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ANOTACIJA

Promocijas darba gaita izvértétas iesp&jas uzlabot raugu Saccharomyces cerevisiae
kultivetu limiteta skabekla apstaklos izturibu dehidratacijas-rehidratacijas procesa. P&tijumos
izmantotas dazadas misdienigas metodiskas pieejas — fluorescenta mikroskopija,
caurstarojosa un skengjosa elektronu mikroskopija, atomspéku mikroskopija, Furjé
transformacijas infrasarkana spektroskopija, Western blotting un citi. Darba izpétita dazadu
vielu iespgjama ietekme uz $iinu rezistences palielinasanu - membranu un proteinu protektora
trehalozes, antioksidantu prolina un glutationa, ka arT sals, dazadu cukuru un poliolu Skidumu
ar paaugstinatu osmotisko spiedienu iedarbiba. Vislabakie rezultati ieguti, izmantojot raugu
§tinu inkubaciju 1M ksilita un glicerina §kidumos. Sajos apstaklos sauso raugu izdzivotiba
uzlabojas Iidz pat 50 — 60%, kas nozimé, ka arT raugu Stnas, kas izaudz€tas limiteta skabekla
apstaklos var veiksmigi pariet anhidrobiozes stavokli. Petijumos paradits, ka Sajos apstaklos
ieverojami izmainas Siinu kimiskais sastavs. To nukleinskabju, proteinu, lipidu un oglhidratu
saturs pietuvojas aerobi kultivétam ta paSa celma raugu S$tnam, kas ir rezistentas pret
dehidrataciju-rehidrataciju. Noskaidrots, ka mainas ari S§tnu virsmas TpaSibas un
raksturlielumi. Tika noverotas izmainas S$iinu virsmas struktiira un Siinas sieninas stingribas
picaugums. Paradits, ka rauga iev@rojamu izturibas paaugstinasanos pret dehidrataciju-
rehidrataciju pavada karstuma Soka protetnu Hsp70 sintéze. Tas dod pamatu izvirzit hipotezi,
ka viens no anaerobo raugu nestabilitates iemesliem dehidratacijas procesa var biit saistits ar
Stinas proteinu rezistences Iimeni.

Ta ka viena no interesantakajam anaerobo sauso raugu izmantoS$anas iesp&jam ir
Saistita ar etanola raZzoSanu, §1 darba turpinajums tika virzits uz ekonomiski izdeviga substrata
sagatavoSanu raugu izmantoSanai. Darba tika paradita iesp€ja izmantot celulozi saturosu
substratu péc furfurola izdaliSanas, pielietojot akad. N.Vedernikova unikalu tehnologiju, kas
izstradata Latvijas Valsts Koksnes Kimijas Institita. P&tijumos tika noskaidroti apstakli
enzimatiskas hidrolizes procesam un papildus priekSapstrades izmantoSanas efektivitate
glikozes 1znakuma uzlaboSanai, ka ar7 iegiita hidrolizata un dehidratéto raugu izmantoSanas
iesp€jas etanola sint€ze.

Promocijas darba nove@rotas likumsakaribas raugu Stnu atbildes reakcijas uz
inkubacijas priekSapstradi, tika izmantotas biopesticidu producentu fiziologiskajai
inZenierjjai. Izmantojot inkubaciju sals Skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu,
izdevas paaugstinat biopesticidu producentu - baktériju Pseudomonas aurantiaca -

antifungalo aktivitati.



ANNOTATION

During doctoral thesis, there were examined ways to improve endurance of yeast
Saccharomyces cerevisiae cultivated at oxygen limited conditions in the process of
dehydration-rehydration. The studies used a variety of modern methodological approaches -
fluorescent microscopy, transmission and scanning electron microscopy, atomic force
microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, Western blotting and others. There were
researched possible effects of various substances on increasing cell resistance — effects of
membrane and proteins protector trehalose, antioxidants proline and glutathione, as well as
salt, various sugars and polyols solutions with high osmotic pressure. Best results were
obtained by incubating yeast cells in 1 M xylitol and glycerol solutions. In these
circumstances, dried yeast survival improved up to 50 - 60 %, which means that even yeast
cells grown at oxygen limited conditions can successfully pass into the state of anhydrobiosis.
Studies show that these circumstances significantly change the chemical composition of the
cell. Their content of nucleic acids, proteins, lipids and carbohydrates approaches that of a
yeast aerobically cultivated from the same strain of yeast cells which are resistant to
dehydration-rehydration. It was found that cell surface properties and characteristics change
as well. There were observed changes in the structure of cell surface and an increase of cell
wall rigidity. It is shown that in yeast a significant increase in resistance against dehydration-
rehydration is accompanied by synthesis of heat shock protein Hsp70. This gives a basis for
the hypothesis that one of the causes for instability in anaerobic yeast in dehydration process
may be related to the level of resistance of cell’s proteins.

As one of the uses for anaerobic dry yeast is related to ethanol production, further
research was directed to preparation of economically beneficial substrate with use of yeasts.
In the thesis there has been shown a way to use cellulose-containing substrate after furfural
extraction using acad. N.Vedernikovs’ unique technology developed in the Latvian State
Institute of Wood Chemistry. Studies identified conditions for enzymatic hydrolysis process
and the effectiveness of the use of additional pre-treatment to improve the outcome of glucose
for further ethanol production as well as possibilities of use of hydrolysate and dehydrated
yeast at ethanol synthesis.

The observed regularities of yeast cell responses to incubation pre-treatment were used
in physiological engineering of biopesticide producers. Using incubation in saline solutions
with high osmotic pressure succeeded in raising biopesticide producers - bacteria

Pseudomonas aurantiaca - antifungal activity.
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PETIJUMA AKTUALITATE UN VISPAREJAIS RAKSTUROJUMS

Biezi apkartgja vide sp&j radit stresa faktorus, kas var izraisit organismu navi vai ari
ieslegt noteiktus adaptacijas mehanismus dzivotspéjas nodrosinasanai. Udens zudums ir viens
no apkartgjas vides stresa faktoriem, kas pavadijis dzivos organismus visu evoliicijas laiku.
Izprast Stnu jutibu vai rezistenci pret Gdens zudumu ir nozimigi gan fundamentalaja
mikrobiologija gan biotechnologija. Papildus pamatzinasanam par S$tnas notiekoSajiem
procesiem dehidratacijas laika, komerciali nozimigas ir ar1 zinasanas par to, ka pareizi zavet
Stnas, lai tas var€tu uzglabat ilgstoSu laika periodu. Daudzi pétijumi par dehidratacijas
toleranci ir veikti izmantojot prokariotu $iinas, savukart eikariotu $iinu pamatpétijumu objekts
ir raugu Stnas Saccharomyces cerevisiae. Pateicoties ta salidzino$i vieglajai kultivésanai,
pilniba sekvenc@tajam un aprakstitajam genomam, eikariotu $tinas uzbiives, dzives cikla un
metabolisko celu Iidzibai, taja pat laika izsleédzot medicinas &tikas jautajumus par dzivnieku
sinu eksperimentalo izmantoSanu, tas aizvien biezak un biezak tiek izmantots ka
modelobjekts dazados molekularbiologiskos un mediciniskos pétijumos (Doke and Dhawale,
2015; Pray, 2008; Engel and Cherry, 2013). LU Mikrobiologijas un biotehnologijas institiita
Stinu biologijas laboratorija, kas ienem vienu no vado$ajam pozicijam raugu $Gnu un
anhidrobiozes izpé€t€, ir veikti petjumi par iesp&ju paaugstinat aerobi kultivétu raugu
izdzivotibu péc dehidratacijas-rehidratacijas, tos paklaujot noteiktai priekSapstradei pirms
dehidratacijas, tacu $adu pétijumu nav par raugiem, kas kultivéti limitéta skabekla apstak]os.
Zinams, ka limiteta skabekla apstaklos kultivétu raugu izdzivotiba ir loti zema un to nav
iesp&jams ieveérojami palielinat pat izmantojot 1€no rehidrataciju. Tacu iegiit Sadu raugu
dzivotsp&jigus sausos preparatus biitu 1pasi nozimigi prieks tadam nozarém, ka, piem&ram,
bioetanola raZzoSana.

Taja pasa laika, pamatojoties uz Apvienoto Naciju aprékiniem ir zinams, ka, cilvéku
daudzums pasaulé no 2016.gada 7,4 biljoniem sasniegs 11,2 biljonus 2100.gada (World
population prospects, 2017). Tas viennozimigi veicina aizvien augstaku energijas
pieprasijumu un ta rezultata vajadziba péc j€lnaftas, oglém un gazes aizvien pieaug, kas
ietekmé ar7 to cenu. Pie tam, apméram 70 % no visiem pasaules naftas krajumiem ir jau
iztéréti un 3% no atlikusa daudzuma ik gadu izmanto tagad (Kerr, 1998). Saprotot fosilo
energijas produktu pieejamibas nenoteiktibu, aizvien aktualaks paliek jautajums par
atjaunojamo energiju veidu apgtsanu. Biodegviela ir atjaunojama energija, kurai Sobrid tiek
pieversta vislielaka uzmaniba. Biodegvielas domingjosas atjaunojamas energijas ir bioetanols,

biodizelis un biogaze. Visvairak lietota atjaunojama energija transporta sektora ir bioetanols.
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Brazilija un ASV Sobrid ir lielakie bioetanola razotaji pasaule un kopa $is valstis aiznem 89%
no vispasaules bioetanola tirgus. Gandriz viss bioetanols tiek razots izmantojot partikas
izejvielas — Brazilija tas ir cukurniedres, ASV — labibas graudi, bet taja pasa laika pasaul€ jau
tagad zemkopiba nevar nodroS§inat vienlaicigi partikas un bioetanola razoSanu (Limayema and
Ricke, 2012). Tadgjadi vel aktualaks kltst jautagjums par “jauno” pieejamo nepartikas
izejvielu — hemilignocelulozes biomasas - izmantoSanu $ajas tehnologijas, kas nekonkuré ar
partikas produktiem un tai pat laika lauj izmantot dazadus lauksaimniecibas vai augu valsts
atkritumus videi draudziga ilgtsp&jiga procesa. Tomér vislielaka probléma bioetanola
razoSana no hemilignocelulozes materialiem ir diezgan lielais Cs savienojumu daudzums,
kuru Iidz $im laikam neizdodas izmantot etanola razoSana un lielu daudzumu no izejvielas
vajag nolaist notekiidenos. Tas bitiski ietekmé gan ekologiju, gan ekonomiku. Papildus tam
Cs cukuru saturoSais Skidums satur raugu augSanas inhibitoru — furfurolu, kur§ veidojas no
pentozém celulozes priekSapstrades procesa (Palmqvist and Hahn-Hagerdal, 2000). Savukart
furfurola izdaliSana no substrata vienmér veda pie celulozes Ce savienojumu palieckosas dalas
neatgriezeniskas destrukcijas, un rezultata ta vairak nebija izmantojama bioetanola razosana.
Taja pasa laika furfurols ir loti vertigs un perspektivs produkts dazadu kimisko savienojumu
razoSanai, aizvietojot tagad izmantojamo naftu. Masu pétijumos tiek izmantota unikala
patentéta Prof. N. Vedernikova pieeja (LR patents Nr. 13676 no 20.07.2008), kuras rezultata
iesp&jams apvienot abus procesus, tadéjadi no Cs savienojumiem iegustot furfurolu, savukart
lignocelulozes atlikumu péc furfurola iegiiSanas izmantot ka izejmaterialu talaki bioetanola
iegliSanai mikrobiologiska cela.

Saprotams, ka no industrialo mikroorganismu darbibas ir atkariga bioprocesu kvalitate
un biotehnologijas efektivitate kopuma. Tadgjadi ir svarigi ari atrast veidus ka intensificét
mikroorganismu darbibu, lai nodro$inatu maksimalu bioprocesa rezultatu. Pieméram,
mikroorganismu dehidratacija ir saistita ar dazadam intracelularam izmainam molekulara,
strukturala un $tinu [iment, tad€jadi novérojama metabolisko procesu aktivacija, kas normalos
apstaklos parasti nav novérojami. Sie efekti nav saistiti tikai ar pastiprinatu aizsargsistému
darbibu, bet ar1 var tikt noveérota augSanas un fermentacijas procesu un produktu ieguves
aktivacija (Beker and Rapoport, 1987; Rapoport et al., 1997; Bekers et al., 2000). Iegitas
zinasanas par dehidratacijas ietekmi uz dazadu metaboliskos procesu aktivaciju ir svarigas ne
tikai raugu $Ginu izmanto$anai biotehnologija, bet ari citu organisma $iinu pielietojumam,
piemé&ram, antifungalas aktivitates paaugstinasanai.

Promocijas darba meérki ir atrast iesp&jas paaugstinat limitéta skabekla apstaklos
kultivétu raugu rezistenci dehidratacijas-rehidratacijas procesa un izpétit $o raugu zemas

rezistences iemeslus. Izmantojot iegiito informaciju, noskaidrot iesp&u ietekmét citu
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mikroorganismu biotehnologisko aktvitati. Ka ari paradit iesp&ju izmantot celulozi un

hemicelulozi saturoSos lauksaimniecibas un razoSanas atlikumus péc furfurola izdaliSanas

glikozes iegtiSanai, kas nepiecieSama talakai raugu izmantoSanai bioetanola razoSana.

Darba mérku sasniegSanai izvirziti $adi uzdevumi:

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

Izpétit raugu Stnu dzivotspgjas palielinasanas iesp&jas péc dehidratacijas-
rehidratacijas, tas pirms zavéSanas paklaujot inkubacijai cukuru, poliolu un sals
Skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu;

Izpetit raugu Sunu dzivotsp&jas palielinasanas iesp&jas peéc dehidratacijas-
rehidratacijas, tas pirms zaveSanas paklaujot inkubacijai trehalozes un
antioksidantu skidumos;

Izpetit raugu Stnu dzivotspgjas palielinasanas iesp€jas péc dehidratacijas-
rehidratacijas, pievienojot antioksidantus barotnei pirms kultivésanas;

Izpétit Stnu virsmas un ultrastruktiiras izmainas dehidratacijas-rehidratacijas
rezultata;

Izpetit Stinu biokimiska sastava izmainas dehidratacijas-rehidratacijas rezultata;
Izpetit karstuma Soka proteinu sint€zi raugu $inas;

Novertet dehidratacijas un inkubacijas metodes ietekmi uz baktériju antifungalo
aktivitati;

Noskaidrot iesp&ju izmantot lignocelulozes materialu péc furfurola izdaliSanas
efektivai enzimatiskai hidrolizei lai iegtitu glikozi talakai bioetanola razoSanai;
Noskaidrot papildus priekSapstrades (autoklavésana, kavitacija) ietekmi uz

enzimatiskas hidrolizes efektivitati;

10) Noskaidrot etanola sintézes iesp&jas izmantojot enzimatiskas hidrolizes rezultata

So

iegiito hidrolizatu.

uzdevumu veikSanai darba izmantotas sekojoSas metodes: Klasiskas

mikrobiologijas metodes; Spektrofotometrija; Luminiscences mikroskopija; Skengjosa un

caurstarojosa elektronmikroskopija; Atomspeku mikroskopija; Augstas iz8kirtsp&jas Skidruma

hromatografija; Elektroforéze (Western blotting); Enzimatiskas metodes.

Promocijas darba novitate un zinatniskais nozimigums:

1) Pirmo reizi paradita iesp€ja paaugstinat limiteta skabekla apstaklos augusu rauga Stinu

dzivotsp&ju péc dehidratacijas-rehidratacijas tas paklaujot inkubacijai ksilita un

glicerina skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu;
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2) Noskaidrota inkubacijas $kidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu metodes
izmantoSanas efektivitate bakteriju metabolisma regulacija;

3) lIzstradati tehnologijas pamati efektivas enzimatiskas hidrolizes nodro$inasanai
pamatojoties uz optimalu hidrolizes apstaklu, ka art papildus priekSapstrades metozu

izmantoSanu.

Promocijas darba témas aktualitate un izstrade ir saistita ar dalibu 7 projektos:

1) ,,Baktériju-producentu fiziologiskas aktivacijas pan€mienu izstrade un ievieSana
biopesticidu razoSana ar mérki paaugstinat to darbibas efektivitati un stabilitati”
Latvijas-Baltkrievijas sadarbibas projekts, 2007 - 2011

2) “Bezatlikuma tehnologija bioetanola un citu veértigu produktu ieguvei no lapkoku
koksnes” ERAF projekts, 2011 - 2013

3) ,.Jaunu biopesticidu preparativo formu, ar paaugstinatu aktivitati un stabilitati, izstrade
ar mérki palielinat biologiskas lauksaimniecibas efektivitati” Latvijas-Baltkrievijas
sadarbibas projekts, 2012 - 2013

4) ,Bioetanola un furfurola kopigas iegiisanas no kvieSu salmiem biotehnologiskie
pamati” ERAF projekts, 2014 - 2015

5) ,,Raugu anhidrobioze un tas netradicionalie pielietojumi biotehnologija” LZP projekts
2013 - 2016

6) "P&tijums par anhidrobiozes izraisito rauga iek$Stnu izmainam, kuras varétu bt
nozimigas biomedicina un biotehnologija" Latvijas-Lietuvas-Taivanas zinatniskas
sadarbibas atbalsta fonda projekts 2016 - 2018

7) “Jaunas pieejas izstradaSana vienlaicigai bioetanola, furfurola un citu vértigu produktu

bezatlikuma iegiiSanai no vietgjiem zemkopibas parpalikumiem” ERAF projekts
2017- 2019

Promocijas darba aizstaveSanai izvirzitas tezes:

1) Raugs Saccharomyces cerevisiae kultivéts limitéta skabekla apstaklos var tikt sekmigi
parvests anhidrobiozes stavoklr,

2) Inkubacijai izveélétajam savienojumam ir nozime raugu Stnu dzivotspgjas saglabasana;

3) Inkubacijas metodes izmantoSana dod iesp&u paaugstinat bakteriju antifungalo
aktivitati;

4) PrickSapstradatie lignocelulozi saturoSie lauksaimniecibas un rapniecibas atlikumi
nodroSina perspektivu izejmaterialu glikozes iegtiSanai enzimatiskas hidrolizes cela

talakai etanola sintézei.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Rauga Siinas uzbiive

Ar terminu ,, raugi” apzimé visus augstakas kartas sénu organismus, kas augSanas faze
atrodas vienStinas forma un vairojas ar sporam vai daloties. Tipiskam rauga $iinam ir ovala,
retak apala, cilindriska vai sirpjveidiga forma. Raugu $tnu garums var but loti atSkirigs
dazadiem celmiem, sakot no 2-3 pm, beidzot ar 20 — 50 pm, bet platums vidgji no 1 — 10 pm
(Walker, 1998). Rauga S$iinas uzbiives pamatelementi ir $iinas sienina, citoplazmatiska
membrana, citoplazma un taja ieslégtie organoidi - kodols, vakuola, Goldzi komplekss,
endoplazmatiskais tikls, ribosomas, mitohondriji. Rauga Siinas shematisks atainojums paradits

1.attéla.

Endoplazmatiskais tikls

Citoplazmatiska Pumpurréta |
membrana

Citoplazma -

Ribosomas _—- .-

Mitohondriji

Sinas sienina ! \ )
Vakuola Kodoling

1.attels. Rauga Siinas uzbive (Briggs et al., 2004)
1.1.1. Siinas sienina

Rauga Siinas sieninai ir nozimiga loma Stinas eksistencé un Siina patéré ievérojamu
daudzumu metaboliskas energijas tas veidoSanai. Atkariba no augSanas apstakliem, $iinas
sieninas sausa masa var sastadit 10 — 25% no kopigas Siinas masas (Aguilar-Uscanga and
Francois, 2003). Siinas sieninas galvenas funkcijas ir sekojosas: 1) ta stabilizé $iinas iek$gjo
osmotisko spiedienu; 2) aizsarga Siinu pret fizikaliem stresiem; 3) nodroSina Stnas formu; 4)
satur proteinus, kas regulé caurlaidibu un nodroSina aizsardzibu pret potenciali kaitigam

makromolekulam ( Klis et al., 2002; Smith et al., 2000; De Nobel et al., 1990 ).
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Rauga Saccharomyces cerevisiae Stnas sienina ir veidota galvenokart no
polisaharidiem (~85%) un proteiniem (~15%) (Nguyen et al., 1998). Sieninas mehanisko
izturibu nodrosina tas ieksgjais slanis, kas sastav no B 1,3 — glikana un hitina un sastada vidgji
50 — 60 % no Siinas sienas sausa svara. lekS€jais slanis darbojas ka karkass priek§ Stinas
aizsargajosa argja slana, kas sastdv no glikoliz€tiem mannoproteiniem, kas ir izvirziti
apkart§ja videé un iesaistiti Sina-Siina mijiedarbibas, ka arT limit€ nev€lamu proteinu
piekltsanu iek$€jam slanim un plazmas membranai ( Cappellaro et al., 1994; Reynolds and

Fink, 2001; De Nobel et al., 1990 ). Sinas sieninas shematisks att€lojums paradits 2. attela.

Citoplazmatiska
membrana = J
L\

GPI-modificatie § & - s >Mannoproteini

= § <+— B (1,6) glikans
g ”~- =

B(13)glikans

Hitins

2.attels. Rauga Siinas sieninas shematisks attelojums (Selitrennikoff, 2001)

Stinas virsmas proteinu oglhidratu sanu k&des satur daudzus fosfodiestera tiltinus, kas
nodro$ina Stnas virsmai negativu ladinu Sis sanu kédes ir atbildigas par Stinas sieninas
hidrofilajam 1pasibam un ir iesaistitas tidens piesaistisana un aizsardziba pret izztsanu (Jigami

and Odani, 1999).

Galvenais Stinas sieninas polisaharids ir méreni zarotais 1,3 — glikans, kas sastav no
vid&ji 1500 glikozes monomériem (Fleet, 1991). Sanu kézu klatbitnes dél, B 1,3 — glikana
molekulas var tikai lokali saistities ar ddenraza saiteém, veidojot nepartrauktu,
trisdimensionalu tiklojumu. Sis ftikls ir loti elastigs un ievérojami pagarinats normalos
osmotiskos apstaklos. Kad $iinas tiek parnestas uz hipertonisku $kidumu, tas atri saraujas un

var zaudet Iidz pat 60 % no to sakotngja tilpuma. SarauSanas ir pilniba atgriezeniska, kad
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Stnas tiek ievietotas sakotngja $kiduma vide (Klis et al., 2002). Siinas sienas elastiba
atspogulo B 1,3 — glikanu molekulu struktiiru, kura ir fleksibla, plastiska un ar spiralveidigu
formu, ka stieples atspere, kas var eksistét dazados pagarinajuma stavoklos (Klis et al., 2002,
Krainer et al.,, 1994). 1,3 — glikanu molekulu nereducgjosic gali var funkcionét ka
kovalentas piesaistes vietas citiem polisaharidiem.

3 1,3 — glikanu tikla arpus€ var atrast izteikti sazarotas B 1,6 — glikanu k&des. Pret&ji 3
1,3 — glikana struktiirai, 8 1,6 — glikans ir 1saks un sastav vidéji no 350 glikozes monomé&riem
, tam ir amorfa struktiira un tas darbojas ka Iime veidojot kovalentas krusteniskas saites ar f3
1,3 — glikanu, hitinu un mannoproteiniem (Kollar et al., 1997).

3 1,3 — glikanu tiklojuma iekSiené atrodas hitina k&des. Hitins ir linears polimérs, kas
sastav no [-1,4-saistita N-acetilglikozamina. Tas veido mikrofibrillas, kas ir saistitas ar
tidenraza saiteém. Hitins ir vismazak parstavétais komponents raugu S.cerevisiae siena (1 — 2%
no sienas sausa svara). Hitina k&zu garums Stnas siena un pumpurrétas ir videji 100 un 190
N-glikozilamina atlikumi attiecigi (Klis et al., 2002). Sinas siena apméram 40 — 50% hitina
kézu ir glikozidiski piesaistitas pie B 1,3 — glikanu nereducgjosajiem galiem un ta kristaliska
struktiira nodroSina sienas stiepes pretestibu (Kollar et al., 1997).

Argjo Siinas sienas tiklojumu galvenokart veido mannoproteini, kas saistiti ar sienas
polisaharidiem un tos sauc par S§tnas sienas proteiniem (angl. CWP; cell wall proteins)
(Osumi, 1998). Sinas sienas proteini galvenokart tiek iedaliti 2 grupas: pie $inas sienas
kovalenti un nekovalenti saistitie proteini (Smits et al., 1999). Nekovalenti saistitie proteini
var tikt izdaliti izmantojot SDS (angl. SDS; sodium dodecyl sulfate) vai DTT (angl. DTT;
dithiothreitol), savukart kovalenti saistitie proteini var tikt ekstrah&ti izmantojot dazadas
glikanazes vai apstradajot ar sarmu (Teparic et al., 2004).

Pie nekovalenti saistitajiem proteiniem Scw (angl. Scw proteins; soluble cell wall
proteins) raugu $tunas pieskaitami Scw3, Scw4, Scw10, Scw11 un B-eksoglikanaze Exgl, BB —
endoglikanaze Bgl2 un hitanaze Ctsl (Cappellaro et al., 1998; Teparic et al., 2004). So
proteinu fiziologiska nozime kopuma vél nav izpétita. EsoSie pétijumi parada, ka proteini
Scw4, Scw10 un Bgl2 ir sinergiska manier€ iesaistiti $tinas sienas veido$ana, savukart Scw11
darbojas antagoniski. Scw4 un Scwl0 proteini, detekteti ka sekvence rauga genoma, tiek
radnieciski saistiti ar Bgl2 , ar 49 un 56% lidzibu un 27 lidz 29% identiskumu. Scw4, Scw10
un Scwl1 proteini ir ar 52 lidz 75% lidzibu un 36 lidz 63% identiskumu (Cappellaro et al.,
1998). Tadgjadi §is grupas proteini visticamak ir pieskaitami endoglikanazém vai ari
iespgjams transglikozidazém. Scw3 nav radniecisks nevienai S.cerevisiae zinamajam
glikanazeém, bet drizak lidzigs Candida wickerhamii B-glikozidazei (Skory et al., 1995). Sis

proteins varétu bt pieskaitams ekstracelularo proteinu grupai, kas iesaistita poliméro glikanu
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degradacija, lai tos padaritu pieejamus fermentacijai (Cappellaro et al., 1998). Tapat
pétijumos noskaidrots, ka Scw4 mutacija rauga uzrada augstaku mirstibu salidzinot ar
savvalas celmu, scw10 vai scwll. Ta ka proteini ir homologi, tad scw4scw10 mutacija uzrada
ieveérojamu mirstibas paaugstindgjumu sasniedzot 5% Stnu kultiira, audz&jot eksponenciali
standarta laboratorijas apstaklos. Papildus pievienojot Bgl2 mutaciju (scw4scwl10bgl2),
mirstiba paaugstinas vél uz pusi. Secinats, ka Stinu mirstiba saistita ar osmotiskas stabilitates
samazinasanos $uinas (Teparic et al., 2004).

Kovalenti saistitie proteini tiek iedaliti 2 grupas: GPIl-modificétie $tinas sienas proteini
(GPI-CWP) un sarmu-jiitigas saites proteini (DeGroot et al., 2005; Kapteyn et al., 1999; Mrsa
et al., 1997). Lielaka dala CWP tiek modificéti endoplazmatiskaja tikla pievienojot
glikozilfosfatidilinozitu (angl. GPI; glycosylphosphatidylinositol). Proteins galvenokart tiek
saistits ar 3 1,6 — glikanu caur GPI atlikumu un tadg€jadi ir netiesi saistiti ar § 1,3 — glikanu
tiklu (Kapteyn et al., 1999). Sie proteini tad ari tick dévéti par GPI-modificétiem §iinas sienas

proteiniem (GPI-CWP). Parskats par CWP — polisaharidu kompleksiem rauga $tnas attéloti

3.attela.
GPI-CWP GPI-CWP GPI-CWP Pir-CWP GPI-CWP
| [N |

B 1,6 - glik B1,3— B1,6—glik B13—glik B 1,3 —glik B 1,6 glik
| glik | |

B 1,3 - glik B 1,3 —glik hitins

3.attels. Parskats par CWP-polisaharidu kompleksiem rauga Siinas. GPI-CWP,
Stinas sienas proteini saistiti caur GPI atlikumu ar B 1,6 — glikanu (8 1,6 — glik); Pir-CWP,
Stinas sienas proteini no PIR dzimtas saistiti caur sarmu-jiitigu saiti ar B 1,3 — glikanu (3 1,3 —

glik) (Klis et al., 2002)

Raugos GPI-CWP ir vitali svarigi dzivotsp&jas, ka ari normalas $iinas morfologijas
nodro§inasanai. Tie kalpo ka virsmas receptori, hidrolitiskie enzimi, strukturalie komponenti
un adh&zijas proteini pie parosanas vai nelielu agregatu, ka ar7 biofilmu veidosanas (Gonzales
et al., 2010). Rauga S.cerevisiae genoma ir identificéti vismaz 60 -70 GPI-CWP (Klis et al.,
2002).

Otra liela proteinu grupa, kas atrodama Stna siena ir proteini ar iekSgjiem
atkartojumiem - Pir proteini ( angl. Pir; proteins with internal repeats). Pir proteini (Pir-CWP)

ir tiesi saistiti ar 3 1,3 — glikanu tiklojumu caur sarmu-jatigu saiti (3.attéls). Apstrade ar sarmu
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(30 mm NaOH, 12 h, 4 °C) ir lavusi izdalit seSus proteinus, no kuriem S.cerevisiae visvairak
parstavétie ir Cetri - Pirl/Ccw6, Hspl50/Pir2/Ccw7, Pir3/Ccw8 un Cis3/Pir4/Ccw5 (angl.
Ccw; covalently linked cell wall proteins) (Mrsa et al., 1997; Yang et al., 2014). Sie proteini
ir strukturali saistiti, serina/treonina bagati un sastavosi no N-terminala signala peptida, Kex2
saita, atkartojumus saturoSa regiona (lidz 11 atkartojumiem) un karboksil-terminala regiona ar
Cetriem cisteTna atlikumiem (Klis et al., 2002). Pirl un Pir3 satur astonus atkartojumus, Pir2 -
desmit un Pir4 tikai vienu atkartojumu, kas satur noteiktu sekvenci (Ecker et al., 2006). St
sekvence, kas atkartojas, sastav no 18 lidz 19 aminoskabju atlikumiem un péc Castillo et al.
pétijumiem, ir nepiccieSama, lai piesaistitos pie B 1,3 — glikana (Sumita et al., 2005; Castillo
et al., 2003).

Pir proteiniem ir atSkiriga lokalizacija Stna, kas var noradit uz to, ka tiem ir ari
atSkirigas funkcijas. Pirl proteins tiek specifiski ekspreséts pumpurréta. Pir2 ir arT atrodams
pumpurréta, tomer tas eksisté ari citos Stnas sienas regionos. Pir3 un Pird ir vienmérigi
ekspreséti pa visu S$tnas sienu, bet nav lokalizéti pumpurréta (Sumita el al., 2005). Pir4
galvenokart izvietots uz augo$as meitas $tinas sienas (Moukadiri et al.,1999). Ta ka Pirl nav
lokalizéts pumpura kaklind pumpurosanas procesa laika, bet ir atrodams pumpurrétd péc
Stnas atdaliSanas, tiek pienemts, ka Pirl var kalpot markieris, kas novers§ jaunu pumpuros$anas
procesu no vietas kur tikko pumpurosanas jau ir bijusi. lesp&jams ari, ka Pirl atraisa un/vai
sagrauj hitina gredzenu Stinas augSanas laika (Sumita el al., 2005). Pirl un Pir2 tiek intensivi
ekspreséti Stunas G1 faze, un var pienemt, ka tie abi iesaistiti sienas nostiprinaSana
pumpuro$anas vieta, ka arT Pir2 var pastiprinat sienas stipribu arf citos tas regionos. Savukart
Pir3 un Pir4 var bt saistiti ar Stinas sienas protekciju pret apkart€jas vides stresa faktoriem
kopuma (Sumita et al., 2005). P&étijumi rada, ka 1,6 — glikana daudzuma samazinaSanas
Stinas siend, saistita ar Pir proteinu transkripcijas izmainam, kalpojot ka kompensacijas
mehanisms (Kapteyn et al, 1999; Smits et al, 1999). Papildus zinams, ka
Pir2/Ccw7/Hsp150p tiek intensivi inducéts karstuma stresa un slapekla bada apstaklos (Russo
et al., 1992; Russo et al., 1993 ), bet Pirl un Pir3 ir saistiti ar rezistenci pret osmotinu (Yun et
al., 1997). Tadgjadi var secinat, ka $tnu sienas Pir proteinu loma vél nav lidz galam

noskaidrota, tomér kopuma tie ir iesaistiti $tinas sienas integritates nodroSinasana.

1.1.2. Siinas citoplazmatiska membrana

Raugu Stinas citoplazmatiska membrana ir videji 7,5 nm bieza struktira un tas
galvenas funkcijas ir : Stinas fizikala aizsardziba no arvides, tas robezu noteikSana, osmotiskas

stabilitates kontrole, Siinas sienas biosinté€zes kontrole, citoskeleta piesaiste, selektivas
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barjeras nodroSinaSana starp arvidi un citoplazmu, daliba vielu transporta, signalu parnesé, ka
arT starpSiinu mijiedarbiba (Feldmann, 2012).

Citoplazmatiskas membranas uzbiives pamatkomponenti ir lipidi, proteini un
oglhidrati. Lipidiem ir svariga nozime membranu struktiiru veidoSanas procesa, barjeras
funkcijas nodro§inasana, signalu parnes¢, ka ari energijas uzglabasana. Galvenie lipidu veidi
membranas ir fosfolipidi, steroli un glikolipidi, kas visi sastav no hidrofilas —galvas dalas un
hidrofobas - astes dalas. Fosfolipidi regulé membranas pliistamibu un caurlaidibu. Pamata tie
ir mono, di vai tri gliceridi, kur viena taukskabe ir aizvietota ar fosfatgrupu. Galvenie
fosfolipidi, kas atrodami S.cerevisiae S$unas ir fosfatidilholins, fosfatidiletanolamins,
fosfatidilinozitols un fosfatidilserins (van der Rest et al., 1995). Raugu citoplazmatiska
membrana visvairak parstavétas ir C-16 un C-18 taukskabes ar (nepiesatinatas taukskabes) vai
bez (piesatinatas taukskabes) vienas dubultsaites, bet ar1 neliels daudzums tadu taukskabju ka
C-14 un C-26 ir atrodamas. Steroli liela méra nosaka citoplazmatiskas membranas
plustamibu, kas savukart ietekm& membranas lateralo kustibu un membranas protetnu
aktivitati, ka arT tie veido vidi, kura var tikt ieslégti polipeptidi. Sterolu grupas bitiskakais
parstavis raugu Sunas ir ergosterols. Tam ir nozimiga loma membranas darbiba, ietekméjot tas
stingribu, stabilitati un caurlaidibu (van der Rest et al., 1995; Abe and Hiraki, 2009).
Glikolipidi ir lipidi, kas saistiti ar oglhidratu dalu, kas veido polaro galvu. Tiem ir augsta
fazes parejas temperatiira un tadgjadi svariga loma membranas integritates saglabasana.
Papildus tam tie piedalas starpStinu mijiedarbiba, ka receptoru komponenti, protetnu uztvergji
un signalu parneses regulatori (Malhotra and Singh, 2005).

Otra liela citoplazmatiskas membranas komponentu grupa ir proteini. Kopuma vairak
ka 1000 membranas proteini var tikt kodéti S.cerevisiae (Van der Rest et al., 1995). Zinams,
ka vairaki membranas proteinus kodgjosie géni ir sastopami daudzkartigas kopijas un ne visi
Sie proteini tiks ekspreséti vienlaicigi. Tadgjadi faktiskais funkciong€joSo membranas proteinu
skaits biis mazaks. Peéc membranas-protetnu mijiedarbibas izskir divu veidu protetnus —
integrétos un periféros proteinus. Integrétajiem proteiniem ir viens vai vairaki segmenti, kas
iegremdeti lipidu dubultslant un kontakté ar membranas hidrofobo dalu vai art caurauz lipidu
dubultslani pilniba un tad tiek saukti par transmembranalajiem proteiniem. Periférie proteini
nemijiedarbojas ar fosfolipidu dubultslana hidrofobo dalu. Tie parasti ir saistiti netieSi ar
membranu caur integrétajiem proteiniem vai tieS§i mijiedarbojoties ar lipidu hidrofilajam
dalam (Lodish et al.,2000).

Membranas proteiniem ir svariga nozime un tie var veikt tadas funkcijas ka:
transports, enzimatiska aktivitate, signalu parnese, Sinu atpaziSana, Siinu adh€zija un

iekSStinas elementu (citoskeleta) piesaiste. Transporta proteini membrana veido vienu no
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lielakajam proteinu funkcionalajam kategorijam un raugos S.cerevisiae tos parstav vidéji 300
proteini (Brohée, 2010).

Pastav vairaki vielu transporta veidi caur citoplazmatisko membranu: (i) pasivais
transports — pasiva jeb vienkarsa difiizija un atvieglota difiizija un (ii) aktivais transports.
Pasiva transporta laika savienojumi var izklit cauri membranai bez energijas patérina.
Savienojumu kustibas virzienu nosaka koncentracijas gradients vai elektriska potenciala
gradients. VienkarSakais mehanisms ka molekulas var Skérsot citoplazmatisko membranu ir
pasiva difuzija. Saja procesa nav iesaistiti membranas proteini un kustibas virziens notiek
koncentracijas gradienta virziena, t.i. no vietas kur ir lielaka molekulu koncentracija uz vietu,
kur ir mazaka koncentracija. Pasiva difuzija ir neselektivs process, tomér to var izmantot tikai
mazas, relativi hidrofobas molekulas, tadas ka gazes (O2 un CO>), hidrofobas molekulas un
mazas polaras, bet neladétas molekulas (H2.O un etanols). Lielakas neladétas polaras
molekulas, tadas ka glikoze, nesp€j Skérsot membranu pasivas difiizijas cela, tapat ka jebkura
izméra ladetas molekulas (ieskaitot mazos jonus - H*, Na*, K* un CI"). So molekulu transporta
ir iesaistiti specifiski kanalu protetni (Cooper, 2000).

Atvieglota difuzija, tapat ka pasiva difuzija notiek koncentracijas gradienta virziena un
ladetu molekulu gadijuma — ladina koncentracijas virziena, ko nosaka membranas potencials,
t.i. elektriska ladina atSkiriba abpus membranai. Atskiriba no pasivas difuzijas, atvieglotas
diftizijas gadijuma transports notiek ar specialu proteinu palidzibu. Tie parnes savienojumu
cauri membranai, nodroSinot, ka tas nesaskaras ar lipidu dubultslana hidrofobo dalu.
Atvieglota diftizija lauj transportét polaras un ladétas molekulas, tadas ka oglhidrati,
aminoskabes, nukleozidi un joni. Atvieglotas difuzijas transporta ir iesaistiti divu veidu
transporta proteini — parnes€jproteini un kanalproteini. Parnes€jproteini saista transport€jamo
molekulu membranas viena pus€, izmainot telpisko strukttru, kas palidz molekulai Skérsot
membranu un tikt atbrivotai membranas otra pus€. Parnes€jproteini nodroSina atviegloto
difuziju cukuriem (piem., glikoze), aminoskabém un nukleozidiem (Cooper, 2000). Ja
proteini transporté tikai vienu savienojumu, to sauc par uniportu. Ja transport€ divus vai
vairak savienojumus viena virziena, tad par simportu, bet pretgjos virzienos — antiportu. (Van
der Rest et al., 1995).

Kanalproteini veido membrana atveértas poras jeb kanalus, kurus var brivi Skérsot
noteikta izméra un ladina molekulas. Sie kanali kalpo mazu molekulu un jonu transportam.
Kanalus $iinas var izmantot aktivakam tidens transportam, tad tos déveé par akvaporiniem. Ta
ka kanalproteini visbiezak tiek izmantoti jonu transportam, tos dévé arl par jonu kanaliem.
Salidzinot ar parnes€jproteinu transportu, jonu kanalus raksturo daudz lielaks pliismas atrums,

augsta selektivitate (piem., tikai Na*, K*, Ca?*, vai Cl" transports) un tie nav pastavigi atverti.
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Kanala atvérSanos var regulét specifiski stimuli, piem&ram, signalmolekulas piesaistiSanas vai
elektriska potenciala izmainas (Cooper, 2000).

Aktiva transporta gadijuma molekulas vai joni Skérso membranu pret elektrokimisko
gradientu, t.i. no mazakas koncentracijas uz lielako. Sim transporta veidam ir nepiecie$ams
energijas patérin$ (visbiezak ATF hidrolize) un to veic speciali parnes€jproteini jeb stkni.
Jonu siikni ir atbildigi par gradienta uztur€Sanu abpus membranas un ir nozimigs transporta
veids, kas izmanto ATF energiju. Pastav tris veidu stikni, kas izmanto ATF energiju — P tipa
stukni, F tipa (vakuolas V tipa) un ABC tipa. (Bublitz, 2011). Pie P tipa stikniem pieder,
pieméram ,Ca®" un H+ siikni. Ta ka $iem siikniem ir arT ATF hidrolitiskas Tpasibas, tos biezi
dévé par ATFazém, pieméram, Ca?* ATFaze. Parasti §ie pumpji sastav no divam subvienibam
— katalitiska a subvieniba un mazaka [ subvieniba, kurai piemit regulatoras funkcijas. F tipa
stkni ir lidzigi V tipa siikniem, tacu sarezgitaki neka P tipa. Tie sastav no dazadu proteinu
subvienibam un izmanto rotacijas kustibu. F tipa siikni ir zinami arT ka ATF sintazes, jo H+
gradients abpus membranai nodroSina ATF sinté€zi no ADF un fosfata.ja elektrokimiskais
gradients kritas, ATF sintazes var darboties arT pretgja virziena, hidroliz&jot ATF un siikngjot
H+ (Alberts et al., 2002). Sikak F tipa un V tipa stknu uzbive aprakstita nodalas
»Mitohondriji” un ,,Vakuola”. Lielaka dala proteinu, kas darbojas aktivaja transporta pieder
pie ABC tipa transportieriem. Tie satur divus ATF saistoSus doménus un vielu transports
notick mainoties siikna konformacijai péc ATF piesaistes. P&c parneses sekojosas ATF
hidrolizes, siiknis atgiist sakotngjo struktiiru (Lodish et al., 2000). Sie siikni var transportét
jonus, smagos metalus, oglhidratus, pretvéza zales, aminoskabes, fosfolipidus, steroidus,
glikokortikoidus, mikotoksinus, antibiotikas,pigmentus, peptidus un proteinus. Papildus
transporta funkcijam tie var kalpot arT ka kanalu regulatori, proteazes un receptori (Bauer et
al., 1999).

Stinu membranu strukturalas uzbiives aprakstiSanai ir tikusi piedavati dazadi modeli.
1925. gada Gorter un Grendel veiktajos eksperimentos secindja, ka $iinu membranas sastav
diviem pretgjiem molekulariem slaniem, ka rezultata tika secinats, ka divi lipidu slani veido
dubultslani, kura polaras galvas grupas izvirzitas pret idens vidi, bet hidrofobas- astes dalas
uz iekSpusi. Pirmais molekularais modelis, kas atainoja membranu sastava ieklautus proteinus
tika izveidots peéc Danielli and Davson (1935) pétijumiem. P&c §1 modela, membranas lipidu
dubultslanis atradas starp diviem proteinu slaniem. Attistoties elektronu mikroskopijas
iespgéjam, Robertsons (1959) veica membranu mikroskopiskas analizes, kas kopuma
apstiprinaja Gorter un Grendel, ka arT Danielli un Davson veiktos p&tijumus, noradot, ka
proteinu slani ir absorbéti lipidu dubultslani. Attistoties tehnikas iesp&jam, 1972.gada Singer

un Nicolson piedavaja legendaro standartmodeli, kas tiek saukts ka Skidrais mozaikveida
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modelis. Sis modelis apraksta membranu sastavoSu no homogéna lipidu dubultslana un
proteiniem, kas var atrasties uz virsmas vai biit iegremd€ti membrana, ka arT brivi difundét

lateralaja dimensija (skat.4. att.).

-+ - -

m/
i

RN

Proteini

4 attels. Singer un Nicolson (1972) skidrais mozaikveida modelis (Heimburg, 2007)

Vélak pétijumi paradija, ka lipidi un proteini nav homogeni sadaliti membrana. 1984.
gada Mouritsen un Bloom piedavaja ,,matra¢a” modeli, kas norada, ka starp proteiniem un
lipidiem var veidoties speki, kas var radit spriegumu starp plakném un radit izliekumus vai
sablivéjumus (Heimburg, 2007). 1997.gada Simons un lkonen izvirzija lipidu plostu hipotézi,
kura membranu veido dazadi lipidi ar atSkirigu uzbiivi un fazu parejam, ka rezultata tie nevar
perfekti sakrist un tadéjadi veido lateralu neviendabigumu (Simons and Ikonen, 1997).
Pamatojoties uz So hipotézi, membrana lidzpastav Skidra-nesakartota faze, ko veido
galvenokart nepiesatinatie fosfolipidi un Skidra-sakartota faze, ko veido piesatinatie

fosfolipidi, sfingolipidi un steroli (Simons and Ikonen, 1997; Owen and Gaus, 2013).

1.1.3. Citoplazma

Citoplazma aizpilda ieksstnas telpu, ko noslédz citoplazmatiska membrana. Tas
galvena sastavdala ir citosols un taja atrodamas ar membranu klatas Stinas organellas, ka art
citi veidojumi. Raugu citoplazma ir Gidenains, nedaudz skabs (pH 5,2) koloidals Skidums, kas
satur dazadus gan neorganiskus, gan organiskus savienojumus un makromolekulas, ka,
piemé&ram, proteini, nukleinskabes un glikogéns (Feldmann, 2012). Lielai dalai citoplazma
esoSajiem proteiniem piemit enzimatiska aktivitate un tie ir iesaistiti daudzos svarigos
metabolisma celos, pieméram, glikoliz& vai taukskabju sintéze. Citoplazma satur ari dazadus
iesleégumus, ka, pieméram, glikogéns uzkrajas citoplazma mazu granulu veida, un kalpo ka

energijas rezerves. Raugos glikogéns veidojas oglekla, slapekla, fosfora vai séra limit&tos
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apstaklos (Wilson et al., 2010). Lipida granulas uzkrajas aerobos apstaklos, kad aug$anas vide
ir bagata ar oglekli (Briggs et al.,, 2004). Tas satur hidrofobu centru, sastavosu no
triacilglicerola un sterolu esteriem, un tas apnem membrana, sastavosa no fosfolipidiem un
proteiniem. (Leber et al., 1994). Noskaidrots, ka ne tikai endoplazmatiskais tikls un
mitohondriji, bet arT Goldzi komplekss un lipidu granulas piedalas fosfolipidu sintézé (Daum
et al., 1998). Tika uzskatits, ka lipidu granulas kalpo ka sterolu glabatuve, no kurienes tie var
tikt transportéti uz membranam nepiecieSamibas gadijuma (Leber et al., 1995). Tomér
petijumi rada, ka lipidu granulu nozime ir daudz komplicétaka. Tajas konstatéts ari liels
daudzums sterolu biosintézes enzimu, ka, pieméram, glicerofosfata aciltransferaze un
skvaléna epoksidaze. No visiem Siinas skvaléna epoksidazes proteiniem 62% atrodami
endoplazmatiskaja tikla un 38% lipidu granulas. Proteina relativais daudzums starp
endoplazmatisko tiklu un lipidu granulam mainas $tinas dzives cikla laika. Noskaidrots, ka
lipidu granulas esoSais enzims pats nav aktivs un endoplazmatiskais tikls satur faktorus ta
aktivéSanai. Tadgjadi nepiecieSams tuvs kontakts starp lipidu granulam un endoplazmatisko
tiklu sterolu biosintézes nodrosinasanai (Leber et al., 1998).

Visu citoplazmu caurauz proteinu tiklojums, ko sauc par citoskeletu. Ta funkcijas ir
sekojosas: citoskelets (1) nosaka $tinu morfologiju un tas izmainas (morfogenéze); (2)
nodro$ina S$tinas polaritati; (3) nodroSina strukturalo atbalstu un mehanisko izturibu
citoplazmai; (4) kalpo ka noenkuroSanas vieta biomolekulam, multimolekulariem
kompleksiem, Stnas organellam, kodola un plazmas membranai; (5) ir atbildigs par Siinas
kustibu un (6) saistits ar transporta procesiem.

Citoskeletu veido tris veidu pavedieni — aktina filamenti, mikrotubuli un starpfilamenti
(Alberts et al., 2002). Starpfilamenti ir atbildigi par mehanisko noturibu un $tinas telpisko
organizaciju. Mikrotubuli nosaka membrana ieslégto organellu poziciju un tieSo intracelularo
transportu. Aktina filamenti nosaka Stinas virsmas formu, piedalas Stinas kustibas, endocitozé
un vezikularaja transporta. Starpfilamentu veidojos$as subvienibas ir pavedienveida, bet aktina
filamentu un mikrotubulu — globularas. Filamentus sava starpa un ar citam Stinam saista liels
daudzums paligproteinu, ka, piemeram, aktinu saistoSie proteini, filamentus stabilizgjoSie
proteini, motorie proteini u.c.

Pamatojoties uz Ling (Ling, 2001) AI hipotézi (angl. Al hypothesis; association-
induction hypothesis) citoskelets ir §tinas matriksa sastavdala un tad&jadi papildus klasiskajam
iepriek§ uzskaititajam funkcijam citoskeletam var biit sekojoSa nozimiba: (1) citoskeleta
proteini kopa ar Siinas matriksa proteiniem nosaka un kontrolé jonu un mazo organisko
molekulu intracelularo koncentraciju §tna; (2) $tnas tilpuma kontrole ir atkariga no $tnas

matriksa proteinu konformacijas, nevis vienkarsi saistita ar osmozi. Citoskeleta kontrakcijas-
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relaksacijas cikli izmaina Stnas tidens daudzumu. Tas rada izmainas jonu selektivitateé un
sekojosi izmaina jonu un metabolitu koncentracijas, kas savukart izmaina reakciju atrumu,
tadgjadi ietekmgjot Stinas metabolismu kopuma; (3) citoskelets piedalas proteinu-tidens-jonu
kompleksu fazu izmainas, tadgjadi piedaloties S$Gnas mehaniskajos, elektriskajos un
kimiskajos procesos. Filamentu un mikrotubulu konformacijas izmainas ir saistitas ar fidens
struktiras un jonu izkartojuma izmainam. Tadgjadi proteinu-udens-jonu komplekss uz
signaliem reagé ka viens veselums; (4) citoskelets veido mehanisko saskanotibu. Tas ir
trisdimensionals ansamblis, ko veido kompresijas rezistenti balsti (mikrotubuli), kas
savstarp&ji saistiti ar nospriegotiem elementiem (filamentiem). Tad€jadi pat miera stavokli
citoskelets uzglaba mehanisko energiju, ka rezultata tas ir loti jutigs pat pret vajakajam ar&jam
mehaniskam iedarbibam; (5) citoskeleta pastav elektriskd un jonu koherence. Starp
mikrotubuliem un filamentiem pastavosas saskanotas stravas pliismas saistitas ar informacijas
apstradi un darbibas potencialiem. Mikrotubuli var kalpot ka biopoliméru tranzistori, kas
sp&jigi pastiprinat elektriskos signalus; (6) ta ka enzimu kompleksi, kanali, receptori, RNS un
ribosomas var saistities ar citoskeletu, tad tiek radita ari to elektriska mijiedarbiba caur
mehaniski-kimiskajam un elektro-kimiskajam mijiedarbibam; (7) pastav hipotézes, ka
citoskelets saistits ar elektromagnétisko jutibu, saistiba ar mikrotubulu cilindrisko formu, kas
piemérota struktiiru veidoSanai ar ideni, kas var€tu vadit un emitét ultra vaju, koherentu
starojumu. Tadgjadi mikrotubulu sisteéma, saistiba ar citam citoskeleta dalam un membranas
komponentiem ir uzskatama par reala laika kvantu nanoprocesoru, kas ir nozimigs elements

informacijas apstradé un visas Stinas darbibai kopuma. (Jaeken, 2007).

1.1.4. Kodols

Kodols ir centrala organella §tina, kas regulé tas darbibu. Kodolu veidojosie elementi
ir apvalks, nukleoplazma, matrikss ar taja atrodamajiem molekularajiem kompleksiem un
hromatins.

Apvalku veido dubulta membrana. Ta sastav no kodola apvalka arg€jas membranas, kas
saskaras ar citoplazmu, endoplazmatisko tiklu, saistita ar citoskeletu un bieZi noklata ar
ribosomam un kodola apvalka iek$€jas membranas, kas saskaras ar nukleoplazmu. Abam
membranam ir lidziga lipidu uzbiive, bet atSkiriga proteinu kompozicija. Membranas sava
starpa ir atdalitas ar perinuklearo telpu, bet savienotas caur poram, kuru malas abas
membranas sapliist (D'Angelo and Hetzer, 2006). Kodola poru komplekss sastav no
cilindriskas formas kanala, ko veido centralais gredzens, sastavoss no proteiniem. To apnem

lielaks gredzens perinuklearaja telpa. Centralais gredzens no citoplazmas puses ir saistits ar
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citoplazmatisko gredzenu, bet no nukleoplazmas puses ar kodola gredzenu. Abi gredzeni ir
saistiti ar filamentiem, kas veidoti no proteiniem. Citoplazmatiskajiem filamentiem ir brivi
gali, savukart kodola iekSpus€ filamenti ir saistiti ar terminalo gredzenu, kas kopa veido
strukttiru, ko déveé par nuklearo grozinu (D’Angelo and Hetzer, 2008). Rauga Stnas kodola
poru kompleksu molekulara masa sastada ~40—60 MDa un to analize paradija, ka tie satur ~30
dazadus proteinus, ko sauc par nukleoporiniem. (D’Angelo and Hetzer, 2008). Joni un mazas
molekulas (<40 kDa) poras Skérso pasivas diftzijas cela, savukart liela izméra molekulas,
tadas ka DNS vai RNS — aktiva transporta cela, saistoties ar specifiskiem receptorproteiniem
(Mosammaparast and Pemberton, 2004). Transporta receptoru grupas, kas importé molekulas
kodola sauc par importiniem (a, B proteini). Receptori, kas eksporté molekulas ara no kodola
sauc par eksportiniem (Mosammaparast and Pemberton, 2004). Aktivo vielu transportu regulé
GTFaze Ran, kas eksisteé GTF saistita stavokli kodola un GDF saistita stavokli citoplazma.
Importins B ar transport€jamo savienojumu piesaistas poru kompleksa proteiniem, mainoties
savienojuma konformacijai. Kodola importins B saistas ar GTFazi Ran, ka rezultata atbrivo
transport€jamo savienojumu. Saistitais importins ar GTFazi Ran tiek transportgts caur poru uz
citoplazmu, kur aktivéjoSais proteins RanGAP hidrolizé GTF. GTFaze Ran pariet GDF
stavokli, atbrivojot importinu B jaunam ciklam. Regulatori (RanGEF kodola un RanGAP
citoplazma) rada GTF azes Ran un GDFazes Ran atSkirigu gradientu starp kodolu un
citoplazmu, ka rezultata nosaka savienojumu transporta virzienu (Aitchison and Rout, 2012).

Kodola iekSpuse ir pildita ar nukleoplazmu, kura atrodas proteinu tiklojums, kas veido
kodola matriksu. Kodola matriksa atrodami molekularo kompleksu veidojumi, ka, pieméram,
Kahala kermenisi, splaisosomas un kodolins. Tapat ir klatesoSas mazas kodola RNS (angl.
snRNA ; small nuclear RNA) un mazie kodola ribonukleoproteini (angl. sSnRNP; small
nuclear RNP), ka ari heterogénas kodola RNS, kas ir prematricas RNS (pre-mRNS)
apkopojums (Zimber et al., 2004).

Kahala kermeniSu diametrs ir vid€i 0.2-1.0 um. Tie satur enzimus specifiskai
nukleotidu hidrolizei, ka ar1 snRNP un snRNS. Tapat tiek uzskatits, ka Kahala kermeniSiem ir
nozimiga loma post-transkripcionala RNS metabolisma (Zimber et al., 2004).

Splaisosomas ir dinamisks piecu snRNS un liela skaita proteinu apkopojums, kas
saistits ar transkripciju, pre-mRNS parveides procesu — splaisingu un matricas RNS eksportu
no kodola (Reed , 2003; Will and Lithrmann, 2011).

Kodolin$ veidojas ap rRNS géniem un ta primara funkcijas ir rRNS sintéze un
ribosomu subvienibu veidoSanas. Tapat kodolina atrodami proteini, kas saistiti ar Stinas dzives
cikla kontroli, DNS replikaciju, replikaciju, vielu transportu starp kodolu-citoplazmu,

ieskaitot RNS un pre-ribosomalo dalinu eksportu un ribosomalo proteinu importu. Kodolina
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ultrastruktiira sastav no 3 dalam — fibrilarie centri, bliva fibrilara dala un granulara dala, kura
atrodamas preribosomu dalinas (Zimber et al., 2004).

Ta ka kodols regulé Siinas darbibu, taja atrodas liclaka dala Stinas genétiska materiala. Rauga
kodols satur 16 hromosomas, izméra 230 — 1500 kb un 100 — 200 ribosomalo génu kopijas
(Zimmer and Fabre, 2011). Kopuma rauga genoms sastav no vairak ka 6000 géniem (Kumar
et al., 2000). Lai visu o genomu varetu ieslégt kodola, DNS tiek loti spiralizéts. DNS ir
saistitas ar proteiniem veidojot nukleosomu virkni. Tai savijoties izveidojas hromatina
pavediens, kas ar daudzam spiralém un cilpam veido hromosomu struktiiru (Zimmer and

Fabre, 2011).

1.1.5. Vakuola

Raugu vakuolas ir skabas vides organellas, kuram ir daudz Iidzibas ar ziditaju
lizosomam (Armstrong, 2010, Klionsky et al., 1990). Abas organellas veic makromolekulu
hidrolitisku skelSanu, bojatu vai jau novecojusu Stinas dalu noardiSanu, ka arT stresa apstak]os,
pieméram, badoSanas laika noarda atseviSkas Siinas dalas, tadgjadi apgadajot Stnu ar
nepiecieSamajam vielam. Lizosomalais vides pH ir vidgji 4,5 — 5, vakuolarais pH 5 — 6,6,
atkariba no augSanas apstakliem. Tomer atSkiriba no lizosomam, vakuolas uzpem sevi
dazadas vielas, tadas aminoskabes, metala joni, metabolisma produkti, tadgjadi veic
uzglabasanas un detoksifikacijas funkcijas lidzigi ka augu vakuolas. Vakuolas ir atbildigas ar1
par Gidens un dazadu jonu transportu stresa apstaklos un osmotiska vai jonu stresa laika
vakuolam ir jasp€j nepiecieSamibas gadijuma sapliist vai fragmentéties. Vakuolu membranu
sapliSana vai daliSanas ir nepiecieSama, lai regul€tu vakuolas izméru. Osmotiska stresa laika
vakuola fragment€jas daudzos mazos pusliSos, bet paklaujot Stinu hipoosmotiskam stresam
vakuola palielinas. Sis izmainas izméra atbilst Gidens un jonu uznemsanai vai atbrivosanai no
vakuolas (Li and Kane, 2009). P&tijumi rada, ka vakuola piedalas tilit€ja osmoregulacijas
procesa, nodroSinot Stinas izdzivoSanu lidz glicerina akumulacija atlauj Stinu funkcionéSanu
osmotiski nelabveéligos apstaklos (Latterich, 1993). Vakuolas izmainas $tna osmotiskas
iedarbibas ietekmé att€lotas 5.attela.

Ta ka vakuola ir organella ar degradacijas 1pasibam, ta satur lielu daudzumu dazadas
hidrolazes. Vislabak raksturotas no tam ir proteinaze A, proteinaze B, karboksipeptidaze Y,
karboksipeptidaze S, aminopeptidaze I, aminopeptitaze Co, dipeptildiaminopeptidaze B,
sarmaina fosfataze, RNaze un a-mannozidaze (Klionski et al.,1990). Vakuolu hidrolazu
limenis mainas atkariba no augganas apstakliem un augsanas fazes. Stinas stacionaraja faze

hidrolazu daudzums vakuola sasniedz maksimumu.
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5.attels. Vakuolara morfologija daZados augSanas apstaklos (Li and Kane, 2009)

Autofagija tiek aktivéta baribas vielu, galvenokart oglekla un slapekla trikuma
apstaklos, lai nodroSinatu papildus resursus S$tinai bada laika, veicot proteinu un organellu
degradaciju. Galvenokart novérojama makroautografija — dubultas membranas puslisi sauktas
autofagosomas ietver sevi vielas no citoplazmas. Autofagosomas sapliiSana ar vakuolu atbrivo
materialu, kur tas tiek apstradats ar hidrolazém un tad atbrivots atpakal citoplazma. Baribas
vielas bagatos apstaklos autofagija ir inhib&ta ar Tor kinazes palidzibu. Badojoties Tor tiek
inaktivets un tadgjadi autofagija tiek aktivéta (Li and Kane, 2009).

Vakuolas ir galvena uzglabaSanas vieta aminoskabém, fosfata, Ca2+ un metala
joniem. Visvairak tiek uzkratas neitralas un baziskas aminoskabes, daudz mazakos
daudzumos skabas aminoskabes. Tapat vakuola satur augstu koncentraciju fosfata, kas tiek
glabats polifosfata forma. Tas kalpo ka fosfata avots, ka ar veicina pozitivi ladétu jonu un
aminoskabju uznemSanu un aizturéSanu. Vakuola ir iesaistita arT kalcija Iimena regulésana.
Kalcijs ir galvena signalmolekula $tina un tas atbrivoSana no vakuolas osmotiska stresa laika
ir saistita ar atbildes reakciju aktivéSanu §iina.

Vakuola piedalas ari metala jonu uzglabasana un detoksifikacija. Metalu
nepietickamibas gadijuma, vakuola uzglabatie metali var tikt saistiti ar specifiskiem
transportieriem un utiliz€ti metaboliskajos procesos. Papildus tam, metalu eksports no
citoplazmas uz vakuolu var palidzét noveérst metalu toksicitati. Cinka transportu raugos

nodrosina Zrcl, kobalta — Cotl un dzelzs — Cccl transportieris. Raugu mutanti, kuri nav
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sp&jigi uzglabat metalus vakuolas, vai arm nesatur metalu transportierus, uzrada jitibu pret
augstam metalu koncentracijam, pamatojot to toksicitati palielinatos daudzumos citoplazma
(Lin et al., 2008).

Papildus uzglabaSanas funkcijai, vakuola veic detoksifikacijas funkciju, noskirot
dazadas toksiskas molekulas no citoplazmas un citam organellam. Dazi $adi toksini ir baribas
vielas vai metaboliti, kuriem ir svarigas funkcijas fiziologiskas koncentracijas, bet kad to
koncentracija ir palielinata, paliek toksiski, ka arT toksiski metali, tadi ka arsenits vai kadmijs
(Li and Kane, 2009).

Lai visas funkcijas vakuolas normali norit€tu, nepiecieSama vakuolu paskabinasana.
Centralo lomu $aja procesa ienem, protonu pumpis, vakuolara ATFaze (V-ATFaze), kuras
primara loma ir protonu transports no citoplazmas, izmantojot ATF energiju, ka rezultata
pazeminas organellas vides pH. V-ATFazes ir enzimi, kas veidoti no periféra kompleksa V1,
kas piesaistits pie membranas saistita kompleksa Vo. V1 doméns satur astonas subvienibas ar
sekojosam funkcijam — A (ATF hidrolize), B (regulatora funkcija), C (stators), D (rotors), E
(stators), F (rotors), G (stators), H (stators), savukart Vo satur seSas subvienibas, kas
aprakstitas ka a (protonu pora, stators, SkiroSana),c (protonu pora, rotors), ¢’ (protonu pora,
rotors), ¢’ (protonu pora, rotors),d (rotors) un e (funkcija vél nav noskaidrota) (Kane, 2006).
V1 domeéns ir atbildigs par ATF hidrolizi, savukart Vo par protonu translokaciju. ATF
hidrolize (A subvieniba) rada centralas struktiras (D un F subvienibas) rotaciju, kas savukart
parnes rotaciju uz c subvienibu gredzenu, nodrosinot protonu transportu (Kane, 2006). V-
ATFazes fiziologiska nozime galvenokart tika izpétita izmantojot mutantu celmus, kuros tas
aktivitate ir izslégta. Pirmo reizi tika noteikts, ka V-ATFazes zudums rada pH atkarigu
letalitati t.1. mutantu celmi nebija sp€jigi izdzivot pie pH 7 vai augstaka, bet var€ja izdzivot
pie pH 5 lidz 5,5 (Nelson and Nelson, 1990). Tika paradits, ka mutanti, kas ir jutigi pret
augstam ekstracelulara kalcija koncentracijam un nevaréja fermentét oglekla avotus, saturgja
defektivas V-ATFazes (Ohya et al., 1991). V-ATFazes aktivitates zudumu raksturo ne tikai
pH atkariga augSana un kalcija jitiba, bet art jutiba pret smagajiem metaliem, ka arm mutanti
pie vides pH 5 auga daudz lénak neka savvalas celms. Papildus tam, mutantu $tinas tika
novérotas Stnas sienas uzbiives un funkciju, citoskeleta uzbtives un fosfolipidu sastava

izmainas (Kane, 2006).

1.1.6. Mitohondriji

Mitohondriji ir $Gnu organellas (skat.6.att.), kas atdalitas no citoplazmas ar 2

membranam (argja un iekS€ja membrana) starp kuram atrodas starpmembranu telpa.
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Mitohondriju iek$€ja membrana veido krokas jeb kristas. Mitohondriju iekSpusé atrodas

matrikss. (Kiihlbrandt, 2015).

Argja membrana
Starpmembranu

tel
ha lek$Eja membrana

Kristas

6.attels. Mitohondriju uzbiive (Kiihlbrandt, 2015).

Starpmembranu telpa ir vidgji 20 nm plata atstarpe starp aréjo un iek$&jo membranu
(Kihlbrandt, 2015). Tas sastavs un pH ir loti lidzigs citoplazmas. Starpmembranu telpa notiek
oksidativa fosforileéSana, ka ar protonu uzkrasana. Taja atrodas ar1 citohroms c, kas piesaistits
pie iek3€jas membranas. Ar&ja membrana ir poraina un to var brivi §kérsot mazas molekulas
un joni, pateicoties kanalporoteTniem - poriniem. Lielakas molekulas, piem&ram, proteini
parvietojas ar specialu protetnu kompleksu — translokazu — palidzibu. Ta ka ar€jai membranai
ir liela caurlaidibas sp€ja, potenciala gradients abpus membranai neveidojas, atSkiriba no
iek$€jas membranas. Iek$€jai membranai ir zema caurlaidiba un augsta selektivitate. Caur
iekS€jo membranu brivi spgj difundet oglekla dioksids, skabeklis un tdens, citos gadijumos
darbojas specifiski membranas transporta proteini. Nozimigakie kompleksi argjas membranas
Skersosanai ir TOM (angl. translocase of outer mitochondrial membrane), bet iek$gjas — TIM
(angl. translocase of inner mitochondrial membrane) (Kiihlbrandt, 2015). Proteini, kas §kérso
kompleksam (angl. sorting and assembly machinery of the outer membrane) (ii) integréti
iek§€ja mitohondriju membrana, (iii) transportéti uz mitohondriju matriksu. Proteinu
stabilitati transporta laika un pareizas konformacijas veidoSanos péc iekliiSanas mitohondriju
matriksa nodros§ina molekularie Sapeironi, tadi ka Hsp 70 (Wiedemann et al., 2004).

Pateicoties iek$€jas membranas jonu selektivitatei, abpus membranai veidojas protonu
gradients, kas nepiecieSams oksidativajai fosforiléSanai. Oksidativas fosforiléSanas laika,

elektroni, kas sanemti no NADH un FADH> savienojas ar p&dgjo elektronu akceptoru
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(elposanas kédé — O2) un atbrivota energija no $im oksidacijas/redukcijas reakcijam tiek
izmantota ATF sintézei. Elektronu parnese lidz pedejam elektronu akceptoram notiek
iesaistoties vairakiem parnes€jiem, kas veido elektronu transporta k&des jeb elektronu
parneses kompleksus. Sie parnesgji ir organiz&ti Eetros proteinu kompleksos (I, 1L III un IV),
kas lokalizéti iekS€ja membrana, kas veido kristas. Elektronu parnesé starp kompleksiem ir
lesaistiti arT divi nelieli parnesgji — koenzims Q un citohroms c. Elektronu transports caur
kompleksiem I, III un IV ir saistits ar protonu parnesi no matriksa uz starpmembranas telpu.
Kompleksi I un III katrs parnes 4 protonus uz vienu elektronu pari, IV kompleksa — 2
protonus uz vienu elektronu pari, un vél 2 protoni mitohondriju matriksa saistas ar O veidojot
H20 (Cooper, 2000).

Piektais proteinu komplekss ir ATF sintazes, kura uzkrata energija tick izmantota ATF
sintézei no ADF un fosfata mitohondriju matriksa. ATF sintaze sastav no Fo un F1 kompleksa.
Fo komplekss ir iegremdéts membrana, savukart Fi komplekss izvirzits mitohondriju
matriksa. Raugu $tinas F1 komplekss satur subvienibas a, B, v, 6 un €; Fo komplekss - a, b, c, T,
d; OSCP, ATP8 un h. Fo komplekss veido kanalu, savukart F1 dala novietoti aktivie centri
ATF sintézei. Protoni Skersojot Fo kompleksu elektrokimiska gradienta virziena rada c
subvienibu veidota gredzena rotaciju. Tas savukart rada y subvienibas rotaciju, kas sekojosi
rada B subvienibu konformacijas izmainas, izraisot ADF un fosfata saistiSanu un ATF sinteézi
(Stock et al., 1999).

Metaboliski aktivas $iinas, protoni tiek transportéti ara no matriksa, radot protonu
gradients abpus membranai, ka rezultata matriksa pH ir augstaks neka starpmembranu telpa
vai citoplazma vidg&ji par vienu pH vienibu un sastada apméram pH 8 (Llopis et al., 1998), citi
pétijumi rada, ka starpiba starp citoplazmas pH un mitohondrialo pH ir 7,2 un 7,5 attiecigi
(Orij et al., 2009). Papildus dalibai ATF sintéz€, mitohondriju matriksa notiek ar tadi procesi,
ka piruvata oksidativa dekarboksiléSana, taukskabju 3 oksidacija, trikarbonskabju cikls, ka art
vielmainas produktu noardiSana lidz CO2 un H20. Papildus matriksa var uzkraties tadi joni,
ka Ca?* un Mg?*, veidojot granulas. Mitohondriju matriksa atrodas DNS un ribosomas, ka ari
nepiecieSamie enzimi replikacijai, transkripcijai un proteinu biosintézei (Kiihlbrandt, 2015).

Mitohondrialais DNS (mtDNS) péc uzbiives ir lidzigs prokariotu DNS, veidojot
gredzenveida dubultspirali. mtDNS ir saistiti ar mitohondriju sapliiSanu vai daliSanos un to
replikacija notiek neatkarigi no kodola DNS. Katra $tina satur 50 — 100 mtDNS kopijas, kas
organizets nukleoproteinu struktiiras, ko dévé par nukleoidiem. mtDNS kodé elpoSanas k&des
svarigas subvienibas, mitohondrialas ribosomas vienu proteinu un divas RNS subvienibas, ka

arT 24 tRNS un ribonukleazes P subvienibu (Osman et al., 2015).
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1.1.7. Ribosomas

Ribosomas ir Stnas organellas, kas katalizé proteinu sintézi. Tas sastav no divam
ribonukleoproteinu subvienibam. Maza, 40S subvieniba raugu Siinas satur 1 rRNS un 33
dazadus ribosomalos proteinus. Liela, 60S subvieniba satur 3 rRNS un 46 ribosomalos
proteinus. Maza subvieniba ir centrs, kas savieno kopa mRNS un tRNS, savukart liela
subvieniba saistita ar reakcijam, kas kataliz€ peptidu saites veidoSanos (Woolford and
Baserga, 2013). Katra mRNS, kas kodé ribosomalo proteinu, vispirms tiek transportéta uz
citoplazmu. IzveidojuSies ribosomalie proteini tiek importéti uz kodolu un tam sekojoSi
kodolinu, kur tie asoci€ ar jauno sintez€to rRNS, veidojot preribosomas. Tas iziet dazadus
modifikacijas etapus, ta saukto proces€Sanu, pirms tiek eksport€tas uz citoplazmu, kur
piedalas translacijas procesa. Aktivi augosa raugu kultiira, Stinas dubulto savu ribosomalo
sastavu katras 1,5 st un katra §tina miniit€ import€ vid&ji 150 000 ribosomalos proteinus cauri

kodola membranai (Aitchisona and Rout, 2000).

1.1.8. Endoplazmatiskais tikls un Goldzi komplekss

Endoplazmatiskais tikls ir no lipoproteinu membranam veidots pusliSu un kanalinu
tiklojums. Tas aizsakas pie kodola apvalka un caurauz citoplazmu. ST sistéma nav stacionara
un sadala citoplazmu kompartamentos, kuros var notikt atSkirigas kimiskas reakcijas, ka art
savstarpéji saista dazadas $tinas dalas. Endoplazmatiska tikla nodalito dobuma dalu sauc par
limenu un tas var aiznemt videji 10 % no visas Stnas tilpuma. IzSkir gludo un graudaino
endoplazmatisko tiklu. Graudainais endoplazmatiskais tikls transport€ dazadus savienojumus
pa Stnu, uzkraj vielas, kuras ir nepiecieSamas citiem $iinas rajoniem vai ar1 tas izvada ara no
Stnas ar sekrécijas pusliSu palidzibu. Graudainais endoplazmatiskais tikls ir noklats ar
ribosomam, tadejadi taja notiek proteinu biosint€zes procesi. Sintez€tie proteini var palikt
tikla ka membranas proteini, vai ari tikt transportéti uz citam Stnas dalam. Gludais
endoplazmatiskais tikls nav saistits ar ribosomam un tas sintezé $tinai nozimigus lipidus,
piem&ram, fosfolipidus, ka arT oligosaharidus, piedalas detoksifikacijas procesa, ka ar1 uzkraj
un atbrivo Ca?* | kas saistits ar iek$siinas signalu sistému (Preuss et al., 1991; Cooper, 2000,
Csala et al., 2006).

Strukturali un funkcionali endoplazmatiskais tikls ir saistits ar Goldzi kompleksu.
Goldzi komplekss piedalas Stnas ieslégumu veidoSana, polisaharidu, oglhidratu un lipidu
sintézé un modific€Sana, Siinas membranas veidoSana, tdens daudzuma regulacija Stna.

Goldzi komplekss ir veidots no diska formas membranam, ko sauc par cisternam. Pa
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endoplazmatiska tikla kanaliem pliist sintez€tie savienojumi lidz parejas endoplazmatiska
tikla posmam, kura savienojumi talak tiek parnestas uz Goldzi kompleksu ar transporta
puslisu palidzibu. Proteinu transporta caur endoplazmatisko tiklu uz Goldzi kompleksu

shematisks atainojums paradits 7.attela.

Plazmas
membrana

O Sekrécijas
paslisi

Citoplazma /

i
. i f

——— o Goldzi komplekss
obriedusa \*O\ O O \ ‘O

\ \' endosoma (®)

\ X )

b I! O: .~ — /Cistema
Lizosoma :

tikls

7.attels. Goldzi aparats modificé un virza proteinu transportu Suna (Connerly,
2010)

Parasti Siinas satur vid€ji 20 cisternas, kas sastav no cis jeb ieejas dalas, mediala jeb
vidusdalas un trans jeb izejas dalas, kas satur noteiktus enzimus (Papanikou and Glick, 2009).
No endoplazmatiska tikla transportétie proteini vispirms var noklut cis Goldzi tikla vai
endoplazmatiska tikla-Goldzi starpdala, kas veidojas transporta pusliSiem saplistot.
Transporta puslisi veidojas parejas endoplazmatiska tikla eksporta doménos, ko sauc ari par
endoplazmatiska tikla izejas vietam (angl. ERES; endoplasmic reticulum exit sites). To
organizacija var atskirties starp rauga sugam, pieméram, P.pastoris redzamas 2 -5 atseviskas
vietas, savukart S.cerevisiae redzams liels skaits nelielu vietu viscaur endoplazmatiskajam
tiklam (skat.8.att).

Talak cis un medialaja Goldzi tikla dala modificétie savienojumi noklist trans GoldZzi
tikla, kur tie tiek Skiroti un novirziti transportam uz lizosomam, citoplazmatisko membranu

vai sekrécijai uz arvidi. Mehanisms, kada veida savienojumi virzas pa GoldZi aparatu vél lidz
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galam nav noskaidrots. Pastav divu veidu hipotézes. Pirmais modelis ir vezikulara transporta
modelis, kas paredz, ka savienojumi tiek parvietoti ar transporta piisliSu palidzibu, otra —
cisternu nobrieSanas modelis, kas paredz, ka savienojums paliek cisterna, kamér ta

parveidojas no cis uz trans cisternu (Suda and Nakano, 2012).

Pichia pastoris Saccharomyces cerevisiae

RED =Parejas endoplazmatiskais tikls
GREEN = Goldzi

8.attels. GoldZi aparata un parejas endoplazmatiska tikla struktiira rauga Siinas Pichia

pastoris un Saccharomyces cerevisiae (Papanikou and Glick, 2010)

1.2. Anabioze
1.2.1. Anabiozes atklajuma pirmsakumi un tas nozime

Anabiozes pétjjumu aizsakumi meklgjami 18.gadsimta, kad slavenais holandiesu
naturalists Antonijs van L&évenhuks, lietojot pasizveidotu mikroskopu, aplikoja sausas, bez
redzamam dzivibas pazimém smiltis, kas panemtas no majas jumta notekas péc loti karstas
vasaras. Vins atklaja, ka smiltis samitrinot, tajas paradas daudz mikroskopisku dzivu, kustigu
biitnu, ko vin$ nosauca par ,,animalcules” (tas bija rotatorijas). Ar §1 eksperimenta palidzibu
Lévenhuks novéroja, ka dzivas bitnes spg parciest loti stipru izZiiSanu un saglabat
dzivotsp€ju atiidenota stavokli (Keilin, 1959). Péc 38 gadiem paradijas pétjjums, kura tika
atspoguloti lidzigi rezultati. 1743.gada anglu katolu macitajs Terbils Nidems, pétot slimus
kvieSu graudus, novéroja, ka tie satur ,,baltas Skiedras”, kas atdzivojas, kad tam pievienoja
tdeni. Nidems miné&tos mikroorganismus nosauca par nematodém, tacu vélak noskaidrojas, ka
tie pieder pie veltentarpiem. 1753. gada anglu pétnieks Henrijs Beikers atkartoja Lévenhuka
un Nidema eksperimentus un apstiprinaja agrak iegiitos rezultatus. 1775. gada un 1776. gada
neatkarigi viens no otra Beikera eksperimentus atkartoja italieSu pétnieki Maurécio Rofredi un
Felice Fontana, ap kuru darbiem izraisitas diskusijas ieinteres€ja italu garidznieku un

filozofijas profesoru Ladzaro Spalancani, kur§ veica neskaitamus pé&tijumus, tostarp pirmos
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petijumus par augstas temperatiiras ietekmi uz atlidenotiem mikroorganismiem, kas bitiski
palielinaja priekstatu par anabiozes procesu (Rebecchi et al., 2007).

Terminu ,,anabioze” ieviesa vacu zinatnieks Vilhelms Preijers (1872.g). Burtiski
tulkojot anabioze ir atdzivoSanas, aug§amcelSanas (no grieku valodas ,,bios”- dziviba, ,,ana”-
augSup, atpakal). Deivids Keilins 1959. gada piedavaja terminu ,kriptobioze”, kas nozimé
apsléptu, latentu dzivibu. Kriptobioze ir termins, kas norada uz mikroorganismu ar dzivibas
pazimém, bet apturétu metabolismu t.i., tas neuznem baribas vielas, nereproducé sevi,
nereplicé savu DNS utt. Abi Sie termini - anabioze un kriptobioze - biezi tiek lictoti ka
sinonimi (Tortorello and Gendel,1997; Rebecchi et al.,2007).

Dzives laika $tinu var ietekmét daudz dazadi stresa faktori, kas var bt gan fizikali
(tadi ka: temperatiras un osmotiskais Soks, dehidratacija, augsts hidrostatiskais/gazes
spiediens, gravitacijas speki, radiacija), gan kimiski (tadi ka: etanols, baribas vielu
limitacija/bads, oksidativais un metala jonu stress, pH $oks un kimiska mutagenéze), gan
biologiski (tadi ka: novecosanas, genotipiskas izmainas) (Walker, 1998). Tas vai §tina spés
atri uztvert un adaptéties dazadam apkartgjas vides izmainam ir loti nozimigi tas dzivotspgjas
saglabasanai. Apstiprinats, ka daba pastav tikai tris biologiskas organizacijas stavokli: dzivs,
miris un anabiotisks jeb kriptobiotisks (Clegg, 2001). Anabioze ir pienemts termins vairakam
organismu izdzivoSanas stratégijam: (i) anhidrobioze — stavoklis, ko izraisijis iztvaikoSanas
radits Gidens zudums; (ii) osmobioze — stavoklis, ko izraisijis augsts osmotiskais spiediens
apkartéja vidg; (iii) kriobioze — stavoklis, ko izraisijusi sasalSana; (iv) anoksibioze — stavoklis,
ko izraisa skabekla triikums; (v) autohemoanabioze — stavoklis, ko izraisa kimiska iedarbiba
(Clegg, 2001; Lamikanra et al., 2005).

Daba visplasak sastopamas anabiozes formas ir kriobioze un anhidrobioze, kas rodas
atidenosanas jeb dehidratacijas rezultata. Termins anhidrobioze tulkojot no grieku valodas
nozimé — dzive bez tdens. Vidgji 70% zemes virsmas klaj Gidens un bez ta dziviba nav
iedomajama, tomeér ir organismi, kas spgj izdzivot tidens trikuma apstaklos un tos dévé par
anhidrobiotiem (Erkut et al., 2012). Anhidrobiozes paradiba ir izplatita dazadu dzivibas formu
vidld, gan vienSiinu gan daudz$iinu. Parasti Sos organismus iedala divas grupas — pirmas
grupas parstavji var pariet anhidrobiozes stavokli visos dzives cikla posmos, otra grupa esosie
tikai noteiktos dzives cikla posmos (McGill et al., 2015). Baktérijas Deinococcus radiodurans,
cianbakterijas Nostoc commune un Chroococcidiopsis spp., kérpji un briofiti, raugi, ieskaitot
ar1 vispopularako maizes raugu Saccharomyces cerevisiae, augu séklas, augu Craterostigma
plantagineum un Selaginella lepidophylla vegetativas Siinas, gauskaji, nematodes, vézveidigie,
rotatorijas un dazi citi ir to organismu skaita, kas var parciest dehidrataciju un atjaunot

metabolismu pie labvéligakiem vides apstakliem rehidratgjoties (Rebecchi et al., 2007; Clegg,
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2001). IzzuvuSie organismi var palikt anhidrobiozes stavokli ilgu laiku, Iidz pat gadu
desmitiem un gadsimtiem (Crowe et.al., 1992). Ka piem&ru var minét bakterialas sporas, kas
var atglit dzivotsp&ju péc 25-40 miljoniem gadu vai augu séklas, kas var uzdigt péc 1,300
gadiem (Erkut et al., 2012). Kvantitativa pilnigas dehidratacijas definicija ir izztSana lidz

<0.1g H,0 g-1 sausas masas (10% tdens daudzuma un mazak) (Alpert, 2005). Noskaidrots,

ka anhidrobioti ir sp&jigi zaudet lidz pat 95-99% no to tidens daudzuma organisma (Crowe
et.al., 1992). Pret dehidrataciju jutigas s€klas aiziet boja, kad tajas tidens daudzums sastada
20%, bet pret izzusanu tolerantas s€klas spg&j izdzivot zem mitruma daudzuma 7% (Tweddle
et al., 2003). Pret dehidrataciju jutigi prokarioti spgj izdzivot lidz mitruma daudzumam 30%,
bet pret izziiSanu tolerantie var izdzivot lidz pat mitruma daudzumam 2% (Billi and Potts,
2002; Potts, 1994). Rauga stnam mitrums aktivas dzives stavokli ir apm&ram 70 — 80 % un
tas pariet anabiozes stavokli, kad paliekoSais mitrums sastada 8 — 10 %. Pirmajos
dehidratacijas procesa posmos, kad paliekoSais mitrums nav zemak par 20 — 30 %, $tnas
atstaj brivais fidens, bet péc tam sakas saistita Gidens aizpla$ana. Saja laika no $Gnam aizplast
ne tikai brivais @idens, bet arT liels daudzums saistita fidens. Ir noskaidrots, ka zavgjot raugu,
l1dz ta paliekoSais mitrums ir apméram 20 %, $tinas esoSais Uidens vél darbojas par $kidinataju,
kura var notikt dazadas kimiskas reakcijas. Kad paliekoSais mitrums ir 10 — 20 % , tdens
Skidumi atrodas g€lveidiga stavoklt un atiidenojot Stinas talak, saistitais tidens lokalizgjas tikai
noteiktos Stinas rajonos (Beker and Rapoport, 1981). Anhidrobiozes stavoklim ir nozimigs
10% mitruma slieksnis, jo no biologiska viedokla tas atbilst stavoklim, kad $iinas esosas
tdens vairs neveido monoslani apkart makromolekulam un nevar kalpot par vidi, kura noris

dazadas biokimiskas reakcijas un attiecigi metaboliskie procesi (Billi and Potts, 2002).

1.2.2. Dehidratacija un tas raditas izmainas Siina

Dehidratacijas laika Stina notiek daudz dazadu izmainu strukturala un molekulara
Iimeni. Udens izraisitais stress aptur §linas augSanu un var veicinat dazadu bojajumu rasanos,
kas ir galvenokart saistiti ar $iinas organellu izmainam, citoplazmatiskas membranas lipidu

fazu parejam un oksidativo stresu.
1.2.2.1. Siinas organellu izmainas

Pasas uzskatamakas Stnas izmainas dehidratacijas laika attiecas uz Stnu tilpuma
samazinasanos (Berner and Gervais, 1993; Tymczyszyn et al., 2007). Novérojama

Stnapvalka sakrokoSanas, kas saistita ar izmainam Stnapvalka polisaharidu — mannanu un
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glikanu — 1pasibas. Konstatéts, ka mannanu kédes klust irdenas, kas notiek tapéc, ka
sabojajas kimiskas saites starp polisaharidiem un olbaltumvielam. Strukturali izmainas ari
glikans, kas nodros$ina Stinapvalka mehanisko stipribu. Dehidratacijas laika glikana strukttira
ta parveidojas, ka p&c rehidratacijas Siina uzreiz nesp€j atjaunot savu sakotn&jo formu, un
tas sakotngjais apjoms tiek atgiits tikai pec vid€ji 2 stundu atraSanas tidens vai Skidras
barotnes vidé (Beker and Rapoport, 1981).

Siinai atiidenojoties mainas ari $linas virsmas ipasibas. Noskaidrots, ka rauga §inam
izzustot, to virsmas negativais ladins pieaug, ka rezultata var veidoties kalcija tiltini, kas ciesi
sasaista atseviskas Stinas. Tadgjadi sausie raugi biezi salip kopa, veidojot liclus konglomeratus,
kas ir diezgan noturigi ar1 kad Stinas tiek paklautas rehidratacijai (Rapoport and Beker, 1985).

Dehidratacijas laika, Stinas kodols samazinas izmé&ros un mainas kodola membranas
ipasibas (Rapoport et al., 1973). Taja dazados rajonos var rasties lipidu izmainas, kas
elektronmikroskopiskajos pétfjumos novérojamas ka parravumi membrana. Sajos rajonos
parasti lokaliz&jas mitohondriji un/vai ar lipidu veidojumi, kas domajams ir saistits ar $tinas
bojato rajonu reparacijas procesiem, kam nepieciesams energijas avots (mitohondriji) vai arl
lipidu materials (Rapoport, 1984). Papildus, tick novérota hromatina kondensé$anas, kas
parasti sastopama tikai noteiktas Stnu daliSanas stadijas (Rapoport and Kostrikina, 1973).
Rauga $iinas, kuras negatavojas dalities, hromatins parasti ir difuzi izkliedets pa kodolu.
Tadgjadi var secinat, ka izziiSanas laika $tna notiek nopietni, tacu atgriezeniski procesi:
mainas ar DNS saistito olbaltumvielas molekulu, ka ar1 pasas DNS konformacija.

AttudenoSana ietekmé arT RNS. Kalt€jot raugu, var noardities 11dz 40 % no ta Stnas
esoSajam RNS. Raugu kaltgjot strauji, oglhidratu daudzums taja samazinas, turpreti, kalt€jot
to 1eéni, dazu oglhidratu koncentracija pieaug. Mazak noteikta ir vitaminu reakcija uz
atidenosanos. DaZi no tiem Sajos apstaklos degradgjas, citu daudzums $tina pieaug, un, ka
doma, tas notiek tapéc, ka noardas tos saturoSie fermentkompleksi un no tiem izdalas brivi
vitamini. Ir arl vitamini, uz kuriem, peéc IidzS§in€jiem datiem, kalt€Sana nekadu ietekmi
neatstaj (Beker and Rapoport, 1981).

Elektronmikroskopijas pétijumi neuzrada bitisku parkartoSanos mitohondriju
ultrastruktiira. Tomér novérots, ka mitohondriju DNS dehidratacijas laika reagé tapat ka
kodola DNS — tas kompaktizg&jas un klust redzams.

Dehidratacijas izraisa izmainas Sinu vakuolu izméros. IekSSiinas tidens tiek savakts no
vakuolas citoplazma, tadejadi dal€ji kompens€jot peksno makromolekulu koncentracijas
pieaugumu. Pastav hipotéze, ka Stinai izztstot vakuolu skaits palielinas. Tas varétu but saistits

ar vakuolam, kam piemit lizosomala aktivitate, jo lizosomas nepiecieSamas, lai efektivi
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atdalitu un sagrautu dal€ji noarditus savienojumus, kas Stinai izzlstot rodas pastiprinati

(Rapoport, 1984).

1.2.2.2. Citoplazmatiskas membranas izmainas un lipidu fazu parejas

Dehidratacijas ietekm& Stnas tilpums samazinas un tadgadi samazinas arl
citoplazmatiskas membranas virsmas laukums. Biezi tiek novérota membranas sakrokoSanas
un invaginaciju paradiSanas (Adya et al., 2006; Biryusova and Rapoport, 1978). P&tijumi rada,
ka izdzivotibas samazinaSanas dehidratacijas laika primari ir saistita ar citoplazmatiskas
membranas bojajumiem (Wolker et al., 2002; Teixeira et al., 1995). Ar tGdenraza saiteém
saistita tdens aizieSana no fosfolipidu dubultslana palielina polaro galvinu sablivéSanos un
pastiprina van der Valsa speku mijiedarbibu starp oglekla k€dém un var notikt lipidu fazu
pareja no Skidri-kristaliskas fazes uz géla fazi (Crowe et al., 2002). Udens aizpliiSana izraisa
membranas atpakal fazu parejas temperatiras (Tm) paaugstinasanos (Crowe et al., 1989;
Crowe et al., 1992). Rezultata rehidratacijas laika izzavétas Stnas membranas, kuras ir g€la
faze istabas temperatiira, atkal piedzivo fazu pareju no g€la uz Skidri-kristalisko (Potts, 1994).

Lipidu fazes membranas paraditas 9.attéla.

Skidri-kristaliska
faze,

Skidra-nesakartota
faze

Gela faze

Skidra-sakartota
faze

9.attels. Lipidu fazes membranas (van Meer et al., 2009)



Ta ka Stinas membranu veido dazadi lipidi, kas var bt izvietoti nevienmeérigi, tad
blakuseso$as membranas dalas var atrasties atskiriga fizikala stavokli. Sajas vietas membrana
rehidratacijas laika var veidoties parravumi un caurumi, kas notiek mehaniskas deformacijas
rezultata. Rezultata, tiek noverots bitisks citoplazmatiskas membranas caurlaidibas
pieaugums. Tadgjadi rehidratéSanas procesa izkaltétas Stinas var summari zaudét Iidz 30 %
dazadu vielu. So vielu vidi ir dazadi neorganiski joni, vitamini, oglhidrati, lipidi,
aminoskabes, nelielas kimiski saistitu aminoskabju virknites (peptidi), olbaltumvielas, ka art
nukleotidi (Rapoport, 1984).

Pret zaveésanas tolerantiem mikroorganismiem ir mehanismi, ka pazeminat Tm vertibu,
tadgjadi noverSot izmainas, kas saistitas ar membranu fazu pareju. Tm vertibas pazeminasanas
var tikt panakta mainot lipidu sastavu pec to taukskabém, palielinot membranas taukskabju
nepiesatinatibas pakapi (Hoekstra et al., 2001). Tomer janem véra, ka palielinats nepiesatinato
taukskabju saturs paaugstina lipidu peroksidacijas uznémibu (Franga et al., 2007).

Jebkuri bojajumi, kas rodas $tinas dehidratacijas laika paradas rehidratacijas procesa.
Pastav lidziba starp dehidratacijas un rehidratacijas laika izraisitajiem bojajumiem. Gan
dehidratacijas, gan rehidratacijas laika notiek dinamiskas proteinu un nukleinskabju
parmainas un rehidratacijas apstakli ir loti noteicosi vai $iinas dzivotspgja tiks saglabata vai né.
Novérots, ka $tinu rehidratacijas galvenie parametri — temperatiira un rehidratacijas atrums - ir
loti nozimigi $tnu dzivotspgjas saglabasana. Nelabveligos apstaklos izzavétam raugu $tinam
(pieméram, tas liofiliz§jot) fazu pareja var palielinaties pat lidz 65°C, bet to iesp&jams
samazinat, pieméram, inducgjot trehalozes vai dazadu poliolu izstradi Stinas, tadejadi
samazinot Tm uz 35 — 40°C (Rapoport et.al., 2009). Lai rehidratétu $iinu mazinot membranas
bojajumus, iesp&jami divi varianti: (1) palielinat reaktivacijas temperatiiru un pievienot tideni
péc fazu parejas notikSanas vai (i1) atdot Gideni pakapeniski ar 1€nas rehidratacijas palidzibu
beziidens apstaklos (Gidens tvaiku atmosfera). Salidzinot atro rehidrataciju, kad Stnas tiek
uzreiz ievietotas tidens videé istabas temperatiira, 1€na rehidratacija tidens tvaikos atlauj tidens
uznemsSanu $na caur nestabilo membranu, tadgjadi ir daudz saudzgjosaka un tam ir loti liela

nozime §tnu dzivotspé&jas saglabasana (Poirier et al., 1999).

1.2.2.3. Oksidativais stress

Viens no molekularajiem mehanismiem, kas var izraisit S$iinas bojajumus
dehidratacijas laika un var novest pie tas bojaejas, ir oksidativais stress Udens raditais stress
palielina brivo radikalu daudzumu $iina, kas izraisa fosfolipidu, DNS un proteinu bojajumus.

Galvenie bojajumi saistas ar membranu lipidu peroksidaciju, ka ari DNS bazu izmainam un
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proteinu denaturaciju (Pereira et al., 2003; Cabiscol et al., 2000). Sadu oksidativo bojajumu
pamata ir aktivétu vai dal&ji reducétu Oz formu veidoSanas, ko déveé par reaktiviem skabekla
veidiem (angl. ROS; reactive oxygen species). P&tijumi rada, ka ROS veidosanas (tadu ka
superoksida anjoni Oz, udenraza peroksidi H2O2 , hidroksil radikali HO™ un
hidroperoksilradikalis HOO) dazadu stresu apstaklos ir saistita ar elektronu transporta kédes
pavajinasanos aerobos mikroorganismos. Noskaidrots, ka dehidratacijas laika rauga $iinas
oksidacijas process pieaug 10-kartigi (Pereira et al., 2003). Tapat izpétits, ka izzaveta stavokli
reakcijas ar O ir loti nozimigas, jo var izraisit pat S$tinas navi. Kad $inu membranas ir
dehidratétas, tas ir daudz jutigakas pret ROS. Normalos metaboliskos apstaklos brivie radikali
var tikt neitraliz&ti pateicoties antioksidantu sisttmam, tomér tidens stresa raditos apstaklos,
Sie aizsardzibas mehanismi var but inaktivéti (Franga et al., 2007). Ta ka izzavétas $unas
molekulas ir tuvu novietotas, pastiprinati var notikt brivo radikalu difuzija un tai sekojosa
Stinas komponentu oksidacija (Espindola et al., 2003). Svarigi atzimét, ka aerobos apstaklos
raugos nepartraukti veidojas brivie radikali un antioksidantu sist€ma ir darbiba, tacu
anaerobos apstaklos raugos netiek ekspreséti géni, kas atbild par oksidativo aizsardzibu, kas
var bit par iemeslu to ipasi zemajai izdzivotibai zavéjot (Martinez-Pastor et al., 1996).

Lipidu peroksidacija ir komplekss process, kura rezultata veidojas lipidu radikali,
notiek nepiesatinato lipidu dubultsaiSu parkartosanas, lipidu destrukcija ar dazadu noardiSanas
produktu veidosanos, un tai izskir tris fazes: iniciacijas faze, pavairoSanas faze un nobeiguma
faze (Catald, 2006). Peroksidaciju aizsak oksidants, kas nosSkir tidenraza atomu no oglekla
nepiesatinatas taukskabes k&d€ un izveido lipida radikali. Skabeklis pievienojas taukskabes
lipida radikalim, tadejadi radot peroksilradikali. Inici€tais peroksilradikalis var talak izplatit
peroksidacijas kédes reakciju, noSkirot tdenraza atomu no nakamas blakusesosas
nepiesatinatas taukskabes. Rezultata izveidotais lipida hidroperoksids var sadalities vairakos
ROS, tados ka, lipidu alkoksilradikalis, aldehidi, alkani, alkoholi, lipidu epoksidi (Catald,
2009). Peroksidetas membranas kliist stingras, zaudé selektivo caurlaidibu un argjos stresa
apstaklos zaudé savu integritati. Lipidu peroksidacijas produkti (visticamak aldehidi) var
difuzi pariet no membranam uz citam intracelularajam strukttram.

Lipidu peroksidacija ietekmé lipidu dubultslanas struktiiru un izmaina membranas
ipaSibas, tadas ka plastamiba, caurlaidiba un dubultslana biezums. Lipidu peroksidacija
palielina membranas caurlaidibu, zaudgjot selektivo caurlaidibu un jonu gradientu, tadgjadi
tiesa veida ietekm&jot metaboliskos procesus. Strukturali péc lipidu oksidacijas noveérojama
membranas biezuma samazinasanas. Savukart jautajums par membranas pliistamibas
izmainam vel lidz galam nav noskaidrots. Pec daZzu pétnieku datiem, peroksidacija neietekmé

nedz membranas plistamibu, nedz lipidu dinamiku, savukart citi pétijjumi parada, ka
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membranas klist stingrakas, plistamiba samazinas un samazinajums visizteiktakais ir lipidu
slana dubultsaisu tuvuma (Wong-ekkabut et al., 2007).

Lidztekus lipidiem, oksidativais stress ietekmé arT $tinas proteinus. Proteinu oksidacija
tieck definéta ka proteina kovalenta modifikacija, ko izraisa tieSas reakcijas ar ROS vai
netieSas reakcijas ar sekundariem oksidativa stresa produktiem, kas visbiezak ir lipidu
peroksidacijas galaprodukti (Zhang et al., 2013). ROS boja proteinus izraisot aminoskabju
sanu k&zu modifikacijas, krustenisko saiSu veidoSanos starp proteiniem un polipeptidu
fragmentaciju. Visbiezak proteina oksidaciju inicieé HO". Reakciju rezultata veidojas alkil,
alkilperoksil un alkoksil radikali, kuru reakciju starpprodukti var atkal iesaistities reakcijas ar
citiem aminoskabju atlikumiem ta pasa vai cita proteina molekula. Alkoksil radikalu
veidoSanas veicina arT peptidu saiSu SkelSanos un tadgjadi polipeptidu fragmentaciju (Berlett
and Stadtman, 1997). Visi proteinu aminoskabju atlikumi ir jutigi pret oksidaciju ar HO", un
visuznémigakas aminoskabes pret oksidaciju ir cisteins, metionins, triptofans, fenilalanins,
tirozins, histidins, arginins, lizins, prolins, treonins un glutamins (Berlett and Stadtman, 1997).

ROS izraisitie bojajumi DNS izpauzas, ka DNS bazu modifikacijas un vienas vai
dubultsaites parravumi. Rezultata Stnas DNS oksidativie bojajumi saistas ar kludam
transkripcija, translacija un replikacija, radot mutacijas vai Stinas navi (Girard and Boiteux,
1997). Art RNS ir loti jutigs pret oksidativo stresu, it Ipasi mRNS un rRNS. Vislielako RNS
bojajumu daudzumu rada HO", veidojot vairak ka 20 dazadu veidu bazu bojajumu. RNS
oksidativie bojajumi rezult€jas translacijas procesa un proteinu sint€zes traucgjumos, kas tapat

ka DNS gadijuma var radit mutacijas vai bt letali (Kong and Lin, 2010).

1.3. Aizsargmehanismi rauga Siinas

Udens izraisitais stress ir celularas izmainas, ko inducé tidens zudums, kas rodas no
iztvaikoSanas gaisa vai osmozes. Udens zudums rada izmainas un bojajumus 3tnas, tadel
anhidrobiotiem nepiecieSami dazadi aizsargmehanismi to dzivotsp&jas saglabaSanai parejot
anabiozes stavokli. Gadiem uzkrata pieredze pétijjumos parada, ka pastav kopigas iezimes
Stnu aizsargmehanismos Gidens radita stresa gadijumos, kas saistitas ar osmolitu sint€zi un

akumulaciju, antioksidantu un reparacijas sist€mas aktivaciju, ka art stresa proteinu darbibu.

1.3.1. Osmotiska stresa aizsargsistema un osmoliti

Laboratorijas osmoregulacijas sistéma ir visplasak pétita ka straujas parmainas

ekstracelularaja @idens aktivitaté. STs straujas parmainas var izraisit dens izpliiSanu ara no
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Stnas (hiperosmotiskais stress), kas veicina $tinas sarauSanos, vai ari pastiprinatu tdens
iepliiSanu $tna (hipoosmotiskais stress), tadgjadi izraisot $tinu uzbrieSanu (Hohmann et al.,
2007; Hohmann, 2002). Paklaujot Stinas hiperosmotiskam stresam, tas sak zaudét Gdeni un
iestajas lidzigs stavoklis, ka gadijuma ar dehidrataciju gaisa, ko ar1 pavada tidens zudums
paklaujot apstakliem, kas rodas ZavéSanas sakumstadija, pieméram, pirms $iinu zavéSanas
gaisa tas inkubét Skiduma ar paaugstinatu osmotisko spiedienu. Tas veicina
aizsargmehanismu aktivaciju $tina un sekojo$i tas augstaku rezistenci dehidratacijas laika
(Rapoport et al., 2009).

Paklaujot Stinas Uidens izraisitam stresam, S$tnas tiek aktivétas dazadas atbildes
reakcijas un viena no tam ir saistita ar dazadu osmolitu sint€zi un akumulaciju (Hohmann,
2002) . Petijumi parada, ka pastav tieSa korelacija starp osmolitu daudzumu S$tna un tas
rezistenci pret dehidrataciju (Bohnert et al., 1995; Crowe et al., 1992; Krallish et al., 1997).
Isa perioda tidens zuduma laika $tinas biezi sabalansg iek$&jo osmotisko spiedienu ar argjo un
saglaba sakotngjo Stnas tilpumu izmantojot neorganiskos jonus, savukart ilgaka perioda
tdens stresa gadijuma, organiskie osmoliti tiek lietoti tilpuma regulacija (Lang et al., 1998).
Organiskie osmoliti ir savienojumi, kas var tikt iedaliti vairakas grupas. Tie var bit
aminoskabes (to atvasinijumi), polioli un cukuri, metilamini, metilsulfidi un urinskabe.
Daudzi osmoliti tiek saukti par savietojamam vielam (angl. compatible solutes). Sis
nosaukums radies balstoties uz ,savietojamibas” hipotézi, t.i., Sie savienojumi nekaité
makromolekulam un tie var tikt reguléti ar minimalu ietekmi uz ieksstnas funkcijam (Yancey,
2001; Yancey, 2005). Salidzinajumam — neorganiskie joni augstas koncentracijas nav
savietojami ar normalu proteinu funkcionéSanu ilgtermina (Burg and Ferraris, 2008). Tapat
teorija paredz, ka organiskie osmoliti ir aizstajami, t.i. Stna var tikt osmotiski aizsargata ar
dazadiem osmolitiem neatkarigi no ta vai Siina ikdiena tos lieto vai né. Pat ja osmoliti nav
metaboliski aktivi, tie var tikt iesaistiti unikalas reakcijas Stinu aizsardziba ne tikai osmotiski,
bet ar1 veicot specifiskas funkcijas. Tie var kalpot ka aktivi antioksidanti oksidativa stresa
gadijuma, rezerves substances un tilit€js energijas avots pec stresa stavokla parvaréSanas, ka
arT makromolekulu (proteini, membranas) stabilizatori (Smirnoff et al., 1989; Crowe et al.,
1998; Yancey, 2005). In vitro eksperimenti rada, ka savietojamas vielas sp&j samazinat jonu
inhibgjoso efektu uz enzimu aktivitati, ka ar1 paaugstinat to termalo stabilitati (Bohnert and
Shen, 1999).

Zinams, ka tidens stresa apstaklos raugi producé un/vai akumulé no apkartgjas vides
dazadus poliolus, tadus ka, pieméram, eritritols, ribitols, arabitols, ksilits, sorbits un mannits

(Burg and Ferraris, 2008; Van Eck et al., 1993; Rapoport et al., 1988). Ka centralais osmolits-
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poliols rauga Siinas tiek minéts glicerins un S§tnu paklauSana hiperosmotiskajam stresam
vienm@r saistita ar paaugstinatu glicerina saturu tajas (Hohmann, 2002). Glicerina
intracelularas koncentracijas pieaugums var notikt pateicoties (i) palielinatai sintézei, (ii)
palielinatai intracelulara glicerina saglabaSanai pateicoties citoplazmatiskas membranas
caurlaidibas izmainam (ii1) samazinatai disimilacijai (iv) glicerina uznems$anai no vides
(Nevoigt and Stahl, 1997). Glicerina akumulacijas veids ka osmotiska stresa atbilde var
atskirties starp dazadu raugu celmiem, piemé&ram, Saccharomyces cerevisiae akumulé
glicerinu paaugstinot ta sintézi. P&tijumi rada, ka Siinas, kas tika inkubgétas vidé ar 0,7M NaCl
40 min, producgja videji 3 reizes vairak glicerina salidzinot ar Stinam, kas netika paklautas
hiperosmotiskajam stresam (Blomberg and Adler, 1989). Izmainas vides osmolaritateé uztver
divi transmembranu sensori Slnlp un Sholp, kas talak aktivizé HOG (angl., High Osmolarity
Glycerol) celu, kas ir enzimu kaskade, kura aktivitate ir saistita ar pastiprinatu glicerina
sint€zi rauga $tnas (Burg and Ferraris, 2008).

P&tijumi rada, ka polioli var biit savstarpgji aizvietojami. Saja zina sorbits un mannits
var aizstat glicerinu, saistiba ar osmotisko aizsardzibu. Tomér noskaidrots, ka pie identiskam
savienojumu koncentracijam, to darbiba ir mazaka méra izteikta neka glicerinam (Shen et al.,
1999). Domajams, ka tas var€tu biit saistits ar atSkirigu poliolu intracelularo izvietojumu
(Blomberg and Adler, 1992). Tapat ir iesp&jama ar1 citu aizsargmehasnismu nodro§inasana.
Noskaidrots, gené&tiski modificétos raugos, sp&ja producét un akumulét mannitu palidz
aizsargat glicerina defektivas Stnas no brivo radikalu ietekmes, ka ar1 ksilita akumulacija
paaugstina $tinu sausumizturibu (Chaturvedi et al., 1997; Rapoport et al., 1997). Polioli var
bit efektivi proteinu stabilizatori kad pievienoti augstas koncentracijas ari kimiski inducétas
denaturacijas gadijuma (Mustafa et al., 2011). Pétijuma tika pieradita poliolu nozime
denaturéta tripsina inhibitora proteina ovomukoida stabilitates paaugstinaSana. Proteina
stabilitate paaugstingjas palielinoties poliolu koncentracijai un stabilitate samazinajas
sekojosa seciba  sorbits>ksilits>adonitols>mannits>glicerins.  P&tijumi  paradija, ka
savienojuma aizsargspéju palielinaSanas saistita ar hidroksilgrupu skaitu molekula.
Domajams, ka glicerina stabiliz&josais efekts Saja gadijuma uzradas mazaks neka citu poliolu,
péc izvirzitas hipotézes - jo lielaks ir hidroksilgrupu skaits molekula, jo izteiktaks ir proteina
stabiliz&josais efekts (Mustafa et al., 2011). Savukart cita p&tijuma analiz&jot pirofosfatazes
termoprotekciju, Skidumi tika salidzinati péc idens daudzuma uz tilpumu. 1,5 M trehalozes
Skidums satur 62,5% tideni péc tilpuma, savukart tddu pasu tidens daudzumu glicerina
Skidums satur pie molaras koncentracijas 4,4 M. Izmantojot §is koncentracijas
termoprotekcija trehalozei un glicerinam uzradijas identiska (Sola-Penn and Meyer-

Fernandes, 1998).
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Svarigu lomu dehidratacijas stresa aizsardziba $iinas ienem osmoliti - cukuri,
visbiezak trehaloze un saharoze. So savienojumu sintéze un akumulacija novérojama $iins,
kad tas sak zaudét intracelularo @ideni, un tiek zinots, ka tie ir loti nozimigi membranu un
proteinu stabilizatori izzt8anas laika (Crowe et al., 1998; Crowe et al., 2001). Saharozes
klatbutne ir izteiktaka augu valsts parstavjiem, savukart rauga Stnas tiek detektta primari
trehaloze (Clegg, 2001). Polihidroksilsavienojumu iedarbibas rezultata dehidratétas Siinas
nenotiek proteinu denaturacija un parravumu veidoSanas membranas (Allison et al., 1999).
Noskaidrots, ka cukuri novér§ membranas lipidu dubultslana fazu parejas temperatiiras Tm
picaugumu un tadgjadi nover§ membranas fazes parejas, atlaujot tai eksistet skidri-kristaliska
fazeé dehidratacijas-rehidratacijas laika (Koster et al., 2000).

Hidroksilsavienojumu bioprotektiva fenomena 1pasibas un darbibas mehanismi
joprojam nav lidz galam noskaidroti un raisa diskusijas. Tiek piedavatas dazadas hipotézes,
tomér neviena Vel nav atzita par visparpienemtu. Tris galvenas hipotézes, kas apraksta
molekularo struktiiru saglabasanas mehanismus (Crowe et al., 2002, Belton and Gill, 1994;
Lins et al., 2004; Allison et al., 1999, Doster, 2010) :

1) Udens aizvietoSanas hipotéze: cukuri ir spgjigi aizvietot fidens molekulas tie3a
mijiedarbiba ar biomolekulu virsmas grupam caur tidenraza sait€m, stabilizet lipidu un
proteinu 3D struktiras dehidratacijas laika radit cukuru-proteinu tidenraza saites, kas
aizvieto idens-proteina Gidenraza saites,

2) Udens ,satverSanas™ hipotéze: iidens molekulu satverSana starpslani starp cukuriem un
biomolekulu virsmu, struktiiras cukurs — tidens - biomolekula veido$ana;

3) Mehaniskas satversanas hipotéze (vitrifikacijas hipotéze): cukuri satver biomolekulas

stiklota matriksa un nodroSina augstaku stikloSanas temperatiiru

Lielakais daudzums pétijumu §aja virziena ir saistits ar trehalozes izmantoSanu ka
aizsargsavienojumu. Sis savienojums var tikt akumulgts lielos daudzums — lidz pat 20% no
sausa svara — daudzos mikroorganismos, kas sp&j parciest dehidrataciju (Crowe et al., 1998).
Lidz nesenam laikam tika uzskatits, ka rauga $tinas trehaloze ir tikai ka rezerves cukurs un to
izdzivotiba sausa stavokli ir saistita ar trehalozes darbibu ka energijas avotu Stnu funkciju
atgiiSanai rehidratacijas laika, tome@r aizvien vairak pétijumu parada, ka trehalozes produkcija
ir universala atbilde raugos dazadu stresa-faktoru ietekm& un ta spgj veikt dazada veida
aizsardzibu S§linds, piem&ram, trehaloze sp€ pasargat rauga Stnas no oksidativiem
bojajumiem, kad tas tiek paklautas H20», ta veicina etanola rezistenci, ka arT termotoleranci

(Benaroudj et al., 2001; Lucero et al., 2000; Singera and Lindquist, 1998). Tapat tiek

43



uzskatits, ka trehalozei ir izteiktakas protektivas funkcijas neka, pieméram, saharozei, ka ari
citiem cukuriem, it Tpasi uzglabasanas laika (Crowe et al.,1998).

Trehaloze stabilizé sausas membranas samazinot atstarpju veido$anos starp
membranas lipidiem dehidratacijas laika (Golovina et al., 2009; Golovina et al., 2010).
Pamatojoties uz tidens aizvietoSanas hipotézi cukuru polari 1adétas hidroksilgrupas darbojas
ka tidens molekulu aizvietotaji, veidojot fidenraza saites ar Sinas molekulam, un tada veida
saglaba pietickamu atstarpi starp lipidiem, saglabajot telpisko strukttiru Skidri-kristaliska
stavokli (Crowe et al., 2002). Tomér ir daudz eksperimentalo un teorétisko datu, kas pamato
ar proteinu — cukuru mijiedarbibu, ko labak apraksta fidens satver$anas hipotéze. ST hipotéze
paredz, ka cukuri koncentré tideni blakus membranu vai protetnu virsmai, tad€jadi noveérsot to
sagrausanu jeb sairSanu (Belton and Gill, 1994; Lins et al., 2004). Mchaniskas satverSanas
hipotéze nosaka, ka Tm pazeminaSana izzavetos fosfolipidos, var bt saistita ar cukuru spgju
veidot stiklveida struktiiras jeb cukuru vitrifikaciju (Crowe et al., 1998). Trehalozes ipasas
»Spejas” tiek saistitas ar trehalozes augsto stikla parejas jeb stiklosanas temperatiru (Tg).
StikloSanas temperatiira raksturo parauga pareju no stiklveida stavokla uz superelastigo
stavokli, kad paraugs ir izteikti elastigs, viegli deform&ams un tam ir raksturiga tecetspéja.
Stiklveida stavokli var raksturot ka cietu agregatstavokli ar amorfu struktiiru. Parasti
stikloSanas notiek kada temperatiiras intervala, tomér nosaciti to aizstdj ar vienu noteiktu
temperatiiru — stikloSanas temperatiiru. Domajams, jo augstaka Ty vértiba, jo augstaka ir
izzavetas struktiras stabilitate, kad notiek temperatiiras pieaugums (Morgan, 2006). 1zzavéetas
trehalozes Ty = 110 °C, kas nodro$ina augstu viskozitati pie augstam temperatliram.
Salidzinajumam, saharozes Tg = 65 °C, kas samazina tas potencialu salidzinot ar trehalozi
(Crowe et al., 1998). Papildus izpétits, ka trehaloze spg&j veidot kristalisku dehidratu.
Veidojoties dehidratétam kristalam, kad neliels Gidens daudzums tiek absorbéts, trehalozes
struktiira paliek stiklveida stavokli, nesamazinoties sistémas Tq vertibai. Tadgjadi trehalozes
klatbiitn€ biomateriali var but daudz stabilaki, kad tiek glabati augsta mitruma un
temperattras apstaklos. Tiek uzskatits, ka cukuri vislabak spgj stabiliz€t proteinus un
membranu struktiiras, kad dazadu hipotézu nosacijumi, pieméram, tidens aizvietoSanas un
vitrifikacijas hipoteze, tiek izpilditi ka rezultata nenotiek proteinu denaturacija un parravumu

veidoSanas membranas (Crowe et al., 1998).

1.3.2. Antioksidantu un reparacijas sistema

Petjumi rada, ka anhidrobiotiski mikroorganismi mazak cie§ no oksidativiem

bojajumiem zaveéSanas laika neka pret zavéSanu jltigie organismi, pateicoties to
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antioksidativajai aizsargmehanismu darbibai (Potts, 1994). Aizsardzibu pret oksidativajiem
bojajumiem un ieks$siinas red-oks balansa uzturéSanu nodrosSina brivos radikalus neitraliz&josi
enzimi, piemé&ram, glutationa peroksidaze, superoksida dismutaze un katalaze, ka ari
molekularie antioksidanti, tadi ka, pieméram, glutations, poliamini, C un E vitamini (Davies,
2000). Tapat oksidativo aizsardzibu raugu S$iinas saista ari ar trehalozi, tioredoksinu,
glutaredoksinu un atseviskiem pentozu fosfatu cela un glikolizes enzimiem. Enzimu darbiba
var notikt Stnas dehidratacijas posma, kamér taja vél ir pietickami daudz Gidens enzimatisko
reakciju norisei (Hoekstra et al., 2001).

Labi zinams un nozimigs antioksidants ir superoksida dismutaze, kura darbibas
galaprodukts ir tidenraza peroksids H2O». Superoksida dismutazes ir metaloenzimi un tas var
biit lokaliz€tas citoplazma vai mitohondrijos. Raugos Cu/Zn superoksida dismutaze
galvenokart lokalizéta citoplazma, bet neliela dala ari mitohondriju starpmembranu telpa,
savukart Mn superoksida dismutaze- mitohondrialaja matriksa (Culotta et al., 2006).
Superoksida dismutazes katalizé reakciju O2" + O2— H202 + Oz, kur Oz galvenais avots ir
elposanas elementi mitohondrijos. Udenraza peroksids ir izteikti toksisks un §iinai ir noteikti
atri jatiek atbrivotai no ta. To veic 2 enzimu grupas: glutationa peroksidazes un katalazes.
Raugu Siinas katalaze tiek pieskaitita art Stinas stresa proteinu grupai. Katalaze katalizé H>O>
sadali$anos par skabekli un Gideni. Saccharomyces cerevisiae $tnas atrodamas divas katalazes
— katalaze A un katalaze T. Raugos katalaze A lokalizgjas peroksisomas un mitohondrijos, bet
katalaze T — citoplazma (Petrova et al., 2004).

Vel viens nozimigs savienojums raugu Stnas ir glutations. Tas piedalas Stnu
aizsardziba pret oksidativo stresu un mutantos, kuri nav sp€jigi sintez€t glutationu, to ir
nepiecieSams uznemt eksogéni pat augot ne-stresa apstaklos (Grant et al., 1996) Tapat
glutations ir iesaistits séra un slapekla badoSanas reakcijas, toksisko metabolitu un
ksenobiotiku detoksifikacija, ka ar7 izturiba pret smago metalu izraisitu stresu (Penninckx,
2002).

Oksidativo bojajumu novérSanas sisttma var tikt iedalita tie$a un netieSa. Viens
svarigs tiesas sist€émas process ir oksidéto proteinu sulthidril grupu redukcija. ROS izraisito
krustenisko disulfido saiSu veidoSanas starp molekulam un molekulas iekSiené var tikt
noversta ar disulfidreduktazes palidzibu. Tapat metionina oksidacija par metioninsulfoksidu
var tikt noversta pateicoties metioninsulfoksidreduktazei (Davies, 2000). NetieSa sist€éma
darbojas 2 etapos: pirmkart bojata molekula (vai bojata molekulas dala) tiek atpazita, aizvakta
un degradeta. Talak, bojata molekula tiek no jauna sintez&ta vai molekulas dala no jauna
izveidota un ievietota. Petijumi rada, ka oksid€tos proteinus atpazist proteasomu protealitiskie

enzimi. Domajams, ka lielaka dala aminoskabju no oksidétajiem un degrad€tajiem proteiniem
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tiek realizétas jaunu proteinu sintézé. Lipidu dubultslanis, kas ticis oksidéts, piesaista
fosfolipazes enzimus, kas aizvac taukskabju hidroperoksidus no membranas, tad€jadi aizkave
talakas degrad€josas reakcijas. Petijumi rada, ka taukskabju hidroperoksidi, kas tiek atbrivoti
citoplazma klust par mérki glutationa peroksidazei. Tapat pastav iesp€ja, reducét taukskabju
hidroperoksidus bez hidrolizes un to izvadiSanas no membranas. To veic glutationa
peroksidazes grupas parstavis — fosfolipid hidroperoksida glutationa peroksidaze (Davies,
2000).

1.3.3. Karstuma Soka proteinu aizsargsistema

Eksiste vel viens molekularas adaptacijas mehanisms aizsardziba pret apkartgjas vides
stresu, kas noverots visiem dziviem organismiem, sakot no baktérijam Iidz cilvékam. Tas
saistits ar karstuma Soka proteinu (angl. Hsp; Heat shock protein) sintézi (Feder and
Hofmann, 1999). Sakotngji tika uzskatits, ka Sie proteini piedalas tikai karstuma Soka izraisita
stresa gadijuma, tacu tagad aizvien vairak izpétita So proteinu saistiba ar1 aizsardziba pret citu
stresa faktoru iedarbibu, piem&ram, osmotisko stresu, radiaciju, brivajiem radikaliem, zemam
temperatiiram, dazada veida kimikalijam un smagajiem metaliem (Goyal et al., 2005; Jonsson
and Schill, 2007; Crawford and Davies, 1994; Neuhaus-Steinmetz and Rensing, 1997; Murata
et al., 2006). Tadgjadi, runajot par Siem proteiniem ari termins ,,stresa proteini” tiek lietots.
Sie proteini var darboties ka molekularie Saperoni ari §iinas, kas nav paklautas stresam un
tiem ir svarigas funkcijas proteinu biosintéze, foldinga, intracelularaja lokalizacija un
transporta, reparacija, ka ar1 nepareiza foldina rezultata raduSos proteinu degradacija (Feder
and Hofmann, 1999). Karstuma Soka proteinus galvenokart klasificé péc to molekulara svara
un iedala 6 pamatgrupas: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 un mazie karstuma Soka
proteini sHsp (angl. sHsp; small heat shock protein) (Bakthisaran et al., 2015). Pie
galvenajiem stresa proteiniem rauga S$tinas tiek pieskaititi Hsp150, Hsp104, Hsp83, Hsp70,
Hsp60, Hsp40 un mazie karstuma Soka proteini Hsp26/Hsp42 un Hspl2. Tapat pie stresa
proteinu grupas raugu Stinas var tikt pieskaititi vél citi proteini, pieméram, tadi ka ubikvitins
(Mager and Ferreira, 1993; Walsh et al., 2004; Haslbeck et al., 2004).

Hsp 150 ir Siinas sieninas glikoproteins, kas kovalenti saistiti ar B 1,3 — glikanu
tiklojumu caur sarmu-jitigu saiti. Hsp150 pieder Pir proteinu grupai un ir nepiecie$ams $iinas
sieninas stabilitatei. Tas tiek inducéts karstuma Soka, oksidativa stresa un slapekla limitacijas
apstaklos, rezistencei pret antifungaliem lidzekliem, ka ar1 var tikt sekretéts uz arvidi (Yun et

al., 1997; Kapteyn et al., 1999; Mrsa and Tanner, 1999; Teparic et al., 2004).
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Hsp104 pieder Hsp100 grupai un ir lokalizéts rauga Stnas citoplazma un kodola. Ta
ekspresija normalos apstaklos ir minimala, bet ta strauji pieaug Stnas paklaujot stresa
apstakliem. Hsp104 nepiecieSams Siinas termotolerances nodro$inasanai, ka arT noturibai pret
zemam temperatiram, etanolu un natrija arsenitu. Hspl104 nepiedalas bojato proteinu
degradacija, bet sadarbiba ar Hsp 40 un Hsp70 proteiniem, veic bojato proteinu sakopojumu
nodaliSanu un refoldingu. Sakotng&ji Hsp104, izmantojot ATF energiju, atvieno proteinus no
bojato proteinu sakopojuma, tos atritina veidojot pavedienus un talak nodod Hsp70/Hsp40
kompleksam sekojoSam refoldingam (Sanchez et al., 1992; Bosl et al., 2006). Tapat pétijumi
rada, ka Hspl04 kopa ar trehalozi veido nozimigu Saperonu sist€mu raugu Sinas
dehidratacijas laika, kur Hspl04 darbojas Tsa-perioda izztiSanas gadijuma, bet trehaloze
ilgstoSa-perioda gadijuma (Tapia and Koshland, 2014).

Hsp70 grupa ir vislielaka proteinu grupa starp visiem stresa proteiniem (Sharma and
Masison, 2009). Saccharomyces cerevisiae satur mitohondrialo Hsp70 (Sscl),
endoplazmatiska tikla lokaliz€to Hsp70 (Kar2) un citoplazmas Hsp70, kas iedaliti vairakas
klasés — Ssa (Ssal - Ssa4), Ssb (Ssbl un Ssb2), Sse (Ssel un Sse2) un Ssz (Sszl) (Pesisker
et.al., 2010). Mitohondrialais Sscl ir nozimigs $tinai dazados augSanas apstaklos un piedalas
proteinu translokacija no citoplazmas uz mitohondrijiem. P&tijjumi rada, ka Sscl inaktivacija
ved pie importa blokéSanas mitohondrijos (Craig et al., 1993). Kar2 ir lokalizéts
endoplazmatiska tikla un, tapat ka mitohondrialais Hsp70, ir nepiecieSams proteinu
transportam cauri membranam tiesi mijiedarbojoties ar transportéjamo proteinu (Craig et al.,
1993). Zinams, ka endoplazmatiska tikla lokaliz&tais Hsp70 asoci€ ar jauni sintez&tajiem
sekrécijas un transmembranu proteiniem un veicina to veiksmigu foldingu un montaZu,
stabiliz€jot nesavérpto vai dal€ji saverpto proteinu struktiiras, ka arl novérSot nevélamu
mijiedarbibu veidosanos (Kohno et al., 1993). Citoplazmas Hsp70 veido savstarp&ji saistitu
sistému, kura Ssa un Ssb ir centralie Saperoni, kamér Sse un Ssz veic to koSaperonu funkcijas
(Pesisker et al., 2010). Ssa klases proteini piedalas $tinas aug$ana un nepiecieSami $tinas
dzivotsp€jas nodroSinaSana. Petfjumi rada to saistibu ar proteinu translokaciju
endoplazmatiska tikla un mitohondrijos (Craig et al., 1993). Ssa un Ssb proteini ir apméram
60% identiski sava starpa, savukart grupu iekSpusé proteinu sekvencu lidziba ir tuva 100%
(Sharma and Masison, 2009). Ssb proteini tiesi saistas ar ribosomam un kontakte ar dazadam
jauni sintez€tam polipeptidu keédem tiklidz tas pamet ribosomas, ka ar1 ir noveérojumi tam, ka
Ssb paraléli Saperona funkcijai iesaistits ar1 Stinas signalu procesu regulacija. Sszl1 ir saistits ar
Hsp40 kosaperonu darbibu un Ssb piesaistiSanos ribosomam (Pesisker et al., 2010). Ssel un
Sse2 ir Hspll10 grupas parstavji. Mutacijas SSEl raksturo ar pal€linatu augSanu un

temperatiiras jutibu, savukart SSE2 mutacijas neuzrada fenotipiskus efektus. So proteinu
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galvena funkcija ir bt par nukleotidu apmainas faktoriem (NAF) proteinu refoldinga procesa.
Neatkarigi no ta Sie proteini var saistities arl ar nesavérptiem peptidiem un noverst
misfoldingu vai agregaciju. Ssel var funkcionét ari ka Hsp90 koSaperons, tomér ta
molekulara nozime Hsp90 darbibas cikla nav lidz galam noskaidrota (Shaner et al., 2005).
Hsp70 darbiba ir iesaistiti ari vél citi faktori, tadi ka koSaperons Hsp40. Raugu
Saccharomyces cerevisiae genoms kodé 22 Hsp40 dzimtas parstavjus (Walsh et al., 2004).
Pie tiem pieder Dnal grupas parstavji, pieméram, Ydjl; Sisl; Scjl un Sec63. Galvena Hsp40
proteinu funkcija ir regulét ATF atkarigu polipeptidu saistiSanos ar Hsp70, savukart substrata
atbrivoSana no Hsp70 tiek reguléta ar NAF palidzibu (Fan et al., 2003). Ta pieméram, GrpE
(Mgel) ir lokalizéts mitohondrijos un darbojas kopa ar Sscl proteinu, funkciongjot ka NAF.
Ydjl ir lokalizéts citoplazma un mijiedarbojas ar Ssal un Ssa2 proteiniem. Sisl ir lokaliz&ts
citoplazma, ka ar1 kodola un darbojas kopa ar Ssal. Scjl lokalizéts endoplazmatiskaja tikla un
darbojas kopa Kar2. Sec63 iesaistits proteinu transporta caur endoplazmatiska tikla
membranam un sadarbojas ar Kar2 proteinu (Craig et al., 1993; Silberstein et al., 1998;
Zhong and Arndt, 1993; Gautschi et al., 2001).

Hsp70 vadits polipeptidu foldings notiek caur atkartotiem substrata piesaistiSanas un
atbrivosanas cikliem, izmantojot ATF energiju. Hsp70 Saperoni sastav no 3 strukturaliem
doméniem: (i) ATFazes doméns, kas saista un hidroliz€ ATF (ii) substrata piesaistiSanas
doméns, kas veido ,kabatu” un (iii) C-terminala doméns, kas veido ,,vacinam” lidzigu
konstrukciju virs ,kabatas”, lai palidz&tu notur@t piesaistito substratu slégta konformacija

(Sharma and Masison, 2009). Hsp70 proteinu kompleksa darbibas cikls shematiski paradits
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ATF piesaistiSanas pie Hsp70 ATFazes doména atver ,vacinu” virs substrata
piesaistiSanas doména un lauj substratam piesaistities. ATF hidrolize, ko katalizé koSaperoni,
rada ,,vacina” aizver$sanos un substrata notverSanu ,kabata”. Talak NAF apmaina ADF ar
ATF, ka rezultata saistitais substrats atbrivojas un jauns Hsp70 darbibas cikls var sakties. P&c
atbrivosanas no Hsp70 kompleksa proteins var saveérpties pats, vai ari tikt parnests pie cita
Saperona talakai parveidei, piem&ram, Hsp90 (Sharma and Masison, 2009).

Raugu $tinas Hsp90 (Hsp82) ir primari lokalizets citoplazma un tiek bagatigi sintezg&ts
ar1 normalos augSanas apstaklos. Tas saistas ar dazada veida proteiniem un piedalas specifisku
proteinu, kas iesaistiti Stinas cikla kontroleé un signalu parnes€, struktiiras uzturéSana un
regulacija, ka arT kodola transporta un DNS-proteinu mijiedarbibas. Ta briva forma ir atverta
konformacija proteina piesaistei. Proteina un ATF pievienoSanas nosaka konformacijas
mainu, veidojot gredzenveidigu slégtu struktiru un péc ATF hidrolizes aktivetais proteins tiek
atbrivots atkal veidojot atvértu, nukleotidu brivu konformaciju. Hsp90 mijiedarbojas ar
vairakiem papildus protetniem jeb koSaperoniem, piem&ram, viens no tiem ir Stil. Jauni
sintez€tais proteins vispirms mijiedarbojas ar Hsp70/Hsp40 sistému, bet talaka proteina
parnese no Hsp70 pie Hsp90 notiek pateicoties protetnam Stil, kas ir sp&jigs vienlaicigi saistit
Hsp70 un Hsp90. Citu koSaperonu piesaistiSanas Hsp90 var but saistita ar ta konformacijas
izmainam, pieméram, Sbal stabilizé proteina slégto konformaciju. (Louvion et al., 1998;
Zuehlke and Johnson, 2010).

Hsp60 proteini veic funkcijas, kas ir lidzigas Hsp70. Rauga §iinas primari atrodams
mitohondrialais Hsp60, tomér nesenie pétijumi uzrada ari citoplazma lokalizéta Hsp60
esamibu (Kalderon et al., 2015). Mitohondrialais Hsp60 pieder Saperoninu grupai un piedalas
proteinu transporta un refoldinga no citoplazmas uz mitohondrialo matriksu sadarbojoties ar
Hspl10. Kompleksu veidoSanas un disociacija ir saistita ar ATF piesaisti un hidrolizi.
Citoplazmas Hsp60 funkcijas nav lidz galam izpétitas, tome&r domajams, ka tas piedalas
proteasomas darbibas modul€Sana un noteiktu citoplazmas proteinu degradacijas inhibéSana
(Kalderon et al., 2015).

P&tfjumi rada ar1 ta saucamo mazo karstuma Soka proteinu nozimibu anhidrobiotos,
galvenokart augos, tomér jau tagad zinams par to klatbiitni arf citos organismos (Rebecchi et
al., 2007). Daudzi sHsp izrada Saperoniem Iidzigu darbibu, piesaistoties nesavérptiem
proteiniem un novérSot to agregaciju, ka art nodroSinot to refoldingu vai mijiedarbibu ar
citiem ATF-atkarigiem Saperoniem. sHsp tiek raksturoti ka ATF neatkarigi Saperoni, kuru
molekularas masas ir 12-43 kDa robezas, tie veido lielus oligomeérus un to indukcija parasti ir
saistita ar stresa apstakliem (Miguel et al., 2009; Bakthisaran et al., 2015). Raugu Siinas
Saccharomyces cerevisiae citoplazma sHsp parstav Hsp26 un Hsp42. Hsp26 un Hsp42 veido
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lielus oligoméru kompleksus sastavoSus no 24-26 subvienibam un novér§ mérka proteinu
agregaciju (Haslbeck et al., 2004). Hsp26 tiek pastiprinati inducéts karstuma Soka, sals Soka,
osmotiska stresa, zema pH un slapekla un oglekla trilkuma apstaklos (Carmelo and Sa-
Correia, 1997; Amoros and Estruch, 2001; Burnie et al., 2006). Atskiriba no Hsp26, kas tiek
inducets tikai stresa apstaklos, Hsp42 funkciong $tina gan stresa, gan normalos apstaklos un to
funkcijas liela mera parklajas, lai gan to biokimiskie celi atSkiras. Karstuma Soka apstaklos
Hsp42 un Hsp26 nover§ agregaciju vienai treSdalai citoplazmas proteinu un ta laika Hsp26
transforméjas no oligoméra uz dimériem, savukart Hsp42 saglaba savu struktiru (Haslbeck et
al., 2004).

VEl viens nozimigs sHsp rauga $tinas ir Hsp12, kas tiek aprakstits ka LEA (angl. Late
embryogenesis abundant) proteins. Hsp12 tiek pastiprinati inducéts, kad Stnas tiek paklautas
oksidativajam stresam, osmotiskajam stresam, etanola stresam, karstuma Sokam vai
pazeminatai temperatiirai (Praekelt & Meacock, 1990; Stone et al., 1990; Murata et al., 2006).
Izpétits, ka Sis proteins ir lokalizéts rauga Sitinas citoplazmatiskaja membrana, ka ari
citoplazma un $iinas siena, nodrosinot raugu barotoleranci un noradot uz Hspl2 saistibu ar

Stinas sienas elastibu (Sales et al., 2000; Motshwene et al., 2004).

1.4. Mikroskopijas metodes raugu $iinu izpété

1.4.1. Skené&josa elektronu mikroskopija

Skengjosais elektronu mikroskops (SEM) pieder elektronu mikroskopijas grupai, kura
att€lu iegiist skengjot paraugu ar fokusétu elektronu staru. Elektronu mikroskopijas aizsakumi
mekl&jami pagajusa gadsimta 30-tajos gados. Ka pirmais $aja grupa paradijas caurstarojosais
jeb transmisijas elektronu mikroskops (TEM), kura elektroni tiek virziti caur ultraplanu (50 —
90 nm) parauga griezumu. Tam sekoja skengjosa elektronu mikroskopa izveide 1935. gada
(Bogner et al., 2007; Kremer et al., 2015). Elektronu stars mijiedarbojoties ar objektu, rada
dazadus starojumus, kas satur informaciju par parauga topografiju un sastavu. Ar divu vai
triju elektromagnétisko 1€cu palidzibu uz parauga virsmas fokusgjas Saurs elektronu stars,
kura paatrinaSanai tiek pielietots augsts spriegums Iidz 30 kV. Pateicoties tam, ka elektroniem
ir 1saks vilpa garums, neka redzamajai gaismai, t.i. aptuveni 100 000 reizu mazaks par
redzamas gaismas vid€jo vilna garumu, ir iesp&ams iegit att€lu ar augstaku izskirtsp&ju
nanometru Iimeni (Winey et al., 2014). Elektromagnétiskas lécas fokus€ un virza staru pa
objekta virsmu noteikta virziena. Stara elektronu un objekta iedarbibas rezultata rodas dazada

veida starojumi — sekundarie un atstarotie elektroni; elektroni, kas izgajusi cauri objektam;
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rentgenstarojums un gaismas starojums. Jebkuru no Siem starojumiem registré atbilstoSs
detektors, kas parveido starojumu elektriskajos signalos, kuri p&c pastiprinasanas tiek
novirziti uz ekranu. Uz ekrana paradas objekta palielinats attéls, ko var saglabat digitala
formata (Postek et al., 1980; Reimer, 1998; Goodhew et al., 2001). Tipiska SEM shéma
paradita 11.attela.

elektronu [
lielgabals
elektronu stars —___ - anods

sk o

elektromagnétiskas
|&cas

detektors
\é_ :"

- /Cj N — detektors

paraugs {)/ pamatnite

/” l '.l. \\.

/ \

4 3

11.attels. Sken€josa elektronu mikroskopa shema (Encyclopaedia Britannica, 2008)

SEM augsta izskirSanas spgja tiek panakta veidojot att€lu, izmantojot sekundaros
elektronus. To nosaka zonas diametrs, no kura elektroni emitgjas. Zonas izmérs galvenokart ir
atkarigs no stara diametra, objekta IpaSibam un stara elektronu atruma. Pie liela primaro
elektronu iespieSanas dziluma sekundarie procesi notiek visos virzienos, palielinas zonas
diametrs un izSkirSanas sp€a samazinas. Tapéc, lai ieglitu augstu izSkirSanas spgju,
nepiecieSams izmantot staru ar salidzino$i mazu diametru. Tacu no ta samazinas pliismas
jauda, tadgjadi nepiecieSams samazinat skenéSanas atrumu, lai katra objekta punkta uzkratu
pietieckami lielu primaro elektronu skaitu un attiecigu daudzumu sekundaro (Xoxc, 1972;
Bnacos et al., 2011).

P&tot biologiskos materialus ar SEM, svarigi nemt véra, ka paraugs tiek pétits
vakuuma zem spiediena vismaz 5x107° Torr. Tas nepiecieSams vairaku iemeslu dél. Pirmkart,
stravai plistot caur kveldiegu, tas stipri uzkarst un gaisa vidé pie atmosfeéras spiediena tas
oksidetos un izdegtu. Otrkart, atbilstosai un precizai mikroskopa lécu darbibai ir nepiecieSama
tira, no putekliem briva apkartgja vide. Papildus tam, gaisa un puteklu klatbiitne var novirzit
un mijiedarboties ar elektroniem pirms tie sasniedz paraugu (Postek et al., 1980). Tadgjadi

izmantojot SEM, biologiskie paraugi nav apskatami to nativa stavokli, bet ir nepiecieSama

51



iepriek§€ja parauga sagatavoSana. Ta ietver sevi parauga fiksaciju, ka ar1 paraugu
nepiecieSams apputinat t.i., parklat ar vaditsp&jigu materialu, piemeram, zeltu vai grafitu, lai

nodros$inatu labu elektrisko kontaktu ar parauga pamatniti (Biacos et al., 2011).

1.4.2. Caurstarojosa elektronu mikroskopija

Caurstarojosa jeb transmisijas elektronu mikroskopija (TEM) ir mikroskopijas metode,
kura ultraplanu parauga griezumu apstaro ar elektronu kiili, tadejadi att€ls veidojas
elektroniem mijiedarbojoties ar paraugu t.i., absorb&joties parauga vai izejot tam cauri. TEM
darbibas pamatprincipi ir lidzigi gaismas mikroskopam, tikai, lai apgaismotu paraugus, taja
tieck izmantots elektronu kilis, nevis gaisma un optisko 18cu vieta tiek lietotas
elektromagnétiskas 1&cas. TEM galvenas uzbtives dalas ir elektronu lielgabals, kondensg€josas
1€cas, objektiva 1€ca un projic€josa sist€éma, kas ataino realo atteélu uz luminisc€josa ekrana,

ko talak detekte uz fotoplates vai ar digitalo kameru (12.att.).

elektronu
lielgabals

kondenséjosas
l&cas \'
/ el
ob]eklnva
starpléca j
\t projektora

luminiscéjoss
/ ekrans

12.attels. Caurstarojosa elektronu mikroskopa shéma (Encyclopaedia Britannica,
2008)

Elektronu lielgabala katods - uzkarséts kv€ldiegs izstaro elektronus, kuri elektriska
lauka iedarbiba paatrinas anoda virziena un $kérso ta atveri. Saurais paatrinato elektronu stars
nokliist elektromagnétisko 1€cu sisteéma, kura tiek fokuséts un talak skérso paraugu. Elektroni,
kas iziet cauri paraugam izkliedgjas, tapéc tiek fokuséti ar objektiva lecu, kas veido

pirmreiz€jo att€lu. Objektiva 1&ca dod palielindjumu vid€ji 100 x. Talak seko projic€josa
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sist€éma, kura atrodas starpléca ar palielinajumu vidgji 10x, kas attélu parnes uz projektora
l&cu, kas veido gala varianta stipri palielinato atte€lu. Projektora 1€ca dod palielinajumu lidz
100x, projicgjot att€lu uz luminiscgjosa ekrana, kur§ spid elektronu bombardéSanas rezultata.
Dazreiz, lai palielinatu vaju att€la spilgtumu lieto luminiscento ekranu ar elektronu optisko
parveidotaju. Tadgjadi kopigais elektrona mikroskopa palielinajums sasniedz 100 000X
(Bnacos et al.,, 2011). Lidzigi ka SEM, ari TEM darbibai vajadzigs vakuums, tadgjadi
izmantojot So mikroskopijas metodi, nepiecieSama iepriecks€ja biologisko paraugu
sagatavoSana. Standarta paraugu sagatavoSana TEM ietver sevi tadus solus, ka parauga
fiksacija, atidenoSana un ieslégSana svekos, ultraplano griezumu iegiiSana un kontrasteéSana.
Pastav arT metodikas, kas paredz kimiskas fiksacijas vieta izmantot parauga kriofiksaciju,
pielietojot, pieméram, iegremd&Sanu propana vai etana, vai arl strauju sasaldéSanu zem augsta

spiediena (Yukiu, 1975; Winey et al., 2014 ).

1.4.3. Atomspéeku mikroskopija

Atomspéeku mikroskopija (AFM) ir virsmas sken€Sanas metode, kas lauj detektét un
merit parauga topografiskos raksturlielumus ar iz8kirtspgju nanometros dazadas vides, tostarp
ar1 $kidruma, ka, piem&ram, buferT, kas dod iesp&ju analiz&t biologisku materialu to dabiskaja
stavoklt (Gag, 2010). AFM pieder skengjosas zondes mikroskopijas metozu grupai, kuras
aizsakumi mekl&jami pagajusa gadsimta 80-tajos gados. Pirma §aja grupa paradijas skengjosa
jeb tunelmikroskopija, kas deva iesp&ju vizualizet stravas vaditaju un pusvaditaju materialus
ar iz8kirtspg€ju nanometru Itmeni. Paraleli tika izgudrota sken€josa tuva lauka optiska
mikroskopija, kas lava izmantot gaismas mikroskopiju zem optiskas izskirtsp€jas robezas.
Jaunakais grupas parstavis ir atomspéku mikroskopija, kura Sobrid ir plasak izmantota
skengjosas zondes mikroskopijas metode (Butt et al., 2005). AFM pamata ir mijiedarbibas
speku mérisana starp adatu un virsmu un tai ir vairakas prieksrocibas biologisko materialu
pétisana, salidzinot ar citam metodém. Pirmkart, kad tiek gatavoti paraugi AFM
eksperimentiem, nav nepiecie$ama paraugu sarezgita priekSapstrade, ievietosana vakuuma,
saldeSana, krasoSana vai parklasana ar vaditsp€jigu materialu. Tadgjadi ir mazaka iespgja
sagraut paraugu sagatavo$anas procesa, un parauga biologiskas funkcijas var tikt saglabatas.
Otrkart, AFM var realizét gaisa vidg, ka ar Skidruma, kas lauj skenét paraugus arf fiziologiska
vidé (Chang et al., 2012). Galvenas AFM uzbiives dalas ir: zonde, kas sastav no konsoles ar

adatu, lazers, fotodiozu matrica, detektors un atgriezeniskas saites elektronika (13.att.).

53



detektors

spogulis

lazera
diode

atgriezeniskas lazera

saites i stars

elektronika
zonde
paraugs

13.attels. Atomspeku mikroskopa shéma (Chang et al., 2012)

Ar adatu tuvojoties virsmai uz to iedarbojas pievilkSanas speki, bet pieskaroties
virsmai — atgrisanas speki. Atkariba no pétama fizikala efekta un parauga materiala AFM
izmanto standarta skenéSanas metodes: kontakta metode, bezkontakta metode un puskontakta
metode (Webb et al., 2011; Chang et al., 2012). Kontakta metodé adata ir visu laiku saskarg
ar parauga virsmu un ta tiek detektéta péc adatas atliek3anas. ST metode nav piemérota
biologisku paraugu skanéSanai, jo var sabojat paraugu virsmu, ka ari uz adatinu spécigi
iedarbojas kapilarie speki, kas var ietekmét izSkirtsp&ju. Bezkontakta metodé adata atrodas
noteikta attaluma no parauga un nepieskaras ta virsmai. Reali bezkontakta mérijumus ir loti
gruti realizet, jo, lai panaktu augstu izskirtsp€ju, adata ir loti japietuvina parauga virsmai, ka
rezultata adata ik pa bridim nedaudz pieskaras virsmai. Tadg&jadi mérjjumiem biezak tiek
izmantota puskontakta metode. Puskontakta metode adatai tiek ierosinatas noteiktas svarstibas
un svarstibu amplitiidas vai fazes izmainas ar€jo speku iedarbibas rezultata tiek detektetas ar

atgriezeniskas saites palidzibu (Webb et al., 2011).
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2. Materiali un metodes

2.1. Limiteta skabekla apstaklos auguSu dzivotspéjigu sausu raugu iegiiSana

2.1.1. Izmantotie mikroorganismi un kultivéSanas apstakli

Eksperimentos izmanto raugu celmus Saccharomyces cerevisiae 14 (diploids,
nesporul&joss) un Saccharomyces cerevisiae 77 (diploids, nesporul&joss) (nemti no Latvijas
Universitates Mikrobiologijas un biotehnologijas institfita Stinu biologijas laboratorijas raugu
kolekcijas). S€jmaterialu gatavo raugu kultiiru ar cilpas palidzibu ienesot $kidra barotné un
pec tam kultivgjot 24 stundas 30 °C temperatiira uz kratitaja (ES 20/60, Biosan, EU) (180
apgr/min). Eksperimentos izmantotas Skidras barotnes sastavs (g/l) ir sekojoSs : MgSOg4 -
1,44; NaCl - 0,5; (NH4)2SO4 - 3,7; KH2PO4 — 1; KoHPO4 - 0,13; melase — 42. Barotnes pH
pirms autoklavésanas 5,0 — 5,5.

Lai iegiitu biomasu, 750 ml tilpuma kolbas iclej 200 ml melases barotnes aerobajiem
apstakliem un 500 ml tilpuma kolbas ielej 450 ml melases barotnes limitéta skabekla
apstakliem. Izmantojot automatisko pipeti, pievieno barotn€m aerobajiem apstakliem katra
kolba 1 ml un limitéta skabekla apstakliem katra kolba 2 ml s€materiala. Raugus audze
aerobos apstaklos uz kratitaja (180 apgr/min) 30 °C temperatira un limitéta skabekla

apstaklos termostata 30 °C temperatiira lidz stacionarajai augSanas fazei.

2.1.2. Limitéta skabekla apstaklos augusu raugu rezistences palielinasana izmantojot

osmolitus un sali

Eksperimentos izmanto sekojoSus savienojumus: cukuri (glikoze, laktoze, saharoze),
polioli (sorbits, mannits, ksilits, glicerins) un sals (natrija hlorids). 100ml sterila Gidens
pievieno attiecigo savienojumu, pagatavojot Skidumus ar dazadam molaritatem — 1M,
0,75M, 0,5M, un 0,25M. Katra kolba pievieno 1 gramu nosusindata (pres€ta) rauga.
Kontroles paraugu inkubé tdeni. Inkubacijas laiks 3 stundas 30 °C temperatira. Péc
inkubacijas centrifugé 10 mintites pie 5000 apgr/min. Nolej skidrumu, iegiist rauga biomasu

un to nosusina. Raugu liek zavéties termostata 30 °C temperatiira.
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2.1.3. Limiteta skabekla apstaklos augusSu raugu rezistences palielinasana izmantojot

trehalozi

100 ml sterila Gidens pievieno trehalozi, pagatavojot Skidumu ar molaritati — 100 mM.
Kolba pievieno 1 gramu nosusinata (preséta) rauga. Kontroles paraugu inkub& tideni bez
trehalozes pievienoSanas. Inkubacijas laiks 3 stundas 30 °C temperatiira. Péc inkubacijas
centrifugé 10 miniites pie 5000 apgr/min. Nolej Skidrumu, iegiist rauga biomasu un to

[

nosusina. Raugu liek zavéties termostata 30 °C temperatira.

2.1.4. Limiteta skabekla apstaklos augusu raugu rezistences palielina$ana izmantojot

antioksidantus

Kolbas salej 100 ml destiléta tdens un autoklavé pie 1 atmosféras 121 °C temperatiira,
20 miniites. P&c autoklavéSanas sterilaja Gideni, pievienojot glutationu, pagatavo Skidumus ar
molaritatém — 100 uM un 100 mM. Eksperimentos ar inkubaciju prolina skidumos izmantota
molaritate 100 mM un 300 mM. Katra kolba tiek pievienots 1 grams nosusinata (preséta)
rauga. Kontroles paraugs tiek inkubéts tideni. Raugus dotajos Skidumos inkubé 3 stundas 30
°C temperatura. P&c inkubacijas centrifugé 10 minites pie 5000 apgr./min. Nolej skidrumu,
ieglist rauga biomasu un to nosusina. Tad raugu liek zavéties termostata 30 °C temperatira.

Eksperimentos ar glutationa pievieno$anu barotnei, uz 450 ml barotnes pievieno
sekojosSus glutationa daudzumus — 0,029, 0,4g un 0,75g. To pievieno barotnei péec

autoklavesanas sterilos apstaklos pirms s€jmateriala pievienoSanas.

2.1.5. Mitruma noteik§ana

Raugu Stnas pariet anabiozes stavokli, kad Stnu mitrums sastada 8 — 10 %. Lai
novertétu eksperimentos izmantojamo Stinu stavokli, nepiecieSams noteikt parauga mitrumu.
Uz svariem nosaka tuksSas un izzavétas sverglazites svaru. Materialu, kuram nepiecie$ams
noteikt mitrumu nosver un ieber sverglazite. Katram parbaudamajam paraugam iesver vismaz
3 atkartojumus. Sverglazites liek sausa gaisa termostata 105 °C temperatiira uz 24 stundam.
Peéc 24 stundam tas iznem no termostata un ieliek eksikatora stundu atdzeseties. Péc tam
sverglazites nosver un atkal liek termostata uz 24 stundam, tapec, ka noteikts, ka pec S$1
zaveSanas laika, sverglazisu svars sverot vairs nemainas, un to uzskata par materiala beigu

svaru. Mitrumu paraugos nosaka p&c svara starpibas pirms un péc zZavésanas.
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2.1.6. Raugu Stinu rehidratacija

P&c Stinu zavesanas veic Siinu rehidrataciju. Izmanto divu veidu rehidrataciju — atro un
leno rehidrataciju. Atra rehidratacija notiek paraugu ievietojot destilétu fideni uz 10 miniitém
istabas temperatiira. Leéna rehidratacija notiek paraugu ievietojot mitra kamera (tidens tvaikos)

uz 2 stundam pie temperatiiras 37 °C.

2.1.7. Raugu Stinu dzivotspéjas noteikSana

ST metode balstas uz primulina atskirigo absorbciju dzivajas un nedzivajas $anas.
Krasviela nespgj difundét caur dzivas raugu stinas citoplazmatisko membranu un nokraso tikai
Stinas sieninu ko$a fluorisc€josa krasa. Ja membrana ir bojata, primulins sp&j caur to difundet,
sajaukties ar citoplazmu un pieskirt tai kosu fluoriscgjosu krasu (Rapoport and Meysel, 1985).
Dzivotspgjigo raugu Siinu skaits (%) tiek noteikts, izmantojot luminiscences mikroskopu (BX
51; Olympus, Japan). Pec att€la iegiiSanas, izmantojot vienu rokas skaititaju, tiek saskaittts
kopgjo redzamo Siinu skaits, ar otru — nedzivas Stnas, kuras ir kosa fluorescgjosa krasa.

Dzivotspgju % aprékina nosakot dzivo §tinu attiecibu pret kop&jo Siinu skaitu.

2.1.8. Trehalozes daudzuma noteik$ana

Raugu Stnas dezintegré 0,1M fosfatu bufert 20 miniites pie 3000 apgr/min, izmantojot
dezintegratoru SCP (Innomed-Konsult AB, Sweden). Péc dezintegracijas paraugu centrifugé 5
minttes pie 14000 apgr/min un ieglito supernatantu atdala. Trehalozes daudzumu nosaka
izmantojot hromatografu Agilent 1100 (HPLC) (Agilent, Germany), Asahipak SH1011
kolonna (Shodex, Japan)(garums 300 mm, diametrs 8,0 mm), priek§kolonna SH-G (garums
50 mm, diametrs 6 mm), diferencialais refraktometrijas detektors RID G1362. Mobila faze
sastav no 0,01N H2SO4, tas atrums 0,6 ml/min, kolonna ievadama parauga daudzums 5ul,

darba temperatiira 50 °C.

2.2. Mikroskopijas petijjumi

2.2.1. Skengjosas elektronu mikroskopijas pétijumi

Paraugus péta izmantojot sken&joso elektronu mikroskopu ISM-T200 (JEOL, Japan).
Tiek pagatavots 5% glutaraldehida Skidums fosfatu buferi pH 7,2. Raugus fiksé 20 stundas
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istabas temperatiira. Otra diena paraugus nocentrifigé un 3 reizes, katru 15 mintites, mazga
destiléta ideni. PEc mazgasanas paraugus apstrada ar 2% KCl skidumu destiléta tident un taja
atstaj uz 48 stundam ledusskapt. Péc tam paraugus atkal mazga ar destilétu tideni 15 minttes.
Talak notiek raugu dehidratacija pieaugoSas koncentracijas acetonos (60%,70%, 80%, 90%
un 100%), katra izturot 10 miniites. Rauga suspensiju acetona uznes uz speciala paliktna, kas
piemerots ievietoSanai SEM. Paraugus zave, apputina ar zeltu un skatas mikroskopa pie 10 —

25 kV.

2.2.2. Caurstarojosas elektronu mikroskopijas péetijjumi

2.2.2.1. Paraugu fiksacija

Paraugus fiksé ar atdzesétu 1,5 % KMnOs skidumu tdeni 2 stundas pie 4 °C.
Paraugam pievieno KMnO4 $kiduma un novieto ledusskapi uz 30 minatém, tad centrifugé un
uzlej jaunu porciju KMnO4 $kiduma. P&éc 1,5 stundas atkal centrifugé un vairakas reizes
atmazga ar destilétu Gdeni. Péc p&dgjas iidens noliesanas pievieno 1,5 ml osmija fiksatora,
kur$ gatavots no 1 dalas 2% OsO4 un 1 dalas 0,1M fosfatu bufera, kura pH 7,2 un novieto
noslégtos stobrinos ledusskapi uz 12 stundam. Otra diena nofiks€tos paraugus iznem no
ledusskapja, pielej un atmazga ar to paSu fosfata buferi centrifuggjot vairak reizu. Talak
darbojas sekojosi: 2 reizes paraugus centrifugé ar buferi — 5 mindtes katru reizi un 2 reizes

paraugus centrifugé ar destilétu Gdeni — 5 minttes katru reizi.

2.2.2.2. Paraugu atiidenosana un ieslégsana svekos

CentrifugéSanas laika sagatavo 2% agara Skidumu. To siltu uznes uz stikla pamatnites
un siltaja piliena iejauc nofikséto paraugu. Atdzesé un ar zileti sagrieZ sikos gabalinos
(apméram 1 mm?®), kurus ievieto sverglazités un sak atiidenosanu péc sekojosas shémas:

2 reizes 30 % spirta — 20 min (Katru reizi);

2 reizes 50 % spirta — 20 min (Katru reizi);

2 reizes 70 % spirta — 30 min (katru reizi);

2 reizes 96 % spirta — 30 min (katru reizi);

2 reizes 100 % spirta — 30 min (Katru reizi);

2 reizes 100% propilénoksida — 15 min (katru reizi);

1 reizi paraugus ievieto maisijuma propilénoksids : sveki (2 : 1) — 45 min;

1 reizi paraugus ievieto maistjuma propilénoksids : sveki (1 : 2) — 45 min.
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P&c tam paraugus ieslédz svekos un atstdj uz 24 stundam val&jos traucinos. Nakamaja
diena paraugus iepilda kapsulas, parlejot tos ar jaunu porciju sveku, kuriem pievienots
katalizators 0,2 % (Epoxy Embedding Medium accelerator) uz 10 ml sveku. Talak kapsulas
polimerizé pie noteiktam temperatiiram sekojos$a seciba: 35 °C — 24 stundas; 45 °C — 12
stundas un 60 °C — 24 stundas.

2.2.2.3. Ultraplano griezumu iegiiSana un kontrasteSana

Péc polimerizacijas kapsulas griez ar ultratomu (Ultratome V, LKB, Sweden).
Griezumus uzkrdj uz destiléta tidens virsmas, kas iepildits pie naziem piestiprinatajas
vanninas. Ja griezumiem ir sudrabaini peléka krasa, tad ir izdevies iegiit pareiza biezuma
griezumus. Ja griezums ir nedaudz dzeltenigs vai zilgans, tad jasamazina griezuma biezums.
Ja griezums plist, tad ir japalielina griezuma biezums, kas var gadities, ja sveku
polimerizacija ir bijusi klime. Grie$anas procesa uz tdens virsmas veidojas griezumu
lentite, kuru izcel atri un precizi pieskaroties griezumiem ar speciali sagatavota sietina
plévites pusi. Péc tam iegiitos griezumus, kas uznesti uz tiklinpiem zavé 5 - 10 mindates un
kontrasté svina citrata $kiduma 15 mindtes. Talak noskalo 1-2 mindtes ar NaCl 0,1%
Skidumu un visbeidzot atmazga ar destiletu tGdeni. Gatavos tiklinus zavé 30 mintes.

Paraugus p&ta izmantojot caurstarojoso elektronu mikroskopu JEM 1200 EX (JEOL, Japan).

2.2.3. Atomspéku mikroskopijas pétijumi

Paraugus péta izmantojot atomspéku mikroskopu Solver P47 PRO (NT-MDT, Russia).
Ka paraugu pamatnites izmanto stiklinus ar izméru vid€ji 2 x 2 cm. Pirms izmantoSanas
stiklini tiek mazgati ar spirtu un destiletu tdeni. Uz stikla virsmas uzpilina nelielu daudzumu
izkauseta 2% agara un lieko notecina, lai veidotos gluds klajums. Stiklinus ar uznesto agaru
zave 30 miniites un tad uz ta uzpilina apm. 1 pl parauga, kas iepriek§ sagatavots Sml destiléta
tdens sajaucot ar 0,01 g rauga. Paraugu Zavé 10 minttes un tad skené, izmantojot puskontakta
metodi. Tegiitos datus apstrada ar Novas 1.0.26 programmatiiru. Siinas sienas stingribas
novertéjumu veic izmantojot lazera novirzes-konsoles pozicijas liknes, kur uz horizontalas ass
ir attglota konsoles novirze pa mikroskopa vertikalo asi (A), bet uz vertikalas ass (nA) lazera
novirze uz diozu uztvérgja (DFL). Konsoles parvietojuma un DFL signala vertibas attieciba
ataino parauga pretestibu izdaritajam spiedienam t.i. parauga stingribu. Jo lielaka ir materiala

pretestiba spiedienam, jo stavaka ir taisne un lielaks lenkis ¢. Paraugu skang€Sanai izmantota
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silicija zonde CSG10 ar spéka konstanti no 0,01-0,5 N/m (NT-MDT, Russia).

2.3. Furje transformacijas infrasarkanas spektroskopijas petijumi

Rauga §tinu kimiska sastava analizi veic izmantojot Furjé transformacijas infrasarkano
spektroskopiju (FTIR). Raugu Siinas mazga ar destilétu Gideni. 5 — 10 ul parauga suspensijas
zave pie T<50 °C uz 384 bedrisu silikona plates. Spektrs tiek ierakstits diapazona 4000—-600
cmt, ar mikroplasu lasttaju HTS-XT (Bruker, Germany) un dati tiek apstradati ar OPUS 6.5

programmaturu.

2.4. Karstuma Soka proteinu Hsp70 pétijumi

2.4.1. Dezintegracija un proteina daudzuma noteikSana

Veic parauga dezintegraciju 0,1M fosfatu bufert 20 mintites pie 3000 apgr/min,
izmantojot dezintegratoru SCP (Innomed-Konsult AB, Sweden). Péc dezintegracijas paraugu
centrifug€ 5 minttes pie 14000 apgr/min un iegiito supernatantu atdala. Protetnu
koncentraciju supernatanta nosaka spektrofotometriski (Ultrospec 2100 pro, Amersham, UK),
izmantojot Bredforda metodi (Bradford,1976).

2.4.2. Elektroforéze

Proteina sadaliSanai p&c to molekulara svara, izmanto SDS denaturgjoso
poliakrilamida g€la elektroforézi. Stikla ramiti tiek sagatavotas 5 % koncentr&josa un 10%
sadalosa gela dalas. Paraugiem pievieno Laemmli buferi un karsé 5 miniites pie temperattiras
100 °C. Uz katra ggla celina uznes 20 pl parauga, kas satur 100 pg proteina. Kad paraugi
uznesti, elektroforézes kamerai uzliek vaku un pieslédz stravas avotam - 200V (MP 3AP,

Cleaver, UK).

2.4.3. Proteinu parnese

Proteinu parnesei no géla uz nitrocelulozes membranu izmanto pussausas parneses
aparatu (CSL, Cleaver, UK) un Western Blot metodi. Péc elektroforézes g€lu parvieto
parneses buferi, kura ievieto arl nitrocelulozes membranu un 12 filtrpapira loksnites. Uz

parneses iekartas pozitivas plates tiek uzklatas 6 filtrpapira loksnites, tad membrana, tai
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sekojosi gels un pa virsu atlikusas 6 filtrpapira loksnites. Virsii novieto negativo plati un

sistému pieslédz pie stravas avota — 25V (MP 3AP, Cleaver, UK).

2.4.4, Inkubacija ar antivielam

Lai noverstu nespecifisku antivielu piesaistiSanos, membranu blok& 30 minttes ar 5%
sauso pienu. Tad pievieno primaras antivielas (Anti-Hsp70 antibody (3A3), abcam) attieciba
1: 1000 un novieto ledusskapi uz nakti. Nakamaja diena membranu skalo ar PBS buferi un
0,05% Tween 20 3 reizes, katra skaloSana vismaz 5 miniites. Tad pievieno sauso pienu ar
sekundarajam antivielam (Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP), abcam) attieciba 1: 10000 un
inkub& membranu 1 stundu uz kratitaja istabas temperattira. P&c inkubacijas membranu atkal

skalo 3 reizes.

2.4.5. Nitrocelulozes membranas krasoSana

Nitrocelulozes membranai pievieno 5 ml DAB substrata (Roche), ko veido 500 pl
DAB/metala koncentrats un 4,5 ml peroksida buferis. Membranas inkubacijas laiks 5 — 15
mindtes. legiito att€lu detekté ar foto kameru (Nikon, Thailand).

2.5. Biotehnologijai svarigo mikroorganismu celmu metabolisma aktivacija

2.5.1. Izmantotie mikroorganismi un kultivéSanas apstakli

Eksperimentos izmanto baktériju kulttiru Pseudomonas aurantiaca S-1, kas sanemta no
Baltkrievijas NZA Mikrobiologijas institiita kolekcijas starptautiska projekta ietvaros. To
raksturo augsta antimikrobiala aktivitate attieciba pret augu plasa spektra slimibu
ierosinatajiem.

Seéjmaterialu gatavo baktériju kulttiru ar cilpas palidzibu ienesot Skidra barotné un péc tam
kultivéjot 24 stundas pie temperatiras 30 °C uz kratitaja (180 apgr/min). Eksperimentos
izmantotas Skidras Meinella barotnes sastavs (g/l) ir sekojoss: KoHPO4— 5,34; KH2PO4 — 3,
MgSQO4 x7 H20 — 0,1; NH4NO3 — 1; CsHs07Nas x 2 H20 — 0,47; melase — 30. Barotnes pH=7.

Ps. aurantiaca kultiiru kultivé 20 ml Meinella barotnés 72 stundas uz kratitaja pie
temperatiras 30 °C un 180 apgr/min.

Antifungalas aktivitates noteikSanas eksperimentos izmanto auglu un darzenu kultiiru

patogénu - séni Fusarium oxysporum Nr. 259, kas ir ieglita no Latvijas Universitates Latvijas
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Mikroorganismu Kultiiru kolekcijas. To kultivé 50 ml PB barotné 96 stundas pie temperatiiras
25°C.

2.5.2. Aktivacija izmantojot sali

P&c baktériju Ps. aurantiaca kultivésanas 72 stundas, barotni nocentrifugé un 100 pl
biomasas ienes 20 ml 1M, 2M, 3M un 4M NaCl skiduma un liek uz kratitaja 3 stundas 30 °C
temperatiira un 180 apgr/min. Kontroles paraugu inkubg tideni. Péc apstrades 100 pl skiduma
panem un parnes uz jaunu Meinella barotni un kultivé 1idz 96 stundam uz kratitaja 30 °C

temperataira un 180 apgr/min.

2.5.3. Bakteriju dehidratacija

Bakteriju Ps. aurantiaca kultiiru dehidraté 20 stundas termostata 30 °C temperatiira.
Péc zaveésanas inkubé 20 ml destiléta Gidens 1 stundu uz kratitaja (180 apgr/min) 30 °C
temperatiira. Péc tam 100 pl $skiduma tiek panemti un parnesti uz jaunu Meinella barotni.

Baktgrijas kultivé Iidz 96 stundam uz kratitaja 30 °C temperattra un 180 apgr/min.

2.5.4. Antifungalo metabolitu sintézes novérteSana

Lai novértétu antifungalo aktivitati bezs$tinu supernatanta, izmanto divas metodes.
Pirma ir spektrofotometrijas metode, kura absorbcijas spektru méra diapazona no 300 nm Iidz
700 nm. Absorbcijas liknes maksimums 400 nm apgabala tiek izmantots, lai noveértetu
antifungalo aktivitati. Ka referenci izmanto tiru barotni.

Lai noveértétu rezultatu ticamibu, izmanto agara difuzijas metodes — bedrisu un disku
metodi. Ka testkiltiru lieto Fusarium oxysporum Nr. 259. BedriSu metodé izmanto divas
barotnes — 2% un 1,2% PBA (Sigma-Aldrich). Petri platiteés ka pamatkartu salej 10 ml 2%
PBA un lauj sacietét, tad pievieno kartu ar 5 ml 1,2% PBA, kas samaisita kopa ar Fusarium
oxysporum kultiiru attieciba kulttra : agars 0,5 : 4,5 ml. Kad virskarta ir saciet&jusi, izveido
bedrites, kuras tiek iepilinats 65 ul supernatanta. PetrT platites ar sénu kultiiru liek termostata
25 °C temperattira uz 48 stundam.

Disku metodé 2% PBA tiek samaisits kopa ar Fusarium oxysporum un ieliets Petri
platités. Kad virskarta ir saciet&jusi, uz virsmas novieto diskus (Carl Roth), kurus pakapeniski
piesiicina ar 15 pl supernatanta, to uzpilinot pa Spu 3 reizes. Petr1 platites ar sénu kultiiru liek

termostata 25 °C temperatiira uz 48 stundam.
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2.6. Atjaunojamo substratu hidrolize bioetanola iegiSanai

2.6.1. Substratu priekSapstrade

Eksperimentos izmanto bérza koksnes (AS Latvijas Finieris, Latvija) un kvieSu un
rapSu salmu (SIA Pampali, Latvija) materialu, kam veikta priekSapstrade Latvijas Valsts
Koksnes kimijas institita (LV KKI) Polisaharidu laboratorija. PriekSapstradei izmanto
originalu pilotiekartu, kas dod iesp&ju modelét ripnieciski tehnologisku procesu. Sekojosi
iegltie optimalie darba parametri var talak tikt izmantoti ar1 ripnieciskos apstaklos. Materialu
mehaniski sasmalcina lidz izméram 1- 3 mm un samaisa ar noteiktas koncentracijas
katalizatora Skidumu un tas tiek pievadits periodiskas darbibas lapstveida maisitaja. Procesa
ar bérza koksni un kvieSu salmiem izmanto s€rskabi, rapSu salmu gadijuma — aluminija
sulfatu. Katalizatora skiduma koncentracija priekSapstrades procesa mainita no 16 lidz 50%.
Pilotiekartas galvenais reaktors ir vertikals cilindrs: diametrs — 110 mm, augstums — 1450
mm, kopg&jais apjoms — 13,7 litri, tvaika spiediens — 0 Iidz 1,2 MPa. Materialu, kas samaisits
ar katalizatora $kidumu, icladé reaktora, kas jau ir uzsildits Iidz noteiktai temperatiirai un
reaktora automatiska sist€ma notur temperatiiru konstantu visa procesa laika. Materialu
apstrada ar nepartrauktu tvaika plismu no 40 - 90 miniites, pie temperatiiras 147 °C bérza
koksnei un kviesu salmiem un 170 °C rapSu salmiem. B&érzu koksnes materiala paraugiem
Nr.1, Nr.2 un Nr.3 izmantota atSkiriga s€rskabes koncentracija un procesa ilgums - Nr.1
(katalizatora koncentracija 20%, procesa ilgums 60 miniites), Nr.2 (katalizatora koncentracija
50%, procesa ilgums 90 mindtes), Nr.3 (katalizatora koncentracija 50%, procesa ilgums 60
mindtes). KvieSu salmu materiala priekSapstrades parametri - katalizatora koncentracija 50%,
procesa ilgums 60 miniites. RapSu salmu materiala priekSapstrades parametri — Katalizatora
koncentracija 16%, procesa ilgums 40 minites. Péc priekSapstrades paraugi vienu reizi

atmazgati.

2.6.2. Enzimatiska hidrolize

Paraugus hidrolizé izmantojot komercialo enzimu kompleksu Accellerase 1500
(DuPont Genencor Science). Razotaju rekomendgétais enzimu daudzums uz gramu substrata
sastada 0,05 11dz 0,25 ml. Misu eksperimentos izvél&tais enzimu daudzums 0,125 ml — 0,5 ml
uz 1,2 g substrata. Ka papildus enzimu izmanto 0,1 ml vai 0,25 ml Accellerase XC (DuPont

Genencor Science). Hidrolizei izmantots 0,05 M citrata buferis pH 5 un parauga tilpums 10
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ml. Paraugus novieto uz kratitaja (80 apgr/min), izmantojot izvéletas temperatiras: 45 °C, 50
°C un 55°C. Hidrolizes laiks 24, 48 un 72 stundas.

2.6.3. Autoklavesana un kavitacijas apstrade

Pirms enzimatiskas hidrolizes etapa, prieksapstradatos bérza koksnes paraugus paklauj
papildus apstradei, izmantojot sarmu iedarbibu un/vai autoklavésanu. Izmantotais sarmu KOH
daudzums — 10 g/l un 12 g/l. Autoklavésanu veic izmantojot autoklavu TK-100-3 (T3MOU,
Poccus) 20 mindtes 121 °C temperatira. Papildus iedarbibai uz lignocelulozes materialu
iIzmantota ar1 kavitacijas apstrade, ko veic RTU Mehanikas institita. Kavitacijas procesi
Skidruma veidojas pirmkart izstiepjoso spéku iedarbibas rezultata, kad atseviskos Skidruma
apgabalos Tslaicigi samazinas spiediens un otrkart — intensivu ultraskanu vilnu iedarbibas
rezultata. Kavitacijas iedarbiba balstas uz kavitacijas burbuliSu raSanos un saspieSanos.
Kavitacijas burbulisa veidosanas sakuma ta iekSpus€ spiediens ir daudz mazaks neka
skiduma, tapéc tas virzas uz burbuliSa centru. Notiek energijas sakoncentréSanas noteikta
punkta. Samazinoties burbulia radiusam, pieaug spiediens taja. Skidums tiecoties uz
burbuliSa centru veido burbuliSa centralaja apgabala spiediena maksimumu un ta rezultata
burbuliSa sieninas saspiezas. Ir noteikts, ja saspieSanas apgabala radiuss samazinas Iidz nullei,
tad spiediens ta centra aug neierobezoti un var sasniegt ieveérojamus lielumus — iesp&ams
4-10® 1idz 10-10® Pa. Burbulia saplacina$anas rada triecienvilnus, kumulativo striklu ar
atrumu 100 — 50 m/s un spiedienu taja no 2-108 Iidz 8-10® Pa, ka ari veido intensivus
mikrovirpulus (L{pidpanckuii, 2008). Kavitacijas efektu radiSanai izmanto ultraskanas iekartu
(Y3VY 025, Benopyccusi), kuras tilpums 4 litri, starotaju jauda 250 W un darbibas frekvence
18,7 kHz. Paraugu apstrades ilgums 2 stundas.

2.6.4. Glikozes un etanola daudzuma noteikSana
P&c hidrolizes paraugus nocentrifugé (14000 apgr/min) un atdala supernatantu. Glikozes
daudzumu hidrolizata, ka art etanola daudzumu fermentacijas vidé nosaka izmantojot HPLC

Agilent 1100 (Agilent, Germany), Asahipak SH1011 kolonna priekskolonna SH-G,
diferencialais refraktometrijas detektors RID G1362.
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2.6.5. Etanola iegiiSana izmantojot hidrolizatu

Eksperimentos ka glikozes avotu izmanto bérza koksnes hidrolizatu (paraugs Nr.1),
kvieSu salmu un rapsu salmu hidrolizatu, kuru hidrolizes laiks 72 stundas 50 °C temperatiira.
Hidrolizatam pievienoto Vvielu daudzums, kas nepiecieSams raugiem rugSanas laika, ir
sekojoss (g/l): raugu ekstrakts — 1; peptons — 5; (NH4)2SOs — 0,5, KH2POs — 0,5;
MgSOsx7H.0 — 0,025. Eksperimentos izmanto dehidratétu raugu Saccharomyces cerevisiae
14 un Saccharomyces cerevisiae 77. Limitéta skabekla apstaklos kultivétais raugs pirms
dehidratacijas paklauts inkubacijai 1M ksilita vai 1M glicerina §kiduma. Kontroles paraugi
kultivéti aerobi un pirms dehidratacijas inkubéti fideni. Inkubacijas laiks 3 stundas 30 °C
temperatiira. Péc dehidratacijas 50 mg parauga pievieno 7 ml fermentacijas vides un novieto

termostata 30 °C temperatiira Uz 24 stundam.

2.7. Datu statistiska analize

Eksperimentus veic vismaz tris neatkarigos atkartojumos. Rezultati atainoti ka vidgja
vertiba ar standartnovirzi. Atomspéku mikroskopijas petifjumos $iinu diametra un stingribas
noteikSanai, viena paraugd meritas vismaz 20 $tnas. Salidzinajumam starp grupam lietots

Stjudenta t-tests ar ticamibas limeni p<0,05.
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3. Rezultati un diskusija

3.1. Limiteta skabekla apstaklos auguSu dzivotspéjigu sausu raugu iegiSana

3.1.1. Raugu zavesana

Raugi Saccharomyces cerevisiae, kas audzeti limitéta skabekla apstaklos un nemti no
stacionaras augsanas fazes ir izteikti jiitigi pret dehidratacijas-rehidratacijas stresu, atSkiriba
no tiem pasiem raugiem, kas audz&ti aerobos apstaklos. Limiteta skabekla apstaklos kultivetu
raugu izdzivotiba nekad neparsniedz 2% un to nav iesp&jams ieverojami palielinat pat
izmantojot 1€no rehidrataciju fidens tvaikos, kas parasti iev@rojami samazina intracelularo
membranu bojajumus, tadgjadi paaugstinot izdzivotibu. Pastav p@tijumi par iesp&ju
paaugstinat aerobi kultivétu raugu izdzivotibu pec dehidratacijas-rehidratacijas, tos paklaujot
noteiktai priekSapstradei pirms dehidratacijas, tacu $adu petijjumu nav par raugiem, kas
kultiveti limitéta skabekla apstaklos. Tadejadi misu darba tiek pétita iesp&a paaugstinat
limitéta skabekla apstaklos kultivétu Stinu izdzivotibu, tas paklaujot priekSapstradei ar
paaugstinatas osmolaritates cukuru, poliolu un sals Skidumiem, ka arT ir apskatita trehalozes,
prolina un glutationa izmantoSana milimolaros daudzumos, ka arT glutationa pievienoSana

barotnei kultivéSanas laika.

3.1.1.1. Limiteta skabekla apstaklos auguSu raugu rezistences palielinasana

izmantojot osmolitus

Iesp€ja paaugstinat $tinu izdzivotibu péc zavésanas tika pétita izmantojot laboratorijas
raugu celmu Saccharomyces cerevisiae 14. Veikti pétijjumi par paaugstinata osmotiska
spiediena izmantosanu ka priekSapstradi pirms $tinu dehidratacijas ar mérki paaugstinat to
izdzivotibu dehidratacijas-rehidratacijas laika. Paaugstinata osmotiska spiediena radiSanai
izmantoti sekojosi savienojumi : cukuri — glikoze, saharoze, laktoze un polioli — sorbits,
mannits, ksilits un glicerins - kas zinami ka §tnu aizsargsavienojumi dazadu stresu ietekmé.
Eksperimentos izmantotas sekojosas cukuru un poliolu $skidumu molaritates — 0,25M; 0,5M;
0,75M un 1M un inkubacijas laiks - 3 stundas. P&c inkubacijas $tinas dehidratétas lidz 8-10%
mitrumam un sekojosi veikta to atra un 1€na rehidratacija un noteikta izdzivotiba.

Cukuru — glikozes, saharozes un laktozes — izmantoSanas rezultata iegiitas izdzivotibas
raditaji péc atras un leénas rehidratacijas paraditi 14.att., 15.att. un 16. atteéla. Ka redzams péc

ieglitajiem rezultatiem neviens no minétajiem savienojumiem nav uzradijis pozitivu rezultatu
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attieciba pret Stnu izdzivotibu nedz atras,
eksperimentos ar aerobi kultivétam Stinam saharozes un laktozes Skidumu ar paaugstinatu
osmotisko spiedienu izmantoSana deva pozitivu rezultatu (Rapoport, Beker, 1993; Rapoport

et al., 2009) maksimala izdzivotiba, kas sasniegta izmantojot limitéta skabekla apstaklos

augusas raugu Stinas neparsniedz 10 % robezu.

nedz l€nas rehidratacijas laika. Lai gan
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14.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas

dazados glikozes Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms ZaveSanas un tai sekojoSas atras

un lenas rehidratacijas
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15.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivetiba péc inkubacijas

dazados saharozes Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms ZaveSanas un tai sekojosas

atras un lénas rehidratacijas
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16.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
dazados laktozes Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms ZaveéSanas un tai sekojoSas atras

un lenas rehidratacijas

Poliolu — sorbita, mannita, ksilita un glicerina — izmantoSanas rezultata iegitie
izdzivotibas raditaji péc atras un lénas rehidratacijas paraditi 17.att., 18.att.,, 19.att. un
20.attela.

P&c ieguitajiem rezultatiem redzams, ka labakos rezultatus raugiem, kas augusi limiteta
skabekla apstaklos var sasniegt, kad 1M ksilits vai 1M glicerins tiek pievienoti inkubacijas
Skidumam. Inkubgjot raugus minétajos poliolos ir noveérojams acimredzams koncentracijas
atkarigs izdzivotibas pieaugums (19.att. un 20.att.). V€l jo vairak, rehidratacijas veidam ir loti
liela ietekme uz izdzivotibu, jo visaugstaka izdzivotiba noverojama tieSi p€c Siinu I€nas
rehidratacijas. Biitisks pieaugums pé€c atras rehidratacijas nove€rojams tikai S§tnam, kas
inkubgtas ksilita. Stinas, kas tika inkubgtas 1M ksilita $kiduma uzradija izdzivotibu 34% péc
atras rehidratacijas un 52% péc lénas rehidratacijas. Stinas péc inkubacijas 1M glicerina
Skiduma uzradija izdzivotibu vidgji 60% péc lénas rehidratacijas. Tadejadi veiktie
eksperimenti paradija iesp&ju, ka arT raugi S. cerevisiae, kas kultivéti limitéta skabekla

apstaklos sp&j pariet anabiozes stavokli, bet tikai tad ja tie pirms tam speciali apstradati.
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17.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
dazados sorbita Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms ZaveSanas un tai sekojosas atras

un lenas rehidratacijas
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18.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
dazados mannita Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms Zavesanas un tai sekojoSas

atras un lenas rehidratacijas
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19.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivetu raugu Siinu izdzivotiba pec inkubacijas
dazados ksilita Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms Zavésanas un tai sekojosas atras

un lenas rehidratacijas
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20.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
dazados glicerina Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms Zavésanas un tai sekojosas

atras un lenas rehidratacijas
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3.1.1.2. Limitéta skabekla apstaklos auguSu raugu rezistences palielinasana

izmantojot sali

Ta ka eksperimentos ar ksilitu un glicerinu tika paradits So vielu ar paaugstinato
osmotisko spiedienu efekts, tika nolemts pam&ginat inkubacijai izmantot sals Skidumu ar
paaugstinatu osmotisko spiedienu. Sals tika izmantots ka 1&ts un plasi pieejams kimiskais
savienojums, ko biitu ekonomiski izdevigi izmantot Stinu priekSapstradei. Ta ka ieprieks sadu
eksperimentu nebija ari ar aerobi kultivétiem raugiem, veicam pétijumu izmantojot gan
aerobus raugus, gan raugus izaudz&tus limitéta skabekla apstaklos. Sals uzradija pozitivu
rezultatu p&tijumos, kas tika veikti izmantojot aerobos apstaklos kultivétas rauga Stnas (21.
att.). Sals izmantoSana palidz€ja paaugstinat aerobos apstaklos augusu S$iinu izdzivotibu,

sasniedzot 63% péc atras un 72% péc lénas rehidratacijas.
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21.attels. Aerobos apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas dazados
sals Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms ZaveSanas un tai sekojosas atras un Ienas

rehidratacijas

Limitéta skabekla apstaklos auguSu raugu Stinu izdzivotibas péc inkubacijas sals
Skidumos un sekojoSas dehidratacijas-rehidratacijas paraditas 22. attéla. Ka redzams no
legiitajiem datiem, priekSapstrade ar sali nav devusi pozitivu rezultatu neviena no
izmantotajam Skiduma molaritatém. Tas nozimé, ka osmotiska spiediena apstrade, kas ir
efektiva aerobo raugu gadijuma, limitéta skabekla apstaklos auguSu raugu gadijuma tadu

pozitivu efektu nedod.
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22.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
dazados sals Skidumos (0.25, 0.5, 0.75 un 1M) pirms ZaveSanas un tai sekojoSas atras un

lenas rehidratacijas

3.1.1.3. Limitéta skabekla apstaklos auguSu raugu rezistences palielinasana

izmantojot trehalozi

Trehaloze ir galvenais rezerves oglhidrats raugu S$tinas, ka ar1 kalpo ka
aizsargsavienojums stresa apstaklos. Lai novertetu trehalozes ietekmi uz §tinu izdzivotibu, tas
tika inkubétas 100 mM §1 cukura $kiduma ar inkubacijas laiku 3 stundas. Péc inkubacijas
Stinas dehidratétas 1idz 8-10% mitrumam un sekojosi veikta to atra un léna rehidratacija un
noteikta izdzivotiba. legutie rezultati paraditi 24. att€la. Papildus tam veikts eksperiments
izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju (HPLC) ar mérki noteikt trehalozes
daudzumu rauga $iinas pirms un péc dehidratacijas, salidzinot aerobos un anaerobos apstaklos
kultivetas Stinas. legiitie rezultati paraditi 23. attela.

Ka redzams péc HPLC datiem, Sunas, kas kultivétas aerobos apstaklos, péc to
dehidratacijas noveérojams iekssiinu trehalozes daudzuma palielinajums par 37 % salidzinot ar
nativu biomasu. Limiteta skabekla apstaklos kultivétas nativas S$tinas noveérojams par 76 %
lielaks trehalozes saturs neka aerobos apstaklos kultivétas Siinas, tacu péc dehidratacijas
trehalozes daudzums ieverojami kritas par 5,4 reizém, salidzinot ar minétajos apstaklos
kultivétu nativu biomasu.

P&c iegitajiem izdzivotibas rezultatiem (24. att.) redzams, ka izmantojot inkubaciju
trehaloze, Zzaveéto raugu Slnu izdzivotibas paaugstinaSanas péc atras rehidratacijas
neparsniedza 7%, taja pat laika, kad tika izmantota 1&na rehidratacija, Stnu izdzivotiba

sasniedza 30%.
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23.attels. Trehalozes daudzums Saccharomyces cerevisiae 14 §iinas uz mg parauga sausa
svara. Paraugi: aerobi kultivéta biomasa pirms (a) un péc zavéSanas (b); limitéta skabekla

apstaklos kultivéta biomasa pirms (c) un péc zavésanas (d)
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24 attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
100 mM trehalozes Skiduma pirms ZavéSanas un tai sekojosas atras un lénas

rehidratacijas

3.1.1.4. Limiteta skabekla apstaklos auguSu raugu rezistences palielinasana

izmantojot antioksidantus

Nakosa eksperimentu s€rija tika veikta izmantojot antioksidantus — glutationu un
prolinu. Ir zinams, ka starp faktoriem, kas ietekmé Stnu izturibu pret dehidrataciju ir

oksidativais stress. Ir paradits, ka glutations sp€lé milzigu lomu intracelulara redoks balances
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uzturéSana dehidratacijas laika aerobi kultivétas rauga Stnas (Espindola et al., 2003). Lidziga
informacija ir sanemta ar par prolina ietekmi (Takagi, 2008). Tadgjadi tika veikti p&tfjumi par
antioksidantu — glutationa un prolina - izmantoSanu ka priekSapstradi pirms Stnu
dehidratacijas ar meérki paaugstinat to izdzivotibu dehidratacijas-rehidratacijas laika.
Eksperimentos ar inkubaciju glutationa $kidumos izmantota molaritate 100mkM un 100 mM
un inkubacijas laiks 3 stundas (25. att.). Ka ar1 veikti eksperimenti ar glutationa pievieno$anu
barotnei uzsakot kultivésanu — 0,02 g, 0,4 g, 0,75 g uz 400 ml barotnes (26.att.).
Eksperimentos ar inkubaciju prolina §kidumos izmantota molaritate 100 mM un 300 mM

(27.att.). Eksperimentos izmantotais inkubacijas laiks 3 stundas.
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25.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
dazados glutationa §kidumos (0.1 mM un 100 mM) pirms Zavé$anas un tai sekojoSas

atras un lenas rehidratacijas

Ka redzams no eksperimentiem ar glutationu, kas tika pievienots barotnei pirms raugu
kultivéSanas uzsakSanas vai izmantots inkubacijas §kiduma, tie neuzradija nekadu pozitivu
efektu Stinu rezistencei pret dehidrataciju. Nemot véra pienemto antioksidativo glutationa
lomu raugu stinas, var tikt uzskatits, ka neatgriezeniski $tnu bojajumi dehidratacijas laika
limitéta skabekla augusas rauga Stinas nav saistiti ar oksidativo stresu vai vismaz oksidativais
stress musu gadijuma nav galvenais faktors, kas atbildigs par neatgriezenisku $tinu bojajumu.

Prolins ir aminoskabe, kurai piemit stresa aizsardzibas aktivitate un ta piedalas tados
aizsargmehanismos, ka proteinu un membranu stabilizacija, DNS fazu parejas temperatiiras
Tm pazeminasana, ka arT aizsardziba pret ROS (Takagi, 2008). Veiktie eksperimenti ar raugu
Stnu inkubaciju prolina $kidumos neuzradija ievérojamu izdzivotibas pieaugumu un péc lénas

rehidratacijas neparsniedza 8 %.
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26.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu §iinu izdzivotiba péc glutationa

pievienosanas barotnei (0.02g, 0.4g, 0.75g), Zavesanas un tai sekojosas atras un lénas

rehidratacijas
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27.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu izdzivotiba péc inkubacijas
dazZados prolina $kidumos (0.1 M un 0.3 M) pirms ZaveSanas un tai sekojoSas atras un
lenas rehidratacijas
3.1.2. Mikroskopijas pétijumi

3.1.2.1. Skengjosas elektronu mikroskopijas petijumi

Lai noveértétu raugu Stnu virsmas izmainas, tika izmantota skengjo$a elektronu

mikroskopija. Limit&ta skabekla apstaklos augusas $tinas tika salidzinatas ar aerobi kultivétam
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Stinam un péc labaka izdzivotibas rezultata, kas iegiits inkubgjot Stinas 1 M ksilita un glicerina
Skiduma. 28. att€la (a,b) paraditas nativas aerobos un limitéta skabekla apstaklos audzetas
Stinas stacionara fazé. Abos gadijumos novérojama gluda Stnu virsma un redzams, ka $iinas

veido nelielus sakopojumus.
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28.attels. Nativas raugu Siinas. a - acrobos apstaklos kultivétas raugu Siinas, b — limitéta

skabekla apstaklos kultivétas Siinas
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30.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétas rauga Stinas péc ZaveSanas
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29. attela un 30. att€la paraditas aerobos un limiteta skabekla apstaklos audzetas Stinas
pec to dehidratacijas. Pamatojoties uz agrak iegitajiem elektronmikroskopijas datiem par
zavetam rauga Sinam zinams, ka p&c zaveSanas Stnas veido konglomeratus un sakrokojas
samazinoties $tinas tilpumam (Ventina et al., 1984). Dazos att€los paradas kristali uz virsmas.
Mingtos noverojumus var redz€t arm misu gadijuma, tomer salidzinot aerobi kultivétas rauga
Stnas un limitéta skabekla apstaklos auguSas Stinas p&c zavesanas var redze€t, ka otras péc
zavesanas ir gludakas, kas var€tu liecinat par mehaniski izturigaku Stnas sienu.

Rezultati par Siinu virsmas izmaindm péc Sinu apstrades ar 1M ksilitu paraditi
3l.attela un 32.att€la. P&c aerobos apstaklos auguSu raugu Stnu inkubacijas ksilita un
sekojosSas zavesanas, noveérojams, ka Stnas veido lielus konglomeratus, tomér §tinu virsma ir
daudz gludaka neka p€c zaveésSanas bez apstrades un lidzinas nezavétu Stnu virsmai. Uz
virsmas noveérojama kristalu veidoSanas. Gadijuma ar limit€tos apstaklos augusu Siinu
inkubaciju ksilita $kiduma un tai sekojoSu dehidrataciju, redzams, ka ar1 So Stnu virsma ir
gludaka salidzinot ar neapstradatu izzavetu paraugu, tomér atSkiriba no aerobos apstaklos
kultivétam §tinam uz to virsmas kristalu veido$anas nav noveérojama.

Rezultati pec Stnu apstrades ar 1M glicerinu paraditi 33.att€la un 34.attela. Ka
redzams péc iegiitajiem att€liem, aerobi kultivétu Stinu inkubacija glicerina Skiduma art
nodrosina gludaku $iinu virsmu p&c dehidratacijas, tomér atskiriba no inkubacijas ksilita
Skiduma, uz virsmas kristalu veido$anas nav novérojama. Ar1 gadijuma ar limiteta skabekla
apstaklos augusam rauga Stinam novérojama gludaka Stinu virsma bez kristalu veidoSanas uz

tas.

31.attels. Aerobi kultivétas rauga Siinas péc priekSapstrades ar 1M ksilitu un tai

sekojoSas Zavésanas
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32.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétas rauga Siinas péc priekSapstrades ar 1M

ksilttu un tai sekojoSas zaveSanas
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33.attels. Aerobi kultivétas rauga Siinas péc priekSapstrades ar 1M glicerinu un tai

sekojoSas Zavésanas
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34.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétas rauga Siinas péc priekSapstrades ar 1M

glicerinu un tai sekojoSas ZaveSanas
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3.1.2.2. Caurstarojosas elektronu mikroskopijas pétijumi

Lai novérteétu raugu S$tinu strukturalas izmainas dehidratacijas laika, tika izmantota
caurstarojosa elektronu mikroskopija. To pielieto iek§Stinu izmainu novéroSanai, ko iegist
pateicoties paraugu fiksacijai epoksida svekos un iesp€jai iegiit ultraplanus griezumus, kuros
atainojas Stnu struktiiras un organellas skérsgriezuma. Aerobi augusas $iinas tika salidzinatas
ar limiteta skabekla apstaklos kultivétam Stinam un pirms un p&c Stnu dehidratacijas.

Pirmaja eksperimentu grupa apskatitas aerobos apstaklos kultivétas Stinas. 35.attela
paradita aerobi kultivéta nativa Siina stacionaraja augSanas faz€. Ka redzams, Siinas miné&taja
augSanas fazé ir ar izteiktu, lielu, baribas vielam pilditu vakuolu. Redzams kodols ar
membranas poram un mitohondriji ar kristam, ka arl novérojamas pumpurrétas pec Stnu
daliSanas.

36. attéla redzamas aerobi kultivéts raugs S. cerevisiae , kas paklautas dehidratacijai.
P&c zavesanas $uinas notiek dazadas iek$Stnu izmainas gan molekulara, gan strukturala [imeni.
Primari tiek ietekméta citoplazmatiska membrana un kodols. Izmainas organellu forma un
veidojas bojajumi vai parravumi. Ka var novérot péc iegiitajiem rezultatiem, $iinas paradas
citoplazmatiskas membranas invaginacijas. Kodolos veidojas genétiska materiala
kondensacija un struktiru forma izmainas. Labi saskatamas lipidu granulas, kas veic
reparacijas darbus bojatas kodola membranas tuvuma. P&c dehidratacijas $tnas vakuolas
samazinas izméros un paplasinas kodola membranas poras, kas norada uz lipidu izmainam.

Otraja eksperimentu sérija izpetitas Stinas, kas kultivétas limiteta skabekla apstaklos to

nativa stavokli un péc dehidratacijas (37. attéls, 38. attels).

35. attels. Aerobi kultivéts nativs raugs
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37.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivéts nativs raugs

38.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivets raugs pec ZaveSanas
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Nativas rauga Sunas ir redzams simetrisks kodols un izteikti lielas vakuolas, kas
liecina par nobriedusu $tinu lielo skaitu stacionara fazeé. Stnas nav atrodami mitohondriji
(37.att.) 38. att€la paradits limiteéta skabekla apstaklos kultivéts raugs, kas paklauts
dehidratacijai. Ka redzams, S$tinas novérojama izteikta citoplazmatiskas membranas
sakrokoSanas un Spéciga atrauSanas no S$iinas sieninas, ka ari bojato apgabalu tuvuma ir
sakoncentréjusas pusliSu struktiiras, kas visticamak piedalas citoplazmatiskas membranas,
kodola membranas un citu bojato struktiiru reparacija.

Papildus tika apskatitas arT limitéta skabekla apstaklos kultivétas Stnas péc to

inkubacijas 1M ksilita §kiduma un tai sekojosas dehidratacijas (39. att.).

39.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétas rauga Siinas péc priekSapstrades ar 1M

ksilitu un tai sekojoSas ZaveSanas

Ka redzams, §tinas novérojamas citoplazmatiskas membranas invaginacijas. Papildus
noveérojams, ka vakuolas ir samazinajusas izméros, kas var biit saistits ar ar $tinu inkubaciju
Skiduma ar paaugstinatu osmotisko spiedienu pirms dehidratacijas. Salidzinot novérojumus ar
dehidratétam S$tinam, kas netika paklautas priekSapstradei (38. att.), pec inkubacijas ksilita
Skiduma redzama vairaku aizsargmehanismu aktivacija, kas ir loti nozimigi Zaveésanas laika.
Uzskatami redzama ir viena no galvenajam aizsargreakcijam S§tna, kas ir hromatina
kondensacija kodola DNS saglabasanai, ka ar1 redzamas lipidu granulu sagrup&Sanas pie
kodola, kur notiek kodola membranu bojato rajonu reparacija.

Kopuma, salidzinot iegiitos att€lus, ir redzams, ka galvenas izmainas Stnas
dehidratacijas rezultata ir saistitas ar citoplazmatiskas membranas izmainam, radot taja
ievérojamas invaginacijas, ka arf ar kodola formas un struktiiras izmainam. Stnas var tikt

aktivizeti dzivotsp&jas saglabaSanas mehanismi un dazadas struktiiras, pieméram, lipidu
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granulas, iesaistas bojato apgabalu ’’salaboSana’’, ka ar1 notieck hromatina kondensacija

kodola.

3.1.2.3. Atomspéku mikroskopijas petijumi

Izmantojot atomspéku mikroskopu tika novértétas Sinu virsmas izmainas péc
dehidratacijas, ka arT priekSapstrades ar ksilitu un glicerinu un tai sekojosas dehidratacijas.
40.att€la paraditas aerobi kultivétas rauga Sunas. Ka redzams, salidzinot ar
elektronmikroskopijas datiem, ar $aja gadijuma nov€rojama gluda Stnu virsma, tacu péc
dehidratacijas (41. att.) Stinas sakrokojas un $tinas zaud€ savu tilpumu, lai gan tas nav tikt
izteikts, ka noverotajos paraugos ar skengjoso elektronu mikroskopu. Salidzinot limit&ta
skabekla apstaklos augusas nativas (42. att.) un dehidratétas Stnas (43. att.) novérojams, ka
zavesana izraisa mazaku $iinu sakrokoSanos un Stnas izskatas izturigakas pret formas zudumu
salidzinot ar aerobam $tnam. Atseviskos att€los ir noverojama iek$$iinu materiala izdaliSanas,
ka arT pilnigi tuksas Siinas, lai gan $aja gadijuma iesp&jams noverotas jau pilniba novecojusas
rauga Siinas.

Lai gan kopuma §tinu noverojumi sakrit ar elektronmikroskopijas attéliem, jasecina, ka
atomspéka mikroskopijas bildés zavéto Stnu virsma izskatas gludaka neka skengjosas
elektronu mikroskopijas attélos. Var izvirzit hipotézi, ka tas varétu but izskaidrojams ar
paraugu sagatavosanas specifiku priek§ atomspéku mikroskopijas, kur paraugs tiek sagatavots

tam pievienojot Gideni ka rezultata $tinas spgj atgit kadu noteiktu dalu sava tilpuma.

40.attels. Aerobi kultivétu nativu raugu Siinu virsma
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41.attels. Aerobi kultivétu raugu Siinu virsma péc ZaveéSanas

42 attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu nativu raugu Sinu virsma

43.attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Stinu virsma péc Zavésanas
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Eksperimentu rezultati par limiteta skabekla apstaklos kultivétu rauga Stinu virsmas
izmainam péc inkubacijas 1M glicerina un 1M ksilita un tai sekojosas zZaveéSanas paraditi 44.

attela un 45. attéla.

44. attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu virsma péc priekSapstrades

ar 1M glicerinu un tai sekojoSas ZaveSanas

45. attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu virsma péc priekSapstrades

ar 1M ksilitu un tai sekojosas zavesanas

P&c iegiitajiem rezultatiem redzams, ka péc apstrades ar ksilitu $tinu virsma ir gluda un
nav noveérojama Stinu sakrokoSanas. Gadijuma ar inkubaciju glicerina var noveérot krokainaku
Stinas virsmu, lai gan §Unu invaginacijas ir mérenas, kas kopuma sakrit ar datiem, kas iegiiti
izmantojot skengjoSo elektronu mikroskopiju. Lai precizak noveértétu Stinu tilpuma izmainas
limitéta skabekla apstaklos augu$am raugu Stinam, tika noteiktas diametra vid€jas izmainas.

legiitie dati paraditi 46. attéla.
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46.attels. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu rauga Siinu diametra izmeéra izmainas.
Paraugi: limitéta skabekla apstaklos kultivéta biomasa pirms (a) un péc zavesanas (b); limiteta
skabekla apstaklos kultivéta biomasa inkubg&ta ksilita un tad zavéta (C); limitéta skabekla

apstaklos kultivéta biomasa inkubéta glicerina un tad zavéta (d)

Salidzinot limitéta skabekla apstaklos augusu nativu un zaveétu Stnu attelus nebija
iespgjams noverot Sunu tilpuma samazinaSanos, tomér Siinu izméra noteikSana palidzgja
uzradit vidgju $unu lieluma samazinajumu par 1um t.i. vid&ji 20%. P&c prieksapstrades ar
glicerinu $iinu izmers saglabajas gandriz tads pats ka biomasai. Otrais augstakais rezultats
noverojams ksilita inkubétam Stinam. Tomeér janem véra, ka iesp€jama ari Stnu izmainu
mérjjuma neprecizitate, kas var bt saistita ar paraugu sagatavoSanas metodiku, kuras
rezultata paraugs pirms skenéSanas tiek paklauts videji 2 mintiSu rehidratacijai un atkartotai
1zzaveSanai, ka rezultata nav iesp€ams noteikt atkal uznemta tdens daudzumu $iina un ta
ietekmi uz §tinas tilpuma iespg€jamajam izmainam.

Papildus eksperimentos tika salidzinatas AFM lazera novirzes-konsoles pozicijas
liknes. Liknes slipuma lenkis saistits ar Siinas virsmas stingribu - jo lielaks lenkis (vairak
gradu), jo stingraka ir sken€jama parauga virsma un jo mazaks lenkis, jo virsma ir elastigaka.
Ka redzams péc iegitajiem datiem (47. att.), aerobi kultivétu $tinu virsmas stingriba ir gandriz
vienada gan nativam, gan dehidratétam stinam. Limiteta skabekla apstaklos kultivétas Siinas
sieninas stingriba ir zemaka, ka ar1 péc dehidratacijas noveérojams vél lielaks lenka
samazinajums. P&c inkubacijas glicerina un ksilita Skidumos un sekojoSas dehidratacijas,
limitéta skabekla apstaklos kultivétu Stinu sieninas uzrada tas stingribas pieaugumu, ka
rezultata varetu izvirzit hipotézi, ka sadi kultivétu Stinu sieninas stingribas paaugstinasanas

saistita ar izdzivotibas saglabasanos dehidratacijas-rehidratacijas laika.
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47 .attels. Rauga Siinu virsmas elastibas modula lenkis. Paraugi: aerobi kultivéta biomasa
pirms (a) un p&c zavesanas (b); limiteta skabekla apstaklos kultivéta biomasa pirms (c) un p&c
zavesanas (d); limiteta skabekla apstaklos kultivéta biomasa inkubéta ksilita un tad zavéta (e);

limiteta skabekla apstaklos kultivéta biomasa inkubéta glicerina un tad zavéta (f)

3.1.3. Furjé transformacijas infrasarkanas spektroskopijas pétijumi

Lai izpétitu atSkiribas starp raugu Stnam, kas audzetas aerobos apstaklos un limitéta
skabekla apstaklos, ka arT raksturotu $tinu izturibu pret dehidratacijas — rehidratacijas procesu,
tika veikta $tnu kimiska sastava Furjé transformacijas infrasarkanas spektroskopijas (FTIR)
analize. Ar So metodi méra dazadu kimisko saiSu absorb&to energiju, tadéjadi nosakot parauga
funkcionalas grupas. Izmainas biokimiskaja sastava mikroorganisma $iinas novérojamas FTIR
spektra péc vairakiem raditajiem taja izSkir oglhidratu, proteinu, nukleinskabju un lipidu
regionus (Naumann, 2000; Helm and Naumann, 1995). Regions starp 1300 cm™ un 700 cm™
primari ataino nukleinskabju un oglhidratu grupu (C-O, C-O-C, C-O-P un PO vibracijas).
Regions starp 1700 cm™ un 1500 cm™! ataino proteinu grupas (N-H un C=O vibracijas).
Regions starp 3000 cm™' un 2800 cm™' ataino lipidu grupas (CH2 un CHs vibracijas).
Izmainas absorbcijas joslu profilos un/vai intensitaté norada uz komponentu un/vai So
komponentu koncentracijas izmainam $iinas.

48. attela paraditi tipiski FTIR spektri raugu biomasai, kas kultivéta aerobi un limitéta
skabekla apstaklos pirms un péc dehidratacijas. Saccharomyces cerevisiae 14 biomasas
spektrs paradija vairakas atSkiribas absorbcijas joslu intensitate. Dehidratéta rauga, kas
kultivéts aerobos apstaklos un limitéta skabekla apstaklos, biomasas spektri arl uzradija

atSkiribas biokimiskaja sastava. P&c spektru profiliem redzams, ka oglhidraru, nukleinskabju,
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proteinu un lipidu regionos joslu intensitate atSkiras, atkariba no augSanas apstakliem un

dehidratacijas.
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48.attels. FTIR spektrs
Tika veikta kvantitativa analize, kuras rezultati apstiprindja atSkiribas

makromolekularaja sastava aerobi kultivétajiem un limitéta skabekla apstaklos kultivetajiem

raugiem (49. att.).
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49. attels. Kimiska sastava izmainas raugu Sunas. Paraditas koncentracijas (%, Sausais
svars) oglhidrati (C), nukleinskabes (N), proteini (P) un lipidi (L). Paraugi: aerobi kultivéta
biomasa pirms (a) un péc zaveésanas (b); limitéta skabekla apstaklos kultivéta biomasa pirms
(c) un pec Zavesanas (d); limiteta skabekla apstaklos kultivéta biomasa inkubéta ksilita un tad

zaveta (e); limiteta skabekla apstaklos kultiveéta biomasa inkubéta glicerina un tad zaveta (f)

Pret dehidrataciju rezistento aerobi kultivéto raugu dehidratacija radija pieaugumu

oglhidratu sastava par 3,5% un pieaugumu lipidu sastava par 0,8%. Pretgji tam, nukleinskabju
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un proteinu daudzums samazinajas par 1,2% un 3,2%, attiecigi (49. attels - a, b). Nativas
raugu $unas audzetas limitéta skabekla apstaklos at$kiras no aerobi Kultivétam rauga $tinam
(49. attels - a, ¢) pamatojoties uz zemaku oglhidratu (2.0% mazak), lipidu (3.8% mazak) un
nukleinskabju (2.4% mazak) sastavu, ka ari lielaku proteinu daudzumu (8.0% vairak). Tada
veida, ir paradits, ka augSanas apstakli (aerobi vai limitéta skabekla) ietekmé S. cerevisiae 14
makromolekularo kompoziciju, kur intracelularie proteini un lipidi uzrada vislielakas
izmainas. Limiteta skabekla apstaklos augusu raugu dehidratacija, kas praktiski izraisa 100%
§tnu navi, radija pieaugumu oglhidratu (2.7%) un lipidu (1.0%) sastava, bet samazinasanos
nukleinskabju (0.6%) un proteinu (3.3%) sastava (49. attéls - c, d). Dati par samazinasanos
proteinu daudzuma pec dehidratacijas izraisa interesi. lepriek$ veiktajos pétijumos, tika
paradits, ka dehidratacijas laika limiteta skabekla apstaklos augusu raugu S$iinas aktiv&jas
proteinu sintéze, kuri pieder karstuma Soka proteinu grupai (Guzhova et.al., 2008). Diemz¢l,
§is aizsargsistémas aktivacija nav pietieckama, lai saglabatu $tinu izdzivotibu dehidratacijas
procesa. Tai pat laika tas nozimg, ja eksiste papildus proteinu sint€ze dehidratacijas posma,
tad ir jabut arT nopietnam citu proteinu destrukcijas procesam. Tadgjadi, varam izvirzit
hipotezi, ka, iespgjams, daziem no Siem neatgriezeniski bojatajiem proteiniem ir svariga loma
Stnu dzivotsp&jas saglabasana. Tomér, salidzinot Sos rezultatus, iesp&jams secinat, ka abos
apstaklos audzétu raugu dehidratacija izraisa vienadas izmainas kimiskaja sastava.
Neskatoties uz to, ir skaidrs, ka Stinu rezistences mehanismi pret dehidrataciju raugu stinam,
kas augusas atSkirigos apstaklos (aerobi vai limitéta skabekla apstaklos) ir pilnigi atsSkirigi.
Kopigais oglhidratu, lipidu un nukleinskabju daudzums dehidratétas Stinas, kas
augusas limitéta skabekla apstaklos ir mazaks par 1.8-3.5%, neka dehidratetas Stinas, kas
augusas aerobos apstaklos (49. att€ls - b, d). Vislielaka atskiriba novérojama lipidu sastava,
kur limitéta skabekla apstaklos augusas $unas ir tikai 40% no lipidu sastava, kas atrodams
dehidratétas Stnas, kas auguSas aerobos apstaklos. Citiem komponentiem §is atSkiribas ir
mazak izteiktas: oglhidratatu sastavs ir 91%, bet nukleinskabju — 80% no aerobas kulturas
sastava. Tadgjadi var izvirzit hipot€zi par raugu Siinu atSkirigas rezistences iemesliem pret
dehidrataciju (nemot veéra tikai kopigo kimisko sastavu). Var pienemt, ka Sie iemesli varétu
biit sastiti ar lielajam atSkirtbam lipidu sastava, kuri ir viens no galvenajiem komponentiem
iekSSunu membranas. lepriek$€jie petijumi par rauga Siinam paradija, ka intracelularo
membranu organizacija ir viens no galvenajiem faktoriem, kas nosaka Stnu stabilitati
dehidratacijas-rehidratacijas procesa (Simonin et al., 2007; Leslie et al., 1994; Rapoport et al.,
2009). Ja membranas nav labi pasargatas ar intracelularajiem aizsargmehanismiem, tas var
tikt neatgriezeniski bojatas raugu Sunu dehidratacijas laika. Tika izvirzita hipotéze, ka limiteta

skabekla apstaklos augusu raugu Stinu jitiba pret dehidrataciju var arf tikt saistita ar atSkirigo
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kimisko sastavu to intracelularajas membranas, salidzinot ar aerobi kultivéto Siinu
membranam. legiitie FTIR dati apstiprina So hipotézi. Ir izpétits, ka limitéta skabekla
apstaklos augusu raugu S$iinu citoplazmatiskas membranas satur vairak piesatinatas
taukskabes, mazak sterolus un ergosterolu (Nurminen et al., 1975; Snoek and Steensma,
2007). Petijumi rada, ka ergosterola akumulacija ir nepiecieSama Stnu rezistencei pret
dehidrataciju (Dupont et al, 2010).

Ta ka pec apstrades ar ksilttu, zaveto rauga Stinu izdzivotiba paaugstinajas vidgji no 0—
4% lidz 34-52% atkariba no izmantotas rehidratacijas metodes, bet inkubacija glicerina
Skiduma paaugstinaja izdzivotibu lidz vidgji 60% lietojot Ieno rehidrataciju, saprotams, ka So
apstrazu iedarbibas mehanismi atSkiras. Neskatoties uz lielo izdzivojuSo Stinu skaitu péc
glicerina apstrades un 1€nas rehidratacijas, nav noveérojams lidzigs efekts pec sauso Siinu atras
rehidratacijas. FTIR pétijuma rezultati paradija (49. attéls -e,f), ka péc $tnu inkubacijas ksilita
(49. attels - e) oglhidratu, lipidu, nukleinskabju un proteinu saturs limitéta skabekla apstaklos
auguso zaveto raugu $unas pietuvojas aerobi kultivéto zaveto raugu Stnu saturam. Tas bija -
96% oglhidratiem, 87% nukleinskabém, 107% proteiniem un 90% lipidiem. Lipidu sastavs
piedzivoja vislielakas izmainas. Inkubcija glicerina $kiduma radija lidzigus efektus (49. attéls
- f). Tai pat laika oglhidratu procentualais saturs limitéta skabekla apstaklos augusu zavétu
raugu $unas kluva pat lielaks neka zavetas aerobas $iinas un sastadija 122% no to satura
zavetas aerobas Stnas. Proteinu saturs kluva 93%, lipidu - 90% un nukleinskabju — 68% no to
satura sausas aerobas rauga $inas. Sie rezultati paradija, ka priekSapstrade ar glicerinu rada
Sunas lielakas izmainas kopiga kimiska sastava (salidzinot ar Zavétam aerobam $tinam) neka
priekSapstrade ar ksilttu. Péc Siem datiem var ar1 redzet, ka kopuma nav izmainu (salidzinot ar
ksilita apstradatam Siinam) kopigaja lipidu daudzuma. Tai pat laika proteinu daudzums bija
zemaks neka rezistentas aerobi kultivétas zavetas rauga $iinas un ar ksilitu apstradatas limitéta
skabekla apstaklos augusas §iinas, bet nukleinskabju daudzums bija ievérojami mazaks neka
abos iepriek§ minétajos Stnu veidos. Ta ka $adas atSkiribas nukleinskabju satura var but
saistitas tikai ar ribosomala RNS daudzumu, S§is parmainas labi korelé ar mazaku proteinu
daudzumu $adas Stnas — iesp&jams Seit bija mazaka proteinu sinté€ze raugu dehidratacijas
sakumposma. Tapat tika noverots arT oglhidratu satura pieaugums limiteta skabekla apstaklos
auguso zaveto raugu sastava, salidzinot ar rezistentam aerobi kultivétam Stinam, péc glicerina
apstrades. Glicerina apstrades efekts var but saistits ar papildus aizsardzibas mehanismu
salidzinot ar ksilita apstradi t.i. ta var but intracelulara turgor spiediena saglabasana, kuru
nodrosina glicerins citos ekstremalos apstaklos (Blomberg and Adler, 1992; Modig et al.,
2007). Iesp&jams, ka palielinatais intracelularais oglhidratu daudzums kas paradas pie

glicerina apstrades ir nepiecieSams §1 protektiva mehanisma darbibas nodroSinasanai.
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3.1.4. Karstuma Soka proteinu Hsp70 pétijumi

Karstuma Soka proteini darbojas ka molekularie Saperoni un tiem ir svarigas funkcijas
proteinu biosintéz€, foldinga, intracelularaja lokalizacija un transporta, reparacija, ka ari
nepareiza foldinga rezultata radusos proteinu degradacija (Feder and Hofmann, 1999). Lai
noskaidrotu Hsp70 iesp&jamo nozimi $iinu izturiba pret dehidratacijas — rehidratacijas procesu
un atSkiribas starp raugu Sinam, kas audz€tas aerobos apstaklos un limitéta skabekla
apstaklos, tika veikta karstuma Soka proteinu Hsp70 analize. P&tijumam izveleti divi raugu
celmi — laboratorijas celms Saccharomyces cerevisiae 14 un termotolerantais celms
Saccharomyces cerevisiae 77. Termotolerantajam celmam piemit sp€ja parciest
dehidratacijas-rehidratacijas procesu saglabajot augstaku dzivotsp&u, videji par 20%
parsniedzot Saccharomyces cerevisiae 14 izdzivotibu p&c atras un I&nas rehidratacijas
kultivgjot aerobi. Ka iepriek§ noskaidrots, limitéta skabekla apstaklos auguSu raugu Stnu
Saccharomyces cerevisiae 14 inkubacija 1M ksilita un 1M glicerina $kidumos ievérojami
paaugstina Stnu izdzivotibu. Tads pats efekts noverojams ar1 Stinam, kas kultivétas aerobos
apstaklos. Aerobi kultivétu celmu Saccharomyces cerevisiae 14 un Saccharomyces cerevisiae
77 izdzivotiba p&c inkubacijas 1M ksilita un 1M glicerina Skidumos attélota 50.att€la un
51.attela. Pec iegiitajiem rezultatiem redzams, ka Saccharomyces cerevisiae 14 raugu $inu
izdzivotiba péc atras rehidratacijas paaugstingjas par 25-27% un péc lénas rehidratacijas par
12-18%, inkubgjot ksilita un glicerina skiduma, attiecigi.

Termotoleranta raugu celma Saccharomyces cerevisiae 77 gadijuma, izdzivotiba péc
atras rehidratacijas paaugstinajas par 8-10 % un péc lénas rehidratacijas papildus par 7-10 %,
inkubgjot ksilita un glicerina S§kiduma, attiecigi. Salidzinot iegiitos datus, redzams, ka lielaks
izdzivotibas pieaugums salidzinot ar kontroli novérojams p&c Saccharomyces cerevisiae 14
raugu Stinu inkubacijas 1M ksilita un 1M glicerina Skiduma.

Ari kultivgjot limitéta skabekla apstaklos, raugu Saccharomyces cerevisiae 77
izdzivotiba ir augstaka vidgji par 30% péc atras un 50% péc leénas rehidratacijas, salidzinot ar
Saccharomyces cerevisiae 14 kontroli (52. att.). Ka iepriek§ noskaidrots limitéta skabekla
apstaklos kultivéta rauga Saccharomyces cerevisiae 14 izdzivotiba péc inkubacijas 1M ksilita
Skiduma paaugstinas lidz 34-52% péc atras un lenas rehidratacijas, attiecigi. Inkubacija
glicerina Skiduma paaugstina izdzivotibu Iidz vid&ji 60% lietojot 1€no rehidrataciju.
Termotoleranta celma gadijjuma inkubacija ksilita Skiduma palidz paaugstinat Stnu
1zdzivotibu videji 1idz 68 % péc atras un 88 % pec lenas rehidratacijas, un glicerina gadijuma

11dz 53 % péc atras un 78 % péc lenas rehidratacijas.
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50. attels. Aerobos apstaklos kultivétu raugu $iinu Saccharomyces cerevisiae 14
izdzivotiba péc inkubacijas 1M ksilita un 1M glicerina Skiduma pirms ZavéSanas un tai

sekojosas atras un Iénas rehidratacijas
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51. attels. Aerobos apstaklos kultivétu raugu $iinu Saccharomyces cerevisiae 77
izdzivotiba péc inkubacijas 1M ksilita un 1M glicerina Skiduma pirms ZavéSanas un tai

sekojosas atras un Iénas rehidratacijas
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52. attels. Limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu Siinu Saccharomyces cerevisiae 77
izdzivotiba péc inkubacijas 1M ksilita un 1M glicerina Skiduma pirms ZaveSanas un tai

sekojoSas atras un lénas rehidratacijas

Lai izpétitu Hsp70 nozimi termotoleranto raugu Saccharomyces cerevisiae 77 izturiba
pret dehidratacijas-rehidratacijas stresu, ka ari veikt salidzinajumu ar raugu celmu
Saccharomyces cerevisiae 14, veikti eksperimenti izmantojot proteinu imunoblotingu. Iegitie

rezultati p&c Stnu kultivéSanas aerobos apstaklos paraditi 53. attela.

Hsp70 —* 3

53. attéls. Hsp70 proteini aerobi kultivétas raugu Sunas. Paraugi: kontrole (K); Raugu
celms Saccharomyces cerevisiae 14: biomasa pirms (1) un péc zavéSanas (2); biomasa
inkubéta ksilita un tad zavéta (3); biomasa inkubgéta glicerina un tad zavéta (4); Raugu celms
Saccharomyces cerevisiae 77: biomasa pirms (5) un péc zavés$anas (6); biomasa inkubé&ta

ksilita un tad zaveta (7); biomasa inkubéta glicerina un tad zavéta (8)

Ka redzams pec 53. attéla, stacionara augSanas faz€ esosu raugu $tinu Saccharomyces
cerevisiae 14 biomasa nav noverojama Hsp 70 klatbiitne. Tas sakrit ar Guzhova et.al.
pétijuma datiem, kur paradits, ka Hsp70 tiek sintezéts Saccharomyces cerevisiae 14 raugu
Stinas eksponencionalaja augSanas faze, kuras specifiska iezime ir aktivs metabolisms un

intensiva dazadu proteinu sintéze. Ta ka viena no Hsp70 svarigakajam funkcijam ir Sapeirona
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aktivitate, tad var izvirzit hipot€zi, ka $1 1pasiba ir praktiski nepiecieSama minétaja augSanas
faze. Sekojosi, kopigais iek$Siinu proteinu sint€zes samazinajums stacionaraja fazé nerada
Saccharomyces cerevisiae 14 nepiecieSsamibu péc Hsp70 sintézes (Guzhova et al., 2008).
Savukart termotoleranta rauga Saccharomyces cerevisiae 77 biomasa stacionaraja augs$anas
faz€ noveérojama protetna Hsp70 sinté€ze, ka rezultata var izdarit secindjumu, ka
termotoleranta celma paaugstinata izturiba pret dehidrataciju-rehidrataciju salidzinot ar
Saccharomyces cerevisiae 14 stinam, var biit vismaz dal&ji saistita ar karstuma Soka proteina
sintézes turpinasanos stacionaraja faze, kas raugu $tinas Saccharomyces cerevisiae 14 netiek
novérota. Dehidratacijas process rada stresa atbildi Saccharomyces cerevisiae 14 $unas, kas
novérojams ka proteina Hsp70 sintéze. Ari §unas Saccharomyces cerevisiae 77 péc
dehidratacijas noveérojama Hsp70 klatbiitne, lai gan proteina daudzums pielidzinams Stnu
biomasa sintezétajam Hsp70. Raugu Saccharomyces cerevisiae 14 paraugos, kas inkubé&ti
ksilita un glicerina skidumos pirms dehidratacijas, noveérojama loti spéciga molekulara atbilde
ka stipri izteikta Hsp70 proteina sint€ze. Intensivak izteikta sint€zes atbilde noveérojama ari
termotolerantajam celmam, kas visuzskatamak nov€rojama tieSi p&c inkubacijas ksilita

Skiduma.

Hsp70 —>

54. attéls. Hsp70 proteini limitéta skabekla apstaklos kultivétas raugu Siinas. Paraugi:
kontrole (K); Raugu celms Saccharomyces cerevisiae 14: biomasa pirms (1) un p&c zavésanas
(2); biomasa inkubgta ksilita un tad zavéta (3); biomasa inkubgéta glicerina un tad Zavéta (4);
Raugu celms Saccharomyces cerevisiae 77: biomasa pirms (5) un péc zavésanas (6); biomasa

inkubéta ksilita un tad zavéta (7); biomasa inkubé&ta glicerina un tad zavéta (8)

54. attela paradita Hsp70 proteina saturs limitéta skabekla apstaklos augusas rauga
Stnas Saccharomyces cerevisiae 14 un Saccharomyces cerevisiae 77. Ka redzams péc
iegitajiem datiem, raugos Saccharomyces cerevisiae 14 nav detektE&jami Hsp70 proteini
biomasa, ka ari raugos péc dehidratacijas, savukart péc raugu inkubacijas ksilita un glicerina
skidumos novérojama Hsp70 klatbiitne. Saccharomyces cerevisiae 77 gadijjuma ta ir

novérojama visos paraugos. Ari $aja gadijuma var izteikt secindjumu, ka termotoleranto raugu
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sp&ja saglabat augstaku izdzivotibu limiteta skabekla apstaklos ir saistita ar sp€ju sintezet

karstuma Soka proteinus ka labveligos, ta arT stresa apstaklos.

3.1.5. Kopsavilkums par limitéta skabekla apstaklos augusu dzivotsp€jigu sausu

raugu iegiSanu

Galvenie klasiskie biotehnologiskie riigSanas procesi, kuros izmanto raugus - alus,
vina un spirta razoSana, notiek anaerobos apstaklos. Tomér visu So procesu sakumposms ir
saistits ar atbilstoSo raugu celmu inokoluma izaudz€Sanu aerobos apstaklos. Daudzos
gadijumos tas ir saistits ar to, ka biotehnologiskajos procesos ka izejas kultiiru aizvien biezak
izmanto tieSi aktivus sausos raugus. Tie ir raugi, kas atrodas anhidrobiozes stavokli. Sauso
maizes raugu kvalitate, kurus razo pasaules vadoSas kompanijas, ir loti augsta un
dzivotspgjigo stnu daudzums sastada 95 — 98%. Tomér atidenoto vina, alus un spirta raugu
raksturlielumi daziem razoSana izmantotajiem celmiem ir ievérojami zemaki. Un, izmantojot
Sadus raugus, to adaptacija anaerobiem apstakliem aiznem noteiktu laiku un tas pagarina
biotehnologisko procesu. Saja gadijuma daudz értak un ekonomiski izdevigak biitu izmantot
aktivus sausos raugus, kas iepriekS izaudzeti anaerobos apstaklos (limitéta skabekla
apstaklos). Diemzel uz doto bridi $adi raugi netiek riipnieciski razoti, jo tie nepanes
atiidenoganas procesu. Vadoties péc Stinu biologijas laboratorija uzkratas lielas pieredzes par
anhidrobiozes pétijumiem ar1 tadiem raugiem, kas izaudzeti aerobos apstaklos, tika nolemts
pamgginat atrast iesp&u ka limiteta skabekla apstaklos auguSiem raugiem paaugstinat
rezistenci pret atiidenosanu, un parvest tos anhidrobiozes stavokli. Papildus tam mé&ginajam
izmantot to pasu metodiku, kas tika izstradata S@inu biologijas laboratorija aerobi kultivétu
§inu rezistences paaugstina$anai pret atiidenosanu. ST metode balstas uz raugu inkubaciju
oglhidratu (saharoze un laktoze) $kidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu (Rapoport and
Beker, 1983). Sajos apstaklos izdevas paaugstinat dazadu iemeslu dél sakotngji pret
dehidrataciju neizturigu raugu dzivotsp&ju peéc zaveésanas, vidg€ji par 60% un sasniedzot
atiidenoto §iinu izdzivotibu lidz pat 80%. Sis metodes ideja ir taja, ka veicot §inu inkubaciju
Skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu, Siinas var radit atidenoSanas procesa
sakumposma imitaciju, kas dabiskajos apkart€jas vides apstaklos nenotiek momentali, bet gan
pakapeniski. Tadejadi Stinam ir pietiekami daudz laika, lai ,,ieslégtu” So mikroorganismu
ilgstosas evoliicijas procesa raduSas dazadas aizsargreakcijas. Ar S$adu priekSapstradi,
inkubgjot pret dehidrataciju nenoturigas Siinas, maksligi tiek paildzinats periods, kura tas sp€j
adaptéties sekojoSai atiidenoSanai. Veiktie pétijumi paradija, ka $adas Siinas tieSam tiek

inici€tas noteiktas aizsargreakcijas, ka, piem&ram, §iinas sintezgjas polioli (mannits un
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sorbits), kuri iev€rojami paaugstindja citoplazmatiskas membranas stabilitati un samazinaja
membranu lipidu fazu parejas temperatiru (Rapoport et al., 1988, 2009). Diemzel
eksperimenti paradija, ka augstak aprakstita metodika - limitéta skabekla apstaklos augusu
raugu inkubacija, cukuru (glikoze, saharoze, laktoze) ar paaugstinatu osmotisko spiedienu
Skidumos, nedod analogu efektu un nepaaugstina raugu rezistenci pret zavésanu. Tadgjadi, lai
velreiz parliecinatos par pozitiva efekta neesamibu no paaugstinata osmotiska spiediena,
veicam papildus eksperimentus ar §anu inkubaciju NaCl $kidumos. Saja gadijuma, papildus
paaugstinata osmotiska spiediena efektam pievienojas ari sals, ka tidens akceptora efekts.
Tomeér ar1 $aja gadijuma aerobos apstaklos kultivétie raugi kluva daudz izturigaki pret
dehidrataciju, bet limiteta skabekla apstaklos kultivétie raugi, paaugstinatu izturibu neieguva.
Visticamak, $adu atSkiribu osmotiska spiediena darbibas efektos (neatkarigi no izmantojama
Skiduma) var izskaidrot ar to, ka aerobos apstaklos kultivétajam Siinam mes vienkarsi
pagarinagjam to adaptacijas periodu un devam Siinam vairak laika, lai aktivétu to jau
evolucionari noteiktos aizsargmehanismus. Gadifjuma ar limiteta skabekla apstaklos
kultivétiem raugiem $adu evolucionari izstradatu aizsargmehanismu nav, jo dabiskaji
apkartgja vidé raugi dzivo tikai aerobos apstaklos, kas paklauti periodiskiem dehidratacijas-
rehidratacijas cikliem. Pamatojoties uz §im atzinam, nakamajos eksperimentos veica
méginajumu dabiski paaugstinat $tinas aizsargsavienojumu daudzumu. Vispirms tika izvélcta
trehaloze, balstoties uz tas zinamajam aizsargreakcijam attieciba uz membranam un
proteiniem. Agrak veiktie petijumi paradija, ka neliela daudzuma trehalozes pievienoSana
kultiveéSanas videi nedod ievérojamu S$tinu rezistenci pret dehidrataciju. Trehalozes daudzuma
noteikSana Stinas paradija, ka augSanas procesa to vairak uzkraj limitéta skabekla apstaklos
augusie raugi, neka raugi, kas augusi aerobos apstaklos, bet tomér pret dehidrataciju tie
izradyjas neizturigi. Jau agrak paradits, ka arl, neskatoties uz nepiecieSama trehalozes
daudzuma klatbttni raugu Stinas, tas var biit nenoturigas pret dehidrataciju, ja tam nav vai ir
bojats trehalozes parneses proteins, kas nepiecieSams, lai nodroSinatu citoplazmatiskas
membranas ar&jo dalu (Eleutherio et al., 1993). Saja gadfjuma pozitivu efektu ieguva $iinas
pirms atlidenoSanas inkub&jot vide, kas satur trehalozi,, Mes atkartojam tadu pasu
eksperimentu ar raugiem, kas kultivéti limiteta skabekla apstaklos un art ieguvam pozitivu
efektu, kur§ paradijas veicot léno rehidrataciju tidens tvaikos. Sis eksperiments paradija
iespeju ka sasniegt anhidrobiozes stavokli ar1 tam Stnam, kas kultivétas limitéta skabekla
apstaklos, un tas ir liels solis uz priekSu anhidrobiozes pétijumos. Vienlaicigi Sis iegiitais
rezultats apstiprindja miisu mingjumus par citoplazmatiskas membranas izteikti zemaku
rezistenci raugiem, kas kultiveti limiteta skabekla apstaklos, salidzinot ar aerobiem raugiem.

Sadas membranas atjaunoSanai lidz normalai struktiirai un tas molekularajai organizacijai
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nepiecieSama gan aizsargsavienojumu klatbitne (Saja gadijuma trehaloze) gan arl
atjauno$anai nepiecieSama saistita (vai struktiiru veidojosa) tidens tvaiki vél lidz rehidratacijas
procesa sakumam, jau dal&ji rehidratétas Stinas ievietojot fident. Ta ka S$aja gadijuma
trehalozes efekts nebija parak liels un izdzivotibas Iimenis péc dehidratacijas sasniedza tikai
30%, tika nolemts nakamajos eksperimentos paméginat limitéta skabekla apstaklos kultivétu
raugu inkubaciju citos aizsargsavienojumos, tai skaita poliolos. Veiktie eksperimenti
neuzradija pozitivu efektu Stinas inkub€jot mannita un sorbita Skidumos, savukart pirmoreiz
tika noskaidrots, ka izteiktu pozitivu efektivu uzrada inkubacija ksilita un glicerina Skidumos.
Sie eksperimenti paradija, ka iespéjams sasniegt pietickami augstu izdzivotibu atiidenotiem
raugiem, kas izaudzeti limitéta skabekla apstaklos, kas nozimé ar1 $adu raugu riupnieciskas
razoSanas teorétisku iesp&jamibu. Katra zina, loti interesanti biitu nakotn€ noskaidrot lidzigo
savienojumu-poliolu atskirigo iedarbibas efektu uz $tinam. Tomer vél svarigak biitu saprast
raugu rezistences paaugstinaSanas mehanismus péc to paklauSanas ksilita un glicerina
Skidumiem ar paaugstinatu osmotisko spiedienu. Veiktie petijumi ar skengjosas elektronu
mikroskopijas izmanto$anu neuzradija kadas izteiktas atSkiribas starp aerobiem raugiem un
raugiem, kas kultivéti limitéta skabekla apstaklos, iznemot to, ka p&dgjiem tika novérota
gludaka virsmas struktiira. Taja pat laika atomspeku mikroskopijas dati paradija, ka to
sieninas stingriba ir zemaka neka aerobiem raugiem un pie tam ta ari nedaudz papildus
samazinas Stnu dehidratacijas procesa. Tacu atiidenotiem raugiem, kas paklauti
priekSapstradei ar ksilita un glicerina Skidumiem, §is Siinu sieninas stingribas raditajs
palielinas. Pie kam tas izradas praktiski vienads gan péc ksilita gan glicerina iedarbibas.
Tadgjadi, vismaz viena atSkiriba no izturigam un neizturigam pret dehidrataciju raugu Stinam,
var but saistita ar Stinu sieninas stingribu. Tas ir loti interesants secinajums, kas labi korele ar
datiem, kas nesen iegiiti Stinu biologijas laboratorija pétot aerobos raugus (Borovikova et al.,
2016). Sie dati paradija, ka $tinu bojaeju zavésanas procesa var izraisit §linu sieninas noteiktu
proteinu (mannoproteini) bojajumi. Sakara ar to més pienemam, ka Siinu sieninas kimiskais
sastavs un struktiira var izradities viens no loti svarigajiem faktoriem Stinu noturibai pret
dehidrataciju. Tadgjadi varam izdarit slédzienu, ka Stnu sieninas funkcionala loma pie
ekstremalam iedarbibam uz Stnu nav tikusi lidz galam noveértéta un $is petjjumu virziens ir
loti perspektivs talakai mehanismu noskaidroSanai eukariatisko §tinu pareja uz anhidrobiozes
stavokli. ST darba turpinajuma, lai noskaidrotu iespéjamas atskiribas §inas kimiskaja sastava,
kuras atSkiras péc rezistences pret dehidrataciju, izmantoja FTIR analizi. Novéroja loti
ievérojamu atSkiribu kopigaja nukleinskabju, proteinu, oglhidratu un lipidu sastava gan
salidzinot raugus, kas izaudzéti apstaklos ar dazadu skabekla pieejamibu, gan salidzinot

nativas gan atiidenotas $iinas. Ipasi javers uzmaniba uz bitisku faktu par daudz zemaku lipidu
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daudzumu tadas nativajas $iinds, kas audzetas limitéta skabekla apstaklos, tas salidzinot ar
aerobos apstaklos kultiveétajam Siinam. Interesanti ir ari dati par proteina daudzuma
samazinasanos dehidrat&jot Sos raugus, kas lauj izteikt pienémumu, ka dehidratacijas laika
Sajos raugos notiek iev€rojama proteinu sabrukSana, kas var bt viens no faktoriem, kas
ietekmé raugu rezistenci pret zavesanu. Savukart, rezistences paaugstinasanos sakotné&ji pret
dehidrataciju neizturigam $tinam péc to apstrades ar paaugstinata osmotiska spiediena ksilita
un glicerina Skidumiem pavadija visai ievérojamas raugu $tiinu kimiska sastava izmainas. Pie
kam kopigais visu pétamo savienojumu grupu (lipidi, oglhidrati, proteini un nukleinskabes)
saturs pietuvojas daudzumam, kas nov€rojams pret zaveSanu rezistentos aerobos raugos.
Tadgjadi var izteikt slédzienu par pozitivas korelacijas esamibu starp raugu Stinu kimisko
sastavu un to rezistenci pret dehidrataciju. Veiktie eksperimenti arT neuzradija aizsargajoSu
efektu inkubgjot pret ZavéSanu jitigas Stnas antioksidantu — glutationa un prolina —
Skidumos, kas uzradija pozitivu efektu aerobu Stinu gadijuma. Tas lauj izteikt mingjumu, ka
oksidativais stress, limitéta skabekla apstaklos augusu $tnu gadijuma, nav galvenais iemesls
to nenoturibai pret zavéSanu. Loti svarigu secindjumu var iegtt, ja veic vél kada nozimiga
Stinu aizsargmehanisma - karstuma Soka proteinu Hsp70 analizi. Pret dehidrataciju izteikti
rezistentie raugi S. cerevisiae 77 atskiriba no mé&reni rezistentajiem raugiem S. cerevisiae 14
arT kultiras stacionaraja augsSanas faze satur karstuma Soka protetnus Hsp70. Papildus tam,
raugu S. cerevisiae 14 izturibas paaugstinasanos pret dehidrataciju péc to priekSapstrades ar
ksilita un glicerina Skidumiem ari pavada diezgan liela karstuma Soka proteinu Hsp70
daudzuma sintéze. Tas nozimé, ka rezistence dehidratacijas procesa var bit saistita ar So
proteinu klatbiitni $tinas. Tad€jadi veiktajos eksperimentos pirmoreiz tika atklata iesp€ja
sasniegt anhidrobiozes stavokli raugiem, kas izaudzeti limitéta skabekla apstaklos, tapat
noskaidrota iesp&jama Stinas sieninas stabilitates un karstuma Soka proteinu Hsp70 klatbiitnes
un sinté€zes nozime, ka ar1 paradita korelacija starp Stinu kimisko sastavu (lipidi, oglhidrati,
proteini, nukleinskabes) un to noturibu.dehidratacijas procesa Visi Sie iegiitie dati

neparprotami atvers jaunas iespéjas talakajos raugu anhidrobiozes mehanismu pétijumos.
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3.2. Biotehnologijai svarigo mikroorganismu celmu metabolisma aktivacija

Ka jau tika paradits $aja darba un ari agrakajos Stinu biologijas laboratorijas
petijumos, raugu Stnu dehidratacija ir saistita ar dazadam iek$$iinu izmainam molekulara,
strukturala un $tnu ITmeni. Parbaudot vai raugu zavé$ana nesamazina S$tnu fiziologisko
ativitati pec tas reaktivacijas no anhidrobiozes stavokla, noverots, ka dazos gadijumos ta var
pat tikt paaugstinata. Ta tika paradits, ka izmantojot sauso raugu ka inokulumu, var palielinat
amilolitisko enzimu sintézi, ka arT biomasas picaugumu (Rapoport et al., 1986; Rapoport et
al., 1997). Tika izvirzita hipotéze, ka Zzav&Sanas laika $§tGnas notiek ,,snaudo$o” génu
aktivacija, kuras rezultata ieslédzas Siinu aizsargreakciju komplekss, ka ar1 citi metaboliskie
procesi. Sis efekts tika nosaukts par ,,fiziologisko inZenieriju”. Miisu darba nolemts parbaudit
vai lidziga metabolisko procesu aktivacija var notikt arT bakterialo $iinu zavéSanas rezultata

un vai tas var tikt izmantojams biotehnologiskos noliikos.

3.2.1. Metabolisma aktivacija izmantojot inkubaciju Skiduma ar paaugstinatu

osmotisko spiedienu

Misu darba mekl&jam iesp&ju, lai paaugstinatu baktérijas Pseudomonas aurantiaca,
kas ir biopesticidu razotaja, biotehnologijai nozimigo aktivitati. Pirmaja $1 darba etapa
parbaudijam vai §1 aktivacija var notikt jau agraja zaveésanas stadija, kuru var imitét ar Stinu
inkubaciju Skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu. Ieprieks tika minéts, ka NaCl
Skidumu ar paaugstinatu osmotisko spiedienu izmantoSana palielingja aerobo raugu
Saccharomyces cerevisiae 14 rezistenci pret dehidrataciju. Tadgjadi tika nolemts pamé&ginat
izmantot sals $kidumus, lai noskaidrotu vai tas var paaugstinat baktérijas Pseudomonas
aurantiaca biotehnologiski svarigo aktivitati — biopesticidu biosintézi. Tas, ka sals ir dross,
plasi pieejams un 1&ts savienojums, ir svarigi, jo pozitivu rezultatu gadijuma NaCl apstradi var
rekomendét biotehnologiskam pielietojumam. Eksperimentos tika izmantotas sals
koncentracijas no 1M lidz 4M. Kontroles paraugi netika paklauti sals iedarbibai. Antifungala
aktivitate tika noveértéta spektrofotometriski un izmantojot standarta agara difuzijas metodi
(bedrisu metode). 55. attéls parada tipisku spektralas analizes ainu Ps. aurantiaca S-1 kulttras
barotnes bezStinu supernatantam — izmainas absorbcijas ltknu piku augstumos pie 390 — 400
nm, kurs ka pieradits, parada $1 baktériju celma antifungalo aktivitati (Mandryk et al., 2007).

No 56. attela redzams, ka inokuluma izmantoSana, kas pirms tam tika ietekméts ar
NaCl koncentracijas no 1 — 4M, palielingja 72 vai 96 stundas kultivéto bakteriju kultiiras

antifungalo aktivitati. Tapat redzams, ka NaCl koncentracijas no 1M lidz 3M noteikti rada
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apstrades efektu. Visaugstaka antifungala aktivitate - 1idz 3,25 reizu pieaugums salidzinot ar
kontroli, sasniegta pec 96 stundu kultivésanas, ja inokulums iepriekS apstradats 3M NaCl
Skiduma. Lai parbauditu iegttos rezultatus, izmantota ari agara difuzijas metode. Klasisks
eksperimentu rezultats paradits 57. attéla. Abu min&to metozu salidzinajums atainots Tabula

2., kas norada uz iegtto rezultatu savietojamibu.
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56.attéls. Bez§iinu supernatantu absorbcija pie 400 nm baktérijam Ps. aurantiaca, kas

kultivétas jauna barotné 72 — 96 stundas péc apstrades ar natrija hloridu (1M-4M)
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57.attels. Bez§tinu supernatanta, kas iegiits no Ps. aurantiaca, péc apstrades ar NaCl
Skidumiem (1 M- 4 M) un audzeSanas jauna barotné 96 stundas, antifungala aktivitate

pret séni F. oxysporum.1-1M,2-2M,3-3 M, 4-4M, C - kontrole

Tabula 2. Antifungalas aktivitates rezultatu salidzinajums Ps. aurantiaca, kas audzétas

96 stundas, bezSiinu supernatantam péc spektralas un agara difiizijas metodes

Paraugs Spektrala metode Agara difiizijas metode
Absorbcija pie Absorbcijas Sénu augsanas | Inhibicijas zonas

400 nm pieaugums | inhibicijas zona, pieaugums

salidzinot ar (cm) salidzinot ar

kontroli, (reizes) kontroli, (reizes)

Kontrole 0,4 - 0,30 -
1M NaCl 0,5 1,25 0,4 1,43
2M NaCl 11 2,75 0,65 2,16
3M NaCl 1,3 3,25 0,82 2,73
4M NaCl 0,8 2 0,61 2

Tadgjadi misu pétijumi paradija ievérojamu metabolisma aktivaciju PS. aurantiaca
kultiirai, kas tika lietota ka inokulums antifungalo savienojumu producéSanai. Metabolisma
aktivacija ir saistita ar NaCl koncentracijas paaugstinasanos un attiecigi osmotiska spiediena
pieaugumu Skiduma. Ka jau bija minéts, Sie apstakli nodroSina dehidratacijas sakSanos
mikroorganismu S$tnas, kas nenoved Stnas Iidz pilnigai metabolisma izslégSanai
(anhidrobioze), bet ietekmé intracelularo metabolismu, aktivéjot dazadas aizsargreakcijas, kas
virzitas uz Stnu dzivotsp€jas saglabasSanu, ka arT Sajos apstaklos notiek citas metabolisma

izmainas, kuras var radit fiziologiskas aktivitates paaugstinasanos.
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3.2.2. Metabolisma aktivacija izmantojot dehidrataciju gaisa

Nakama eksperimentu s€rija saistita ar Stnu aktivitates parbaudi tas zavgjot
termostata. Noskaidrojas, ka ZaveéSana 45 °C temperatiira izraisa Stinu pilnigu boja eju, tapec
turpmakajos eksperimentos dehidratacijai izmantoja zemakas temperatiiras: 30 °C un 37 °C.
Attidenotas bakt€rijas izmantoja s€jmateriala pagatavosanai un no $ada inokulma izaudzetas
jaunas kultiiras antimikrobialo aktivitati salidzinaja ar kontroles kulttiras raditajiem. Kontroles
kultiira tika audzeta analogos kultivésanas apstaklos Iidz 96 stundam, tikai par inokulmu tika
izmantota intakta, atiidenoSanai nepaklauta biomasa. Eksperimentos izdevas panakt
paaugstinatu fiziologisko aktivitati (pretsénu aktivitate) Sinam péc atiidenosanas procesa, to
nosakot spektrofotometriski (Tabula 3), ka arT izmantojot agara diftzijas metodi (disku
metode) (58. att.).

Tabula 3. Antifungalas aktivitates rezultatu salidzinajums Ps. aurantiaca, kas audzétas

96 stundas, bez§iinu supernatantam péc spektralas metodes

Paraugs Spektrala metode
Absorbcija pie 400 nm Absorbcijas pieaugums
saltdzinot ar kontroli, (reizes)
Kontrole 0,5 -
Zavéts 30°C 1 2,0
Zavéts 37°C 1,1 2,2
Zavéets 30°C un uzglabats 0,9 1,8
Zavéets 37°C un uzglabats 1,0 2,0

58.attels. Bez§iinu supernatanta, kas iegiits no Ps. aurantiaca, péc dehidratacijas un

audzes$anas jauna barotné 96 stundas, antifungala aktivitate
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Ka redzams péc iegutajiem rezultatiem, ir noveérojams bakt€riju antifungalas
aktivitates pieaugums péc Siinu dehidratacijas Iidz pat 2,2 reizém salidzinot ar kontroli, un tas
biitu vidgji pielidzinams §tnu prieksapstradei ar 3M NaCl skidumu (Tabula 2).

Izmantojot dehidrataciju iegutas, fiziologiski aktivas kultiiras tika parnestas uz jaunam
barotném un uzglabatas pie pazeminatas temperatiras (4 °C). Tika veikta vE€l viena
eksperimentu sérija, lai noskaidrotu uzglabasanas ietekmi uz kultiru antifungalo aktivitati,
tadgjadi, pec uzglabasanas, Sos celmus atkal izmantoja ka inokulmu. Salidzinot svaigi
izaudzeto kultiiru antifungalo aktivitati, noskaidrojas, ka genoma aktivacijas efekts saglabajas
neskatoties uz ilgstoSu jauno celmu variantu uzglabasanas (3 meénesi) pie pazeminatas

temperatiiras (Tabula 3).

3.2.3. Metabolisma aktivacija izmantojot saharozi un trehalozi un bakteriju

dehidrataciju

Saja pétijuma tika parbaudita baktériju antifungala aktivitate, pirms zavésanas $iinu
videi pievienojot aizsargsavienojumus - saharozi un trehalozi, kas zinami ka $tnu osmoliti.
Pirmaja eksperimentu grupa Siinas inkubg&ja 3 stundas 0,5 M saharozes Skiduma. Atiidenotas
bakterijas izmantoja s€materiala pagatavoSanai un no $ada inokuluma izaudz&tas jaunas
kultiras aktivitati salidzinaja ar kontroles kultiiras raditajiem. Otraja eksperimentu grupa
bakterijas tika audzetas barotng, tai pievienojot 100 mM trehalozes. P&c kultivéSanas biomasa

tika 1zZaveta un tika noteikta tas antifungala aktivitate. legiitie rezultati paraditi Tabula 4.

Tabula 4. Antifungalas aktivitates rezultatu salidzinajums Ps.aurantiaca, kas audzétas

96 stundas, bezSiinu supernatantam péc agara difazijas metodes

Paraugs Agara diflizijas metode
Sénu augSanas inhibicijas | Inhibicijas zonas pieaugums
zona, (cm) salidzinot ar kontroli, (reizes)

Kontrole 0,4 -

Zavéts 30°C 0,9 2,25

Inkubéts 0,5M  saharozes | 0,8 2

Skiduma un zavéts 30 °C

Ar trehalozi kultiveta | 0,6 15

kontrole

Ar trehalozi kultivéts un | 0,8 2

zavéts 30°C
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Ka redzams péc iegiitajiem rezultatiem, vislielako ietekmi uz bakteriju antifungalo
aktivitati atstaj Stunu dehidratacija. Péc Stnu inkubacijas saharozes Skiduma un audz&Sanas
barotné ar pievienotu trehalozi, ar1 tika noverots antifungalas aktivitates pieaugums, tacu tas
var tikt saistits ar dehidratacijas ietekmi uz antifungalo aktivitati kopuma, nevis atseviska
savienojuma iedarbibu. Tadgjadi iegitie rezultati liecina par iesp&ju izmantot dehidratacijas
stresu Stnu Ps. aurantiaca metabolisma aktivacijai. M€s pienemam, ka rezultatos paraditais
efekts ari var but viens no fiziologiskas inzenierijas panémieniem un var tikt efektivi

izmantots biopesticidu raZzoSanai izmantojot PS. aurantiaca mikroorganismus.

3.2.4. Kopsavilkums par biotehnologijai svarigo mikroorganismu celmu metabolisma

aktivaciju

Veiktie pétijumi apstiprindja iesp&ju prognozet nakotnes tendences iegiito rezultatu un
secinajumu noverteésana, kas apkopoti petot gan eikariotiskas raugu Stinas gan prokariotiskas
baktérijas. Atkartoti tika apstiprinata “fiziologiskas inzenierijas” ideja — “snaudoSo” génu
aktivacijai fiziologisko stresu rezultata, pret kuriem mikroorganismi ir izstradajusi specifiskas
aizsardzibas un adaptacijas reakcijas ilgstosa evoliicijas perioda. Tapat nepiecieSams atzimét,
ka S$aja darba izmantota metodika atSkiras no agrak Mikrobiologijas un biotehnologijas
institita izmantotas baktériju — Zymomonas mobilis produktivitates paaugstinasanas metodes,
par cik taja gadijuma tika izmantota sals pievienoSana bakteriju kultivéSanas barotné (Bekers
et al., 2000; Vigants et al., 1996, 1998). Ta tika sasniegta baktériju metabolisma regulacija
konkréetas fermentacijas laika. Pie tam izmantotas sals koncentracijas bija daudz zemakas (Iidz
0,6 M) salidzinot ar miisu izmantotajam (1 — 4M). Ka paradija eksperimenti, miisu gadijuma
tika sasniegta noturiga gramnegativo baktériju Ps. aurantiaca biotehnologisko raksturlielumu
uzlabosanas, kas saglabajas ari tas ilgstodi uzglabajot. Sis darbs tika veikts Latvijas-
Baltkrievijas sadarbibas projekta ietvaros un Baltkrievijas kolégiem veiksmigi izdevas parnest
misu izstradato metodiku par Sada stresa iedarbibu arl uz citam baktérijam - biopesticidu
razotagjam — grampozitivajam Bacillus subtilis, lai tam iegitu stabilu biotehnologisko
raksturlielumu uzlaboSanos. Tas velreiz pierada, ka miisu izstradata metodika ir universala un

praktiska.
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3.3. Atjaunojamo substratu hidrolize bioetanola iegiiSanai

Ka jau agrak minéts, musu darbs ir veltits raugu anhidrobiozes izp&tei un atklato
likumsakaribu izmanto$anai dazados musdienigos biotehnologiskos procesos. Darbs aizsakas
ar petijumiem par iesp&ju iegiit sausus aktivus preparatus no raugiem, kas izaudzeti limiteta
skabekla apstaklos, un kurus biitu iesp&jams izmantot klasiskajos biotehnologiskajos procesos
rupnieciba, tai skaita etanola razosana. Tapéc sekojosa darba dala ir tieSi saistita ar jaunam
izstradém Saja virziena.

Bioetanola razoSana Sobrid ir viena no svarigakajam tehnologijam, jo picaug
nepiecieSamiba lietot alternativus energijas avotus fosilas degvielas vieta (Wheals et al., 2009;
Grad, 2006). Aprekini parada, ka etanola globalie razo$anas apjomi pieaugs no 70 x 10°
1/gada 2008.gada lidz aptuveni 150 x 10° I/gada 2018.gada (Alexandratos, 2009). Bioetanola
razoSanas tehnologijas var bit it seviski pievilcigas, ja balstas uz I&tu, atjaunojamu resursu
izmantoganu, kurus nevar izmantot partika (Escobar et al., 2012; Calinescu et al., 2012). Saja
zina perspektivi resursi ir celulozi un hemicelulozi saturoSie augu valsts produkti. Bet vl
izdevigak, ja ir iesp&jams iegiit etanolu no lauksaimniecibas un razoSanas atlikumiem. Etanola
razoSana no lignocelulozes materiala un ta izmantoSana par benzina aizstajéju var palidzet
samazinat vides piesarnojumu un nodro$inat ekonomisko neatkaribu (Demirbas, 2005).

Ka zinams, celulozi saturoSie augu valsts substrati satur Cs un Cs savienojumus
(cukurus). Sobrid etanolu raZo$ana riipniecibas limeni izmanto Cg savienojumus. Tadejadi
ievérojama dala izejvielas, kas satur Cs savienojumus tiek zaud@ta. Sakara ar to péd&jos 40
gadus pasaulg tiek veikti intensivi p&tijumi par iesp&ju iegit gené&tiski modificétus raugus, kas
efektivi izmantotu Cs savienojumus un no tiem razotu etanolu. Neskatoties uz to, ka
laboratorijas apstaklos Sis process ir jau diezgan sen realizéts, parnest to uz riipniecibas
apstakliem neizdodas. 2016.gada vidi masu informacijas lidzeklos paradijas zinas par $adas
ripnicas izveidi ASV, tomér papildus informacija par tur realiz€to procesu un ta efektivitati
netiek sniegta.

Tajas razotnés, kuras izmanto Ce Savienojumus tiek zaudéta liela dala materiala, kas
satur Cs savienojumus. Taja pat laika zinams, ka Cs savienojumus var izmantot dazadu
svarigu tautsaimniecibas produktu ieguvei. Viens no Sadiem produktiem ir furfurols, kas ir
loti svarigs savienojums kimiskajai ripniecibai, tostarp naftas aizstasanai, kuras pieejamiba
aizvien straujak samazinas. Sobrid globali vidgji izmanto 3,8 biljonus tonnu naftas un
aprékinats, ka apméram 70% no visiem naftas krajumiem jau ir izteréti (Kerr, 1998). Sakara
ar to jau Sobrid furfurols tiek razots lielos apméros no celulozi un hemicelulozi saturoSiem

dabas materialiem. Tomér raZojot furfurolu izejmateriala Cs savienojumu saturosa dala tiek
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neatgriezeniski bojata un vairs nevar tikt izmantota talakai etanola biotehnologiskai iegiSanai.
Latvijas pétnieki no Koksnes kimijas institita Profesora N.Vedernikova vadiba ir izstradajusi
unikalu procesu furfurola iegiisanai, kura laika netiek bojata Cs savienojuma dala, kuru talak
var izmantot etanola biosintézei (Latvijas Republikas patents Nr. 13676 no 20.07.2008). Sinu
biologijas laboratorija ir uzsakti kopigi pétijumi ar prof. Vedernikovu, kas virziti uz
bezatlikuma tehnologijas izstradaSanu vienlaicigai furfurola un etanola iegliSanai no
lauksaimniecibas atlikumiem.

Viens no musu darba virzieniem ir saistits ar materiala sagatavosanu péc tam, kad no
ta jau ir ieguts furfurols, un no atlikuma ar klasiskiem mikrobiologiskiem (biotehnologiskiem)
procesiem bitu iesp&ams iegiit etanolu. Tas saistits ar to, ka lidz etanola fermentacijas
etapam, ko veic raugu Stinas vél ir javeic vairaki nozimigi ferment&jama materiala apstrades
posmi, kas ietver sevi priekSapstradi un enzimatisko hidrolizi. Lignocelulozes biomasu
nepiecieSams paklaut dazadam priekSapstradém, kas var izmainit celulozes struktiiru,
pieméram, palielinot pieejamas virsmas laukumu un tas poru lielumu, ta padarot to
pieejamaku enzimu darbibai (Singh et al., 2011). Misu darba veikti p&tijumi, lai noskaidrotu
apstaklus, kas nepiecieSami lai paaugstinatu enzimatiskas hidrolizes procesa efektivitati ar
mérki ieglit maksimalu glikozes daudzumu, kas talak tiek lietota etanola mikrobiologiskai
iegiSanai. Miisu darba enzimatiskajai hidrolizei izmantojam komercialus enzimus Accellerase
1500 un Accellerase XC, ka arT parbaudijam papildus iedarbibu izmantosanu uz lignocelulozi

pirms hidrolizes, lai uzlabotu procesa talaku efektivitati.

3.3.1. Bérza koksnes enzimatiska hidrolize

Pirmaja §1 pétijjuma eksperimentalaja dala ka lignocelulozes izejmaterials tika
izmantoti bérza koksnes atlikumi no kokapstrades ripniecibas. Eksperimentos izmantoti tris
paraugi - Nr.1, Nr.2 un Nr.3. Tika veikti p&tijumi, lai, pirmkart, noskaidrotu enzimatiskas
hidrolizes dinamiku laika, ka arT glikozes daudzuma atkaribu no pievienota enzimu
daudzuma. Glikozes iznakums paraugos tika noteikts ik péc 24 stundam, izmantojot HPLC.
Eksperimentos tika pielietoti divu veidu komercialie enzimi. Ka pamatenzimu kompleksu
izmantoja Accellerase 1500. Sis komplekss satur dazadus enzimus, tadus ka ekzoglikanaze,
endoglikanaze, betaglikozidaze u.c. Ka ari pievienoja papildenzimu kompleksu - Accellerase
XC. To lieto ka enzimu kompleksu, kas uzlabo glikanu konversiju. Otrkart, tika parbaudita
temperattiras ietekme uz hidrolizes efektivitati, izmantojot dazadas hidrolizes temperatiras:
45 °C, 50 °C un 55 °C. 59.attela paradits glikozes iznakums péc atSkiriga daudzuma

pamatenzima kompleksa izmantoSanas, hidroliz&jot paraugu Nr.1 45 °C temperatara. Tapat
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tika parbaudita enzimu kompleksa Accellerase 1500 un Accellerase XC kopiga iedarbiba.
Eksperimentos 0,1 ml Accellerase XC pievienots visiem paraugiem ar atskirigiem Accellerase
1500 daudzumiem. legitie rezultati atspoguloti 60. attla.

Glikozes iznakums
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59. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 pievienoSanas un hidrolizes 45°C
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60.attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 un Accellerase XC pievieno$anas un
hidrolizes 45°C

Pec 59.attela paraditajiem rezultatiem redzams, ka palielinoties enzimatiskas
hidrolizes laikam, palielinas art hidrolizétas glikozes daudzums paraugos. Péc 48 stundu
hidrolizes glikozes daudzuma pieaugums, salidzinot ar 24 stundu hidrolizi, ir vid&ji 4 mg/ml,
bet pec 72 stundu hidrolizes — vidgji 6,7 mg/ml. Visos gadijumos maksimalais glikozes

daudzums tika sasniegts pec 72 stundu hidrolizes. Tapat noskaidrots, ka glikozes daudzums
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paraugos palielinas, palielinot enzima Accellerase 1500 daudzumu. Lielakais glikozes
daudzums visa hidrolizes laika tika ieguts lignocelulozes paraugiem pievienojot 0,5 ml
enzima uz 1,2 g substrata. P&c 60. att€la paraditajiem rezultatiem redzams, ka pievienojot 0,1
ml papildenzima kompleksa, paaugstinas glikozes iznakums, sasniedzot augstako vértibu péc
72 stundu hidrolizes. Péc 48 stundu hidrolizes glikozes daudzuma pieaugums, salidzinot ar 24
stundu hidrolizi, ir no 2 lidz 6 mg/ml, bet péc 72 stundu hidrolizes no 4,9 lidz 7,5 mg/ml.
Lielakais glikozes iznakums pievienojot papildenzimu ir par 0,8 mg/ml augstaks neka
izmantojot tikai pamatenzimu kompleksu un sastada vid€ji 29 mg/ml.

Nakamajos eksperimentos tika parbaudita parauga Nr.1 hidrolizes efektivitate 50 °C

temperatiira. 61.attela paradits glikozes iznakums p&c pamatenzima kompleksa izmantoSanas.
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61. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 pievienoSanas un hidrolizes 50 °C

Ka redzams (61.att.), arT §aja gadijuma palielinoties enzimatiskas hidrolizes laikam un
pievienota enzima daudzumam, palielinas hidrolizétas glikozes daudzums paraugos. Pec 48
stundu hidrolizes glikozes daudzuma pieaugums, salidzinot ar 24 stundu hidrolizi, ir vidgji 4,8
mg/ml, bet péc 72 stundu hidrolizes — vid&ji 8,8 mg/ml. Visos gadijumos maksimalais
glikozes daudzums tika sasniegts pec 72 stundu hidrolizes. Lielakais glikozes daudzums visa
hidrolizes laika tika iegtts lignocelulozes paraugiem pievienojot 0,5 ml enzima.

Talak tika parbaudita enzimu kompleksa Accellerase 1500 un Accellerase XC kopiga
iedarbiba. legtitie rezultati atspoguloti 62.attela.
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62. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 un Accellerase XC pievienoSanas un

hidrolizes 50 °C

Ka redzams (62.att.), pievienojot papildenzima kompleksu, paaugstinas celulozes
konversija un iegutas glikozes daudzums palielinas jau péc 24 stundam, sasniedzot lielako
iznakumu péc 72 stundu hidrolizes. Maksimalais glikozes daudzums 31,9 mg/ml tiek ieguts
lignocelulozes paraugam pievienojot 0,1 ml Accellerase XC un 0,5 ml Accellerase 1500.
Tatad var secinat, ka hidrolizes temperatiiras palielinasana no 45 Iidz 50 °C paaugstina
glikozes iznakumu.

Lai noskaidrotu, vai enzimatiskas hidrolizes laika palielinaSana lidz 96 stundam vél
vairak paaugstinatu glikozes iznakumu, tika veikti papildus eksperimenti ar hidrolizes laiku
lidz 96 stundam (rezultati nav att€loti). Rezultati paradija, ka iegiitais glikozes daudzums
saglabajas 72 stundu hidrolizes Itmeni, tapéc talakajos eksperimentos tika nolemts izmantot
tikai 72 stundu hidrolizes laiku.

Nakamaja eksperimenta tika parbaudita parauga Nr.1 un 55 °C temperatiiras
izmantoSana hidrolizes laika. P&tijuma tika izmantots pamatenzimu komplekss — 0,125 ml,
0,25 ml un 0,5 ml bez un ar 0,1 ml Accellerase XC pievienoSanu (63.att., 64.att.).

Péc iegiitajiem rezultatiem (63.att.) noverojams, ka paaugstinoties hidrolizes
temperatiirai, hidrolizes dinamika saglabajas nemainiga. Tomér redzams, ka maksimalais
glikozes iznakums ir mazaks salidzinot ar paraugu hidrolizi 45 °C temperatiira vidé€ji par 0,5
mg/ml un 50 °C temperattra Vid&ji par 2,6 mg/ml. 64.att€la dati parada, ka Accellerase XC
pievienoSana dod hidrolizes efektivitates paaugstinaSanos par apméram 0,5 — 2 mg/ml, tomer
ta ir videji par 2,9 mg/ml zemaka salidzinot ar maksimali iegiito glikozes iznakumu 31,9

mg/ml, izmantojot hidrolizes temperattru 50 °C.
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Glikozes iznakums
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63. attels. Glikozes iznakums peéc Accellerase 1500 pievienoSanas un hidrolizes 55 °C
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64. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 un Accellerase XC pievieno$anas un

hidrolizes 55 °C

Talak darba tika veikti petijumi, lai noskaidrotu glikozes daudzumu, ko iesp&jams
legiit enzimatiski hidroliz€jot substratu Nr.2 un Nr.3. Ta ka iepriek$gja eksperimentu sérija
noskaidrojas, ka 72 stundu hidrolize sniedz vislabakos rezultatus un iesp€jams iegiit
visaugstako glikozes iznakumu, tika nolemts izmantot min&to hidrolizes laiku. Tapat tika
izmantota hidrolizes procesa temperatiira, kas iepriek$&jos eksperimentos uzradija vislabako
rezultatu t.i. 50 °C. Tika pievienots 0,5 ml enzima Accellerase 1500, kas ieprieks€jos

eksperimentos bija uzradijis vislabako iznakumu. Tika nolemts arT parbaudit vai palielinot
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papildenzima Accellerase XC daudzumu no 0,1 ml [idz 0,25 ml iesp€jams iegiit augstaku

glikozes iznakumu. legtitie rezultati atainoti 65. attéla.
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65. attels. Glikozes iznakums péc enzimu kompleksu pievieno$anas. Pievienotie enzimi:
a— Accellerase 1500, b — Accellerase 1500 + 0,1 ml Accellerase XC, c - Accellerase 1500 +
0,25 ml Accellerase XC

Ka redzams péc iegitajiem datiem, visos gadijumos nav izdevies sasniegt glikozes
iznakuma maksimumu, salidzinot ar paraugu Nr.l. Ar1 papildenzima Accellerase XC
daudzuma palielinaSana nedeva redzamu uzlabojumu hidrolizes efektivitatei. Izmantojot
substratu Nr.2 maksimalais glikozes iznakums iegiits 27,9 mg/ml un substratam Nr.3 — 26,6
mg/ml.

Ievérojama dala celulozes koksné atrodas kristaliska stavokli, kas ir griiti pieejama
enzimu iedarbibai. Neskatoties uz to, ka priekSapstrades laika, kas tiek veikta ar mérki iegiit
furfurolu, notiek lielas dalas celulozes kristaliskas formas pareja uz amorfo struktiiru, noteikta
dala celulozes tomér paliek kristaliska stavokli. Sakara ar to ir nepiecieSams pameginat atrast
veidus, ka parveérst papildus celulozes daudzumu amorfa forma, uz kuru var iedarboties
enzimi. Tadgjadi nakamaja eksperimentu sérija tika izmantotas vairakas papildus
priekSapstrades pirms hidrolizes - sarmu apstrade, kavitacija, autoklavéSana un ZavéSana.
Petijumi veikti sadarbiba ar Prof. S. Cifanski (RTU Mehanikas institiits). Pirms enzimatiskas
hidrolizes etapa, lignocelulozes paraugs Nr.3 (veikta papildus skaloSana) tika apstradats
izmantojot autoklavésanu un sarmu iedarbibu (KOH — 10 un 12 (g/l)). Autoklavésana veikta
20 mindtes 121 °C temperatara. Paraugiem pievienots 0,5 ml Accellerase 1500 un 0,1 ml
Accellerase XC. Hidrolizes laiks 72 stundas un hidrolizes temperatira 50 °C. Péc

autoklaveésanas iegiitais glikozes iznakums sastadija videji 31,1 mg/ml. Sarma pievienoSana
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visaugstako rezultatu deva pie 10 g/1, sasniedzot glikozes iznakumu 38,6 mg/ml. Palielinoties
sarma daudzumam rezultats samazinajas un glikozes iznakums bija 28,6 mg/ml. Tadgjadi var
secinat, ka gan autoklavéSana, gan sarma izmantoSana palielina glikozes iznakumu péc
sekojosas hidrolizes. Talak tika nolemts parbaudit arm kavitacijas papildus iedarbibu uz
paraugiem. Paraugi tika paklauti sarma un kavitacijas iedarbibai, ka ari parbaudits vai vél
sekojosa autoklavéSana paaugstina iegiito glikozes iznakumu. legttie rezultati paraditi 66.

attéla.
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66. attels. Glikozes iznakums péc kavitacijas iedarbibas. Paraugi: a — bez pievienota

sarma, b — pievienots sarms 12 g/I, ¢ — pievienots sarms 10 g/I

Ka redzams (66. att.), autoklavéSanas un kavitacijas iedarbiba sniedz ieveérojamu
glikozes iznakuma pieaugumu, sasniedzot videji 42,8 mg/ml. P& sarma un kavitacijas
iedarbibas, glikozes daudzums paaugstinas paraugiem, kam pievienots lielaks sarma
daudzums, salidzinot ar ieprieks iegiitajiem datiem, tomér kopuma pievienojot mazak sarma
glikozes daudzums ir augstaks. Papildus autoklavéSana, paaugstina glikozes iznakumu vél par
1 — 3 mg/ml. Péc iegiitajiem datiem var secinat, ka kavitacijas apstrade ietekmé celulozes
struktiiru, tad€jadi to padarot pieejamaku enzimu darbibai un paaugstinot glikozes iznakumu
péc hidrolizes. Vel ievérojamak rezultatu ietekme papildus autoklavesanas izmantoSana.

Ta ka autoklavetajiem paraugiem tika uzradits visaugstakais glikozes iznakums, tika
nolemts salidzinat autoklavéSanas ietekmi uz paraugiem tos autoklavéjot sausa veida un mitra
vidg, ka tas tika darits ieprieks. Eksperimenti veikti lignocelulozes paraugiem Nr.2 un Nr.3.
Sekojosa hidrolize veikta pievienojot paraugiem 0,5 ml Accellerase 1500 un 0,1 ml
Accellerase XC. Rezultati atainoti 67. attéla. P&c iegitajiem datiem redzams, ka

autoklavésana sausa veida stipri samazina glikozes iznakumu.
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67. attels. Glikozes iznakums péc autoklavesanas

Tadgjadi Saja eksperimentu serija tika paradits, ka laboratorijas apstaklos, izmantojot
komercialo enzimu Accellerase 1500 vislabakos hidrolizes rezultatus var sasniegt 50 °C
temperatira 72 stundu laika. Pie tam glikozes iznakuma palielinaSanu dod pamatenzima
koncentracijas palielinaSana, papildus enzima Accellerase XC izmantoSana, ka ar1 papildus

iedarbibas ar sarmu, kavitaciju un autoklaveésanu.

3.3.2. Kvie$u salmu enzimatiska hidrolize

Saja pétijuma ka hidrolizéjamais lignocelulozes materials tika izmantoti
lauksaimniecibas atlikumi - kvieSu salmi. Pirmkart tika parbaudita enzimatiskas hidrolizes
temperattiras ietekme uz hidrolizes efektivitati, izmantojot hidrolizes temperatiiru 45 °C, 50
°C un 55 °C. Otrkart tika parbaudita pamatenzima Accellerase 1500 kompleksa iedarbiba uz
substratu, ka arT kopiga pamatenzima kompleksa un papildenzima Accellerase XC iedarbiba.
Enzimu daudzumi izv€l€ti pamatojoties uz ieprieks veiktajiem pétijumiem. 68. attéla paradits
glikozes iznakums, hidroliz&jot kvieSu salmu substratu 45 °C temperatiira un izmantojot
hidrolizei 0,5 ml, 0,25 ml, 0,125 ml un Accellerase 1500. 69. atteéla paradits glikozes
iznakums, izmantojot Accellerase 1500 un 0,1 ml Accellerase XC kopa.

P&c iegiitajiem rezultatiem (68.att.) redzams, ka palielinoties enzimatiskas hidrolizes
laikam, palielinas ar1 hidrolizetas glikozes daudzums paraugos. Visos gadijumos maksimalais
glikozes daudzums tika sasniegts pec 72 stundu hidrolizes. Salidzinajuma ar koksnes
materiala hidrolizi, kura noveérojams pakapenisks glikozes iznakuma pieaugums laika,
hidroliz€jot kvieSu salmu materialu, augsts glikozes iznakums sasniedzams jau péc 24

stundam un talakais glikozes pieaugums novérojams 0,5 — 0,9 mg/ml robezas. Lielakais
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glikozes daudzums visa hidrolizes laika tika iegiits lignocelulozes paraugiem pievienojot 0,5

ml enzima un sastada vidgji 26,3 mg/ml.

Glikozes iznakums
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68. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 pievienosanas un hidrolizes 45°C

Izmantojot pamatenzimu kompleksu kopa ar papildenzimu (69.att.) novérojama
straujaka hidrolize paraugiem ar pievienoto zemako (0,125 ml) pamatenzimu daudzumu, bet
izmantojot 0,25 ml un 0,5 ml hidrolizes dinamika saglabajas lidziga. Maksimali sasniegtais
glikozes iznakums ir par 0,8 mg/ml augstaks neka bez papildenzima izmantoSanas, izmantojot

maksimalo pamatenzima daudzumu un sastada 27,1 mg/ml.

Glikozes iznakums
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69. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 un Accellerase XC pievienoSanas un

hidrolizes 45°C
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Talak tika apskatita enzimatiska hidrolize pie temperatiiras 50 °C. 70.att€la paradits
glikozes iznakums, izmantojot hidrolizei Accellerase 1500 un 71. attéla paradits glikozes
iznakums, izmantojot Accellerase 1500 kopa ar 0,1 ml Accellerase XC. P&c iegiitajiem datiem
(70.att.) noverojams, ka péc 48 stundu hidrolizes glikozes daudzuma pieaugums, salidzinot ar
24 stundu hidrolizi, ir vid&ji 1,7 mg/ml, bet péc 72 stundu hidrolizes — vidg&ji 2,76 mg/ml.
Noverots, ka salidzinot ar hidrolizi 45 °C temperatiira, Sajos eksperimentos cukura
koncentracijas pieaugums ir straujaks un maksimalais glikozes daudzums visa hidrolizes laika
tika iegiits lignocelulozes paraugiem péc 72 stundu hidrolizes pievienojot 0,5 ml vai 0,25 ml
Accellerase 1500 un maksimums sastada vid€ji 28,6 mg/ml. Tadgjadi noskaidrots, ka 50 °C ir
veiksmigak izmantojami hidrolizei, jo iegiitais glikozes daudzums ir par 1,5 mg/ml vairak
neka pie 45 °C, ka ar1 labaks rezultats tiek sasniegts ar mazaku enzima daudzumu, t.i. 0,25 ml
Accellerase 1500. Lielaks un straujaks glikozes daudzuma pieaugums novérojams ari
paraugiem, kur izmantots mazakais enzima daudzums. Izmantojot pamatenzimu kompleksu
kopa ar papildenzimu (71.att.) nebija iesp&jams sasniegt augstaku rezultatu ka izmantojot tikai
pamatenzimu kompleksu atseviski, tadel tika veikts v&l viens eksperiments ar mérki
noskaidrot vai papildenzima daudzuma palielinaSana var@tu sniegt papildus glikozes
iznakuma uzlabojumu. Lai noskaidrotu tika pievienots 2x vairak Accellerase XC t.i. 0,2 ml
pie paraugiem, kas hidrolizéti pie maksimala rezultata ieguvusajiem parametriem —

pamatenzima daudzums - 0,5ml (72.att.).
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70. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 pievienoSanas un hidrolizes 50 °C
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Glikozes iznakums
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71. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 un Accellerase XC pievienoSanas un

hidrolizes 50 °C
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72. attels. Glikozes iznakums péc papildus Accellerase XC pievienoSanas

Pec iegiitajiem rezultatiem (72.att.) noskaidrojas, ka papildenzima daudzuma
palielinasana, nedeva ievérojamu rezultatu hidrolizes efektivitates paaugstinasana.

Nakamie tika veikti eksperimenti ar hidrolizes temperataru 55 °C. Ta ka ieprieksgjos
eksperimentos noskaidrojas, ka labu rezultatu iesp&ams sasniegts izmantojot ari tikai
Accellerase 1500, tad sekojosaja eksperimentu sérija tika izmantots minétais pamatenzimu

komplekss - 0,25 un 0,5 ml (73.att., 74.att.).
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Glikozes iznakums
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73. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 pievienosanas un hidrolizes 55 °C

legtitie rezultati paradija, ka paaugstinot temperatiiru uz 55 °C maksimali iegutais
cukura daudzums bija par vid&ji 1,3 mg/ml mazaks neka péc 50 °C izmantoSanas, bet kopuma

lidzigs rezultatiem péc temperatiras 45 °C izmantoSanas.
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74. attels. Glikozes iznakums péc Accellerase 1500 un Accellerase XC pievienoSanas un

hidrolizes 55 °C

3.3.3. RapS$u salmu enzimatiska hidrolize

2017.gada vasara tika aizsakta jauna eksperimentu sérija, ar mérki noskaidrot, vai
iesp&jams prieksapstrades un talaka bioetanola razoSanas procesa izmantot lauksaimniecibas

atlikumus - rapsu salmus. P&tfjuma izmantots rapsu salmu materials, kas priekSapstradats LV
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KKI. Paraugiem izmantots hidrolizes laiks 72 stundas, ka ari temperatiras 45 °C, 50 °C un 55

°C, pamatenzima un papildenzima pievienosana - 0,25 ml un 0,1 ml attiecigi (75.att.).
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75. attels. Glikozes iznakums péc hidrolizes 45 °C, 50 °C un 55 °C

P&c iegiitajiem rezultatiem var redzet, ka augstako glikozes iznakumu sasniedz pie
hidrolizes temperatiiras 50 °C, tomér kopigais glikozes iznakums péc hidrolizes ir zemaks ka
gadijumos ar citiem atjaunojamiem substratiem, kas norada uz nepiecieSamibu veikt talaku
priekSapstrades un hidrolizes parametru efektivitates uzlabosanu.
jauna furfurola iegusanas tehnologija dod iesp&ju izmantot palikuSo ligocelulozes substratu

glikozes ieguSanai enzimatiskas hidrolizes rezultata.
3.3.4. Etanola iegiSana no atjaunojamiem substratiem

Sis pétijums tika veikts ar mérki noskaidrot vai iesp&jams izmantot etanola sintézei
glikozi saturoSu hidrolizatu, kas iegiits no koksnes un salmu materiala péc furfurola
izdaliSanas un tai sekojosas lignocelulozes hidrolizes. Ka art tika parbaudita iesp€ja etanola
sintézei izmantot limitéta skabekla apstaklos kultiveétu raugu, kas inkubéts ksilita un glicerina
un tai sekojoSas dehidratacijas. Tabula 5 paraditi etanola iznakuma rezultati péc bérza koksnes
hidrolizata un dehidratéto raugu izmantoSanas. Ka redzams péc iegttajiem rezultatiem, bérza
koksnes hidrolizatu var izmantot ka glikozes avotu etanola sintézei, ka ar1 limitéta skabekla
apstaklos kultivéts raugs, kas paklauts inkubacijai ksilita un glicerina $kiduma pirms Stinu
dehidratacijas, paaugstina etanola iznakumu, salidzinot ar aerobi kultivétu Zaveétu raugu.

Vislabakie rezultati tika novérojami raugu celmam Saccharomyces cerevisiae 77, kur
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augstakais rezultats sasniegts pirms dehidratacijas raugu inkubgjot ksilita vai glicerina

Skidumos.

Tabula 5. Etanola iznakums ka fermentacijas vidi izmantojot bérza koksni
Saccharomyces cerevisiae 14 Etanols (g) /Glikoze (g) | Etanols(g) /Celuloze (g)
Aerobi kultivéts zavets 0,46 0,195
Limitéta  skabekla  apstaklos | 0,5 0,212

kultivéts péc inkubacijas ksilita
un tai sekojosas zaveéSanas
Limitéta  skabekla  apstaklos | 0,49 0,208
kultivets pec inkubacijas glicerina
un tai sekojoSas zavéSanas
Saccharomyces cerevisiae 77

Aerobi kultivéts zavets 0,49 0,206

Limitéta  skabekla  apstaklos | 0,51 0,219
kultivéts pec inkubacijas ksilita
un tai sekojoSas zaveéSanas
Limitéta  skabekla  apstaklos | 0,51 0,221
kultivéts pec inkubacijas gliceria
un tai sekojoSas zaveéSanas

Tabula 6. Etanola iznakums ka fermentacijas vidi izmantojot kvieSu salmus

Saccharomyces cerevisiae 14 Etanols (g) /Glikoze (g) | Etanols(g) /Celuloze (g)
Aerobi kultivets zavets 0,42 0,201
Limiteéta  skabekla  apstaklos | 0,43 0,205

kultivéts peéc inkubacijas ksilita
un tai sekojoSas ZavéSanas
Limiteéta  skabekla  apstaklos | 0,43 0,204
kultivets péc inkubacijas glicerina
un tai sekojoSas zavesanas
Saccharomyces cerevisiae 77

Aerobi kultivéts zavets 0,43 0,206

Limiteta  skabekla  apstaklos | 0,44 0,211
kultivéts pec inkubacijas ksilita
un tai sekojoSas zavesSanas
Limiteéta  skabekla  apstaklos | 0,43 0,207
kultivéts péc inkubacijas glicerina
un tai sekojoSas zZavéSanas
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Veikts arm pétijums par kvieSu un rapsu salmu hidrolizatu izmantoSanu etanola
sintézei. Ka redzams, péc iegltajiem rezultatiem ar kvieSu salmu hidrolizatu (Tabula 6),
etanola iznakuma pieaugumu uzrada limitéta skabekla apstaklos kultivets raugs, kas paklauts
inkubacijai ksilita pirms $iinu dehidratacijas abiem raugu celmiem. Rapsu salmu hidrolizata
izmantoSanas gadijuma (Tabula 7) visi limiteta skabekla apstaklos kultivéto raugu paraugi

uzrada vienadu etanola pret glikozes attiecibu, neatkarigi no izmantota raugu celma.

Tabula 7. Etanola iznakums ka fermentacijas vidi izmantojot rapSu salmus

Saccharomyces cerevisiae 14 Etanols (g)/Glikoze (g) | Etanols(g) /Celuloze (g)
Aerobi kultivéts zavets 0,48 0,337
Limitéta  skabekla  apstaklos | 0,49 0,340

kultivéts péc inkubacijas ksilita
un tai sekojosas zaveéSanas
Limitéta  skabekla  apstaklos | 0,49 0,340
kultivéts p&c inkubacijas glicerina
un tai sekojoSas zaveéSanas
Saccharomyces cerevisiae 77

Aerobi kultivéts zavets 0,49 0,340

Limitéta  skabekla  apstaklos | 0.49 0,342
kultivéts péc inkubacijas ksilita
un tai sekojoSas zaveéSanas
Limitéta  skabekla  apstaklos | 0,49 0,341
kultivets pec inkubacijas glicerina
un tai sekojoSas zZaveéSanas

Kopuma iegttie rezultati parada iesp€ju veiksmigi izmantot bioetanola razoSanas
procesa atjaunojamos substratus glikozi saturoSas fermentacijas vides sagatavoSanai, ka ari
sausus, zavetus limitéta skabekla apstaklos kultivétu raugu preparatus, kuru etanola sintézes
efektivitate paaugstinas péc to inkubacijas ksilita un glicerina S$kiduma pirms to

dehidratacijas.

3.3.5. Kopsavilkums par atjaunojamo substratu (lignoceluloze) hidrolizi bioetanola

iegiiSanai

Veiktie pétijumi apstiprindja iesp&ju izmantot atjaunojamos resursus veiksmigai
vienlaicigai furfurola un celulozes iegtiSanai. Celulozes talaka hidrolize sekmigi realiz€jama
izmantojot komercialos enzimus, ka ari papildus priekSapstrades pirms hidrolizes etapa.
Eksperimenti paradija, ka palielinoties hidrolizes laikam, paaugstinas glikozes iznakuma
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vertiba un sasniedz maksimumu péc 72 stundu hidrolizes. P&tijumi rada, ka ilgaks hidrolizes
laiks 11dz 96 stundam vairs nedod glikozes iznakuma pieaugumu. Novérojams arT hidrolizes
iznakuma pieaugums palielinoties pievienota pamatenzimu kompleksa daudzumam. Tapat
balstoties uz iegiitajiem rezultatiem var izdarit secinadjumu, ka papildus enzimu kompleksa
Accellerase XC pievienosana paaugstina enzimatiskas hidrolizes efektivitati un palielina
glikozes iznakumu. P&tot temperatiiras reZimus optimalai enzimu darbibai, noskaidrots, ka 50
°C izmantoSana sniedz visaugstakos glikozes iznakuma rezultatus. Salidzinot bérzu koksnes
un kvieSu salmu hidrolizes dinamiku, noskaidrojas, ka b&rzu koksnes hidrolize norit
pakapeniski, sasniedzot visaugstako glikozes iznakuma limeni péc 72 stundu hidrolizes.
Savukart kvieSu salmu hidrolizes laika jau péc 24 stundam nove€rojams augsts glikozes
iznakums, kas pieaug vidgji par 0,5 — 0,9 mg/ml p&c sekojosas 72 stundu hidrolizes. Tapat
bija noveérojams, ka berza koksnes paraugos, kuru priekSapstradei tika izmantota augstaka
serskabes koncentracija, bija zemaks glikozes iznakums hidrolizes posma. Tas saistits ar
faktu, kas izmantojot priekSapstradé augstaku sérskabes koncentraciju (50 %) iesp&jams iegiit
lielaku furfurola iznakumu, tau ta rezultata samazinas pieejamas celulozes daudzums.
Tadgjadi, lai palielinatu enzimatiskas hidrolizes darbibas efektivitati, tika parbauditas vairakas
papildus apstrades metodikas, kas paradija, ka izteikti efektivu iedarbibu uz lignocelulozes
materialu atstaj kavitacijas un autoklavésanas izmantoSana. P&c §tm iedarbibam bija iesp&jams
sasniegt augstako glikozes iznakumu p&c bérza koksnes hidrolizes - 42,8 mg/ml. P&tijumos ar
kvieSu salmu izmantoSanu augstakais glikozes iznakums sastadija 28,6 mg/ml. Péc LV KKI
kolégu datiem, tika noskaidrots, ka pec LV KKI veiktas prieksapstrades no 1 kg kviesu salmu
var iegut 688 g lignocelulozes (68,8%), kas satur 17,1% neatgriezeniski bojatas celulozes,
17,8% ligntna un 33,9% celulozes. Veicot parrékinu uz miisu paraugiem, iegistam, ka
teoretiski iesp&jamais maksimali ieglistamais glikozes daudzums biitu 33,2 mg/ml. Ta ka
eksperimentos iegiitais maksimalais iznakums sastadija 28,6 mg/ml, secinam, ka mums ir
izdevies iegiit 86,1 % no teorétiski iesp&jama glikozes daudzuma. Bérza koksnes gadijuma
zinams, ka ta satur vid€ji 25% lignina un 47% celulozes, no kuras apmé&ram 80% atrodas
kristaliska stavokli. Pec LV KKI veiktas apstrades kristaliska stavokli saglabajas apméram
45% celulozes. Sekojosi péc furfurola izdaliSanas paliek 75g apstradatas koksnes, kas satur 47
g celulozes t.i. 100 g apstradatas koksnes satur 61 g celulozes, no kuras 55 % ir enzimiem
pieejama forma. Veicot parrékinu uz misu paraugiem, iegiistam, ka teoretiski iesp&amais
maksimali iegilistamais glikozes daudzums biitu 44 mg/ml. Ta ka eksperimentos iegitais
maksimalais iznakums sastadija 42,8 mg/ml, secinam, ka mums ir izdevies iegit 97,2 % no
teorétiski iesp&jama glikozes daudzuma. Turpinot meklet iesp&jas iegit furfurolu un

bioetanolu no atjaunojamiem resursiem, uzsakti pétijumi par rapSu salmu izmantoSanu
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hidrolizes procesa, kur materiala priekSapstrades un hidrolizes parametri v€l optimizgjami.
Tapat eksperimenti paradija iesp&ju iegiitos glikozi saturoSos hidrolizatus izmantot raugu
fermentacijas procesa. Augstaka etanola sint€zes aktivitate nov€rota izmantojot limitEta
skabekla apstaklos kultivétu zavétu raugu, kas inkubéts ksilita vai glicerina skidumos pirms
dehidratacijas. Tas viss pierada jaunas tehnologijas efektivitati un nozimibu ari talaku
petijumu veikSanai ar merki uzlabot glikozes iegtSanas efektivitati, vienlaicigai furfurola un
bioetanola razoSanai, ka arT tas talako perspektivu ari citu atjaunojamo resursu izmantoSanai

mingto savienojumu iegisana.
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SECINAJUMI

Pirmo reizi paradits, ka raugi Saccharomyces cerevisiae, kas augusi limitéta skabekla
apstaklos un parasti pilniba zaudé dzivotsp&ju dehidratacijas-rehidratacijas procesa,
sp&j veiksmigi pariet anabiozes stavokli, ja pielieto priekSapstradi inkubg&jot ksilita un

glicerina skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu.

Noskaidrots, ka zavetos limitéta skabekla apstaklos auguSos raugos, kas inkubéti
ksilita un glicerina Skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu, ieveérojami
izmainas Stinu kimiskais sastavs. To nukleinskabju, proteinu, lipidu un oglhidratu
saturs pietuvojas aerobi kultivétajam ta pasa celma Saccharomyces cerevisiae raugu

Stunam, kas rezistentas pret dehidrataciju-rehidrataciju.

Raugu Saccharomyces cerevisiae Stnam, kas augusas limitéta skabekla apstak]os,
raksturiga gludaka virsmas struktiira salidzinot ar S$iinam, kas kultivétas aerobos
apstaklos. Limiteta skabekla apstaklos kultivétu raugu inkubacija ksilita un glicerina
Skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu un tai sekojoSa dehidratacija izraisa

Stnas sieninas stingribas pieaugumu.

Raugu inkubacija ksilita un glicerina skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu un
tai sekojoSa dehidratacija, izraisa ievérojamu karstuma Soka proteinu Hsp70 sintézi.
Tas varetu nodros$inat ieksSStinu proteinu tostarp citoplazmatiskas membranas proteinu

papildus aizsardzibu.

Noverotas likumsakaribas raugu Stinu atbildes reakcijas pret Skidumu ar paaugstinatu
osmotisko  spiedienu iedarbibu, tika izmantotas pie biopesticidu producentu
fiziologiskas inzenierijas. Tika sasniegts baktériju Pseudomonas aurantiaca
biotehnologisko raksturlielumu uzlabojums attieciba pret biopesticidu sintézi ar

antifungalo aktivitati.
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6. Noskaidrots, ka augu valsts hemicelulozi saturoSus lauksaimniecibas un riipniecibas
atlikumus péc furfurola izdaliSanas iesp&jams izmantot glikozi saturoSa hidrolizata
iegiSanai veiksmigai talakai raugu izmantoSanai bezatlikuma tehnologija, lai razotu
bioetanolu. Optimala lignocelulozes enzimatiska hidrolize Iidz glikozei tiek sasniegta
72 stundu laika pie 50 °C, izmantojot komercialos enzimu kompleksus Accellerase

1500 un Accellerase XC.

7. Noskaidrots, ka glikozes daudzuma pieaugumu péc lignocelulozi saturoSo atlikumu
enzimatiskas hidrolizes var sasniegt, ja kristaliskas celulozes dalu parver§ amorfaja

forma, pielietojot papildus kavitacijas un autoklavésanas metodes.

8. Noskaidrots, ka limiteta skabekla apstaklos augusus raugus péc inkubacijas ksilita un
glicerina Skidumos ar paaugstinatu osmotisko spiedienu un tai sekojoSas dehidratacijas

var efektivi izmantot bioetanola sint€zei no lignocelulozes hidrolizata.
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