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KOPSAVILKUMS

Darba tika apskatitas izmainas maizes rauga purinu de novo sintézes knock-out celmu
oglekla plismas un trehalozes koncentracija biomasa slapekla vai adenina badinatiem
celmiem S$tnu straujas augSanas fazes laika. Auksotrofiem celmiem novéro samazinatu
augSanas atrumu un glikozes uznemsanu, augot vidé bez slapekla vai bez adenina. Celmiem
noveéro tendenci palielinaties trehalozes sastavam biomasa barotné bez adenina vai bez
slapekla. Cetriem adenina badinatiem auksotrofiem celmiem novéro palielinatu oglekla
plismu ieguldijumu glicerola veidoSana un samazinatu biomasas veidoSana, jo Ipasi celmam
Aadel6-17, kuram arT nenovero izmainas augSanas atrumos un glikozes patérina izmantotajas
barotnés.

Atslegas vardi: Purinu auksotrofija, oglekla pliismas, centralais oglekla metabolisms,

slapekla badinasana, adenina badinaSana.



SUMMARY

Observation of changes in carbon fluxes and proportion of trehalose in biomass were
made using nitrogen or adenine starved S. cerevisiae yeast purine de novo synthesis knock-out
strains during exponential cell growth. Decresed growth rates and glucose uptake was
observed for nitrogen or adenine starved auxotrophic strains. A trend of increased proportion
of trehalose was observed during growth in adenine or nitrogen starved conditions. An
increase in glycerol carbon flux and a decrease in biomass carbon flux was observed in four
auxotrophic strains during adenine starvation, especially in strain dadel6-17. No changes in
growth rate or glucose uptake were observed in strain dadel6-17.

Key words: Purine auxotrophy, carbon flux, central carbon metabolism, nitrogen

starvation, adenine starvation.
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IEVADS

Saja darba tiek apskatitas vairaku maizes rauga Saccharomyces cerevisiae CEN.PK
113-7D celmu oglekla pliismas centralaja oglekla metabolisma, izmantojot glikozi ka vienigo
celmiem pieejamo oglekla avotu. Nosakot koncentraciju izmainas galvenajiem
glikolitiskajiem produktuiem, var sastadit makroskopisko oglekla bilanci un noveérot, kuriem
produktiem mainas no glikozes uznemtas oglekla plismas atkariba no augSanas apstakliem.

Adenina badinatiem purinu de novo sint€zes mutantiem var noverot izmainas
fiziologija, kur tiem strauji samazinas S$tnu augSanas atrumi un novéro palielinatu izturibu
pret dazadiem vides stresiem (Ozolina et al. 2017). Purinu auksotrofija sastopama ari daba
atrodamiem ieks$stinu patogéniem, pieméram, Toxoplasma gondii un Plasmodium falciparum,
kuri uznem nepiecieSamos purinus no apkartgjas vides. Tas norada, ka mutacijas purinu de
novo sintéze€ var sniegt organismiem prieksrocibas, ienemot noteiktas niSas (Kokina et al.
2019). Salidzinot vairakus maizes rauga purinu de novo sintézes posma knock-out celmus,
varétu spriest par sintézes posmu del&ciju ietekmi uz organisma metabolismu un tada veida
gt pilnigaku prieks$statu par to pielagosanas sp&jam vides apstakliem. Ta ka purinu de novo
sintéze ir konservativa starp eikarotiem, lidz ar to iegiitos rezultatus potenciali iesp&jams
attiecinat arf uz citiem organismiem (Agmon et al. 2020). Siinas spéj reagét uz slapekla badu,
apstadinot S$tinu daliSanos un veicinot oksidativu metabolismu. Auksotrofi celmi nemédz
izsaukt $adu atbildes reakciju uz stresu to auksotrofas mutacijas komplementgjosas baribas
vielas trikuma gadijuma, tomér pastav izn€émumi, pieméram, metionina vai glutamina
auksotrofijas, kur §is auksotrofijas sp€j imitét kadas citas baribas vielas trikumu (Green et al.
2020).

Darba meérkis: Gut ieskatu par centrala oglekla metabolisma izmainam maizes rauga
CEN.PK 113-7D atsevisku purinu sintézes cela knock-out celmos slapekla vai adenina
badinaSanas apstak]os.

Darba uzdevumi:

1. Noteikt celmu turbiditati (ODsoonm) atkariba no sausa svara koncentracijas
(gDW L) pilnaja barotng adenina vai slapekla badinatiem celmiem;

2. Noteikt celmu centrala oglekla metabolisma plismas un sastadit to
makroskopisko oglekla bilanci;

3. Noteikt izmainas celmu uzkratas trehalozes sastava adenina vai slapekla
badinatiem celmiem;

4. Veikt ar centrala oglekla metabolisma saistito dehidrogenazu aktivitates

merjjumus.



1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Maizes rauga CEN.PK 113-7D raksturojums

Raugi ir heterotrofi viensiinas sénu valsts organismi, kuriem raksturiga alkohola
fermentacija ka energijas ieguves celS. Tie spgj augt, izmantojot daudzveidigu klastu daba
sastopamu oglekla avotu, piem&ram, spirtus, organiskas skabes un aminoskabes. Energijas
ieguvei raugi sniedz prieksroku cukuru (heksozu vai disaharidu) izmantoSanai, ja tie vid€ ir
pieejami (Rodriguez et al. 2006).

Pirms 25 gadiem pirmo reizi tika pilniba nosekvenéts vienStnas eikariota — maizes
rauga Saccharomyces cerevisiae genoms. Maizes raugs ka modelorganisms sniedz tadas
priekSrocibas ka ta erta kultivéSana, izmantojot defin€tas barotnes, vienkarSais dzives cikls un
mazs genoma izmérs, kas sastav no ~6000 g€niem un 16 hromosomam. Vidgji ik p&c 2kb
genoma var atrast proteinu kod&josu génu, kas padara maizes rauga genomu kompaktaku neka
citiem eikariotu organismiem. Salidzinajumam cilvéka organisma vidgji protenu kod&josa
dala sastopama ik péc 30 kb (Goffeau et al. 1996).

CEN.PK 113-7D ir viens no maizes rauga celmiem, kuru pielieto laboratorijas pétijumu
veik3anai. Sis celms tika iegiits 1990. gados, vacu raugu pétniekiem krustojot dazadus
laboratorijas celmus. Rezultata iegiitie CEN.PK celmi, jo 1pasi MATa CEN.PK 113-7D,
kluvusi par iecienitiem pétniecibas objektiem, jo tie spgj efektivi augt riipnieciski nozimigos
augSanas apstaklos un tos var manipulét ar klassiskas vai molekularas genétikas metodeém.
CEN.PK celmiem nenovero vairo$anas tipa nomainu pat pec ilglaicigas kultivacijas
hemostatos. lzmantojot kanMX kasetes, raditi prototrofi celmi, kuros ieviesti dominanti
markiergéni, un auksotrofi celmi, kuru auksotrofiju markiergénus iesp&jams komplementét
(van Dijken et al. 2000). CEN.PK 113-7D satur ari vairaku genoma regiona atkartojumus, kas
domajams raduSies genoma pilnigas duplikacijas (angl. v. whole-genome duplication)
rezultata (Nijkamp et al. 2012). CEN.PK celmi tiek plasi pielietoti metabolisma un evoliicijas
inZenierijas petijjumos, pieméram, petot pentoZu fermentaciju, etanola un spirtu razoSanu, ka
arT laktata un piruvata razoSanu (Nijkamp et al. 2012).

Salidzinot CEN.PK 113-7D ar genealogijas pétijumiem izmantoto S288C (Mortimer &
Johnston 1986), kura genomam ari ir pieejamas kvalitativas sekvences kops 1996. gada
(Nijkamp et al. 2012) var novérot samazinatu ORF skaitu CEN.PK 113-7D celmam. CEN.PK
113-7D genoma izmérs ir 11.6 Mbp ar 5472 ORF. S288C ir 5538 ORF. Fiziologiski CEN.PK
113-7D atskiras no S228C celma ar sp&jam partikt no maltozes ka vieniga oglekla avota un
biotina prototrofiju, kaut ari tiek uzskatits, ka vairums maizes rauga celmu ir biotina

auksotrofi (Nijkamp et al. 2012).



1.2. Oglekla centralais metabolisms un slapekla aprite

Glikozes klatbiitne vidé izraisa maizes rauga metabolisma remodeléSanu, ierosinot
parmainas iek$$iinu metabolitu koncentracijas, protetnu un mRNS stabilitaté un daudzu génu
transkripcija (Gancedo 2008). ST metabolisma remodelé$ana virzita aug$anas atruma
palielinasana (Kayikci & Nielsen 2015). Kamér vid€ ir pieejama glikoze, Siinas metabolisms
tiek virzits uz glikozes uznem$anu un patérinu, nepatéréjot citus oglekla avotus (Broach
2012). So fenomenu arT dévé par glikozes represiju. Kad vide esosa glikoze ir izteréta, $inas
pariet no fermentativa uz respiratoro metabolismu, kura S$tnas patéré skabekli un neveido
spirtu. Plazmatiskas membranas proteini Snf3/Rgt2 detekté arpussinas glikozes daudzumus
un regulé tas uznemsanu, uzsakot ar1 glikozes represiju. Glikozes ITmenim barotn€ nokritot
lidz aptuveni 0.2%, aktiv€jas serina/treonina kinaze Snfl, kas atbrivo Stnu no glikozes
represijas (Kayikci & Nielsen 2015).

Raugam uznemot glikozi, oglekla pliismas veidosies caur centrala metabolisma celiem.
Plismu apjoms katra no metaboliskajiem celiem ir atkarigs no enzimu aktivitatém, ko var
noteikt, izejot no metabolisko produktu veidosanas atrumiem (Hagman & Piskur 2015).
Anabolisko metabolisma celu oglekla pliismas rezulté€sies biomasas veidoSana, savukart
katabolisko metabolisma celu pluismas rezultésies vai nu COz produce$ana pilnigas
respiracijas jeb aerobas elpoSanas gadijuma, vai ari CO2 un metabolitu, pieméram, etanola,
producéSana caur anaerobo glikolizi (Hagman & Piskur 2015).

Lai noteiktu svarigakos metabolitus, kas sastaditu oglekla plismas ar glikozi ka vienigo
oglekla avotu, nepiecieSams apskatit glikolitisko celu, kuru raugs izmanto etanola razoSanai

(1. attels).
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1. attels. Glikolitiskais metaboliskais cel§ maizes rauga. Punktotas linijas norada uz
aktivéjoSu (+) vai inhibgjosu (-) metabolitu iedarbibu uz enzimiem (Brink et al. 2008).

Figure 1. Glycolytic pathway in S. cerevisiae. The dotted lines indicate activating (+) or
inhibiting (-) actions of metabolites on enzymes (Brink et al. 2008).

Etanols ir glikozes fermentacijas galaprodukts. Etanola un ta blakusprodukta CO-
veidoSana var tikt patéréts lidz pat 90% uznemtas glikozes oglekla daudzuma. Papildus
etanolam veidojas ari citi metabolisma produkti, piem&ram, glicerins, acetats, laktats,
piruvats, sukcinats un acetaldehids (Brink et al. 2005).

Anaerobos vides apstaklos noveérojama glicerina jeb glicerola veidosanas. Glicerols tiek
uzskatits par svarigu NADH reducgjosa potenciala uzkrajéjmetabolitu, veidojoties biomasai
(Brink et al. 2005; Rodriguez et al. 2006). Tas veidojas dihidroksiacetona fosfata un glicerola-
3-fosfata (DHAP-G3P) metaboliskaja cela (1. attéls), kur dihidroksiacetona fosfats tiek
reducets par glicerola-3-fosfatu, kur§ savukart tiek defosforiléts, veidojot glicerolu ka
produktu (Rodriguez et al. 2006). Glicerols ari veidojas, atbildot uz osmotisku stresu,
pieméram, nonakot ar cukuriem bagata vidé. Glicerols var kalpot ka osmolits, lai Siinas
nezaud&tu savu tilpumu hiper-osmotiska vidé (Hohmann 2015).

Trehaloze veidojas, trehalozes-6-fosfata sintazei (TPS) apvienojot glikozes-6-fosfatu
(G6P) un uracil-difosfata glikozi (UDP). Trehalozes-6-fosfata fosfataze (TPP) defosforilé
TPS produktu un veido trehalozi. Trehaloze ir viens no rauga veidotiem rezerves

oglhidratiem, ka ari ta ir saistita ar Stnu dzivotsp€jas atgiiSanu péc dehidracijas vai
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sasaldésanas. Trehaloze uzkrajas §tinas, kad sak pietrikt oglekla un energijas avotu, proti,
tuvojoties stacionarajai augSanas fazei ar baribas vielam bagata barotné. Atkariba no augSanas
apstakliem trehalozes daudzums var variét no 1 lidz 20% Stnas sausnas (Eleutherio et al.
2015). Trehalozi parasti nenovéro eksponencialas augSanas sakuma, bet dazadu stresu
ietekmé, piem&ram, karstuma stresa ietekmé, Stinas sp&j uzkrat lielus trehalozes daudzumus.
Izziidot stresam vai atjaunojot trukstoSas baribas vielas trehaloze tiek strauji saskelta
(Eleutherio et al. 2015).

Glikolitiska cela galaprodukts ir piruvats. No piruvata oglekla pliismas var tikt virzitas
uz fermentativu metabolismu, veidojot etanolu, vai respirativu metabolismu, iesaistot
uznemto oglekli trikarbonskabju (TCA) cikla. Kad piruvats ir iekluvis mitohondrija, piruvata
dehidrogenaze (PDH) to parveido par acetil-kofaktoru A (acetil-KoA). Piruvatu ari var
parveidot par acetil-KoA citosola, neizmantojot PDH mitohondrijos. Sada veida piruvatu
dekarboksil€ par acetaldehidu, kuru acetaldehida dehidrogenaze parveido par acetatu. Acetatu
talak var izmantot acetil-KoA sintézei citosola. Sie divi celi (PDH cel§ vai ta apiesana) kalpo
attiecigi ka respirativais vai fermentativais oglekla plismu cel§ (Rodriguez et al. 2006).
Zemas glikolitiskas aktivitates gadijumos oglekla plismas tiek novirzitas uz respirativo PDH
celu, savukart augstas glikolitiskas aktivitates gadijumos PDH cel§ tiek apiets, sintez&jot
acetil-KoA citosola, ka ari norisinas acetaldehida fementacija par etanolu (Rodriguez et al
2006).

Oglskaba gaze ir galaprodukts, kas var rasties gan respiracijas, gan fermentacijas
rezultata (Hagman & Piskur 2015). Fermentacija radusais CO2 rodas, piruvata dekarboksilazei
atSkelot oglekli no piruvata, veidojot acetaldehidu un CO (Rodriguez et al. 2006).
Respirativas augSanas gadijuma CO; rodas trikarbonskabju (TCA) cikla, kur tas veidojas
divas reakcijas: oksidativa izocitraca dekarboksilacija par a-ketoglutaratu un oksidativa a-
ketoglutarata dekarboksilacija, izmantojot sukcinil-KoA un veidojoties sukcinatam un CO2
(Rodruguez et al. 2006). Svarigi piebilst, ka TCA cikla, rodoties COg, tiek patéréts skabeklis,
bet, fermentativi veidojoties CO>, skabekla patérin$ nenotiek (Hagman & Piskur 2015).

Maizes rauga CEN.PK 113-7D empiriska viena C-mola biomasas formula ir
CH1.748N0.14800.596P0.009S0.0019Mo.o1s ar molmasu 26.4 g mol?, kur M apzimé metdlu
mikroelementu K, Mg, Na, Ca, Fe, Mn, Cu un Zn sastavu ar vidéjo molmasu 37.2 g mol*
(Lange & Heijnen 2001). Biomasa ir oglekla plismu anabolisko metabolisma celu produkts
(Hagman & Piskur 2015).

Maizes raugs ka galvenos slapekla avotus izmanto glutaminu un asparginu, ja tie vide ir
pieejami. Siinas norisinas slapekla katabolitu represija, kas, ja ir aktiva, liedz alternativu

slapekla avotu izmantoSanu (Magasanik & Kaiser 2002). Maizes raugs sp&j ari izmantot
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amonija jonus ka slapekla avotu, ja vidé nav glutamina. Amonija joni tiek iesaistiti TCA
cikla, izmantojot NADPH un H® un pievienojot NHs* TCA cikla starpmetabolitam a-
ketoglutaratam, veidojot glutamatu (glutaminskabi) ka produktu. Talaka reakcija iesp&ams
pievienot papildus NH4* glutamatam, lai veidotu glutaminu, patéréjot ATP. Glutamats un
glutamins ir galvenie slapekla donori slapekli saturoSu savienojumu biosintézei Stna (2.

attels) (Magasanik & Kaiser 2002).

Urea Proline <«—— Arginine
Acetyl CoA
=
Oxaloacetate Citrate NADPH NADP" NH4 ATP ADP +P,
\ACO?
Isocitrate GDH1 GLNI
\IDHIZ
o-Ketoglutarate Glutamate Glutamine
GDHZ GLTI
o-Ketoglutarate
NH4+ NADH D" NADH
Amino Acids Amino Acids,

Purines, Pyrimidines

2. attels. Centralie slapekla metabolisma celi. Slapekli saturosi savienojumi §tna tiek
sintez&ti vai nu izmantojot glutamatu, vai ari glutaminu. Slipraksta paraditi maizes
rauga reakciju kataliz€joSo enzimu géni (Magasanik & Kaiser 2002).

Figure 2. Central pathways for nitrogen metabolism. The nitrogenous compounds in cell
are synthesized from either glutamate or glutamine. The S. cerevisiae gene for each of
the enzymatic steps is designated in italics (Magasanik & Kaiser 2002).

Bitiskakie regulatori, kas kontroleé Stinas augSanu atkariba no glikozes vai slapekla
pieejamibas, iIr cAMP atkarigo proteinu kinazu signalcelS PKA un rapamicina mérka
signalcela (angl. target of rapamycin) kinazu komplekss I TORC1 (3. attéls) (Broach 2012;
Kunkel et al. 2019). Gan TORC1, gan PKA regulé ribosomu un proteinu sintézes génu
ekspresiju, bet sie kompleksi atbild uz atskirigiem stimuliem. PKA kinazes aktivé glikozes vai
citu ferment§jamu cukuru klatbutne, savukart TORCI aktivé slapekla, aminoskabju
pieejamiba un ieksStnas energétisku savienojumu klatbatne (Kunkel et al. 2019). Zemas

ieksstinas AMP:ATP proporcijas gadijuma novéro palielinatu proteinu kinazes SNF1
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aktivitati, kas pieder pie adenozina monofosfata-aktivétam proteinu kinazém AMPK maizes

rauga (Hedbacker & Carlson, 2008). TORCI1 signalcelu represe AMPK (Kunkel et al. 2019).

aa N, Glucose
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L L 1
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protein synthesis genes

3. attéls. TORCI1-PKA signalcelu shematisks modelis. TORC1 un PKA kinazes regulé
transkripcionalo aktivatoru Sfpl un transkripcionalos represorus Stb3 un Dot6/Tod6
(Kunkel et al. 2019).

Figure 3. Working model of the TORC1-PKA signaling circuit. The TORC1 and PKA
kinases regulate the transcriptional activator, Sfpl, and the transcriptional repressors,
Stb3 and Dot6/Tod6 (Kunkel et al. 2019).

PKA signalcel$ ierosina strauju §tinu augSanu, §tinam nokliistot ar glikozi bagata vidg,
ka ari PKA ierosina pal€linatu $tinu augSanu, kad glikoze vairs nav pieejama. TOR1C nosaka
Stinu augs$anas atrumu, nemainoties augSanas fazei (angl. steady-state), atkariba no vidé
pieejama slapekla avota un energijas resursiem (Kunkel et al. 2019).

1.3. Purinu biosintéze

Purinu sintézei izmantotais substrats ir fosforibozil pirofosfats (PRPP). Tas tiek iegiits
pentozu fosfatu metaboliskaja cela (1. pielikums) (Vaseghi et al. 1999; Pedley & Benkovic,
2017). Purinu biosintézes gala veidojas produkts adenina monofosfats (AMP) (4. attéls)
(Rébora et al. 2001), kas talak iesaistas dazados Siinas procesos, pieméram, nukleotidu
sint€z&€. Purinu sintézes cels, ka ar ta regulacija ir konservativa starp dazadam filogené&tiskam
grupam piederoSiem eikariotiem, Uz ko norada arl sp&ja BY4741 celmam augt vidé bez
adenina, kaut arT visa ta purinu de novo sintéze aizvietota ar cilvéka ortologiem (Agmon et al.
2020).

Purinu sintézei nepiecieSamas aminoskabes glutamins, glicins, asparginskabe, kuras

veidojas no TCA cikla starpproduktiem. Sint€zei arT nepiecieSams papildus ATP, formiats un

CO> (Pedley & Benkovic 2017).
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AMP de novo biosintézes géni tiek represéti transkripcijas Iimeni, ja vid€ ir pieejami

purini. ADE génu represija norisinas, ja $tina iekluvusais adenins tiek metabolizeéts par AMP,

veidojot hipoksantinu un IMP, un talak fosforiléts par ADP. Lai aktivétu ADE génus,

nepiecieSami divi transkripcijas faktori - Baslp un Bas2p -, kuru darbibai vajadziga ADE

sintézes gaita radusos starpmetabolitu SAICAR un AICAR klatbiitne. SAICAR sintez€

Adelp, savukart AICAR — Adel3p. Purinu de novo sintézes gaitu ari regul€ pirmais sintézes

cela proteins Adedp, kuru inhibé ATP (Rébora et al. 2001).

Purinu biosintéze ir resursu ietilpiga, jo viena nukleotida un visu nepiecieSamo

starpmetabolitu sintéze prasa aptuveni S0 ATP molekulas (Lynch & Marinov 2015). Purinu

auksotrofija un limitacija spgj organismiem izsaukt stresa tolerances fenotipu, kas var sniegt

prieksSrocibas organismu fitnesam atkariba no vides apstakliem (Kokina et al. 2019). Stresa

tolerances fenotipu iesp&jams ari izsaukt maizes rauga purinu auksotrofiem, kuriem uzlabojas

dzivotspgja péc to desikacijas (zavésanas), kad tie kultivéti barotné bez adenina (Ozolina et al.
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ABE13 | Adenilosulcinata liaze

DE
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i ADE1? FAICAR 'l
e ADE16 |
ADKE ADE17 lniP cilkdohidrolize | GUKY
AMP S SAMPS——— [P ——P  XMP — GNP
ADETS ADETZ
APTI HPTY HPTT
2 - .
.fl.demm—"—'—i'W' Hipoksantins Guanins
Forz ‘ Fovz ‘ chi
Adenfns Hipoksantins Guanins

2017).

4. attéls. Shematisks purinu biosintézes att€lojums maizes rauga. Attéls
izmainam no Rébora et al. (2001).

Figure 4. Schematic representation of purine biosynthesis in S. cerevisiae.

taken with changes from Rébora et al. (2001).

nemts ar

Figure is

Purinu auksotrofijas var piemist ar1 daba sastopamiem organismiem. Visi parazitiskie

protozoji un vairaki iek§Stinu bakterialie patogéni ir purinu auksotrofi. Pazistamakie pieméri ir

Toxoplasma gondii un Plasmodium falciparum (Kokina et al. 2019 cit. peéc Weiss & Kim

2011, Downie et al. 2008).
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Raugu genétika pielieto markieru génus, kas kodé kadu baribas vielu nepiecieSamibu.
Sos markiergénus izmanto ka alternativu, pieméram, antibiotiku rezistences géniem, kas ir
toksiski un kuru lieto$ana var palielinat izmaksas apjomigas kultivéSanas gadfjuma. Sie
markiergéni tiek izmantoti, lai ieviestu auksotrofijas raugu celmiem viena géna izslégSanas
jeb knock-out mutaciju veida (Pronk 2002).

Par purinu auksotrofiem sauc tadus organismus, kas ir zaud@jusi sp€ju sintez&t purinus,
turpretim organismus, kas to spgj, sauc par purinu prototrofiem. Papildus purinu
auksotrofijam pastav v€l aminoskabju histidina, leicina, triptofana, metionina un citu
aminoskabju, ka ari pirimidina, uracila un citas auksotrofijas (his, leu, trp, met, ura, u.c.),
kuras biezi tiek pielietotas, jo Tpasi fiziologijas pétijumos Auksotrofijas var piemist vairakam
maizes rauga laboratorijas celmu sérijam (W303, S288C, CEN.PK un FY) (Kokina et al.
2014; Pronk 2002).

1.4. AugSana un badoSanas

Augu augli satur lielus daudzumus mono- un oligo-saharidu, kas ir iecienits
mikroorganismu augSanas substrats. Kad augli nogatavojas, parasti raugi kliist par galveno
sastopamo mikroorganismu grupu, kas tiek pie Siem cukuriem. Raugiem piemit sp&ja parverst
vienkarSus cukurus etanola pat skabekla klatbtitng, ko arT izmanto ka galveno energijas avotu
augsanai. So deve par Crabtree efektu (Hagman et al. 2013). Crabtree efektu var izdalit divas
formas — istermina un ilgtermina Crabtree efekts -, kur abas piemit maizes rauga celmiem.
Iigtermina Crabtree efektu raksturo alkohola fermentacija aerobos steady-state augSanas
apstaklos ar lielu augSanas atrumu. Istermina Crabtree raksturo tilitéja alkohola fermentacija
aerobos un cukura limitetos apstaklos, ko novéro respirativi augosam S$tnam pievienojot
papildus cukuru (Hagman & Piskur 2015). Domajams, ka abas §1s formas, jo 1pasi istermina
Crabtree efektu, izraisa parpludes (angl. overflow) metabolisms. Istermina Crabtree pozitivi
raugi saglaba pastiprinatu anaerobo glikolizi pat “badinatos” augSanas apstaklos un, tiklidz
tiem tiek pievadits glikozes pulss, tie spgj pastiprinati uznemt glikozi un palielinat uz
fermentativo metabolismu novaditas oglekla plasmas (5. attéls). Ilgtermina Crabtree
pozitiviem raugiem papildus parpliides metabolismam izpauzas glikozes represéta respiracija.
Vidgji, salidzinot vairakas raugu sugas, parpludes metabolisms iestajas tad, kad glikozes

uznemsana parsniedz 15 C-mmol gDW h! (angl. DW — dry weight) (Hagman & Piskur).
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GF = RF (+ BF) GF < Gf GF = RF + k*FF (+ BF) GF > Gf Minority of respiro-fermenting yeasts
Majority of fully resp. yeasts Majority of respiro-fermenting yeasts

5. att€ls. Evolucionarais scenarijs Crabtree efekta pirmsakumam Saccharomycetales
raugiem, kur ietilpst arT maizes raugs (Hagman & Piskur 2015).

Figure 5. Evolutionary scenario for the origin of Crabtree effect in Saccharomycetales
yeast. (Hagman & Piskur 2015).

Stinas koording savu augsanu ar baribas vielu pieejamibu vidé. Slapekla, fosfata vai séra
badinatam $iindm noveéro Siinu arestu stacionaraja augSanas fazé un glikozes fermentacijas
nomaks$anu (Broach 2012). Ja kada no “dabiskam” jeb dabiskos augSanas apstaklos
sastopamam baribas vielam triikst, §ina tiek ierosinata atbildes reakcija uz stresu. Stnam
palielinas rezistence pret tadiem faktoriem ka karstums vai augsta osmolaritate, arestgjas Stinu
daliSanas cikls, palielinas oksidativa metabolisma aktivitate, ka ar1 izpauZas Stinu autofagija,
kur tas degrad@ un reciklIg savu citosolu un organoidus. S1 atbildes reakcija uz stresu palielina
stinu dzivotsp&ju (Green et al. 2020). Raugu auksotrofiju izraisttas “nedabiskas” baribas vielu
limitacijas traucé no baribas vielu pieejamibas atkarigu aug$anas regulaciju. Stinam ir traucéta
sp&ja veikt atbildes reakciju uz stresu, kas samazina to dzivotsp&ju (Green et al. 2020). Tomeér
dazos gadijumos auksotrofu vielu limitacija sp€ imiteét dabisku baribas vielu limitacijas
(glutamina trukums var atspogulot slapekla pieejamibu un metionina trikums — s€ra vai
visparigu aminoskabju pieejamibu) (Green et al. 2020).

Kaut arf, mérot mRNS daudzumu §tinas un izmantojot DNS mikrorindas (angl. DNA
microarrays), aptuveni 27% rauga génu ekspresijas novérojama korelacija ar to augSanas
atrumu neatkarigi no truksto$as baribas vielas (Brauer et al. 2008), Stinas metabolitu
koncentracijas var mainities atkariba no triiksto$as baribas vielas. Slapekla avota amonija jonu
un oglekla avota glikozes trikumu raksturo zemi iek$Siinas aminoskabju un augsti nukleotidu
daudzumi (Boer et al. 2010). Sadu baribas vielu trikumus $@inas sp&j sajust ar to virsmas

receptoriem. Siinas spg&j “sajust” ari auksotrofu baribas vielu trikumu, ja ir notikusas
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mutacijas biosintézes celos un pielagot savu augSanas atrumu atkariba no So vielu
pieejamibas. Domajams, ka $ada atbilde rodas, ja kads no iekSSiinas metabolitiem klast
augSanas-limit&joss arpussiinu baribas vielu trakuma d&€] (Boer et al. 2010). Piemé&ram,
pirimidinu auksotrofiem uracila limitacijas gadijuma samazinas $tinas uridina trifosfata (UTP)

un citozina trifosfata (CTP) daudzumi, kas samazina RNS sintézi un izraisa 1énaku augSanu

(Boer et al. 2010).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Izmantota aparatiira, instrumenti un reagenti

Izmantota aparatiira, instrumenti, iekartas un reagenti att€loti tabulas (1. tabula; 2.

tabula).

1. tabula
Izmantota aparatura
Table 1

Equipment used in this research

Aparattra Razotajs Valsts
Equipment Producer State
Kratitajs — inkubators Incubator Shaker ] S -
] New Brunswick Scientific Vacija
Series | 26
Kratitajs — inkubators Environmental §
) BIOSAN Latvija
Shaker — incubator ES-20
Laminaras plismas skapis FlowFast V 12P Via Vespucci Italija
Spektrofotometrs HALO VIS-20 Dynamica Sveice
Autoklavs MLS-3750 Sanyo Japana
Centriftiga 5810 R Eppendorf Vicija
Centrifiiga 1-16 (13000 apgr. min) SIGMA Laboratories Vacija
pH metrs ]
] HANNA instruments Rumanija
pH 211 Microprocessor pH Meter
Analitiskie svari
Electronic Balance ABJ 120-4M KERN & Sohn GmbH Vicija
WB0540098
Agilent 1100 Series HPLC sistéma Agilent Vicija
Fermentators/Bioreaktors BIOSTAT Qplus | Sartorius Stedim Systems GmbH Vacija
Sausa bloka termostats Thermo Block .
BIOSAN Latvija
TDB-120
Elektriskais sausa gaisa termostats KC-65 Nav zinams Nav zinams
Plasu lasitajs Infinite M200 Pro TECAN Sveice
Gazu analizators Infors HT Sveice
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2. tabula

[zmantotie reagenti

Table 2
Chemical agents used in this research
Reagents Razotajs Valsts
Chemical agent Producent State
HCI Enola Latvija
KOH Firma Chempur Polija
Tetraciklins (NT) Sigma — Aldrich Francija
D-glikozes monohidrats Sigma — Aldrich Francija
Adenina hemisulfata sals Sigma — Aldrich Kina
Natrija piruvats Enola Latvija
Glicerins Enola Latvija
Etikskabe Enola Latvija
Sukcinats Sigma-Aldrich Vacija
KH,PO4 Sigma-Aldrich Vacija
KCI Sigma-Aldrich Vacija
Na;Mo04*2H,0 Peaxum Krievija
CaCly(anhidrats) Penta Lietuva
MgSO4*7H,0 Peaxum Krievija
(NH4)2S04 Sigma-Aldrich Niderlande
H3BO3 Peaxum Krievija
CuS04+*5H,0 Peaxum Krievija
Kl Peaxum Krievija
FeCls Sigma-Aldrich Vacija
MnSQO4 Coro3peakTun Krievija
ZnSO4 Sigma-Aldrich Vacija
d-biotins Sigma Chemical Company ASV
Myo-inositols Sigma Chemical Company ASV
p-aminobenzoskabe Sigma Chemical Company ASV
Piridoksina hidrohlorids SERVA Feinblochemica Viacija
Heidelberg
Tiamina hidrohlorids Sigma-Adrich Vacija
Riboflavins AppliChem GmbH Vacija
Niacins Sigma-Aldrich Kina
Folijskabe Sigma-Aldrich Kina
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Kalcija pantotenats Sigma-Aldrich Vacija
H2S04 Enola Latvija
Glikozes-6-fosfats Roche Diagnostics ASV
Glicerina-3-fosfats Roche Diagnostics ASV
96% Etanols [Japajauta] [Japajauta]
Digitonins Nav zinams Nav zinams
Fenazina metosulfats Sigma-Aldrich ASV
Jodnitrotetrazolija hlorids Sigma-Aldrich Austrija
D-(+)-Trehalozez dihidrats Sigma-Aldrich ASV
Trizma baze Sigma-Aldrich ASV
Antrons Sigma Chemical Co. ASV
L-Histidins Sigma Chemical Co. Japana
NADP dinatrija sals Roche Diagnostics Vacija
cOmplete™, Mini, EDTA- Roche Diagnostics Vacija
nesatuross proteazu inhibitoru
kokteilis

2.2. Izmantotie celmi

Pé&tijumam tika izmantots maizes rauga celms CEN.PK 113-7D MATa, kas ir davana no

Peter Richard, VIT Biotechnology, Finland un LU MBI kolekcija esoSie adentna mutanti (3.

tabula), kuri veidoti uz iepriek§ noradita CEN.PK113-7D MATa bazes. Celmi ilgstoSai

uzglabasanai turéti 0.9% NaCl, 15% glicerina -80°C temperatiira. Pirms ietoSanas tie tiek

izséti uz YPG (angl. yeast peptone glucose) agara platém un $ada veida uzglabati +4°C

temperattira ne ilgak par trim méneSiem un netiek parséti vairak ka piecas reizes.

3. tabula
Izmantotie CEN.PK113-7D MATa celmi
Table 3
Used CEN.PK113-7D MATa strains

Celmu genotipi

Strain genotype

Celmu nosaukumi
teksta

Strains in text

CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2 Aadel::kanMX4
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2 Aade2::kanMX4
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2 Aade4::kanMX4
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2 Aade5,7::kanMX4

prototrofs
Aadel
Aade2
Aade4
Aadeb,7
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CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2 Aade6::kanMX4 Aade6
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2 Aade8::kanMX4 Aade8
CEN.PK113-7D MATa MAL2-8C SUC2 Aadel6::kanMX4 Aadel7::kanMX4 Aadel6-17

2.3. Izmantotas barotnes un kultivéSanas apstakli

Celmus kultivé skidras SD (angl. Synthetic defined) barotnés, kuras ari médz dévét par
YNB (angl. Yeast nitrogen base) barotném. Viens litrs barotnes sastav no 100 mg CaCly,
100 mg NaCl, 500 mg MgSQO4*7H,0, 1000 mg KH2PO4, 5000 mg (NH4)2SO4. Nepieciesamie
vitaminu daudzumi, lai pagatavotu vienu litru barotnes, ir 2 ug biotina, 400 ug kalcija
pantotenata, 2 nug folijskabes, 2 mg inositola, 400 pg niacina, 200 pg p-aminobenzoskabes,
400 pg piridokstna hidrohlorida, 200 pg riboflavina un 400 pg tiamina hidrohlorida.
Mikroelementu salu daudzumi viena litra barotnes sagatavoSanai ir 500 pg H3BOs, 40 pg
CuSO4*5H20, 100 pg KI, 200 pg FeCls, 400 pg MnSO4+H20, 200 ng Na2MoO4*2H0,
400 pg ZnSOa4. Vienigais oglekla avots ir glikoze ar 2% koncentraciju. Lai kultivétajiem
celmiem nodroSinatu augsSanas apstaklus bez pieejama slapekla, papildus pagatavo skidras SD
barotnes bez slapekla avota - amonija sulfata (Dunham & Mitchell 2010). Celmus audze tris
dazados apstaklos: SD barotng, kura pievienots adenins (SD+), SD barotng, kura nav
pievienots adenins (ade-) un SD barotng bez pievienota slapekla avota (N-).

SD barotnei nepiecieSamos neorganiskos salus nosver un ieber stikla burka. Pievieno
papildus mikroelementu salus un vitaminus, ka art destilétu ideni un tad steriliz€ autoklava 20
miniites 121°C temperatiira. Nem veéra, ka SD salu maisijumam japievieno par desmito dalu
tilpuma mazak destiléta tdens, jo atseviski pagatavo 20% sterila glikozes Skiduma, kuru
pievieno klat tieSi pirms celmu inokul&Sanas. Papildus glikozei pievieno ari 70% etanola
iz§kidinatu tetraciklinu Iidz gala koncentracijai 7.5 ug mL?, lai samazinatu mikrobiologiska
piesarnojuma risku. SD barotnei, ko paredzets izmantot kultivéSanai fermentatoros, pirms
sterilizacijas papildus kalibré barotnes pH Iidz ~5.6, izmantojot 1 M KOH vai 1 M HCI
Skidumus.

No uzglabatajam celmu kulttiram izvélas atsevisku koloniju, kuru inokulé SD barotng.
Gadijumos, ja audze celmu ar auksotrofiju, pievieno atbilstoSo auksotrofijas faktoru — adeninu
vai histidinu -, lai gala koncentracija biitu 100 mg L™ (Kokina et al. 2014). Siinu suspensiju
inkubé 30°C temperatiira ar krati$anas atrumu 180 apgr. min* 12-24 stundas.

Stinu suspensijam, izmantojot kolorimetru, nosaka optisko blivumu jeb turbiditati (OD)

pie vilna garuma Asoonm. Lai nodroSinatu pietiekamu $iinu daudzumu un to atraSanos

eksponenciala augSanas faz€ uz periodiskas kultivacijas (angl. v. — batch growth) uzsaksanas
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bridi, Stinas inokul€ svaigas barotnés. ParséSanai nepiecieSamo tilpumu rékina péc formulas:

V. = Vgala El_c,’::lﬂa’“onga!a ik
x T

ODpakesk.*2t

Vx —no §tinu suspensijas nemamais tilpums, pL
Vgala 5. — barotnes tilpums §tinu pavairoSanai, mL
ODgala 3. — sasniedzamais OD pavairoSanas beigas, abs. v.
ODnaktsk. — ar kolorimetru noteiktais OD §tinu suspensijai, abs. v.
T — kopgjais inkubacijas laiks, h
t — pienemtais maizes rauga celma dalisanas laiks, h

2.4. Kultivacija fermentatoros

NepiecieSamais sakuma OD fermentatoros, kuros ir SD barotne ar visiem auksotrofijas
faktoriem ir ~1.0 abs. v., savukart barotném bez auksotrofijas faktoriem vai bez slapekla
nodro$ina sakuma OD ~2.0 abs. v.

Fermentatorus pirms un péc lietoSanas iztira un izskalo ar 96% etanolu un péc tam ar
destileétu udeni. Tiem pievieno SD barotni, kurai kalibréts pH un tetraciklina Skidumu 70%
etanola. Ar kokvilnas vati un aluminija foliju noslédz visas atveres, kas savieno barotni ar
argjo vidi. Ar aluminija foliju noklaj ar elektronisko mériericu portus. Ienakosa gaisa padevi
un parauga nemsanas atveri noslédz ar sleédziem. Fermentatorus sterilizé autoklava 20 miniites
121°C temperatiira. Pirms sterilizacijas uzsakSanas, japarliecinas, lai temperatiras regulacijas
nodalfjums fermentatora nebiitu noslégts. Preteéja gadijuma spiediena paaugstinaSanas to spétu
sabojat.

Eksponenciala augSanas faz€ esos$as Siinas izdala no suspensijas ar centrifiigu tris
miniites pie 4000 apgr. mint. Péc tam mazga divreiz ar sterilu destilétu @deni. Stinas
resuspendé svaigd SD barotn€ un sadala pa fermentatoriem, lai katram celmam biitu tris
biologiskie atkartojumi katra kultivéSanas barotn€. Pirms SGnu pievienoSanas fermentatoru
barotném pievieno glikozi un, ja nepiecieSams, trikstoSo auksotrofijas faktoru. Sterilitati,
pievienojot Siinas fermentatoriem, nodroSina ar liesmu.

Fermentacijai uzstada gaisa plismas atrumu 1.0L L, barotnes maisi$anas atrumu
300 apgr. min !, Kultivésanas temperatiiru uztur pie 30°C ar tidens cirkulaciju. Fermentatoru
gaisa izvadei pievieno dzesétaju ar auksta Gidens cirkulaciju, lai izvairitos no zudumiem
iztvaikoSanas dél.

2.5. AugSanas dinamikas un oglekla plismu mériSana

Uzsakot Siinu kultivaciju fermentatoros, suspensiju paraugus ievac uzreiz, tad divas

stundas kop§ audzésanas uzsaksanas un turpmak ik péc stundas lidz kultivacijas beigam. Stnu

suspensijas ievac no paraugu nemsanas atveres. Janem veéra, ka pirmie septini mL uzskatami
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par miruso tilpumu, jo atveré esoSas Sunas ir izol€tas no par€jas barotnes, tapéc miruso
tilpumu nolej nost. Tiek nemti divi mL suspensijas HPLC mérijumu veikSanai, viens mL OD
noteikSanai ka arT astoni mL trehalozes m&rfjumiem otraja un ceturtaja paraugu nemsanas
reize€. Piefiks€ iznemtos tilpumus no reaktoriem katra paraugu nemsSanas reiz€, jo talakos
aprekinos biis nepiecieSams zinat reaktoros atlikusas barotnes tilpumu.

HPLC (angl. High-pressure liquid chromatography) meériSanai paredz&tas S$tinu
suspensijas uzreiz péc iepildiSanas mikromégenés ieliek centrifiiga uz Cetram minitém pie
13000 apgr. min un atsiic supernatantu, izmantojot tiru §lirci un adatu. Supernatantu filtré
caur 0.22 um miliporu filtru jauna mikromégené un uzglaba -20°C temperatira lidz HPLC
mérjjumu veikSanai. Papildus sagatavo standartSskidumus ar zinamam glikozes, etanola,
glicerina, etikskabes un piruvata koncentracijam.

Mérfjumiem ar HPLC izmanto SEC (angl. Size-exclusion chromatograhpy) sadalisanas
metodi ar SH1011 tipa kolonnu, kas piem&rota oglhidratu un oglhidratu spirtu atvasinajumu
sadali$anai. M&rfjumiem uzstada 50°C temperatiiru, 0.6 mL min? mobilas fazes pliismas
atrumu, 30 bar spiedienu. Mobilai fazei pievieno sérskabi Iidz gala koncentracijai 5 mM un
tas injekcijas tilpumu kolonna ir 5 pL. Skabju (piruvata un sukcinata) koncentraciju
noteikSanai izmanto fotometrisko detektoru (PDA) un oglhidratu un spirtu noteikSanai
izmanto refrakcijas indeksa (RI) detektoru. Vielu koncentracijas aprékina péc
standartSkidumu kalibracijas liknes.

2.6. Oglekla plismu aprékini
2.6.1. Biomasa un celmu specifiskie augSanas atrumi
Biomasa tiek aprékinata péc optiska blivuma, ko izmeéra ar kolorimetru:

X = OD * xGD

X — biomasa, g L

OD — Optiskais blivums (turbiditate), abs. v.

Xop — Maizes rauga sausnas koncentracija uz OD vienibu, g L™ OD™

Nosakot sausnas koncentraciju uz OD vienibu slapekla badinatiem celmiem, ar HALO
VIS-20 spektrofotometru nomeérits, ka viena OD vieniba §iinu suspensijas satur 0.15 g L*
Sunu sausnas.

Izmantojot SLOPE funkciju datorprogramma MS Excel, pé& OD vértibu
naturallogaritma izmainam kultivéSanas gaita nosaka $iinu augSanas atrumu pmax. Liknes

slipums tiek aprekinats, nemot véra laika punktus, kuros veidojas linears liknes posms.
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2.6.2. Metabolitu raZoSanas un pat€rina atrumi
HPLC meéritajiem metabolitiem nosaka biomasas iznakumu uz pateréto substratu Yx/s

un biomasas iznakumu uz sarazoto produktu Y xp:

Y., — AX

X5 a8

Y x/s — Biomasas iznakums uz substratu, g mmol™
AX — Sarazota biomasa, g L

AS — Patérétais substrats, mmol L+
AX

Yyip = AP
Y xp — Biomasas iznakums uz sarazoto produktu, g mmol™
AP — Sarazotais produkts, mmol L*
Oglekla centrala metabolisma metabolitu specifiskos razoSanas vai patérina atrumus var

iegiit, dalot augSanas atrumu ar biomasas iznakumu attiecigi uz produktu vai uz substratu:
Bmax

Bmax H
=—Val
1 Yx/s 1 Yx/p

q — specifiskais razo$anas vai patérina atrums, mmol g ht
Iegtitos specifiskos raZzoSanas vai patérina atrumus izsaka oglekla vienibas, izmantojot

So formulu:

Gmemol = Qmmol * M¢

Nc — oglekla atomu skaits metabolita
Omcmol — specifiskais raZzoSanas vai patérina atrums oglekla atomu skaitam molekula,
mCmol gt h?
2.6.3. Makroskopiska oglekla bilance
Oglekla bilanci nepiecieSams rékinat, lai parliecinatos par metabolitu aprékinato
specifisko raZzoSanas vai patérinu atrumu savstarpgjo atbilstibu. Parbauda katram celmam
aprekinato koeficientu atbilstibu formulai:

l1=y.+z+d

Yc — biomasa nonakust oglekla dala no viena mCmol patéréta substrata

Z — produktu iznakums no viena mCmol pateréta substrata

d — oglskabas gazes iznakums no viena mCmol patéréta substrata

Ta ka glikoze ir vienigais oglekla avots fermentatoros notiekoSajai kultivacijai, tad,
rekinot makroskopisko oglekla bilanci, metabolitu razoSanas atrumus izdala uz patéréto

glikozi, izteiktus mCmolos. Biomasa nonakuSo oglekla daudzumu r€kina, izmantojot
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augSanas atruma koeficientu, kuru izdala ar biomola molmasu, tada veida izsakot augSanas
atrumu biomolos.

F-lmax

Ye =
MX * {Gglu,mcmol

Mx — Biomasas molmasa uz oglekla vienibu jeb biomols, g mCmol™. Pienem, ka Cmol
biomasas masa ir 26.4 g Cmol™ (Lange & Heijnen 2001).

Qoiumcmol — Glikozes specifiskais patérina atrums izteikts oglekla vienibas, mCmol g h-

Katram produktam atseviski aprékina to sastadito dalu makroskopiskas oglekla bilances
vienadojuma. Katra metabolita razoSanas atrumu izteiktu oglekla vienibas izsaka uz patéréto
glikozi. Oglskabas gazes sastadito dalu (d) rékina péc etanola sastaditas dalas
makroskopiskaja oglekla bilancg, parrékinot atbilstosi mCmolos. ST oglskabas gazes sastadita
dala ir minimali sagaidita Stnu kultivacijas gaita.

dp.mcmol
2= —

deiu.mcmol

Op.mcmol — produkta specifiskais razosanas atrums izteikts oglekla vienibas, mCmol g h-

Biomasas, metabolisma produktu un oglskabas gazes veidosana sastaditas oglekla dalas
summa jeb oglekla bilance norada, cik liela dala biologisko procesu ir nemta véra oglekla
plismas apskatei. Jo tuvaka §1 summa ir 100%, jo pilnigak var spriest par $tinas izmantotajiem
metaboliskajiem celiem un par izvElétas metodes pamatotibu to salidzinasanai. Bilances
iztriikums norada arT uz iesp&jamu papildus oglskabas gazes raSanos.

2.7. Trehalozes noteikSana

Trehalozes mérfjumiem paredz&to Stinu suspensiju ieliek centrifiiga uz trim minditém pie
4000 apgr. mint. Atsiic supernatantu un izdalitas §finas mazga vienreiz ar destilétu fideni, un
atkartoti izdala no suspensijas, izmantojot centriftigu. Atslic supernatantu, izmantojot §lirci un
adatu. Nomazgatajam Stnam pievieno 500 pL 1 M trihloretikskabes (TCA) Skiduma. Tas
uzglaba -20°C temperatiira.

Veicot meériSanu, TCA Skiduma esoSas Stnu suspensijas uzglaba vienu stundu
ledusvanna un ik pé€c 15 min $Gnu suspensijas resuspendé. No suspensijam izdala Stnas,
izmantojot centrifigu uz 10 min pie 12000 apgr. min™. Atsiic supernatantu un ielej to
mikromégeng. Izdalitajam Stnam pievieno 150 pL destiléta Gdens un resuspendé. Suspensiju
ievieto centrifiiga uz 10 min pie 12000 apgr. min™! un supernatantu pievieno klat ieprieks jau

ievaktajam supernatantam. Trehalozes daudzuma noteikSanai izmanto 0.2% antrona Skidumu,

-----
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koncentracijam (8.0 g L! trehalozes sérijveida atskaidijumi). Mikromégenés sapilina 70 pL
atsukta Stinu supernatanta divos atkartojumos un tam pievieno ar reverso pipetéSanu 330 pL
antrona Skiduma. Standartliknes izmantoSanai izmanto 10 pL trehalozes standartSskiduma,
kurai pievieno 60 pL destileta Gdens un 330 pL antrona. Mikromégenes ar reakciju
maisijumiem ievieto silditaja, kur tos karsé septinas min 100°C temperatiira un atdzesé lidz
istabas temperatrai. 96-bedriSu platé sapilina 175 pL izreaggjusa maisijuma divos
atkartojumos un méera absorbCiju pie Aezsnm. Trehalozes koncentraciju aprékina péc
standartliknes.
2.8. Sausnas koncentracija attieciba uz OD vienibu

Sausnas koncentracijas spektrofotometra OD vieniba noteik$anai izmanto 40 mL
kultivésanas beigas ievaktas $tnu suspensijas. Vienu stundu izkarsé 105 °C stikla m&genes,
kuras tiks izdalitas $tnas. M&genes atstaj eksikatora 20 min lidz tas atdziest. Nomark&tas
mégenes nosver ar analitiskajiem svariem. Stinu suspensijas atkausé 1idz istabas temperatiirai
un tam nosaka OD vértibu. Péc suspensijas OD noteik$anas 15 mL suspensijas ielej stikla
mégené divos atkartojumos un liek centrifiiga pie 4000 apgr. min™ uz trim miniitém. Atsiic
supernatantu. No §tnam noskalo barotni, pievienojot 10 mL iidens un tas resuspendgjot.
Suspensiju ievieto centrifiiga pie 4000 apgr. min™ uz trim miniitém. Skalo$anas procesu veic
pavisam divas reizes un beigas atstic supernatantu. Mégenes ar izdalitam $tinam zavé 105 °C
12-16 stundas un pirms nosvérsanas ieliek eksikatora lidz atdziest. No ieglitas sausnas masas,
panemta suspensijas tilpuma un noméritas OD vertibas aprékina sausnas koncentraciju
izmantota spektrofotometra OD vieniba.

2.9. Dehidrogenazu aktivitates noteikSana

Enzimu aktivitates mérjjumiem izmantotos celmus kultivé koniskas kolbas. Kad $tinas
ir sasnieguSas eksponencialo augSanas fazi, Stinu suspensijas pars€j koniskas kolbas, kuras ir
SD+, ade- vai N- barotne un kuras barotne neparsniedz piekto dalu koniskas kolbas tilpuma,
lai saglabatos optimala aeracija. Katrai barotnei Stinas kultivé tris atkartojumos. Inkubacija
norisinas 30 °C temperatiird ar aplveida rotacijas atrumu 180 apgr. min™t. P&c &etru stundu

! uz trim min. Siinas noskalo,

kultivéSanas Stnas izdala centrifiga pie 8000 apgr. min -
pievienojot tam destilétu Gideni un tas resuspendgjot. Stnas izdala no suspensijas, izmantojot
centrifiigu ar tadiem paSiem iestatijumiem ka ieprieks. Sanu skalo$anu veic pavisam divas
reizes un beigas atsiic supernatantu. Siinas resuspendé destiléta Gideni, un tam pievieno
digitoninu, I1dz ta gala koncentracija sasniedz 0.5% suspensija. Papildus pievieno ari proteazu
(aizkunga dziedzera, termolizina, himotripsina, tripsina un papaina) inhibitoru cOmplete™.
Suspensiju inkubé vienu stundu istabas temperatira, ik péc 15 min Stnas resuspendgjot.

Sagatavo reakcijas maisijumu, ar kuru noteikt $iinu enzimu aktivitati (5. tabula).
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5. tabula
Reakcijas maisijums enzimu aktivitates novertésanai
Table 5

Reactive solution for evaluating enzyme activity

Pievienota viela Galakoncentracija, M
Tris-HCI 0.2
Jodnitrittetrazolijs 96% etanola $kiduma 1.2* 103
Fenazina metosulfats 2.0*10°%

Pilinot tas 96-bedrisSu platiteé, Sinam veic serijveida atSkaidijumus un pievieno reakcijas
maisijumu ar jodnitrotetrazoliju (INT) un fenazina metosulfatu (PMS) 0.2 M Tris-HCI bufera
Skiduma. Plasu lasitaja pievieno parbaudamajai dehidrogenazei atbilstoSo substratu un
elektronu akceptoru (6. tabula). Noméra izmainas reakcijas maisijumu absorbcija pie vilnu
garuma Asgsnm. Nosaka enzimu aktivitati péc liknu lineara posma slipuma.

6. tabula
Enzimi un to izmantotie substrati un elektronu akceptori
Table 6

Enzymes and the utilized electron acceptors

Enzims Substrats Elektronu akceptors
Acetaldehida dehidrogenaze 3% acetaldehida Skidums NAD+
Alkohola dehidrogenaze 3% etanola Skidums NAD+
Glicera-3-fosfata 30 mM glicerina-3-fosfata NAD+
dehidrogenaze Skidums
Glikozes-6-fosfata 30 mM glikozes-6-fosfata NADP
dehidrogenaze Skidums

Enzimu aktivitati izsaka péc izdalita reakcijas produkta INT-formazana daudzuma. To
ieglist, izdalot iegiito suspensijas ODsgsnm ar INT-formazana ekstincijas koeficientu. Sagatavo
sérijveida INT atSkaidijumus sakot ar 2 mM koncentraciju. INT skidumiem pievieno Na2S203
lidz galakoncentracijai 20mM. Natrija tiosulfats reducé INT par INT-formazanu. Reakcijas
maistjumu sapilina 96-bedrisu plat€ un nosaka ODsgsnm. Ekstincijas koeficientu nosaka péc
iegiitas absorbcijas ltknes slipuma robezas no 0.00 lidz 0.30 ODsgsnm.

2.10. Statistiskas metodes
Standartnovirzes tika rékinatas no diviem vai trim biologiskajiem atkartojumiem. Dalai

datu, kas iegiti no fermentatoros kultivétajiem celmiem, pieejami tikai divi biologiskie
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atkartojumi fermentatoru trilkuma dgl. Lietojot programmu “R” caur Rstudio, veic Vilkoksona
statistisko testu, ja ieglitajiem rezultatiem pieejami tikai divi biologiskie atkartojumi, vai t-
testu, ja iegiitajiem rezultatiem pieejami tris biologiskie atkartojumi un ja datukopa ir
parametriska jeb atbilst normalsadalijumam. Statistiski bitiskas izmainas parbauda pie
bitiskuma ITmena a=0.05. Atbilstibu normalsadalijumam parbauda, veicot Sapiro-Vilka
statistisko testu (a=0.05). Datukopu dispersiju homogenitati parbauda, izmantojot F-testu jeb

Fisera statistisko testu divam datukopam.
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3. REZULTATI

CEN.PK 113-7D celmus audzgja fermentatoros un periodiskas augSanas kulturas (angl.
batch growth), kameér tas atradas eksponenciala aug8anas fazé. No kultivéSanas fermentatoros
ieguva tadus datus ka Stinu specifiskas augSanas atrumus un izmainas glikozes un vairaku
sinu produktu koncentracijas augSanas barotng. No kultivéSanas periodiskas augSanas
kultoras ieguva datus tadu parametru noteikSanai ka sausnas koncentraciju uz OD vienibu
izmantotajam HALO VIS-20 spektrofotometram (7. attéls), enzimu aktivitates novertéjumu
péc INT-formazana veidosanas suspensija (2. pielikums; 3. pielikums) un trehalozes
koncentraciju Stunu biomasa. Celmus audz€ tris dazados apstaklos: SD barotng, kura
pievienots adenins (SD+), SD barotn€, kura nav pievienots adenins (ade-) un SD barotn€ bez
pievienota slapekla avota (N-).

3.1 Izmainas $tinu augSanas parametros atkariba no augSanas barotnes

Apskatija tadus Stinu augSanas parametrus ka specifisko augSanas atrumu p (6. att€ls),
sausnas masu uz HALO VIS-20 spektrofotometra OD vienibu pie vilna garuma Agoonm (7.

attels) un glikozes patérinu q (8. attls).
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6. att€ls. CEN.PK 113-7D prototrofa un ta purinu de novo sintézes auksotrofu augSanas
atrumu salidzinajums SD+, ade- un N- barotn€s. Ar nogriezniem noraditas
standartnovirzes. Ar simbolu “*” noraditas statistiski biitiskas atSkiribas pie butiskuma
Itmena a=0.05.

Figure 6. Comparison of CEN.PK 113-7D prototroph and purine de novo synthesis
auxotrophs specific growth rates in SD+, ade- and N- growth media. Error bars
correspond to standartdeviation. Symbol “*” corresponds to statistically significant
differences with significance level a=0.05.

Specifiskais augSanas atrums atbilst ar spektrofotometru HALO VIS-20 noteikto OD

vertibu naturallogaritma un augSanas laika h taisnes slipuma koeficientam. Dala mérfjumu
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veikti tris biologiskajos atkartojumos, bet fermentatoru trikuma d€l pargjiem merfjjumiem
veica tikai divus biologiskos atkartojumus, kas ietekmé statistisko testu veiksanu.

Novero, ka dade8 un Aade4 celmiem statistiski butiski (biitiskuma Iimenis 0=0.05)
samazinas $tinu specifiskie augSanas atrumi, mainoties augSanas apstakliem no SD+ uz ade-
vai N-. Celma Adade4 gadijuma ari novéro, ka specifiskais augSanas atrums samazinas,
mainoties augSanas apstakliem no ade- uz N-. Pargjiem celmiem sagaidama lidziga sakariba,
kur N- vai ade- augSanas apstaklos $tinam biitiski samazinas specifiskais augSanas atrums,
salidzinot ar SD+ augSanas apstakliem, tomér biologisko atkartojumu trikums ierobezo

statistiski vertigu rezultatu iegiiSanu.
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7. att€ls. Sausnas koncentracija OD vieniba, izmantojot spektrofotometru HALO VIS-
20 pie vilna garuma Asoonm

Figure 7. Measurments of dry weight concentration in OD unit utilising
spectrophotometer HALO VIS-20 with wavelength Asoonm

Sausnas koncentraciju uz OD vienibu, izmantojot HALO VIS-20 spektrofotometru,
noteica trim auksotrofiem celmiem: Aade5,7, Aade8 un Aade2. Katram celmam sausnas
koncentracija uz OD tika noteikta divos atkartojumos. Pie butiskuma Iimena 0=0.05 netika
noteiktas statistiski biitiskas atskiribas starp auksotrofiem celmiem no prototrofa vienados
augSanas apstaklos, ka arT netika noteiktas statistiski biitiskas izmainas sausnas koncentracija
uz OD vienibu ikvienam no celmiem atkariba no augSanas barotnes. Vidgji sausnas
koncentracija uz OD vienibu noteiktajiem celmiem (7. attéls) SD+ barotng ir 0.150 mg mL™*
OD, ade- barotng ir 0.155 mg mL* OD™ un N- barotng ir 0.126 mg mL™* OD™.
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8. attéls. CEN.PK 113-7D prototrofa un purinu de novo sintézes auksotrofu glikozes
patérina salidzinajums SD+, ade- un N- augSanas barotnés. Ar nogriezniem noraditas
standartnovirzes. Ar simbolu “*” noraditas statistiski butiskas atSkiribas pie butiskuma
Iimena 0=0.05. Virs stabina novietots “*”” norada statistiski biitiskas izmainas, salidzinot
ar prototrofa augSanas apstakliem. Adenina badinatie celmi salidzinati ar slapekla
badinatu prototrofu.

Figure 8. Comparison of CEN.PK 113-7D prototroph and purine de novo synthesis
auxotrophs glucose uptake in SD+, ade- and N- growth media. Error bars correspond to
standartdeviation. Symbol “*” corresponds to statistically significant differences with
significance level a=0.05. Symbol “*” located above a bar corresponds to a statistically
significant difference compared to growth conditions of prototroph. Adenine starved
strains were compared to nitrogen starved prototroph.

Glikozes patérinu noteica péc izmainam glikozes koncentracija fermentatoros Stnu
eksponencialas augSanas laika. Glikozes koncentraciju attirita barotnes Skiduma noteica ar
SEC-HPLC. lzdalot $tinu augSanas atrumu ar biomasas iznakumu uz pateréto glikozi
mCmolos (Yxs), iegist glikozes patérinu. Biomasas iznakumu uz patéréto glikozi noteica no
glikozes koncentracijas atkariba no biomasas koncentracijas taisnes slipuma koeficienta.
Biomasas koncentraciju aprékina, reizinot suspensijas OD vertibu ar tados pasos augSanas
apstaklos noteikto sausnas koncentracijas koeficientu spektrofotometra HALO VIS-20 OD
vieniba pie vilnu garuma Agoonm.

Adenina badinatiem auksotrofiem celmiem Adade4, Aade5,7, Adade8, Aade6 un Aadel
novero palielinatu glikozes patérinu (0=0.05), salidzinot ar slapekla badinatu prototrofu. Par
adenina badinatu 4dadel6-17 uzskata gan ade- his-, gan ade- his+ barotn&s kultivétos celmus.
N- barotné palielinas glikozes patérin$ dade6 un Aadel6-17 celmiem (0=0.05), salidzinot ar
slapekla badinatu prototrofu.

Aplikojot katram celmam atseviski izmainas glikozes patérina atkariba no augSanas
apstakliem, visiem celmiem novéro tendenci, ka samazinas glikozes pat€rinS, mainoties
augSanas apstakliem no SD+ uz ade- vai N-. Auksotrofiem celmiem Aade4 un Aade8 $i

tendence ir statistiski butiska. Celmam Aade4 papildus novéro ari glikozes patérina
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samazinasanos, mainoties barotnei no ade- uz N-. Celmam Aadel6-17 novéro glikozes
patérina samazinasanos, mainoties barotnei no ade- his+ uz N-.
4.2.Izmainas oglekla centrala metabolisma pliismas

Oglekla centralas metabolisma plismas apraksta, salidzinot vairaku metabolitu un
biomasas razoSanas atrumus relativi glikozes patérinam. Ta ka glikoze bija vienigais Sinam
pieejamais oglekla avots, relativos glikozes produktu razoSanas atrumus attieciba uz iztéréto
glikozi dévé par oglekla plismam. No fermentatoros kultivétam §inam ieguva izmainas
oglekla plismu sadalijuma SD+ (9. att€ls), ade- (10. att€ls) un N- (11. att€ls) barotn&s.

Oglekla pliismas rekina, izdalot specifiskos metabolitu razo$anas atrumus mCmolos h*
gDW? uz glikozes patérinu tadas pa$as méervienibas. Specifiskos metabolitu razosanas
atrumus nosaka, izdalot §tinu augSanas atrumus ar biomasas iznakumu uz sarazota metabolita
daudzumu (Ywp). Biomasas oglekla plismas nosaka, izdalot biomasas iznakumu uz patérétas
glikozes daudzumu mCmol (Yxs) ar biomolu jeb biomasas empirisko molmasu uz vienu
oglekla vienibu. CEN.PK 113-7D biomols athilst 26.4 g mol? (Lange & Heijnen 2001).
Oglskabas gazes pliusmas rekina p€c izmainam etanola koncentracijas. Ta ka etanola
veidosanas procesa rodas ekvivalents daudzums oglskabas gazes, $o ar etanolu asociéto
daudzumu uzskata par minimali producéto oglskabo gazi.

Oglekla pluismu meérjjumu precizitati var ietekmét laika starpiba starp paraugu
suspensiju OD mérisanu un Skidumu sagatavoSanu SEC-HPLC mérjjumiem, jo abi Sie

mérijumi attiecas uz laika punktu, kura tika panemta suspensija no fermentatoriem.
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9. attels. CEN.PK 113-7D prototrofa un purinu de novo sintézes auksotrofu oglekla
plismu sadalfjums SD+ barotng. Ar nogriezniem noraditas standartnovirzes.

Figure 9. Comparison of CEN.PK 113-7D prototroph and purine de novo synthesis
auxotrophs carbon flux in SD+ growth media. Error bars correspond to
standartdeviation.

SD+ barotng, kura §tinam pieejamas visas nepiecieSamas izejvielas augSanai, ka galveno
produktu no glikozes ka substrata razo etanolu, kas vid&ji sastada ~53% oglekla bilances starp
visiem celmiem. Ar etanola razoSanu asociéta oglskaba gaze sastada ~27% no oglekla
bilances vidgji visiem celmiem. Vidgji starp visiem celmiem ~13% oglekla bilances sastada

biomasa, ~7% glicerols un 1% sastada acetats.
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10. attels. CEN.PK 113-7D prototrofa un purinu de novo sintézes auksotrofu oglekla

plismu sadalijums ade- barotné. Ar nogriezniem noraditas standartnovirzes. Ar simbolu
“*” noraditas statistiski bitiskas atSkiribas pie buitiskuma Iimena 0=0.05.

Figure 10. Comparison of CEN.PK 113-7D prototroph and purine de novo synthesis
auxotrophs carbon flux in ade- growth media. Error bars correspond to
standartdeviation. Symbol “*” corresponds to statistically significant differences with
significance level a=0.05.

Adenina badinato auksotrofu oglekla plismas tiek salidzinatas ar slapekla badinato
prototrofu. Vairakiem celmiem novéro statistiski butiskas izmainas (0=0.05) biomasas un
glicerola oglekla plasmu sadalijumos (10. attéls). Novéro samazinatu biomasas un palielinatu
glicerola oglekla plismu dalas ade- barotné kultivétajiem Aade5,7, Aade8, Aade6, un his-
barotné kultivétajam Adadel6-17 celmiem. Visievérojamakas izmainas noveéro adenina un
histidina badinatam Adadel6-17 celmam, kura biomasas oglekla plismu dala samazinas 2.55
reizes un glicerola oglekla pliismu dala palielinas 3.17 reizes, salidzinot ar slapekla badinatu

prototrofu.
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11. att€ls. CEN.PK 113-7D prototrofa un purinu de novo sintézes auksotrofu oglekla
plismu sadalfjums N- barotné. Ar nogriezniem noraditas standartnovirzes. Ar simbolu
“*” noraditas statistiski butiskas atSkiribas pie butiskuma Itmena o=0.05.

Figure 11. Comparison of CEN.PK 113-7D prototroph and purine de novo synthesis
auxotrophs carbon flux in N- growth media. Error bars correspond to standartdeviation.
Symbol “*” corresponds to statistically significant differences with significance level

0=0.05.

Slapekla badinatam auksotrofam Aade8 novero statistiski butisku (¢=0.05) izmainu
kopgja oglekla bilancg, salidzinot ar slapekla badinatu prototrofu (11. attéls). P&c kultivacijas
fermentatoros, izejot no SEC-HPLC mérijjumiem, konstat&ja, ka viens no Adade8 celma
biologiskiem atkartojumiem saturgja augstu etanola sakuma koncentraciju (2.97 g L), kas
visticamak radies $tnu inokulacijas bridi, kur ar etanolu un atklatu liesmu nodro$inaja
dalu dade8, Aadeb, Aade? un Aadel6-17 celmiem, salidzinot ar slapekla badinatu prototrofu.
Novero bitiski palielinatu glicerina oglekla plismu dalu Adadel6-17 celmam, kur ta
palielinajusies 2.56 reizes, savukart dade8 un Adade6 celmiem biomasas oglekla plismu dala
ir samazinajusies 2.03 reizes abiem celmiem, salidzinot ar slapekla badinatu prototrofu.

4.3. Izmainas rezerves oglhidrata trehalozes sastava

Trehalozes daudzumu noteica, izmantojot antrona metodi. Trehalozes vai citu

oglhidratu klatbiitné antrona Skidums sérskabé iekrasojas zila krasa, kuras intensitati méra ar

spektrofotometru.
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12. attels. CEN.PK 113-7D prototrofa un purinu de novo sintézes auksotrofu trehalozes
koncentracija biomasa Cetras stundas péc kultivacijas sakuma fermentatoros SD+, N-
vai ade- augSanas apstaklos. Ar nogriezniem noraditas standartnovirzes. Ar simbolu “*”
noraditas statistiski bitiskas izmainas pie butiskuma ltmena 0=0.05 starp noraditajiem
celmiem vai, salidzinot ar prototrofu lidzigos augSanas apstaklos.

Figure 12. Comparison of CEN.PK 113-7D prototroph and purine de novo synthesis
auxotrophs proportion of trehalose in cell biomass in SD+, ade- or N- growth media
during cultivation in fermentators. Error bars correspond to standartdeviation. Symbol
“*» corresponds to statistically significant differences between corresponding strains or
compared to prototroph in similar growth conditions with significance level 0=0.05.

Noveéro, ka trehalozes koncentracija biomasa SD+ barotné visiem celmiem ir ~2%.
Novérojama tendence N- un ade- barotnés trehalozes koncentracijai biomasa palielinaties,
kura tas sastavs vari€ starp celmiem un sastada 5-8% Stinu biomasas (12. att€ls). Auksotrofam
celmam Aade8 palielinas trehalozes sastavs bomasa ~3 reizes, mainoties augsanas apstakliem
no SD+ uz N-. Celmam Aade6 novéro, ka trehalozes koncentracija biomasa statistiski batiski
palielinas arT mainoties augsanas apstakliem no ade- uz N-. Salidzinot ar slapekla badinatu
prototrofu, novéro samazinatu trehalozes koncentraciju biomasa 4ade6 celmam. Auksotrofam
celmam Adadel6-17 nenovéro izmainas trehalozes koncentracija biomasa, mainoties barotnei.
Ta ka prototrofam SD+ augSanas apstaklos veikti tikai divi biologiskie atkartojumi, nevar
legiit statistiski vertigus rezultatus adenina badinatiem auksotrofiem, salidzinot tos ar

prototrofu.
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4. DISKUSIJA

Pétijuma tika aplikotas izmainas CEN.PK 113-7D purinu de novo biosintézes

auksotrofu celmu metabolisma, salidzinot ar prototrofu, atkariba no to augSanas apstakliem.
4.1. Stinu reakcija uz slapekla vai adenina badinasanu

Viens no parbauditajiem parametriem ir specifiskais augSanas atrums (6. attéls). legiitais
specifiskais aug§anas atrums SD+ barotné kultivétajiem celmiem varié robezas no 0.3-0.4 h%,
Noteikto augSanas atrumu var salidzinat ar J. F. Nijkamp et al. (2012) un A. Hagman et al.
(2013) veiktajiem pétijumiem, kur tika izmantots §is pats CEN.PK 113-7D celms lidziga
augsanas barotn€. J. F. Nijkamp et al. (2012), kur parbaudija nepiecieSamibu p&c biotina
raugu celmiem, §is celms tika audzgts periodiska kultiira koniskas kolbas ar augSanas atrumu
0.38 h'l. A. Hagman et al. (2013), kur salidzinaja vairaku raugu sugu Crabtree izpausmi, $is
celms tika kultivéts fermentatoros aerobas periodiskas kultturas, kur novéro vidéjo augSanas
atrumu ~0.29 h. Salidzindjumi norada, ka augSanas atrumi var variét vienam un tam pa$am
celmam lidzigos augSanas apstaklos. Abos mingtajos pétijumos (Nijkamp et al. 2012;
Hagman et al. 2013) izmantota sintétiska minimala barotne, kuras sastavs veidots péc C.
Verduyn et al. (1992) apraksta. Salidzinot SD+ ar ade- vai N- barotném, novérojama tendence
augSanas atrumiem samazinaties 2.5 reizes. Samazinatais augSanas atrums SD+ barotné
auksotrofam celmam Aadel6-17, kas, salidzinot ar prototrofu, samazinajies ~2.6 reizes,
norada, ka iesp&jams ADE16 un ADE17 génu mutacija pati par sevi varétu ietekmeét Stinas
fiziologiju, tomér $§1 darba ietvaros pietriikst biologisko atkartojumu, lai iegitu statistiski
nozimigus secindjumus.

Glikozes patérinam noveéro lidzigas tendences ka izmainam augSanas atrumos (8. attéls).
Vislielakais glikozes patérins$ noverots SD+ barotné. Metabolisma oglekla plismu produktiem
novaditais ogleklis izteikts uz noteikto glikozes patérinu katram celmam.

Ta ka maizes raugs oglekla limitacijas apstaklos saglaba ~50% enzimatiskas
masingrijas, jo Tpasi metaboliskos celos (Yu et al. 2020), sagaidams, ka slapekla badinatam
Sinam samazinatos masa ribosomu degradacijas dél. Ir novérojama S§ada tendence gan
prototrofam, gan auksotrofiem celmiem (7. attéls), tomér pietrikst biologisko atkartojumu, lai
legiitu statistiski nozimigus secinajumus. Adenina sausnas koncentracijas meérijumus ietekmé
noveérojums, ka to optiska turbiditate palielinas, palielinoties Stinas izméram (Kokina et al.
2014).

Trehaloze ir rezerves oglhidrats, kas akumul&jas, Stinam eksponenciali augot. Tadi vides
stresi ka baribas vielu trikums sp€j ierosinat trehalozes sintézi (Eleutherio et al. 2015), ko ar1
novéro ade- vai N- barotn&s kultivétajiem celmiem (12. attéls). Cetras stundas p&c kultivacijas

sakuma periodiskas kultiiras koniskas kolbas SD+ barotné trehalozes sastavs biomasa noteikts
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~2% visiem kultivétajiem celmiem, savukar N- un ade- barotn€s biomasas sastavs vari¢ un
sastada 5-8% Stnu biomasas. Ta ka trehalozes sastdvs biomasa adenina badinatiem
auksotrofiem celmiem palielinas lidzigi ka slapekla badinatiem celmiem, var spriest, ka
adenina trukums izraisa lidzigu atbildi uz stresu ka slapekla trukums.

Auksotrofam celmam Aadel6-17 novéro lidzigu trehalozes sastavu biomasa neatkarigi
no izmantotas barotnes. Ir zinams ka tie$i pirms ADE16 un ADE17 kodéta purinu de novo
sintézes posma rodas starpmetabolits 5'’-fosforibozil-5-amino-4-imidazola carboksamids
(AICAR). AICAR un ar1 sukcinil-AICAR (SAICAR) uzkraSanas regulé purinu sintézi
transkripcijas Iiment un Siem starpmetabolitiem ar1 ir zinama regul&josa funkcija Stinas fosfatu
patérina (Pinson et al. 2009). AICAR un/vai SAICAR darbiba veicina Baslp un Pho2p
transkripcijas faktoru mijiedarbibu, ka rezultata pastiprinas purinu sintézes génu transkripcija.
Pho2p ir transkripcijas faktors PHO regulonam, kas regulé fosfatu patérinu $tna (Pinson et al.
2009). Ta ka auksotrofajam celmam Adadel6-17 nenovéro izmainas trehalozes sastava
biomasa SD+, N- un ade- (his+ un his-) barotnés, iespgjams AICAR vai SAICAR arT ir loma
Stnas atbilde uz slapekla trilkuma stresu.

4.2. Glicerina un biomasas loma oglekla plismu veido$ana prototrofam un auksotrofiem
celmiem

Iegiito oglekla plismu sadalfjuma rezultatus var salidzinat ar A. Hagman et al. (2013)
veikto pétijumu, kur fermentatoros kultivéja dazadu sugu raugus, tostarp maizes rauga
CEN.PK 113-7D celmu. A. Hagman et al. (2013) pétijjuma ieguva vairaku metabolitu un
oglekla plismu produktu iznakumus uz patérétas glikozes daudzumu, kuru vidi ietilpst $aja
darba apskatitais etanols, glicerols, acetats un biomasa. A. Hagman et al. (2013) noteica, ka
eksponencialas augsSanas fazes laika CEN.PK 113-7D celmam rodas vid&ji 0.38 Yetonscic (§ O
Y, 0.14 Yaiomassiaic (9 ), 0.03 Yaiycerosic (g g-1) un 0.02 Y acetarescic (9 g1), kas, parrékinot
oglekla plismas, atbilst 49% etanola, 16% biomasas, 3.1% glicerola un 1.6% acetata plismu
sadalijumamnno glikozes uznemta oglekla. SD+ barotné kultivetie celmi uzrada lidzigu
oglekla plismu sadalijumu ka prototrofa etanolam (~52%), acetatam (~2.0%) un biomasai
(~13%), tomér glicerola oglekla plismu dala ir ~1.6 reizes lielaka neka A. Hagman et al.
(2013) novérotas. Ta ka A. Hagman et al. (2013) pétijjuma tika izmantota lidziga, bet ne
identiska barotne, ka ari tika veikti tikai divi biologiski atkartojumi, nevar spriest par
biutiskam novirzém plismu sadalijuma, salidzinot Sos prototrofu rezultatus. Japiebilst, Saja
pétljuma iegitais prototrofa auganas atrums ir 0.4 h kas ir ~1.4 reizes lielaks ka A.
Hagman et al. (2013) noteiktais augsanas atrums (0.29 ht).

Kultivéjot ADE génu knock-out mutantu celmus, novéro palielinatu no glikozes

uznemta oglekla plismu pievadi glicerola veidoSanai (dade5,7, Aade8, 4ade6 un 4adel6-17)
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ade- barotng, salidzinot ar N- prototrofu. Diviem no Siem knock-out celmiem novéro
samazinatu oglekla plismu dalu glicerola veidosana (4ade8 un Aade6), salidzinot ar N-
prototrofu, kas liecina par atskirigu $o divu auksotrofu celmu reakciju uz adenina vai slapekla
trikumu barotné. Japiebilst, ka 4ade8 celmam N- barotné noteikta makroskopiska oglekla
bilance bitiski atSkiras no prototrofa celma un to iesp&jams savilkt tikai [idz ~70%. Novero
arT makroskopiskas oglekla bilances iztrikumu 4ade6 (~80%) un 4adel (~70%) celmiem, kas
gan nav statistiski butiski. Iztrikums varétu liecinat par aerobas elpoSanas norisi, kur varétu
rasties papildus oglskaba gaze, kas oglekla plismu aprékinos netika ieklauta. Aerobas
elposanas norise liecinatu, ka Siinas mainijuSas savu metabolismu no alkohola fermentacijas
uz fermentativi-respirativu metabolismu.

Auksotrofais celms Aadel6-17 uzrada visizteiktakas atSkiribas no N- prototrofa gan
ade-, gan N- barotné, kur tas uzrada samazinatu oglekla plismu dalu biomasas veidosanai, bet
palielinatu — glicerina veidoSanai. Domajams, ka Sadas izmainas rodas AICAR uzkrasanas
del, jo ADE16 un ADE17 génu kodg&tais posms ir p&dgjais purinu de novo sintézes cela posms
pirms inozitol monofosfata (IMP) sazarojuma (4. att€ls). lepriek$€ja posma produkts ir
AICAR.

Palielinata oglekla plismu dala glicerola veidoSanai iespéjams rodas NAD™ reciklésanas
del. Sinas veido glicerolu, lai uzkratu citoplazmas reducgjoso potencialu NADH par NAD*
(1. attéls). NAD" biosintéze patéré ATP, kas to padara atkarigu no purinu de novo sintézes,
kad trikst ATP (Pinson et al. 2019). Ta ka auksotrofie celmi nespgj sintez&t de novo adeninu,
iesp&jams ierobezotais ieksStinas ATP daudzums rada nepiecieSsamibu reciklét citoplazmas
NADH par NAD", palielinot glicerola oglekla plismu dalu.

4.3. Ar centralo oglekla metabolismu saistito dehidrogenazu aktivitate

Prototrofam un trim auksotrofiem celmiem (4ade5,7, 4ade8 un Aade2) papildus noteica
Setru ar centralo oglekla metabolismu saistitu dehidrogenazu aktivitati. Sos rezultatus var
salidzinat ar glikozes vai oglekla metabolitu raZzoSanu (2. pielikums; 3. pielikums). Salidzinot
glikozes patérinu ar glikozes-6-fosfata dehidrogenazes aktivitati (2. pielikums), novéro, ka
glikozes-6-fosfata dehidrogenazes aktivitate nemainas, mainoties barotnei. Ta ka adenina
badinatiem celmiem samazinas glikozes paterins, mainoties barotnei, var spriest, ka glikoze
tiek uznemta 1eénak samazinata augSanas atruma dél. Salidzinot specifisko etanola raZzoSanas
atrumu ar alkohola dehidrogenazes aktivitati (2. pielikums), novéro trikumus izmantotaja
metodeé. Celmam Aade5,7 nenovéro alkohola dehidrogenazes aktivitati, kaut ari ar SEC-
HPLC veiktie m&rfjumi norada etanola koncentracijas palielinasanos $tinu barotné. Celmam
Aade2 nezinamu iemeslu dél ari novérota zema alkohola dehidrogenazes aktivitate SD+

barotné. Salidzinot specifisko glicerola razoSanas atrumu ar glicerola-1-fosfata
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dehidrogenazes aktivitati (3. pielikums), novéro, ka 4ade8 un dade6 nemainas glicerola-1-
fosfata dehidrogenazes aktivitate ade- barotng, salidzinot ar N- barotni, kaut art ar SEC-HPLC
iegiitie rezultati uzrada tadu pasu glicerola razosanas atrumu ka SD+ barotné. Celmam Aade2
glicerola-1-fosfata dehidrogenazes aktivitate ir lidziga visas barotnés. Salidzinot specifisko
acetata razoSanas atrumu ar acetaldehida dehidrogenazes aktivitati (3. pielikums), 4ade5,7
nenoveéro acetaldehida dehidrogenazes aktivitati ade- barotn€, kas sakrit ar SEC-HPLC
noverojumiem, tomér §is pats celms uzrada arT samazinatu dehidrogenazes aktivitati N-
barotng, salidzinot ar SD+. Ar SEC-HPLC veiktie noveérojumi uzrada tieSi palielinatu
specifisko acetata razoSanas atrumu N- barotng, salidzinot ar SD+. Celmi 4ade8 un dade2
uzrada I1idzigas sakaribas ka HPLC veiktajos m&rfjumos.

Ta ka dazi no veiktajiem novérojamiem nesakrit ar sakaribam, kuras noteiktas ar SEC-
HPLC oglekla metabolitu mérjjumiem, §is metodes rezultati ievietoti pielikuma (2. pielikums;
3. pielikums).

Novero, ka ir tendeces auksotrofiem celmiem samazinat savu augSanas atrumu un ari
glikozes patérinu, Stnas paklaujot slapekla vai adenina badinasanai (6. att€ls; 8. attéls).
Iznémums ir 4adel6-17 celms, kura aug$ana un glikozes uznemsana izpauzas atSkirigi no
pargjiem auksotrofajiem celmiem, domajams, AICAR akumul&sanas dél. Sis starpmetabolits
pastiprina purinu de novo biosintézes cela darbibu, pastiprinot ADE génu transkripciju caur
Bas1p transkripcijas faktoru (Rébora et al. 2001). Vairakiem auksotrofiem celmiem (dade), 7,
Aade8, Aade6 un dadel6-17) novéro tendenci ade- barotné palielinaties uznemtas glikozes
oglekla plusmu dalai glicerola veidoSana, savukart oglekla plismu dalai biomasas veidoSana —
samazinaties. No Siem celmiem A4ade8 un dade6 noveéro samazinatu oglekla plusmu dalu
glicerola veidosana. Slapekla badinatiem celmiem Jade8, Aade6 un Aadel novéro
makroskopiskas oglekla bilances iztrikumu, salidzinot ar prototrofa celmu. Auksotrofam
celmam Aade8 sis iztrukums ir statistiski batisks, salidzinot ar prototrofa celmu. Auksotrofam
celmam dadel6-17 novéro visizteiktak samazinatu oglekla plismu dalu biomasas veidoSana

un palielinatu oglekla plismu dalu glicerola veidoSana gan ade-, gan N- barotnés.
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5. SECINAJUMI
Stinu sausnas koncetracija viena OD vieniba samazinas slapekla badinatam
CEN.PK 113-7D prototrofam un Aade5,7, 4ade8 un dade2 purinu auksotrofiem
celmiem, savukart barotn€ bez adenina vai pilnaja SD barotn€ Siinu sausnas
koncentracijas uz OD vienibu ir lidzigas;
Purinu auksotrofie celmi wuzrada lidzigu oglekla plismu sadalfjumu un
makroskopisko oglekla bilanci pilnaja SD barotng, salidzinot ar CEN.PK 113-
7D prototrofu;
. Adenina vai slapekla badinati purinu auksotrofie celmi uzrada Iidzigu
makroskopisko oglekla bilanci ka slapekla badinats prototrofs, iznemot
auksotrofos celmus Adade8, dade6 un Adadel, kuriem novéro oglekla bilances
iztrikumu barotng bez slapekla;
. Purinu de novo sintézes mutacijas ietekmé glicerola metabolismu slapekla un
purinu badinaSanas laika;
CEN.PK 113-7D purinu de novo sintézes posmu knock-out mutantiem gan
adenina badinasana, gan ari slapekla badinasana izraisa trehalozes
koncentracijas pieaugumu $tinu biomasa;
. Purinu auksotrofais celms 4adel6-17 atskiras ar oglekla plismu sadali barotngs
bez slapekla vai bez adenina, augSanas atrumu, glikozes patérinu un trehalozes

koncentraciju $tinu biomasa no prototrofa un pargjiem auksotrofiem celmiem.
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PIELIKUMI



1. Pielikums

Pentozu fosfatu metaboliska cela shéma maizes rauga
Supplementary 1

Scheme of the pentose phosphate pathway in S. cerevisiae
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2. Pielikums

A - Specifiskais glikozes patérin$ qei, MM g h; B — Glikozes-6-fosfata
dehidrogenazes (G6PDH) aktivitate izteikta pec INT-formazana veidosanas, mM min
gDW; C - Specifiskais etanola razo$anas atrums qeion, MM g h't; D — Alkohola
dehidrogenazes (ADH) aktivitate izteikta péc INT-formazana veido$anas, mM min™t
gDW,

Supplementary 2

A — Specific glucose uptake e, MM gt hl; B — Activity of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) expressed by INT-formazan production, mM min* gDW-.
C — Specific production of ethanol gewon, MM gt hl; D— Activity of alcohol
dehydrogenase (ADH) expressed by INT-formazan production, mM mint gDW1,
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3. Pielikums

E - Specifiskais glicerola razo$anas atrums qaly, MM g* h'l; F — Glicerina-1-fosfata
dehidrogenazes (G1PDH) aktivitate izteikta pec INT-formazana veidosanas, mM min
gDW; G - Specifiskais acetata razo$anas atrums qace, MM gt h'l; H — Acetaldehida
dehidrogenazes (AcetADH) aktivitate izteikta péc INT-formazana veidosanas, mM
mint gDW™,

Supplementary 3

E — Specific production of glycerol geiy, MM gt hl; F — Activity of glycerol-1-
phosphate dehydrogenase (G1PDH) expressed by INT-formazan production, mM min
1 gDW. G — Specific production of acetate gace, MM gt hl; H— Activity of
acetaldehyde dehydrogenase (AcetADH) expressed by INT-formazan production, mM

mint gDW™,
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