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INFOLEHT

Escherichia coli produktsiooni médtmine limiteeritud toitainetega s66tmetel

Mikroobide abil on vdimalik stinteesida paljusid erinevaid produkte. Selleks, et nende produktide
tootmine ka majanduslikult kasulik oleks, tuleb mikroobid optimeerida oma produkti véimalikult
efektiivselt tootma. Tiive optimeerimiseks on ainevahetuse inseneerias mitmeid lahenemisi. Uks

I&henemine on kultuuri kasvu peatamine, et suunata rohkem so6tme substraate produkti stinteesiks.

To6 eesmark oli leida madalmolekulaarse tGihendi tootmise hindamiseks sobiv mudel ja selle abil
hinnata, kas lammastiku voi fosfori limitatsiooniga ning suurendatud gliikoosi kontsentratsiooniga

sootmetel on voimalik suurendada E. coli tootlikust.
Mérksonad: Escherichia coli, likopeen, limitatsiooniga sé6tmed, toostuslik mikrobioloogia

CERCS: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

The production of Escherichia coli in a limited nutrient media

Microbes can be used to synthesise wide variety of products. In order to make the synthesis
profitable, it is necessary to optimise the strain to create the product as effectively as possible.
There are many approaches in metabolic engineering to optimise a strain. One of these approaches

is to stop the growth of the culture to direct more of the substrate towards the product synthesis.

The aim of this thesis is to find a model to characterize low-molecular compound production and
use it to find out whether it is possible to increase the productivity of E. coli, using nitrogen- or

phosphorus-limited or glucose-enriched medium.
Keywords: Echerichia coli, lycopene, limited medium, industrial microbiology

CERCS: B230 Microbiology, bacteriology, virology, mycology



KASUTATUD LUHENDID

LB- lysogeni broth s66de

MOPS- morfolinopropaan sulfonaat
DMSO- dimetul sulfooksiid

IPP- isopentenditl difosfaat

DMAPP- dimetudlalltdl difosfaat
HMBPP- hudrokstimettiilbutentil difosfaat
PE- fosforttletanoolamiin

PG- fosfatididlglitserool

CL- kardiolipiin

2-PE- 2-fenitletanool

2-PEAc- 2- fenliletlitlatsetaat

DXP- 1-desokstu-D-kstlluloos-5-fosfaat
G3P- Gliitseeraldehitid-3-fosfaat

PEP- fosfoenoolplruvaat

G6P- gliikoos-6-fosfaat

1,3PDO- 1,3-propaandiool

aKG- a- ketoglutaraat



SISSEJUHATUS

Toostuslikus mikrobioloogias kasutatavad mikroobid on juba aastasadu inimkonnale vaart
produkte loonud. Kaasaegsete stinteetilise bioloogia tooriistadega on vdimalik luua téiesti uute
metabolismiradadega mikroobitlivesid. Seega on mikroobide abil voimalik toota véga erinevaid
produkte, mida on siiani keemiliselt sinteesitud. Kuid vaid véheste produktide tootmine on
majanduslikult kasulik. Uued metabolismirajad muudavad mitmeid peremeesraku siseseid
protsesse, mistottu v6ib uus metabolismirada viia paigast peremeesraku homagostaasi. Voimalikult
efektiivse tootmise jaoks peab tivesid optimeerima. To0stuses hakatakse tuve kasutama alles siis,
kui selle produkti siinteesimine on nii hasti optimeeritud, et selle abil suudetakse majanduslikku

kasumit luua.

Bioreaktorisse sisestatud substraat konverteeritakse kas biomassiks, kdrvalproduktiks vai soovitud
produktiks. Uks meetod substraadist efektiivsemalt produkti siinteesimiseks on kultuuri kasvu
reguleerimine. Koige lihtsam ja levinum viis on reguleerida kasvu substraatide piiramisega
kasvukeskkonnas. S66tmest 16ppeb moni kasvuks vajalik molekul, kuid produkti substraate leidub
kasvukeskkonnas jatkuvalt.

TOO teoreetilises o0sas antakse Ulevaade bakteritive loomisest ja selle produktsiooni
optimeerimiseks kasutatavatest meetoditest. Nende juurde tuuakse nditeid kuidas on meetodeid

kasutades mikroobide produktsiooni suurendatud.

T60 praktilises osas tootati valja likopeeni kontsentratsiooni médtmise protokoll. Seda kasutades
uuriti, kas lukopeeni tootva Escherichia coli puhul on véimalik suurendada likopeeni
kontsentratsiooni, peatades bakterite kasvu madalama lammastiku v6i fosfori kontsentratsiooniga

sootmel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Toostuslik mikrobioloogia

Toostuslik mikrobioloogia on tegevusala ja rakendusteaduse haru, mis tegeleb mikrobioloogiliste
protsesside abil mitmesuguste ainete ja toodete tootmisega. Selle alla mahuvad nii
toiduainetettdstuse protsessid (hapupiim, juust jne) kui ka keemia- ja farmaatsiatoostusele vajalike

ainete tootmine (piimhape, etanool biokutuseks, antibiootikumid jne).

Traditsioonilise biotehnoloogia osana on to0stuslikus biotehnoloogias kasutanud loodusest
eraldatud mikroobitiivesid, mis on vélja valitud juba olemasolevate omaduste pdhjal. Viimase
paarikiimne aasta jooksul on aga joudsalt suurenenud selliste tiivede osakaal, milles on kuntslikult
suurendatud vdi loodud uusi metaboolseid radasid soovitud ainete tootmiseks. Sellist Idhenemist
nimetatakse ainevahetuse inseneerimiseks (metabolic engineering), mille arenguks on suure tduke
andnud insenergeneetika ja stinteetilise bioloogia areng. Selline l&henemine vdimaldab luua téiesti

uusi Uhendeid tootvaid mikroobitiivesid.

Uue tuve loomine on keerukas ja mitme-etapiline protsess, kus peab arvestama paljude teguritega.
Arvesse tuleb votta nii mikroobitive konstrueerimist, selle kasvatamist kui ka produkti
puhastamist. Tlve konstrueerimine koosneb peremehe valikust, metabolismiraja loomisest,
tolerantsi arendamisest, negatiivse regulatsiooni eemaldamisest ja prekursorite ja kofaktorite voolu
optimeerimisest. Kasvatamise kaigus tuleb valida sisinikuallikas, s66tme koostis, aereerimine,
hinnata tootlikust, valida bioreaktori tilip ning suurendada reaktorite mahtu ehk skaleerida. Peale
kasvu I6ppu tuleb produkt eraldada, puhastada ning vajadusel ka keemiliselt modifitseerida (Lee
ja Kim, 2015).

Jargnevalt annan Ulevaate uue tootmistiive konstrueerimise ja selle optimeerimise erinevatest

etappidest.

1.2. In silico mudelid metabolismiradade loomiseks

Selleks, et uut projekti vdimalikult efektiivselt alustada, tuleks esmalt modelleerida siinteesi
matemaatiliste mudelite abil. Mikroobide metabolismi disainimine on vdga tdémahukas ja kdikide
variantide vahel kompromisside kaalumisega on inimmadistusel raskusi. On loodud mitmeid in

silico mudeleid, mis aitavad leida optimaalseima viisi soovitud produkti suinteesimiseks.



Retrobiostnteesiks nimetatakse lahenemist, mille kédigus alustatakse stinteesiraja disaini viimasest
reaktsioonist, mille tulemusena tekib 16pp-produkt. Seejérel disainitakse eelviimane ja nii edasi
kuni keskse ainevahetuse komponentideni valja. Selline I&henemine loob palju voimalikke
paralleelradu ja nende vordlemiseks on matemaatilised mudelid hddavajalikud. Uusi metabolismi
radasid saab luua ka manuaalselt, kuid sellise lahenemisega ei vdetaks arvesse kbiki vdimalusi ja
kdige optimaalsema véljaselgitamine votaks kaua aega. Seega on in silico mudelid &rmiselt
kasulikud (Hadadi ja Hatzimanikatis, 2015).

Kdige levinumad in silico uute metabolismiradade generaatorid jagunevad kahe klassi: 1)
Andmebaasis olevate reaktsioonide kombineerimise p6hised 2) De novo radade loojad
hlpoteetilisi teadmisi kasutades.

1.2.1. Insilico mudelid metabolismiraja leidmiseks

Retrobiosunteetiliste matemaatiliste mudelite abil leitakse kdik v@imalikud reaktsioonid produkti
saamiseks. Paljud neist ei saa looduses uldse esineda. Seega kasutatakse mehhanismi, mille abil
metabolismiradasid hinnata, et ebasobivad elimineerida. Esmalt toimub kvalitatiivne k&rpimine,
mille k&igus vorreldakse, kui sarnane on uus rada juba teadaolevate reaktsioonidega. Jargmises
etapis toimub kvanitatiivne kérpimine, kus hinnatakse metabolismiradade mdju raku elulemusele
ja produktsioonile, et valida valja kbige tGendolisemalt té6tavad metabolismi rajad. Eelmainitud
analutside tulemusel antakse radadele skoorid, mille alusel selgitatakse vélja kdige suurema
tdendosusega tootavad metabolismirajad. Skoorimisel saab asetada réhku erinevatele aspektidele,
naiteks anda suurem kaal produktsioonile vdi véiksem kaal geneetilisi muudatusi ndudvatele
radadele (Hadadi ja Hatzimanikatis, 2015).

1.2.2. Insilico mudelid metabolismiraja optimiseerimiseks- MuSIC

Lisaks de novo metabolismiradade loomisele saab matemaatilisi mudeleid kasutada ka
mikrobiaalse produktsiooni optimeerimiseks. Uks in silico produktsiooni hindamise
programmidest on MuSIC ehk Multi-scale framework for modeling Sustainable Industrial
Chemials production. MuSICu kdige suurem vaartus on erinevate protsessi osade vahelise
optimaalse koost66 loomine jatkusuutliku tootmise optimiseerimiseks. MuSIC kombineerib juba
olemasolevaid programme, nditeks metaboolse inseneeria tooriista FRAMED, vorgusliku
(network) optimiseerimise tooriista GUROBI ja differentsiaalvdrrandi lahendajat SciPy VODE.



Selle abil on vBimalik modelleerida raku metabolismi, disainida bioraktorit, anallilisida enne ja
parast stinteesi toimuvaid protsesse ja hinnata nende majandusliku mdju (Zhuang ja Herrgard,
2015).

MuSIC loodi Zhuangi ja Herrgardi poolt aastal 2015 ja nende avaldatud t66s toodi ka MuSICu
abil optimiseeritud bioprotsessi ndide. Nad testisid l&bi 2 produkti (1,3-propaandiooli ja 3-
hidrokslpropaanhappe), 2 peremeest (Esherichia coli ja Saccaromyces cerevisiae), 66
metabolismi rada, 2 susinikuallika péritolu (mais ja sojauba), 2 vahesubstraati (glikoos ja
glutserool), 3 toostuslikku sektorit (p6llumajandus, energia ja biokeemia), 4 loodusressurssi (maa,
nafta, maagaasi ja kivisusi) ja 5 jadkainet (CO2, POg, tselluloos, erinevad orgaanilised jadtmed ja
kips). Tulemuseks said nad suure hulga erinevaid stsenaariume, kuidas 1,3- propaandiooli voi 3-
hiidroksiipropaanhappe tootmist optimiseerida ja mis on nende tagajarjed. Naiteks 3-
hiidroskiipropaanhappe tootmine toodaks suuremat kasumit biokeemia sektorile, tekitaks vahem

CO- ja POg4 reostust, kuid oleks kulukam pdllumajandussektorile kui 1,3-propaandiooli tootmine.

1.3. Mikroobitiive konstruktsioon
1.3.1. Peremehe valik

Uks tahtsamaid mikroobitiive konstruktsiooni etappe on peremehe valik. Kogu produktsioon
toimub peremeesraku sees ja seega peab hoolikalt jalgima selle omadusi ja eriparasid. Sagedasti
kasutatud peremeesorganismid mikrobioloogias on E. coli ja S. cerevisiae. Tuntud
peremeesorganismi kasutamise eelis on selle pohjalik kirjeldatus ja neid on lihtsam geneetiliselt
modifitseerida. Stinteesiraja peremeheks ei pea aga alati olema E. coli v6i S. cerevisiae. Mikroobid
on véaga mitmekesised ja teatud eriliste omaduste t6ttu voiks eelistada ka vahemtuntud
peremeesorganisme. Osad organismid omavad juba naturaalselt toostuslikku mikrobioloogiat
huvitava produkti metabolismirada, néiteks piimhappebakterid. Lisaks on mikroorganismide
optimaalsed kasvutingimised erinevad, eelistades ekstreemsemat pH-d, temperatuuri v8i suuremat

soolakontsentratsiooni.

1.3.1.1. Corynebacterium glutamicum peremeesorganismina

Corynebacterium glutamicumi on kasutatud L-glutamiinhappe tootmiseks juba 1950. aastast.

Corynebacteriumi perekonna bakteritega toodetakse veel L-lUsiini, L-valiini, L-asparagiinhapet ja
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palju teisi aminohappeid. Uks enimkasutatud C. glutamicumi produkte on L-lusiin, mida

kasutatakse nii farmiloomade toidulisandina kui ka farmaatsiatodstuses (Hermann, 2003).

C. glutamicumi on t6husamaks muudetud mitmete geneetiliste muundamistega. Homoseriini
auksotroofset C. glutamicumi tive ATCC13287 kasutades suudeti lUsiini konversiooni saagist
tOsta 26%-ni. Tlve muundati veel edasi, et see oleks auksotroof veel (ihe aminohappe, vitamiinide

ja antimetaboliitide suhtes ja saavutati konversiooni saagis 50% (Pfefferle jt., 2003).

1.3.1.2. Halofiilid peremeesorganismina

Mikrobioloogiliseks tootmiseks saab kasutada ka halofiilseid ehk soolalembelisi organisme.
Halofiilsed organismid taluvad ja sageli vajavad kasvukeskkonnast soola. Seetdttu ei pea s66tmes
kasutama magevett. Halofiilid taluvad sageli ka aluselist pH-d. Aluselises ja soolases keskkonnas

ei ole vaja steriilsusele nii suurt tdhelepanu poorata, sest saastumine on ebatdenéoline.

Hiinast Xinjiangi soolajarvest isoleeriti bakteritiivi Halomonas TDOL1. Sellel kirjeldati polii(3-
hidroksubutiraadi) (PHB) tootmist. PHB-st saab toota nditeks plastikuid ja teisi mahtkemikaale
(bulk chemicals). Halomonas TDO1 suutis toota raku kuivamassist 89% PHB-d. Kasutati
kaheastmelist kultivatsiooni, limiteeritud lammastikuallikat, ebasteriilset ning avatud bioreaktorit
(Tan jt., 2011).

Sama uurimisgrupp uuris Halomonas TDO1 geneetiliselt muundamise vdimalusi, et toota PHB
asemel poll(3-hudroksubutlraat-ko-3-htdroksiivaleraati) (PHBV) otse suhkrutest. PHBV on
sarnane kahe liitunud PHB molekuliga ja seda saab samuti poliimeeride tootmiseks kasutada.
PHBV-I on paremad omadused toostuses kasitlemiseks. Halomonas TD tlivede probleemiks on
plasmiidide ebastabiilsus, madal konjugatsiooni effektiivsus ja indutseeritava slsteemi
puudumine. T606 tulemusena inaktiveeriti osaliselt DNA restriktsiooni ja metilatsiooni stisteem,
mis aitas kaasa voora plasmiidi stabiilsusele. Uus tivi sai nime Halomonas TDO08, selles oli
elimineeritud 4 geeni, mis suurendas PHBV tootlikust. Uus tuvi oli mddtmetelt suurem, mis

soodustas sadestumist ja omakorda alandas produkti puhastamise kulu (Tan jt., 2014).

Kui bioreaktoris toodetakse orgaanilist hapet, siis on mdistlik kasutada madalat pH-d taluvat
peremeesorganismi, nditeks parme voi naturalseid piimhappebaktereid. Sel juhul ei pea kulutama
ressursse so0tme neutraliseerimisele puhvritega. Madalamal pH-lI opereerimine vahendab

bakteriaalse saastumise tGendosust (Borodina jt., 2015).
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1.3.2. Heteroloogne ekspressioon

Meid huvitava produkti metabolismirada vdib juba mikroobis olemas olla. Kuid kui soovitakse
stnteesida midagi looduses mitte esinevat vOi viia metabolismirada tle monesse teise
peremeesorganismi, tuleb mikroobis kasutada heteroloogset ekspressiooni, ehk ekspresseerida
teistest organismidest parit DNAd. Heteroloogset ekspressiooni on aina lihtsam labi viia, sest DNA
stintees ja sekveneerimine ladheb jarjest odavamaks, kiiremaks ja tapsemaks. Organismidel on
erinevad transkriptsiooni ja translatsiooni initseerimise mehhanismid ja nendega seotud
kontrolljérjestused. Sisestatud geeni kodeeriv jarjestus voib olla uus, aga reguleerivad alad, nagu
promootor ja Shine- Dalgarno jarjestus, peavad olema mikroobile omased. Seet6ttu on lihtsam
kasutada heteroloogseks ekspressiooniks omavahel lahedasi tiivesid. Eriti palju peab muutma
eukarliootide geene, et neid prokartiootides ekspresseerida. Eukartiootide geenid sisaldavad
introneid, mille splaissimisvGime prokartiootides puudub. Lisaks on osadel eukartiootide geenidel
valgu signaaljérjestused spetsiifiliseks lokatsiooniks rakus. Need jarjestused tuleb enne bakterites

ekspresseerimist eemaldada.

Heteroloogse geeni koodonikasutus ja GC-sisaldus vdivad samuti erineda retsipiendi omast.

Koodonikasutuse optimeerimist 1abi viies on vBimalik geeni ekspressioonitaset oluliselt tdsta.

1.3.3. Tolerantsi tdstmine

Kui mikroob toodab enda jaoks taiesti uut Ghendit v6i omase tihendi produktsioon on kunstlikult
suurendatud, vdib toodetud produkt hakata piirama raku elutegevust. Kindlasti tuleb jalgida
rakkude tolerantsi toodetud produkti kui ka vahetihendite suhtes.

Paljude toksiliste ainete sihtmérgiks on raku membraan. Kui barjaar raku sise- ja valiskeskkonna
vahel saab kannatada, 1&heb paigast ioonide kontsentratsioon ja seiskub ATP tootmine. E. coli
membraan  kooseb  peamiselt kolmest fosfolipiidist:  fosfatidudletanoolamiin  (PE),
fosfatidlulglitserool (PG) ja kardiolipiin (CL). Tan jt. 2017 uurisid nende kolme fosfolipiidi
kontsentratsioonide mdju raku tolerantsile membraane l&bivate kemikaalide suhtes. Selgus, et
fosfatiditilseriini stintentaasi geeni pssA ekspressiooni suurendades leidus membraanis rohkem
PE-d. PE fosfolipiidide rasvhapete susinikuahelad olid pikemad, rohkem killastunud, sisaldasid
vahem tsiikleid ja olid vahenenud hidrofoobsusega. Selle tulemusena suurenes rakkude taluvus

furfurooli, atsetaadi, oktaanhappe, tolueeni, etanooli ja madala pH suhtes (Tan jt., 2017).
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1.3.4. Toksiliste vahelhendite reguleerimine

Metabolismiraja vahetihendid vdivad samuti olla toksilised. Looduslikult esinevates mikroobides
ei mangi toksilised vahelihendid eriti suurt rolli, sest evolutsiooni k&igus on enstiimide aktiivsused
optimaalselt reguleeritud. Kui aga looduslikust tasemest kdrgemalt ekspresseerida moénda uut voi

natiivset enstiiimi, vdib kuhjuv vaheprodukt olla toksiline ja vahendada raku elulemust.

Isoprenoidid on mitmekesine poliimeersete susivesikute klass, mis koosnevad viiesusinikulistest
monomeeridest ehk isopreenidest: isopenteniul difosfaadist (IPP) (joonis 1 A) ja dimetudlalladil
difosfaadist (DMAPP) (joonis 1 B). Isopreenide metabolismirajas tekib rakkudes mdrgine
vaheuhend hudrokstimettulbutentdl difosfaat (HMBPP).

CHa

H;C/ o—M—O—E—O_ \ ﬂ ﬂ

‘ ‘ HsC o]

Joonis 1. A. Isopenteniiiil difosfaat ja B. Dimetiiilalliiil difosfaat

Karoteenide prekursorid on isoprenoidid. Karoteenide hulka kuuluvad néiteks B- karoteen ja ka
selle t60 eksperimentaalses osas kasutatud llikopeen. Karoteenide metabolismiraja joonis E. colis
(joonis 2).
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Joonis 2. B- karoteeni metabolismis osalevad ensiiiimide geenid ja vahemetaboliidid E. colis
(Li jt., 2017). Selles t60s tahtsaimad ensiilimide geenid on (kollastes kastides) ispG ja ispH ja
tdhtsamad vahemetaboliidid (sinistes kastides) HMBPP, DMAPP ja IPP.

Lijt., 2017 Gritasid oma to0s suurendada E. coli isoprenoidide, liikkopeeni ja - karoteeni tootlikust.
Kdrge isoprenoidide saagise jaoks peab optimeerima prekursorite ehk eellasmolekulide voolu.
Neid toodetakse E. colis 2-C-metiiil-d-erttitool-4-fosfaadi (MEP) rajas. MEP raja geenide dxr,
ispD, ispE, ispG ja ispH ekspressiooni taset modifitseerides on Uritatud suurendada isoprenoidide
sunteesi. Selgus, et ispG le ekspresseerides akumuleerus rakkudele toksiline
hidrokstimetutlbutenddl difosfaat (HMBPP). HMBPP sekkub nukleotiidide ja valkude stinteesi
mehhanismi, vahendades seeldbi kultuuri kasvu ja isoprenoidide tootmist. Kui aga suurendati ka
ispH geeni ekspressiooni, mis on ispG-st allavoolu (joonis 2), tarvitati HMBPP dra enne kui see
rakule kahjulikult mdjuda sai. ispG ja ispH ekspressiooni koordineeritult reguleerides tdsteti B-
karoteeni tiitrit 73% ja luikopeeni tiitrit 77% vorreldes ispG ja ispH optimiseerimata tiivedega (Li
jt., 2017).

1.3.4.1. Toksiliste produktide reguleerimine: Kahe keemilise faasi kasutamine

Bioreaktoris kogunev produkt voib suurtes kontsentratsioonides olla kultuurile kahjulik. Sellega
tegelemiseks peab suurendama mikroobide taluvust voi produkti eemaldama. ISPR ehk in situ
product recovery on meetod, kus produkti eemaldatakse siinteesi ajal. Uks strateegia on kasutada
bioreaktoris kahte faasi: vesi- ja orgaanilist faasi. Batch ja fed-batch kultuurides akumuleerub

toksiline produkt kasvukeskkonda ja hakkab kasvu peatama. Kui bioreaktoris on eraldi

14



vesikeskkond, kus mikroobid kasvavad ja orgaaniline faas, kus eraldunud ained lahustuvad, on
toksiline produkt mikroobidest eristatud. Seega saavad mikroobid paljuneda ja soovitud produkti
toota nii, et toksiline produkt nende elulemust ei piiraks (Etschmann ja Schrader, 2006).
Orgaanilise faasi aine valimisel tuleks arvesse votta, et see oleks madala viskkoossusega,
mittepBlev, keemiliselt stabiilne ja soovitud produkt lahustuks selles hasti. Stark jt., 2002 uurisid
2- fenudletanooli (2-PE) tootmist kahefaasilises protsessis Saccharomyces cerevisiaes. Nad
testisid (ile 300 orgaanilise faasi aine ja otsustasid oleiinhappe kasuks.

Etscmann ja Scrader kirjeldasid samuti 2- fenttletanooli (2-PE) ja 2- fenluletlulatsetaadi (2-
PEAC) tootmist. Nad kasutasid peremeesorganismi Klyveromyces marxianus ja orgaanilise faasina
propuleen glikooli (PPG) 1200. Saavutati sarnane tiiter (26,5g/l) Stark jt. 2002 artikliga. Ometi
voOrreldes oleiinhappega jattis PPG 1200 7 korda vahem pdarmidele mirgist 2-PEd vesifaasi
(Etschmann ja Schrader, 2006).

1.3.5. Negatiivse regulatsiooni eemaldamine

Negatiivne tagasiside on mehhanism, mille labi tuvastatakse raku sees olevate Uhendite
kontsentratsioon ja teatud koguse korral peatatakse nende hendite produktsioon. Evolutsiooni
kéigus on see arenenud ja téienenud miljoneid aastaid, et mikroob monda Ghendit Ule ei
produtseeriks ja seeldbi enda kohasust ei vdhendaks. Mikrobioloogilise produktsiooni
optimeerimise kéigus tuleb produktiga seotud negatiivne tagasiside eemaldada, muidu hakkab

produkti kuhjumine selle siinteesi inhibeerima.

Park jt. 2014 kirjeldavad oma t66s L-arginiini tootmise optimiseerimist Corynebacterium
glutamicumis. Uheks etapiks oli ka arginiini operoni negatiivse regulatsiooni eemaldamine. Nad
tegid knock-out tive, kus puudusid geenid argR ja farR. ArgR kinnitub kdrge arginiini
kontsentratsiooni puhul arginiini operonile ja seega represseerib arginiini sunteesi. FarR
represseerib L- arginiini prekursoreid tootvaid enutme: argB, argC, argG, argH, gdh ja pgl.
Saadud knock-out tlvi tootis arginiini katseklaasis tiitriga 61.9g/l, mis oli ilma knock-outideta
tlvest kdorgem (Park jt., 2014).

1.3.6. Kofaktorite voolu optimiseerimine

Rakk kasutab oma ainevahetuses mitmesuguseid kofaktoreid, nagu nikotiinamiid adeniin
dinukleotiid (NAD), nikotiinamiid adeniin dinukleotiid fosfaat (NADP) ja atsetutlkoensiim A
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(AcCoA). Uhendi tootmiseks vajalike geenide ileekspresseerimine vdib paigast viia kofaktorite
tasakaalu ja redokspotentsiaali. Kofaktorite vool on raku normaalse talitluse jaoks aarmiselt téhtis,

eriti kui rakus toimub aktiivne slintees.

NADPH tase rakus on L- arginiini tootmisel (ks peamisi pudelikaelu, sest 1 mooli L-arginiini
tootmiseks laheb vaja 3 mooli NADPH-d. NADPH-d toodetakse pentoosfosfaat rajas.
Pentoosfosfaadi raja aktiivsust saab suurendada selle raja substraadi, glikoos-6-fosfaadi (G6P),
koguse suurendamisega. G6P on substraadiks nii glikolutsi kui ka pentoosfosfaadi rajas (joonis
3). Gliukolusi raja teist ensutimi, G6P isomeraasi geeni pgi alla reguleerides suureneb G6P vool
pentoosfosfaadi ratta ja suinteesitakse rohkem NADPH-d. Selle mutatsiooni jarel L-arginiini tiiter
suurenes (Park jt., 2014).

GLU
Gl6P W Pentoosfosfaadi
' rada

pgtl

Gliikoltits

Joonis 3. Gliikoos-6-fosfaadist (G6P) saab alguse nii gliikoliiiis, kui ka pentoosfosfaadi rada.

1.3.7. Prekursorite voolu optimiseerimine

Prekutsoriteks nimetatakse eellasmolekule, millest soovitud produkti slnteesitakse. Susiniku
metabolismiraja vaheproduktist de novo metabolismiraja alustamiseks on vaja ka stsiniku voolu
muuta. Levinud strateegiad on pudelikaela efektide valtimine ja kdrvaliste metabolismiradade
elimineerimine v@i alla reguleerimine (Lee ja Kim, 2015). Prekursorite voolu toimel tbuseb saagis,

ehk s66tme sisinik muudetakse efektiivsemalt produktiks.

1.3.7.1. ,,Liikka-tdmba-blokeeri“ strateegia

Sisiniku  voolu optimiseerimiseks kasutatakse ,,liikka-tdmba-blokeeri® (push-pull-block)
strateegiat (Hollinshead jt., 2014). Likka-tdmba-blokeeri strateegiat iseloomustab 1-propanooli

tootmise optimiseerimine (Choi jt., 2012):
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e Likka- Uleekspresseeriti atsetaadi kinaasi ja teisi tsitramalaadi raja ensiiime, et suunata
prekursorite voolu propanooli ratta.

e TOmba- peremeestiivesse sisestati heteroloogne ilma tagasisideta treoniini dehidrataas,
mis slinteesib L-treoniinist 2-ketobutiraati, et suurendada prekursorite kasutamist produkti
stinteesimiseks.

o Blokeeri- vaigistati paljude teiste aminohapete metabolismirajad. Sellega vahendati

susiniku voolu mitmetesse konkureerivatesse metabolismiradadesse.

1.3.7.2. Prekursorite voolu optimeerimine lukopeeni néitel

Likopeeni anabolismis on olulised isopenteniiil pirofosfaat (IPP) ja dimetudlalludl purofosfaat
(DMAPP) (joonis 1 A ja B). Nende molekulide tootmiseks E. colis on 1-desoksu-D-ksilluloos-5-
fosfaadi (DXP), teise nimega MEP, rada. S. cerevisiaes ja taimedes sinteesitakse IPP-d ja
DMAPP-i melanovaadi (MEV) raja kaudu.

Jung jt. 2016 dritasid oma artiklis suurendada lukopeeni tootlikust E. colis DXP raja kaudu,
kasutades ratsionaalset disaini. Nad muutsid geenide gapA ja ppsA ekspressiooni (joonis 4),
eeldades, et seeldbi suureneb isoprenoidide prekursori DXP produktsioon ja liikopeeni tootlikus
suureneb. Geen gapA kodeerib valku glltseeraldehiitid-3-fosfaadi (G3P) dehudrogenaasi
(GAPDH) ja geen ppsA kodeerib fosfoenoolpiiruvaadi slintaasi (PpsA). Kui geeni gapA alla
reguleerida, siis kuhjub rakkudes G3P. Kui (le ekspresseerida geeni ppsA, konverteeritakse
rohkem puruvaati fosfoenoolpiruvaadiks (PEP) ja puruvaadi kogus véheneb (joonis 4). Nende
to0st selgus, et isoprenoidide prekursorite slsiniku voolu reguleerimiseks oli gapA alla

ekspresseerimine 45% edukam, kui ppsA Ule ekspresseerimine.

Prekursorite IPP ja DMAPPI suhe liikopeeni tootmisel oleks ideaalselt 5:1. IPP ja DMAPP on
isomeerid. Isopententiiil difosfaat isomeraas, mida kodeerib geen idi (joonis 4), vGimaldab

lukopeeni prekursorite sisinikuvoo kontrollimist (Kirby ja Keasling, 2009).
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Joonis 4. Liikopeeni tootmine E. colis (Jung jt., 2016). Tahtsaimad ensilimid on margitud kollaselt
ja tahtsaimad metaboliidid siniselt. Likopeeni slinteesimise optimiseerimiseks reguleeriti alla
gapA geeni, et glitseeraldehiiidi (G3P) konveteeritaks vdahem 1,3- bisfosfogliitseraadiks
(1,3BPG). Geeni ppsA 1lle ekspresseeriti, et suurendada plruvaadi voolu tagasi
fosfoenoolpirivaadiks (PEP). Isopenteniiiil difosfaat isomeraas (idi) kontorollib IPP ja DMAPPi
tasakaalu.

1.4. Mikroobi kasvatuse protsessid
1.4.1. S66tmed

So6tmed méngivad véga suurt rolli kultuuri kasvamises ja mikroobi fusioloogias. Ideaalne s66de
peab sisaldama optimaalsetes kontsentratsioonides kdiki komponente, mis on vajalikud mikroobi
kasvuks ja produkti siinteesiks. Laborikatsetes on mdistlik metabolismi uurimiseks kasutada
defineeritud s66tmeid, naiteks MOPSi-p&hist (Neidhardt jt., 1974) sdddet. Defineeritud s66tmed
on aga kallid, seega pakub tO6stusele huvi kasutada suuremahulistes protsessides
komplekssootmeid. Komplekssootmete keemiline koostis pole tapselt defineeritud, sest nad

sisaldavad teiste organismide biomassi, nditeks E. coli kasvatamiseks laialdaselt kasutatav LB
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(lysogeni broth) s6dde sisaldab parmi ekstrakti. Kompleksséotmed on odavamad ja seetdttu

toostuslikus mikrobioloogias sagedasti kasutatud (Lee ja Kim, 2015).

S66tme makromolekulide komponentidest on kdige tahtsam susinikuallikas. Kdige rohkem
kasutatud sUsinikuallikad to6stuslikus mikrobioloogias on suhkruroo todtlemise jaagid ja
maisitéarklise hudrolisaat, mis sisaldavad gliikoosi ja sahharoosi (Lee ja Kim, 2015). K&ige parem
on susinikuallikana kasutada toorainet, mis ei konkureeri inimeste toidulauaga v6i on mone

toostusliku protsessi jadkaine.

Paljud mikroobid suudavad 1,3-propaandiooli (1,3PDO) slinteesida, aga s66tme maksumus ei tee
selle bioloogilist tootmist majanduslikult kasulikuks. (1,3PDO) kasutatakse plastikute, néiteks
poluestrite, polUeetrite ja poluuretaanide tootmiseks. 1,3PDO-d saab toota toorglutserooli sd6tmel.
Toorglitserool on odav substraat, sest see on biodiisli tootmise jaékaine. Chatzifragkou jt. 2011
stinteesisid 1,3PDO-d ebasteriilse toorglitserooli s6otmel bakteritiivega Clostridium butyricum
VPl 1718. Kui kasvatada kultuuri ebasteriilsetel tingimustel sdéstetakse raha pideva
steriliseerimise ja sootme to6tlemise arvelt. Optimeerimiste tulemusel tootsid nad 1,3PDO-d

toorglitserooli sodtmel tiitriga 67.9¢g/1 ja saagisega 0,55g/g.

1.4.2. Kasvatusprotsessid

Kasvatusprotsessid erinevad substraatide lisamise ja produktide eemaldamise aja ning sageduse
poolest. Toostuslikud bioprotsessid jagatakse traditsiooniliselt:

1) Batch protsess- Kdige lihtsam tootmisprotsess. Substraadid pannakse reaktorisse vaid Uks
kord protsessi alguses ja protsessi kdigus midagi juurde ei lisata. Protsessi I6ppedes
eemaldatakse kogu produkt koos biomassiga. Batch protsessi kasutatakse lihtsamate
tootmisprotsesside, naiteks alkoholi ja orgaaniliste hapete tootmiseks. Batch protsessi eelis
on lihtsus ja luhike kasvatusaeg, kus mutantide teke ja saastus on ebatdendolised. See
meetod pole tédstuses levinud, sest kultuuri kasvustaadiumit ei ole vdimalik kontrollida.
Erinevate lUhiajaliste tootmispartiide vahel peab reaktori bioprotsessi peatama ja seda
desinfitseerima, mille ajal ei saa produkti toota. Erinevate tootmisseeriate produktid vdivad
Uksteisest véhesel maaral erineda.

2) Fed-batch protsess- Véga levinud tootsuslikus mikrobioloogias. Protsessi alustatakse
vaikese s60tme kogusega ja lisatakse seda ajapikku juurde. Reaktorist ei eemaldata

19



produkti ega biomassi enne protsessi ldpetamist. Vaikeste so6tmekoguste lisamine
vBimaldab kultuuri statsionaarse faasi aega maksimeerida. Statsionaarses faasis toodavad
mikroobid ka kasvuks mittevajalikke sekundaarseid metaboliite, naiteks antibiootikume.
Fed-batch protsessi kaigus tootab kultuur 1abi suure koguse suhkrut. Lisatud s60tmes saab
olla kdrgem suhkru kontsentratsioon, sest reaktorisse joudes see lahjeneb. Seda meetodit
kasutades on vdimalik véltida suurtes kontsentratsioonides substraadi toksilisust ja
viskoossust. Fed-batch protsess vajab tiive pdhjalikku uurimist ja protsessi pidevat
monitoorimist.

3) Pidev (continuous) protsess- Protsessi kaigus lisatakse reaktorisse substraate ja
eemaldatakse produkte pidevalt. Kultuuri hoitakse eksponentsiaalses kasvufaasis. Seega
stinteesivad mikroobid aktiivselt primaarseid metaboliite ja biomass kasvab kiiresti. Pideva
protsessi eelis on Uhtlane produkti kvaliteet ja protsess kestab pikka aega. Pideva protsessi
probleemideks on steriilsuse sailitamine, tdpne substraadi ja produktide voolu Kiiruse
optimeerimine ja vaikesed reaktori mahud. Samuti on saadud produkti kontsentratsioon

madalam kui batch voi fed-batch protsessi puhul.

1.4.3. Reaktorite mahu suurendamine ehk skaleerimine
1.4.3.1. Optimaalsete tingimuste sailitamine

Katseklaasis optimeeritud tlvi vdib suures bioreaktoris kéituda teisiti. Raske on hinnata tlive
sobivust suuremahulistes protsessides. Katseklaasis optimeeritud bakteritlivega tuleb teha
pilootkatsed erinevate suurustega bioreaktoris, liikudes samm-sammult vaiksemast mahust
suuremasse (Lee ja Kim, 2015). Suurtes bioreaktorites on keeruline tagada vordset segamist,
aeratsiooni, pH-d ja temperatuuri. Laialt kasutusel olevates fed-batch bubble column reactor tltpi
bioreaktoris sisestatakse susiniku allikas ulevalt reaktorisse ja hapnikku pumbatakse reaktori alt.
Véhese segamise tottu vOib tekkida slsiniku-hapniku gradient. See piirab substraadi ja hapniku
kattesaamist eri reaktori osades ja vOib viia korvalproduktide kontsentratsiooni tdusuni
(Hollinshead jt., 2014).

Bioreaktori ulevalpidamine on mikrobioloogilise produktsiooni puhul kallis. Eelistada voiks
protsesse, mis vajaksid voimalikult vahe kdrvalist sekkumist, néiteks aereerimist, steriliseerimist
ja puhverdamist. Peremehe valiku peatikis (1.3.1) kirjeldati mitme peremeesorganismi eeliseid

bioloogilist stinteesi labi viies. Naiteks halofiilsed organismid taluvad kérgemat soolasisaldust ja
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pH-d s66tmes. Looduslikult happeid tootvad bakterid ja parmid taluvad reeglina madalamat pH-

d. Need peremeeste naturaalsed omadused vahendavad bioreaktori kdimashoidmise kulusid.

1.4.3.2. Induktsioonsuisteemid

Toostuslikus mikrobioloogias on vaja geenide ekspressiooni reguleerida. Laborikatsetes tehakse
seda induktorite abil. Induktoriks nimetatakse ainet, mis mdjutab enamasti repressorit voi ka
aktivaatorit, mistéttu saab Kkinnituda RNA polimeraas promootorile ning geeni saab
ekspresseerida.  Laborikatsetes  kasutatavad  induktorid  nditeks  isoproputiul-p-D-1-
tiogalaktopiranosiid (IPTG), L-arabinoos, anhudrotetratsiikliin ja kusihape (Liang jt., 2015) on
enamasti kallid, mistdttu ei saa neid suuremahulistes bioreaktorites kasutada. Alternatiiv on
kasutada temperatuuriga reguleeritavaid promootoreid, kuid suuremahulise bioreaktori
temperatuuri muutmine nduab palju energiat, on aeglane ja v6ib olla ebaihtlane. Seetdttu ei

eelistata temperatuuriga reguleeritavaid promootoreid (Anilionyte jt., 2018).

Bioreaktorites eelistatakse konstitutiivseid vdi auto-indutseeritud promootoreid, sest neile pole
vaja lisada indutseerijaid. Vorreldes kemikaalidega indutseeritud promootoritega on tagatud
rakkude htlasem geeniekspressioon (Anilionyte jt., 2018). Konstitutiivse promootoriga geeni
ekspreseeritakse rakus alati. Biotehnoloogias on nditeks laialt levinud T7 Kkonstitutiivne
promootor, kuid see vajab promoototorile spetsiifilist T7 faagi polumerasi, mille silinteesi
indutseeritakse tavaliselt kemikaalidega. Kui me tahame geeni ekspressiooni kontrollida, oleks
ideaalne indutseerija raku enda stinteesitud molekul. Seda nimetatakse auto-indutseerimiseks.
Bakterites on naturaalselt mitmeid auto-indutseeritud promootoreid. Osasid neist saab rakendada
toostuslikus mikrobioloogias. Anilionyte jt., 2018 avastasid E. colist uue auto-indutseeritud
promootori PthrC, millest arendati mutant PthrC3_8. Promootor on indutseeritud madala treoniini
taseme korral, ehk varajases eksponentsiaalses kasvufaasis, kus treoniini on rakus véhe. VVorreldes
konstitutiivse T7 promootoriga saadi PthrC3_8 promootoriga 2 korda kdrgem kultuuri tihedus ja
1,5 korda suurem ekspressiooni tase, ehk toodeti 3 korda ronkem roheliselt fluoresseeruvat valku
green fluoressent protein (GFP). Fluoressentsmikroskoobiga tuvastati, et ~100% rakkudest

ekspresseerisid GFP-d, seega ekspressioon oli kultuuris véga Ghtlane.

21



1.4.3.3. Mutandid bioreaktoris

Juhuslikud mutatsioonid toimuvad koigis rakkudes. Todostuslikule mikrobioloogiale omane
rakkude suur metaboolne koormus ja mutantide sagedus tuleneb peamiselt geneetilisest disainist,
peremeesorganismi omadustest, kasvutingimustest ja produkti toksilisusest (Rugbjerg ja Sommer,
2019). Defektse tootmisgeeniga mikroobi nimetatakse pdgenejaks (escaper). Pogenejate peamised
tekkepdhjused on mobiilsete elementide vahetumine, aluspaaride asendmine, rekombinatsioon,
replikatsiooni libisemine voi plasmiidi kaotus. PGgenejate kohasus on tootjamikroobidest suurem,
sest pdgenejate metaboolne koormus on véiksem ja seega on nende kasv kiirem. Pdgenejad
langetavad kogu kultuuri tiitrit, produktsiooni ja saagist (Rugbjerg ja Sommer, 2019). Pdgenejate

arvu vahendamiseks on vilja to6tatud mitmeid strateegiaid.

Mobiilsed elemendid on genoomi alad, mille vahel saab toimuda homoloogne rekombinatsioon
RecA valgu abil. Bakteritel on selleks IS ehk insertion sequence elemendid ja S. cerevisiaes Ty
elementidid. Seega recA geeni ja IS vBi Ty elementide eemaldamise toimel véahenevad mobiilsete
elementide Umberkorraldused genoomis ja heteroloogseid geene ekspresseeritakse stabiilsemalt.
(Rugbjerg ja Sommer, 2019).

Mutantide tekke véhendamiseks soovitatakse heteroloogsed geenid sisestada genoomi, mitte
plasmiidi. Plasmiidid on kultuurides ebastabiilsed ilma pideva selektsioonita. Selektsiooni
tagatakse lisades so6tmesse antibiootikumi, mille resistentsusgeenid on meile vajalikus plasmiidis.
Selektsioonimeetodid pole aga tddstuslikus mikrobioloogias levinud. Lisaks vdiksid olla knock-
outid taielikud, mitte méne SNP (single nucleotide polymorphosis) phised, et inaktiveeritud geen

tagasi toGtavaks versiooniks ei muteeruks (Lee ja Kim, 2015).

Juhuslikud mutatsioonid véivad produktsiooni ka suurendada. Seepérast isoleeritakse mikroobid
kdrgemate produktsioonidega bioreaktoritest ja neid kasutatakse jargmiste kultuuride

kasvatamiseks (Lee ja Kim, 2015).

1.5. Kasvu ja produktsiooni dilemma

So0tmes olevad substraadid tuleks v@imalikult efektiivselt &ra kasutada. Substraadid
konverteeritakse bioreaktoris kas soovitud produktiks, kérvalproduktideks voi biomassiks. On
vaja leida parim bakteri kasvu ja toodetud produkti suhe. Kogu substraati produktiks konventeerida

ei saa, sest kultuur peab teatud tiheduseni kasvama. Todstusliku mikrobioloogia seisukohalt oleks
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hea, kui suudetakse kasv ja produktsioon tksteisest lahku liiia, et neid tdpselt ja sdltumatult

reguleerida.

Mikroobe vOiks vaadata, kui bioloogilise reaktsiooni katalusaatoreid. Mida rohkem on
katalUisaatorit, seda rohkem reaktsioone saab 1&bi viia. Samas kasutavad mikroobid enda biomassi
tootmiseks neid samu sd0tmes olevaid substraate, mille vdiks konverteerida produktiks. Selle
dilemma lahenduseks on pakutud valja kahe-staadiumilised protsessid. Esimeses staadiumis
kasvab kultuur vbéimalikult Kiiresti ja soovitud aine produktsiooni ei toimu. Soovitud tiheduse
saavutades tehakse bakterirakkudes Umberlilitus, mis deaktiveerib raku paljunemisvdime ja
aktiveerib soovitud produkti metabolismiraja ensiiimide geenid. Kahe-staadiumilise protsessi
suurimad véljakutsed on kultuuri Gmberlulitamise mehhanismi leidmine ja Gmberlilitatud rakkude

eluea pikendamine (Burg jt., 2016).

1.5.1. Toitainete limiteerimine

Kultuuri maksimaalse tiheduse reguleerimiseks saab kasutada toitainete limitatsioone, ehk
s0otmes tekib teatud makro- vOi mikrotoitaine nélg. S06tmest saab limiteeritud toitaine otsa ja
kultuur 10petab kasvamise ehk jouab katte statsionaarne faas. Sodtmesse jaavad alles osad
substraadid ja nende arvelt saab kultuur produkti edasi siinteesida. Kui aga bakter IGpetab
kasvamise, aeglustub v@i peatub ka metabolism. Ideaalselt vdiks kultuuri kasv peatuda, kuid
metaboolne aktiivsus jadda samaks vdi paraneda. Chubukovi jt. 2017 artiklis Uritati peatada
kultuuri kasv lammastiku limiteerimisega E. colis. Limmastuku puudumisel héiritakse ka gliikoosi
transportahelat (joonis 5). Glutamaati siinteesitakse a-ketoglutaraadi (aKG) ja ammoniaagi (NHa)
kombineerimisel. Limmastiku puudumisel koguneb oK G, mis inhibeerib ensiitimi PtsI, mistottu
on héiritud glukollusi rada ja glukoosi ei fosforlleerita ja suhkur ei paase seega rakku. Bakterit
modifitseeriti geneetiliselt, (le-ekspresseerides ensutmi Ptsl. Batch kultuuris limiteeritud
lammastikuga sootmel metaboliseerisid ptsl mutandid glikoosi 4 korda Kiiremini vorreldes

metsiktulpi rakkudega.
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Joonis 5. Lammastiku regulatsioon gliikoosi transpordile. Tahtsamad metaboliidid on margitud
siniselt ja enstlmid kollaselt. Ammoniaagi (NH4) puudumisel ei kombineerita see a-
ketoglutaraadiga (aKG) glutamaadiks. aKG inhibeerib ensilimi Ptsl, mis takistab 10puks gliikoosi
transporti (Chubukovi jt., 2017)

1.5.2. Sunteetilised meetodid

Kultuuri kasvu ja tootmisfaasi Umberlilituse saab teha ka molekulaarbioloogiliste meetoditega.
Idee on peatada bakteri vGime paljuneda inhibeerides mingit paljunemiseks vajalikku protsessi
samal ajal voimalikult vahe muud metabolismi hairides. Praegusel hetkel on veel vahe to6tavaid
stisteeme, aga potentsiaalseid kandidaate on palju. Sunteetiliste meetodite eelis on see, et
mikroobidel ei pruugi olla Gmberlilituse vastast mehhanismi. Seega v6iks mikroobi metabolism

jaada aktiivseks ka siis, kui jagunemist ei saa labi viia.

Vaigistatud (quiescent) rakkudeks nimetatakse mittejagunevaid, kuid metaboolselt aktiivseid
rakke. Vaigistatud rakude eelis nii nélja indutseeritud kui ka statsionaarse faasi ees on aktiivne
metabolism. Rowe ja Summers (1999) vaigistasid E. coli tive K-12 derivaatide kultuure
indutseerides rakujagunemist reguleerivat vaikest RNAd ehk Rcd (regulator of cell division). T66
tulemusel valminud tivi oli mdeldud valgu ekspresseerimiseks plasmiidilt. Rcd indutseeritud
vaigistatud rakud tootasid kbige paremini Histone-like nucleoid structuring protein (H-NS)
mutandis DS941hns-205. H-NS kutsub tavaliselt esile kasvu peatumise, kuid Rcd kasvu peatamine

tootas just defektse H-NS geeniga mutandis. Optilise tiheduse (OD) 600nm tbus peatus 3 tundi
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parast temperatuuriga indutseerimist, kui see oli jdudnud ~0,3-ni. Valgu ekspressioon jatkus isegi
kasvu peatumisel. Indikaatorvalguna kasutati klooramfenikoli atsetiiiltransferaasi (Cat), mis on
klooramfenikooli resistentsusvalk. Vaigistatud ja indutseeritud rakkudes moodustas Cat 40% raku
koguvalgust. Mikroskoopia abil tuvastati, et vaid ~25% vaigistatud rakkudest surid, vaigistatud
rakud olid 4 korda indutseerimata rakkudest pikemad ja nukleoidid olid kokku pakitud (Rowe ja
Summers, 1999).

Williams jt. 2016 kasutasid S. cerevisiae kasvu peatamiseks feromoone. Parmides kutsuvad
feromoonid esile paaritumisfaasi, kus raku jagunemine on G1 arestis. Paaritumise faasi omapéarane
fenotutip on kompleksne ja vajab veel uurimist. Ometi vGib see olla tédstuslikule mikrobioloogiale
huvitav tooriist, sest kultuur ei paljune ja glikoosi transport on vordne eksponentsiaalses faasis
oleva kultuuriga, samuti on suurenenud respiratoorne aktiivsus. Autorite sénul voiks paaritumise
fenotllpi edasi uurida ja feromoonide signaale tagurpidi inseneerida valides ainult

mikrobioloogilise produktsiooni osas huvitavad omadused.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1. T66 eesmargid

Osade molekulide keemiliselt stinteesimine on kulukas ja keskkonnale kahjulik. Kui aga kasutada
ainete sinteesimiseks mikroobe, on vGimalus védhendada hinda ja mdju keskkonnale. Uusi tlvesid
on vaja optimeerida, et need toodaksid piisavalt produkti ning need oleks majanduslikult
kasulikud. Erinevate tootmisprotsesside optimeerimiseks on vaja universaalset mudelsusteemi,

mida oleks lihtne mdota.

Bakalaureusetd6 eesmark oli leida, katsetada ja tdiustada spektrofotomeetrilist meetodit
bakteriaalse tootmise hindamiseks.

Teine eesmark oli katsetada valjatoéotatud mudelit muudetud toitainete kontsentratsioonidega
sootmetel. Selleks mdddeti E. coli bAJ-25 likopeeni kontsentratsiooni s66tmetel, kus kasutati

limiteeritud l&mmastiku- vdi fosforiallikat ning suuremat glitkkoosi kontsentratsiooni.
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2.2.Materjalid ja metoodika
2.2.1. Bakterituved ja plasmiidid

Antud bakalaureusettds kasutati bakteritiive Escherichia coli MG1655 (F— A— ilvG— rfb-50 rph-
1). Bakterisse transformeeriti plasmiid pAC- LY Cipi (lisa 1). Edaspidi nimetatakse pAC- LY Cipi-
ga transformeeritud E. coli MG1655 tive bAJ-25. Plasmiid sisaldas likopeeni tootmiseks
vajalikke geene crtE, crtB ja crtl ning geeni idi, mis kodeerib lukopeeni prekursorite IPP ja
DMAPPI suhet reguleerivat isopentendll difosfaadi delta isomeraasi (Kirby ja Keasling, 2009).
pAC- LYCipi sisaldab veel klooramfenikooli resistentsusgeeni CAT, mis kodeerib
klooramfenikooli atsetliiltransferaasi. Replikatsioon algab elemendilt p15A, mis on keskmise
koopiaarvuga (20-30) plasmiidi replikatsiooni alguspunkt (ori) (Lutz ja Bujard, 1997). Plasmiid
oli kingitus Francis X Cunningham Jr labori poolt ja selle leiab addgene kataloogist koodiga
53279.

2.2.2. Kompetentsed rakud ja plasmiidi transformatsioon

E. coli MG1655 kompetentseks muutmiseks kasvatati rakud LB vedels6otmel kultuuri optilise
tiheduseni OD 600 nm= 0,4. 1 ml kultuuri jahutati jaal ja rakud sadestati tsentrifuugides 5 minutit
2500RCF temperatuuril 4°C. Supernatant eemaldati ja rakud pesti 1 ml jaakilma 100mM CaCl;
lahusega ja voeti tiles 100 pl 200mM CaCl; lahuses. Rakke hoiti 1 tund jaal.

Plasmiidi transformeerimiseks segati jadl kompetentseks tehtud metsiktutpi E. coli MG1655
100ng plasmiidiga pAC- LYCipi. Segu hoiti jaal 15 minutit ja anti kuumashokk temperatuuril
37°C 45 sekundit ja hoiti uuesti jaal 2 minutit. Rakud pandi taastuma ja kasvama 37°C juures 45
minutit raputaval termoplokil eppendorf Thermomixer compact. Rakud tsentrifuugiti 5 minutit
1540 RCF juures. Supernatant eemaldati ja 100 pl sadet plaaditi LB so6tmega Petri tassile, millele
oli lisatud klooramfenikooli I8ppkontsentratsiooniga (25 pg/ml). Petri tasse inkubeeriti tle66
temperatuuril 30°C ja wvaliti sobiv koloonia. Transformeerimise labinud kultuur segati

glutserooliga I6ppkontsentratsioonis 15% ja sdilitati -80°C juures edasiseks kasutamiseks.

2.2.3. S66tmed

Katsetes kasutati MOPS pohist sé0det (Neidhardt jt., 1974), millele oli lisatud glikoosi 0,3%

(w/v). Selektiivsuseks kasutati antibiootikumi klooramfenikool 16ppkontsentratsiooniga 25 pg/ml.
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Katsetest tulenevalt muudeti osade s66tmete glikoosi, NH4Cl ja KoHPOs kontsentratsiooni.
Lammastiku limitatsiooniga so6tmete NH4Cl |8ppkontsentratsioon oli 6,47mM, ehk 68%
taissootmega vorreldes. Fosfori limitatsiooniga sodtmete K:HPOs |8ppkontsentratsioon oli
0,33mM, ehk 25%.

2.2.4. E. coli bAJ-25 tootlikuse modtmise katse tilesehitus

Bakter inokuleeriti 20 ml MOPS p0hisesse sootmesse Erlenmeyeri kolvis. Kultuuri kasvatati
aeroobsetel tingimustel 30°C juures Sanyo orbital incubator loksutil poordekiirusega 220 RPM 3
péeva ja voeti proove iga 24 tunni tagant. Proovi votmist, puhastamist ja hoiustamist on detailselt
kirjeldatus t60 tulemusena valminud protokollis (peatikk 2.3.2). Bakterikultuuride kasvatamiseks
kasutati erinevaid sd6tmeid, mis olid: 1) MOPS téisso0de (sisaldab korrektses koguses koiki
sootme komponente), 2) MOPS ldmmastiku limitatsiooniga, 3) MOPS fosfori limitatsiooniga 4)
MOPS lammastiku ja fosfori limitatsiooniga, 5) MOPS sd6tmed glikoosi kontsentratsioonidega
0,3; 0,45 vdi 0,6%.

2.2.5. LUkopeeni kontsentratsiooni mdédtmine

Likopeeni kontsentratsiooni mdddeti (he katsetsukli (12 proovi) tditumisel. Selleks inkubeeriti
sadet temperatuuril 55°C 250pul atsetoonis 15 minutit pimedas raputaval termoplokil eppendorf
Thermomixer compact kiirusega 800RPM. Pdrast inkubatsiooni sadestati rakud ja koguti 200l
supernatanti, millest lasti atsetoonil tdmbekapis &ra aurata ja kuivanud likopeen voeti tles 700 pl
dimetiitl sulfooksiidis (DMSO), millest tehti pollstriieenist mikrotiiterplaadile lahjendusrida.

Detailse protokolli leiab peatikist 2.3.2.

Likopeeni kogust hinnati valguse neelduvuse jargi 470 nm juures (Ferreira jt., 2003) kasutades

plaadilugejat BioTek SynergyMx.

2.2.6. Ohutusnduded

Toos kasutatakse atsetooni. Atsetoon on vaga tuleohtlik ja kergesti aurustuv kemikaal. Voib
pdhjustada silmade arritust, unisust voi peapddritust, kahjustab elundeid (PubChem- Acetone).

Atsetoon on korosiivne laialt levinud l&bipaistva laboriplastiku, polustieeni, suhtes.
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2.3. Tulemused

Toos keskenduti bakteriaalse produktsiooni médtmise mudelsiisteemi valjatéotamisele ja selle
katsetamisele limiteeritud toitainetega s6Otmetes. Mudelsiisteemi mdddetav molekul on
karoteenide hulka kuuluv likopeen. Likopeeni mddtmist on Kirjeldatud ka teiste teadlaste t66des
(Jung jt., 2016, Li jt., 2017 ja Cunningham jt., 2007). Kaesolevas t00s kasutati
spektrofotomeetrilist méGtemeetodit. Lilkopeen on atraktiivne mudel madalmolekulaarsete ainete
tootmise hindamiseks, sest selle mddtmine ei ndua eriti kulukat laboritehnikat ja likopeeni
tootmiseks peab rakku tranformeerima vaid the plasmiidi.

2.3.1. Teiste teadlaste kirjeldatud meetodite kasutamine

Esmalt prooviti jargida varemkirjeldatud (Jung jt., 2016, Li jt., 2017) m&dtemeetodeid, kuid
peatselt selgus, et nende kirjeldatud metoodika jargimine ei viinud usaldusvaarsete tulemusteni.
Probleeme pdhjustas lahustina kasutatav atsetoon, mille keemistemperatuur on 56°C (PubChem-
Acetone) ja seega aurustub toatemperatuuril kiiresti. Lisaks on atsetoon polustriieeni suhtes
korrosiivne. Polustieen on laboris laialt kasutatud labipaistev plastik optilise tiheduse mdatmiseks,
kuid atsetoon muudab selle haguseks ja mdodtetulemused ei ole enam usaldusvéarsed. Tulemuste
usaldusvaarsust hinnati kogu antud t66 valtel lahjenduskdverate abil. Lahjenduskdver koosneb
erinevate lahjendustega méddetud proovide andmete hulgast graafikul. Lineaarses suhtes olevate
lahjendusfaktorite kasutamisel peaksid ka moddetud andmed olema lineaarses suhtes, seega
lahjenduskdverad sirged. Ulalmainitud artiklites kirjeldatud metoodikat kasutades sirgeid

lahjenduskdveraid ei saadud ja seega tuli likopeeni mdétmismeetodit muuta.

2.3.1.1. Lukopeeni  kontsentratsiooni mao&dtmine polUpropuleenist 96 kannuga
mikrotiiterplaadil

Likopeeni kontsentratsiooni mdddeti edaspidi modtmisprotsessi hdlbustamiseks 96 kannuga
pollpropuleenist mikrotiiterplaadil. Pollpropuleenist plaati kasutati, sest atsetoon on korrosiivne
klassikaliselt kasutatava polUstleeni suhtes ja hagustab silmnéhtavalt neelduvuse mdotmiseks
kasutatavat plaati. Pollpropuleenist plaati atsetoon ei h&gusta, kuid polipropileen neelab ise
valgust 470 nm juures. Tuhja polupropuleenist plaadi taustasignaal oli vahemikus 0,139-0,189
(lainepikkusel 470nm), samas kui proovidega téidetud plaadi neeldumised jaid vahemikku 0,141-

0,222. Seega oli saadud signaal taustast raskesti eristatav. Lisaks aurustus atsetoon
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mikrotiiterplaati taites tdbmbekapi all, muutes silmnéhtavalt mikrotiiterplaadi kannudes oleva
vedeliku taset. Seega otsustati, et atsetooni kasutatakse vaid likopeeni ekstraheerimiseks.

Likopeeni mdotmiseks tuleb see mingis muus lahustis lahustada.

2.3.1.2. Lukopeeni lahustite testimine

Likopeen on hidrofoobne molekul ja vesilahuses ei lahustu. Jargnevates katsetes kasutati
atsetooni vaid likopeeni ekstraheerimiseks E. coli rakkudest. Atsetoonil véimaldati lahtistest
tuubidest aurustuda. Kuiva lukopeeni taaslahustamiseks testiti erinevaid lahusteid, mis ei
aurustuks kergesti. Esmalt katsetati dimettdl sulfooksiidi (DMSO) ja mineraaldli. Tulemused on

toodud joonisel 6.
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Joonis 6. Liikopeeni lahustumine DMSOs ja mineraaldlis erinevatel detekteeritava proovi
lahjendustel. Abtsissteljel on toodud proovi lahjendused. Esitatud andmed on saadud signaalist
taustsignaali (puhta lahusti neeldumise) lahutamisel. Esitatud on Ghe katse tulemused.

Likopeen ei lahustunud mineraaldlis, kuid lahustus hasti DMSOs. DMSO lahjenduskover oli
lineaarne, seega valiti edaspidi lahustiks DMSO. Atsetooni mitte kasutades ei olnud vaja enam
kasutada suure taustaneelduvusega pollpropuleenist mikrotiiterplaate ja proovide ruumala ei

muutunud juhuslikult, sest DMSO ei aurustu.
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2.3.1.3. Lukopeeni tuvastamine madalatel kontsentratsioonidel

Edasises katses mdddeti llikopeeni kontsentratsiooni 1 ml statsionaarse faasi kultuuri ektraktist

lahjendustel 1; 0,5; 0,25; ja 0,125. Saadud lahjenduskdverad on joonisel 7.
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Joonis 7. Lahjenduskoverad 1 ml kultuuri ekstraktist. Abtsissteljel on toodud proovi lahjendus.
Lineaarne lahjenduskdver (heledam sinine) ja mittelineaarsed lahjenduskdverad (roheline ja
tumesinine). Kdik proovid on véetud 2. pdeva ajapunktist. Esitatud on Ghe katse tulemused.

Moned juhuslikud lahjendusread ei olnud lineaarsed, sest madalamatel kontsentratsioonidel
saadud signaalid olid taustaga v@rreldes ilmselt liiga ndrgad ja mdddetud signaal erines suurema
lahjendusfaktoriga proovide puhul taustast vdga vahe. Suure lahjendusfaktoriga proovide
tulemuste korrutamisel lahjendusfaktoriga saadi vaga erinevad tulemused vorreldes puhta proovi
signaaliga. Seega oli vaja signaali tugevamaks muuta, ekstraheerides likopeeni suuremast

kogusest bakteritest.

2.3.1.4. Lukopeeni tuvastamine suuremate ruumaladega proovidest.

Jargmise katse eesmark oli selgitada, kas on vdimalik saada tugevamat signaali, ekstraheerides
likopeeni suuremast kultuuri ruumalast. Probleemiks vdib osutuda lahuse killastumine liiga suure
lukopeeni kontsentratsiooni puhul. Testiti 1,25; 2,5 ja 5ml statsionaarse faasi kultuurist

ekstraheeritud liikopeeni koguse lahustumist DMSOs (joonis 8).
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Joonis 8. Ekstraheeritud kultuuri koguse ja DMSOs lahustunud liikopeeni koguse suhe. Esitatud
on Uhe katse tulemused.
Selle katse pohjal saab 6elda, et 5ml kultuuri ekstraheerimisel ei lahustu kogu likopeen DMSOs.

Katse tulemusena voeti jargnevates katsetes kultuurist 2,5ml suurune proov.

2.3.1.5. DMSO neeldumise mddtmine suurema ruumala puhul

Testiti ka lahusti (puhta DMSO) neelduvust suuremates kogustes. DMSO neeldumine 470nm
juures ei erinenud ruumaladel 150 pl ja 300 pl. Seega vdis kasutada neelduvuse mdotmiseks
osadest lahjendustest suuremat ruumala. Lahjenduskdveraid tehes kasutati harilikult ruumala 150
pl, kuna aga solvendi kogus (vorreldes 150 ja 300 pl) neelduvust ei tosta, saab modta neelduvust
ka 300 pl proovist.

2.3.1.5.1. Lukopeeni lagunemine ajas DMSO suspensioonis valguse kaes.

Paljud pigmendid lagunevad ajapikku valguse kaes. Teiste todde pohjal peab likopeeni
ekstraheerima atsetooniga pimedas (Li jt., 2017). Seetdttu testiti likopeeni lagunemist DMSO
suspensioonis mdodtes sama plaati 2 jarjestikusel paeval (470nm). Esimesel péeval esines
mddtmistulemusi vahemikus 0,200- 0,047, teisel péeval vahemikus 0,183- 0,048. Erinevatel
péevadel mikrotiiterplaadil samadel positsioonidel olnud kannude neelduvus erines védga vahe.

Kahte andmehulka vorreldi Studenti T testiga (kahepoolne ja tulp 1, ehk paarikaupa). Studenti T-
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testi tulemuseks saadi P=1,53x 10° . Tulemus on standartsest usaldusnivoost a=0,05 palju

vaiksem. Seega ei ole vaja likopeeni ja DMSO segu 24h jooksul késitledes pimedas hoida.

2.3.2. Lukopeeni koguse mddtmise protokoll

Eelnimetatud katsete p&hal tootati vélja likopeeni koguse mddtmise protokoll.

1. Proovi votmine
1.1. Tosta 1,25ml kultuuri thja tuubi
1.2. Tsentrifuugi tuubi 10700 RCF juures 1 minut ja eemalda supernatant
1.3. Lisa sademele juurde 1,25 ml kultuuri
1.4. Tsentrifuugi tuubi 10700 RCF juures 1 minut ja eemalda supernatant
1.5. Lisa 1,2ml destilleeritud vett, suspendeeri
1.6. Tsentrifuugi tuubi 10700 RCF juures 2 minutit ja eemalda supernatant
1.7. Lisa 1,2ml destilleeritud vett, suspendeeri pdhjalikult vdi vortexi
1.8. Vota suspensioonist 100l kultuuri ja m6dda selle optiline tihedus 600nm juures
1.9. Tosta tapselt 1 ml punktis 1.7 tehtud suspensiooni uude tuubi
1.10. Tsentrifuugi uut tuubi 10700 RCF juures 2 minutit ja eemalda supernatant
1.11. Hoiusta proove temperatuuril -20°C
2. Lukopeeni ekstraheerimine
2.1. Lisa proovile tdmbekapis 250p1 atsetooni
2.2. Vortexi tuube 10 sekundit
2.3. Inkubeeri liikuval termoplokil temperatuuril 55°C 15 minutit pimedas kiirusega 800 RPM
2.4. Tsentrifuugi tuube 10700 RCF juures 10 minutit
2.5. Tosta 200ul supernatanti tdmbekapi all ettevaatlikult uude tuubi
2.6. Lase atsetoonil dra aurustuda, hoides tuube avatud korgiga tdmbekapi all vahemalt 6h voi
kuni tuubi pohjas vedeliku tilku ndha pole
2.7. Tosta kuiva ltkopeeni tuubi 700l DMSOL, vortexi 10 sekundit
2.8. Pane tuubid loksutavale tuubihoidjale ile66
2.9. Jatkamisel jélgi, et tuubi pdhjas ei oleks kuivanud punast rongast, vaid et kogu sade oleks
uhtlaselt lahustunud
3. Lukopeeni koguse mdotmine

3.1. Vota polustureenist lamedapdhjaline mikrotiiterplaat
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3.2. Pane proov mikrotiiterplaadile, Ghe proovi jaoks ldheb vaja 4 kannu. Tee proovist
lahjendusrida. Esimesse kannu pane 300pul puhast ekstrakti, teise 150ul puhast ekstrakti,
kolmandasse 150pl 2 korda DMSOs lahjendatud ekstrakti ja neljandasse 300ul 4 korda
DMSOs lahjendatud ekstrakti

3.3. Sisesta proovid plaadilugemismasinasse, kus plaati loksutatakse 30 sekundit keskmisel

kiirusel ja mdddetakse valguse neelduvust 470nm juures

2.3.3. Kasvutingimuste optimeerimine

Sootmest rohkema produkti, ehk suurema saagise, saamiseks peab toitaineid efektiivselt ara
kasutama. Uks strateegia on peatada kultuuri kasv, et konverteerida rohkem toitaineid produktiks,
mitte biomassiks. T66 eesmark oli uurida, kas lammastiku vdi fosforiallika 16ppemisel peatunud

kasvuga E. coli bAJ-25 suudab toota rohkem liikopeeni biomassi kohta, kui taisso6tmel kasvades.

Kasvu peatamiseks oli vaja selgitada millistel lammastiku ja fosfori allika kontsentratsioonidel
peatub kasv kultuuri tihedusel ~70% vdrreldes téisséotmega. Selleks kasvatati E. coli bAJ-25
erinevatel NH4Cl ja KoHPOs4 kontsentratsioonidel ja mdddeti kultuuride optilist tihedust.
Tulemused on toodud joonisel 9. Saadud tulemuste pdhjal hinnati, et kasvu peatamiseks ~70%
maksimaalsest tihedusest tuleb kasutada NH4Cl I6ppkontsentratsiooniga 6,47mM ehk 68% ja
K2HPO4 I6ppkontsentratsiooniga 0,33mM ehk 25% tdissétme kogusest. Seda hiipoteesi testiti
kasutades likopeeni tootvat E. coli tlive bAJ-25. Eksperimentaalsed tulemused nditavad, et selliste
NH4Cl ja KoHPO4 kontsentratsioonide puhul jaab kultuuride I6pptihedus tdepoolest ~70% peale
taissootmega vorreldes (joonis 10).
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Joonis 9. E. coli MG1655 kasvamine NH4Cl ja K;HPO4 vaestel so6tmetel. Protsentides on esitatud
NH4Cl ja KoHPO4 kontentratsioonid vorreldes taissootmega. Esitatud on 2. paeva tulemused.

Esitatud on Uihe katse andmed.
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Joonis 10. E. coli bAJ-25 kasvamine NH4Cl ja K2HPO4 vaestel s66tmetel. Esitatud on 2. ja 3. pdeva
tulemused, kus kultuurid on saavutanud maksimaalse tiheduse. Lammastiku limitatsiooniga
soode tahendab NH4Cl I6ppkontsentratsiooni 6,47mM ja fosfori limitatsiooniga s66de tahendab
K2HPO4 I6ppkontsentratsiooni 0,33mM. Esitatud on 4 katse keskmine koos standardhalvetega.
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2.3.4. LuUkopeeni taseme mdotmised erinevatel toitainete kontsentratsioonidel
2.3.4.1. Lukopeeni kontsentratsiooni hindamine lammastiku ja fosfori limiteerimisel

Likopeeni taseme md6tmise optimiseerimise ja kasvu peatamiseks vaja mineva lammastiku- ja
fosforiallika kontsentratsiooni véljaselgitamise jarel sai liikkuda edasi peamise uurimiskisimuse
juurde: Kas enneaegne kasvu peatumine toob kaasa suurema likopeeni produktsiooni biomassi
kohta? Selleks kasvatati E. coli bAJ-25 peatiikis 2.3.3. valja selgitatud kontsentratsioonidega

sootmetel ja likopeeni mdddeti vastavalt peatikis 2.3.2. vélja toodud protokollile.

2.3.4.2. Lukopeeni kontsentratsioon biomassi kohta limitatsiooniga sodtmetel

Uuriti kultuuride likopeeni tootmist rakumassi kohta. Moddeti likopeeni neelduvuse ja kultuuri
optilise tiheduse suhet (OD 470/ 600nm). Kokku tehti 4 usaldusvéarsete tulemustega katseseeriat.

Tulemused on toodud joonisel 11.
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Joonis 11. Lilkkopeeni produktsioon biomassi kohta. Esitatud on 2. ja 3. pdeva tulemused, kus
kultuurid on saavutanud maksimaalse tiheduse. Lammastiku limitatsiooniga s66de tdhendab
NH4Cl I8ppkontsentratsiooni 6,47mM ja fosfori limitatsiooniga s66de tdahendab K;HPO4
[6ppkontsentratsiooni 0,33mM. Esitatud on 4 katse keskmine koos standardhalvetega.
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Likopeeni kontsentratsioon kultuuri tiheduse kohta ei suurenenud limiteeritud toitainetega
sootmetes. Lammastiku ja fosfori liitndljas oli kultuuri omadused sarnased fosforinéljas

kultuuriga. Ainult lammastikunaljas kultuurid tootsid vahem ltkopeeni kultuuri tiheduse kohta.

2.3.4.3. Lukopeeni tiiter limitatsioonidega s60tmetel

Mdddeti ka likopeeni tiitrit. Tiiter tahendab moddetava tGihendi massi ruumala kohta. Antud t66s

kasutati tiitri thikuna OD470nm/ml. Tulemused on né&ha joonisel 12.
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Joonis 12. Liikopeeni tiiter limiteeritud toitainetega s66tmetel. Tiitri Ghikuks on OD 470nm/ml.
Esitatud on 2. ja 3. pdeva andmed, kui kultuurid olid saavutanud maksimaalse tiheduse.
Lammastiku limitatsiooniga s66de tdahendab NH4Cl 16ppkontsentratsiooni 6,47mM ja fosfori
limitatsiooniga s66de tdahendab K;HPOs |8ppkontsentratsiooni 0,33mM. Esitatud on 4 katse
keskmine koos standardhalvetega.

Tiitrite tulemused olid sarnased liikopeeni produktsiooniga biomassi kohta (joonis 11). 3. pdevaks
ei suurenenud liikopeeni tiiter limiteeritud toitainetega s66tmetes. Ainult ldmmastikunéljas

kultuurid olid madalama tiitriga.
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2.3.5. Lukopeeni produktsiooni hindamine glukoosi tlektlluses

Likopeeni produktsiooni uurimiseks testiti ka glikoosi kiillluse mdju rakkudele. Katse eesmark oli
selgitada, kas glukoosi kulluses toodetakse rohkem likopeeni biomassi kohta. Erinevates
proovides kasutati glikoosisisaldust 0,3% (standardne taiss6dde), 0,45% ja 0,6% (w/v) kui ka
madalamaid lammastiku- ja fosforiallika kontsentratsioone. Proovidel leiti likopeeni

kontsentratsiooni ja biomassi suhe. Tulemusued on toodud joonisel 13.
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Joonis 13. Liikopeeni kontsentratsioon biomassi kohta suurematel gliikoosi
kontsentratsioonidel. Vasakpoolses tulpdiagrammis on kokku pandud tdisso6tmete ja
[ammastiku limitatsiooniga s66tmete andmed. Parempoolses tulpdiagrammis on kokku pandud
fosfori ning lammastiku ja fosfori limitatsooniga s66tmete andmed. Lammastiku limitatsiooniga
s60de tahendab NH4Cl I6ppkontsentratsiooni 6,47mM ja fosfori limitatsiooniga s66de tahendab
K2HPO4 16ppkontsentratsiooni 0,33mM. Joonisel on margitud 2 pdeva kasvanud kultuuri andmed.
Esitatud on lihe katse tulemused.
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Katsest saab jareldada, et gliikoosi lisamine ei suurenda likopeeni kontsentratsiooni biomassi
kohta lammastiku limitatsiooniga s66tmel. Kui aga kultuuril esineb fosfori vdi lammastiku ja

fosfori nalg, siis likopeeni kontsentratsioon oluliselt ei erine taisso6tmega vorreldes.

Sama katse tulemuste pdhjal arvutati ka likopeeni saagis (yield) suurendatud gliikoosi kogusetel.
Saagis tédhendab moOddetava molekuli kontsentratsiooni  vorreldes substraadi algse
kontsentratsiooniga, ehk kui efektiivselt substraat produktiks konverteeriti. Tulemused on toodud

joonisel 14.
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Joonis 14. Liikopeeni saagis suurematel gliikoosi kontsentratsioonidel. Naidatud on vaid
taissootmel ja fosfori limitatsiooniga kasvanud kultuuride andmed, kuid ka teised tulemused olid
sarnased. Fosfori limitatsiooniga soode tdahendab K;HPO4 Idppkontsentratsiooni 0,33mM.
Joonisel on margitud 2 paeva kasvanud kultuurist méddetud tulemused. Esitatud on Ghe katse
tulemused.

Katse néitas, et gliikoosi lisamine vahendab saagist.

2.3.5.1. Glukoosi ja teiste metaboliitide analtits

Eelmisest katsest jai pusima kisimus, mis saab s66tmes olevast gliikkoosist? Kui palju seda
s0otmesse alles jaab ja milliseid metaboliite sellest toodetakse? E. coli toodab suhkrust
korvalproduktidena erinevaid orgaanilisi happeid (kdige rohkem atsetaati). Nende mddtmiseks
analtdsiti  metaboliite  kdrgsurvevedelikkrommatograafia (HPLC high pressure liquid
chromatography) abil. HPLC provide md6tmise ja analtisi viis 1&bi Tobias Butelmann. M6dta sali
vaid detektsioonipiirist tle olnud gliikoosi, laktaati ja atsetaati. Mdned valjavotted tulemustest on
toodud joonisel 15.
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Joonis 15. Metaboliitide kontsentratsioonid fosfori limitatsiooniga s6o6tmetel. Vasakpoolse
graafiku andmed on saadud 0,3% gliikoosi s66tmel ja parema andmed 0,6% gliikoosi s66tmel.
Esitatud on Uihe katse tulemused.

0,3% glukoosi so6tmel tarbiti gliikoos &ra teiseks péevaks, atsetaati toodeti maksimaalselt teiseks
péevaks ja kolmandaks péevaks langes atsetaadi kontsentratsioon. 0,6% gliikoosi s66tmel jai
sootmesse gliikoosi alles ka kolmandaks paevaks ja atsetaadi kontsentratsioon kasvas iga paevaga.
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2.4. Arutelu

Toostuslikus mikrobioloogias tegeletakse mikroobitiivede loomisega, mis kasutavad taastuvaid
susinikuallikaid. Mikroobid toodavad erinevaid produkte, mis on praeguseni suuresti toodetud
naftakeemia abil. Arendusprotsessi oluline osa on optimeerimine, sest ainult majanduslikult
tasuvad protsessid jouavad pariselt kasutusse. Uritatakse luua mikroobitiivesid, mis jarjest
efektiivsemalt muudaksid vdimalikult odava sd6tme kasulikuks produktiks. Substraadist
produktini joudmiseks on palju protsesse, mida saab optimeerida: rakkude ainevahetus,
fermentatsiooniprotsessi ulesehitus, s06tme koostis ja produkti puhastamine. Ainevahetuse
insenerid tegelevad pidevalt uute mikroobitlivede ratsionaalse disaini ja nende optimaalsete

kasvutingimuste selgitamisega.

Antud t60 eesmark oli selgitada kas Escherichia coli tootlikust on voimalik suurendada peatades
bakterite kasvu enne, kui kogu stisinikuallikas so6tmest otsa saab. Selle testimiseks to6tati esmalt

valja likopeenil tootmisel pGhinev mudelsusteem.

Likopeen sobib mudelstisteemiks, sest selle kasutamiseks ei ole vaja teha E. colis arvukaid
geneetilisi manipulatsioone. Piisab, kui transformeerida E. colisse vaid (ks plasmiidi, mis
kodeerib 4 enstidmi (Cunningham jt.,, 2007). Likopeeni kontsentratsiooni saab mddGta

spektrofotomeetriliselt, mis on suhteliselt lihtne ja odav detekteerimise viis.

Selgus, et varemkirjeldatud likopeeni kontsentratsiooni mddtmise meetod (Jung jt., 2016, Li jt.,
2017) ei ole reprodutseeruv ning olemasolevate protokollide jargimine ei andnud usaldusvéérseid
andmeid. Peamine probleemide allikas oli likopeeni lahustina kasutatud atsetoon, mis on
korrosiivne laialt levinud l&bipaistva laboriplastiku (polistlreen) suhtes. Lisaks aurab atsetoon
vaga Kkiiresti. Juba lahust valmistades muutub ruumala atsetooni auramise arvelt ja segu
kontsentratsioon tduseb, andes tugevama signaali. Selles t66s kasutatud madtmisprotsessile oli
unikaalne Kkultuurist ekstraheeritud likopeeni lahustamine DMSOs. Mdd6detud tulemuste
hindamiseks kasutati lahjenduskdveraid, mille lineaarsuse p&hjal sai kinnitada andmete

usaldusvaarsust.

Toostusliku - mikrobioloogia huvides on substraate voimalikult efektiivselt &ra kasutada.
Substraatidest toodavad rakud nii biomassi kui ka produkte. Toostusele on oluline silinteesida

vOimalikult palju produkti ja selle tootmisel vdimalikult vahe biomassi. Biomassi koguse

41



vahendamiseks tuleb kultuuri kasv mingil hetkel peatada. Kasvu peatudes aeglustub aga enamasti
ka metabolism ja soovitud produkti stinteesitakse kokkuvdttes véhem. Ideaalne oleks leida meetod,
kuidas peatada kultuuri kasv, kuid jatta aktiivseks metabolism. Antud t66 pdhiline kisimus oli,
kas kultuuri kasvu peatamine lammastiku voi fosforiallika 16ppemisel suurendab saadud produkti
hulka, kui produkt koosneb vaid susinikust ja vesinikust. Selle testimiseks kasutati kultuuri kasvu

peatamiseks madalamate lammastiku- ja fosforiallika kontsentratsioonidega s6é6tmeid.

Sootmetes kasutatud toitainete kontsentratsiooni reguleeriti tasemele, kus kultuuri kasv peatuks
~70% tdiss6otmega vOrreldes. Peatunud kasvuga kultuuris peaks olema alles veel kasutamata
glukoos, mida saaks ltikopeeniks konverteerida. Lukopeeni kontsentratsiooni siiski suurendada ei
suudetud. Toendoliselt l&ksid rakud lammastiku- ja fosforiallika so6tmest 16ppemisel
statsionaarsesse faasi ja nende metabolism aeglustus. Kuigi likopeen koosneb vaid susinikust ja
vesinikust, on kogu raku ainevahetus vdga tugevalt mdjutatud ka lammastiku ja fosfori

kontsentratsioonide poolt.

Lammastik on tahtis aminohapete ja nukleiinhapete koostisosa. Antud t6ds oli lammastiku
limitatsiooniga kultuurides madalam lukopeeni kontsentratsioon. Selle pdhjus oli ilmselt, et
lammastiku kontsentratsiooni langemisel peatub gliikoosi transportahel. Chubukov jt., 2017
artiklis suudeti geeni Ptsl Ule-ekspresseerides suurendada lammastikundljas bakterite
produktsiooni. Ptsl reguleerib mikroobi lammastiku ja sisiniku tasakaalu. Antud t66s aga
geneetilisi modifikatsioone bakteritiives labi ei viidud. Seega lammasikuallika I16ppedes ei ole

oluline kui palju gliikoosi on s60tmes, kui seda ei transpordita rakku.

Fosfor on rakus téhtis osa paljudest biomolekulidest ja mangib suurt rolli signaalide tGlekandmisel
fosforlleerimise nédol. Fosfori limitatisooniga (10% vorreldes taisso6tmega) M9 sodtmes kirjeldati
bakteris E. coli BW25113 suuremat glukoosi tarbimist ja asetaadi produktsiooni (Marzan ja
Shimizu, 2011). Lisaks vaideti artiklis, et fosfori ja lammastiku regulatsioon on omavahel tihedalt
seotud RpoS, RpoD ja Pho geenidega. Antud t66s oli fosfori limitatsiooniga kultuurides

taiss66tmega sarnane liikopeeni kontsentratsioon.

Katsete tulemusel selgus, et kasvatades E. coli bAJ-25 limiteeritud ldmmastiku- voi fosforiallikaga
sootmel ei suurene likopeeni kontsentratsioon arvutatuna biomassi kohta, ega kultuuri ruumala
kohta. LuUkopeeni kontsentratsioon ei suurenenud ka téiss6otmest suurema glukoosi

kontsentratsiooniga so6tmetel, kus rakud ei tarbi dra kogu gliikoosi.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t60s uuriti, kas E. coli tootlikust on vdimalik suurendada peatades bakterite kasvu
enne, kui kogu susinikuallikas so6tmest &ra tarbitakse. Eelduse kohaselt jaab so6tmesse alles
glukoosi, mida rakk saaks kasutada edasiseks produkti tootmiseks.

Selle testimiseks loodi likopeeni tootev E. coli tivi nimega bAJ-25. Likopeeni kontsentratsiooni
mdbtmiseks tootati valja usaldusvadrne protokoll ja kasutati seda E. coli bAJ-25 tootlikuse

hindamiseks.

Mikroorganismide produktide sinteesi suurendamiseks on vdimalik kasutada vdga erinevaid
meetodeid. Mikrobioloogilise produktsiooni optimeerimiseks vdib valida peremeesorganismi,
suurendada tolerantsi, eemaldada negatiivset regulatsiooni, suunata prekursorite ja kofaktorite

voolu, muuta sé6tme koostist, valida bioreaktori tliiip, reguleerida kultuuri kasvu ja palju muud.

Kasvu reguleerimiseks kasutati l&ammastiku- v6i fosforiallika limitatsiooniga ning suurendatud
glukoosi kontsentratsiooniga sé6tmeid. Kuigi likopeen ei koosne ldmmastikust ega fosforist, on
neil elementidel oluline roll Gldises raku funktsioneerimises. Antud t66s neid kontrollmehanisme
ei elimineeritud, mistdttu laksid kultuurid statsionaarsesse faasi ja metabolism aeglustus. Uheski

limiteeritud s66tmes ei saavutatud tdissootmega vorreldes suuremat lilkopeeni kontsentratsiooni.
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SUMMARY

The aim of this thesis was to find out, whether the production of E. coli can be increased by
modifying the medium to stop the growth before carbon limitation occurs. Leftover carbon could
be used to synthesise larger quantities of the desired product.

In order to test that, a new E. coli strain called bAJ-25 was created. A trustworthy protocol was
made to measure the concentration of lycopene in E. coli.

There are many ways to increase the synthesis of microorganisms. In order to optimise the
production one could select a host organism, increase product tolerance, remove negative
feedback, direct the flow of precursors and cofactors, change medium composition, select

bioreactor type, controll the growth of the culture and much more.

In order to regulate the growth of the cultures, nitrogen- or phosphorus-limited or glycose-enriched
media was used. Despite that the lycopene is not consisting of nitrogen or phosphorus, these
elements play an important role in overall functionality of the cell. In this thesis the
controlmechanisms were not knocked out. Beacuse of that, the cells went into a stationary phase
and their metabolism slowed down. Comaparing to the full media, the lycopene concentration did

not increase in any of the nutrient limited media.
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