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KOPSAVILKUMS

Darba tika parbaudita maizes rauga stresa izturiba purinu triikuma gadijuma.

Ietekme uz izdzivotibu tika novértéta audz€jot gan auksotrofu, gan prototrofa celmu
Stinas barotnés ar atSkirigu oglekla avotu un purinu sastavu, péc tam visus paraugus paklaujot
subletalam oksidativajam, termiskajam vai vaju skabju stresam stresam un novert&jot
izdzivotibu.

Darba konstatéts, ka adenina trikums izraisa visu tris pétito stresu izturibas pieaugumu.
Oksidativa stresa izturibas pieaugums var tikt izskaidrots ar elpoSanas piecaugumu purina
trikuma gadijuma, bet termiska un vaju skabju stresa izturiba nepieaug pie oksidativa oglekla
avota, bet to ietekmé& guanina klatbiitne. Rezultati lauj secinat, ka purinu badoSanas izraisita
stresa izturiba nav izskaidrojama tikai ar Siinu arestu vai palielinatu elpoSanu, bet ari

signalcelu iesaisti izturibas fenomena.

Atslégas vardi: adenins, guanins, oksidativais stress, karstuma stress, acetata stress,

oglekla avots, S. cerevisae, badinasana



SUMMARY

Stress resitance of S. cerevisae in case of purine starvation was researched.

To assess changes caused by purine starvation auxotrophic and prototrophic yeast
strains were grown in media with varying carbon and purine content and exposed to sublethal
oxidative, thermic and weak acid stress.

Ade starvation elicited an increase of resistance to all three researched streses. Only the
oxidative stress resistance can be explained by switch in carbon metabolism. Thermic and
weak acid stress resistance was not increased when grown on galactose, but it was influenced
by guanine adition. Results imply that stress resistance of purine starved cells can not be
explained by a cell cycle arrest or an increase of respiration alone and intracellular signaling

is likely involved.
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SATURS

IZMANTOTIE SAISINAJUMIuccooooueseesseesssssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssesssssssssssssssssssssessssssssanns 6
N D 1 T 7
1. LITERATURAS APSKATS ..ooureeeeeetusseessessssssessssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssessssssssssesssssssssssssssssns 8
1.1. Maizes rauga Saccharomyces cerevisiae rakStUrojumS .........ouerereeneeseesmeenseessesssessesssessens 8
1.2. Galaktozes un glikozes MetaboliSMS. ...t s s ssessssssseens 11
1.3. Maizes rauga S. cerevisiae SUDIETAlais STrESS ...urrereerreererseeserseesesseessessessssessessssssseens 12
1.3.1. OKSIAALIVAIS SLIESS weuerererseerrerseermseesmeesssessessssessssessssssssessssessssessssssssssssssssss st sessssessssesssssssssssass 12
1.3.2. ACELALA STIESS ittt bbb bbb bbb R R s 13
1.3.3. TEIrMISKAIS STIESS vuuureueerseerreeseermeesmeesssssessssessssessssssssessssessssesssssssssssssssss et sessssessssesssssssssssass 14

T4 AUKSOTTOfT]AS i tuureuerureesreiseesstese e seeesesssess s es bbb s a s ER s et 14
1.5. Purinu n0zime S. CEreviSiae SUNA........oureereesreessesssseessessssesssessssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssans 15

2. MATERIALI UN METODES .....cosmeeestusssesssssssssessssssssssessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssnesssssssssnnns 18
2.1. CelMU iZCEISIMES APTAKSES c.ucuueerreueeseesseisseesseiseseesseesesssesssssssessse s bbb sess s ss s 18
N 0 1=V = LT o 18
2.3, BATONES ettt b b 19
D - U =) o - PP 22
2.5. Eksperimenta KOP&ja SNEMA ...ccuuveeermseermeerresseeesseessseesssesssessssesssssssssssessssesssssessssssssssssessssesssssssans 23
2.6. Subletalo stresu apstaklu NOtEIKSANA ... e ees e sesssessaes 25
2.7. Purinu pieejamibas ietekmes novertgjums uz $inu stresa izturibu......oeeveeesreessreennee 26
2.8. DALU AP SLIAAE ouveeeererereeeeeeeeseessesseesseessesssesssessse bbb s eessesss s £ase bbb s bbb e 26
2.9. Ipatngja augsanas Atruma 1€ZUSANE@ . .ueesssssrrreeeessssssssssmsssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssanns 27
2.10. FACS analize DNS daudzZumarm STNES ... eeesseessmessseesssessmssssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssaes 27

3. REZULT AT ..oostieeeeetuuseessssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssns 28
3.1. DNS daudzuma merjjumi R5.0 STUNES......ccrerremememeersmensseessseessesssssssesssssessssesssssssssssssssssesssessaes 30
3.2.1zdz1votibas noteik§ana PEC SIIESA .. sress s ssssessssesssss s ssessssessass 31
3.2.1. TermiSKaiS SOKS ..uuereereeseeeseerseessessssessssesssessssssssessssesssssssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssessssesssnees 31
3.2.2. OKSIAALTVALS SEIESS wuuerurerueerseeseersseesseesssesssseesssesssssssesssssssssssssessssessssesssssssssssssssssssesssssssessssesssnees 33
3.2.3. ACELALA SIIESS it e 34

3.3. Sarma ietekme uz izdzivotibu paragos, Kur pievienots GUA ......coeneneeereesseesseesseesseenne 35
3.4. [ZAZIVOLTDAS PATSKALS w.euceeceeeeeeeeesseesseesseiseessebseesss s esssesss s sss s bbb s b bbb 37

4. DISKUSIJA oottt ses s 38
4.1. Barotnes sastava ietekme uz $UNas iZAZTVOtTDU..cucerereerreeesseerseesssessseeseesssesssessessssessnens 39



4.1.1. PEC OKSIAATIVA SEIESA cvveeurerrriisssssesisesssssssss st st sssssssssssssssssss s s sssssssssss st st s s s sssssassssssnsasanes 39

4.1.2. PEC RATSTUIMA SOKA cooueuueereeereiseeuseiseesesetssssessssss s sesse s ee s s s b sessssss s sss s bbb 39
4.1.3. PEC etiKSKADES SEIESA..ucuuieuiiuieureiseeseiseteeiseessse e sseesse s bbb s sss s bbb 40

4.2, TUrPMAKIE PEETIUINL c.vveveserescereeseresseesseesseess s s ssssssessssesssesssessssessssess s ssssssssesssssesssssssesssasssnees 40
SECINAJUMI ..ooueevteesessssesesssssesssssssssssssssssssasssssssassesssssssesssssssesssssasssssssansssssasssssssasnsssssasnesssssssesssssanns 42
PATEICIBAS ....ooeeseerreessssssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssnnns 43
IZMANTOTA LITERATURA .....oossreresmnssssssesessssessssssssssssssesssssasssssssasssssssasessssasessssssnessssssnesssssanns 44



IZMANTOTIE SAISINAJUMI

ATF — Adenozintrifosfats

cAMP - cikliskais adentna monofosfats

DNS — Dezoksiribonukleinskabe

GDF- guanintdifosfats

GTF — guanintrifosfats

kvv- koloniju veidojosa vieniba

MPA — mikoferolskabe

NADH - nikotinamida adenina dinukleotids

OREF — transkripcijas sakuma kodons

PKA — proteinu kinaaze A

ROS — (anglu val. — reactive oxygen species, jeb skabekla radikalis)
YPD — (anglu val. — yeast peptone dextrose) — rauga peptona glikoze



IEVADS

Saja bakalaura darba ir apskatita Maizes rauga subletalo stresu izturiba, atkariba no
purinu pieejamibas. Sis raugs cukuru sp&j metabolizét gan oksidativi, gan fermentativi, tam
pielagojot savu transkriptu sastavu. Lidz ar oglekla avota mainu, mainas ar1 $tinas pasibas un
stresa izturiba, tas zinams jau no pétjjumiem par Stnu IpaSibu mainu atkariba no augSanas
fazes, kura kultura atrodas — prezizak, parslédzoties no fermentacijas uz elpoSanu, kulttrai
ieejot stacionaraja faze.

P&tijumi uzradijusi, ka adenina badinatam $tinam ir augsta zavéSanas izturiba. Adenina
badinatas Siinas areste Siinas ciklu un straujak elpo, literatiiras dati liecina, ka tas veicina $tinu
stresa izturibu. Saja darba izmantojot dazadus ogle]a avotus un pievienojot dazadus purinus,
tika pétita adenina badoSanas izraisita stresa izturiba.

St darba mérkis ir parbaudit adenina badinato $@inu izturibu subletalo stresu apstak]os.

Darba merkis: novertét maizes rauga izdzivotibu péc dazadiem subletaliem stresiem,
atkariba no purinu pieejamibas.

Darba uzdevumi:

Novertét purinu ietekmi uz $tinu augSanu

Noteikt subletalo slieksni termiskajam un oksidativajam stresam

Novertet ferment&jama un oksidativi fermentativa oglekla avota ietekmi uz izdzivotibu.

Novertét guanina pievienoSanas ietekmi un izdzivotibu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Maizes rauga Saccharomyces cerevisiae raksturojums

Maizes raugs Saccharomyces cerevisiae ir viensinas séne, kas neveido micéliju. S.
cerevisiae Sunas ir ovalas vai olveidigas formas, ar raksturigiem izmériem 3- 8§ X 5-10 um,
veido askus ar vienu Iidz Cetram apalam askusporam. Rauga $iinas var vairoties dzimumiski
haploida forma, péc divu haploidu sapliisanas veidojas diploidas Stnas, notiek kariogamija,
kam seko meijoze, kuras rezultata rodas askusporas (sk. 1. att.). Diploidas Siinas var ari
turpinat pumpuroties (Crous P. W. et al. 2009, Slaighter J. C. 2003). S. cerevisiae ir Skirti
dzimumui o un a, lai notiktu haploidu sapliSana, Sinam ar atskirigiem dzimumiem janonak
ciesa kontakta. o Stinai atrodoties tuvuma a Siinai tiek izdalits a-faktors, kas apstadina a Stinas
augSanu (Hammond J. R. M. 2003). Dzimuma faktors atrodas lokusa MAT, ja taja ir géns a —
raugam bis a dzimums, ja a, attiecigi oo dzimums. Neskatoties uz to, ka S. cerevisiae vienmer
var bt tikai MATa vai MATa, mobilo genétisko elementu dél dzimums var tikt mainits

(Brock T. D, Madigan M. T. 1988).
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1. attels. S. cerevisiae dzives cikls. Att€ls ar modifikacijam no www.singerinstruments.com

Figure 1. The life cycle of S. cerevisiae. Picture with modifications from www.singerinstruments.com

S. cerevisae jaunas $iinas veido pumpurojoties. Pumpurojoties rauga $tina pagarinas un
péc DNS dubultosanas jaunais kodols migré uz pumpuru. P&c jauna kodola iekliiSanas
pumpura, tiek izveidota $tinas sienina starp jauno pumpuru un mates $tinu. Ja pumpuri nespgj

atdalities, veidojas pseidohifas (Tortora G.J. et. al. 1989). Ta ka jauns pumpurs sak veidoties



Sunas cikla Gl fazé, péc Siunas izskata iesp&ams noteikt kada Sunas cikla faze ta

atrodas(sk.2. att€lu)(Lew D.J., Reed S.I. 1995).
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2. att. S. cerevisiae morfologija attieciga $tinas cikla fazeé. Ar modifikacijam no Tortora Lew D.J., Reed S.I.
1995.

Figure 2. S. cerevisiae cell morfology in various phases of the cell cycle. With modifications from Lew

D.J., Reed S.I. 1995.

Visam eikariotu $iinam raksturigas fazes tiek izdalitas péc tajas notiekoSajiem
procesiem — G; faz€ Siina tiek aktivi uznemtas baribas vielas un sintez€ti tai raksturigie
proteini, S fazé€ kodola notieck DNS daliSanas, G, fazgé $iina aug izmé&ros un M fazg notiek
mitoze (Baumanis, Krimina 2015). Ja vid€ iestdjas baribas vielu izsikums, tad Siina ieiet
miera, jeb Gy faze, kura ta var palikt pat l1dz Siinas navei, bet iziet no tas, ja vide atkal paradas
baribas vielas (Shi, Tu 2013).

Parasti Siina nav viena, bet populacija, kura tiek paklauta Iidzigiem argjas vides
apstakliem, pieméram, periodiskaja kultiira. Sada kultira var raksturot tiis stadijas — lag faze,
eksponencialas augsanas (log) faze un stacionara faze. Sis fazes var noteikt grafiski attglojot
dzivotspéjigo $tinu daudzumu kultiira attieciba pret laiku (Walker 2000). ST fazu attieciba un
ilgums liela méra atkariga no ar&jas vides apstaklim — temperatiiras un pieejamas baribas
daudzuma (Torija et al. 2003). Lag fazes Siinas pielagojas jauniem apstakliem, tapéc grafiski
nebiis redzama kultiiras augSama, log fazei raksturiga strauja augSana — periodiska kulttiras
dubultosanas, stacionarajai fazei raksturiga augSanas apstaSanas, jo baribas vielas vidé ir
izsikusas (Klosinska et al. 2011; Todar 2012).

Biokimiski Stinas stadiju var raksturot p&c taja uzkratajiem transkriptiem, maizes
raugam tiek izskirtas trTs stadijas (sk. 2. att€lu) G;=2S, G,2>M un M—>G, (Bertoli C. ef al.
2013).
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3. attéls. S. cerevisiae Stnas cikls. Ar parmainam no Bertoli C. et al. 2013

Figure 3. The cell cycle of S. cerevisiae. With changes from Bertoli C. ef al. 2013

Tapat ka daudziem mikrooganismiem, arT maizes raugam izskir vairakus celmus, tie ir
labi izpétiti raugi, kuru genotips ir zinams un kosekvents. S. cerevisae ir eikariots, kura kodola
atrodas 16 hromosomas. Maizes rauga genétika ir labi izpétita, vairaku celmu genomi
nosekvenéti un anotéti. Kopgjais nosekvenétais genoms 13 392 kb, kura ir 6,604 ORF, no
kuriem 78% ir zinamas funkcijas (Anonymus 2016; Campbell ef al. 2003) . Ir pieejamas ar1
plasas datubazes par rauga genétiku un funkcionalajiem g€niem, piemé&ram,
www.yeastgenome.org, www.euroscarf.de.

Viens no iemesliem kadeél maizes raugs ir eikariotu Stinu modelorganisms, ir ta saméra
vienkar$a kultivacija. Sis raugs spgé augt gan aerobi, gan anaerobi. Ta kultivacijas
temperattira ir no +5 lidz +35°C un ta augSanai nepiecieSsams kads no ferment&jamiem
cukuriem, mikroelementi, makroelementi un vitamini. Baribas vielu prasibas un to daudzums
dazadiem celmiem var atskirties (Campbell ez al. 2003).

Rauga latiniskais nosaukums Saccharomyces — "cukura séne" — norada uz ta sp&ju iegtt
energiju no cukura. Sis raugs cukuru sp& metabolizét gan oksidativi, gan fermentativi.
Glikoze tiek Skelta glikoliz€ Iidz piruvatam fruktozes-bis fosfatu cela. Piruvats var tikt

fermentéts par CO, un spirtu vai noardits Krebsa cikla.
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Pastéra efekts nosaka piruvata noardiSanas celu - anaerobos apstaklos tas tiks parversts
etanola, aerobos — CO, Noverotais Pastéra efekts raugos rada, ka aerobos apstaklos tas ir
sp&jigs sarazot 20 reizes vairak biomasas, jo anaerobos apstaklos cukura fermentacijas
process nem virsroku. (Schlegel H.G. 1995.) S. cerevisae ir novérojams ari krebtr1 efekts, kad
fermentacija noris ar1 aerobos apstaklos, jo §ada veida glikoze tiek metabolizéta atrak. Lai
krebtr1 efekts tiktu novérots, glikozes koncentracijai jabut lielakai ka 0,9g/L (Fugelsang,
Edwards 2007)

1.2. Galaktozes un glikozes metabolisms

S. cerevisae metabolisma sp€j patérét dazadas heksozes, bet neparstrada vairumu
oligosaharidu, kas rodas hidroliz&jot cieti, neizmanto celulozi, hemicelulozi, cellobiozes vai
vairumu pentozu (Glazer, Nikaido 2007). Saja nodala tiks apskatits glikozes un galaktozes
metabolisms, jo §1s heksozes ir izmantotas rauga audzeéSanai Saja darba.

Normalos apstaklos no glikozes tiek iegiita energija glikolizes cela, t.i., no vienas
glikozes molekulas tiek iegttas 2ATF, 2NADH un 2 piruvata molekulas. iegtitais NADH
atkal tiek oksidéts aerobos apstaklos oksidativaja fosforiléSana vai fermentacijas cela, kad
stna ir zems NAD+ daudzums (Fugelsang K.C., Edwards C.G. 2007; Tortora 1989).

Glikolizes cela darbojoSies enzimi sp€j atskirt tikai noteiktu heksozi — a-D-glikozi,
tapec, lai maizes raugs spétu no galaktozes ieglit energiju ta sakuma japarveido par a-D-
glikozi. ST parveidosana notiek Leloir celd, kura piedalas pieci enzimi (sk. 4 att.)( Timson D.J.
2007) tie ir galaktozes mutorotaze, galaktokinaze, uridililtransferaze, UDP-4-epimeraze un
fosfoglukomutaze. ST parveido$ana ir §iinai neizdevigs process, jo nepiecie$ami resursi visu
enzimu razoSanai, tapéc fermentacija galaktozes gadijuma nenotiek — tas rada parak maz
ATP. L1dz ar to, piruvats tiek novirzits Krebsa cikla un pieaug kultiras prasibas péc skabekla

(Paike 2008).
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4. attels. Leloir cels, kura galaktoze tiek parvérsta glikozes-6-P. Ar modifikacijam no
http://blog-imgs-51.fc2.com/p/u/t/purposesurpassurplus/Leloir_pathway2.png

Figure 4. Galactose is transformed into glucose-6-P in Leloir pathway. With
modifications from http://blog-imgs-51.fc2.com/p/u/t/purposesurpassurplus/
Leloir_pathway2.png

1.3. Maizes rauga S. cerevisiae subletalais stress

Raugu un citu viensiinas organismu génu ekspresija notiek atkariba no signaliem, kas
nak no arvides, ja apstakli, kuros organismi dzivo strauji pasliktinas, tieck mainita génu
ekspresija un palaisti stresa atbildes mehanismi, kas lauj pardzivot ieprieks letalus apstaklus
(Mager et al. 1993). Sadus apstak]us sauc par stresa apstakliem, bet subletalais stress ir tads
stress, kas nomac organismu augSanu, bet nav pilniba letals populacijai, no latipu val. — “sub”
— dalgjs, ne lidz galam.

Saja darba tika parbaudita S. cerevisize purinu (adenina) auksotrofa celma R5.0

subletalu stresu izturiba. Konkrétie stresi, kadi tika pielietoti ir aprakstiti $aja nodala.

1.3.1. Oksidativais stress

Skabeklis maizes raugam nepiecieSams sakot no oksidativas fosforiléSanas lidz sterolu
un nepiesatinato taukskabju sintézei, tomeér skabekla klatbtitne Stina rada nevélamu oksidativo
stresu — dazadu aktivo skabekla radikalu (ROS) veidoSanos, kas boja Stunu (Gibson et al.
2008), ROS bojajumi var skart lipidus, DNS un enzimus. Lai novérstu So skabekla radikalu
nevélamo iedarbibu uz Stunu, pastav dazadi mehanismi gan citosola, gan mitohondrijos,
piemeram superoksida dismutazes (SOD) un glutationa peroksidazes (Griotti 1998).
PieaugoSs oksidativa stresa atbildes transkriptu daudzums noveérots, kad S§tna izsikst

ferment€jamo cukuru daudzums (Gibson B. R. et al. 2008), piem&ram, Saja situacija aktivé
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SOD] transkripciju, kas kodeé mitohondrialo Mn atkarigo superoksid-dismutazi. Lielakajai
dalai oksidativa stresa aizsardzibas molekulu ir nepiecieSami reducétie ekvivalenti NADHH"
un NADPHH', kas reducé oksidétos savienojumus (Breitenbach et al. 2012).

Atseviski petijumi pat uzrada, ka ROS S. cerevisiae spgj ierosinat programmetu $iinas

navi (Madeo et al. 1999).

1.3.2. Acetata stress

Etikskabe ir vaja organiska skabe, kas dabiski rodas S. cerevisiae metabolisma cela
fermentacijas procesa. Etikskabes pK, vertiba ir 4,76, lidz ar to etikskabe ir nedisociéta forma
pH vértibam esot zem 4,76 . Sada forma etikskabei ir antimikrobialas Tpasibas, jo ta sp&j brivi
difund@t caur Stinas membranu un nonakot citoplazma, kur pH>5, un ta dissoci€ acetata un
H' jonos (Taherzadeh et al. 1997). S.cerevisize $ina nedisociéta etikskabe difundé ari
caur Fpslp — akvagliceroporina kanaliem (sk. 5. att.) (Giannattasio et al. 2013).

Kad siina ir paaugstinats protonu limenis, ATPazes protonu siiknis Pmalp tos virza ara
no Stinas — tas ir process, kas patéré daudz ATF, lidz ar to samazinas biomasas iznakums un S.
cerevisiae sak intensivak fermentet, lai atgitu zaudeéto ATF daudzumu (Casey et al. 2010).
ATF izsikums $tina noved pie baribas vielu trikuma, jo ipasi auksotrofos celmos, kas pasi
nespéj sarazot tiem nepiecieSamas vielas un uzpem tas no vides ar aktivo transportu (Ding et
al. 2013). Ja argjas vides pH>4,76, etikskabe ir dissocijusi acetata un protona, tad acetats ar
jonu transportieru palidzibu nonak $iina un tiek parvérsts acetilkoenzima A un talak piedalas

Stinas metabolisma, ieejot Krebsa cikla (Whiting 1977; Giannattasio ef al. 2013).
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5. attéls. Akumulg&jusies protonu $tina izraisa bojajumus un ROS veidoSanos. Attéls ar
modifikacijam no Giannattasio S. et al. 2013
Figure 5. Proton acumulation in cytosol causes cell damage and acumulation of ROS.

Picture with modifications from Giannattasio S. et al. 2013
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Attela 5. redzams, ka protonu uzkraSanas rezultata radusSies skabekla radikali boja
Stnas struktiiras, citohroms c tiek atbrivots citosola un noved pie mitohondriju bojaejas.
Petijumi liecina, ka atkariba no etikskabes koncentracijas S. cerevisiae var izskirt gan
programmétu, gan dabisku navi. Etikskabes koncentracijas, kas zemakas par 80mM noveéroti
tadi apoptozes markieri ka hromatina kondens€Sanas gar kodola membranu un DNS

fragment€Sanas (Ludovico et al. 2001).

1.3.3. Termiskais stress

Ka jau Saja darba tika minéts, S. cerevisiae aug temperattras no +5 lidz 35°C, ja vides
temperatiira parsniedz +35°C, raugs nonak termiskaja jeb karstuma stresa. Literatira minéts,
ka tas veicina S. cerevisiae Siinas arestu G, faz€ un no 500 parbauditiem proteiniem, aptuveni
300 proteinu sint€zes apjomi samazinas (Mager, Ferreira 1993), tas ir skaidrojams ar
temperatiiras ietekmi uz proteiniem — tai paaugstinoties, proteini denaturgjas, lidz ar to
proteinu sintiz&ze biitu nelietderigs, pat Siinai bistams process.

Ta ka vienSiinas organismi nespgj aktivi regulét savu temperattru, 1idz ar to ir ]oti
jutigi uz apkartgjas vides temperatiiru, tiem nepiecieSams mehanisms, lai izdzivotu, vides
temperatiirai mainoties uz nelabvéligu. Raugiem, temperattirai paaugstinoties virs optimalas
augSanas temperatiiras, ir speciala sisttma, ko sauc par HSR (anglu val. “heat shock
response” — karstuma Soka atbilde), So stavokli pavada aktiva Hsps — karstuma Soka proteinu
sinteéze (Walker 2000). Parasti Hspfl transkripcijas faktora aktivétu génu ekspresija notiek
apméram 20 — 40 minites, vairums $o génu darbojas ka Caperoni un palidz karstuma Soka
bojatos proteinus salocit pareizi, vél aktivs ir ubikvitins, ka zinams, tas iezim& bojatos
proteinus to iznicinasanai, $is mehanisms palidz $iinai atbrivoties no bojatiem proteiniem, kas
var biit potenciali bistami (Morano ef al. 2012; Mager, Ferreira 1993.).

Paaugstinata temperatiira intensivak notieck membranas lipidu nevélama oksidacija,
lidz ar to redzams, ka termiskais stress noved pie oksidativa stresa Stna (Piper 1995), tapat ka

tas bija noveérojams etikskabes stresa gadijuma.

1.4. Auksotrofijas

Eikariotu genétiska inzenierija alternativi dazadu antibiotiku rezistences izmanto$anai,
tiek lietoti auksotrofie markieri, tas nozimé, ka prototrofam celamam tiek apzinati sabojati
kadi no géniem, kas kod€ kada biosintézes cela enzimus. legiitie mutanti sp€j augt tikai vide,
kur pieejamas visas augSanai nepiecieSamas vielas, taja skaita tas, ko mutaciju rezultata vairs

nespej sarazot pasi (Brock, Madigan 1988). So ipasibu var izmantot transformacija, lidz ar
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velamo génu organisma atkal ievietot kadu bojato sint€zes génu, ta organisms atkal pats spes
sarazot kadu sev nepiecieSamo vielu (Pronk 2002). Tomer ir petijumi, kas norada, ka Sajos
auksotrofajos celmos notiek art nevélamas fiziologiskas blakusparadibas. Pieméram, p&tijums
ar CEN.PK leicina auksotrofu celmu uzrada, ka $adam celmam, lai augSanas Iikne lidzinatos
prototrofa celma Iiknei, barotné japievada daudz vairdk leicina ka teorétiski biitu
nepiecieSams (Cakar et al. 1999). Eksperimenta, kur parbaudita $adu auksootrofu celmu stresa
izturiba pieradits, ka pie pienemta aminoskabju daudzuma, celmu stresa izturiba samazinas,
bet pievienojot nepiecieSamas aminoskabes 5 reiz vairak, izturiba atgriezas prototrofa celma

izturibas robezas (Gomes 2007).

1.5. Purinu nozime S. cerevisiae Sina

Saja darba izmantots celms, kas ir adenina auksotrofs — tas nespgj sintezét purinus.
Kopuma purini ir tris — adenins, i0Zins un guanins, 6. atteéla redzams, ka visi tris purini tiek
sintiz€ti viena metabolisma cela, ta ka darba izmantotajam celmam RS5.0 ir defektivs ade8
geéns, tas nespgj sintiz€t nevienu no puriniem.

Purini ir cikliski slapekla savienojumi, kas sastdv no viena piecloceklu un viena
seSloceklu cikla ar diviem kopigiem oglekla atomiem, katra cikla divi no locekliem ir slapekla
atomi (Berg et al. 2002). Tie ir ne tikai DNS sastava, bet ietilpst arT tadu nozimigu biologisko
molekulu ka ATF, NAD(P)H, FADH, CoA un cAMP sastava, tadejadi nodrosSinot energijas
un signalu parnesi §tina (Braun-Falco ef al. 2000; Zaikov 2004).

Purini §tinas ir nozimigas molekulas, kas darbojas taja gan strukturala, gan energétiska,
gan signalcelu Itmeni. Pretji augstakiem organismiem, raugiem uz $iinas virsmas nav
purinergisku receptoru — tie nespgj uztvert no argjas telpas purinu signalus, bet novérots, ka
glikozes klatbiitne tie sekrete ATF arja vidé (Esther Jr. ef al 2008). Literatiira ir izteiktas
teorijas, ka rauga $iinas noteikta ATF/GTF proporcija ir svariga augSanas procesiem un GTF
trikums var€tu izskaidrot dazu mutantu augSanas trauc€jums (Saint-Marc et al. 2009).
Petijumos, kur izmantota mikoferolskabe (MPA), lai inhibétu GMP razoSanu no inozitol
monofosfata (IMP) novérots, ka proporcionali MPA pievienoSanai pieaug ar1 Stinu daliSanas
laiks, bet sistémai pievinojot guaninu, daliSanas laiks atkal nostabiliz€jas normas robezas

(Ecobar-Henriques et al. 2001).
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6. att€ls. Purinu de novo sintézes celi S. cerevisiae. Attels ar modifikacijam no Saint-Marc ef al. 2009.

Figure 6. Purine de novo synthesis pathway in S. cerevisiae. Picture with modifications from Saint-Marc et

al. 2009.

Purinu signali $tna arT parnes informaciju par baribas vielam, ta parslégSanas no
elpoSanas uz fermentéSanu notiek ~20 mM glikozes, ap So pasu koncentraciju glikoze ar1
aktivé cAMP sintezi. Saharoze un glikoze ierosina cAMP siglnalus, bet mannoze darbojas ka
antagonists. Gprl sasaiste ar glikozi ierosina GTF saites veidosanos (aktivo Gpa2 formu), tas
stimulé adenil-ciklazes darbibu, rezultata palielinas cAMP daudzums (Busti 2010). So
signalcelu sauc par Ras-PKA signalcelu, tas nodroSina $tinu augSanu pie pietickosa oglekla
avota. Raugam ir divas Ras kinazes izoformas — Ras1 un Ras2 (Conrad et al. 2014).

RAS2, kas piesaista GDP, ja Stnas ir augusas uz galaktozes, uz glikozes auguSam
Stunam $ada saistiSanas nenotiek. SaistiSanas notiek ar1 atkariba no temperattiras — optimala
saistianas t 37°C (nav parbaudita temperatiira 30 °C) (Tamanoi et al. 1984). Pret&ji Ras2 —
Rasl tiek izslégts, raugam augot uz nefermentéjama C avota. RAS2(t° jutigs) un ras1- mutanti
tiek bloketi G1 stadija un nepumpurojas. RAS2 mutanti uzkraj baribas vielas un sporulé pilna

barotn€ (Tamanoi et al. 2011).
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cAMP atkariga PKA piedalas ar1 DNS bojajumu kontroles punkta. No pétijumiem ar
mutantiem chklA zinams, ka PKA var kavét $tinu pareja no metafazes uz anafazi. Adenilat
ciklazes pozitivi regule cAMP daudzumu §iina, to negativi regulé divas fosfodiesterazes. Ras1
un Ras2 atkariba no ieksSSitinas glikozes daudzuma aktivé adenin ciklazi (Wood, Sanchez
2010).

Ar G proteinu saistitais receptors GPCR atbild par arpussiinas glikozes uztverSanu, ta
darbojas ka signala parnes€js starp glikozi un tas inducétiem transporteriem. Augot uz
neferment&jama substrata PKA aktivitate ir zema, augot uz glikozes PKA aktivitate ir augsta,
bet trukstot kddam svarigam baribas elementam aktivitate kritas. Ras aktivacija vél nav
izpétita, iesp&jams to aktivé glikozes katabolisma cela raduSies metaboliti, bet ir zinams, ka
Ras aktivé PKA ar ieksSiinas vides paskabinasanu ka arT ar GTF saistita Ras piesaisti (adenil
ciklazes) protetniem Srv2/CAP. Interesanti, ka cAMP aktivacija stacionaras fazes $iinas ir

nevélama, jo veicina ROS daudzuma pieaugumu (Conrad et al. 2014).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Celmu izcelsmes apraksts

Darba tika izmantoti vairaki S. cerevisiae celmi:

CEN.PK - prototrofs, a dzimuma haploids celms, davana no H. Nielsen, Somija

H1346 ir uz CEN.PK bazes veidots celms (CEN.PK2 (H1346) (MATa leu2-3/112 ura3-

52 trp1-289 his3A1 MAL2-8° SUC) davana no H. Nielsen, Somija

R5.0 (H146 AADES)

CEN.PK iegiits krustojot ENY.WA-1A un MC996A, H1346 ir auksotrofs celms, kas
radits no CEN.PK. H1346 atskiriba no CEN.PK nespgj sarazot uracilu, leicitu, triptofanu un

histidinu. R5.0 izveidots no H1346 celma, tam “izsitot” Ade8 génu, kas atbild par purinu

sintézi.
2.2. Aparatiira
Petfjuma izmantota aparatiira uzskaitita 1. tabula.
1.tabula
Aparattira
Table 1
Equipment used in this work
Aparatiira Razotajs Valsts
Equipment Producer State
Laminaras plismas skapis —
Faster Italija
Flow fast V
Kratitajs — inkubators ES —
Biosan Latvija
20/60
Maisitajs Bio Vortex VI Biosan Latvija
UV/redzamds gaismas Amersham
Lielbritanija
spektrofotometrs Ultrospec 2100 pro | Biosciences
Sigma
Centrifiga 1 — 14 Vacija
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Meonabopmexn

Termostats TC-80M PSRS
uKa
Kratitajs OS 20 Latvija
Biosan
Eppendorf
Centrifiiga 5810 R Viacija
Prestige
Autoklavs 2100 Classic Anglija
Medical
Analitiskie svari BP110S Sartorius Vacija
Plasu lasitajs Infinite 200 Pro Tecan Austrija
Kratitajs — inkubators New
Eppendorf Vacija
Brunswick Scientific I26R
Hanna
pH — metrs pH 211 Rumanija
instruments
Termobloks Bio TDB-100 Biosan Latvija
™ [-26 Stackable Shakers
Eppendorf Vacija
Svari "Boeco” Boeckel Vacija

YPosglikoze

1% Bacto Yeast
2% Bacto Peptone
2% glikoze

YPovigalaktoze
1% Bacto Yeast

2% Bacto Peptone
2% galaktoze

2.3. Barotnes

19



SD (sintétiska barotne)
0,1g CaCl, 2H,O
0,1g NaCl

0,5g MgSo4" 7TH20

1g KH,PO4

5g (NH4),SO4

Iml 1000x salu maisijums

2ml 1000x vitamTnu maisijums

AtsSkaida ar destilétu tideni Iidz 11

1000x salu maisijums

500mg borskabe

40mg CuSO4 ' 5H,O

100 mg KI

200 mg FeCl3 ' 6 H,O

400 mg MgS0O4 "H,O

200 mg Na;MoO4 2 H,O

400 mg ZnSO4 "7 H,O

AtSkaida ar destilétu tideni Iidz 11

1000x vitaminu maisijums

2 mg biotins

400 mg CoH;7NOs

2 mg folijskabe

2000 mg inositols

400 mg niacins

200 mg p-aminobenzoskabes

400 mh piridoksin HCI

200 mg riboflavins

400 mg tiamin HCI1

AtSkaida ar destilétu tideni Iidz 11
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YP2glikoze agara plates
1% Bacto Yeast

2% Bacto Peptone
2% glikoze
2% agars

YPoosglikoze 100mM acetata plates

1% Bacto Yeast
2% Bacto Peptone
2% glikoze

3% agars

100mM acetats

pH tiek panakts ar KOH pievienoSanu lidz noteiktajam pH 4,5

Reagenti

P&ttjuma izmantotie reagenti uzskaititi 2. tabula.

2 .tabula
Izmantotie reagenti
Table 2

Reagents used in this work

Nosaukums RazZotajs Valsts
CaCl,  2H,0O Sigma-aldrich Vacija
NaCl ENOLA ES
MgSo4 - 7TH20 Sigma-aldrich Vacija
KH,PO4 Sigma-aldrich Vacija
(NH4)2SO4 Reahim PSRS
Glikoze Enola Latvija
Galaktoze Sigma-aldrich Vacija
Agars Biolife Italija
Acetats Sigma-aldrich Vacija
30% H,0, Sigma Vacija
Adenins Sigma Vacija
Guanins Sigma-aldrich Vacija
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Nosaukums RazZotajs Valsts
Histidins Sigma Vacija
Uracils Sigma Vacija
Triptofans Sigma Vacija
Leicins Sigma Vacija
Vitamini Sigma-aldrich Vacija
Barotnes sastavdalas

Bacto Yeast Biolife Italija
Bacto Peptone Biolife Italija

2.4. Materiali

P&tfjuma izmantotie materiali uzskaititi 3. tabula.

3.tabula
Izmantotie materiali
Table 3

Materials used in this work

Nosaukums RazZotajs Valsts

96 laucinu PCR plates Sarsted Vacija

Petri plates Sarsted Vacija

Pipesu uzgali Sarsted Vacija

Mehaniskas pipetes Jencons ASV

100-1000 ul

20-200 ul

5-50 ul

0,5-10 ul

Daudzkanalu  mehaniskas Eppendorf Vacija
pipetes

30-300 ul

10-100 ul

0,5-10 ul

Slirce 20 ml B-Braun Vacija

Filtri 0.2 um SMI-LabHut Lielbritanija
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Parafilma Bemis ASV

2.5. Eksperimenta kopéja shema

Lai pétitu purinu sastava ietekmi barotné uz Siinas subletalo stresu izturibu, sakuma
visiem stresiem tika atrasts stresora stiprums un iedarbibas ilgums, pie kura nomirst vismaz
90%, bet ne visas $tinas no strauji augosas kultiiras.

Subletala stresa izturiba tika parbaudita strauji augo$am kulturam, kuru optiskais
blivums (OD) neparsniedz 2 OV. Visi eksperimenti sakas, pagemot no svaigas YPD plates
R5.0 celma koloniju un inokulgjot nakts kultiira SD barotn€ ar 2% glikozi vai galaktozi (200
rpm, +300C, aptuveni 22h). Nakamaja diena tika izmerits kultiiras OD un tas parsétas kolbas
ar pilno SD barotni. Inokulé$anai nepiecieSamais nakts kulttiras daudzums tika aprékinats, lai
eksperimenta uzsakSanas bridi kultiru OD bitu robezas no 1 Iidz 2, uzskatama darbibas

shéma att€lota 7. att€la B dala.
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Figure 7. Overall scheme of the experiment’s setup

Visi eksperimenti, kuros tika veikta $tinu badinaSana, notika péc 7. atteéla redzamas
shémas. No katra celma tika inokul&ta nakts kulttira, kas tika parséta kolba péc ~20-22h, lai
eksperimenta sakuma kultiiras biitu aptuveni OD 1. Sakot badinasanas etapu, Stinas tika divas
reizes nomazgatas un pars€tas jaunas barotnés ar eksperimenta nepiecieSamo barotnes sastavu
(SD +uratleuttrp+his+ade; SD +ura+leu+trp+his; SD +ura+leu+trp+hist+gua vai atseviskos
gadijumos SD +ura+leuttrp+his +2M KOH lidz 2,5mM). Talak Sajas barotnés Stnas tika
audzetas 4h, péc kuram tas atkal tika divas reizes nomazgatas un atSkaiditas ar sterilu tideni,

un ievietotas vidg, kas rada aktualo stresu (gala OD 1).
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Pec eksperimenta stresa dalas Stinas tika divas reizes nomazgatas destiléta tideni. Lai
noteiktu Siinu izdzivotibu izmantota Siinu 10 kartigi serialie atSkaidijumi, kas pilinati uz
agarizétam platém. Sada metode lauj noteikt §iinu izdzivotibu plasa spektra no 0,001 % lidz
100 % (Welch et al. 2013).

Skaidijumu veik$anai tika izmantotas 96 laucinu PCR plates, pirmaja rinda iepildot pa
200 wl $tinu kultiras ar OD 1, bet katra nakamaja rinda, kulttru atSkaidot 10 kartigi.

Ta iegiistot pat OD 1°10™ kultiiru, no kuras 5 ul tika uzséti uz YPD agara plates (7. att.
D), veicot tris tehniskos atkartojumus katram no trTs biologiskajiem atkartojumiem, ieguistot
devinus pilienus, kas kopa reprezenté vienu parauga kopu. Plates tika inkub&tas +30°C 24h,
péc kuram manuali tika saskaititas kvv katra Sul piliena, rezultati apkopoti MS Office Excel

programa.

2.6. Subletalo stresu apstaklu noteik§ana

Katram stresam aptuvenas robezas tika mekl&tas literattira. Vadoties no atrastajiem
datiem, tika atlasiti stresoru parametri parbaudiSanai:

oksidativajam stresam inkub&Sana 10mM H,O,, varigjot laiku — 10, 30, 50 un 70 min,
pec katra laika punkta sasniegSanas, tris Stnu paraugi tika divas reizes nomazgati, veikti
vairaku kartu atSkaidijumi un paraugi uzséti uz YPD agara platém ar 2% glikozes sastavu.

termiskajam stresam variétas tika temperatiiras sakot no 50 lidz 55 °C, visas
temperatliras paraugi tika inkub@ti 10 min un p&c noteikta laika, Siinas tika divas reizes
nomazgatas, veikti vairaku kartu atSkaidijumi un paraugi uzséti uz YPDagara plateém ar 2%
glikozes sastavu.

acetata stresa gadijuma netika veikta adekvata stresora punkta parbaude, bet izvéloties
100mM etikskabes koncentraciju un YPD plates pH novests lidz pH 4,5, jo Sinam $ads pH
nav bistams, bet piemérots, lai acetats biitu nedisociéta forma un spetu difundet stinas.

Katra stresa gadtuma ar kontroli tika veiktas tiesi tadas paSas darbibas — barotnu maina,
mazgasana, uzsésana uz platém veicot Skaidijumus, bet Siinas netika paklautas stresam. Visas
plates tika inkub&tas +30°C 24h, péc kuram manuali tika saskaititas kvv katra Sul piliena,
rezultati apkopoti MS Office Excel programa.

Izdzivotiba péc stresa tika aprékinata ka kvv/ml stresam paklautajam Stinam kvv/ml

kontrolei.
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2.7. Purinu pieejamibas ietekmes noveértéjums uz Siinu stresa izturibu

Bakalaura darba laika tika novertéts purinu un oglekla avota ietekme uz S$iinu stresa
izturibu, tas tika darits vari€jot purinu sastavu barotné un oglekla avotu, izmantojot gan
fermentativu, gan dal&ji fermentativu cukuru.

Oksidativa stresa gadijuma, 1 OD tika panakts 1 ml Stinas ar optisko blivumu 1, pilniba
atdalot no skidras fazes un resuspendgjot 990ul sterila Gidens, tad suspensijai pievienojot 10ul
30% H,0,., lai OD atkal buitu 1. Inkubacija 10mM H,0O; notika 50 mintites, péc tam Stnas
tika divas reizes nomazgatas sterila tident.

Termo Soka parbaudes gadijuma, péc 4h badinasanas etapa (7. att. B), 1 ml Stinu tika
nomazgatas un iepilditas 1,5 ml plastmasas stobrinos, lai optiskais blivums bitu precizi OD 1
un paraugi inkubéti 10 min 53 °C temperatiira.

P&c abiem iepriekSmin&tajiem stresiem S$iinas uzreiz tika divas reizes nomazgatas un
talak veikts atSkaidijumu tests, vieglakai koloniju saskaitiSanai uz platém.

Kontroles gadijuma tika izlaista stresa dala un $iinas péc nomazgaSanas no barotné€m ar
atSkirigo sastavu (7. att. B) uzreiz atSkaiditas par vairakam kartam un uzsétas uz YPD plateém
ar 2% glikozi, bet acetata stresa gadijuma Stnas tika uzs€tas uz YPD acetata platem ar 2%

glikozi.

2.8. Datu apstrade

Dati galvenokart tika apstradati MS Office Excel programa. Lai iegiitu procentuali
izdzivojusSo Siinu skaitu tika aprékinats vidg€jais izdzivojuso Stnu skaits (aprékinats izmantojot
Ecxel funkciju “AVERAGE”) un paraugu kopas standartnovirze (izmantojot Excel funkciju
“STDEV”) katra pozicija un salidzinats ta pasa atSkaidijuma izdzivojuso Stnu skaits pirms un
pec stresa. legiistot izdzivojuso Stnu skaitu pec stresa, tika aprakinata relativa rezultatu

nenoteiktiba (1) pec kvadratu summas metodes (Bell 1999).

st.novirze izdzivotibai _ (st.novirze kontrolei)2 n (st.novirze péc stresa)z(l)
izdzivotiba

vidéji kontrole vidéji péc stresa

Formula 1 iegiito rezultatu rezinot ar izdzivotibu, tiek iegiita ticamibs variacija, jeb
rezultata nenoteiktibas amplittida, kas att€lota grafikos ar kltidu nogriezni. Parbaudot rezultatu
butiskumu, par biitiskiem rezultati tika uzskatiti tie, kuru p<0,05. P-vértiba tika noteikta ar

Excel programas funkciju “T.TEST”, izmantojot abpusé&ju testu.
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2.9. Ipatngja aug§anas atruma iegiisana

Lai noskaidrotu ka ipatn€jo augSanas atrumu R5.0 celmam ietekmé barotné esoSais
guanins un adenins, ka arT to trukums, paraugi ar R5.0 $tnam tika inkubé&ti 96 laucipu PCR
platé SD barotn€ ar vari€tu adenina un guanina saturu. Optiskais blivums pie 600nm tieka
merits plasu lasitaja “Infinite 200 Pro” (Tecan). Inkubacija notika ~34°C temperatiira ar
sakuma mértjumi veikti ik p&c 579,2 s. Rezultati apkopoti programa MS Office Excel. Ta ka
gaismas cel§ caur paraugu izmantotaja PCR platé ir daudz 1saks ka kivete tika veikti aprékini,
lai iegiitu patiesas OD vertivas, tas tika darits inmantojot 2. formulu.

0D = 3,7952x(noméritais 0D)? + 2,981 xnomeéritais OD (1)

Katram barotnes sastavam veikti pieci tehniski atkartojumi, vidgjais rezultats aprékinats
izmantojot Ecxel funkciju “AVERAGE” un paraugu kopas standartnovirze izmantojot Excel

funkciju “STDEV?”, rezultati atteloti izkliedes grafika, izmantojot logaritmisko skalu.

2.10. FACS analize DNS daudzumam Sunas

Stinas tika audzétas pilna SD barotng lidz OD ~0,5. Tad tas tika nomazgatas ar sterilu
tdeni, kultira sadalita vairakas dalas un Stnas resuspendétas dazadas barotnés: SD
+uratleut+trp+his vai SD +urat+leu+trp+his+gua ar glikozi vai galaktozi ka oglekla avotu.
FACS paraugi tika pagemti péc 4,5 h inkub&Sanas miné&tajas barotnés. 0,5 ml rauga kulttras
tika fikséta vismaz 15 min ar 10 ml ledus aukstu 70% etanolu, péc 15min Stnas tika
nomazgatas 50mM citronskabé. RNS tika noardits ar RNazi A (10 mg L-1) 50mM
citronskabé 370C temperatiira inkubgjot paraugu uz nakti. DNS krasots ar 10 SYBR Green |
50mM citronskabé 30 minites (Looke et al. 2013).
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3. REZULTATI

Saja darba tika parbaudita adenina auksotrofa S. cerevisiae celma R5.0 subletalo stresu
izturiba, adenina badinaSanas apstaklos. Salidzinajumam visi eksperimenti tika veikti,
parbaudot So stresu ietekmi uz R5.0 izejas celmu H1346, kura adenina raZzo$ana nav traucéta
un CEN.PK prototrofo celmu, tada veida laujot novertet ar1 citu iesp&jamo ietekmi.

Adenina badinasanas ietekme uz R5.0 specifisko augSanas atrumu

Ta ka R5.0 “izslegtais” ade8 géns atbild gan par adenina, gan guanina razoSanu $iina,
tika veikti eksperimenti, lai novérotu, ka guanina pievienoSana maina adenina badinatu §tinu

augSanu. Rezultati apskatami 8. att€la.

Optiskais blivums, OD
£~

sy

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Laiks, h
e Ade- Gua- Ade- Gua+ ®==»Ade+ Gua- ®SAde+ Gua+

8.attels. Augsanas liknes S. cerevisiae R5.0 celmam vari€jot adenina un guanina klatbiitni barotng. Liknes
iegiitas paraugus audzgjot 96 laucinu platés, un optisko blivumu mérot ar plasu lasitaju “Infinite 200 Pro”, tam ik
péc 579,2 s veicot optiska blivuma mérijumus. Attéla redzams, ka kultiiru lag faze sasniedz 4 h, p&c kuram log

fazg ieiet tikai kultiiras, kuram pievienots adenins.

Figure 8. Growth curve of S. cerevisiae strain R5.0 incubated in meduim with variable purine content.

Grafika uzskatami redzams, ka Stinu OD (attéla — kvadrats, trisstiiris) pieaug 1€nak ka
Stnu, kuru barotn€ adenins tika pievienots (attela — krusts, aplis). Noverots art Siinu daudzuma
samazinajums, pievienojot guaninu.

No iegiitajiem datiem, kas redzami 8. attela tika aprékinats specifiskais augSanas

atrums un iegttie rezultati redzami 4. tabula.
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4 tabula

S. cerevisiae celma R5.0 specifiskais augSanas atrums atkariba no pieejama purina barotng

Table 4

Specific growth rate of S. cerevisiae strain R5.0 depending on available purine in medium

Ade- Gua-

Gua+

Ade-

Gua+

Ade+

Ade+ Gua-

0,110

0,092

0,240

0,254

Gan 8. attéla, gan 1. tabula redzams, ka biomasas pieauguma atrums samazinajies

sinam bez adenina, guanina pievienosSana ir negativi ietekméjusi $tinu daudzumu. Ozolina

(2015) raksta, ka adenina trukums barotn€ izraisa Siinu palielinasanos, kas ietekm& OD

mérfjjumus, tadel tika veikta Siinu uzskaite ar Stnu skaititdju un konstatéts, ka Siinu skaits

adenina badinatam Sinam parstaj pieaugt péc 200 min. Tatad, pec §STm 200 min OD

pieaugums adenina badinata kulttra ir balstits tikai uz Stinu izm@ru palielinaSanos. Pé&c

augSanas ltkném var secinat, ka guanina pievienoSana nespéj kompensét adenina triikumu, tas

sakrit ar 6. att€la redzamo shému, kas rada, ka Stina nesp€j sarazot adeninu no guanina.
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3.1. DNS daudzuma merijumi RS5.0 Siinas

Lai noteiktu vai Stinas arestg€jas, kad tam triikst purinu, tika veika FACS analize varigjot

barotnes sastavu, DNS daudzuma analizes rezultati redzami 9. attéla.

2% glikoze 2% galaktoze
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Heu i |
+trp :
+his
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+trp . ’
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9. attels. DNS satura mérijumi S. cerevisiae celmam R5.0 péc 4,5h §linu inkub&Sanas sint&tiskajas barotnés
ar dazadu sastavu. Pirmaja kolona redzami dati par $iinam, kas auguSas uz 2% glikozes, bet otraja kolona par
Stinam, kas auguSas uz 2% galaktozes. Pirmaja rinda S$Gnu barotn& tika pievienotas visas to augSanai

nepiecieSamas vielas — adenins, uracils, leicins, triptofans un histidins. Rindas no otrajai lidz ceturtajai variéti

______

citiem variantiem.

Figure 9. DNA content in S. cerevisiae strain R5.0 cells after 4,5 hr incubation in SD 2% glucose or
galactose medium with different purine content. 1st row shows data about cells incubated in full SD medium, in

rows two to four auxotrophic agens are varied. Medium without adenine and added NaOH shown in last row

Grafikos, kas redzami 9. attéla uz X ass att€lots DNS daudzums $tina, uz Y ass Siinu
skaits, 1. rinda abos grafikos redzami divi piki — pirmais uzrada $tnas, kuras ir mazaks DNS
daudzums, bet otrais pikis Stinas ar palielinatu DNS daudzumu, tas reprezent€ Stnas, kuras
DNS ir replicgjies, tatad tas ir Stinas G2 Siinas cikla fazg. Ja redzami abi piki, Siinas dalas
normali. Otraja rinda redzamas Stnas, kas 4,5 h audz&tas barotn€ bez adenina un guanina.
Saja situacija redzams tikai viens pikis, ta ka kultiira nav sinhronizéta, saprotams, ka kulttira
samazinajies Stinu daudzums ar dubultotu DNS daudzumu, tas savukart norada uz arestu.
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Stinas ir arestgjusas gan uz glikozes, gan galaktozes, tam vajadz&tu radit augstaku izdzivotibu
pec stresa, ta ka zinams, ka arestgjusas Stinas to parcies labak. Stinas arest€jusas art gadijuma,
ja barotnei bez adenina tiek pievienots guanins. Salidzinajumam 3. rinda redzams, ka analizes

atkal uzrada divus pikus, 11dz ar to uracila badinatas Stinas ciklu neareste.

3.2. Izdzivotibas noteikSana péc stresa

Sagaidot, ka arestétas Stinas biitu stresa izturigakas tika veikti eksperimenti, lai noteiktu
to izdzivotibu péc dazadiem stresa apstakliem, ka jau metod€s tika minéts, sakuma bija
nepiecieSams atrast stresoru stiprumu un stresa ilgumu pie kura nomirst vismaz 90% S$tinu, lai
aresta efets biitu labi izteikts. Talakie eksperimenti veikti pielietojot Sos noteiktos stresa

parametrus.

3.2.1. Termiskais Soks
Termiska stresa parbaudei tika izvéléts parbaudit temperatiras robezas no 50°C lidz

55°C ar rezultatiem iesp&jams iepazities 10. attéla.
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10. attéls. Logoritmiska skala attélota S. cerevisiae celma RS5.0 izdzivotiba péc 10 min karséSanas
temperattiras no 50 lidz 55 °C. Pie 52 °C redzams bitisks (p<0,05) izdzivotibas samazinajusm, salidzinot ar 51

°C, bet pie 55 °C redzams, ka nomiruSas visas $iinas.

Figure 10. Graph shows survival rates of S. cerevisiae strain R5.0 after 10 min incuabtion in temperatures
from 50 to 55 °C. Graph in logarithmic scale. Statisticaly significant (p<0,05) decrease of survivability is
observed for 52°C
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Salidzinot izdzivojuso Stnu skaitu starp dazadam temperatiiram, butisks izdzivotibas
kritums tika novérots pie 52°C, tomer talakam eksperimentam tika izv€léts §linas inkubét 53
°C temperatura, lai rezultati batu uzskatamaki.

Eksperimenta ar visiem tris celmiem tika veikta karséSana 53°C temperatiira, iegttie
rezultati apskatami 11. attéla. Ka jau tika planots, lielaja eksperimenta tika variéts gan purinu

sastavu barotné, gan oglekla avots.
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11. attéls. Logoritmiska skala att€lota tris celmu — CEN.PK, H1346 un R5.0 izdzivotiba p&c termiska Soka
(53°C 10 min), audzgjot SD barotné uz atskirigiem oglekla avotiem un atskirigu purinu sastavu. Ar gaisi peleku

apzimétas uz glikozes audzgtas §iinas, bet ar tumsi peleku uz galaktozes.

Figure 11. All three S. cerevisiae strain — CEN.PK, H1346 and R5.0 survival rates after a heat sock (53°C
10 min). Cells grown in SD medium with 2% glucose as a carbon source (light gray) or 2% galactose (dark

gray). Graph in logarithmic scale

Ka redzams 11. attéla, kopuma rauga izdzivoSana pe€c subletala stresa mainas atkariba
no cukura, uz kada tas ir audzets, bet R5.0 arT adenina badinasanas gadijuma, audzgjot uz
glikozes ir redzama paaugstinata izdzivotiba salidzinajuma ar parjiem celmiem, adenina

badinatam R5.0 pievienojot guaninu, izdzivotiba atkal nokritas robezas zem 1%.
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3.2.2. Oksidativais stress
Parbaudot R5.0 sp€ju augt vidé ar 10mM H,0O, koncentraciju, péc 50 min tika

noverota tikai 10% populacijas izdzivotiba (skatit attela 12.).
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12. attéls. S. cerevisiae celma R5.0 izdzivotibas (%), inkubg&jot 10, 30, 50 un 70 min vidé ar 10mM H,0,

koncentraciju. Dati att€loti logaritmiska skala.

Figure 12. S. cerevisiae R5.0 survival rate (%) test after incubation in 10mM H,0, medium, incubation

time — 10, 30, 50 and 70 min. Graph in logarithmic scale.

Balstoties uz principu, ka darba tiek parbaudita izturiba pret subletalo stresu, kad
vismaz 90% no sakuma populacijas pec stresa neizdzivo, tika nolemts talakas oksidativa

stresa parbaudes veikt, Stinas inkubgjot 10mM H,0, 50 min.
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legtitie rezultati, veicot eksperimentu ar visiem tris celmiem un diviem dazadiem

oglekla avota veidiem, att€loti 13. attela.
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13. attéls. S. cerevisiae prototrofa celma CEN.PK, H1346 un R5.0 izdzivotiba p&c 50 min inkubacijas
10mM H,O, attélota logoritmiskaja skala. Ar gaisi peleku apzimé&tas uz glikozes audzgtas Siinas, bet ar tumsi

peléku uz galaktozes.

Figure 13. Survival rates of CEN.PK, H1346 and R5.0 after 50 min incubation in 10mM H,0, medium.

Glucose as a carbon source(blue) and galactose(green). Graph in logarithmic scale

Tapat ka termiska stresa parbaudg€s, redzams, ka izdzivotiba atkariga no oglekla avota
uz kada Stnas audz€tas — uz galaktozes audz€to Stinu izdzivotiba svarstas no 21 lidz 37 %,
kameér uz glikozes novérojama biutiski (p<0,05) augstaka izdzivotiba tikai R5.0 celmam,
adenina badinasanas gadijuma. Stinas, kuras adenins ir saraZots dabiski vai uznemts no vides
izdzivotiba uz glikozes ir robezas no 0,31 1idz 3,35%. Interesanti, Saja gadijuma R5.0 adenina
badinatam $tnam pievienojot guaninu, izdzivotiba kritas no 47% uz 31%, tomér saglabajas
augstas izdzivotibas robezas , kas novérojamas ari visu celmu $tinam augot uz galaktozes, to

atSkiriba nav arf statistiski biitiska.

3.2.3. Acetata stress
Pedgjais stress, kas tika parbaudits ir ilgtermina stress, augSanai uz acetata YPD
plattm ar vides pH 4,5. Saja gadijuma netika mekléts 10% izdzivotibas slieksnis, bet
eksperiments balstits uz literatira atrodamajiem datiem par acetata ietekmi uz Siinu noteikta

pH apstaklos.
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14. attels. S. cerevisiae prototrofa celma CEN.PK, H1346 un R5.0 izdzivotiba, augot uz YPD platém
100mM etikskabes koncentracija ar vides pH 4,5. Ar gaisi paleku apzimé&tas uz glikozes audzgtas Stnas, bet ar

tumsi peléku uz galaktozes. Dati attéloti logoritmiska skala.

Figure 14. S. cerevisiae CEN.PK, H1346 and R5.0 survival rates after growth on 0,1M acetic acid YPD

agar plates with pH 4,5. Glucose as a carbon source(light gray) and galactose(dark gray). Graph in logarithmic

scale.

Attela 14. redzams, ka tapat ka oksidativa un termiska stresa apstaklos ari $aja
gadijuma, saglabajas tendence lielakajai izdzivojusas populacijas dalai sakuma oglekla avots
ir bijis galaktoze, tomér realitate $1 starpiba nav bitiska. Ievérojama starpiba izdzivojuSo Stinu
daudzuma atkal novérojama Stinam, kas ir adenina badinatas, Soreiz R5.0 celma izdzivotiba ir

vismaz tris reizes augstaka ka pargjiem celmiem, t.i. 20%.

3.3. Sarma ietekme uz izdzivotibu paragos, kur pievienots Gua

Noveérojot, ka paraugos, kuros pievienots guanins, bet triikkst adenina izdzivotiba
samazinas, tika veiktas parbaudes, eksperimenta laika pievienojot papildus R5.0 paraugus,
kuriem netika pievienots adenis, bet pasarminata vide lidz tadai, kada ir paraugos, kur
pievienots guanins. Siinas tika sétas uz acetata platém, lai novérotu ka sarmainaka vide

tetekmeé Stunu izdzivotibu. Rezultati redzami 15. attéla.
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15. attéls. S. cerevisiae R5.0 celma izdzivotiba (%), augot uz agarizétam YPD 100mM etikskabes platém ar

pH 4,5. Dati attéloti logaritmiska skala.

Figure 15. Survival rates (%) after growth on YPD agar 100mM acitic acid plates with pH 4,5. Data shown

in logarithmic scale.

Redzams, ka biitiska atSkiriba pastav tikai starp paraugu, kas audzis barotné ar adeninu
un pargjiem paraugiem, pH paraugam nav statistiski butiskas atSkiribas no adenina

badinatajiem paraugiem bez un ar guaninu.
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3.4. Izdzivotibas parskats

Lai visus iegiitos rezultatus saistiba ar izdzivotibu péc stresa apstakliem varétu viegak
parskatit, tie apkopoti 5. tabula, izmantojot iegiitos datus par R5.0 celma izdzivotibu atkariba
no variéta barones sastava.

5. tabula.

Izdzivotiba(attelotie skaitli ir % izteikta izdzivotiba) pec katra parbaudita stresa, atkariba no oglekla
avota, pievienota purina (1. rinda) un purinu sastava §ina (melns), kas ticis sintezets no pievienota purina.
Table 5

Survival rates (numbers in tabe are % of cells survived after stress vompared to cells with no stress) after

each stress depending on carbon source, added purine(1st row) and purine contents in cell (black) synthesized

from added purine.

Stresa
. VfEIdS/ . Ade+ Ade- Gua+

pievienotais

purins
glikoze Ade+ Gua+ Ade- Gua- Ade- Gua+
acetats 0,05 20,51* 0,01
termosoks 0,05 51,28* 0,34
peroksids 3,35 46,92* 31*
acetats 0,02 0,9 0,6
termosoks 7,65 0,09 n/d
peroksids 21,49 32,16 n/d

* - batiska (p<0.05) atskiriba salidzinot ar Ade+

Tabula 2. redzams, ka neskatoties uz to, ka $iinas arestgjusas ari augot uz galaktozes
(FACS rezultati), izdzivotiba adenina trikuma gadijuma nav bijusi augstaka par 1%. Talak
diskusijas nodala tiks apspriests kapec iegiitie rezultati varétu but $adi, ne pilniga izdzivotibas

paaugstinasanas visos gadijumos, kad Stinas badinatas.
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4. DISKUSIJA

Jau ieprieks institita petijumos Kibilds, Ozolina, Kokina novéroja, ka adenina trukums
arest€ Stinas ciklu, bet zinams, ka arests Stinas padara izturigakas (Werner-Washburne 1996).

Saja bakalaura darba tika parbaudita Maizes rauga subletalo stresu izturiba, atkariba no
purinu pieejamibas $tinas.

Papildus tika veiktas parbaudes audzgjot Stnas uz diviem dazadiem oglekla avotiem —
glikozes un galaktozes. Sie cukuri izvéleti, jo glikozi raugs sp&j fermentét (anaerobi), savukart
galaktoze tiek metaboliz€ta raugam elpojot. Pie elpoSanas aktivacijas oksidativa stresa
aizsardzibas mehanismi. Literaturas dati liecina, ka oksidativa stresa komponente ir visos tris
darba izmantotajos stresos.

Rezultatos redzams ka rauga Stinas izdzivotibu ietekm@ gan purinu sastavs barotn€, gan
oglekla avots taja. Izvert§jot ka Stnas izdzivotibu ir mainijusi adenina klatesamiba taja,
redzams, ka visas stresa parbaud€s, audzgjot Siinas uz glikozes, noverots ieverojams
izdzivotibas pieaugums $tinam, kuram adenins nebija pieejams. Tas lauj secinat, ka adenina
trikums uz glikozes palielina Stnu izdzivotibu. Ka iepriek§ darba minéts, S. cerevisiae no
adenina sintez€ ar1 guaninu, kas sava fosfatu forma tapat ka adenins piedalas Stinas signalcelu
darbiba, pieméram, Siinai signaliz&jot par glikozes pieejamibu arvidé (Conrad et al. 2014).
Tapéc Saja darba tika ieklauts barotnes variants, kura adenina vieta tiek pievienots guanins, ta
laujot noteikt, kura purina trikums nosaka izturibu pret noteiktajiem subletala stresa
apstakliem.

Klosinska et al. (2011) norada, ka badinot Stinas uz jebkada svariga baribas elementa, ar
laiku tam iestajas miera stavoklis, kad tas lidzinas stacionaras fazes $tinam, rezultata tas ir
izturigakas pret dazadiem stresiem. Lai gan teorétiski arestétas Siinas izdzivo labak, $i darba
rezultatos redzams, ka uz galaktozes audz&tas Stinas bez adenina ir arest&jusas Siinas ciklu, bet
izdzivotiba nepalielinas. Tapat ar1 purinu variacija ir mainfjusi $tiinu dzivotsp&ju péc subletalo
stresu apstakliem. Dazadiem stresa veidiem oglekla avots un purina sastava variacija noved
pie atskirigiem izdzivotibas rezultatiem.

Talakajas nodalas apskatits kadas izmainas $tinas varétu biit izraisjjusas novérotas stresa

izturibas.
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4.1. Barotnes sastava ietekme uz sunas izdzivotibu

4.1.1. Péc oksidativa stresa

Saja darba iegiitajos rezultatos redzamas divas galvenas tendences — §inas, kas augusas
uz galaktozes ir izturigakas pret oksidativa stresa ietekmi, salidzinot ar uz glikozes augu$am
stinam, un Stnas, kuru barotnei nav ticis pievienots adenins izdzivo vislabak péc subletala
stresa. [zdzivotiba uz galaktozes audzeétam Stnam oksidativa stresa laika izskaidrojama ar
mehanismiem ar kuriem $tina cinas pret brivajiem radikaliem, kad ta aug uz nefermentgjama
oglekla avota, pieméram, superoksiddismutazi 1 (SODI), kas aktivéjas tieSi uz
neferment€jama oglekla avota (Breitenbach et al. 2012), tadejadi Siina, kura jau ir mehanismi
ar kuriem cinities pret nevélamajiem radikaliem ir lielakas izredzes izdzivot oksidativa stresa
apstak]os.

ST pasa oksidativa stresa laikda novérojama ari adenina badinato §inu paaugstinata
izdzivotiba péc stresa. Ozolina (2014) sava bakalaura darba ir pétijusi arT elpoSanas
intenstitati adenina badinatam $tnam un rezultati uzradijusi pastiprinatu elpoSanas intensitati.
Viens no iemesliem, kapéc Stnas bez adenina elpo intensivak var&tu bt nepilnvertiga
glikozes pieejamibas signala padoSana Stuna, ja glikoze ierosina PKA darbibu un §tna sak
picaugt cAMP daudzumus, tad adenina trikuma gadijuma cAMP daudzums bis
neproporcionals glikozes daudzumam. Teordtiski pie 20g L™ glikozes koncentracijas ari
aerobos apstaklos Stinai vajadzetu parstat elpot un sakt fermentet pieejamo glikozi (Fugelsang,
Edwards 2007). Ja glikozes koncentraciju Stina nosaka péc cAMP daudzuma, pie ta

samazinatas koncentracijas neiestajas krebtr1 efekts un Stina aerobos apstaklos turpina elpot.

4.1.2. Peéc karstuma Soka

Tapat samazinats cAMP daudzums pozitivi ietekmé hsp sintézi, lidz ar to samazinatas
cAMP koncentracijas rezultata Stna tika intensivak sintezeti hsp, kas atkal lava Stinam
sagatavoties stresa apstakliem, pirms tas tika tiem paklautas. Tapat ar1 termoSoka rezultata
sunas rodas dazadi radikali un atkal cipai ar tiem var palidzét oksidativa stresa
signalmehanismi, kas aktivgjuSas tapat ka oksidativa stresa gadijuma. Karstuma Soka
gadijuma noverojams, ka adenina badinatajam S$inam pievienojot guaninu, to izdzivotiba
noverojams samazinajums no 51,28 % uz 0,34 %. To var izskaidrot divos veidos. Pirmais — ta
ka guanins tika Skidinats 0,1M KOH, ta pievienoSana mainija vides pH. Nomérot barotnes pH
tika konstatéts, ka pH mainijies no 4 uz 7. Otrais skaidrojums — purinu badinaSanas gadijuma

ir guanina iztrikum §tina, kas ietekm& guanina signalu parvadi (Conrad et al. 2014). S.
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cerevisiae termotolerance ir visaugstaka, kad ar&jas vides pH ir sasniedzis 4 (Walker 2000).
Lai gan pirms paklauSanas termo Sokam S$iinas tika nomazgatas un parvietotas uz vidi ar
destilétu tdeni, kur pH ~5, nevar apgalvot, ka tam nav bijusi nekada ietekme salidzinot ar

adenina badinatam $unam.

4.1.3. P&c etikskabes stresa

Acetata stresa gadijuma, redzama aptuveni divas reizes mazaka izdzivotiba ka
oksidativa stresa apstaklos, tas varétu bt iesp&jams, jo $iina sakusi darboties apoptotiskie
markieri. Izv€loties pie kadas etikskabes koncentracijas parbaudit tas ietekmi uz badinatam S.
cerevisiae Sinam ka kriterijs tika vértéts izdzivojuSo S$iinu proporcija, bet netika nemts veéra,
ka pie 100mM etikskabes koncentracijas Stina varétu iedarbinat paSiznicinasanos. Turklat
auksotrofijas kopuma negativi ietekme izdzivotibu acetata stresa gadijuma (Ding ef al. 2013).

Ja termiska stresa laika pievienotais guanins mainijis rezultatus iesp&jams de] augstaka
pH, tad acetata gadijuma tam vajadz&tu pozitivi ietekmét Siinas izdzivotibu, jo etikskabe vairs
neblitu bistama Sunai disociéta forma. Ta ka zinams, ka Ras aktivé PKA ar vides
paskabinasanu, iesp&jams tur slépjas kads neizpétits mehanisms ka Stna palielinats cAMP
daudzums varétu palidzét cina ar H' protoniem, lai gan tas biitu pretruna ar to, ka H'
pumpgjot ara no Stnas tiek izmantots ATF, tapat ka cAMP sintézei, tas nozimé, ka Sie biitu
divi konkurgjosi ATF izmantoSanas mehanismi. ATF var€tu biit iemesls, kapéc adenina
klatbutné izdzivotiba p&c §T stresa ir labaka — jo Stinai pieejams vairak ATP, lai izvaditu liekos

H', kas tikai paskabina $iinas iek$gjo vidi.
4.2. Turpmakie pétijumi

Janem veéra, ka nepieliekot barotnei adeninu, nevar drosi apgalvot, ka §tina adenins nav
uzkrajies no ieprieksejas kultivacijas (skatit 7. att€la A fazi), jo ka Kokina et al. (2014) norada
— adenina auksotrofas §iinas adenins tiek uzkrats vairak ka prototrofu celmu $tinas. Parvietojot
adentna auksotrofas $iinas uz jaunu sint€tisko barotni, kurd netiek pievienots adenins,
iesp&jams, ka $linas ir vairak adenina ka protrofajas, tadel biitu nepiecieSams izmérit adenilatu
daudzumu $iinas pirms to paklauSanas stresam.

Savukart, ka norada Ozolina (2015) sava bakalaura darba, Sinam bez adenina
auksetrofijas péc 4 stundam, ATF koncentracija ir aptuveni 4 mmol L-/, turpreti adenina

auksotrofajas §iinas ATF daudzums ir I mmol L™,
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Varétu parbaudit vairakus stresus, pieméram, etanola stresu vai osmotisko stresu, kas
nav saistits ar oksidativo stresu, ta aptverot plasaku stresu paneli. Talakus pétijumus varétu
veikt ar iekS$Slinas metabolitu sastavu analizes, audzgjot raugu uz dazadiem oglekla avotiem
un ar atSkirigu purina sastavu barotn€s. Tadgjadi nosakot vai ir ievérojamas metabolitu
izmainas un ATP/GTP proporciju, varigjot barotnes sastavu tapat ka $aja darba.

Lai panaktu labaku datu salidzinamibu, stresoru stiprumu un stresa ilgumu vajadzetu
visiem stresiem izvéléties tadu, lai panaktu noteiktu populacijas dalas bojaeju. Saja darba
galvenais kriterijs bija Stnu izdzivotiba < 10% , tomé&r datu salidzinamibai labak butu
izveleties 5% +/- 1% un visus eksperimentus veikt ar adekvatu stresora stiprumu un

inkubésanas laiku.
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SECINAJUMI

1. Adenina trukums barotné izraisa adenina auksotrofo Stnu arestu G1 fazé. Guanina

pievienoSana $tinu arestu nenovers.

2. Adenina badoSanas laika pieaug rauga S. cerevisiae oksidativa, termiska un vaju

skabju stresa izturiba, ja Stinas audz€ uz glikozes

3. Augot uz oksidativi fermentativa substrata pieaug oksidativa stresa izturiba, bet
netiek ietekméta termiska un vaju skabju stresa izturiba. Izturibas pieaugums ir lidzvertigs

adenina badoSanas izturibai .

4. Pievienojot guaninu ziid adenina badinato Stnu vaju skabju un termiska stresa

1zturiba. Oksidativa stresa izturiba netiek ietekmeéta.

5. Adenina badoSanas izraisita stresa izturiba nav izskaidrojama tikai ar §tinu arestu vai

palielinatu elpoSanu, rezultati norada uz signalcelu iesaisti izturibas fenomena.

42



PATEICIBAS

Velos pateikties savai darba vaditdjai par informativu un praktisku atbalstu darba
izstrade, Janim Liepinam par palidzibu un konsultacijam raugu fiziologijas jautajumos.

Paldies Armanda Viganda un Ulda Kalenieka laboratorijam par palidzibu ar tehnisko
nodro$inajumu. Tartu Universitates molekularas biologijas un S$Gnu biologijas institlita
laboratorijas profesoram Arnold Kristjuhan par sniegtajam FACS analizém.

Paldies ar1 Zanei Ozolinai, Evelinai Puzo un Katrinai Neiburgai par palidzigu roku

laboratorijas darbos.

43



10.

11.

12.

13.

14.

IZMANTOTA LITERATURA

. Anonymus 2016 Genome Inventory. www.yeastgenome.org/genomesnapshot

Baumanis V., Kriimina A. 2015 Eikariotu $iinu biologija 543 Ipp/350-53. RSU, Riga
Bell S. 1999. A Beginner's Guide to Uncertainty of Measurement. Crown, United
Kingdom. 41pp

Berg J., Tymoczko J. L., Stryer L. 2002. Biochemistry, 5th edition. New York, W H
Freeman 1515pp

Bertoli C., Skotheim J., Bruin R. et al. 2013 Control of cell cycle transcription during
G1 and S phases. Neture reviews. Molecular cell biology. 14(8): 518-528 pp

Brock T. D, Madigan M. T. 1988. Biology of Microorganisms, New Jersey: Prentice
hall international, inc., 835 pp.

Breitenbach M., Jazwinski S. M., Laun P. 2012. Aging reaserch in yeast. Springer
Science+Business Media B.V. 365pp

Braun-Falco O., Plewig G., Wolff H. H., Burgdorf W. H. C. 2000 Dermatology 2nd
Edition. Springer, Italy 1817pp

Busti S. 2010. Glucose Signaling-Mediated Coordination of Cell Growth and Cell
Cycle in Saccharomyces Cerevisiae. Sensors 10(6): 6195-6240pp

Cakar Z. P., Sauer U., Bailey J. 1999. Metabolic engineering of yeast: the peris of
auxotrophic host. Biotechnology Letters 21(7):611-616pp

Campbell P. N., Smith A. D., Peters T. J. 2005. Biochemistry illustrated Sth edition.
Elsevier limited, China 242 pp

Casey E., Sedlak M., Ho N. 2010. Effect of acetic acid and pH on the cofermentation
of glucose and xylose to ethanol by a genetically engineered strain of Saccharomyces
cerevisiae. Yeast Research FEMS. 10(4):385-393

Conrad M., Schothorst J., Kankipati H. N., Van Zeebroeck G., Rubio-Texeira M.,
Thevelein, Johan M. 2014. Nutrient sensing and signaling in the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Microbiology reviews FEMS 38(2): 254-299pp

Crous P. W., Verkley G. J. M., Groenewald J. Z., Samson R. A.(ed.) 2009. Fungal
Biodiversity, the Netherlands, Utrecht: CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre 269
pp. [de Coock A.W.A.M., Gueidan C., de Hoog G. S., Walther G., de Gruyter J.,
Dijksterhuis J., Stalpers J. A., Groenwald M., Smith M. Th., Beokhout T.,
Eberhardt U., Robert V., ]

44



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Ding J., Bierma J., Smith M. ef al. 2013. Acetic acid inhibits nutrient uptake in
Saccharomyces cerevisiae: auxotrophy confounds the use of yeast deletion libraries
for strain improvement. Applied Microbial and Cell physiology. 97(16):7405-7416pp
Esther Jr. C., Dohlman H. et al. 2009 Similarities between UDP-Glucose and Adenine
Nucleotide Release in Yeast. Biochemistry 47(35): 9269-9278pp

Glazer A. N., Nikaido H. 2007. Microbial biotechnology: Fundamentals of applied
microbiology. Cambridge university press 463.pp.

Giannattasio S., Guaragnella N., Zdralevi¢ M., Marra E. 2013. Molecular mechanisms
of sacharomyces cerevisiae stress adaptation and programmed cell death in response
to acetic acid. Frontiers in Microbiology. 4(33):1-7pp

Gibson B. R., Lawrence S., Boultan C. et al. 2008. The oxidative stress response of a
lager brewing yeast strain during industrial propagation and fermentation. FEMS yeast
research. 8(4):574-585pp

Gomes P. 2007. Low auxotrophy-complementing amino acid concentrations reduce
yeast chronological life span. Mechanisms of Ageing and Development 128: 383—
391pp

Griotti A. W. 1998. Lipid hydroperoxide generation, turnover, and effector action in
biological systems. The Journal of Lipid research 39:1529-1542pp.

Fugelsang K.C., Edwards C.G. 2007. Wine microbiology 2nd ed. Springer
Science+Business media, LLC 293 pp.

Kokina A., Kibilds J., Liepins J. 2014. Adenine auxotrophy - be aware: Some effects
of adenine auxotrophy in Saccharomyces cerevisiae strain W303-1A. FEMS Yeast
Research. 14(5): 697-707 pp

Lew DJ., Reed S.I. 1995. Cell cycle control of morphogenesis in budding
yeast.Current Opinion in Genetics and Development 5:17-23pp

Ludovico P., Sousa M., Silva M, Leao C., Corte-Real M. 2001. Saccharomyces
cerevisiae commits to a programmed cell death process in response to acetic acid.
Microbiology 147(9): 2409-2415pp

Madeo F. 1999. Oxygen Stress: A Regulator of Apoptosis in Yeast. JCB 145(4): 757-
767pp

Ldoke M., Kristjuhan K., Vérv S., Kristjuhan A. 2014. Chromatin-dependent and -
independent regulation of DNA replication origin activation in budding yeast. EMBO
reports 14: 191-198pp

Mager W.H., Ferreira P.M. 1993. Stress response of yeast. Biochem J. 290(1):1-13pp
45



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.
42.

43.

Morano K. A., Grant C. M., Moye-Rowley, W. S. 2012. The response to heat shock
and oxidative stress in saccharomyces cerevisiae. Genetics 190(4): 1157-1195pp

Piper P.W. 1995. The heat shock and ethanol stress responses of yeast exhibit
extensive similarity and functional overlap. FEMS Microbiology Letters 134(2-
3):121-127pp

Pronk J.T. 2002. Auxotrophic Yeast Strains in Fundamental and Applied Research.
Applied and Enviromental Microbiology. 68(5):2095-2100 pp.

Priest F. G., Campbell I. (ed.) 2003. Brewing Microbiology 3rd edition. (Chapter:
Yeast genetics Hammond J. R. M. ) New York: Kluwer academic, 399 pp.

Saint-Marc C., Pinson B., couplier F. et al. 2009. Phenotypic Consequences of Purine
Nucleotide Imbalance in Saccharomyces cerevisiae. Genetics 183(2): 529-538 pp.

Shi L., Tu B.P. 2013 Acetyl-CoA induces transcription of the key G1 cyclin CLN3 to
promote entry into the cell division cycle in Saccharomyces cerevisiae. PNAS
110(18): 7318-7323 pp.

Schlegel H.G. 1995. General Microbiology 7th ed. Cambridge university press,
655 pp.

Schroer T. A. 2005. MOLECULAR MECHANISMS OF CELL CYCLE
PROGRESSION pieejams interneta:
http://www.pha.jhu.edu/~ghzheng/old/webct/note7 3.htm

Tamanoi F. 2011 Ras Signaling in Yeast. Ed. Santos E. Genes & Cancer 2(3): 210-
215 pp.

Tamanoi F., Walsh M., katoka T. et al. 1984 A product of yeast RAS2 gene is a
guanine nucleotide binding protein. Proc Natl Acad Sci U S A. 81(November): 6924—
6928.

Taherzadeh, M.J., Niklasson C., Liden G. 1997. Acetic acid friend or foe in anaerobic
batch conversion of glucose to ethanol by Saccharom yces cerevisiae ? Chemical
Enoineering Science 52(15):2653-2659 pp.

Timson D.J. 2007. Galactose metabolism in Saccharomyces cerevisiae. Dynamic
Biochemisrty, Process Biotechnology and Molecular Biology. 63-71pp.

Todar K. 2012. The Growth of Bacterial Population. textbookpfbacteriology.net
Tortora G.J., Funke B.R., Case C. L. 1989. Microbiology. An introduction, Redwood
City, Calif: Benjamin/Cummings Pub. Co., 810 pp.

Zaikov G. E. 2007 Biotechnology and Industry. Nova science publishers, New York

113 pp.
46



44,

45.

46.

47.

48.

Walker G.M. 2000 Yeast. Physiology and Biotechnology. John Wiley & Sons Ldt.
350 pp.

Werner-Washburne M., Braun E., Crawford er al. 1996. Stationary phase in
Saccharomyces cerevisiae. Molecular microbiology. 19(6):1159-1166pp

Welch A., Gibney P., Botstein D. et al. 2013. TOR and RAS pathways regulate
desiccation tolerance in Saccharomyces cerevisiae. Molecular biology of the cell
24(2):115-128pp

Whiting G.C. 1976 Organic acid metabolism of yeasts during fermentation of
alcoholic beverages —a review. Journal of The Institute of Brewing 82:84-92.pp.
Wood M.D. & Sanchez Y. 2010 Deregulated Ras signaling compromises DNA
damage checkpoint recovery in S. cerevisiae. Cell Cycle 9(16): 3353-3363pp

47



Bakalaura darbs ,,Purinu auksotrofijas ietekme uz maizes rauga S. Cerevisiae subletalo

stresu izturibu” izstradats LU Biologijas fakultatg.
Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie

informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.

Autors: Ilze Vamza

Rekomendg@ju darbu aizstavesanai

Vaditajs: Mag. biol. Agnese Kokina

Recenzents: asoc. prof., Dr.biol. Péteris Zikmanis

Darbs iesniegts Latvijas universitates Biologijas fakultaté

Dekana pilnvarota persona:

Darbs aizstavets bakalaura gala parbaudijuma komisijas sedé 13.06.2016.

Komisijas sekretare:



