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KOPSAVILKUMS

Darba ietvaros pétita purinu biosint€zes cela saistiba ar mitohondrionalo metabolismu.
Veikta purinu biosintézes mutantu kultivésana dazadu oglekla avotu, ka arT mitohondrionalo
procesu inhibitoru klatbiitné gan Skidraja barotng, gan uz agara plateém. Tapat Saja darba
meérita tris Krebsa cikla enzimu aktivitate.

Noverots, ka pielagoSanas atrums fermentativo substratu mainas gadijuma ir atkarigs no
ieprieks$€jiem augSanas apstakliem - badinatam purinu auksotrofu Stnu kultiram novérota
augstaka pielagotiba neka pilnaja barotn€ augusajam. legitie rezultati norada, ka purinu de
novo sintézes cela mutacijas ietekmé mitohondriju metabolismu.

ade? un ade6 mutantiem noverotas izmainas oglekla metabolisma, kas nav raksturigas

citiem auksotrofiem, bet adel 6adel7 atgadina petite celmus.
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SUMMARY

This study investigated the purine biosynthesis pathway's connection to
mitochondrional metabolism. Cultivations of purine biosynthesis mutants with different
carbon sources and mitochondrional inhibitors were done in both liquid and agarized media,
as well as the activity of three Krebs cycle enzymes, was measured.

It was observed that the adaptability rate when a fermentative substrate is changed
depends on the previous growth conditions - starved purine auxotrophic cells showed higher
adaptability than the one grown in complete media. Results show that purine de novo
synthesis pathway mutations affect mitochondrional metabolism.

ade? and ade6 mutants displayed changes in carbon metabolism that are not

characteristic of other auxotrophs but adel6adel7 depicts petite yeast strains.

Title: Purine auxotrophy's impact on mitochondrional metabolism in baker's yeast
Saccharomyces cerevisiae

Keywords: purine auxothrophy, mitochondria, cellular respiration, TCA cycle.
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IEVADS

Purinu auksotrofijas ir daba plasi izplatitas. Tas raksturigas dazadiem parazitiem,
piem@ram, malarijas plazmodijiem un leiSmanijam, ka arT - atseviskam véza §iinu linijam. S.
cerevisiae ir plasi izmantots modelorganisms gan genétika, biokimija, gan sisttmbiologija
(Sherman, 2002). Pateicoties augstai genétiskajai Iidzibai cilvékam, maizes raugu plasi
izmanto ari slimibu mehanismu pétijumos (Khurana et al., 2010).

Laboratorija iepriek$ iegttie rezultati norada, ka S. cerevisiae adenina auksotrofiem
celmiem varétu biit izmainita elpo$ana. Siinu elposana norit mitohondrija. Purinu biosintézi ar
mitohondriju saista tetrahidrofolata cikls, ka ar1 vairaki sintézei nepiecieSamie metaboliti tieck
sintezeti vai patéréti tieSi Saja organoida. Misu darba hipotéze ir, ka purinu auksotrofiem
raugiem piemit atseviskas, ar Stnu elposSanu saistitas adaptacijas, kuras noteiktos apstaklos
dod izdzivosanas prieksrocibas salidzinot ar prototrofu. ST bakalaura darba ietvaros mé&ginats
noskaidrot, ka purinu biosintézes cel§ ir saistits ar Siinas elpoSanu un vai eksisté apstakli,
kuros adenina auksotrofi demonstré augstaku pielagotibu.

Noverojot purinu auksotrofu fenotipus dazados apstaklos, varétu noskaidrot, kads ir
mehanisms, kas saista purinu biosintézes celu ar mitohondriju. Tapat iegitie rezultati
palidzétu saprast, kadas ar mitohondriju saistitas vielmainas TIpatnibas, bez purinu

auksotrofijas, vél piemit organismiem ar trauc€tu purinu sintézi.

Darba meérkis: raksturot purinu sintézes cela mutaciju ietekmi uz maizes rauga
Saccharomyces cerevisiae mitohondrija metabolismu.
Lai sasniegtu mérki, izvirziti darba uzdevumi:
1. Parbaudit purinu cela mutaciju ietekmi uz oksidativo substratu patérinu;
2. Parbaudit purinu cela mutaciju ietekmi uz celmu augSanu;

3. Parbaudit purinu cela mutaciju ietekmi uz Krebsa cikla enzimu aktivitati.



APZIMEJUMI

ADP — adenozina difosfats

AICAR - 5-amino-1-(5-fosfo-D-ribozil)-
imidazol-4-karboksiamidoribonukleotids

AIR — aminoimidazola ribonukleotids
AMP — adenozina monofosfats
ATP — adenozina trifosfats

CAIR -
ribonukleotids

CN - cianidi

karboksilamino inidazola

DH — dehidrogenaze
DMSO - dimetilsulfoksids

DNA - dezoksiribonukleinskabe (angl. —
dezoxyribonucleic acid)

dpi — punkti colla (angl. — dots per inch)
DW — sausais svars (angl. — dry weight)

FADH; — dihidroflavina adenina
dinukleotids
FAICAR — formilaminoimidazola

karboksamidribonukleotids

FGAM - formamido-fosforibosilacetamida
FGAR - formilfosforibozilglicinamins

g — brivas kriSanas paatrinajums, 9,81 m s
GAR - fosforibozilglicinamins

GIn — Glutamins

HCI - salskabe

IMP — inozina monofosfats

INT - iodonitrotetrazolija hlorids (angl. —
iodonitrotetrazolium chloride)

YP — rauga-peptona barotne (angl. — yeast-
peptone media)

YPD - rauga-peptona-dekstrozes barotne
(angl. — yeast peptone dextrose media)

kb — kilobazes (angl. — kilobases)
LHON - Leébera iedzimta optiska neiropatija
(angl. — Leber Hereditary Optic Neuropathy)

LU MBI - Latvijas Universitates
Mikrobiologijas un biotehnologijas institiits

MAT - dzimuma faktors (angl. — mating
type)
NaCl — Natrija hlorids

NAD — nikotinamidadenina dinukleotids

NADP - nikotinamidadenina dinukeotida
fosfats

OD - optiskais blivums (angl. — optical
density)

ORI - replikacijas sakumvieta (angl. —
origin of replication)

PMS - fenazina metasulfats (angl. —
phenazine methosulfate)

PRA —veidojas 5-fosforibozilamins
PRPP — ribozes-5-fosfats
Q — ubikvinons (angl. — ubiquinone)

qPCR — kvantitativa polimerazes kéedes
reakcija (angl. — quantitative polymerase
chain reaction)

RNA - ribonukleinskabe (angl. — ribonucleic
acid)

rpm — rotacijas minat€ (angl. — rotations per
minute)

rRNA - ribosomala ribonukleinskabe (angl.
— ribosomal ribonucleic acid)

SAICAR — 5-amino-1-(5-fosfo-D-
ribozil)imidazol-4-karboksiamidosukcinats

SD — sintétiska definéta barotne (angl.
synthethic defined media)

SNV — viena nukleotida varianti (angl. —
single nucleotide variants)

TCA - trikarboksilskabe  (angl. -
tricarboxylic acid)

THF — tetrahidrofolats

tRNA — transporta ribonukleinskabe (angl.
transport ribonucleic acid)

ZMP — 5-amino-1-(5-fosfo-D-
ribozil)imidazol-4-
karboksiamidoribonukleotida monofosfats

p - specifiskais augSanas atrums, h!



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Maizes rauga raksturojums

Raugi ir eikariotiski organismi, kas pieder sénu valstij. Raugi ir polifiletisks taksons, kas
ietver sevi sugas gan no asku sénu (Johnson, 2013), gan bazidiju s€nu tipa (Oberwinkler,
2012). Maizes raugs Saccharomyces cerevisiae ir asku sénu tipam piederigs raugs, kuru plasi
izmanto partika, riipnieciba, ka ar1 p€tnieciba. S. cerevisiae celma S288C genoms ir pirmais
nosekvenétais eikariotu genoms (Goffeau et al.,, 1996). Nosekvenétais genoms, viegli
iesp&jama ta manipul€Sana un atra augSana lavusi S. cerevisiae klut par eikariotiskas $iinas
modelorganismu, kas tiek plasi petits un izmantots (Sherman, 2002). Daudziem rauga géniem
eksiste homologi dzivnieku genoma. Pieméram, Agmon un kolégi (2020) S. cerevisiae
septinus raugu adenina biosint€zes cela génus aizvietojusi ar cilvéka ortologiem. Izmantojot
rauga Stunu ka eikariotiskas Stinas modeli, tas atlavis atklat evoliicijas gaitu un tas laika
notikusos molekularos solus, ka arT metaboliskas atSkiribas un pielagoSanos Stinas ieksgjai
videli.

Peétijumos izmanto dazadus S. cerevisiae celmus. Celms CEN.PK 113-7D ir plasi
izmantots sistémbiologija (YeastGenome, 2022). CEN.PK celms no references celma S288C
atSkiras ar vairak neka 20000 viena nukleotida variantiem (SNV). Starp tiem pastav ari
vairakas metaboliskas atSkiribas, pieméram, CEN.PK ir biotina prototrofs un sp€j gan uznemt,
gan parstradat maltozi (Nijkamp et al., 2012). Refereneces celms S288C ir biotina auksotrofs

un nespéej paterét maltozi.

1.2. Raugu augSana

Mikroorganismu ir iesp&jams kultivét Skidrajas barotnés vai uz agara platem.
Mikroorganismus $kidraja barotné var kultivét dazados veidos un tilpumos. Ja p&c Siinu
inokulacijas kultirai audzéSanas laika vairs netiek mainits barotnes sastavs, tad tadu
kultivaciju sauc par periodisko (angl. — batch) (Hogg, 2005). Periodisko kultivéSanu var veikt
kolbas, mé&genés vai mikroplatés. Izmantojot mikroplates, augSanas liknes var iegut
automatiski, mérot kultiiras optisko blivumu mikroplasu lasitaja. Sadi sasniegtais maksimalais
augsanas atrums ir salidzinams ar to, kuru iegiist Sunu kultiiru audzgjot kolba (Warringer et

al., 2003a).



Agarizétas plates ir kultivéSanas vide, kas visvairak lidzinas raugu dabiskajai videi,
pieméram, augSanai uz auglu un darzenu virsmas, kur S. cerevisiae aug veidojot kolonijas
(Meunier et al., 1999). Atkariba no sakotngja Stinu skaita, kas veido koloniju, izdala mikro- un
makrokolonijas. Mikrokolonijas veidojas no vienas dalities sp€jigas Siinas, bet
makrokolonijas — no vairakam, tuvuma esoSajam, dalities sp&jigam Siinam (Vachova et al.,
2013). Makrokolonijas var veidoties gan no vienas sugas vai celma §tinam, gan no dazadam
sugam (Momeni et al., 2013). Makrokoloniju veidojosas $iinas ir gené&tiski un morfologiski
homogenakas, salidzinot ar makrokoloniju veidojosam Stinam (Espagnon et al., 2014).

Mikroorganismiem augot gan Skidraja barotn€, gan agariz€tajas barotn€s, noveéro
vairakas secigas augSanas fazes (1. att€ls). P€c mikroorganismu inokulacijas jauna barotné tie
vispirms pielagojas barotnei un pieejama substrata parstradei. So laiku sauc par lag fazi (1.
attéls). Tas ilgums ir atkarigs no gan no barotnes veida, gan no inokul&to Stinu ieprieksgjiem
augsanas apstakliem. Sis fazes laika $tnu skaits praktiski nemainas, bet tam ir novérojama

metaboliska aktivitate (Hogg, 2005).
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1. attels. A. Kolonijas dazadas augSanas faz€s. Ar bultinam noraditas Siinas, kas dalas,
atraSanas vietas. Peleka Iinija norada baribas vielu gradientu. Att€ls izmainits no Bér et al.,
2020. B. Tipiska kolonijas augSanas litkne uz agariz€tas barotnes. Sarkana Iinija norada
kolonijas detekcijas slieksni. C. Tipiska rauga augSanas likne Skidraja baronté. Attels
izmainits no Alsuhaim et. al., 2013.

Figure 1. A. Colony in different growth phases. Arrows show location of dividing cells. The
grey line indicates nutrient gradient. Figure adapted from Bér et al., 2020. B. Typical colony
growth curve on agar plates. The red line indicates colony detection threshold. C. Typical

yeast growth curve in liquid media. Figure adapted from Alsuhaim et al., 2013.



Pec lag fazes seko logaritmiskas (log) augSanas faze. Log fazes laika notiek aktiva
baribas vielu patéréSana, un Stnu skaits Skidras barotnes kultiira pieaug eksponenciali.
Optimalos apstaklos log fazes laika $iinu kulttra vairakkartigi dubultosies, un $o laika posmu
sauc par dubultoSanas (angl. — doubling) laiku (Hogg, 2005). Log fazes laika tiek sasniegts
maksimalais specifiskais augganas atrums (u, h™'), kas raksturo mikroorganismu biomasas
picaugumu laika. To aprékina ka Stinu kultiiras optiska blivuma naturallogaritmu izmainu
laika. Kamer barotn€ ir pietiekoSi daudz baribas vielu, tas ir konstants. Tiklidz kads no
substratiem izsikst, specifiskais augSanas atrums samazinas, 1idz iestajas stacionara faze. Taja
Stnu dalisanas notiek 1&€nak, un augsanas atrums samazinas.

Koloniju augsSana ir nedaudz atskiriga. Rauga $iinas nav mobilas, tapec pec daliSanas tas
paliek matsiinas tuvuma. No sakuma Stna dalas horizontalaja plakng, cita citu nedaudz
pastumjot mala. Kad apméram piecu $iinu radiusa ap to vairs nav brivas vietas, tad Stina dalas
uz augsu un veido nakamo kolonijas $iinu slani (Momeni et al., 2013). Laiku, kad kolonijas
radiuss pieaug visstraujak, sauc par eksponencialo jeb log fazi (Vachova et al., 2012).
Eksponenciala augSanas faze kolonijas ir salidzino$i Tsa un visbiezak to nevar tieSi detektet
(Bér et al., 2020; Rivas et al., 2014).

Kolonijai turpinot augt, tas augSanas atrums samazinas, un seko lineara augSanas faze
(1B. attels), kurai raksturigs linears kolonijas radiusa pieaugums (Meunier et al., 1999). Ne
visas kolonija eso$as Stinas aug tieSi uz plates, lielaka dala aug uz citam $inam. Kolonijai
augot, kolonijas centra esosas Siinas parstdj dalities un ieies stacionaraja/Go $iinu cikla faze.
Aktivi dalities turpina kolonijas armala vai kolonijas virspus€ esosas Stnas (1A. attéls)
(Vachova et al., 2012).

Tad, kad kada no baribas vielam barotn€ ir iztereta, iestajas stacionara faze (Stahl et al.,
2004). Atskiriba no Skidrajam barotném, agariz€tajas barotn€s ap koloniju veidojas baribas
vielu gradients. Ar kratiSanas palidzibu Skidraja barotné ir iesp&ams nodroSinat vienadu
baribas vielu pieejamibu visam Stnam. Turpretim, augot uz agara barotnes, kolonijas tuvuma
noteiktas baribas vielas izsikst atrak, un tadéjadi koloniju augSana iestajas stacionara faze

(1A. attels) (Meunier et al., 1999). P&c stacionaras fazes seko bojaejas faze.

1.3. Pielagotiba
Pielagotiba ir organisma spgas izdzivot un radit pecnacgjus konkrétos apstaklos.
Pielagotiba ir atkariga no dazadam adaptacijam (angl. - adaptation). Tas var biit gan
genctiskas, gan morfologiskas vai fiziologiskas (Orr, 2005). Vienstinu mikroorganismi ir

pieméroti genétisko adaptaciju jeb mutaciju pétisanai, lai noskaidrotu to efektu uz pielagotibu.
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Attistoties sekvencésanas tehnologijam, pieaug ari nosekvencéto genomu, génu un al&lu
daudzums. Pieméram, péc S. cerevisiae genoma nosekvencésSanas 1996. gada tikai apmeram
1/3 no 6000 géniem bija eksperimentali noteikta funkcija (Goffeau et al., 1996). P&dgjo gadu
laika anot€to ge€nu skaits ir tikai pieaudzis, un 15 gadus vélak bija noskaidrota funkcija jau
gandriz 85% S. cerevisiae génu (Engel et al., 2013), tomér joprojam ir géni, kuru nozime
organismam eksperimentali ta arm nav noteikta. Pie tam, biezi novero, ka papildus geéna
produkta galvenajai funkcijai tas ir iesaistits arT citu, organismam nozimigu procesu veik$ana.
(angl. — moonlighting proteins) (Espinosa-Cantu, et al., 2015). Nelielo ieguvumu hipoteze
(angl. — hypothesis of marginal benefits) vesta, ka dala no géniem nevienos apstaklos nebiis
butiski izdzivosanai, bet ta vieta piedalisies vairaku fiziologisko funkciju regulacija un
precizéSana (Thatcher et al., 1998).

Tapat alternativi neitralas molekularas evoliicijas teorija (angl. — neutral molecular
evolution theory) uzskata, ka augSanas apstakliem nebitiskie geéni laika gaita uzkras
mutacijas, kas var novest pie §1 gé€na izmainitas sekvences vai pat inaktivizacijas, tadejadi it
ka “atbrivojoties” no neizmantota genétiska materiala (Kimura, 1991). Abam hipotézeém
pastav arl eksperimentali pieradijumi. Lai noskaidrotu katra g€na ietekmi uz organisma
izdzivotibu, nosaka organisma pielagotibu (angl. — fitness).

Mutacijas pienesums var bt atkarigs no genétiska fona (angl. — genetic background).
Viena un ta pati mutacija dazados organismos var izraisit dazadus efektus. Viena ta var sniegt
pozitivus ieguvumus, bet cita — negativus (Chandler et al., 2013).

Mutacijas nesoSie organismi var kliit par domingjoSiem populacija, ja to mutacijas
sniedz nelielus ieguvumus (angl. — marginal benefits) par citiem organismiem populacija
(Thatcher et al., 1998). Energijas taupiSanas hipotéze (angl. — Hypothesis of energy saving)
vesta, ka evollicijas gaitd virsroku guvusi tie organismi, kas atradusi veidus ka ekonomét
energétiskos savienojumus, pieméram, ATP (Dykhuizen, 1978). Pastav pienémums, ka
substrata [imena fosforilizacijas rasanas bija viens no galvenajiem posmiem agrinaja eikariotu

evoliicija, kas lavusi giit virsroku par hemotrofiem (Dykhuizen, 1978).
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1.3.1. Pielagotibas eksperimentala noteikSana

Mikroorganismus péc metabolisma Ipatnibam iedala auksotrofos un prototrofos.
Auksotrofi ir tadi organismi, kas nespgj sintezeét kadu no augSanai nepiecieSamajam baribas
vielam, pieméram, vitaminus, aminoskabes. Ja vid€ nav pieejams attiecigais metabolits, tad
auksotrofu augSana un daliSanas ir inhib&ta. Savukart prototrofi ir sp&jigi So vielu sintez&t
pasi, un tie nav atkarigi no tas pieejamibas vidé (Zengler & Zaramela, 2018). Auksotrofs
organisms pats nespgj sintez&t kadu aminoskabi, taukskabi, vitamtnu vai nukleotidu (Pronk,
2002; Zengler & Zaramela, 2018). Auksotrofiju var izraisit nebiitiska (angl. — non-essential)
géna izslégSana vai arl vesela metaboliska cela trikums (Seif et al., 2020). P&tnieciba
auksotrofijas nereti izmanto ka genétisko markieri, ka ari antibiotiku alternativu atlases
markieri (Pronk, 2002).

Gengétisko pielagotibu nosaka salidzinot augSanas parametrus starp savvalas tipa
celmiem un knock-out mutantiem (Wiser et al., 2015). Génu delécijas mutantu pielagotibas
noteikSanas lauj izdarit secinajumus par sekam, kas radisies S$iinai, pazaud€jot So geénu
evoliicijas laika (Warringer et al., 2003b). Del&cijas mutantu fenotipisko informaciju var
izmantot ari, lai spriestu par proteoma un proteoma-genoma mijiedarbibam (Ideker et al.,
2001).

Pielagotibu var noteikt ar loti dazadam metodém - salidzinot augSanas atrumus, veicot
kokultivacijas, sekvencg€jot transkriptomu. No mikroorganismu Skidrajam kultoram ir
iespgjams iegit datus par: lag fazes ilgumu, specifisko augSanas atrumu un maksimali
sasniegto kultiiras optisko blivumu jeb augsanas efektivitati (angl. — efficiency of growth). Sos
augsSanas parametrus salidzinot starp mutantiem un izejas celmu var noskaidrot géna delécijas
ietekmi uz S$tnas fiziologiju un augSanu (Warringer et al., 2003b). Visbiezak pielagotibas
mérisanai izmanto tiesi augSanas atrumu (Wiser et al., 2015).

Pielagotibu var noteikt ari salidzinot kolonijas augSanas atrumus uz agara platém.
Agarizétas barotnes ir mikroorganismiem raksturiga augSanas vide, kurd nozimigu lomu var
spelet kadi no géniem, kas nav nepiecieSami Skidraja barotn€. Pielagotibas raditaji, kas iegiiti
meérot kolonijas, sniedz tadus pasus vai pat precizakus mérfjumus ka alternativas metodes
(Baryshnikova et al., 2010). Koloniju izmé&ru noteikSanu laikd izmanto, lai noteiktu
fenotipiskas atSkiribas dazados apstaklos starp vienas sugas dazadiem celmiem, ka art lielas
deléciju kolekcijas (Galardini et al., 2019). Ilgstosi audzgjot kolonijas, ir iesp&jams noteikt ari
nelielas pielagotibas atSkiribas, kas neparadisies salidzino$i 1sajas Skidrajas kultivacijas

(Baryshnikova et al., 2010).
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Pielagotibu var noteikt ari kokultivacijas — audz€jot divus vai vairakus celmus
vienlaicigi viena kolba. Mikroorganismu attiecibas var noskaidrot izmantojot biokimiskas
atSkiribas (Thatcher et al., 1998) vai ar1 izdalot genomisko DNA un veicot qPCR analizi
(Baek et al., 2020). Videi pielagotakais organisms bis parakuma.

Sekvencésanas metozu attistiba paplasinaja ar1 pielagotibas noteikSanas metozu klastu,
kas vienlaicigi lava noteikt arT atbilstoSos genétiskos procesus. Pielagotibu var noteikt ari péc
génu kopiju skaita izmantojot, pieméram, DNA iezimju sekvenc€sanu (angl. — DNA barcode
sequencing) (Han et al., 2010). Analizgjot $iinas transkriptomu, ir iesp&jams noteikt, kuri géni
konkretaja bridi ir ekspreséti (DeRisi et al., 1997), tadgjadi laujot noskaidrot, kuri géni

jaeksprese konkrétajos apstaklos.
1.4. Maizes rauga fiziologija

1.4.1. Purinu biosintézes cel$
Purini ir aromatiski, heterocikliski savienojumi, ko veido slapekla un oglekla atomi.
Purini ir adenins un guanins, kuri abi ir sastopami DNA un RNA sastava (Kumari, 2018).
Purini veido ari citas molekulas — energétiski bagataja adenina trifosfata (ATP), kofaktoros
NADH un FADH,, ka arT koenzima A. Purinu atomi nak no dazadam molekulam: aspartata,

oglekla dioksida, tetrahidrofolata (THF), glicina un glutamina (2. att€ls).

Aspartats

Tetrahidrofolats

Glutamins

2. attéls. Purinu atomu izcelsme. Attels izmainits no Reichardt et al., 2011.

Figure 2. The origin of atoms in a purine molecule. Figure changed from Reichardt et al.,

2011.

Purinu biosintézes cel$ ir evolucionari konservativs jeb lidzigs dazadiem organismiem
(Agmon et al., 2020). S. cerevisiae un cilvéka purinu de novo sintézes cel§ atSkiras ar
nepiecieSamo génu skaitu — S. cerevisiae adenina biosintézes celu kode 10 géni, bet cilveékam
— septini (Agmon et al., 2020). Purinu de novo sint€zes cels ir linears, un katra ta soli purinu

molekulai pievieno tikai vienu vai divus atomus (3. attéls).
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Pirmaja soli ribozes-5-fosfatam (PRPP) pievieno glutamina amino grupu, un veidojas 5-
fosforibozilamins (PRA) (Nelson et al., 2001). So reakciju katalizé Ade4 (E.C. 2.4.2.14), un
ta ir atgriezeniska (YeastPathways, 2022). 5-fosforibozilamins ir nestabils savienojums (Nieto
et al., 1983). Talak, izmantojot vienu ATP molekulu, PRA molekulai tiek pievienots glicins
un veidojas fosforibozilglicinamins (GAR); reakciju kataliz€ fosforibozilglicinamidina
sintetaze Ade5 no Ade5,7 (E.C. 6.3.4.13) (Jones et al.,, 1982; YeastPathways, 2022).
Reakcijas tresaja solt, kuru katalizé glictnamida ribotida transformilaze Ade8 (E.C. 2.1.2.2),
no GAR, pievienojot vienu aldehida grupu, veidojas formilfosforibozilglicinamins (FGAR),
tieck oksidéta viena 10-formiltetrahidrofolata molekula, un ka blakusprodukts veidojas
tetrahidrofolats (THF) (Jones et al., 1982 & YeastPathways, 2022). Ari §1 reakcija ir
atgriezeniska (YeastPathways, 2022).

Purinu biosintézes ceturtaja solt pie FGAR, patérgjot vienu idens un ATP molekulu, no
glutamina pievieno aminogrupu. Aminacijas reakciju veic fosforibozilformilglicinamidina
sintetaze Ade6 (E.C. 6.3.5.3) (Andreichuk et al., 1997). Tad no formamido-
fosforibosilacetamida (FGAM), izmantojot vienu ATP molekulu, tiek noslégts viens no
purinu gredzeniem. Soli katalizé FGAM sintetaze Ade7 (E.C. 6.3.3.1) no proteinu kompleksa
Ade5,7 (Jones et al., 1982).

Sestaja soli purinu biosintézes cela no aminoimidazola ribonukleotida (AIR), uznemot
vienu CO, molekulu, tiek uzsintezéts CAIR (karboksilamino inidazola ribonukleotids). So
reakciju katalizé AIR karboksilaze Ade2 (E.C. 4.1.1.21.), un ta ir atgriezeniska (Dorfman,
1969; YeastPathways, 2022).

Septitaja soli Adel (E.C. 6.3.2.6.) CAIR molekulai pievieno aspartata amino grupu, un
izveidojas SAICAR, bet nakamaja reakcija Adel3 (E.C. 4.3.2.2.) tiek noskelta sukcinata
grupa, kas izdalas ka blakusprodukts — fumarats (Dorfman, 1969). Reakcija ir atgriezeniska
(YeastPathways, 2022). ADEI3 ir butisks géns, jo ta mutanti normalos apstaklos nav
dzivotspéjigi (Giaever et al., 2002), tomer ADEI3 knock-out mutanti ir dzivotspgjigi, ja ir
iznemts ar1 kads géns purinu biosintézes augsdala (Agmon et al., 2020).

Nakamas divas reakcijas kataliz€ paralogi Ade16Adel7 (E.C. 2.1.2.3. & E.C. 3.5.4.10.).
Pirmaja, patérgjot formil-THF wun ka blakusproduktu izvadot THF, rodas
formilaminoimidazola karboksamidribonukleotids (FAICAR), bet otraja — no FAICAR atskel
vienu tdens molekulu (YeastPathways, 2022). Reakcijas gaitd rodas inozina monofosfats
(IMP). IMP ir sazarojumu punkts purinu biosintézes cela. No ta var tikt sintez€ts gan adenins,

gan guanins — nukleinskabés esosie purini.
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3. attels. Purinu biosintézes un uznemsanas cel$ S. cerevisiae. Attels no Rebora et al., 2001.
Figure 3. Purine salvage and biosynthesis pathway in S. cerevisiae. Figure from Rebora et al.,

2001.

1.4.2. Purinu biosintézes cela regulacija

Purinu sintéze ir energétiski dargs un prasa daudz un dazadas izejvielas, tapéc ta tiek
reguléta. Purinu de novo sint€zi regulé ta starpprodukti un galaprodukti caur negativo
atgriezenisko saiti (Rébora et al., 2001).

Ade4 ir purinu biosintézes cela pirmais enzims, un ir iesaistits vairakos S§1 cela
regulatorajos procesos. Ade4, tapat ka nakamo seSu solu mutantiem ir novérojama zemaka
visu ADE génu ekspresija (Rébora et al., 2001). Ja Ade4 ir parliecku ekspreséts (angl. —
overexpressed) — tas noved pie pargjo ADE génu samazinatas ekspresijas (Rébora et al., 2001)

un veicina SAICAR un AICAR uzkrasanos $tina (Rébora et al., 2001; Rébora et al., 2005).
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SAICAR ir nepiecieSams, lai netieSi nodrosinatu Basl un Pho2 mijiedarbibu (Rébora et
al., 2001). Basl un Pho2 veido kompleksu, kas aktivizé visu ADE génu ekspresiju (Daignan-
Fornier et al., 1992). Papildus Basl un Pho2 kompleksam, géna ADES7 ekspresijai ir
nepiecieSami art SAGA un SWI/SNF kompleksi (Koehler et al., 2007). Ar1 purinu biosintézes
cela nakamais savienojums AICAR ir spgjigs aktivizét ADE génu transkripciju (Rébora et al.,
2005).

AICAR ir stinam toksisks savienojums, kuram uzkrajoties, tas tick metabolizéts par
AICAR monofosfatu (ZMP). ZMP izjauc nuklearo proteinu transportu un palielina
nukleosomu veidojoSo proteinu ekspresiju (Douillet et al., 2019). AICAR ir starpprodukts gan
purinu, gan histidina biosintézes cela, ta uzkraSanas Stnas izraisa gan adenina, gan histidina
auksotrofiju (Rébora et al., 2005). AICAR saistas ar Bas1-Pho2 kompleksu, ka art Pho2 un
Pho4 transkripcijas faktoriem, tadgjadi tas piedalas gan purinu, gan fosfata, gan histidina
metabolismu regulacija (Pinson et al 2009).

Purinu biosint€zes pirmo soli, kuru kataliz€ Ade4 enzims, var inhib&t ar purinu
biosintézes galaproduktu adenozina difosfatu (ADP). ADP klatbiitné ADE4 gé€na ekspresija ir
samazinata (Nieto & Woods, 1983). ADE4 ekspresiju var inhib&t arT arpus$tinam esosais vai
neesoSais purins. No sakuma ekstracelularais adenins ir jauznem $tnas un jafosforalizé lidz
ADP, lai tas varétu inhibét Ade4 (Rébora et al., 2001). Ja arpussiinam nav purinu — adenina,
hipoksantina — tiek aktiveti transkripcijas faktori Basl un Pho2, kas savukart aktivé visus

ADE génus (Rébora et al., 2001).

1.4.3. Mitohondriju metabolisms

Mitohondriji ir ar membranu ietverti organoidi eikariotiskas Stnas. Tie ir c€lusies no
aeroba prokariota — o-proteobakterijas (Gray et al., 1999), kuri endosimbiozes cela
ieklavusies eikariotu §iinas (Martin et al., 2015). Evolucijas gaita dala no endosimbiotiska
prokariota genoma ir pazudis vai ar1 ieklauts “saimniekSiinas” kodola (Malina et al., 2018),
bet mitohondrija genoms nav pilniba izzudis. S. cerevisiae mitohondrija genoms ir 85 kb gars,
kas kodg astonus proteinus — septini no tiem veido elektronu transporta kédes subvienibas, bet
viens ir dala no ribosomas mazas subvienibas (Foury et al., 1998). Nukleinskabei ir tr1s aktivi
replikacijas sakumpunkti (ORI) un pieci ORI-lidzigi elementi, ka arT 24 tRNA un divi rRNA
géni 15S un 21S (Foury et al., 1998). Iznemot mazas ribosomas subvienibas Varl un ATP
sintetazes Atp9 subvienibu, ka ari izmainas | kompleksa, par€jie geni S. cerevisiae

mitohondrija genoma ir konservativi art cilvekam (Malina et al., 2018).
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Mitohondriji ir S$tnas organoidi, kas generé metabolisko energiju energétiska
savienojuma adenozintrifosfata (ATP) veida. Mitohondrija matriksa Krebsa cikls sarazo
elektronu parnesgjmolekulas (NADH un FADH>), kuras vélak nodros$ina elektronu transporta
keédes darbibu un protonu gradienta veidoSanos. Péc gradienta izveides, protoni pliist atpakal
mitohondrija matriksa caur ATP sintazi, kas sintezé ATP molekulas (Cooper et al., 2000).

Dalgjs vai pilnigs mitohondrionala DNA zudums vai izmainas kodola kodetajos
mitohondrionalajos proteinos noved pie petite fenotipa rasanas (Day, 2013). Petite celmi,
aerobi augot, veido mazakas kolonijas neka savvalas celms. Petite mutantus atSkir p&c to
nespéjas augt uz neferment&jamiem oglekla avotiem (Day, 2013). Cilvekam trauc&jumi
mitohondrija metabolisma raksturigi vairakam slimibam, pieméram, Le&bera iedzimtajai

optiskajai neiropatijai (LHON), Parkinsona un Hantingtona slimibam (Schapira, 2006).

1.4.4. Krebsa cikls

Glikoze tiek ietransportéta Stinas, un glikolizes cela saskelta lidz piruvatam. Piruvata
dehidrogenazes komplekss (E.C. 1..2.1. -) parveido piruvatu un koenzimu A-SH par
Acetilkoenzimu A. Reakcijas laika tiek reducéts NAD® par NADH, ka ari izdalas CO;
(Nelson et al., 2001). Krebsa cikls, art trikarbonskabju cikls (TCA cikls), (4. attéls) sastav no
astonam reakcijam. Oglekla atomi Krebsa cikla tiek uznemti ar acetilkoenzimu A, kas kopa ar
oksaloacetatu piedalas citrata sintazes (E.C. 2.3.3.1./2.3.3.16.) reakcija, patér&jot vienu tidens
molekulu. Sis reakcijas produkts ir citronskabe, bet blakusprodukts — koenzims A.

Krebsa cikla otrais solis formé izocitratu ar cis-akonitatu ka starpproduktu. Cis-
akonitats parasti nepamet akotinata hidralazes (E.C. 4.2.1.3.) aktivo centru. Reakcijas pirmaja
dala tiek atbrivota viena fidens molekulu, bet reakcijas otraja dala — viena tidens molekula tiek
saistita. Visa akotinata hidralazes kataliz€ta reakcija ir atgriezeniska (Nelson et al., 2001;

YeastPathways, 2022).
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Tresais solis Krebsa cikla ir izocitrata oksidacija par a-ketoglutaratu (4. attéls). So
reakciju kataliz€ NAD-atkariga izocitrata dehidrogenaze (E.C. 1.1.1.41./1.1.1.286.), to kodé
géni [IDHI1/2 (YeastGenome, 2022). S. cerevisiae ir tris dazadi izozimi izocitrata
dehidrogenazei. Sie enzimi piedalds ari glutamata metabolisma (Haselbeck & McAlister-
Henn, 1993). Divas no tam ir lokaliz€tas mitohondrija matriksa, bet viena — citosola
(YeastGenome, 2022). Mitohondrija matriksa ir NAD-atkariga un NADP-atkariga izocitrata
dehidrogenaze (géns IDP1I), bet citosola otra — NADP-atkariga izocitrata dehidrogenaze (kodé
géns IDP2) (Haselbeck & McAlister-Henn, 1993). Mitohondrija esoSais Idpl enzims
nepiedalas Krebsa cikla, lai gan atrodas matriksa; Idh1/2 ir Krebsa cikla enzims (Haselbeck &
McAlister-Henn, 1993). Idh1/2 izslégSanas gadijuma Idp2 citosola nodroSina a-ketoglutaratu
gan glutamina sintézei, gan Krebsa ciklam (Haselbeck & McAlister-Henn, 1993). o-
ketoglutarats, antiportéjot malatu, var tikt transport€ts gan uz, gan no mitohondrija caur

Odc1/2 transporteri (Palmieri et al., 2006).
/— Koenzims A - SH
Acetil - Koenzims A - SH

I‘ i .r"\| F‘ ’—/
ADP +H " 3
NADH + H*
1.1.1.37
NAD™
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N cO
[ a-Ketogluteratskabe ]
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Ubikvinons
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4. attels. Maizes rauga S. cerevisisae Krebsa cikls. Autora attéls. Izveidots biorender.com
Figure 4. Baker’s yeast S. cerevisiae TCA cycle. Author’s figure. Figure generated in

biorender.com
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Krebsa cikla (4. attels) ceturtais solis ir o-ketoglutarata oksideéSana par sukcinil-
koenzimu A un oglekla dioksidu, patéréjos acetilkoenzimu A. Saja soli NAD" kalpo par
elektronu akceptoru un veidojas NADH (Hirayashi et al., 1971). Reakciju katalizé o-
ketoglutarata dehidrogenazes komplekss (E.C. 1.2.1. - ). Krebsa cikla piektais solis ir
sukcinil-koenzima A parveide par sukcinatu. Reakciju katalizé sukcinil-koenzima A ligaze
(E.C. 6.2.1.5.), un ta no ADP un fosfata grupas izveido vienu ATP molekulu. Reakcija ka
blakusprodukts rodas koenzims A (YeastPathways, 2022).

Nakama Krebsa cikla reakcija ir sukcinata oksidacija par fumaratu (4. attéls). To
kataliz€ sukcinata dehidrogenaze (Kregiel, 2012). Sukcinata dehidrogenaze ir ari
mitohondrionalas elektronu transporta k&des II komplekss (Oyedotun et al., 2004; Kregiel,
2012). Sukcinata oksidacijas laika tiek reducéts FAD" par FADH: un divi elektroni tiek
novaditi elektronu transporta kédeé (Kregiel, 2012). Krebsa cikla septitais solis ir fumarata
hidracija par L-malatu (Nelson et al., 2001). Reakciju katalizé fumarata hidralaze (E.C.
4.2.1.2.), un ta pate€ré vienu tidens molekulu (YeastPathways, 2022). Krebsa cikla pedgjais
posms ir malata oksidacija par oksaloacetatu. So reakciju katalizé mitohondrionala malata
dehidrogenaze Mdh2 (E.C. 1.1.1.37.), un ta ir atgriezeniska (YeastPathways, 2022). Reakcija
vienlaicigi reducé vienu NAD" molekulu. S. cerevisiae ir vél divas malata dehidrogenazes,
kuras atrodas citosola (Mdh2) (Minard & McAlister-Henn, 1991) un glioksisomas (Mdh3)
(Moriyama et al., 2018).

No viena Krebsa cikla apgrieziena S. cerevisiae rada tris NADH molekulas, ka ar1 vienu
FADH; un vienu ATP molekulu. No vienas glikozes molekulas ir iesp&jams veikt divus

Krebsa ciklus.

1.4.5. Mitohondriju elektronu transporta kede

S. cerevisiae mitohondrija elektronu transporta kédé par elektronu donoru kalpo NADH
un FADH,, bet par akceptoru — skabeklis O> (Tielens et al., 2002). Elektronu transporta k&de
(5. attela) ir pedgjais posms aerobaja elposana. Lielakajai dalai eikariotu ta sastav no cetriem
kompleksiem un ATP sintazes (Joseph-Horne et al., 2001). Atskiriba no cilvéka un lielakas
dalas citu eikariotu mitohondrionalo elektronu transporta kédi, S. cerevisiae komplekss I ir
aizstats ar divam NADH dehidrogenazém, tadejadi ar1 zaud€jot protonu parneses sp&ju Saja
kompleksa (Malina et al., 2018). Sakuma S. cerevisiae elektronu transporta kéde ir zarota
(Joseph-Horne et al., 2001). NADH dehidrogenazes (E.C. 1.6.5.3.) atrodas abas puses
mitohondrija iek$€jai membranai (Kronekova, 2005). Tas okside no Krebsa cikla iegiitas
NADH molekulas par NAD", protonu (H"), un reakcijas divi elektroni tiek transportéti uz
ubikvinonu (Q) (Joseph-Horne et al., 2001).
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Ubikvinons ir mobila molekula, kas parvietojas starp NADH dehidrogenazém, II
kompleksu un III kompleksu (Wang et al., 2016; YeastPathways, 2022). Sanemot divus
elektronus, ubikvinons tiek oksidéts par ubikvinolu (Wang et al., 2016).

Metformins ir viela ar pleiotropiskiem efektiem. Lielakajai dalai no eikariotiem
metformins inhibé I kompleksu (EI-Mir et al., 2000). S. cerevisiae 1 kompleksa vieta satur
divas NADH dehidrogenazes (Malina et al., 2018), kuras nav sensitivas pret metforminu
(Wheaton et al., 2014). Metformina klatbiitné ATP sintazes ekspresija un sintezetais ATP
daudzums ir samazinats, savukart kompleksu III un IV transkripcija ir palielinata (Borklu-
Yucel et al., 2015). Metformins koordiné mitohondrija metabolismu caur savienojumiem
citoplazma, jo metformina ietekme dzivas Siinas un atseviski izdalitos mitohondrijos atSkiras
(Fontaine 2018). Metformins supres€ ar1 dzelzs hému sintézi (Li et al., 2019).

S. cerevisiae sukcinata dehidrogenazes komplekss (komplekss II; E.C. 1.3.5.1)
nepiedalas protonu parnese. S. cerevisiae kompleksam ir piecas prostétiskas grupas: flavina
adenina dinukleotids (FAD), tris dzelzs-séra klasteri un b-tipa héma grupa. Galvenas
katalitiskas grupas Sdhl un Sdh2 (Joseph-Horne et al., 2001). Sukcinata dehidrogenaze ir ari
Krebsa cikla enzims. Komplekss II oksidé sukcinatu par fumaratu un vienlaicigi FAD" tiek
reducéts par FADH; (Oyedotun et al., 2004). Ta ka flavina adenina dinukleotids ir piesaistits
IT kompleksam, FADH: tiek oksidéts atpakal par FAD" un divi elektroni reducé ubikvinonu
(Oyedotun et al., 2004).
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Starpmembranu
telpa

leks&ja
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5 .attels. Maizes rauga S. cerevisiae mitohondrionala elektronu transporta k&de. Autora attéls.
Attels izveidots biorender.com.
Figure 5. Baker's yeast S. cerevisiae mitochondrional electron transport chain. Author’s

figure. Figure created in biorender.com.
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Péc oksidacijas ubikvinols parvietojas Iidz III jeb bcl kompleksam (E.C. 1.10.2.2.) un
tiek reducets atpakal par ubikvinonu (Hunte et al., 2003; YeastPathways, 2022). Citohroma b
subvieniba satur divus katalitiskos centrus, bet cl vieniba — vienu (Zara et al., 2009). Bcl
komplekss darbojas caur Q-cikla mehanismu (Crofts, 2004). Elektroni tiek parnesti uz
citohromu C (E.C. 7.1.1.8.), kas tiek reducéts; vienlaicigi par katru parnesto elektronu viens
protons tiek parvietots no mitohondrija matriksa uz starpmembranu telpu (Hunte et al., 2003).

Antimicins A ir bcl kompleksa inhibitors (Hunte et al., 2003; Boumans et al., 1998).
Tas specifiski inhibé ubikvinola redukcijas centru un 1:1 saista III kompleksu, tadgjadi
inhibitora relativa piesatinajums ir tiesi proporcionals kompleksa aktivitatei (Boumans et al.,
1998). Jo mazaka III kompleksa aktivitate, jo leénak notiek elektronu transports k&de, 11dz ar to
ar1 ATP sintéze. Ir sagaidams, ka antimictna A klatblitné S. cerevisiae nespes aug uz
neferment€jamiem oglekla avotiem, pieméram, glicerina (Walden et al., 2020).

Citohroma C reducéta forma parvietojas uz IV kompleksu (Citohroma C oksidaze; E.C.
1.9.3.1). Tur citohroms C tiek oksid€ts un vienlaicigi reducé O, par ideni H>O, ka ar notiek
protona parnese pari mitohondrija iek$€jo membranu (Geier et al., 1995). Komplekss 1V
sastav no 11 subvienibam, no kuram tris tiek kod@tas mitohondrionalaja genoma (Cooper et
al., 1991). To inhibé cianidi (CN) (Geier et al., 1995). Crabtree negativie raugi ir cianidu
rezistenti, bet crabtree pozitivie raugi ir cianidu sensitivi (Veiga et al., 2003).

Natrija valproats ir Citohroma C oksidazes inhibitors, bet neizmaina III un IV
kompleksa aktivitati (Salsaa et al., 2020). Natrija valproata augSanas inhibicija ir atkariga no
devas, tas ar1 izraisa apoptozi no G cikla fazes (Ma et al., 2017). Valproata klatbuitne
palielina glikolizes starpproduktu razoSanu, ka ar1 palielina glikolitisko génu ekspresiju un
etanola raZzoSanu. Natrija valproats ar1 samazina S. cerevisiae skabekla pat€rinu (Salsaa et al.,
2020).

Elektronu parnesgjmolekulas NADH un FADH>, oksidgjoties elektronu transporta kedg,
lauj parnest protonus uz mitohondrija starpmembranu telpu, veidojot elektrokimisko gradientu
(Campbell et al., 2018). Izveidotais elektrokimiskais gradients caur ATP sintazi (E.C.
7.1.2.2.) noklust atpakal matriksa. Lai sintez€tu vienu ATP molekulu, rotoram ir nepiecieSams
veikt 120° apgriezienu, pater&jot tris Iidz Cetrus protonus (Stock, 1999). No vienas glikozes
molekulas, Krebsa cikls veic divus apgriezienus, katra apgrieziena sintez&jot 1 FADH: un tris
NADH, ka ari vienu ATP molekulu. Oksidativas fosforilacijas laika no elektronu
parnesg¢jmolekulam elektroni tiek nogadati elektronu transporta kéde, genergjot protonu
gradientu. Sis protonu gradients p&c tam generé apméram 18 ATP molekulas (Pfeiffer et al.,

2014).
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1.4.6. Folatu cikls

Eikariotos folatu metabolisms ir norisinas citoplazma un mitohondrija. Folskabe ir viens
no organismiem nozimigakajiem vitaminiem. Ta aktiva forma ir tetrahidrofolats (THF). Tas
sp&j parvietot vairakus viena oglekla atoma vienibas dazadas oksidacijas pakapés, kurus
pateéré vairaki metaboliskie celi (Christensen et al., 2006). Purinu de novo sintézes celam ir
divi soli, kuros japatéré viena oglekla atoma folati: GAR transformilaze (E.C. 2.1.2.2.) un
AICAR transformilaze (E.C. 2.1.2.3.). (6. att€ls). Reduceti folati ir sastopami gan citoplazma,
gan mitohondrija. Reducéta veida tie nespgj Skérsot mitohondrionalas membranas, tapéc vien-
oglekla vienibas tiek parvietotas ar vien-oglekla donoriem: serinu, glicinu un formatu
(Matecic et al., 2010).

Folatu cikls mitohondrija ir oksidativs, bet citoplasma — reducgjoss. Lielaka dala no
vien-oglekla vienibam S. cerevisiae mitohondrijos nonak caur glicinu un serinu, tadgjadi
razojot formatu, kas velak tiek nogadats atpakal citoplazma (Christensen et al., 2006). Vien-
oglekla vienibu uznemSanu ar formatu var induc@t izmantojot metatreksatu — dihidrofolata
reduktazes inhibitoru (Pasternack et al., 1996) (6. attéls). Sada gadfjuma folata cikls griezas

preteja virziena (Pasternack et al., 1996).
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6. attéls. Purinu de novo sint€zes cela saistiba ar folatu ciklu. Sarkana bultina apzimé
metatreksata inhibcijas vietu. Attéls no Matecic et al., 2010.
Figure 6. Purine de novo synthesis pathway’s connection to folate cycle. Red arrow denotes

metathrexate inhibition place. Figure from Matecic et al., 2010.
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Lielaka dala no citoplazma sarazota formil-THF tiek izmantota purinu de novo sintézei
(Pasternack et al., 1996). Vismaz 25% no vien-oglekla vienibam, kas tiek izmantotas purinu
sint€zei, nak no formata ka donora (Christensen et al., 2006).

Purinu de novo cela otraja soli tiek patéréta viena glicina molekula (Jones et al., 1982;
YeastPathways, 2022). Glicins var tikt sintez€ts gan citoplazma, gan mitohondrija folata cikla
laika (Matecic et al., 2010) (6. attels). Tas var tikt parvietots no citoplazmas uz mitohondriju

caur transporteri Hem25 (Ferramosca & Zara, 2021).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1.

Raugu celmi

Darba izstradasana izmantotie celmi ir redzami 1. tabula. Mikroorganismu kolekciju

uzglaba -80° C 15% glicerina un 0,9% NaCl maisijuma. Lai sagatavotu Siinas eksperimentiem,

no saldéSanas mikrom&genes ar mikrobiologisko cilpu veic izkliedéjoso uzs€jumu uz pilnas

rauga barotnes (YPD) plates. Plates +30° C inkubatora 24 h vai ar1 lidz skaidri iz8kiramas

atseviSkas kolonijas. Plates ar izaugusam rauga kultiiram glaba ledusskapi +4° C. Reizi Cetros

ménesos veic tirkultiras parsésanu uz jaunu YPD plati. ParséSanu atkarto 1idz 5 reizém, bet

péc tam veic jaunu izklied€joso uzs€jumu no -80° C noglabatas mikroorganismu kultiras.

1. tabula

Darba izmantotie raugu celmi.

Table 1

Used yeast strains.

Celms

Celma genotips

LU MBI

kolekcijas nr.

Celmu izcelsme

Saccharomyces cerevisiae

CEN.PK prot*

CEN.PK
113-7D MATa

Y78

Davana no Peter
Richard, VIT

Biotechnology, Somija

Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D MATa | Y208 Sporu disekcija, LU
CEN.PK adel adel::KanMX MBI kolekcija
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D MATa | Y211 Sporu disekcija, LU
CEN.PK ade2 ade2::KanMX MBI kolekcija
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D MATa | Y249 Sporu disekcija, LU
CEN.PK ade4 aded::KanMX MBI kolekcija
Saccharomyces cerevisiae | CEN.PK 113-7D MATa | Y256 Transformacija, LU
CEN.PK ade57 ade57::KanMX MBI kolekcija
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D MATa | Y228 Sporu disekcija, LU
CEN.PK ade6 ade6::KanMX MBI kolekcija
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D MATa | Y218 Transformacija, LU
CEN.PK ade8 ade8::KanMX MBI kolekcija
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D MATa | Y257 Transformacija, LU

CEN.PK adel6adel?

adel 6::KanMX
adel7::KanMX

MBI kolekcija

*Treknraksta noraditi turpmak darba izmantotie celmu apzim&jumi
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2.2. Reagenti

Darba izmantotie reagenti redzami 2. tabula.

2. tabula

Darba izmantotas vielas un to izcelsme.

Table 2

Used compounds and their origin.

Viela Tiribas pakape Razotajs Izcelsmes
valsts
Adenina hemisulfats >99% Sigma Aldrich Vacija
Agars MA Biolife Group Italija
Etanols 96% Jaunpagasts Latvija
Glicerins Enola Latvija
Galaktoze >99% Sigma Aldrich Vacija
Glikozes monohidrats >99% Sigma Aldirch Vacija
Natrija hlorids >99% Sigma Aldrich Vacija
Peptons MA Biolife Group Italija
Rauga ekstrakts MA Biolife Group Italija
Tetraciklins > 98% Sigma Aldrich Vacija
[zocitrskabe >99% Sigma Aldrich Vacija
Hidroksidzintarskabe Sigma Aldrich Vacija
o - ketoglutarats > 9% Sigma Aldrich Vacija
Saponins LV Sigma Aldrich Vacija
Fenazina metasulfats (PMS) >90% Sigma Aldrich Vacija
B-NAD hidrats >96,5% Sigma Aldrich Vacija
Jodonitrotetrazolija hlorids (INT) >97% Sigma Aldrich Vacija
Proteazu inhibitors Roche Vacija
complete Mini
Metformins Roche Vacija
Metatreksats >99% Sigma Aldrich Vacija
Antimicins A >97% Sigma Aldrich Izragla
Salsskabe Sigma Aldrich Vacija
Natrija valproats > 98% Sigma Aldrich Vacija
Dimetilsulfats (DMSO) 99,9% Sigma Aldrich Francija
Trizma base 99,9% Sigma Aldrich ASV

LV — piemerots laboratorijas vajadzibam
MA - piemé&rots mikrobiologiskam analizém
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Darba izstradé izmantoja pilno sintétisko barotni (SD; angl. — Synthethic Defined).
Vienu litru barotnes pagatavo péc Miller et al., 2017 receptes (1. pielikums); 6,7 g salu
maisijumam pievieno 1 mL 1000x metalu un 1 mL 1000x vitaminu maisijuma, un to atSkaida
900 mL destileta tidens. Atseviski pagatavo 100 mL ogleklu avotu Skidumu. 20% glikozes
Skidumu gatavo no 22 g glikozes monohidrata un 85 mL destiléta tidens, bet 20% galaktozes
Skidumu — no 20 g galaktozes un 100 mL destiléta tdens. Pagatavotos Skidumus autoklave.
Seit un turpmak autoklavé$ana notiek 121 °C 15 min. Glikozes $kidumu péc autoklavesanas
pievieno SD barotnei. Sintétisko barotni bez slapekla (N-) pagatavo péc Miller un kolégu
(2017) receptes, bet salu maisjjumam nepievieno amonija sulfatu (2. pielikums). Vienam
litram SD N- barotnes pievieno 800 mL destiléta fidens. Atseviski pagatavo 100 mL 50 g L™!
amonija sulfata Skiduma. Visam barotném p&c autoklav@Sanas pievienoja tetraciklinu ar
koncentraciju barotné 25 mg L. Tetraciklinu iepriek$ sagatavoja ka 500 reizes koncentrétu
Skidumu 70% etilspirta. Sintétiskajai barotnei ar adeninu (SD+) pievienoja adenina
hemisulfatu ta, lai ta koncentracija barotné ir 136 mg L. Adenina hemisulfata $kidumu
ieprieks sagatavo 100 reizes koncentrétu destiléta ident un autoklave. Agarizétajam barotném
pievienoja agaru ta, lai gala koncentracija ir 20 g L. Agarizétas plates salej, izmantojot
sterilu mércilindru. Kvadratveida (10cm x 10cm x 2cm) Petri traukos (razotajs Sarstadt,
Vacija) lej 50 mL agariz&tas barotnes.

Inhibitorus pagatavo ka 100x koncentrétakus izejas Skidumus. Metforminu ar gala
koncentraciju barotné 3,5 mM un metatreksatu ar gala koncentraciju 4 mM skidina DMSO.
Antimicinu A ar gala koncentraciju 50 mM Skidina 96% etanola, bet 4 mM natrija valproatu —

destiléta tideni. P&c nepiecieSamibas inhibitora skidumus pievieno barotném.

26



2.3.

Darba izmantotas iekartas un programmatiiras ir noraditas 3. tabula.

Iekartas un programmatura

3. tabula
Darba izstradé izmantotas iekartas un programmatiira.

Table 3

Used equipment and software.

Iekarta Modelis Firma RazZotaja valsts
Autoklavs BKQ-Z301 Biobase Kina
Autoklavs Certoclav Classic Certoclav Austrija
Centrifuga Sigma 1-16 LaboChema Lietuva
Centrifuga 5810R Eppendorf Vacija
Inkubators Herracell 240-1 Thermo Scientific ASV
Inkubators 126 New Brunswick ASV
Scientific
Inkubators/kratitajs ~ ES-20 Biosan Latvija
Laminaras plismas V 12 P Fastflow [talija
skapis
Mikroplasu lasitajs  Infinite M200 PRO Tecan Sveice
PipetéSanas robots Opentron OT-2 Opentrons Labworks ASV
Programma Autoclick 2.0 ASV
Programma i-control 1.10 Tecan Austria GmbH Austrija
Programma Irfanview 4.40 64-bit Irfan Skiljan Bosnija un
Hercogvina
Programma MatLab R2015a MathWorks ASV
Programma Opentrons Opentrons Labworks ASV
Programma Opentron Protocol Opentrons Labworks ASV
Designer 5.2.6
Programma RStudio 3.6.3 R Core Team Austrija
Skeneris CanoScan 4400r Canon Japana
Spektrofotometrs HALO VIS-20 Dynamica Scientific Lielbritanija
Svari ABJ Kern & Sohn Vacija
Stinu skaititajs LUNA Fx7 Logos Biosystems Dienvidkoreja
Svari V-200 Acculab ASV
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2.4. Augsanas Iiknu iegiiSana mikroplasu lasitaja inhibitoru klatbutne
Visas darbibas ar mikroorganismiem §1 pétfjuma ietvaros veiktas sterilos apstaklos
laminaras plusmas skapi, ja nav noradits citadi. Eksperimenta plans redzams 7. attéla.
Naktskultiiras audzétajam §Ginam noméra optisko blivumu (OD). Seit un turpmak optisko
blivumu méra ar HALO VIS-20 spektrofotometru ar vilpu garumu 600nm. Siinas no
naktskultiras pars€j SD+ barotné ta, lai nakamaja diena OD~1. Lai noskaidrotu, cik daudz

Stnu suspensijas japarsgj, to aprekina pec formulas:

h
Vp*1000%2d

Vs(ul) == perom,

kur Vs — $iinu suspensijas tilpums mikrolitros, kas japarsgj; Vs — barotnes tilpums kolba,
uz kuru pars€j; h — augSanas laiks stundas; d - daliSanas laiks stundas; ODs — naktskultiiras
optiskais blivums; OD, — v€lamais optiskais blivums eksperimenta sakuma. Audz&Sanu veic

ar vismaz diviem dazadiem daliSanas laikiem (no 1,5 lidz 1,8h).

SD+

N- 4h
2x mazga S RES p T
atskaidalidz COCCC0CCO0CACCOO0000000
0D=0,4

| )

2x mazga
oD~1
50mL

Errc—Tommooos
) O 1)

ade-

Y 4
B= b= B=

7. attéls. Eksperimenta plans augSanas liknu iegtiSanai. Autora attels.

Figure 7. Experimental set up for determination of growth curves. Author’s figure.
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Nakamaja diena noméra izauguSo Siinu kulttiru optisko blivumu. Izv€las tas, kuram
ODsoo ir vistuvak 1. S@inu suspensijas ievieto 50 mL centrifiigoanas mégeng. Centrifiigo
4min 6000-g. Barotni nolej. Veic Stinu mazgaSanu — Stinas resuspendé destiléta fideni un
vorteksé, tad atkartoti centrifiigo. Sinu mazgasanu kopa atkarto 2 reizes. Péc pédgjas
mazgasanas $tinas resuspendé SD N- barotné ta, lai optiskais blivums centrifigo$anas mégené
ir apméram 2. Atkartoti noméra OD pie 600 nm. Stinu suspensiju parnes 100 mL kolbas ar 10
mL dazadu veidu barotném (SD+, N-, C- un ade-) ta, lai sakuma OD~1 (2. pielikums).
Badinasanas barotnes sagatavo no SD N- barotnes, glikozes, amonija sulfata un adenina
hemisulfata skidumiem. Barotn€s bez slapekla (N-) un bez oglekla (C-) iztrukstosa tilpuma
vieta pievieno sterilu, destilétu Gideni (2. pielikums). Stinas inkubé 4 h, +30°C, 180 rpm.

Péc inkubacijas nomé&ra ODeoo. Stinu suspensijas parnes 15 mL centrifigosanas
stobrinos. Centrifigo 4 min 6000-g. Tapat ka ieprieks Stinas mazga divas reizes ar sterilu,
destilétu tideni. P&c pedejas mazgasanas tas atSkaida SD+ barotné ta, lai ieglitu vismaz 3 mL
ar OD = 0,4. Pagatavo 2 mL 4x inhibitoru Skidumus SD+ barotné un 10 mL SD+ barotnes un
oglekla avotu Skidumus (6 mL SD+ un 4 mL 20% oglekla avota). Izmantojot Opentron OT-2
pilinaSanas robotu, 384 laucinu plateé nes 40 pL. SD+ barotnes un oglekla avota Skidumu,
20uL $tnu suspensijas un 20 pL 4x inhibitora skidumus. Mikroplates bedriteé sakuma OD =

0,1. Opentron pilinaSanas skripta pieméru var redzet: https:/bit.ly/38LkyK3 . Katrs celms

visos apstaklos audz&ts vismaz 3 biologiskajos atkartojumos. Ka negativas kontroles
izmantotas dazadas barotnes bez §tinam, bet ka pozitiva kontrole — prototrofs.

Mikroplati pirms ievietoSanas mikroplasu lasitaja apvelk ar parafilmu, lai novérstu
barotnes iztvaikoSanu kultivacijas laika. Tad plati ievieto mikroplaSu lasitaja. AugSanas
kingtikas mérfjumus veic 48h 29,5°C. Mikroplasu lasitaja optiska blivuma mérisanas cikls
sastav no 4 dalam: kratiSanas, pauzes, optiska blivuma meériSanas un vél vienas pauzes.
Vispirms mikroplate tiek orbitali kratita 480 s, tad seko 120 s lineara kratiSana. Abas
kratiSanas veic ar amplitidu 6 mm. Tas nodrosina homogénu $iinu suspensiju un baribas vielu
izplatibu barotngé. Péc kratiSanas 3 s pauze lauj $iinam nosésties. Tad seko optiska blivuma
mérisana pie 600 nm ar spektralas joslas platumu 9 nm. Katra laika punkta, ik pec 688
sekundém, veikti 5 mérijjumi un atgriezta to vidgja vertiba. Tad ir 60 s pauze. KratiSanas

pauze peéc mérijjumu veikSanas nelauj §iinam veidot agregatus.
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2.4.1. Augsanas liknu datu apstrade

Datu apstrade veikta Microsoft Excel programmattra R 3.6.3. Lag fazes aprekinatas
izmantojot ieprieks sagatavotu R skriptu (Kassaliete, bakalaura darbs, 2020). No mikroplasu
lasitaja iegtitajiem optiska blivuma mérijumiem atnem barotnes optisko blivumu. AugSanas
liknu grafika eksponencialas augSanas fazi apraksta ar taisni. Izmantojot So taisnes
vienadojumu, aprékinats tas krustpunkts ar x asi — lag fazes ilgums. No visiem biologiskajiem
atkartojumiem aprékinats vid&jais aritméetiskais raditajs un standartnovirzes.

Maksimalais specifiskais augSanas atrums aprékinats izv€loties vismaz desmit datu
punktus OD intervala no 0,05 11dz 0,40 un to naturallogaritmu starpibu dalot ar pagajuSo laiku
stundas. Sads OD intervals izvélets, jo taja specifiskais aug$anas atrums mainas minimali
(Kassaliete et al., 2020). No biologiskajiem atkartojumiem aprékinats vid&jais aritmétiskais
un standartnovirzes. Maksimalie optiskie blivumi (ODmax) aprékinati izvéloties tris lielakos
optiskos blivumus no katra biologiska atkartojuma, tad aprékinot vid&jo aritmétisko un
standartnovirzes.

Abiem raditajiem statistiski butiskas atSkiribas pie bitiskuma Itmena 95% (p<0,05)
noteiktas ar programmatiiru R 3.6.3, izmantojot ANOVA testu. Pirms ANOVA testa
veikianas ar Sapiro testu veikta datu normalitates parbaude. Péc vajadzibas veikta datu

transformacija. Péc tam veikts Tukey HSD tests.

2.5. Makrokoloniju augSanas dinamikas noteikSana

Stinas ar sakotngjo ODgoo ~ | audzétas tapat, ka ieprieks aprakstits 2.4. nodala. Stnu
kultiirai noméra ODsoo, un tas parlej 15 mL stobrina. Stobrinu centrifigo 4 min 6000-g,
barotni nolej. Divas reizes veic §tinu mazgasanu ar destilétu tideni. P&c tam Stnu kulttru
atSkaida ta, lai OD biitu 0,4. Izmantojot daudzkanalu pipeti, uz agara barotnes uznes 5 pl Stinu
suspensijas ta, lai koloniju centri biitu 9 mm attaluma viens no otra.

Sagatavotas plates bez vacina ievieto skener, kas atrodas inkubatora +30 °C grados. Ka
plasu fotografijas fonu izmanto tumsu salveti. PlaSu skenéSanu veic 72 stundas, ik pa divam
stundam. P&c kultivacijas beigam iegiitos att€lus apstrada ar MatLab izveidotu skriptu
babYeast (Zile, kursa darbs, 2021). Att€los redzamas kolonijas tuvina aplim un automatiski
nosaka ta radiusu (um), ka art aprékina detekcijas laiku. Kolonijas augSanas atrumu aprékina
ka radiusa izmainu laika. No skripta babYeast ieglist katras kolonijas pieauguma atrumu un

detekcijas laikus.
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Abiem raditajiem statistiski butiskas atSkiribas pie butiskuma limena 95% (p<0,05)
noteiktas ar programmatiiru R 3.6.3, izmantojot ANOVA testu. Pirms ANOVA testa
veikSanas ar Sapiro testu veikta datu normalitates parbaude. Péc vajadzibas veikta datu
transformacija. Tad veikts Tukey HSD tests. Aprekinati vid€jie aritmétiskie un

standartnovirzes.
2.6. Enzimu aktivitates noteikSana ar INT formazanu

2.6.1. Siinu suspensijas un reakcijas maisijuma sagatavosana

Vispirms pagatavo izejas 1 M Tris-HCI buferi. Veic pH titréSanu ta, lai pH butu 8,4.
Buferi uzglaba saldgjot -20° C. Pirms katra eksperimenta pagatavo 0,2 M Tris-HCI buferi.
Pagatavo 5 mg mL™! saponina $kiduma destiléta ideni.

Strauji augosas Stinas ar sakotngjo OD ~ 1,5 iegiist tapat ka aprakstits ieprieks 2.4.
nodala. Katru celmu 50 mL audz€ ar vismaz 2 dazadiem daliSanas laikiem (1,5 h - 1,8 h).

Lai noskaidrotu enzimu aktivitati, vispirms sagatavo 5 ml ar parbaudama enzima
reakcijas Skidumiem. Visus reakcijas Skidumus atSkaida 0,2 M Tris-HCI bufer1 (pH = 8.,4) (4.

tabula). o-ketoglutarata dehidrogenazes meérjjumiem pagatavo koenzima A un NAD"

Skidumu.
4. tabula
Enzimu reakciju skidumi
Table 4.
Solutions for enzyme reactions.
Viela Koncentracija | Enzims
NAD" 2 mM Visi darba aplakotie
Koenzims A 2 mM o - ketoglutarata dehidrogenaze
Izocitronskabe 15 mM Izocitrata dehidrogenaze
Hidroksidzintarskabe 15 mM Malata dehidrogenaze
o - ketoglutarats 15 mM o - ketoglutarata dehidrogenaze
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Eksperimenta sakuma noméra izaugusas Siinu suspensijas optisko blivumu. Izv€las to
kulttru, kuras optiskais blivums ir vistuvak 1,5. Suspensiju parlej 50 mL stobra un centrifiigo
10000 rpm, 4 min, + 4 °C. Péc tam nolej supernatantu un S$iinas divreiz mazga ar sterilu,
destiletu tideni. Péc pedejas mazgasanas rauga Siinas resuspendé 0,2 M Tris-HCI buferd, ta lai
optiskais blivums batu apméram 6. Atkartoti noméra optisko blivumu. Mikromégenés nes 1
mL Stnas suspensijas un veic divus divkartigus se€rijveida atSkaidijjumus ta, lai katra
mikromé&gené ir 0,5 mL $Gnas suspensijas ar atSkirigu OD. Katram celmam veic divus $adus
atSkaidijumus. Katrai mikromégenei pievieno 40 puL proteazu inhibitora. Proteazu inhibitoru
cOmplete Mini (25x) pagatavo 1 tableti izSkidinot 2 mL sterila, destiléta tdens. Pec
vajadzibad uzglaba -20 °C. Mikromégenés pievieno 500 pL saponina $kiduma. Mggenes
vorteksé. Liek inkubéties +30 °C 30 min. Tikmér pagatavo 15 mL INT-PMS skidumu (5.
tabula).

5. tabula

INT-PMS skiduma pagatavoSana
Table S

Preparation of INT-PMS solution

Viela Koncentracija Tilpums
INT 30 mg mL™! (96% etanols) 300 uL
PMS 10 mg mL! (H,0) 30 uL
Tris-HCI buferis 0,2M 14,37 mL

P&c inkubacijas beigam S$iinas centrifigo 13000 rpm, 3 min. Supernatantu nosiic ar
vakuuma siikni. Stnas divas reizes mazga ar 0,2 M Tris-HCI buferi. Péc $iinas resuspendé
ImL Tris-HCI1 bufera. Tad 96 laucinu mikroplaté, viena bedrite pilina 120 puL INT-PMS
Skiduma un 40 pL sagatavotas Siinu suspensijas. Mikroplati ievieto mikroplasu lasitaja
TECAN M200 PRO. Katrai $tnu suspensijas mikromégenei noméra ODgoo un ar $tnu

skaititaju LUNA Fx7 saskaita Stinas.

2.6.2. Enzimu aktivitates me&rijumi un datu apstrade
Pirms mérjjumu uzsakSanas, mikroplasu lasitaja TECAN M200 PRO injektorus ievieto
reakcijas substrata vai elektronu akceptora Skiduma un atgaiso. Reakcijas sakuma mikroplatg,
viena bedrite, ir 40 pL Siinu suspensijas, 20 uL substrata, 20 uL elektrona akceptora un 120
pL Tris-HC1 bufera. Mérjjumus veic ta, ka redzams 6. tabula. P&c meérjjumu veikSanas

mikroplaSu lasitaja injektorus izskalo ar destilétu ideni un izpas$ lieko tideni.
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Datu apstrade veikta Microsoft Excel. Laiku parveido uz minatém. No iegiitajam
absorbcijas ltkném atnem pirma laika punkta vertibu, tad absorbcijas liknes linearo dalu
pielidzina taisnei un iegust tas virziena koeficientu. Virzienu koeficientu dala ar INT-
formazana ekstincijas koeficientu un reizina ar $iinu sauso svaru mL™".

Statistiski butiskas atSkiribas starp celmiem pie bitiskuma Iimena 95% (p<0,05)
noteiktas ar programmatiiru R 3.6.3, izmantojot ANOVA un Tukey HSD testus. Pirms
ANOVA testa veikSanas ar Sapiro testu veikta datu normalitates parbaude. P&c vajadzibas
veikta datu transformacija. Aprékinati videjie aritmétiskie un standartnovirzes.

6. tabula
Enzimu aktivitates meriSanas parametri.
Table 6

Parameters for enzyme activity measurements.

1. Sakotnéjas absorbcijas merfjumi
Ciklu skaits 5
Intervals starp cikliem 90 s
Spektralas joslas platums 9 mm
Vilpu garums 490 nm
Mertjumu skaits 25
2. Substratu pievieno$ana
Injektors A 20 uL
Injektors B 20 uL
PievienoSanas atrums 200 pL s
Injektora uzpildiSanas atrums 100 pL s7!
Injektora uzpildes tilpums 500 pL
3. KratiSana
KratiSanas ilgums 5s
Orbitala amplitida 2,5 mm
4. Absorbcijas mérisana
Kingtisko ciklu skaits 40
Intervals starp cikliem 90 s
Vilna garums 490 nm
Spektralas joslas platums 9 nm
Merijums skaits 25
Pauze 38 ms
5. Plates iznemSana
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3. REZULTATI

3.1. Alternativo oglekla avotu paterins

Laboratorija iepriek§ novérots, ka dazi strauji augo$i purinu auksotrofi glikozes
klatbiitné nepatéré skabekli (Ozolina, nepublicéti, 2022). Sis novérojums lika secinat, ka
mutacijas purinu biosintézes cela ietekmé mitohondriju metabolismu. Lai noskaidrotu
izmainitas elpoSanas ietekmi uz oglekla patérina fenotipu, vispirms laboratorija veikti oglekla
avota mainas eksperimenti (8. attéls; 3. pielikums). Siinas sagatavotas tapat ka 2.4. nodala, ar
Opentron OT-2 pipeteSanas robotu sapilinata 96 laucinu plate ar glikoze vai galaktozi ka
oglekla avotu un kultivétas mikroplaSu lasitaja TECAN Infinite M200 PRO.

A GLIKOZE B GALAKTOZE
15 15

10 107

Lag, h
Lag, h

Barotne

prot adeb7 adel adet prot adeb7 adefi adef
aded ade8 ade? aded ade8 ade?

0

%]
'

-
!

Lag (galaktozelglikoze)

prof adeb7 adel adet
aded ade8 ade?

8. attels. Purinu biosintézes cela mutantu oglekla maina. A. Lag fazes ilgums (Lag, h) barotng
ar glikozi. B. Lag fazes ilgums (Lag, h) barotné ar galaktozi. C. Lag fazu attieciba galaktoze :
glikoze. Ozolina, 2022, nepublicéti.

Figure 8. Carbonshift in purine biosynthesis mutants. A. Duration of lag phase in media with
glucose. B. Duration of lag phase (Lag, h) in media with galactose. C. Ratio of lag phases
galactose : glucose. Ozolina, 2022, unpublished.
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Visi celmi, kas ieprieks audzeti N- un ade- barotnés, barotné ar glikozi uzradija lielakas
lag fazes neka tie, kuri iepriek§ augusi SD+ barotné (8A. att€ls). Barotné ar galaktozi celmi
uzradijusi garakas lag fazes, ja tie iepriek§ augus$i pilnaja SD+ barotné (8B. Attéls).
Vismazaka galaktozes un glikozes barotnes lag fazu attieciba ir novérojama badinatajam
sunam: C-, N-, ade- (8C. attels).

Lai noskaidrotu purinu biosint€zes cela mutaciju ietekmi uz elpoSanas metabolismu,
laboratorija veiktas audz€Sanas uz oksidativajiem oglekla avotiem. Oksidativo substratu
patérinam nepiecieSama aktiva mitohondrija iesaiste. Oksidativos substratus nevar katabolizet
fermentgjot, bet var oksidejot (Isakova et al., 2020). Ja S. cerevisiae ir trauc€jumi kada no
mitohondrionalajiem procesiem — Krebsa cikls, elektrona transporta k&de —, noveéro augSanas
kaveéSanos uz oksidativajiem substratiem. IepriekS sint€tiskaja (SD) barotné ar glikozi
izaudzetas Siinas, divreiz nomazgatas, resuspend€tas attiecigaja barotné un kultivétas
mikroplaté. Laboratorija parbaudijam raugu augSanu uz acetata, glikozes un citronskabes
rauga ekstrakta-peptona barotné (YP) (9. att€ls) un sintétiskaja (SD) barotné (4. pielikums).

YP barotnes rezultati (9. atteéls) demonstré, ka raugu augSana notiek gan glikozes
klatbutng, gan YP C-; ta ir barotne, kur par galveno oglekla avotu kalpo rauga ekstrakts un
baktopeptons. Savukart, dalai no purinu sint€zes mutantu (adel un adel6adel?7) augSanu
inhibeé acetata klatbiitne. Ta ka Stunu kultiras audz&tas YP barotn€, kura papildus pieejams
adenins, iegiitie rezultati nav saistiti ar tieSu purinu auksotrofiju, kad augSana ir apstajusies, jo
barotn€ beidzies adenins, bet gan ar kadu citu fiziologisko funkciju, kura iesaistiti purinu
biosintézes cela géni.

Veicot oksidativo substratu augSanas eksperimentu sint€tiskaja barotné (SD) barotnes,
atskiribas augsana vairs nenovéro (4. pielikums). Sis netie$i norada uz to, ka YP barotng ir
baribas vielas, kas nepiecieSamas kadai citai rauga metaboliskajai funkcijai, kuras realiz€Sana

purinu auksotrofos ir traucéta.
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9. attels. S. cerevisiae augSana liknes uz glikozes, oksidativajiem substratiem (citrats un
acetats) un barotné bez papildus pievienota oglekla avota (YP C-) rauga ekstrakta-peptona
barotné (YP). Uz x ass att€lots augSanas laiks stundas, bet uz y ass — optiskais blivums pie
600 nm. Attels no Ozolina, 2022, nepublicéti.

Figure 9. The growth curves of S. cerevisiae in yeast extract-peptone media (YP) with added
glucose, oxidative substrates (citrate and acetate) and without additionally added carbon
source (YP C-) On x axis is displayed time of growth in hours, but on y axis — optical density

at 600 nm. Figure from Ozolina, 2022, unpublished.
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3.2. AugSana mitohondrionalo inhibitoru klatbutné

Péc tam, lai noskaidrotu, kur§ tiesi mitohondriju biokimiskais process ir izmainits
purinu auksotrofijas gadijuma, veiktas mikrokultivacijas dazadu inhibitoru klatbtitné. No
augSanas likném aprékinaja specifisko augSanas atrumu p, lag fazes ilgumu un sasniegto,
maksimalo optisko blivumu ODmax (10. attéls).

Vislielakos specifiskos augSanas atrumus uzradija celmi bez inhibitora klatbiitnes (10A.
att€ls). Metformina un antimicina A klatbttn€ augSanas atrumi ir nedaudz mazaki ka bez
inhibitora; nav noverojamas atSkiribas starp iepriek§ badinatam vai nebadinatam Sinu
kultiram. Bez inhibitora klatbiitnes lielakos augSanas atrumus uzradija ade2 un ade6 mutanti,
kas iepriek§ augusi barotné bez pievienota adenina. Antimicina A klatbuitné vislielakos
specifiskos augSanas atrumus uzrada ade2 un ade6 génu mutanti, Sie augSanas atrumi ir lielaki
neka prototrofam. Vismazakie augSanas atrumi ir natrija valproata un metatreksata klatbutné.
ade4 N- celms natrija vaproata klatbiitne un ade- metatreksata klatbtitné augusi vislénak.

Visgarakas lag fazes novérojam badinatam ade4 celmam visos apstaklos (10B. att€ls).
Metformina klatbiitne lag fazes lielakoties ir garakas. Veicot kultivacijas ar antimicinu A,
visisakas lag fazes noveérojamas ade6 celmam. Natrija valproata klatbutné lag fazes ir ilgakas,
sasniedzot apméram 9h. Ar1 metatreksata klatbiitne lag fazes ir garakas neka bez inhibitora
audzgjot. Purinu biosintézes cela mutantiem ade57, ade8, ade? iepriek§ purinu badinatas
Stnas uzradijusas 1sakas lag fazes neka pilnaja barotné (SD+) augusas vai oglekla/slapekla
badinatas.

(DMSO). DMSO ir organisks savienojums, kam piemit oksidativas 1paSibas. Gala barotné ta
koncentracija ir 1%, §1 koncentracija ir parak maza, lai ta klatbiitne izraisitu fenotipiskas
atSkiribas (Sadowska-Bartosz et al., 2013). Ar Saja darba 1% DMSO kontroles neuzradija
atSkiribas starp tiem paSiem celmiem, kas augusi barotné bez DMSO. Lai celmam izraisitu
augSanas traucgjumus bitu nepiecieSama vismaz 6% DMSO koncentracija (Sadowska-

Bartosz et al., 2013).
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10. attels. S. cerevisiae purinu de novo cela mutantu un izejas celma augSanas parametri SD
barotng ar glikozi — A. specifiskais augSanas atrums p, h'. B. lag fazes ilgums, h; C.
maksimalais sasniegtais optiskais blivums — inhibitoru klatbtatng. Celmi sakartoti purinu de
novo sintézes cela seciba. Nogriezni att€lo standartnovirzes.

Figure 10. The growth parameters — A. specific growth rate p, h''; B. lag phase, h; C.
maximal optical density — of S. cerevisiae purine de novo pathway mutants and prototroph in
SD media with glucose and mitochondrional inhibitors present. Strains are shown in order of

purine de novo synthesis pathway. Bars denote standard deviations.
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Skidras barotnes kultivacijas bez inhibitora un ar pievienotu metforminu vai antimicinu
A lielaka dala celmu sasniegusi ODmax ~1,1 (10C. attéls). Sis raditajs neliecina par augsanas
efektivitati (angl. — efficiency of growth), bet gan norada uz Stnu kulttiras piesatinajumu un
mérisanas iekartas limitu. Stinu kultiira, visticamak, turpina augt, bet to mérierice vairs nespgj
detektét. Parak biezas Stinu kultiras iesp&jama ar1 otrreiz€ja gaismas atstarosSana, kas ietekme
nomerito optisko blivumu (Stevenson et al., 2016). Metformina un natrija valproata klatbtitne
vismazakos ODnax uzradijis ade4 N- Siinas. A1l ade8 N- Siinas metformina un natrija
valproata ietekmé sasniedzis zemaku maksimalo optisko blivumu neka tad, kad audzetas
savadakas barotnés. Metatreksata klatbttné mazaki ODmax sasniegti, ja Stinas ir ieprieks
badinatas, bet lielaki, ja tas augusSas pilnaja barotne. Kultivacijas ar metatreksatu vismazakie
ODax it ade4 mutantam.

Sadu pasu audzésanu atkartojam par oglekla avotu izmantojot galaktozi (5. pielikums).
Bez inhibitora barotné ar pievienotu galaktozi specifiskie augSanas atrumi ir lielaki purinu
biosintézes cela mutantiem, bet tie neatSkiras starp iepriek$€jiem augSanas apstakliem.
Badinatiem purinu cela mutantiem novérojamas 1sakas lag fazes ka tiem, kas pirms tam
augusi pilnaja barotn€. Metformina klatbtitneé mazakos ODmax novéro slapekla badinatiem
purinu auksotrofiem. Divu dienu kultivacijas ar natrija valproatu, metatreksatu gandriz visu
celmu sasniegtie ODmax ir tik niecigi, kas nav iesp&jams aprékinat lag fazi un/vai specifisko
augSanas atrumu. Antimicina A klatbiitn€ uz galaktozes augSana noveérojama tikai prototrofam

un ade?2, ade6 mutantiem.

3.3. Koloniju kultivéSana un augSanas dinamikas registrésana
Lai noveérteétu augSanu ilgaka laika posma uz agarizétas barotnes, veicam koloniju
augSanas dinamikas mérjjumus (11. att€ls). Kultivacijas veiktas bez inhibitora, ka ari
metformina, natrija valproata un metatreksata klatbiitne (6. pielikums). Koloniju audzeésana ar
pievienotu antimicinu A netika veikta. Neviens celms, ieskaitot purinu prototrofu,

metatreksata klatbiitneé 72h laika neizauga un nebija detekt&jams.
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Bez inhibitora klatbiitné uz agara barotnes, tapat ka Skidraja barotné lag fazém (10.
att€ls), nav nove€rojamas atSkiribas starp detekcijas laikiem un ieprieksgjajiem augSanas
apstakliem (11. att€ls). Bez inhibitora klatbiitnes vislielakais detekcijas laiks ir adel celmam
19,40+0,89h. Visisakie detekcijas laiki novérojami génu mutantiem pirms adel géna — ade?2
un ade6. Metformina klatbiitn€ visilgakais detekcijas laiks ir tie$i ade6 mutantiem. Kultivejot
ar natrija valproatu, visgarako detekcijas laiku uzradija ade57 un ade8 celmi, kuri kluva
detekt&jami pec vairak ka 48h. Ja Sie celmi ieprieks tikusi slapekla vai purinu badinati, tad tie
nav detekt&jami ar1 peéc 72h. Mutanti ade6 un ade8 barotné ar natrija valproatu, lidzigi ka

Skidraja kultivacija (10. attels), uzrada 1sakus detekcijas laikus, ja ieprieks tikusi badinati.
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11. attels. Purinu auksotrofu kolonijas dinamikas parametri mitohondrionalo inhibitoru
klatbutne. A. Kolonijas detekcijas laiks stundas. B. Radiusa augSanas atrums mikrometros
stunda. Celmi sakartoti purinu de novo sint€zes cela seciba. Nogriezni norada
standartnovirzes.

Figure 11. Colony growth parameters of purine auxotrophs cultivated with mitochondrional
inhibitors. A. Time of colony detection, hours. B. Growth of the colony radius, micrometers
per hour. Strains are shown in order of purine de novo synthesis pathway. Bars denote

sandard deviations.
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Vismazakais radiusa augsSanas bez inhibitoru klatbuitnes ir ade6 mutantam (12,15 £ 1,16
um h'). Iznemot visus ade6 un ade2 badinatos mutantus, metformina klatbiitné koloniju
radialie augSanas atrumi ir lielaki neka barotn bez inhibitora. Vislielakos koloniju augsanas
atrumus uzradija ade57 SD+ (26,01 + 2,34 pm h') un ade8 ade- (25,63 + 2,46 um h™)
mutanti.

Natrija valproata klatbiitneé ade57 un ade8 mutantiem nebija iesp&ams aprekinat
radialos augSanas atrumus. Visiem celmiem, iznemot adel/ SD+, koloniju augSanas atrumi

bija izteikti mazi ap 5 pm h'.

3.4. Krebsa cikla enzimu aktivitate

Lai sikak izpétitu oglekla metabolismu, mériti Krebsa cikla enzimi (12. attéls):
izocitrata dehidrogenaze, o-ketoglutarata dehidrogenaze un malata dehidrogenaze (6.
pielikums). Mértjumi veikti permabiliz€tas §tinas, izmantojot INT-formazana redukcijas testu.

Krebsa cikla tre$o soli katalizé izocitrata dehidrogenaze. ST enzima aktivitate statistiski
butiski neatskiras (butiskuma limenis 95%) starp lielako dalu no celmiem (13A. attls).
Viszemako aktivitati uzradija adel6adel7 dubultmutants (0,018 + 0,002 AmM min’
mgDW). No prototrofa izocitrata dehidrogenazes aktivitate ir statistiski bitiski (p<0,05)
mazaka ade57 un adel mutantiem, bet savstarpgji tas butiski neatskiras.

Nakamo soli Krebsa cikla katalizé a-ketoglutarata dehidrogenaze. Izejas celmam
CEN.PK 113-7D ta aktivitate (12B. att€ls) ir 0,095 = 0,015 AmM INT-formazana miniité uz
miligramu sausa svara (DW). Viszemako aktivitati uzradija dade2 mutants (0,023 + 0,002
AmM min! mgDW™). Lidz ADE2 génam jo talak purinu biosintézes cela atrodas gena
kodgtais enzims, jo mazaka ir ta aktivitate.

Malata dehidrogenaze ir Krebsa cikla enzims, kas kataliz€ ta ped€jo soli. Prototrofa
malata dehidrogenazes aktivitate (12C. attéls) ir 0,137 AmM INT-formazana miniit€é uz
miligramu sausa svara (DW). Vislielako malata dehidrogenazes aktivitati (0,203 + 0,048
AmM min! mgDW-! uzradija ade6 mutants, bet vismaziko (0,203 + 0,048 AmM min’!
mgDW™ — adel6adel7 mutants. Mutanta ade6 aktivitate ir lielaka izejas celmam. Visi

mutanti, iznemot ade4, statistiski butiski atSkiras no prototrofa (p<0,05).
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12. attéls. S. cerevisiae prototrofa un purinu biosint€zes cela mutantu A. izocitrata
dehidrogenazes; B. a-ketoglutarata dehidrogenazes; C. malata dehidrogenazes aktivitate.
Celmi sakartoti purinu de novo sintézes cela seciba. Nogriezni att€lo standartnovirzes.
Zvaigznites simbolize statitstiski biitiskas atSkiribas no prototrofa (p<0,05).

Figure 12. The activity of A. isocitrate dehydrogenase; B. a-ketogluterate dehydrogenase; C.
malate dehydrogenase in S. cerevisiae purine biosynthetic pathway mutants and prototroph.
Strains are shown in order of purine de novo synthesis pathway. Bars denote standard

deviations. The stars denote statistically significant differences from prototroph (p<0,05).
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4. DISKUSIJA

Saja darba aplikotas mitohondrionala metabolisma izmainas purinu auksotrofiem S.
cerevisiae celmiem. S. cerevisiae ir crabtree pozitivs raugs, kas izvélas glikozi ferment&t pat
skabekla klatbtutné. Tam ir salidzino$i vairak glikozes tranporteru, kuri nodroSina lielu
glikozes uznemsSanas atrumu (Hagman et al., 2013). Fermentacijas laika S. cerevisiae iegust
kopuma mazak, bet 1saka laika ATP molekulas, jo oglekla metabolisma pliismas ir lielakas
neka elpojot (Thomsson et al., 2003; Pfeiffer et al., 2014). FermenteSana lauj S. cerevisiae
iegiit prieksSrocibas par citiem, konkurgjoSiem eikariotiem, ko tas, iesp&ams, nespetu,
izmantojot respiratoro metabolismu. S. cerevisiae Stinas elpoSanas procesa no vienas glikozes
molekulas iegiist ~ 18 ATP, lai gan lielaka dala eikariotu sp€j iegit ~38 ATP molekulas
(Pfeiffer et al., 2014). Tapat fermentacijas procesa sarazotais etanols ir toksisks citam
iespgjamam, tuvuma esosajam sugam (Van Uden, 1985).

Neskatoties uz daudzam fermentéSanas priekSrocibam, ieprieks laboratorija esam
noverojusi, ka atseviSkiem purinu auksotrofiem atSkiras skabekla paterin§ (Ozolina,
nepublicéti, 2022). Jau ieprieks Petti un kolégi (2011) paradijusi, ka metionina auksotrofiem
respiratora metabolisma aktivacija var nesniegt energétiskus ieguvumus, bet gan nodroSinat
Stnu izdzivotibu. Lidzigi Matecic un kolégi (2010) norada, ka mutacijas purinu biosintézes
genos ir saistitas ar lielaku izdzivotibu, bet Tahara un kolegi (2013) paradijusi, ka palielinata
respiratora aktivitate palielina ADE génu mutantu izdzivotibu.

Lai noskaidrotu purinu auksotrofijas izraisitas izmainas mitohondrionalaja metabolisma,
iepriek$ laboratorija veiktas audzeSanas uz dazadiem ferment€jamiem (8. attéls), ka ari

oksidativajiem oglekla avotiem (9. attéls).

4.1. Purinu mutacijas paatrina alternativa C avota izmantoSanu

Visiem darba izmantotajiem celmiem, neatkarigi no ieprieks€jiem augSanas apstakliem,
ir novérojamas garakas lag fazes augot uz galaktozes neka uz glikozes (8. attéls). To var
izskaidrot ar Stinu augSanas vésturi HDB (angl. — history-dependent behaviour) (Vermeersch
et al., 2019). Lag fazes bis 1sakas, ja Stnas augusas, izmantojot to pasu oglekla avotu. Pirms
kultivacijas uz glikozes vai galaktozes mikroplaté Stnas audzetas glikozes klatbiitn€ vai bez
tas (C-). Galaktozes transporteru trukums var izraisit garakas lag fazes (Cerulus et al., 2018).
Stockwell un kolégi (2015) novérojusi, ka pirmreiz&ja audzésana uz galaktozes izraisa 1énu
galaktozes transpoteru un metabolisma génu indukciju. ST indukcija klist atraka, ja oglekla
avots tiek patéréts atkartoti. Tomér lidziga pétijuma Perez-Samper un kolégi (2018)
aplikojusi S. cerevisiae pareju no glikozes un maltozes un atklajusi, ka transportieri ir

nepiecieSami, lai izietu no lag fazes, bet tie var arT nebiit limitgjosais solis.
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Pielagosanas laiks jaunam oglekla avotam ir atkarigs no Siinu iepriek$€jas barotnes,
nevis ta, kur Sim celmam adenina sintézes cela ir mutacija (8. attéls). Vislielakais
pielagosanas laiks visiem $aja darba izmantotajiem celmiem jaunam oglekla avotam ir pilnaja,
sintétiskaja barotné (SD+) augoSajam Sinam (8C. attels). To var izskaidrot ar glikozes
klatbutni barotné un tas izraisito respiratora metabolisma inhibiciju. Perez-Samper un kolegi
(2018) noskaidroja, ka lag fazes ilgums parslédzoties ir atkarigs no respiratora metabolisma
aktivacijas. S. cerevisiae ir crabtree pozitivs raugs. Crabtree efekts ir organisma spgja
fermentet glikozi pat skabekla klatbiitne. Crabtree pozitiviem raugiem ir augsts glikozes
uznems$anas atrums, un no uznemtas glikozes tiek razots etanols (Hagman et al., 2013).
Fermentacijas laika respiratorais metabolisms ir inhibéts. Kad glikoze vairs nav pieejama, S.
cerevisiae energijas iegi$anai izmanto safermentgto etanolu (Stahl et al., 2014). So pareju no
fermentativa uz resperativo metabolismu sauc par diauksiju (De Deken, 1966). Neaktivizgjot
respiratoro metabolismu, Stinas joprojam spé€j izkliit no lag fazes, bet ta biis garaka (Perez-
Samper et al., 2018). Garakas lag fazes parslédzoties uz galaktozes patérinu var izskaidrot ar
nepiecieSamibu aktivizet respirativo metabolismu.

Atskiribas lag fazu ilgumos ir iesp&ams izskaidrot ne tikai ar atSkirtbam oglekla
metabolisma, bet arT ar atSkirigu elpoSana iesaistito proteinu iek$Stinas koncentracijam pat
stnas, kas nakusas no vienas populacijas un ir gengtiski identiskas. SGinam ne vienmér ir
izdevigi uzreiz un vienlaicigi ar citam S$tinam pielagoties jaunajai videi (Vermeersch et al.,
2019). Siinu lag fazes laiku ietekmé ari epigenétiskie faktori, kas mantoti no mates §iinas. S.
cerevisiae meit§tinu lag fazes parasti ir liclakas neka matStnas. Atsevisku §tnu epigenétiska
atSkiriba un tas ietekme uz daliSanas laiku izskaidro 1idz pat 7% no kopgjas populacijas
augsanas atruma (Cerulus & New et al., 2016).

Oglekla badinatas (C-) Stinas uzradija atraku pareju uz galaktozi ka oksidativo oglekla
avotu neka iepriek§ SD+ barotné augosas siinas (8C. attels). To var izskaidrot ar glikozes
represijas neesamibu. Glikozes represija ir fenomens, kad glikozes klatbiitne barotné S.
cerevisiae inhib€s resperativo metabolismu un citu oglekla avotu izmantoSanu (Kayikci &
Nielsen, 2015). Stinam, kas augusas bez glikozes (C-), netiek inhib&ta citu ogleklu avotu
izmantoSana, l1dz ar to tie sp&j atrak uzsakt augSanu uz galaktozes.

Atseviski slapekla badinati purinu biosintézes cela mutanti (ade8, ade6, ade2, adel)
glikoze uzradija garakas lag fazes ka pilnaja barotn€ augusas vai oglekla badinatas Siinas (8A.
attéls). To var dalgji izskaidrot ar glikozes transporteru zudumu. Slapekla badinatas Stnas
ferment€jama oglekla avota (piemé&ram, glikozes) klatbutng zaudé glikozes transporterus, kas
nenotiek oglekla badinasanas laika (Nilsson et al., 2001). Transporteru trilkums paildzina lag

fazes (Cerulus et al., 2018).
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Aplikojot pielagosanas laiku celmiem glikozé un galaktoze, visiem purinu
auksotrofiem novérojama mazaka lag fazu attieciba, ja Stunu kultiira ieprieks tikusi badinata
(8C. attels). Prototrofam nav noverojama statistiski butiskas atskiribas (p<0,05) starp ieprieks
SD+ vai ade- augusam Stnam. To var izskaidrot ar prototrofa sp&ju paSam sintezét savus
purinus. L1dz ar to, prototrofu neietekmé adenina pieejamiba vai nepieejamiba.

Ieprieks laboratorija iegiitie skabekla patérina dati (Ozolina, nepublicéti, 2022) norada
uz Stnas elposSanas izmainam atseviskiem purinu biosintézes mutantiem. Izmainas S$tinas
elpoSana var ietekmét S. cerevisiae sp€jas augt uz oksidativajiem oglekla avotiem, piemé&ram,
citronskabes, acetata, etanola vai glicerina. Lai to noskaidrotu, veicam purinu biosintezes
mutantu audzeéSanu 96 laucinu mikroplaté ar dazadiem oglekla avotiem (9. attéls; 4.
pielikums).

legiitie rezultati YP barotné (9. attéls) rada, ka raugu augSana notiek gan glikozes
klatbutné, gan YP barotné bez papildus pievienota oglekla avota. Atseviskiem purinu de novo
sint€zes mutantiem — adel un adel6adel7 — augSanu inhibé acetata pievienoSana, kas nav
novérojama citiem mutantiem. S@inu kultiiras audzétas YP barotng, kura pieejams adenins,
tapec iegitie rezultati nav saistiti ar tieSu purinu auksotrofiju (augSana nenotiek, ja barotné
nav adenina), bet gan ar kadu citu fiziologisko funkciju, kura iesaistiti purinu biosintézes cela
géni. Sie dati norada, ka, iesp&jams, purinu biosintézes cela beigu dalas mutantiem — adel un
adel6adel7 — ir izmainita elpoSana.

Eksperimentu atkartojot sintétiskaja barotné€ (SD) barotng, augSanu uz acetata nenovero
nevienam no darba izmantotajiem celmiem (4. pielikums). Sis var&tu noradit uz to, ka YP
barotné ir pieejamas baribas vielas, kuras nepiecieSamas augSanai uz oksidativajiem
substratiem, bet nav atrodamas SD barotné (1. pielikums).

Galardini un kolggi (2019) novérojusi, ka, audzgjot purinu biosintézes cela mutantu
kolonijas barotn€ ar acetatu, tie aug atrak neka izejas celms. Purinu biosinte€zes cela beigu
dalas mutanti adel un ade? augu$i lidz pat 3 reizém atrak ka prototrofs, tapat noverota
augSanas inhibicija visiem purinu sint€zes cela mutantiem glicerina klatbuitné (Galardini et al.,
2017). Saja darba oksidativo substratu kultivacijas veiktas 96 laucinu platés, kuras iesp&jami
skabekla piekluves traucgjumi. So eksperimentu biitu ieteicams atkartoti veikt arf uz agara
platém, vérojot koloniju augSanas dinamiku. Tapat eksperimentu biitu ieteicams atkartot,
veicot garakas kultivacijas, lai varétu aprékinat dazados substratos sasniegtos specifiskos

augSanas atrumus un ODmax.
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4.2. Natrija valproata un metformina raditie efekti

ST darba ietvaros ieghti dati par S. cerevisize purinu auksotrofu augSanu
mitohondrionalo inhibitoru klatbiitné Skidraja barotng€ (10. att€ls; 5. pielikums), ka arT uz
agara platém (11. attéls; 6. pielikums).

S. cerevisiae var kultivét fermentieros, kolbas vai mikroplat€s. Dazadie kultivacijas
veidi atSkiras ar1 péc skabekla piekluves Stnu kultirai. Mikroplatés ir traucéta skabekla
piekluve $inam (Guardino et al., 2004). Darba izmantotajas 384 laucinu mikroplates skabekla
piekluve ir apgritinata to bedriSu maza izméra dél (Guardino et al., 2004). Bez inhibitora
klatbiitnes auksotrofiem noverotie specifiskie augSanas atrumi bija lielaki neka prototrofam
(10. attels), ko var izskaidrot ar purinu auksotrofu labaku pielagotibu apstakliem ar zemaku
skabekla saturu.

Natrija valproata klatbtitng Skidrajas kultivacijas ir novérojamas garakas lag fazes,
mazaki specifiskie augSanas atrumi un arm mazaki sasniegtiec ODmax (10. attéls). Koloniju
audzeSanas eksperimentos natrija valproata klatbtitné noveérojami loti lieli detekcijas laiki, ka
ar1 niecigi kolonijas augSanas atrumi (11. att€ls). Natrija valproats inhib& citohroma C
oksidazi mitohondrija elektronu transporta k&dé (Salsaa et al., 2020). S. cerevisiae dod
priekSroku fermentacijai gan anaerobajos apstaklos, gan tad, kad skabeklis ir daudz un brivi
pieejams (Rintala et al., 2009). Kolonijas audzetas apstaklos, kuras skabekla piekluve nav
traucéta (Petri plates vacin$ ir nonemts), kas vedina pienemt, ka raugs fermentg. So procesu
vel vairak aktiv€é natrija valproats, kura klatbiitné notiek aktivaka etanola rezosana un tiek
inhibéts skabekla pateérins (Salsaa et al., 2020).

Ir publicéti dati, ka samazinata skabekla koncentracijas (bet ne anaeroba) vide stimulé
Krebsa cikla enzimu aktivitati (Rintala et al., 2009). Mikroplasu kultivacijas ir traucéta
skabekla piekluve (Guardino et al., 2004), kas attiecigi varétu palielinat Krebsa cikla enzimu
aktivitati (Rintala et al., 2009). Lidz ar to var spekulét, ka uz agara plat€ém natrija valproata
klatbiitné augo3as §unas vairak fermenté neka tas, kuras kultivétas mikroplatés. Stinam
fermentgjot ir lielaki daliSanas laiki — tas aug l€nak, kas var€tu izskaidrot relativi lielos
koloniju detekcijas laikus un mazos koloniju augSanas atrumus (11. attéls). AtseviSkiem
mutantiem — ade57 un ade8 — detekcijas laiki bija tik lieli, ka nebija iesp&jams aprékinat
radiusa augSanas atrumu, turklat So mutantu N- un ade- badinatas Stnu kulturas 72h laika
nebija detekt€jamas (11B. attels). Valproata klatblitne palielina glikolizes starpproduktu

razoSanu, palielina glikolitisko gé€nu ekspresiju un etanola razoSanu (Salsaa et al., 2020).
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13 .attels. Maizes rauga S. cerevisiae mitohondrionala elektronu transporta kéde. Ar
sarkanajam zimém noraditi inhibitoru inhib&tie kompleksi. Metformins samazina ATP
sintazes transkripciju, bet neinhib€ to. Autora attéls. Att€ls izveidots biorender.com.

Figure 13. Baker's yeast S. cerevisiae mitochondrional electron transport chain. Red signs
denote inhibited complexes. Metformin decreases transcription of ATP synthase but does not

inhibit it. Author’s figure. Figure created in biorender.com.

Gan natrija valproats, gan antimicins A ir elektronu transporta kédes inhibitori un aptur
taja notiekoSo elektronu plismu. Sagaidams, ka to raditie augSanas fenotipiskie efekti butu
tadi pasi, bet tas netika noveérots (10. attels). To iespgams izskaidrot ar natrija valproata
raditajiem blakus efektiem. Ir zinams, ka, piem&ram, Schizosaccharomyces pombe natrija
valproats ietekmé membranu transportu un Stinapvalka stabilitati (Miyatake et al., 2007), un,
visticamak, Saccharomyces tas ietekme I1idzigi.

ade4 mutantam natrija valproata klatbiitne novérojamas augsanas izmainas (10. att€ls).
Slapekla badinatas ade4 Siinas uzradijusas ieveérojami (p<0,05) zemaku ODmax, ka ari
specifisko augSanas atrumu. AugSanas ipatnibu dél ade4 ade- nevargja noteikt lag fazes
ilgumu. lesp&jams, ka §1s ade4 mutantu augSanas Ipatnibas iesp&jams izskaidrot ar natrija
valproata raditajiem blakus efektiem, kas nav saistiti ar elektronu transporta kédi un ir
izteiktaki ade4 mutantam. Iesp&jams, tieSi ade4 mutantam, pateicoties energijas taupiSanas
hipotezei, varétu biit raksturigi no citiem adenina auksotrofiem atskirigi pielagojumi. Purinu
sintézes cela dala lidz IMP sazarojumam patéré ¢etras ATP molekulas un, iztrikstot kadam
génam cela vidl vai beigas, visticamak, tiek veikti visi soli lidz tam, patergjot energiju. ADE4

ir purinu sint€zes cela pirmo soli kod€joss géns, un bez ta sintéze nevar tikt uzsakta.
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Lai pilniba varétu novertét ade4 augSanas fenotipu, biitu ieteicams papildinat
iztriksto$os koloniju kultivacijas datus (11. attéls). Sobrid nav veiktas koloniju kultivacijas
antimicina A klatbiitn€, ka ar1 adel6adel7, ade4 un adel (C- un N-) kultivacijas pargjo
inhibitoru klatbtitné.

Oglekla (C) limitacija fenotipiski ir lidziga 100mM metformina raditadjam fenotipam —
lidzigi specifiskie augSanas atrumi, lag fazu ilgumi un izdzivotiba, tomér atSkiras ar
izmantotajiem signalceliem un notiekoSajiem ieksStinu metaboliskajiem procesiem (Borklu-
Yucel et al., 2015). C limitacija palielina aerobo elposanu, bet metformina klatbiitne — veicina
glikozes uznemsSanu, samazina glikozes ieksStinas koncentraciju un pastiprina fermentaciju
(Borklu-Yucel et al., 2015). Metformins supres€ glikozes 6-fosfatazes ekspresiju (Ota et al.,
2009). C limitacija veicina (angl. - upregulates) aerobisko elposanu, Krebsa celu, elektronu
transporta kedi, glikozes transportu un glikogéna regulatoros procesus (Borklu-Yucel et al.,
2015).

Sis vedina domat, ka C badinatajam $Gnam ir nepiecie$ams ilgaks laiks, lai pielagotos
oglekla patérinam metformina klatbiitné, tomeér tas neparadas datos, tikai ade4 un adel C-
Sinam metformina ir garakas lag fazes ka citam $tunam (10. attéls). Galaktozeé N- badinatajam
ade4, ade8, ade6 un ade2 $inam bija novérojami mazaki ODmax, bet augSanas Ipatnibu dél
tiem galvenokart nevargja aprékinat lag fazu ilgumus vai specifiskos augSanas atrumus. Tapat
koloniju kultivacijas ar metforminu detekcijas laiki kluva lielaki visiem darba izmantotajiem
celmiem, tom@r ade? un ade6 radiusa augSanas atrums bija mazaki ka pargjiem celmiem (11.

attels). Siem celmiem radiusa izmainas atrumi ir lielaki neka barotné bez inhibitora.

4.3. ade6/2 mutacijas palielina S. cerevisiae pielagotibu O; limita
apstaklos

Laboratorija noverots, ka ade? un ade6 mutanti skabekla bagatos apstaklos fermentieros
(Auzins, bakalaura darbs, 2021) vai uz agara platem (11. attels) aug lidzigi ka prototrofs. Si
darba ietvaros, kultivéjot 384 laucinu mikroplate€s bez inhibitora klatbiitnes, noveérots
pretgjais. ade2 mutanti aug bitiski (p<0,05) atrak neka prototrofs (10. attéls). So atskiribu
varétu izskaidrot ade2 un ade6 mutantu mazakam prasibam péc skabekla.

Antimicins A inhibé elektronu transporta kédes III kompleksu (Boumans et al., 1998).
S. cerevisiae ir crabtree pozitivs raugs, un glikozes klatbuitng€ izv€las ferment&t, nevis to
oksidét (Hagman et al., 2013). Lidz ar to biitu sagaidams, ka antimicins A neietekmé
ferment€josos raugus. Tomer lielakajai dalai purinu auksotrofu ta klatbiitn€ bija noveérojamas

garakas lag fazes un mazaki augSanas laiki (10. attls).
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Tapat ade2 un ade6 mutantiem barotn€ bez inhibitora ir novérojamas 1sakas lag fazes un

lielaki specifiskie augSanas atrumi Skidras barotnes kultivacijas neka prototrofam. Lidzigi

noverojumi saglabajas arT antimicina A klatbiitng, ka ar tiem ir 1sakas lag fazes neka

prototrofam (10. attéls). Antimicina A klatbiitn barotn€ ar galaktozi bija novérojama augSana

prot, ade2 un ade6, bet ne citiem purinu auksotrofiem (5. pielikums).

Ar1 natrija valproata klatbiitn€ ade? un ade6 ir noveérojami lielaki specifiskie augSanas

atrumi (10. att€ls). Natrija valproats inhibe citohromu C, kas saista III un IV kompleksu, un ta

klatbutné S. cerevisiae samazina skabekla patérinu (Salsaa et al., 2020). Abi inhibitori aptur

elektronu transporta kédi, nelaujot nonakt lidz elektronu akceptoram. lesp&jams, ka Siem

abiem celmiem (ade2 un ade6) ir pielagojumi, kas lauj uzturét augstu augSanas atrumu,

neizmantojot Krebsa ciklu un elektronu transporta ke&di. Alternativa Krebsa ciklam ir

glioksilata cikls (14. att€ls), kura var iegiit dalu no augSanai nepiecieSamajiem metabolitiem,

pieméram, oksalacetatu un vienu NADH molekulu (Raab et al., 2011; Nelson et al., 2001).
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14. attels. Krebsa cikls un glioksilata cikls S. cerevisiae. Att€ls no Rezaei et al., 2015.

Figure 14. TCA cycle and glyoxylate cycle in S. cerevisiae. Figure from Rezaei et al., 2015.
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S1 darba ietvaros iegiiti dati par S. cerevisize purinu auksotrofijas mutantu Krebsa
enzimu aktivitati. Nevienam no parbauditajiem enzimiem — izocitrata, o-ketoglutarata un
malata dehidrogenazes (DH) — nav nov@rojamas aktivitates atskiribas starp prototrofu un ade4
mutantu (12. attels).

S. cerevisiae ir tris dazadi izozimi izocitrata dehidrogenazei. Mitohondrija matriksa ir
NAD-atkariga un NADP-atkariga izocitrata dehidrogenaze (g€ns IDP1I), bet citosola otra -
NADP-atkariga izocitrata dehidrogenaze (kodé géns IDP2) (Haselbeck & McAlister-Henn,
1993). Diviem no Siem izozimiem ir nepiecieSams cits kofaktors, tapéc izozimu esamiba
neietekmé darba veiktos mérijjumus.

Izocitrata DH aktivitate lielakoties ir nemainiga visiem purinu auksotrofiem, bet ta ir
butiski samazinata (p<0,05) celmiem ar mutacijam biosintézes cela beigu dala (12A. attgls).
Tas var€tu noradit uz izmainitu elpoSanu Siem celmiem. Adel6adel7 ir atbildigs par IMP
sint€zi purinu biosintézes cela. IMP atrodas purinu de novo un salvage cela krustpunkta (3.
attels). Tapat adel6adel7 noverota ievérojami samazinata visu mérito Krebsa cikla enzimu
aktivitate. Sis novérojams sakrit gan ar citiem laboratorijas eksperimentiem, gan literatiiru.
Laboratorija esam novérojusi, ka adel6adel7 mutantam ir petite mutantiem raksturigas
pazimes — mazs augSanas atrums, mazas kolonijas, negativa reakcija ar mitohondriju aktivitati
raksturojoSu krasvielu (Mehanikova, nepublicéts, 2022). Vowinckel un kolégi (2021)
noverojusi, ka petite mutantiem ir samazinats a-ketoglutarata daudzums Stnas. Lai iegitu
vairak informacijas par oglekla metabolisma izmainam adel6adel7 mutanta, biitu japapildina
Saja darba iegttie dati ar §1 celma kultivacijam inhibitoru klatbiitn€ gan Skidraja barotn€, gan
uz agara platem.

Lai gan S. cerevisiae ir vairaki enzimi, kuri patéré a-ketoglutaratu (GLT1, GDH3 un
GDHI1 komplekss), to aktivitatei nevajadzetu ietekmét Saja darba ieglito merijjumu rezultatus.
a-ketoglutarata DH aktivitates merijjumi veikti pievienojot kofaktorus NAD+ un koenzimu A.
GDH3 un GDH1 kompleksa katalizétajai reakcijai ka kofaktors ir nepiecieSsams NADPH, ka
arT NHa, savukart GLT1 katalizetajai reakcijai NADH un glutamins (Mara et al., 2018).

Mutantiem ade6 un ade? ir novérojama zema a-ketoglutarata DH aktivitate, bet augstas
izocitrata un malata DH aktivitates. To var izskaidrot ar glioksilata cikla palielinatu darbibu
Sajos purinu biosintézes cela mutantos (14. att€ls). Glioksilata cikls norit citoplazma.
Izocitrats piedalas gan trikarbonskabju cikla, gan glioksilata cikla. Izocitrata liaze ir
glioksilata cikla enzims, kas izocitratu Skel par sukcinatu un glioksilatu (YeastPathways,

2022).
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Izocitrata DH augsto aktivitati ade6 un ade2 var izskaidrot ar nepiecieSamibu péc o-
ketoglutarata. Tas ir savienojums, kuru ne tikai oksidé Krebsa cikla, bet art plasi izmanto
glutamata sint€z€ (Zhang et al., 2020). S. cerevisiae ir vairaki enzimi, kas no o-ketoglutarata
veido glutamatu, pieméram, Gltl, Gdh3 un Gdhl komplekss (YeastPathways, 2022; Mara et
al., 2018). Glutamats ir viens no galvenajiem savienojumiem slapekla metabolisma.

a-ketoglutarata DH ir enzims, kur§ nepiedalas glioksilata cikla, tapéc ta aktivitate ir
maza, un td ade6 un ade? mutantiem nav nepiecieSama, ja tajos galvenokart norisinas
glioksilata cikls. ade6 purinu biosintézes cela katalizé slapekla pievieno$anos no glutamina
(15. attels).

S. cerevisiae ir vairaki malata dehidrogenazu izozimi. Malata dehidrogenaze, kuru kode
MDH] géns, ir Krebsa cikla enzims, kas atrodas mitohondrija matriksa (Thompson et al.,
1988), malata dehidrogenaze Mdh2 — citoplazma esoSs proteins, kas piedalas glioksilata cikla
(Minard & McAlister-Henn, 1991). Savukart Mdh3 atrodas glioksisomas un piedalas
taukskabju beta oksidacija (Moriyama et al., 2018). Visas §is dehidrogenazes veic vienu
reakciju: malats + NAD+ — oksalacetats + NADH. Enzimu aktivitates merjjumi veikti
permabilizétas §tinas lidz ar to mérita visu dehidrogenazu kopéja reagétspéja.

Lielo aktivitati ade6 un ade? mutantiem (12. attéls; 7. pielikums) var izskaidrot ar1 ar
lielaku citoplazmatiskas malata DH aktivitati, nevis Mdhl, kura atrodas mitohondrija
matriksa un piedalas Krebsa cikla. Ar darba izmantoto metodi nav iesp&jams noskirt, kura
tieSi enzima aktivitate tiek nomérita. Lai iegiitu konkr&ti mitohondrionalas malata
dehidrogenazes aktivitati, to var meérit nevis permabilizétas S$iinas, bet gan izol&tos
mitohondrijos. V&l par Mdhl aktivitati varétu spriest to nom&rot permabilizétiem petite
mutantiem un atnemot petite malata DH aktivitati no Saja darba iegiitas.

Izmainita enzimu aktivitate un uzlabota augSana elektronu transporta kédes inhibitora
antimicina A klatbtutné rada aizdomas, ka ade? un ade6 pat glikozes klatbutné izvélas
glioksilata ciklu. Glioksilata cikls nodroSina glikozes neogenézi no beta oksidacija
saSkeltajam taukskabeém (Raab et al., 2011). Tapat glioksilata cikls ir iesaistits fermentativa
substrata — acetata — izmantoSana (Lee et al.,, 2011). YP barotné ar acetatu (10. att€ls)
noverota ade6 augSana, bet td nav noveérojama ade? mutantam. Lai pilniba novertétu izmainas
ade? un ade6 mutantu oglekla metabolisma, ir nepiecieSams iegiit vél papildus datus,
piem@ram, vai glikozes klatbutn€ rodas papildus sukcinats (14. att€ls), kur tas tiek talak terets,

kada ir pargjo Krebsa enzimu aktivitate purinu biosintézes mutantiem?
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15. attels. Mitohondrionala metabolisma saistiba ar purinu de novo sintézes celu. Att€ls ar izmainam no Matecic et al., 2010 un Rezaei et al., 2015.

Figure 15. Mitochondrional metabolism’s linkage to purine de novo synthesis pathway. Figure adapted from Matecic et al., 2010 and Rezaei et al.,
2015.
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lespgjams, ka sukcinats tiek transportéts atpakal mitohondrija, lai sukcinata
dehidrogenaze to parveérstu par fumaratu (14. att€ls). Péc sintézes mitohondrija fumarats var
tikt pateréts talak esoS$ajas Krebsa cikla reakcijas vai tranportets atpakal uz citoplazmu.
Sukcinata-fumarata transportu pari mitohondriondlajam membranam nodroSina antiporters
Sfcl, tapat sukcinatu mitohondrija sp€j transportét Dicl tranporters, kas vienlaicigi citosola
nogada vienu fosfata grupu (Palmieri et al., 2006). Purinu biosintézes cela, sintez€jot adeninu,
tiek sarazotas divas fumarata molekulas, bet guanina gadijuma — viena (YeastPathways, 2022)
(15. attels). Iespejams, ka arT fumarats ir iesaistits purinu auksotrofu veidojosaja respiratoraja
fenotipa. Lai So noskaidrotu, ir nepiecieSami talaki petijumi, piem&ram, sukcinata un fumarata

plismas merijumi, ka ar pargjo Krebsa cikla enzimu aktivitates merijumi.

4.4. Purinu biosintézes cela saistiba ar mitohondrija metabolismu

Purinu biosintéze ir energétiski dargs process, kuram nepiecieSamas dazadas izejvielas.
Dala no §im izejvielam tiek vai nu sintez€ta vai nu ari patéréta mitohondrija biokimiskajos
procesos (15. attéls). Izp€tot So metabolitu pliismas, iesp&jams, var izzinat, ka tiesi purinu
auksotrofija ietekmé mitohondrionalo metabolismu.

Viens no biokimiskajiem procesiem, kas saista mitohondriju ar purinu de novo sintézes
celu, ir folatu cikls (6. att€ls). Folata cikls razo formil-THF, kas nepiecieSams purinu
biosintézes cela treSajam un devitajam solim, kuru katalizé respektivi Ade8 un Adel6adel?7.
Tapat folata cikla gan citoplazma, gan mitohondrija tiek razots glicins (6. attéls) —
aminoskabe, kas tiek pateréta purinu de novo cela otraja solt (Jones et al., 1982; Matecic et al.,
2010). Glicinu pari mitohondrionalajai membranai var parvietot ar Hem25 transporteri
(Ferramosca & Zara, 2021). Viens no folata cikla inhibitoriem ir metatreksats.

Ieprieks noveérots, ka darba izmantota metatreksata koncentracija 1 mM 24 h laika veido
citoplazmiskos petite mutantus, kas parsniedz vairak neka 50% no S$iinu populacijas
(Wintersberger et al., 1973). Iesp&jams, ka inhib&to augSanu dal€ji var izskaidrot ar petite
mutantu paradiSanos populacija. Petife mutantiem ir raksturiga daudz garaka lag faze un

mazaks specifiskais augSanas atrums minimalaja sint€tiskaja barotné (Vowinckel et al., 2021).
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Metatreksata klatbuitné tiek blokéta dihidrofolata reduktaze (Dfrl), kas Stna izraisa
adenina, histidina, metionina un dezoksitimidina monofosfata (dTMP) auksotrofiju, kas ir
noverojama ari §1 paSa géna nul/l mutantiem. Iesp&jams, ka inhib&to augSanu, kas novérota gan
Skidraja barotng (10. att€ls), gan uz koloniju kultivacijas (11.att€ls) ir izraisijusi histidina,
metiontna un dTMP neesamiba barotn€. Mikroplasu lasitaja celmi audzgti pilnaja sintétiskaja
barotn€ ar pievienotu adeninu ar/bez metatreksata. Lai pilnvertigi novert€tu purinu biosintézes
cela mutaciju ietekmi uz metatreksata inhibiciju, biitu nepiecieSams tos audzet barotng, kas
nodroS$ina visas, ne tikai adenina auksotrofijas prasibas.

Atskiriba no metatreksata inhibicijas, Adfrl knock-out mutantu augSanas prasibas
neapmierina papildus pieejama folskabe (Huang et al., 1992). Vertigi butu noskaidrot, vai
purinu auksotrofiem ir no prototrofa atSkirigs fenotips, ja barotn€ tiek pievienota lielaka
folskabes koncentracija. Saja gadijuma fenotipu atikiribas noraditu uz purinu biosintézes cela
saistibu ar mitohondriju caur folata cikla metabolitiem un Dfrl esamibu vai neesamibu.

Nakotné biitu interesanti ieskatities ar1 alternativos metaboliskajos celos, kas saista
purinu biosint€zi un mitohondrionalo metabolismu, vai, ja tie tiek inhib&ti vai “izslégti”, ir
noveérojami atskirigi fenotipi starp prototrofu un purinu auksotrofiem. Purinu sintéze pateré
dazadus metabolitus, kas piedalas ar1 virkné citu biokimisko celu Siina.

Purinu biosintézes pirmais un ceturtais solis patéré glutaminu (Gln). Ta ir aminoskabe,
kas kalpo par vienu no galvenajiem aminogrupas donoriem S$tna. Citosola to no
glutaminskabes sintez€ Glnl. Glutaminskabi Stna sintez€ vairaki enzimi: citosola esoSais
Gdhl un Gdh3 komplekss, ka arT mitohondrija esoSie Gltl un Gdh3. Glutaminskabe var ari
tikt transportéta no citoplazmas uz mitohondriju caur aspartata-glutaminskabes antiportu
Agcl (Palmieri et al., 2006). Visi tris Sie enzimi sint€zei patéré o-ketoglutaratu —
savienojumu, kas tiek sintez€ts Krebsa cikla (4. att€ls) (YeastPathways, 2022). a-
ketoglutarats no mitohondrija matriksa citoplazma var noklit caur Odcl-2 (malata un o-
ketoglutamata antiportu) (Palmieri et al., 2006). Iesp&jams, ka purinu auksotrofijas izraisitas
izmainas glutamina un o-ketoglutarata apriteé ietekmé aerobo metabolismu. Lai par to
parliecinatos, biitu nepiecieSams noskaidrot a-ketoglutarata pliismas prototrofam un adenina

auksotrofiem.
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5. SECINAJUMI

Mutacijas purinu de novo sintézes cela ietekmé mitohondrionalo metabolismu.

Adenina sintézes cela mutantajiem celmiem pielagosanas laiks (lag fazes ilgums)

jaunam fermentativajam substratam ir atkarigs no Stinu kultiiras pirmsapstrades, bet ne no

mutacijas vietas.

Bez oglekla, slapekla vai adenina badinatiem adenina auksotrofiem celmiem raksturiga

augstaka pielagotiba neka, ja tie kultiveti pilnaja barotng.

Adenina auksotrofiem atseviskos apstaklos raksturiga labaka spgja pielagoties neka

prototrofam.
ade2 un ade6 mutanti glikozi katabolize caur glioksilatu ciklu.

adel6adel7 mutantam noverojamas petite celmiem raksturigas pazimes.
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PIELIKUMI



1. pielikums

Pilnas sintetiskas (SD) barotnes recepte 1 litram.

Tiribas Izcelsmes

Maisijums | Svars Viela pakape | RaZotajs valsts
Salu 100 mg | Kalcija hlorida dihidrats 99% Sigma Aldrich Vacija
maisfjums 100 mg | Natrija hlorids 99% - Sigma Aldrich Vacija
6,7g uz 105%
900mL 500 mg | Magnija sulfata septahidrats 99% Sigma Aldrich Vacija
destileta lg Monokalija fosfats 99,5% - | Sigma Aldrich Vacija
udens 105,5%

5¢g Amonija sulfats >99% Sigma Aldrich Vacija
Metalu 500 mg | Borskabe LV Reahim Krievija
maistjjums 40 mg Vara sulfata pentahidrats RG Serva
1000x 1L 100 mg | Kalija jodids Sarkandaugavas | Latvija
destileta aptieka
udens 200 mg | Dzelzs hlorida sekstahidrats LV Reahim Krievija
(ImLuz IL | 400 mg | Mangana sulfata monohidrats LV Reahim Krievija
barotnes) 200 mg | Natrija molibdata dihidrats LV Reahim Krievija

400 mg | Cinka sulfata septahidrats LV Reahim Krievija
Vitaminu 2 mg Biotins RG Amresco ASV
maisijums 400 mg | Kalcija pantotenats >98% Sigma Aldrich Vacija
1000x 1L 2 mg Folskabe >97% Sigma Aldrich Vacija
destiléta 2g Inozits >99% Sigma Aldrich Vacija
tdens 400 mg | Niacins >98% Sigma Aldrich Vacija
(ImLuz 1L | 200 mg | p-aminobenzoskabe >99% Sigma Aldrich Vacija
barotnes) 400 mg | Piridoksins HCI RG BDH Lielbritanija

biochemical

200 mg | Riboflavins RG AppliChem Vacija

400 mg | Tiamins HCI1 >99% Sigma Aldrich Vacija
20% 100mL | 22 ¢g Glikozes monohidrats >99% Sigma Aldrich Vacija
glikozes 85 mL!
skidums dH»0

LV — Laboratorijas vajadzibam

RG — Reagenta pakape (angl. — Reagent grade)



2. pielikums

Dazadu barotnu pagatavoSana 10mL.

Barotne Skidums Tilpums
SD+ SD N- 8 mL
50g L' Amonija sulfats I mL
20% glikoze I mL
100x adenina hemisulfats 100 mL
N- SD N- 4 mL
Sterils, destilets tidens 1 mL
20% glikoze 1 mL
100x adenina hemisulfats 100 mL
C- SD N- 8 mL
50g L' Amonija sulfats 1 mL
Sterils, destiléets tidens 1 mL
100x adenina hemisulfats 100 mL
ade- SD N- 8 mL
50g L'! Amonija sulfats I mL
20% glikoze I mL




3. pielikums

S. cerevisiae purinu de novo cela mutantu un izejas celma lag fazu ilgums oglekla

mainas eksperimentos.

Celms Barotne | Lag, h Lag
Glikoze Galaktoze (Galaktoze/Glikoze)
prot SD+ 4,81 +0,07 1423 +0,11 2,96 +0,06
C- 5,46 +0,17 10,61 +0,69 1,96 =+0,17
N- 6,01 =+0,47 12,57 +0,89 2,10 +0,19
ade- 5,01 +0,26 13,61 +£1,37 2,67 +0,25
ade4 SD+ 5,60 =+0,06 12,59 =+0,11 2,25 +0,04
C- 6,06 +0,07 11,57 +0,14 1,91 =+0,04
N- 6,51 0,12 11,94 +0,03 1,84 +0,03
ade- 6,20 +0,01 11,41 +0,06 1,84 =+0,01
ade57  SD+ 5,08 +0,50 11,97 +0,33 2,37 40,23
C- 5,28 +0,40 10,24 +0,17 1,95 =+0,18
N- 6,13 0,05 11,23 +0,10 1,83 +0,03
ade- 5,56 +0,60 10,79 +0,37 1,96 +0,23
ade8 SD+ 5,41 0,11 12,51 0,21 2,31 +0,09
C- 5,81 +0,00 11,40 +0,26 1,96 +0,04
N- 6,59 0,06 11,88 +0,06 1,80 =+0,02
ade- 6,37 0,03 11,31 +0,04 1,78 =+0,01
ade6 SD+ 4,69 =+0,07 11,88 +0,11 2,53 +0,06
C- 4,88 0,06 10,48 +0,08 2,15 +0,01
N- 6,02 +0,07 11,34 +0,03 1,88 +0,03
ade- 5,65 +0,21 11,00 +0,61 1,95 =+0,18
ade2 SD+ 5,56 =+0,05 12,75 +0,17 2,29 +0,05
C- 5,74 +0,04 11,21 +0,03 1,95 =+0,01
N- 6,73 +0,08 12,15 +0,27 1,81 =+0,05
ade- 6,95 +0,06 11,85 +0,13 1,70 +0,03
adel SD+ 5,09 +0,06 12,28 +0,23 2,41 +0,07
C- 4,87 +0,05 10,67 +0,08 2,19 +0,02
N- 6,88 +0,10 11,50 +0,27 1,67 =+0,05
ade- 6,91 40,43 11,80 +0,15 1,71 =+0,09




4. pielikums

S. cerevisiae augsana liknes uz glikozes, oksidativajiem substratiem (citrats un acetats)

un barotné bez papildus pievienota oglekla avota (SD C-) defin€taja sint€tiskaja barotne (SD).
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5. pielikums

S. cerevisiae purinu de novo cela mutantu un izejas celma augSanas parametri SD

barotné ar galaktozi — A. specifiskais aug$anas atrums p, h™'. B. lag fazes ilgums, h; C.
maksimalais sasniegtais optiskais blivums — inhibitoru klatbiitn€. Celmi sakartoti purinu de

novo sintézes cela seciba. Nogriezni att€lo standartnovirzi.
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6. pielikums

S. cerevisiae prototrofa un purinu biosintézes cela mutantu koloniju detekcijas laiks

un radialais augS§anas atrums

Celms Barotne Inhibitors Detekcijas laiks, h Radiusa augsanas atrums, pm h!
prot SD+ Bez Inhibitora 15,58  +1,78 16,37 +£2,58
Metformins 21,00 #£2,11 20,90 +4,46
Natrija valproats 38,18 +13,99 4,07 +4,68
C- Bez Inhibitora 13,80 +0,45 16,87 +1,34
Metformins 20,75  +0,50 19,79  +£2,41
Natrija valproats 27,80 +0,84 3,42 +0,81
N- Bez Inhibitora 12,71  +0,49 16,72 42,33
Metformins 24,00 +0,63 19,21 £2,36
Natrija valproats 28,17 0,75 4,14  +2,03
ade57 SD+ Bez Inhibitora 17,00 0,00 17,91  +0,97
Metformins 23,00 +0,00 26,01 +2,34
Natrija valproats 68,20 43,03 nenoteikts  nenoteikts
C- Bez Inhibitora 13,86  +1,07 16,91 £1,51
Metformins 20,43  +0,98 24,06 +2,01
Natrija valproats 5243 4321 nenoteikts  nenoteikts
N- Bez Inhibitora 15,00  +0,00 17,77  +1,14
Metformins 21,00  +0,00 21,07 42,24
Natrija valproats neaug  neaug neaug  neaug
ade- Bez Inhibitora 14,43 0,98 16,13  £1,71
Metformins 21,00 +0,00 19,93  +3,73
Natrija valproats neaug  neaug neaug  neaug
ade8 SD+ Bez Inhibitora 17,00 0,00 14,87 +1,78
Metformins 23,00 +0,00 19,12 +£2,28
Natrija valproats 51,00  £0,00 nenoteikts  nenoteikts
C- Bez Inhibitora 17,29 0,76 16,27 £2,36
Metformins 21,29  £0,76 21,03 +1,76
Natrija valproats 51,00  +0,00 nenoteikts  nenoteikts
N- Bez Inhibitora 16,14 +1,07 15,65 +1,31
Metformins 22,71 0,76 21,83  +2,03
Natrija valproats neaug neaug neaug  neaug
ade- Bez Inhibitora 17,00 0,00 18,63 £1,01
Metformins 20,71 0,76 25,63 +2,46
Natrija valproats neaug neaug neaug  neaug
ade6 SD+ Bez Inhibitora 14,14  +0,38 12,15 #+1,16
Metformins 27,14 +398 9,18 +£2,81
Natrija valproats 31,80 +2,17 2,80 +0,71
C- Bez Inhibitora 13,50  +0,55 14,22 +0,80
Metformins 26,71 +4,42 9,47 +£3,29
Natrija valproats 2743 +1,27 5,86 +3,13
N- Bez Inhibitora 13,00 0,00 14,51 +0,85
Metformins 25,86  £3,29 11,99  £3,39
Natrija valproats 27,88  £2,10 2,10 £1,82
ade- Bez Inhibitora 12,00 0,00 17,05 +0,87
Metformins 22,43  £2,70 12,75 +6,33
Natrija valproats 25,13 1,36 2,39  +0,68
ade2 SD+ Bez Inhibitora 14,83 +0,41 16,37 +0,90
Metformins 24,86 +1,68 18,81 +1,23
Natrija valproats 32,20 +2.39 7,42 £8,12
C- Bez Inhibitora 13,00 +0,00 13,58 £1,06
Metformins 21,67 +2,07 12,50 +1,05
Natrija valproats 23,88 +1,13 3,37 +£2,37
N- Bez Inhibitora 12,29 +0,49 15,88 +0,85
Metformins 23,00 +1,63 14,59  +0,98
Natrija valproats 2550 +1,77 391 +496
ade- Bez Inhibitora 12,00  +0,00 13,94  +0,70
Metformins 19,29  +2,06 13,49 £1,65
Natrija valproats 22,75  £2,76 3,75 £2,11
adel SD+ Bez Inhibitora 19,00 0,00 15,55  £1,07
Metformins 23,00 +0,00 21,02 42,33
Natrija valproats 27,40 1,67 31,27 4,81
ade- Bez Inhibitora 19,40 +0,89 17,77 42,71
Metformins 22,60 +0,89 25,57  +£2,58
Natrija valproats 56,20  +£1,79 nenoteikts  nenoteikts




7. pielikums

S. cerevisiae prototrofa un purinu biosint€zes cela mutantu izocitrata

dehidrogenazes; a-ketoglutarata dehidrogenazes; malata dehidrogenazes aktivitate.

Malata a-ketoglutarata Izocitrata

Celms dehidrogenaze dehidrogenaze dehidrogenaze
prot 0,137 +0,033 0,095 +0,015 0,090 +0,007
ade4 0,127 +0,031 0,098 +0,007 0,088 +0,009
ade57 0,073 +0,010 0,073 0,004 0,065 +0,005
ade8 0,080 +0,021 0,079 +0,010 0,089 =+0,010
ade6 0,203 +0,048 0,058 +0,003 0,095 +0,008
ade2 0,092 +0,063 0,023 +0,002 0,090 +0,004
adel 0,100 =+0,022 0,098 +0,005 0,062 +0,005
adel6adel7 0,033 +0,006 0,037 +0,002 0,018 +0,002
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