakestena, mille asakaku kuivmassist voib ulatuda 90
protsendini. Toitainete limitatsiooni kadumisel uaglatakse PHA sisiniku ja reduktiivjou
saamiseks.

Inimeste seisukohalt on PHA-d potentsiaalsed kesk&sdbralikud bioplastid,
mida erinevalt tanapdeval kasutatavatest petragdssstvalmistatakse taastuvast toormest
ning mis on looduses taielikult lagunevad.

Pseudomonas mandeliPC17 on efektivse ning omaparase PHA sunteesi-
aparaadiga bakter, keda on meie riihmas juba mé@udawritud. On valja selgitatud, et ta
suudab PHA-d stinteesida nii glikoosist kui ka adleatidest, kusjuures PHA moodustab
raku kuivmassist tle 60% ning sinteesitud PHA daaklati nii lihikese kui ka keskmise
ahelapikkusega monomeere. Glikoosist suudab PCI1A-dPHinteesida isegi mitte-
limiteerivates tingimustes, paralleelselt rakujagmisega. Uhelt poolt on see info heitnud
valgust PC17 PHA metabolismile, teiselt poolt agjatdnud ka hulga uusi kiisimusi. Kas
segatuupi PHA silnteesi eest vastutavad ebatavalesal substraadispetsiifikaga PHA
suntaasid vOi esineb PC17 genoomis mitu keskmisdimikese ahelapikkusega PHA
suinteesile spetsialiseerunud ensuimi? Kas PC1&ediin mittelimiteerivates tingimustes
PHA-d ka oktanoaadil, kus vorreldes glikoosiga ¢tAPsUnteesi seisukohalt olulised
teistsugused metabolismirajad? Kas ka kasvuseekdimteesitud PHA sisaldab mdlema
leida.

Tanan oma juhendajaid, Dr. Viljar Pihli abi eesagjaromatograafilise analtusi

l&biviimisel ning koiki teisi, kes olid abiks kadeswa magistritdd valmimisel.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Poluhidrokstalkanoaadid

1.1.1Biokeemilised omadused

Poluhidroksualkanoaadid (PHA-d) on bakteriaalsediaraed, mida kasutatakse
susiniku ning reduktiivjdu talletamiseks olukorrakys keskkonnas leidub piisavalt
susinikku, kuid napib teisi kasvuks vajalikke mademente nagu lammastik, fosfor,
vaavel voi hapnik (Jendrossek ja Handrick, 2002el8zadeh ja Van Loosdrecht, 2004).
Oma keemiliselt struktuurilt on nad poluestrid, lmimonomeerideks on reeglinR){3-
hidroksurasvhapped (joonis 1). Ahel pikeneb, kue thonomeeri karboksuulrihm

moodustab estersideme teise monomeeri hiidroksintiégidt (Madison ja Huisman, 1999).
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JOONIS 1: PHA keemiline struktuur. Tarniga (*) on margitud kiraalne susinik, mis on
alati (R) konfiguratsioonis. Téhega R on joonisel margitkdrvalahel, milleks
poluhidroksubutiraadi (PHB) puhul on mettdlrihmiipadroksivaleriaadi (PHV) puhul
etudlrihm ning keskmise ahelapikkusega PHA (mcl-Ppidhul 3-11 C aatomist koosnev
rihm (Zinnet al, 2001).

Praeguseks on Kkirjeldatud umbes 150 erinevat moeomaaiteks vodivad
korvalahelad olla kullastumata, hargnevad, aronedatsisaldada hudroksu-, fluoro-,
kloro-, bromo- vdi tstanorihmi (Jendrossek ja Hakgr 2002; Rehm, 2003).
Monomeerideks vdivad olla ka 4-, 5- vdi 6-hidrolsi#happed, kuid seda tuleb ette
harvem (Madison ja Huisman, 1999). PHA-de liigitaehivOetakse aluseks monomeeri
ahela pikkus, millele vastavalt jagunevad nad kahekihikese ahelapikkusega e. scl-PHA
(3-5 C aatomit) ning keskmise ahelapikkusega e:PhtA (6-14 C aatomit) (Jendrossek ja
Handrick, 2002; Reddgt al, 2003).

PHA-de vastu tuntakse Uha suuremat huvi sellepédetsineis nahakse Uhte

voimalikku keemiliselt siinteesitud plastide aseatdafarnaste mehhaaniliste omaduste



juures on nende eelisteks tavapéraste plastideta@ssuval toormel pdhinemine ning
biolagundatavus, ilma et tekiks keskkonnale kakieli kdrvalprodukte (Rehm, 2006).
Aeroobsetes tingimustes [bhustatakse PHA [6puksihafigsegaasiks ja veeks,
anaeroobsetes tingimustes sisihappegaasiks janmkstagReddyet al, 2003). Polimeeri

biolagundatavust mdojutavad nii keskkonnatingimugesiperatuur, niiskus, pH, teiste
bakteritele kattesaadavate toitainete olemasoluk&unaterjali enda omadused (keemiline
koostis, kristallilise faasi osakaal, lisaained)ud8sh et al, 2000). Sdéltuvalt neist

faktoritest kulub poltihtdroksubutiraadist (PHB-stplmistatud eseme taielikuks

lagunemiseks aega mdnest kuust kuni aasta-kaheigh ja Huisman, 1999).

1.1.2Biofuusikalised omadused

PHA esineb kahes erinevas bioflilsikalises olekakuRsees on PHA amorfne,
ahelad on liikuvad, paiknevad ruumis ebakorrapétragey moodustavad graanuleid, mida
Uumbritseb fosfolipiididest ja valkudest koosnevtKiHandricket al, 2001). See véimaldab
PHA-sid rakus tuvastada lipofiilsete varvidega,teks fluorestseeruva Niiluse punasega
(Gorenflo et al, 1999). Valkudest seonduvad graanulitega PHA petaasid, depoli-
meraasid ja fasiinid (joonis 2). Viimased on vagegamfipaatsed valgud, mis on seotud
graanulite tekke ning stabiliseerimisega (Juraadid@rchessault, 2004). Rakust valjaspool
votavad poliumeeriahelad korraparase, vasakpooksiégks$iekujulise konformatsiooni ning
PHA kristalliseerub (Handrickt al, 2001).

PHA

Fasiinid ja teised valgud
PHA polimeraas

PHA depoliimeraas

JOONIS 2: PHA graanul. Selle sisemuses on PHA molekulid, mis on Umbritsetu
uhekordse fosfolipiididest kihiga. Valkudest leidBBIA graanulit Gmbritsevas kihis PHA
polimeraase, PHA depolimeraase, fasiine ning vihes#ral ka teadmata funktsiooniga
valke (Zinnet al, 2001).



PHA-de molekulmass jaab 200-3000 kDa vahele (Zinal, 2001). Oma mehhaa-
nilistelt omadustelt sarnanevad nad paris paljuopéstidele, mis véimaldab PHA-sid
kasutada biolaguneva plasti tootmisel (Sudetsal, 2000). PHB on vordlemisi jaik ning
rabe materjal, ent kui lisada ka 3-hudroksivaléiiaé3HV) monomeere, langeb
kristallilise faasi osakaal umbes 50%-ni ja polumeriutub elastsemaks (Madison ja
Huisman, 1999). Mcl-PHA-d on veelgi ebakorraparasestnuktuuriga ning painduvamad
(Witholt ja Kessler, 1999). Korvalahela pikkus nikgemiline koostis mdjutavad PHA
fUdsikalisi omadusi paris palju, seega on erineva@homeere omavahel kombineerides
vOimalik saada vaga mitmekuilgsete omadustega kesldsdbralikke plaste (Madison ja
Huisman, 1999).

1.1.3PHA-de kasutusvaldkonnad

PHA-de kasutusvaldkondi on mitu. Esmalt ndhti nendéimalikku keemiliselt
suinteesitud plastide biolagunevat asendajat. PHhWaldati toostuslikult tootma kaheksa-
kiimnendate I6pus ning hoolimata vahepealse ajasjdoéivastatud uutest erinevatest
monomeeridest on siiani tootmises ainult PHB niAgudroksubutiraadi (3HB) ja 3HV
kopolimeer (Dia®t al, 2006). Saadud plastist on tehtud naiteks kreetikégpEampooni-
pudeleid, kilekotte, Uhekordseid pardleid, pastaiseid, PHA-st tehtud O6hukest Kkilet
kasutatakse ka mahkmetes (Madison ja Huisman, 1888dyet al, 2003). Jaapanis
uuritakse vOimalusi PHA kasutamiseks kalastusvaitendotmisel, mis merevees aja
jooksul laguneksid (Kasuyet al, 2000).

Teiseks oluliseks PHA kasutusvaldkonnaks on maeditsPHA ja tema
laguproduktid ei ole inimorganismile kahjulikudR)¢{3-hidroksubutiirhape on vere
normaalne koostisosa. Seega on PHA-d voimalik kalsut ravimikandjatena,
haavadmblusniitides, luukruvides, maatriksina efmte kudede vigastuste ravimisel,
sudameklappide valmistamisel, kontrastainetena ¢oaadia- ja ultraheliuuringutel jm.
Oma kristallilisuse t6ttu laguneb PHB organismibtsliselt aeglaselt, seeparast uuritakse
praegusel ajal rohkem erinevate kopolimeeride mmodfPHA kasutusvdimalusi, kuna
nendes on kristallilise faasi osakaal vaiksem (&hal, 2001; Wanget al, 2003; Misraet
al., 2006).

4-hidroksibutiraat (4HB), mis esineb samuti PHAskises, on inimese ajukoes
tavaline metaboliit. Seda on vdimalik kasutada sret&kumina, narkolepsia, alkoholi- voi

nikotiinisdltuvuse raviks. Teoreetiliselt on voinkakinteesida 4HB-d sisaldav PHA film



ning viia see organismi, kus ravim aeglaselt vaksnéuid pdhjalikumaid Kkliinilisi
uuringuid pole selles vallas veel tehtud (Sudssdl, 2000).

PHA lagunemisel tekkivad monomeerid leiavad kasigarka keemiatbostuses.
Kuna polumeeriahelasse lisatakse aini}-Konfiguratsioonis olevaid uksusi, tekivad
lagunemisel ainult Ghte tldpi enantiomeerid (WithalKessler, 1999)3-hidroksiihapete
estritest ning nende derivaatidest saab teha hinlagid lahusteid (Madison ja Huisman,
1999).

PHA plasti miinus vorreldes keemilise plastiga em&a kdrge hind. Looduslikku
tootjat Ralstonia eutrophikasutades tuleb plast koguni 18 korda kallim ke 16 $/kg).
Transgeens&scherichia colga saab seda vahet neli korda vahendada, kuidutentsi-
vOime tagamiseks peaks plasti omahind veelgi madalema (alla 1$/kg) (Reddst al,
2003). Kulusid aitaks vdhendada transgeensete daifo®mine ja kasutamine. Laborites
on seda tehtud, kuid vorreldes bakteritega on ndad#ikkus veel madal (Khanna ja
Srivastava, 2005). Olulise osa hinnast moodustabukatraat, seega uuritakse vdimalusi
PHA slnteesimiseks melassist, vadakust, hemiteelidt ning teistest toostuslikest voi
pdllumajanduslikest kdrvalproduktidest (Dietsal, 2006; Keenat al, 2006)

1.2 PHA sintees

Nagu eelnevalt mainitud, siinteesivad bakterid PH#s] kui kasvukeskkonnas on
susinikuallika liig, kuid napib selliseid kasvukajalikke makroelemente nagu lAmmastik,
fosfor, vaavel voi hapnik (Jendrossek ja HandriQ2; Salehizadeh ja Van Loosdrecht,
2004). PHA osakaal raku kuivmassist voib ulatudaik&0%-ni (Diaset al, 2006).
Sinteesivdime on looduses laialt levinud, nii batde kui ka arhede (sugukonna
Halobacteriaceaeandned liigid) hulgas (Burnet al, 2007; Kolleret al, 2007). Seetbttu on
aja jooksul vélja kujunenud mitmeid erinevaid rd&@iA sinteesiks. Votmeensuimiks on
alati PHA polumeraas, varieeruvad ainult seda psgkitega varustavad metaboolsed
rajad (Witholt ja Kessler, 1999). Peale bakterils§ltub polimeeri koostis ka susiniku-
allikast, polimeraasi spetsiifikast ning parasjagtiivsetest metabolismiradadest rakus
(Matsusakiet al, 1998; Heiret al, 2002; Hoffmann ja Rehm, 2004).
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1.2.1PHB siuntees

Uurituima PHA, polihidrokstbutiraadi stnteesirajaglevad peale polimeraasi
veel kaks enstuumi (joonis 3). Esmalt katalUUgtketoatsuiil-CoA tiolaas (PhaA ehk
PhbA) kahe atsetliilCoA (AcCoA) molekuli liitumisisaetoatsetiil-CoA-ks. Jargmisena
redutseeritakse see NADPH-sdltuva atseetoatsetil-@duktaasi (PhaB ehk PhbB)
poolt (R)-3-hudrokstbuttriul-CoA-ks, mis ongi polimeraadbsraadiks (Reddgt al,
2003; Rehm, 2006).

/l(L phaA M phaB M phaC (\ J\)U\
SCoA ; SCoA NADP;H ;NADP SCoA § o) >
CoASH CoASH

Atsetlill-CoA Atseetoatsetlul-CoA  (R)-B-hudroksubutiriiiil-CoA  Poluhiidrokstibutiraat

JOONIS 3: PHB sintees.

1.2.2Mcl-PHA siintees

Mcl-PHA slnteesivbime on iseloomulik just rRNA | rholoogsusgrupi pseudo-
monaadidele (Zhangt al, 2001; Heinet al, 2002). Sdltuvalt substraadist saadakse
prekursoreid mcl-PHA slnteesiks erinevatest radgpemis 4):

1) atsudl-CoA pikendamine lle AcCoA molekuli(de). Seaa kirjeldatud
juhul, kui substraadiks on heksanoaat (Huijbettal, 1994)

2) rasvahapetp-oksudatsioonirada

3) rasvhapetele novabiosiinteesirada

Rasvhapet@-oksidatsioonirajast saadakse monomeere siisjikinikuallikaks on
rasvhapped, alkeenid vo0i alkaanid. Seda kinnitaketded, kus PHA slntees nimetatud
ainetest peatatakse akrutlhappega, mis on raséfapésidatsiooni blokaator (Huijberts
et al, 1994). Samuti on polimeeri struktuur, tdpsemalnomeeri kbrvalahela pikkus
nende Uhendite puhul otseses soOltuvuses kasvusadistr (kas sama pikk voi
paarisarvuliste Uhikute voérra lihem; Madison ja dfuan 1999). Kuna taoliste
susinikuallikate struktuur peegeldub ka PHA monamdes, nimetatakse antud substraate
related carbon sourceshk sarnasteks susinikuallikateks.

Rasvhapetep-oksudatsiooni vaheproduktideks on trans-2-eno@#sC (S-3-
hiidroksuatsiiul-CoA ja 3-ketoatstiiil-CoA (GarretGjasham 1995). Ukski neist kolmest

pole PHA slintaasile otseseks substraadiks. Jdtepkab eksisteerima mehhanism, mis
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uhendab omavahel rasvahappteksiudatsiooni- ja PHA sinteesiraja. See, milliegsn
kolmest vahethendist konverteeritakse PhaC subi#tsgaaR)-3-hidroksuatsuil-CoA-ks,
sOltub bakterittivest (Steinbuchel ja Litke-EversldB03). Iga vaheihendi jaoks on oma
spetsiifiline enstidm (joonis 4):

1) Hudrataaside (mida kodeerniha) substraadiks on trans-2-enoiil-CoA ning
sellist enstimi on kirjeldatud organismid&eromonas caviag¢Fukui ja Doi, 1997),

Pseudomonas aeruginogdsuge et al, 2000), Pseudomonas putidga Pseudomonas
oleovorangFiedleret al, 2002).

GTF
MADH Suktsintul-CoA A
/ Suktsinaal
a-ketoglutaraat “\{_,f FADH
NADH = | k|
IS;D'itraat TSITRAADI - Fumaraat
TSUKKEL v
\\\ Malaat Sisivesikud
Tsitraat \NADH A ’
. Oksaloatsetaat P
—__,: .1

Rasvhapped
Atsetuul CoA ~ATP

+AtsUll-ACP _ . \ J.-Atsuul CoA-~
: Phad
I'
MADPH — - FADH
: RASVHAPETE

Trans-2-
enoiiil-ACP  DE NOVO 3-keto-  ArseetoatsetliitCoA  3- keto RASVHAPETE Trans 2-
'ﬁ\ BIOSUNTEES  atstul-ACP | NADPH atsuul CoA B-OKSUDATSIOON enouul CoA
] -\.
f a

/ C
\ / NADPH | Pnee \ /
|
(R)-3-hiidroksii- % | NADH (9)-hiidroks-.

udl- | atsliil-CoA
atsull-ACP \ I

[ ’ " Phad
PhaG ™ |/ -

Y
(R)-3-hlidrokstatstl- "=
CoA
PhaC

Poluhidrokstialkanoaat

JOONIS 4: PHA metabolismi seotus teiste metabolismadadega rakus. Lihendid:
PhaA —-ketotiolaas; PhaB -Rjj-3-ketoatsill-CoA reduktaas; PhaC — PHA siintalag(P
— (R)-3-hudrokstatstuul-ACP:CoA transatsilaas; PhalJ -elu@fCoA hiudrataas.

Katkendlike joontega on tahistatud reaktsioonid)eniaheetappe pole joonisel naidatud
(Aldor ja Keasling, 2003).
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2) Epimeraasid konverteeriva®) (konfiguratsioonis oleva 3-hudroksuatsuil-CoA
(R) konfiguratsiooni (Madison ja Huisman, 1999).

3) 3-ketoatsuul-CoA reduktaasid redutseerivad 8dtstilil-CoA 3-hudroksu-
atsitl-CoA-ks (Madison ja Huisman, 1999).

Kui substraadiks on suhkrud, etanool voi ka atsekasutatakse mcl-PHA prekur-
soritena rasvhapete biosinteesi vahetihendeid. @edaestatud keruleniini (rasvhapete
biosuinteesi blokaator) inhibeeriva toimega PHA eésile glukoosist (Huijbertst al,
1994), samuti temperatuurikatsetega, kus madalhmamperatuuridel suurenes
killastumata rasvhapete hulk nii mebraanilipiiditeska PHA-s (Huijbertet al, 1992).
Enne rasvhapete biosilnteesiratta suunamist koevislese sO0tmes olnud suhkur
AcCoA-ks. Seetottu pole PHA struktuur substraadikstiuriga seotud, millest tulenevalt
nimetatakse susivesikuid (ka etanooli ja atsetaatin-related carbon sourceghk
mittesarnasteks susinikuallikateks.

PHA sunteesil sellistest thenditest on votmeensksilRhaG — atsuulltransferaas,
mis kannab hudroksiuatsuuljaagi ACP-dcyl carrier proteir) Ule CoA-le, teisisdnu
vahendab rasvhapete bioslinteesiraja intermediddke d8intaasile (Rehnet al, 1998).
Organismid, kellel phaG on muteerunud vo6i puudub hoopis, pole vdimelised
mittesarnastest susinikuallikatest PHA-d tootmallinee on naiteks Pseudomonas
oleovoransGPol (Timm ja Steinbuchel, 1990; Hoffmaetral, 2000).

1.2.3PHA siintaasid

Substraadispetsiifika, primaarstruktuuri ja subitekarvu pdhjal jagatakse PHA
suintaasid nelja rihma (Rehm, 2003):

Klass |- tihest subihikust koosnevad valgud, mille suddika on 3-5 C aatomist
koosnevad (R)-3-hudroksirasvhapped. Asuvad enamialsfl ja phbB-ga tihes operonis
(joonis 5). Tuupiline esindajaR. eutropha(Peoples ja Sinskey, 1989).

Klass Il — siia kuuluvad PHA slntaasid, mille substraadiks6-14stsinikulised
(R)-3-hidroksirasvhapped. Seda tuupi sintaasid dooiselikud pseudomonaadidele.
Klass Il siintaase on alati kaks (PhaC1 ja PhaG®) nad on 50-60% ulatuses identsed.
Koos rakusisese PHA depolimeraasi (PhaZ) ning tatdiflesannet taitva valguga PhaD
moodustavad nad operoni (joonis 5; Timm ja Steihbut992).

PhaCl ja PhaC2 panus polimeeri siunteesi pole pérdne. Pseudomonas

mendocin&g on peamine PHA stintaas PhaC1l. InaktiveeritudCRkga tlvi ei erinenud
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suinteesitud PHA hulga poolest oluliselt metsiktgtjsamas kui Phatkhock-outmutant
séilitas vaid murdosa metsiktiitibi PHA sunteesi &&itn(Heinet al, 2002). Samale
jareldusele jouti kaP. putida ja P. aeruginosaklass Il PHA sintaasd. colis
ekspresseerides — PhaC1 abil saavutati palju kopgditmeeri hulk raku kuivmassis (@i
al., 1997; Kimet al, 2006).

Klass 1l — kahest subihikust, PhaC-st ja PhaE-st koosnevediiimid, mis
suinteesivad scl-PHA-d. Sellist tltipi PHB sintaag\bochromatium vinosuih. PhaCja
phaEmoodustavad operoni (joonis 5; Liebergesélhl. 2000).

Klass IV — perekonndacillus esindajatel on kirjeldatud samuti kahest subuhikus
koosnevat scl-PHA siintaasi. Uks subiihik, PhaC, @mnase eelmise riihma
samanimelisele subuhikule, teine, PhaR, on aga Bhatbole vaiksem. Ka operoni
struktuur on teistsugune phaR ning phaC vahel paiknelphaB (joonis 5; McCool ja
Cannon 2001).

Bakteri genoomis vdib olla ka mitu erinevat PHA siasi, naitek$?seudomonas
sp. 61-3-es on olemas nii klass | kui ka klass Ulhtaasid (Matsusaket al, 1998),
Pseudomonasp. 3Y2 genoomis on aga kaks komplekti klasstadise (Delamarret al,
2005).

PHA suntaaside valgujarjestusi omavahel vorreldelgub, et N-terminaalne
piirkond on usna muutlik, C-terminus aga konsemwsam ning kahe esimese klassi
suntaasidel hidrofoobne. Il ja IV klassi PhaC-détirofoobne C-terminus puudub, kull
aga on see olemas kummagi klassi teisel subthistavalt PhaE-| ja PhaR-il. limselt on
C-terminaalse domé&éni ulesanne sunteesitava potigeseonduda (Rehm, 2006). Kdigis
PHA silntaasides leidub lipaas-boksiga sarnaneveksusjarjestus Gly-XCys-X-Gly,
kus lipaasidele iseloomulik seriin on asendunudttsiiniga (Rehm, 2003).

Klass Il PHA sintaasid on reeglina spetsiifilisekmise ja ldlejaanud klassidesse
kuuluvad sintaasid luhikese ahelapikkusega monaodeesuhtes, kuid esinevad ka mdned
erandid, kes sunteesivad scl-mcl-PHA segu, naitdkecapsa pfennigi{Liebergesellet
al., 2000) jaAeromonas cavia@-ukui ja Doi, 1997). Pseudomonaadidest on mcPs¢A
segu sunteesijatena kirjeldatud tiveBseudomonasp. GP4BH1 (Steinbuchel ja Wiese
1992),Pseudomonasp. A33 (Leeet al. 1995),Pseudomonasp. 61-3 (Matsusalet al,
1998), Pseudomonas nitroreducesS 1.2343 (Yacet al, 1999),Pseudomonas stutzeri
1317 (Xi et al, 2000), Pseudomonas pseudoalcaligen¥s$1 (Hang et al, 2002),
Pseudomonasp. 14-3 (Ayuket al, 2004),Pseudomonas oleovorahdiRRL B-778 (Ashby
et al, 2002) ja NRRL B-14682 (Solaiman ja Ashby, 200B)i sarnastest kui ka
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mittesarnastest susinikuallikatest suudavad poliidesegu tootdseudomonasp 61-3
ning P. oleovorans mélemad tived, uleja&nud teevad seda ainul kiusneid kasvatada

sarnastel sisinikuallikatel.

Klass | lookus

Ralstonia eutropha

phbC phbA phbB

Pseudomonas aeruginosa

phaCl phaz phaC2 phaD

Klass Ill lookus

Allochromatium vinosum D

A EEEES—

phaC phakE phaA ORF4 phaP phaB

Bacillus megaterium

phaP phaQ phaR phaB phaC

JOONIS 5: Erinevad pha lookused (Rehm, 2003 jargi).

1.2.4PHA slinteesi requlatsioon

PHB suntees on ensumaatilisel tasandil reguleeritaia CoA hulga ning
NAD(P)H/NAD(P)" suhte kaudu rakus (Kessler ja Witholt, 2001). Kldssiintaaside
molekulaarse regulatsiooni uurimisel on pdohitdhahep suunatud valgule PhaR.
Esimesena kloneerisid ning uurisid selle funktsioblatsusakiet al. (1998). Leiti, et
tegemist on heeliks-poore-heeliks motiivi sisaldaxadguga, mis suudab seonduda nii
DNA-le kui ka PHA-le, ning mis mdjutab positiivséliseudomonasp 61-3 klass | operoni

transkriptsiooni. Hiljem pustitati hiipotees, mijiggi PhaR kontrollib PHA slnteesi labi
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fasiinide (Maeharat al, 2002). Fasiinid on vaikesed amfipaatsed valgud,imbritsevad
kdiki PHA graanuleid, mdjutades nende suurust jaeh(Potter ja Steinbuchel, 2005). Kui
rakus on ebapiisav hulk monomeeride prekursoreldestri siinteesiks, takistab PhaR nii
enda kui kui ka fasiine kodeerivahaP ekspressiooni, blokeerides mdlema geeni
promootorid. Graanulite tekkides seondub PhaR rend&g promootorid vabanevad.
PHA silnteesi |6ppemisel vdi polimeeri lagundampestab PhaR jalle kummagi geeni
transkriptsiooni.

PhaR homolooge on leitud rohkem kui 30 bakterildgindajate seas, kes enamasti
on ka voimelised slnteesima scl-PHA-d, seega vadiine mudel olla laialt levinud
(Maeharaet al, 2002). Klass | PHB siintaaside eest on seni leitndlto’® promootoreid
(Schuberet al, 1991; Genseet al, 1998).

Klass Il operoni regulatsiooni on uurittRseudomonas oleovordiss Leiti geen
phaF, millelt sinteesitud valk surus maha transkrigisigghaClees asuvalt promootorilt
(Prieto et al, 1999). Samas on ni'seudomonas corrugataui ka P. aeruginosakohta
teada, etphaC1-Z-C2transkripti neis ei leidu, viimasest otsiti tullittka phaC1-Z
transkripti (Hoffmann ja Rehm, 2004; Corge al, 2006). Seega on téendaoline, et PhaF
mojutab eelkdigephaCl ekspressiooni. Kuna kasvatades aeruginosd glukonaadil
séltub PHA produktsioor> faktorist (Timm ja Steinbuchel, 1992) ning péhjus nii
o'% kui ka c>*séltuvaid promootorjarjestusi on leitidseudomonasp. 61-3 ningP.
oleovoran§ phaCl geenide eest (Matsusakt al, 1998; Prietoet al, 1999), uurisid
Hoffmann ja Rehm klass Il PHA slintaaside ekspressi®. putidaja P. aeruginosa
RpoN mutantides. Mdlemas mutandis @haC1l ekspressiooni induktsioon tugevalt
hairitud, mis naitab, et>* on phaC1 ekspressiooniks tdepoolest vajalik (Hoffmann ja
Rehm, 2004; Hoffmann ja Rehm, 2005).

Ka transatsilaasphaG mis on oluline PHA siunteesil mittesarnastest
susinikuallikatest, ei ekspresseeru konstitutitvé&deudomonas putitiindutseerilphaG
transkriptsiooni glikonaat (Hoffmanet al, 2000), samuti on niP. putidas kui ka P.
aeruginos& phaG ekspressiooniks vajalik lammastiku limitatsioonoffhann ja Rehm,
2004; Hoffmann ja Rehm, 2005).

1.2.5Kasvuseoseline PHA siintees

On Uldlevinud seisukoht, et PHA siintees toimub mgiginikust erineva toitaine

limitatsiooni tingimustes, kuid esineb ka erandeids siinteesivad PHA-d samaaegselt
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rakkude jagunemisega. Kasvuseoselist PHA sunteekirie@ldatud bakteriteg\zotobacter
vinelandii UWD [PHA moodustab 65% raku kuivmassist (CDW)]d@ga Knosp, 1989),
Paracoccus denitrificans(22% CDW) (Yamaneet al, 1996), Methylobacterium
rhodesianum(30% CDW) (Ackermann ja Babel, 199'A|caligenes latug35% CDW)

(Genseret al, 1998),Azospirillum brasilens€42% CDW) (Suret al, 2000) jaBacillus

mycoides(69% CDW) (Thakuret al, 2001).A. vinelandiija A. brasilensendol oli tegu

laboratooriumis tekitatud mutantidega, Ulejaanudediiolid looduslikud. Koik bakterid
sunteesisid scl-PHA-d.

A. vinelandii ja A. latuse puhul on kasvuseoselise PHA sinteesi pOhjuseks
defektne NADH oksiidaas. See tekitab olukorra, lalais tduseb NADH/NAD suhe.
Korge redutseerivate ekvivalentide kontsentratsioorhibeerib tsitraadi stntaasi.
Tsitraaditstikkel peatub ning AcCoA kontsentratsioakus tduseb. AcCoA on muuhulgas
ka PHB siinteesiraja esimene substraat. Kuna PHResiraja the ensiumi kofaktoriks
on NADPH, véhendab PHB siintees ka redutseerivatyad&ntide hulka rakus.Olulist
rolli mangivad siin ka transhiidrogenaasid, mis lkama elektrone NADH-It NADRIle,
regenereerides nii NAD(Page ja Knosp, 1989; Genstral, 1998).

M. rhodesianunon metulotroof, kes metanoolil kasvades sunteBsiB-d ainult
limitatsioonis, fruktoosil aga kasvuseoseliselt. tekite arvates oli pdhjuseks
metulotroofidele omane tsitraaditsikli enstumide daha efektiivsus, mis tekitas
metaboolse pudelikaela. Sellest Ulesaamiseks W&aivRHB slntees, mis kdrvaldas
uleliigse AcCoA (Ackermann ja Babel, 1997; Motletsal, 1998).

A. brasilensemetsiktliiip kasvuseoseliselt PHB-d ei stinteesl, dga teevad seda
ntrC™ ja ntrBC" mutandid. NtrB ja NtrC moodustavad kahekomponemeggilatsiooni-
sisteemi, mis vastusena lAmmastiku kontsentratsibolgale rakus mdjutab mitmete
geenide, ilmselt siis ka PHB slinteesis osalejagpreksiooni. Seega voib 6elda, et neis
mutantides on kasvuseoseline PHB slintees pohjdstaitte metaboolsetest isearasustest,
vaid regulatsioonististeemi hairest (Satral, 2000).

P. denitrificand ja B. myciodes kasvuseoselise PHA slnteesi oletatavaid

pdhjuseid ei ole autorid vélja toonud (Yamanal, 1996; Thakuet al, 2001).
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TOO EESMARGID

Pseudomonas mandeRC17 on efektiivse ning omaparase PHA siinteesiagar
ga bakter, keda on meie rihmas juba mdnda aegadiu®n leitud, et tema genoomis
esineb pseudomonaadidele thdpiline klagghH lookus, et ta suudab PHA-d slinteesida nii
sarnastest kui ka mittesarnastest susinikuallikatgssiinteesitud PHA sisaldab alati nii
scl- kui ka mcl-monomeere, samuti on rakke lipséil fluorestreeruva varvi Niiluse
punasega toddeldes ning labivoolutsitomeetris &smlé@s naidatud, et glikoosil kasvades
algab PC17 PHA siintees eksponentsaalses kasvufdhsils poolt on see info heitnud
valgust PC17 PHA metabolismile, teiselt poolt agkittnud ka hulga uusi kisimusi,
millele k&esolev magistrito6 vastuseid pltab lekkega on t60 eesmarkideks:

e vélja selgitada, kas PC17 poolt stinteesitud scHribh segu naol on tegu

kopolimeeri voi polimeeride seguga;

e otsida PC17 genoomist vBimalikku scl-PHA sintaasgrvorrelda seda teiste
teadaolevate scl-PHA siintaasidega;

e iseloomustada mittelimiteerivates tingimustes ghigib kasvades slnteesitud
PHA monomeerse koostise dinaamikat kasvatuse vadited sisalduse
muutumist kuivmassis;

e vélja selgitada, kas ka oktanoaadist on PC17 vimadlasvuseoseliselt PHA-d
suinteesima;

e eelneva punkti tdeseks osutumise korral iseloomdastaittelimiteerivates
tingimustes oktanoaadil kasvades stinteesitud PHAomeerse koostise du-
naamikat kasvatuse valtel ning sisalduse muutuknismassis;

e vorrelda PC17 PHA slnteesi limiteerivates ja mitigkerivates tingimustes;

e vorrelda PHA slntaaside ekspressiooni sarnasteimitiesarnastel sisiniku-

allikatel.
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2 MATERJAL JA METOODIKA

2.1 Bakterittived ja vektorid

Kaesolevas magistritdos kasutati bakteritivésdudomonas mandeRC17 (Ots,
2004) ja Escherichia coliDH5a (Sambrooket al., 1989). Kloneerimisvektorina oli
kasutusel pBluescrpit Il SK (Stratagene). PCR-idpitide kloneerimiseks modifitseeriti
vektorit jargnevalt. Vektor avati restriktaasigand ja puhastati fenool- ja kloroform-
tootluse abil (vt. punkt 2.4.1). Peale 70%-lisenetdiga pesemist sade kuivatati ning
lahustati PCR-i puhvris (75 mM Tris-HCI, pH 8,8; @M (NH.),SQOy; 0,01% Tween 20).
Seejarel segati 200 mahus kokku I6igatud vektor (dg), dTTP (2 mM), MgCl (1,5 mM)
ning Tag DNA polimeraas (1 U, Fermentas) ja inkubesegu 2 tundi teperatuuril 72 °C.

Jargnes uus fenool- ja kloroformt66tlus, mille jgolasmiid lahustati deioniseeritud vees.

2.2 S06tmed ja kasvutingimused

Vedels66tmena kasutati Luria-Bertani (LB) (Miller1972) sb66det voi
minimaalsddtmeid, mida loksutati aereerimiseks 2R0-podret minutis. Tardsdotmetele
lisati 1,5% agarit (Merck). Transformantide selekimiseks lisati so6tmele ampitsilliini
(Ippkontsentratsioon 0,1 mg/ml), 100 mM-set IPT@sdpropuilp-D-tiogalaktosiid; 30
ul 20 ml tards66tme kohta) ning 4%-list X-Gal-i (8sino-4-kloro-3-indoluil-D-galakto-
puranosiid; samuti 3Q 20 ml tards6otme kohta). Minimaals66tmed valmistd9
(Adams, 1959) baasil (1xM9, 0,25% mikroelemente a@wp ja Elsden, 1960]).
Susinikuallikatena kasutati glikoosi, heksanoadii oktanoaati.P. mandelii sailitati
fenooli (2,5 mM) minimaaltassideP. mandeliid kasvatati temperatuuril 30 °C nirtg

coli't temperatuuril 37 °C.

2.3 PHA slnteesi jalgimine ajas

Kasvatused, mille kaigus uuriti PHA koostise jats@si kulgu ajas, viidi |1&bi kahes
seerias. Esimeses seerias inokuleeriti 500 ml eéuglkikoosi (7 g/l) voi oktanoaadi (0,2%
vlv) minimaalsdtdet Ule6d glukoosil (1 g/l) voi ekbaadil (0,1% v/v) kasvanud
rakkudega nii, et algne optiline tihedus-600 nm) oleks 0,1. Eksponentsiaalse kasvufaasi

jooksul voeti iga kolme tunni tagant vaike kogusrbassi, mis luofiliseeriti, metanoltsiti
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ning anallusiti gaasikromatograafis. Samal ajaludaka loendati Gorjajevi kambris.
Samad analtusid viidi l1abi ka inokuleerimisestjalnud rakkudega.

Teises seerias inokuleeriti samal moel 5 kolbi 2%50glukoosi voi oktanoaadi
minimaalsddtmega. Igas esimese seeriaga sarnammsnkiis eemaldati ks kolb ning
maéarati PHA protsentuaalne sisaldus kuivmassis.

Molemad seeriad viidi l1&abi kolmes korduses.

2.4 Nukleiinhapete eraldamine

2.4.1Genoomse DNA eraldamine

Rakke kasvatati Ule66 5 ml LB vedels66tmes ningnttdaugiti seejarel pdhja
(10 000 xg, 3 minutit). Sade suspendeeriti 2BDTE 50/5-s (50 mM Tris-HCI, 5 mM
EDTA, pH 8,0), kuhu oli lisatud @l RNaasi (10 mg/ml; Fluka) ning 48 Itsotsuimi (10
mg/ml; Sigma). Segu inkubeeriti 1 tund temperatu@d °C. Seejarel toodeldi rakke
proteinaas K (0,1 mg) ning pronaas E-ga (1,9 mdemad enstumid firmalt Roche) 600
ul-s vastavas puhvris (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,51S; 5 mM CaG), segu inkubeeriti
50 °C juures 1 tund. Jargnes fenool- ja klorofom@tités, kus reaktsioonisegu pesti 1 mahu
tasakaalustatud fenooliga, seejarel 1 mahu fenloobdormi seguga (1:1) ja 16puks kaks
korda 1 mahu kloroformiga. Iga pesu jarel pipetee¢sentrifuugimisel (10 000 x, 10
minutit) saadud DNA-d sisaldav tlemine vesifaaseutitubi. DNA sadestamiseks lisati
0,1 osa 3 M KAc ja 2,5 osa 96%-list etanooli. Satherd DNA keerati kiilviaasa Umber,

pesti 70%-lises etanoolis ning lahustati deionitegvees.

2.4.2Plasmiidse DNA eraldamine

Plasmiidse DNA eraldamiseks kasutérfectprep Plasmid MirKit’i (Eppendorf)
vastavalt tootja juhendile vdi aluselise lulsi noeldt (ehk minipreparatsiooni). Aluselise
ltusi korral vOeti LB tardsddtmelt tikuga rakke gisuspendeeriti need 150 TE 50/5-s
(50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 8,0). RNA lagundarsiss lisati 4ul RNaasi (10
mg/ml). Seejarel ladsiti rakud 15 luusilahusega (0,2 M NaOH ja 1% SDS), segati
ornalt tle korgi keeramisega. Segu neutralisessitha mahu 3 M KAc-ga (pH 5,5) ning
inkubeeriti seejarel 10 minutit jaal. Lahustunuedgphiidne DNA eraldati sademest tsentri-

fuugimisega (10 000 g, 10 minutit), supernatant tosteti puhtasse tuuhg mplasmiidne
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DNA sadestati 2,5 mahu 96%-lise etanooliga. Lamlsibeeriti 30 minutit —20 °C juures,
tsentrifuugiti uuesti (10 000 g, 10 minutit), sadet pesti 70%-lise etanooliga.l®sada
eemaldati supernatant, sade kuivatati ning plasmii®NA lahustati TE 50/5-s VOi

deioniseeritud vees.

2.4.3RNA eraldamine

Totaalse RNA eraldamiseks kasutBtirescript RNA Purification Kit (Gentra)
vastavalt tootja juhendile. DNA eemaldamiseks eketeriti saadud lahus vordse mahu
lahusega, mis sisaldas 4 osa vesiklllastatud hapgehooli (pH 4,5) ning 1 osa
kloroformi. Faasid eraldati tsentrifuugimisel (1000x g, 10 minutit), tlemine vesifaas
tOsteti uude tuubi ning RNA sadestati 0,1 mahu 2NEAc-ga ning 1 mahu isopropa-
nooliga. Tsentrifuugimisel (10 000 3, 20 minutit) tekkinud sade pesti 70%-lise
etanooliga ning lahustati dietitl purokarbonaadigadeldud vees. RNA-d séilitati

temperatuuril =50 °C.

2.5 Agaroosgeelelektroforees

Elektroforeesiks segati proovid elektroforeesi vgay(1ul varvi 10 ul DNA lahuse
kohta; 6xLoading Dye, Fermentas). Seejarel karttoyfid) horisontaalsele 0,7-1%-lisele
agaroosgeelile TAE puhvris (40 mM Tris-atsetaatMLEDTA, pH 8,2), mis sisaldas ka
etiildiumbromiidi (Ippkontsentratsiooniga Qu§/ml).

Elektroforees viidi 1abi TAE puhvris toatemperatilyus0 vdi 100 voldise pingega
elektrivdljas. Proovide suuruse kindlaksmaaramigekdsutati nendega uUheaegselt ka
DNA suurusmarkeritGene Rulei™ 1 kb DNA ladderFermentas).

2.6 Restriktsioon ja ligeerimine

Restriktsiooniks kasutati firma Fermentas pooltdetod klass Il restriktaase,
ligeerimiseks T4 DNA ligaasi (Fermentas). Restidds ja ligeerimine teostati vastavalt

enstumide tootjafirma poolt soovitatud protokollile
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2.7 DNA fragmentide geelist puhastamine

Geelist puhastati suuruse jargi eraldatud DNArilgstoonifragmendid ja vektorid
peale restriktaasidega avamist, et eraldada |seanitud molekulid nendest, mis ei
|6ikunud (tsirkulaarne DNA liigub agaroosgeelis r&mini kui lineaarne). Geelist
eraldamiseks kasutaf)lAquick Gel Extraction Kii (Qiagen) jaPerfectprep Gel Cleanup
Kit'i (Eppendorf), mGlemat vastavalt tootja juhendile.

2.8 Polumeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Reaktsioonid viidi labi masinas Mastercycler PesatoiEppendorf. 50 pl
reaktsioonisegu sisaldas B 25 mM MgCh, 0,5 ul 10 mM dNTP, 0,5ul kumbagi
praimerit (30 pmol), ligikaudu 20 ng matriits-DNAG,5 U Taq polimeraasi ning
10xPCR puhvrit (750 mM Tris-HCI, pH 8,8; 200 mM (NSO, 0,1% Tween 20).

PCR-i reaktsioon toimus jargmistel tingimustel: maEDNA kaksikahela
denatureerimine (96 °C, 45 sekundit), praimeritensemine (45 sekundit, temperatuur
valiti vastavalt praimerile), DNA suntees (72 °Q dekundit kuni 3 minutit, sdltuvalt
amplifitseeritava fragmendi pikkusest). Tstkleid kbkku 31. Kasutatud praimerid on
toodud punktis 2.10.

2.9 Poordtranskriptsioon-PCR (RT-PCR)

Totaalsest RNA-st cDNA slnteesimiseks kasutati M-Mupd0rdtranskriptaasi
(Fermentas) vastavalt tootja juhendile. Reaktsk®kiasutati 21g totaalset RNA-d ning
30 pmol jarjestus-spetsiifilisteverse praimerit (DNA Technology). Jargnevaks PCR-i
reaktsiooniks voeti 1,5ul cDNA-d 25 ul reaktsioonisegu kohta. Negatiivses
kontrollreaktsioonis vbeti cDNA asemel samasuguaguk totaalset RNA-d, positiivses
kontrollreaktsoonis asendas cDNA-d genoomne DNAIKIEsd oli kokku 35, kasutatud

praimerid on toodud punktis 2.10.
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2.10T60s kasutatud praimerid

PCR-iks ja sekveneerimiseks kasutati jargmisi pea@ial:

Nimi Jarjestus

T3 5' GTAAAACGACGGCCAGT 3

T7 5" CAGGAAACAGCTATGAC 3’

PHB-Fw 5 GCTGCAGATCAACAAGT(AIT)CTACATC 3
PHB-Rv 5' GCTGCAG TTG(A/T)A(A/GIC)AGCAG(G/A)TC 3

PhbC-sekv-F 5 ATGGACAATAACG(C/G)(G/A)CA(T/C)AC(ATTC 3
PhbC-sekv-R 5" GCGCATCTTGCCTTCCTGC 3’

RT-PCR-iks kasutati jargmisi praimereid:
Nimi Jarjestus
PhaC1-RNA-F 5 ACTTGCACGCACGACTGATCG 3’
PhaCl1l-RNA-R 5 CACCGAGTCGCTTCATTCGC 3’
PhaC2-RNA-F 5 CCAAGGAGTGTTGAGTCATGCG 3
PhaC2-RNA-R 5 CGGTACACGATGAGGGTTGGAA 3’
PhbC-RNA-F 5 GCAGGAAGGCAAGATGCGCC 3
PhbC-RNA-R 5 CTGCAGGAGCTAGACCGGC 3’

2.11 Bakterite elektroporatsioon

Kompetentsete rakkude saamiseks kasutati jargmosokwolli (Miller ja Nickoloff,
1995): E. coli rakke kasvatati Ule60 5 ml YENB sootmes (0,75%t8ateast Extract,
0,8% Bacto Nutrient Broth). Seejarel inokuleerégkud 0,5 | varskesse YENB s66tmesse
ja kasvatati optilise tiheduseni 0,5-0)&600 nm). Rakud kulmfuugiti s66tmest (700@,x
10 minutit, 4 °C), pesti kaks korda 100 ml kilmatidkeeritud veega ning 20 ml 10%-lise
glitserooliga. LOopuks suspendeeriti rakud 2 ml 1IB3%s glitseroolis ning kilmutati (—70
°C) 40ul portsjonitena.

40 pl-le kompetentsetele rakkudele lisati jtPligaasisegu. Rakud ja DNA segati
hoolikalt, lasti umbes 1 minut jaal seista ningepgeriti siis eelnevalt jahutatud 1 mm
elektroporatsioonikuvetti (Bio-Rad). Segule rakendkektrilaeng (25uF, 200Q, 1500 V;
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Bio-Rad MicroPulser™). Peale seda suspendeeritiddiresti 1,5 ml LB s66tmes ning
pipeteeriti katseklaasi. Rakke kasvatati 45-60 minloksutil, et vdimaldada antibioo-
tikumi resistentsust mé&aravate geenide ekspressio@eejarel koguti bakterid
tsenrifuugimisel (2500 g, 4 minutit) ja plaaditi ampitsilliini sisaldavaleB tardsodtmele.
Sini-valge varvusreaktsiooni testi jaoks lisati tsiéle veel 100 mM-set IPTG-d ning 4%-
list X-Gal-i.

2.12 DNA-DNA hibridisatsioon

2.12.1Radioaktiivse proovi valmistamine

Radioaktiivne proov valmistatandom primingmeetodil ¢*P)dCTP-ga, kasutades

selleksDecalabel DNA Labeling Kit(Fermentas) vastavalt tootja juhendile.

2.12.2Hlbridisatsioon

Hubridiseeriti nii genoomse DNA restriktsioonifragnte kui ka s66tmele asetatud
filtril Uleskasvatatud bakterikolooniate DNA-d.

Agaroosgeelelektroforeesil lahutatud restriktsiagmentide tGlekandmine filtrile
toimus jargnevalt. Geeli loksutati 45 minutit damaerivas SolA-s (1,5 M NaCl; 0,5 M
NaOH), loputati mQ vees ja loksutati neutraliseasisolB-s (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-
HCI, pH 7,2; 1mM EDTA) algul 30 minutit, seejarebhetati lahus varske vastu ning
loksutati veel 15 minutit. Jargnes DNA kapillaariilekanne (Southern, 1975) ledo
20xSSC-s (pH 7,0; 3 M NaCl, 0,3 M Na-tsitraat) oaflltrile (Nytran N; Schleicher &
Schuell). Puhvrivanni kohal asuvale alusele patgwatmanpaber, mis ulatus mdlemat
otsa pidi 20xSSC-sse. Paberile asetati toddeldad, gelle peale filter ning 6-7 cm
kdrgune filterpaberitest pakk, mille peal omakosggsis raskus. Peale llekandmist filter
kuivatati 6hu k&es ning DNA ristseoti filtrile, gd@neerides seda 1 min UV valguses
(A=254 nm).

Kolooniate hubridiseerimisel kasvatati rakud Uleards66tmele asetatud
nailonfiltril. Rakud lldsiti ja DNA denatureeritinkubeerides filtrit 7 minutit SolA-s.
Jargnes neutraliseerimine SolB-s, 2x3 minutit. Raktad pesti filtrilt maha 2xSSC-ga,

DNA ristseoti filtrile, nagu eelnevalt kirjeldatud.
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Selliselt t60deldud filtrid asetati hubridisatsiadonudesse ning inkubeeriti Ghe
tunni jooksul 65 °C temperatuuril prehubridisatsintahusega (6xSSC; 0,5% SDS; 20
png/ml heeringa sperma DNA-d; 0,5 g Ficolli; 0,5 d{pantulpurrolidooni; 0,5 g BSA-d
[veiseseerumi albumiin]). Seejarel lisati margstafproov ning hubridisatsioon jatkus
uledo.

Parast hubridiseerimist pesti filtrit esmalt 2xS§&80,1% SDS lahusega, siis 1xSSC
ja 0,1% SDS lahusega ning I16puks 0,1xSSC ja 0,1% Bbusega. Kdik pesud kestsid 15

minutit, temperatuuril 65 °C. Filter kuivatati jasponeeriti 24 h-ks rontgenfilmile (Fuji).

2.13 Sekveneerimine

2.13.1PCR-produkti eelnev t66tlus

Enne sekveneerimist lisati Bl PCR-produktile 1ul kreveti aluselist fosfataasi
(SAP, 1 Ull) ja 1l eksonukleaas I-te (2,5 W). SAP eemaldab nukleosiidtrifosfaatide 5°
otsas olevadosfaatrihmad, nii et need ei lllitu sekveneerigagtsioonil kasvavasse
DNA ahelasse, eksonukleaas lagundab praimerid.

Reaktsioon viidi labi 15 minuti jooksul temperatiuB7 °C, millele jargnes

enstiimide 15minutiline termiline inaktiveeriminengeratuuril 80 °C.

2.13.2Sekveneerimine

Sekveneeriti automaatse MegaBACE 1000 sekvenaatorigkasutades
DYEnamicTM ET terminator cycle sequenceing prenkit'i (Amersham) tootja poolt
soovitatud protokolli modifitseeritud variandi adisReaktsiooniks voeti 0,2-05 DNA-

d ja 5 pmol praimerit, lisaks sisaldas reaktsioegis ka tavalisi nukleotiide ning
termineerivaid didesoksuribonukleotiide.

Sekveneerimisreaktsioonid viidi 1&bi PCR-i masingggmistel tingimustel:
denaturatsioon 95 °C 20 sekundit, praimerite sewmoe (temperatuur valiti vastavalt
praimerile) 15 sekundit, ahela pikendamine 60 1@irdut, kokku 41 tsuklit.

Koigi nelja didesoksuribonukleotiidi kiljes oli agv fluorestseeruv margis, mis
tuvastati hiljem sekvenaatori poolt laserdetekimrig

Sekveneerimiseks kasutatud praimerid on &ra topdaétis 2.10.
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2.14PHA analtusimeetodid

2.14.1PHA eraldamine

PHA eraldamiseks kasutati kloroformekstraktsioonieg et al, 1999).
Luofiliseeritud biomass kaaluti ja lisati igag biomassi kohta 5@l kloroformi. Segu
inkubeeriti 48 h toatemperatuuril, segades sedangiaggajaga (250 poo6ret/minutis).
Lahustunud PHA ja rakujdagid eraldati filtreerinhidébi filterpaberi (Ekros). PHA
sadestamiseks lisati 5 mahuosa 70%-list kilma roetaja hoiti segu ulet6 4 °C juures.

Seejarel PHA tsentrifuugiti (3500gs 15 min) ning kuivatati.

2.14.2PHA sisalduse maaramine bakterite kuivkaalust

Luofiliseeritud biomass kuivatati termostaadis tengpuuril 95 °C Uledd ja kaaluti
analttiliste kaaludega. Jargnevalt eraldati bi@msasHA, kuivatati 56 °C juures ledd
ning kaaluti samuti analtutiliste kaaludega. PH#aklus kuivas biomassis leiti kaalude

vahest.

2.14.3PHA metanollius

PHA monomeerse koostise maaramiseks rakkudes ofa vpolimeer
monomeerideks I6hkuda. Selleks kasutati jargmisitgiolli (Brandl et al, 1988):
keeratava korgiga klaasviaalis olevale 3-6 mg liseferitud bakterimassile lisati 0,5 ml
kloroformi ja 0,5 ml lldsisegu (85% metanool, 15%avelhape) ning kuumutati
temperatuuril 100 °C 3 tundi. Jargnevalt lisatitdeg0,5 ml destilleeritud vett ja segati
vorteksil intensiivselt 1 minuti jooksul. Peale $ade eraldumist viidi alumine orgaaniline
faas, mis sisaldas monomeeride metuulestreid, Wwlasviaali. Veetustamiseks lisati

naatriumsulfaati ja edasisteks analtitisideks dagiégu temperatuuril —20 °C.

2.14.4PHA fraktsioneerimine atsetoonis

Rakkudest puhastatud PHA-le lisati atsetooni ningkubeeriti 24 h
toatemperatuuril, magnetsegajaga segades (250 tfinatis). Lahustunud ning
mittelahustunud fraktsioon eraldati filtreerimiselgnetanoltusiti ning analtusiti

leekionisatsioondetektoriga gaasikromatograafis-(€HQ).
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2.14.5Metliul-3-hiidrokstalkanoaatide GC-FID analiilis

PHA metanoliisil saadud monomeeride metiulesthditédi 25 m x 0,53 mm
kvartskapillaarkolonniga gaasikromatograafis (Mined HRGC 412), millel oli leek-
ionisatsioondetektor. Kolonni statsionaarseks ksasli Carbowax 20M, kandjagaasiks
heelium. Proovi maht oli fl.

Temperatuuriprogramm oli jargmine: 4,5 minutit € Seejarel tbsteti kiirusega 15
°C minutis temperatuur 90 °C-ni, hoiti 2 minutingitdsteti sama kiirusega 240 °C-ni,
mida hoiti 8 minutit.

Referentsidena kasutati 3-hidroksualkaanhapete testieid firmastLarodan

Lipids. PHA monomeeride vahekord leiti proovide mass-sgekpiikide ruumaladest.

2.15Kasutatud arvutiprogrammid ja andmebaasid

Antud t60s kasutati jargmisi programme:

Oligo calculator praimerite F-i leidmiseks

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligadaiml)
Blast Il NCBI — nukleotiidsete ja aminohappeliste jarjestustandioogide
otsimisel GenBank'ist ja reastamisel (http://wwwvibincim.nih.gov/BLAST/)

DNAsis Bioedit— DNA- ja valgujarjestuste analttsiks

GenBank- geeni- ja valgujarjestuste andmebaas
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/)
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3 TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 PC17 poolt stinteesitud PHA fraktsioneerimine atsetanis

Kuna varasemast oli teada, et PC17 poolt sunteegnlimeer sisaldab nii
luhikese kui ka keskmise ahelapikkusega monomesaeesimeseks Ulesandeks valja
selgitada, kas tegu on kopolimeeriga (erinevat itusng@nomeerid on omavahel
kovalentselt seotud) voi polimeeride seguga (katkes polimeeriahelas esinevad ainult
dhte thupi monomeerid). Selleks fraktsioneeriti PChkkudest eraldatud polimeer
atsetoonis ja analtusiti nii lahustuvat kui ka efghustuvat fraktsiooni
gaasikromatograafis. Analliisimiseks valiti heksadost slinteesitud poliimeer, kuna scl-
ja mcl-monomeere sisaldus selles ligikaudu Ghep@jts, 2004). Tulemused on esitatud

tabelis 1:

Tabel 1 PC17 poolt heksanoaadil sinteesitud PHA frakesomine atsetoonis.
Lihendid: 3HB — 3-hidroksubuturaat; 3HH — 3-hiditleksanoaat; 3HO — 3-hudroksu-
oktanoaat; 3HD — 3-hiuidrokstidekanoaat; 3HDD — 3-dkslidodekanoaat

PHA monomeerne koostis (%)

Fraktsioon 3HB 3HH 3HO 3HD
Atsetoonis lahustuv - 93,9 4 21
Atsetoonis mittelahustuv 100 - — —

PHB homopolimeer atsetoonis ei lahustu, mcl-PHAladla Scl-mcl-kopolimeer
jaotub atsetoonis lahustuva ja mittelahustuva $&iakhi vahel vastavalt sellele, kumb
monomeeritlilip konkreetses polimeeriahelas llekaatugHuang ja Reusch, 1996).
Asjaolu, et lahustuvas fraktsioonis sisalduvad laikeskmise ahelapikkusega monomeerid
ning mittelahustuvas fraktsioonis ainult lthikedeelapikkusega monomeerid néitab, et
PC17 poolt siinteesitud PHA naol on tegu scl- jalRtdA seguga, mitte kopolimeeriga.
Jarelikult on PC17 genoomis eraldi stuintaasid scin¢l-PHA jaoks. Pseudomonaadidele
iseloomuliku mcl-PHA-spetsiifilise klass fHha operoni olemasolu PC17-s on juba varem

tdestust leidnud (Ots, 2004), nltd otsustati isalaeka scl-PHA siintaas.

-28 -



3.2 P.manddii PC17 PHB slntaasi kloneerimine ja sekveneerimine

3.2.1Hubridisatsioonisondi valmistamine

Teadaolevate PHB stuntaaside konserveerunud j&jegpdhjal disainiti praimerid
PHB-Fw ja PHB-Rv, mille abil 6nnestus PC17 genotoramplifitseerida ~500 bp ning
~200 bp pikkused fragmendid. Kumbki fragment ligieerelnevalt t66deldud vektorisse
ning sekveneeriti vektorspetsiifiliste praimerited@ ja T7. Jarjestuste anallilisimine
programmiga BLASTN (Altschugt al, 1997) naitas, et ~200 bp pikkune fragment ont pari
klass Il PHA slntaasigthaCl ~500 bp pikkuse fragmendi naol on aga toepodézsi
osaga klass | PHB silintaasist. Pikem fragment matgradioaktiivselt ning kasutati seda
hibridisatsioonisondina tervikliku PCphbCleidmiseks.

3.2.2PC17phbC kloneerimine ja sekveneerimine

Restriktaasideg#st, Bspl20l, Cfr42l ja Kpnl té6deldud PC17 genoom lahutati
geelelektroforeesil, kanti filtrile ning hibridig@e radioaktiivselt margitud ~500 bp
pikkuse PCR-i produktiga. Edasiseks t00ks sobivesmasutusPst, millega tdddeldud
genoom andis hubridisatsioonil signaali ~1,5 klbrkpmnas. Teiste restriktaaside puhul
hibridiseerusid Ule 10 kb vai alla 1 kb fragmendid.

Jargnevalt lahutati PCIHst-ga |6igatud genoom uuesti agaroosgeelelektrosilree
I6igati ~1,5 kb pikkused fragmendid geelist valjmgq ligeeriti needPsti-ga avatud
pBlueskript SK vektorisse. Vektorid transformeefiti coli DH5a rakkudesse. Oiget
fragmenti kandvad kloonid selekteeriti koloonia hidisatsiooniga.

Fragmendi kulgmised piirkonnad sekveneeriti, kadega vektorspetsiifilisi
praimereid T3 ja T7, taieliku jarjestuse saamiseksstati subkloneerimine, kasutades
restriktaasiSal. Subkloonid sekveneeriti samuti, kasutades preeideT3 ja T7. Kdigi
sekveneeritud fragmentide jarjestamine ja TBLASTdlaus néitas, et terviklikust geenist
jai puudu ligikaudu 500 5-otsa poolset nukleotiidhende sekveneerimiseks kasutati
jarjestusspetsiifilisi praimereid PhbC-sekv-F ja, 4Rillega piirkond esmalt genoomist

amplifiseeriti ning seejarel sekveneeriti. Eelkolptu votab kokku joonis 6.
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JOONIS 6: PC17 phbC kloneerimine. Viirutatud ala téhistab hubridisatsioonisondi.
Noolekesed margivad praimerite PhbC-sekv-F jagRdudseid asukohti.

3.3 PC17phbC vordlemine teistephbC-dega

Sekveneerimisel saadud 2083 nukleotiidi pikkusjegiust analltsiti program-
midega BLASTN ja BLASTX. Leiti, et isoleeritud ory@4 nukleotiidi ja 567 aminohappe
pikkune klass | PHB slntaas, mille geeni- ning uglgestus on toodud lisas 1.
Ootusparaselt sarnanes isoleeritud jarjestus k@bkem pseudomonaadides kirjeldatud
klass | PHB suntaasidega. Nukleotiidsel tasandil REL17 phbGl kdige enam Uhist
Pseudomonasp. 61-3 PHB slintaasiga — kokku langesid 80,8%entildidest. Jargnesid
Pseudomonasp. 14-3 (72,6%Pseudomonasp. HJ-2 (72,5%) j&. oleovorandNRRL B-
778 (72,5%). Ka valgu tasandil saavutati kdrgeinenidete aminohapete protsent
Pseudomonasp. 61-3-ga (83%), jargnesitseudomonasp. HJ-2 (72,8%)Pseudomonas
sp. 14-3 (72,3%) nindg®. oleovoransNRRL B-778 (72,3%). PC17 PhbC vordlemisel
uurituimate klass | PHB sintaasidega organismieseutrophaja A. latus selgus, et
identseid aminohappeid oli vastavalt 48,6% ja 45,8%ega voib 6elda, et PC17 PhbC
naol on tegu tavaparase klass | PHB slintaasiga.

Nagu koigil PHA slntaasidel, esineb ka PC17 PHBtaasil konserveerunud
lipaas-boksile sarnanev ala, mille moodustavad aha@pped 299-304 ja mille jarjestus on
Gly-Phe-Cys-lle-Gly. Selline jarjestus on iselooikidnamikule PHB silintaasidele, teises
ja neljandas positsioonis vdivad esineda ka valtayavoi Val (Rehm, 2003).

PhbCle jargnevad ~300 nukleotiidi ei anna homoloogiaegi GenBank’is oleva
jarjestusega. Kuna teadaolevaibb operonide intergeensed alad jaavad 80 kuni 120
nukleotiidi vahele, vdib asjaolu, et 300 nt seete@hPHB stlinteesil osalevatele geenidele
sarnanevat avatud lugemisraami ei alga, viidatacopddoppemisele. See oleks veel Uks
thisjoonPseudomonasp. 61-3-ga, kellphb operonis orphbCsamuti viimaseks geeniks.
Enamasti esineb operon kuphbCAB(Rehm, 2003).
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3.4 PHA monomeerse koostise muutumine kasvatuse valtel

Varasematest eksperimentidest PC17-ga oli tead&natastiku limitatsioonis
suinteesib bakter nii scl- kui ka mcl-monomeereldeésat PHA-d ning seda nii sarnastest
kui ka mittesarnastest susinikuallikatest (Ots,400argnevate katsete kaigus selgus, et
PHA slntees glikoosil toimub samaaegselt rakkuglen@misega, alates umbes kuuendal
tunnil kasvatuse algusest (Meikar, 2004). Kasvuslessdt siinteesitud PHA koostise ning
koguse kohta tdpsem info puudus. Teadmine, et R@hdomis on vahemalt kahe PHA
suintaaside klassi esindajad tekitas kisimuse,selillindéral kumbki neist PHA slinteesi
panustab — kas kasvuseoseliselt sunteesitud PHAtikoerineb tunduvalt limiteerivates
tingimustes slnteesitu omast ja kas eksponentsgadigsvufaasis on aktiivsed mélema
klassi slintaasid vOi ainult Gks neist. Selle vélgisamiseks kasvatati rakke nii glikoosil
kui ka oktanoaadil ning vOeti iga kolme tunni tagardike kogus biomassi, mis
lUofiliseeriti, metanollusiti ning analldsiti gadasimatograafis. Samal ajal rakud ka
loendati. Eraldi katseseerias maarati kindlaks Plgfotsentuaalne sisaldus raku

kuivmassis. Koik katsed viidi labi kolmes korduses.

3.4.1Kasvuseoseliselt siinteesitud PHA monomeerne koostjgikoosil

Uurimaks kasvuseoselist PHA slnteesi mittesarnasteinikuallikatel, kasvatati
PC17 rakke glukoosi (7 g/l) minimaalsdotmel. Etdaialgne PHA sisaldus rakkudes
vOimalikult madal, kasutati inokulumina tledd 1 gliikoosisisaldusega minimaalsé6tmel
kasvanud rakke — varasematel katsetel ei taheldslidel kontsentratsioonil markimis-
vaarset PHA akumulatsiooni (Meikar, 2004). Katderwsed on toodud joonisel 7.

Esmalt selgus, et hoolimata eelkasvatuse madali@sbasiprotsendist sisaldavad
inokulumi rakud siiski arvestatava koguse PHA-d ervelt 10% raku kuivmassist.
Vorreldes limiteerivates kasvutingimustes sunteesitpolimeeriga (Ots, 2004) on
huvitavaks erinevuseks 3-hudroksiuoktanoaadi (3H@)ameeri taielik puudumine.

Esimesel kuuel tunnil polimeerisisaldus rakkudegéd — PHA depoliimeraasid
on ilmselt aktiivsed. Selle kdigus muutub ka polémé&oostis — 3HB osakaal, mis Uletas
inokulumis 50%, langeb 6. tunni I6puks 30% tasemdjuseks vdib olla nii 3HB kiirem
lagundamine vdrreldes mcl-PHA-ga kui ka mcl-PHAteés, madala polimeerisisalduse
tottu selles ajapunktis on tdenaolisem esimenantri

9. tunni I16puks on toimunud méarkimisvaarsed muwtuseolimeerisisaldus raku

kuivmassis on tdusnud 2%-It 11%-le, jarsult on kawsn 3HB osakaal ning ilmunud 3HO
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monomeer. Kdik see viitab PHA slintaaside aktiiveusB8amas voib ka vaita, et PHA
sisaldus on tusnud ainult 3HB siinteesi arvelt mmogrPHA lagundamine jatkub, sellest
ka tema osakaalu langus vorreldes 6. tunniga. I8etlBgib vastu 3HO monomeeri
iimumine — ei ole loogiline, et 3HO monomeeri si@sitakse, teisi mcl-monomeere aga
lagundatakse. Seega vOib Oelda, et glukoosil ka&svadgab nii scl- kui ka mcl-PHA
suintees PC17 rakkudes peale kuue tunni méodunssakese algusest, eksponentsiaalse
kasvufaasi I6pus.
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& 70,00 +F i El-[
€ 6000 - EE
8 5000 O3HB
o O3HO
T 40,00 O3HD
)
g 30,00 | O3HDD
2
§ 20,00 -
10,00 4 *I{I*I
0,00 T T T T T 1
Inokulum 3h 6h 9h 12h 24h
Aeg (h)
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§ ’/ g 12,00 in
g / é 10,00 ¢
o
= E gooT
g 10 / E
3 7 «» 6,00
2 / 32
g ! g 4,00 \\J/
E £ 200
3 I 200
1 ‘ ‘ ‘ 0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ; ‘
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JOONIS 7: Pseudomonas mandelii PC17 PHA siintees mittelimiteerivates tingimustes
glikoosil (7 g/l). A — PHA monomeerse koostise muutus kasvatuse yatel rakkude
arvukus; C — PHA sisaldus rakkude kuivmassis. Jehion kujutatud kolme katse
keskmist. Luhendid: 3HB — 3-hudroksubutiraat; 3HG-kudrokstioktanoaat; 3HD — 3-
hidroksudekanoaat; 3HDD — 3-hidrokstidodekanoaat
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3.4.2Kasvuseoseliselt siinteesitud PHA monomeerne koostiktanoaadil

Et uurida kasvuseoselist PHA sinteesi sarnastahikiallikatel, kasvatati rakke

0,2%-lisel oktanoaadi minimaalsd66tmel. Inokulumskatati analoogselt glikoosikatsega

madalama susinikuallika kontsentratsiooniga s66t(0eE%). Katse tulemused on néha

joonisel 8.
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JOONIS 8: Pseudomonas mandelii PC17 PHA sintees mittelimiteerivates tingimustes
oktanoaadil (0,2% v/v). A — PHA monomeerse koostise muutus kasvatuse y&tel
rakkude arvukus; C — PHA sisaldus rakkude kuivnsas#bonistel on kujutatud kolme
katse keskmist. Luhendid: 3HB — 3-hudroksubuturadti — 3-htudroksiuheksanoaat; 3HO
— 3-hudrokstoktanoaat; 3HD — 3-hludroksudekanoaat.
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Kdigepealt selgub, et tdepoolest algab ka oktanib&advades PHA siintees eks-
ponentsiaalses kasvufaasis, peale kuue tunni mdétiuasvatuse algusest ning vorreldes
kasvatusega glukoosil on PHA protsentuaalne sisakigi kdrgem. Monomeerse koostise
muutus on suhteliselt vaike, nagu limiteerivataegithusteski on peamine monomeer kogu
aeg 3HO, alates 10. tunnist hakkab tdusma 3HB atakd4 tundi kestnud kasvatuse
I6puks moodustab peaaegu poole bakterimassist PHA.

3.5 PHA slintaaside ekspressioon PC17-s

Asjaolu, et glikoosist sinteesitud PHA koosnes peslirscl-PHA-st, oktanoaadist
sunteesitud PHA aga mcl-PHA-st tekitas kisimuse, k& scl- ja mcl-PHA slintaaside
ekspressioon erineb soltuvalt susinikuallikastle&sleraldati 7 tundi kasvanud (gltukoosil)
vOi 8 tundi kasvanud (oktanoaadil) rakkudest tatadRNA ning analtusiti seda RT-PCR
meetodil. Kasutati praimeripaare PhaC1-RNA-F ja PRaC2-RNA-F ja -R ning PhbC-
RNA-F ja -R, vastavalphaC1 phaC2ja phbCamplifitseerimiseks. Tulemused on toodud

joonisel 9.
Glukoos Oktanoaat + kontroll
[phacl phac2 phbc - |lphaCl phac2 phbC - |[phaci phacz phbc | M
e
- -

JOONIS 9: PC17 klass Il phaC1l ja phaC2) ning klass | (phbC) siintaaside ekspres-
sioon glukoosil ja oktanoaadil. M — suurusmarkerGene Rule™ 1 kb DNA ladder
Fermentas). Miinusega on tahistatud negatiivnerktinkus matriitsina kasutati vastavalt
oktanoaadil vdi gliikoosil kasvanud rakkudest eraiddotaalset RNA-d ning praimereid
PhaC1-RNA-F ja -R.

Nagu naha, ekspresseeruvad mdlemad mcl-PHA sikhtaasy PHB sintaas nii
glukoosil kui ka oktanoaadil kasvanud rakkudes.g8es tulene erinev mcl- ja scl-PHA
osakaal glukoosist v0i oktanoaadist stinteesitudrpekris vastavate stintaaside erinevast

ekspressioonist. P3hjus vOiks peituda hoopis s#maa paiknemises metaboolsete
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voogude suhtes (joonis 4). Glukoosil kasvades orA Btinteesi seisukohalt olulised
metaboolsed vood glukoosist AcCoA-ni, mis on PHBteésiraja substraat, sealt rasv-
hapete biosiinteesi ning tle PhaG mcl-PHA slnteeSelies voos asub PHB sinteesi-
aparaat PhaG-st Ulevalpool ning peamine monomeeBkB. Seevastu oktanoaadil
liguvad prekursorid esmalft-oksudatsiooniratta, kus vastavad ensuimid neidRhié
suntaasidele vahendavad. PHB stinteesiraja subicdzdA on p-okstdatsiooni 16pp-
produkt. Seega asuvad mcl-PHA sintaasid Ulevalpow peamiseks monomeeriks on
3HO.

Mcl-PHA slntaase eraldi vaadates selgub, et nikaggil kui ka oktanoaadil
kasvavates rakkudes annpbaClintensiivsema signaali kyphaC2 Klass Il stintaaside
ekspressiooni sOltuvalt susinikuallikast on uuritéd corrugatas, kus saadi pisut
teistsugused tulemused — glikoosil olid indutsedrindlemad sintaasid, kuid tugevama

signaali andiphaC2 oktanoaadil aga ekspresseerus aipio#tC1(Conteet al, 2006).

3.6 Kasvuseoselisest PHA sinteesist PC17-s

Siiani on kasvuseoselist PHA sinteesi kirjeldatutbds bakteris. Kdik nad
suinteesivad scl-PHA-d?seudomonas mandeHC17 on teadaolevalt ainuke bakter, kes
suinteesib kasvuseoseliselt scl-mcl-PHA segu nid@ & sarnastel kui ka mittesarnastel
susinikuallikatel. Glikoosil kasvavates rakkudegsgb PHA sisaldus 24 tunniga 12,8 +
0,4%-ni, oktanoaadil 44,8 + 3,8%-ni raku kuivmassiSlukoosil jadb PC17 teistele
kasvuseoselistele PHA silnteesijatele alla, kuidamddadil saavutatud tulemus on
madalam ainultB. mycoideg ja A. vinelandii omast. Autor on seisukohal, et
kasvatustingimusi optimeerides on PHA sisaldust/P@kkudes vdimalik kindlasti tsta.

Nii gltikoosil kui ka oktanoaadil hakkab PHA sisaddaC17 rakkudes tbusma peale
6 tunni mdddumist kasvatuse algusest. Kuna glukdesiab eksponentsiaalne kasvufaas
9, oktanoaadil 12 tundi (joonised 7B ja 8B), naisale, et oluline on just nimelt kasvatuse
algusest méddunud, mitte eksponentsiaalse kasvutgasi jddnud ajavahemik. KA.
denitrificansis PHA sisaldus esimese kuue tunni valtel langéis, aga hakkas tbusma
(Yamaneet al, 1996).A. vinelandiis ja B. myciode®s algas PHA slintees vastavalt peale
10. (Page ja Knosp, 1989) ja peale 5. tundi (Thakat, 2001).

Mittelimiteerivates tingimustes slnteesib PC17 o&tadist 3,5 korda rohkem
PHA-d kui glikoosist, samas kui limiteerivates tmgstes on need avud ligikaudu vord-
sed (vastavalt 62% ja 65% raku kuivmassist; Ot€420Mingil pbdhjusel vajab PHA

-35-



siintees glukoosist limiteerivaid tingimusi rohkeni kktanoaadi puhul. Uheks pdhjuseks
vOib siin olla rasvhapete bioslnteesiraja vaheugiendncl-PHA siuntaasile vahendava
phaG ebapiisav induktsioonP. aeruginos& ja P. putidds on naidatudphaG ekspres-
sioonitaseme téusu lAmmastiku limitatsiooni kofkbffmann ja Rehm, 2004), ehk kehtib
sama ka PC17-s. Teisalt on glikoosil kasvades esim@malik substraat PHA sinteesiks
AcCoA, mis on Uks raku keskseid metaboliite nindgpsitaadiks ka mitmetele teistele
bioslnteetilistele radadele, millega konkureeridel®\ bioslinteesirada ehk alla jaab.

Kasvuseoseliselt ja limitatsioonis stinteesitud RA@omeerses koostises seevastu
suuri erinevusi ei esine — glikoosil on ikka peammonomeer 3HB, oktanoaadil 3HO.
Scl-PHA ja mcl-PHA slntaaside suhteline panus oegaenii limiteerivates kui ka
mittelimiteerivates tingimustes Uhesugune.

Kirjanduses on kasvuseoselist PHA slinteesi pohjaddikas tiive metaboolsete
isearasustega, mis mojutavad PHA prekursormole&utidlika rakus, voi hairega PHA
suinteesi regulatsioonis. PC17-s on tbenaolisem eesinvariant. Esmalt viitab sellele
asjaolu, et eksponentsiaalses kasvufaasis on sgdiimndlema klassi stintaasid, mis asuvad
erinevates operonides ning on kirjanduse andmeil ekimevalt reguleeritud. Kui
kasvuseoseline PHA siintees PC17-s oleks pohjusteggdlatsioonihairest, peaksid
mdlemad sisteemid muteerunud olema, mis pole Kithatu, kuid siiski vahetdenaoline.

Sellele, et kasvuseoselise PHA sinteesi pOhjust7RCvoiks otsida raku
metabolismi tasandilt viitab ka asjaolu, et nii lgidsil kui ka oktanoaadil kasvavates
rakkudes tduseb PHA hulk eksponentsiaalses vosistetarses kasvufaasis olevates
rakkudes erineva kiirusega (joonised 7C ja 8C). &Sasneldatakse kR. denitrificang
puhul (Yamaneet al, 1996). Pohjuseks on arvatavasti eksponentsigalséatsionaarse
kasvufaasi rakkude erinev metaboolne aktiivsus f@ksem vbimalus metaboolsete
pudelikaelade tekkimiseks statsionaarse faasi dddku

Ilgal juhul on PC17 n&ol tegu vaga huvitava mikremigmiga ja seda nii
teaduslikus kui ka rakenduslikus mottes. PHA toasmibrganismiga, kes teeb seda
rakujagunemisega paralleelselt on palju mugavama kwudub vajadus viia kasvatus labi
kahes faasis — esmalt biomassi produktsioon nmittderivates tingimustes ning seejarel
PHA sintees limiteerivates tingimustes. Lisaks pakal-mcl-PHA segu palju laiemaid

rakendusvoimalusi kui puhas PHB, kuna ta on pdgatsem (Madison ja Huisman, 1999).
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KOKKUVOTE

Kaesoleva magistritod eesmarkideks oli iseloomustBdeudomonas mandelii
PC17 PHA sunteesi mittelimiteerivates tingimustedyrelda seda PHA siinteesiga
limiteerivates tingimustes ning valja selgitadas karvaesineva voime eest siinteesida scl-
mcl-PHA segu vastutavad ebatavaliselt laia subdispatsiifikaga klass || PHA sintaasid
vOi on PC17 genoomis ka scl-monomeeridele spdis@fisiintaas. Kokkuvotvalt on t60
tulemused jargmised:

e PC17 poolt stinteesitud scl-mcl-PHA segu fraktsiongae asetoonis néaitas, et
tegu ei ole kopolumeeriga, kus scl- ja mcl-mononteesn omavahel
kovalentselt seotud, vaid kahe erineva polimeeuiga.

e Lisaks varem isoleeritud klass Il PHA sintaasiagiePC17 genoomis ka 567
aminohappe pikkune PHA slntaas, mis sarnaneb koigeem klass | PHB
suntaasidele organismiddéa$eudomonasp. 61-3 (83%)Pseudomonasp. HJ-

2 (72,8%) jaPseudomonasp. 14-3 (72,3%).

o Glukoosil kasvades algab PHA sintees PC17 rakkymede kuue tunni
moodumist kasvatuse algusest, eksponentsiaalsafkasvIopus. 24 h pikkuse
kasvatuse I6puks on PHA sisaldus raku kuivmassjg8l2 0,35%, sealjuures
on esindatud nii scl- kui ka mcl-monomeerid.

o Ka oktanoaadil on PC17 PHA slintees kasvuseosealiates samuti peale kuue
tunni moéddumist kasvatuse algusest. 24 tundi kedtmavatuse IO6puks
moodustab PHA 44,8 + 3,41% raku kuivmassi, sisadahmuti nii scl- kui ka
mcl-monomeere.

e Limiteerivates vOi mittelimiteerivates tingimustegnteesitud PHA monomeer-
ne koostis on vaga sarnane, mis lubab oletadai, lenhiteerivates kui ka mitte-
limiteerivates tingimustes on kummagi klassi PHAnNts@side panus
Uhesugune. Kasvuseoseliselt siinteesis PC17 oktiiab&5 korda rohkem
PHA-d kui glikoosist, samas kui limiteerivates tngstes saavutatud poli-
meerisisaldused olid glikoosil ja oktanoaadil pgaagérdsed.

e Poordtranskriptaas-PCR analliisiga naidati, etlakagsil kui ka oktanoaadil
kasvades ekspresseeruvad PC17-s modlemad, nii klagsiska klass Il PHA
suintaasid. Viimaseid omavahel vorreldes selgubmélemal susinikuallikal

ekspresseeritakgdaCZlte ronkem kuphaC2te.
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SUMMARY

Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are biodegradablelasiigs synthesized by a wide
variety of bacteria as intracellular carbon andrgypetorage material. PHAs are divided
into short-chain-length (scl) PHAs with monomersnpoising of 4-5 carbon atoms and
medium-chain length (mcl) PHAs with monomers of &-¢@arbon atoms. PHAs are
normally accumulated when carbon is available icesg and some nutrient, such as
nitrogen, phosphate, oxygen, magnesium or suifaitd growth.

Depending on substrate, intermediates for mcl-Petfation can be generated via
de novofatty acid synthesis angtoxidation pathwaysDe novofatty acid biosynthesis is
involved during growth on non-related carbon sosireach as glucose and gluconate,
which are first metabolized to acetyl-CoA. PHA preors from related carbon sources
such as fatty acids are generatedpv@aidation pathway.

The object of the current study was a bacterfiRsaudomonas mandeRiC17, who
is previously shown to synthesize a mixture of scld mcl-PHA and to do that on both,
related and nonrelated carbon sources. The aintseoivork were to characterize PHA
synthesis in nonlimiting conditions, compare ithe PHA synthesis in limiting conditions
and to find, whether the ability to synthesize atome of scl-mcl-PHA comes from type I
PHA synthases with unusually broad substrate spigibr is there a scl-PHA synthase in
PC17’s genome. Data obtained during this reseaerk as follows:

e Acetone fractionation of PHA synthesized by PC1awad that it is a blend of

scl- and mcl-PHA.

¢ In addition to previously isolated class Il PHA #yases PC17 also possesses a
class | PHB synthase which is the most similar gspective proteins from
Pseudomonassp. 61-3 (83%), Pseudomonassp. HJ-2 (72,8%) and
Pseudomonasp. 14-3 (72,3%).

e When grown on glucose, PHA synthesis in PC17 stafrtthe end of the
exponential phase. The polymer accounts for 12, 7835% of the cell dry
weight after 24 h of cultivation and consists oftbscl- and mcl-monomers.

e When grown on octanoate, PHA synthesis in PCl7ass@so during the
exponential phase and after 24 h of cultivationstitutes 44,8 + 3,41% of the

cell dry weight, containing also both scl- and manomers.
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Comparing the composition of PHA synthesized initlimy or in nonlimiting
conditions shows, that these are quite similasufigests that in both limiting
and nonlimiting conditions the contribution of sakhd mcl-PHA synthases into
the synthesis of PHA in PC17 is the same. On oet@anithe amount of growth-
associatedly synthesized PHA is 3,5 times biggan tihe amount on glucose.
On the other hand, in nonlimiting conditions bo#rbon sources contribute to
synthesis of comparable amount of PHA. It suggtsis PHA synthesis from
nonrelated carbon sources is more dependent otafiori.

Scl-PHA as well as mcl-PHA synthases are transdrire both glucose and

octanoate. In both caspeaClgave stronger signal th@mhaC2
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LISA1

Pseudomonas mandeliPC17 PHB polimeraasi geeni nukleotiidne jarjestus
(Ulemine rida) ja selle pohjal tuletatud valgujaties (alumine rida). Transleerimiseks
kasutati programnBioedit Kastiga on tahistatud oletatav lipaasboks.

1 ATG GAC AAT TAC GCA CAC ACA TTC AAC ACC TTC TGG TCC GC CAG 45
1 M D N Y A H T F N T F wW S G Q 15

46 GIT CCG TTC GIT GCC TCT TTT GCA GIG CAA CAG TTA CGT CTG TGG 90
16 v P F V A S F A V Q Q L R L W 30

91 GIC GCT ACC AAT CCG TGG TTC ACC GGG CAA GAC CAT GAC GCC TGG 135
31 v A T N P W F T G Q D H D A W 45

136 TTC GAC GIG CCA CGC AGC ACC CTG GAC AGC CTT CAG TCG GAT TAT 180
46 F D VvV P R S T L D S L Q S D Y 60

181 CAT CAG CAA TGG GCT GAA CTC GGC CAG CGT TTG CTG ACT GGA CAG 225
61 H Q Q W A E L G Q R L L T G Q 75

226 GCC TTT ACC TTC GAC GAC CGC CGG TTC GCC AGC GGI' AAC TGG AGC 270
76 A F T F D D R R F A S G N W S 90

271  CAG CCG TTG TTT GGI' TCC CTC GCC GCG TTT TAC CTG CTC AAT GCC 315
91 Q P L F G S L A A F Y L L N A 105

316 GGTI TTT CTG CTG AAG CTG CTC GAC CTG CTG CCG ATC GAG GAC AAG 360
106 G F L L K L L D L L P 1 E D K 120

361  AAA CCA CGI CAG CGTI CTG TTG TAT CTG GIG GAG CAA GCG ATC GCC 405
121 K P R Q R L L Yy L VvV E Q A 1 A 135

406 GCC GCT GCC CCG AGC AAT TTC CTG GCC AGC AAT CCC GAC GCG CTG 450
136 A A A P S N F L A S N P D A L 150

451 CAA CGG CTG GIC GAC ACC CAG GEC AGC AGC CTG GIC ACC GGT CTG 495
151 Q R L VvV D T Q G S S L Vv T G L 165

496 ATG CAC CTG GCC GCC GAC CTG CAG GAA GEC AAG ATG CGC CAG TGC 540
166 M H L A A D L Q E G K M R Q C 180

541 GAC GCC GCT CGCT TTC AAA GIG GGT GIC GAC CTG GCC AAT ACC CCT 585
181 D A A A F K G v D L A N T P 195
GT

\%
586 GCC GAA GIG GIC TTC GAG AAC GAA CTG TTC CAG CTT CTC CAG TAC 630
196 G E VvV V F N E L F Q L L Q Y 210

631  TAT CCG CAA AGC GAA ACC CAA TAC CGG CGEC CCG GIG TTT ATC GIG 675
211 Yy P Q s E T Q Y R R P V F | \Y 225

676  CCG CCA GCG ATC AAC AAG TTC TAC ATC CTC GAC CTG CGI CCG GAC 720
226 P P A N K F Y | L D L R P D 240

721 AAC TCG ATG GIT CGC CAT CTG TTG CAG CAG GEC CAC CCG GIG TTC 765
241 N S M V R H L L Q Q G H P V F 255

766 CTG ATG TCC TGG CGC AAC TTC GAC CCG GCA CAC GCC GGC ACC ACC 810
256 L M § W R N F D P A H A G T T 270

811 TGG GAT GAC CTG GIC GAA ACC GGC ATT ATC AAA GEC TTG CAG GIG 855
271 W D D L v E T G | | K G L Q V 285
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856
286

901
301

946
316

991
331

1036
346

1081
361

1126
376

1171
391

1216
406

1261
421

1306
436

1351
451

1396
466

1441
481

1486
496

1531
511

1576
526

1621
541

1666
556

ACC CGC GAA ATC AGC GGC GAG CAA CGG CCC AAC TGC GIG GGC TTC
T R E | s G E Q R P N C V|G F
TGC ATC GEC GEC ACG CTG CTG GGTI TCG GCG CTG GCC GTA TTG GCG
c | G| G T L L G §S A L A V L A
GCC CGC GEC GAC AAG GAC ATC GCC AGC GTC AGC CTG CTG ACC ACT
A R G D K D I A S V S L L T 7T
TTC CTC GAT TAC CTC GAT ACC GGI' CCG ATC GAT ATC TTC GIC GAC
F L D Y L D T G P | D | F v D
GAG CAA CTG GIG GCc TAC CGC GAG CGC ACC ATT GGEC GGC GIC AAT
E Q L VvV A Y R E R T I G G V N
GGC CCC ATC GGEC CTG TTC AAG GEC GAG GAC ATG GGC AAT ACC TTC
G P | G L F K GG E D M G N T F
TCG CTG CTG CGC CCC AAC GAC CTG TGG TGG AAC TAC AAC GIC GAC
S L L R P N D L W W N Y N V D

AAA TAC CTC AAG GGG CAG AAA CCG ATC CCG CTG GAT CTG CTG TTC

K Y L K GG Q K P | P L D L

TGG AAC AAC GAC AGC ACC AAC CTG CCA GGG CCG ATG TAC
W N N D T N L P G P M Y

S
TAC CTG CGC CAC ACC TAT TTG CAG AAC GAC CTG AAA TCC
Y L R H T Y L Q N D L K S

CTG GAT TGC TGC GGG GIC AAG CTG GAC CTG CGEC CGCT ATC
L D C€C C G V K L D L R A |

CCG GCC TAC ATC CTC GCC ACC CAT GAC GAC CAC ATC GIG
P A Y L A T H D D H I \

CGG AGC GCT TAC GCC AGC ACC GAT TTG CTC TCC GGEC ACC
R S A Y A S T D L L S G T

TTC GIG CTT GGI' GCC TCG GGG CAT ATC GCC GEC GIG ATC
F Vv L G A S G H | A G V |

CCG GCC AAG GAA AAA CGC CAC TAC TGG ACC AAC GAC CAG
P A K E K R H Y W T N D Q

CAG GAC CCG GAA AGC TGG TTC GGC AAT GCC AAA CAG CAT
Q D P E S W F G N A K Q H

AGC TGG TGG AAC GAT TGG TTC GIA TGG CTG GCC GAT CAG
S W D w F VvV W L A D Q

W N
GAA CGC CAG CCT GCG ATA GCG CAC GCC GG TAC GAG CAG
E R P A A H A G Y E Q

Q
CCG CTG GAA CCG GCA CCT GGA AGTI TAT GIG AAG CAG TGA
P L E P A P G S Y V K Q *
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TGC
Cc

GGT
G

GAT
D

CCA
p

AAG
K

AAT
N

GIC
\Y%

CCA
P

GCC
A

TAC
Y

F

TGG
W

GAC

P

900
300

945
315

990
330

1035
345

1080
360

1125
375

1170
390

1215
405

1260
420

1305
435

1350
450

1395
465

1440
480

1485
495

1530
510

1575
525

1620
540

1665
555

1704
567



