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KOPSAVILKUMS

Maizes raugs ir nozimigs modelorganisms, lai praktiski pétitu adenina biosintézes cela
mutaciju ietekmi uz oksidativa un karstuma stresu izturibu, nepievienojot tiem baribas vielas.
Bakalaura darba ietvaros pétita adenina biosintézes cela mutantu ietekme uz oksidativo un
karstuma stresu, katalazes un glikozes 6-fosfata dehidrogenazes enzimu aktivitate.

Vispirms atrasti optimalie ilgumi $tinu paklauSanai stresiem, tad noskaidrots, ka purina un
slapekla badinasana palielina stresa izturibu neatkarigi no mutacijas vietas adenina sintézes cela.
legiitie rezultati norada, ka katalaze uzrada augstaku aktivitati pie augstakas oksidativa stresa
izdzivotibas W303 un Aade, Aade? celmiem, bet ne Aade8, savukart glikozes 6-fosfata
dehidrogenazes aktivitate nekorelé ar oksidativa stresa izturibu. Visiem adenina biosint€zes
mutaciju celmiem netika atrastas kopigas tendences katalazes unz glikozes 6-fosfata
dehidrogenazes mérjjumos.

Atslegas vardi: maizes raugs, karstuma, oksidativa stresa izturiba, katalaze, glikozes 6-

fosfata dehidrogenaze.



SUMMARY

Budding yeast is an important model organism for the practical study of the role of adenine
biosynthesis mutations for oxidative and heat stress tolerance without added nutrients.

In this work we studied the effects of adenine biosynthesis pathway mutants during the heat
and oxidative stress and catalase and glucose 6-phosphate dehydrogenase enzyme activity.

Optimal durations of cell exposure to stress were first found, then it was discovered that
purine and nitrogen starvation increases stress resistance regardless of the site of mutation in the
pathway of adenine synthesis.

The obtained results indicate that catalase shows higher activity and higher oxidative stress
resistance in W303 and Aade4, Aadel strains, but not in Aade8. Glucose 6-phosphate
dehydrogenase activity does not correlate with oxidative stress survival. No common trends were
found for catalase and glucose 6-phosphate dehydrogenase measurements for all adenine
biosynthetic mutation strains.

Keywords: budding yeast, heat, oxidative stress resistance, catalase, glucose 6-phosphate

dehydrogenase.
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IEVADS

Maizes raugs ir viens no visvairak pétitajiem mikroorganismiem. Biezi S. cerevisiae
petnieciba tiek izmantoti auksotrofi celmi, kuriem ir izslégts kads biosint€zes géns, ka dél
japievieno papildus barotnei metabolits, ko raugs nespgj sintezet.

Nejausam mutacijam ir liela loma evoliicijas procesa. Dala no mutacijam rodas kod&josas
génu sekvences, bet organisms tapat var izdzivot un pat iegiit izdzivosanas prieksrocibas. Purina
auksotrofi ir sastopami gan viens$iinu, gan daudzsiinu organismos. Biezi tie ir parazitiski organismi,
kas sanem purinus no saimniekorganisma, pieméram, 7oxoplasma gondii. P&tijumi par adenina
auksotrofiju maizes rauga varétu noderét, lai interprettu adenina auksotrofiju ari citos organismos.

Saja darba ir izmantotas tris dazadas adenina biosintézes cela mutacijas. Ir zinams, ka adenina
badinatas Stinas uzrada lielaku stresa izturibu un aptur $iinu ciklu G0/G1 faze (Boer et al. 2008).

Darba petits, ka mainas rauga Stinu fenotips adenina biosinte€zes cela mutantiem, paklaujot
karstuma un oksidativajam stresam adenina un slapekla avota badinatas Stinas.

Darba merkis: Noskaidrot maizes rauga adenina biosintézes cela mutaciju ietekmi uz
oksidativo un karstuma stresu izturibu uz W303 prototrofa celma fona.

Darba uzdevumi:

1. Eksperimentali atrast optimalo karstuma un oksidativa stresa apstrades ilgumu;

2. Noteikt optiska blivuma atkaribu no Stnu skaita mililitra dazadiem adenina cela
mutantiem atSkirigos audzesanas apstaklos;

3. Eksperimentali noskaidrot adenina biosintézes cela mutantu izdzivotibu péc
paklausanas karstuma un oksidativa stresam;

4. Raksturot saistibu starp adenina biosinteézes cela mutantu oksidativa stresa izturibu

un glikozes 6-fosfata dehidrogenazes un katalazes aktivitati.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Maizes raugs Saccharomyces cerevisiae

Maizes raugs Saccharomyces cerevisiae ir vienSiinas organisms, kas sastav no membranu
saistitam norobezotam organellam- kodola, mitohondrija, endoplazmatiska tikla u.c. (Duina et al.
2014, Walker et al. 2016). Maizes raugam ir attistita metabolisma kontroles sistéma, kas noverté
baribas vielu pieejamibu, nepiecieSamo oglekli, slapekli u.c, lai raditu jaunas Stinas (Santangelo
2006). Tas var izmantot dazadas vielas ka baribas vielu avotus (Smets et al. 2010). Raugiem
nepiecieSamie baribas elementi ir slapeklis, ogleklis, sérs, kalijs u.c, ka arT neorganiskie joni un
dazadi augSanas faktori (Walker et al. 2016).

Parasti organismi spgj sintez€t visas nepiecieSamas uzbiives struktiiras biomasai. Rauga
Stinas labak patere glikozi vai fruktozi, nevis di- un trisaharidus, pieméram, saharozi, rafinozi vai
trehalozi. Raugi izmanto art dazadus slapekla avotus. Lielaka dala raugu celmu dod priekSroku
glutaminam vai amonijam (Broach 2012).

S. cerevisiae 1ir eikariots, kas pazistams ka modelorganisms, kura genomu var viegli
manipulét (Gomes et al. 2007). Raugs ir vienkarSs organisms, tade] tiek izmantots, lai pétitu
genotipa un fenotipa attiecibas eikariotu $iinas (Sherman 2002, Botstein et al. 2011). Raugi ir
zinami ka prototrofi mikroorganismi, tomér ir izstradati liels skaits auksotrofo raugu celmu un tie
ir plasi izmantoti §inu un molekularajiem petijumiem (Gomes et al. 2007) Maizes raugs ir nozimigs
cilvécei, pateicoties ta fermentativam Ipagibam. So raugu var izmantot partikas, dzeérienu razo$ana,
ka arT bioetanola razoSana. (Parapouli et al. 2020).

Rauga $iinas lielu dalu laika atrodas miera stavokli, kas rodas viena vai vairaku uzturvielu
bada d&] (Broach 2012). Raugs spg&j optimali augt ar baribas vielam bagata vide, ka art spgj ierosinat
miera fazi, ko sauc ar1 par stacionaro fazi, kad triikst baribas vielu. AugSanas atrums un Siinu
dalisanas ir atkariga no substrata daudzveidibas (Alberghina et al. 2012).

Raugs var dalities mitotiski un mejotiski. Raugu Stinu vairoSanas notiek gan dzimumiski,
notiekot sporulacijai, gan bedzimumiski- pumpurojoties, ka rezultata veidojas jauna $iina atdaloties
no vecas Stinas (Alberghina et al. 2012). Baribas vielu trikuma dé] notiek sporulacija. No vienas

diploidas $iinas rodas Cetras stresa izturigakas haploidas Stinas (Neiman 2011).
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1. att€ls. Saccharomyces cerevisiae dzives cikls (ar izmainam no Delobel& Tesniere 2014).

Figure 1. Saccharomyces cerevisiae life cycle (with changes from Delobel&Tesniere 2014).

Rauga Siinas sak pumpuroties un ieiet S faze, kad augSanas apstakli G1 faze ir labveligi. Kad
Stinas sasniedz noteikto izm&ru un ir pietiekami daudz baribas vielu G1 fazes beigas, tiek ierosinats
S fazes starts. Rauga Stinas sak pumpuroties, notieck DNS replikacija un Siinas gatavojas mitozei un
citokinézei. Ja raugs paklauts oksidativajam stresam vai lipidu peroksidacijai, tad Stinas kave
ieieSanu G1 fazg., jo SGnam vispirms janovers bojajumi (Chiu et al. 2011).

1.2. Adenina metabolisma cel§

Biosintézes celu regulacija notiek genétiska limeni un enzimu limeni (Jones et al. 1982,
Tibbetts et al. 1997 cit. pec Rolfes 2000). S. cerevisiae nepiecieSams adenins vairakiem procesiem,
Tam ir 1pasi liela nozime $tinu metabolisma. Adenins tiesi vai netiesi ir biitisks pamatelements
nukletnskabém un starpproduktiem ar augstu energgétisko vertibu (VanDusen et al. 1997).

Adenins ir purina baze, kas veido vienu no ¢etriem nukleotidiem, kas ir atrodams gan DNS,
gan RNS. Adenins veido Gidenraza saites ar timinu (Urry et al. 2017). Adenins ir ATF sastava kopa
ar ribozi, trifosfatu, ka ari ar flavina adenina dinukleotidu jeb FAD, kas ir svarigs elektronu
akceptors oksidéSanas un reducéSanas reakcijas. Adenina difosfats jeb ADF ir svarigs metabolisma

procesiem un energijas plismai $tnas (Berg. et al. 2015).



Nukleotidu sintéze notiek pa de novo celu un NAD regeneracijas no ta nikotinamida
noradiSanas produktiem (no anglu val. — salvage pathway). Regeneracijas cel§ izmanto purina
bazes no arStinas vides, tas parveidojot par nukleotidiem. Ir iespgjams ar1 atkartoti izmantot
nukleozidus un nukleotidus, kas ir raduSies noardiSanas procesa. Rauga Siinas sp&j ar1 parveidot

adeninu saturoSus nukleotidus par guaninu saturoSiem nukleotidiem (Rolfes 2006).
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2.attels. Purina biosintézes cela shéma (Rolfes 2006).

Figure 2. Scheme of purine biosynthesis (Rolfes 2006)

Purina biosintézes celu petijumi S. cerevisiae atklaj, ka visi géni kode enzimus, kas
nepiecieSami AMP jeb adenozina monofosfata de novo biosintézei, tiek represéti transkripcijas
Iimeni ar ekstracelularo purinu klatbiitni. ADE génu aktivacijai nepiecieSami divi transkripcijas
faktori Bas1p un Bas2p. SAICAR jeb sukcinilaminoimidazolkarboksamida riboze un AICAR jeb
5’-fosforibozil-4-karboksamida-5-amino-imidazols aktivé ADE génu ekspresiju, mijiedarbojoties
ar Bas1p un Bas2p transkripcijas faktoriem (Rébora et al. 2001, Rébora et al. 2005). Raugos ADE
géni ADE1, ADE2, ADE4, ADES,7, ADE6, ADES, ADE12, ADE13, ADE16 un ADE17 kodg€ de
novo celu Iidz IMP (inozina monofosfats) un talak uz AMP (Jones et al. 1982, Tibbetts et al. 1997
cit. pec Rolfes 2000).

Adenina biosint€z€ bojats rauga ade2 mutants veido sarkanas krasas kolonijas, tacu ja tiek
bojata mitohondriju oksidativa metabolisma funkcija, ade2 celmu kolonijas klist baltas. (Kim et

al. 2002). Sads process ir novérojams ari adel mutantos. Sarkanas krasas attistibai adel un ade2
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mutantu rauga ir nepiecieSams samazinats glutationa daudzums, kas palidz starpproduktu
metabolitu P-ribosilaminoimidazola karboksilatu (CAIR) transportet vakuolas, kas attista sarkano
krasu (Bharathi et al. 2016).

1.3. Auksotrofija

Auksotrofs mikroorganisms ir mutants, kas ir zaud€jis sp&ju sintez€t sev nepiecieSamo
metabolitu, tapec ir nepiecieSams pievienot auksotrofo vielu tada daudzuma, lai nerastos baribas
vielu trikums. Prototrofam nav nepiecieSams pievienot papildus baribas vielas, ka tas ir
nepiecieSams auksotrofiem raugiem (Pronk 2002).

Auksotrofo génu markieri inaktivétu génus, kas sintezé€ enzimu celu, ka rezultata rodas
auksotrofs faktors. Auksotrofos celmus var badinat, nepievienojot metabolitus, piem&ram, adeninu,
metioninu, leicinu u.c. (Petti et al. 2011). Auksotrofam celmam auksotrofo baribas vielu trikums
var izraisit Stinu darbibas trauc€jumus, kas negativi ietekmé& biomasas veidoSanos, stresa reakciju
un izdzivotibu (Gomes et al. 2007).

Adenina auksotrofija ir plasi izmantots genétiskais markieris haploido raugu celmos (Pronk
2002). Izmantojot purina auksotrofos rauga celmus, ir iespgjams izpétit evolucionaro celu no purina
prototrofijas uz purina auksotrofiju. Turklat, izp&tot purina auksotrofo badu, varétu palidzet jaunu
medikamentu razoSana, kas saistiti ar purina auksotrofiju organismiem, pieméram, v€zi vai
ieksStinu parazitiem (Yuen et al. 2007, Kokina et al. 2019).

1.4. Maksliga un dabiska baribas vielu limitacija

Raugiem visbiezak izskir divu veidu baribas vielu limitacijas— maksligo un dabisko. Par
dabiskam baribas vielu limitacijam sauc badinasanu bez galvenajiem baribas vielu avotiem, ka
ogleklis, slapeklis, sérs, fosfors u.c. To ar sauc par dabisko baribas vielu limitaciju, jo raugs
dabiskos apstaklos var saskarties ar baribas vielu trikumu (Saldanha et al. 2004, Petti et al. 2011).
Par maksligo baribas vielu limitaciju deveé auksotrofo raugu celmu badinasanu, nepievienojot tam
nepiecieSamos metabolitus, kurus raugs pats nesp€j sintezét (Petti et al. 2011).

Raugu izdzivotiba ir atkariga no ta, kadas baribas vielas triikst. M. Boer un kolggi (Boer et
al. 2008) p&tijuma noveroja, ka, ja leicina vai uracila auksotrofam celmam triikst leicins vai uracils,
Stinam noveérojama augstaka letalitate neka tad, ja Sinam triikst fosfata vai sulfata, savukart A. Petti
un kolégi (Petti et al. 2011) noveéroja, ka dazi metionina auksotrofi bez metionina veido tadu pasu
atbildes reakciju ka fosfata vai sulfata badinatas $tinas. Stnu cikls tiek apstadinats, samazinas
glikozes patérin$ un Stinas izdzivo labak. S. cerevisiae $tnas, kuram ir adenina auksotrofija,

adenina badoSanas rezultata kliist stresa izturigakas, ka ar1 ilgtermina izdzivotiba ir augstaka neka



leicina badinatiem lecina auksotrofiem, ka art tiek novérota Siinu izméra palielinaSanas (Kokina et
al. 2014).
1.5. Stress
Visiem organismiem ir japielagojas apkart€jas vides apstakliem, lai nodro$inatu izdzivoSanu.
Visbiezak raugiem stresu izraisa karstuma stress, oksidativais stress vai glikozes trukums. Stresa
atbildes reakciju regulé visparigie transkripcijas faktori Msn2 un Msn4 (Yamamoto et al. 2008).
Karstuma un oksidativais stress vid€ji samazina cikliska adenozina monofosfata jeb cAMP Iimeni,
destabilizéjot Ras aktivatoru (Wang et al. 2004). Raugam iestajoties stacionarajai fazei, Stinu
sieninas kliist biezakas, samazinas metabolisms, transkripcija un translacija, ka ar1 palielinas stresa
izturiba (Allen et al. 2006). Dabiski badinatam $tinam ir noverota labaka izdzivotiba neka maksligi
badinatam $iinam (Boer et al. 2008).
Ja rauga Stinas ieprieks ir paklautas vieglam stresam, tas pielagojas un iegiist stresa izturibu.
Sis ir novérojams dazados organismos, tai skaita raugiem. D.Berry and A.Gasch (2008) atklaja, ka
geénu ekspresijas atbildes reakcija uz stresu ir mazaka, ja Stinas ir paklautas ieprieks stresam. Celmi,
kuriem nav Msn2 un/vai Msn4 transkripcijas faktoru, stresa izturibu neiegiist, ja tie ir ieprieks
paklauti vieglam stresam (Berry and Gasch 2008).
Viszinamakie stresa atbildes reakcijas mehanismi ietver:
1. Karstuma Soka proteinu aktivaciju;
2. Ubikvitina-proteasomu cela aktivaciju;
3. Sanu sienas integritates uzlabosanu, lai nodroSinatu membranu stabilitati;
4. Antioksidantu aizsardzibas uzsaksanu pret oksidativo bojajumu, kas rodas péc
karstuma Soka (Xiao et al. 2018).
1.5.1. Oksidativais stress
Lielaka dala dzivo organismu ir atkarigi no skabekla. Dzivajiem organismiem ir jaizstrada
vairaki antioksidanti, lai pasargatu Stinas no oksidativajiem bojajumiem. Raugs var aizsargat $iinas
pret oksidativo stresu ar antioksidantiem, tatu nevar aizsargat pret pekSnu oksidativo Soku. Ja $tinu
antioksidantu aizsargspéja ir vaja, tad Stnas uzkrajas reaktivas skabekla formas (ROS), kas noved
pie oksidativa stresa. Tas ir stavoklis, kad starp prooksidantiem un antioksidantiem ir
nelidzsvarotiba jeb prooksidanti ir vairakuma, ka rezultata Stinas cie$ oksidativos bojajumus
(Farrugia and Balzan 2012). Oksidativais stress rodas bridi, kad Stinas nespg;j tikt gala ar klatesoSo
oksidantu, pieméram, Gidenraza peroksidu. Udenraza peroksids (H202) ir molekula, kas veidojas,

ka aerobas elposanas blakusprodukts. Tas var sabojat Siinas, izraisot proteinu, lipidu bojajumus,

10



bet tam ir arT liela nozime ka signalmolekulai daudzu biologisko procesu regulésanai (Dickinson&
Schweizer, 2004).

Visi organismi ir paklauti reaktiva skabekla formu (ROS) veidoSanas iesp€jai aeroba
metabolisma procesos. Molekularais skabeklis ir neaktivs, ta¢u var dalgji reducéties, veidojot
vairakas ROS, tai skaita tidenraza peroksidu (Morano et al. 2012). Viens no ROS produktiem ir
superoksidu radikali, kas var inaktivet proteinus — katalazi un dehidratazi. Katalaze sadala tidenraza
peroksidu par fideni un skabekli. Raugiem esoSie superoksida radikala detoksikacijas mehanismi,
ka arT superoksida dismutaze ir svarigi izdzivoSanai. Superoksidu radikali ir iesaistiti arT ka
signalmolekulas raugu novecoSanas procesos (Lewinska et al. 2011). ROS var izraisit disfunkciju
proteinu sint€z€, ka rezultata tiek trauc€ta mRNS translacija (Cecarini et al.2007), ka ar1 ROS
ietekmé citoskeleta aktinu, kas izraisa paatrinatu novecoSanu un apoptozi (Farah and Amberg,
2007). Liela dala mitohondrialo trikarbonskabju cikla proteinus viegli var bojat ar tidenraza

peroksidu un superoksida radikaliem (Cecarini et al. 2007).
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2. attels. S. cerevisiae Siinu atbildes uz oksidativo stresu (ar izmainam no Farrugia&Balzan 2012)
Figure 2. Cellular responses to oxidative stress in S. cerevisiae (with changes from

Farrugia&Balzan 2012)
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Oksidativais stress izraisa arl nukleinskabju bojajumus, kas ieklauj vienpavediena vai
divpaveidiena DNS saskelSanu (Finn et al. 2012), hromosomu fragmentaciju (Ribeiro et al. 2006),
notiek lipidu peroksidacija, kas ir autokatalitisks process, ko izraisa polinepiesatinato taukskabju
oksidacija (Farrugia and Balzan 2012).

Udenraza peroksida signalizéSana aktivé transkripcijas faktorus, kas regulé antioksidantu
génu ekspresiju raugos (Farrugia and Balzan 2012). Karstuma Soka atbildes reakcijas antioksidanti-
katalaze, glutaredoksini, peroksiredoksini, superoksidu dismutazes, tioredoksini- palielina
ekpresiju un pretojas karstuma izraisitam oksidativajam stresam (Causton et al. 2001, Albrecht et
al. 2010 cit. p&c. Shui et al. 2015).

Oksidativa stresa rezultata rauga NAPD dehidrogenaze Ndilp, kas atrodas iek$€ja mitondriju
membrana (Li et al., 2006) un ROS akumulacija izraisa apoptozi jeb programméto $tinu navi, ka
ar1 nekrozi (Farrugia and Balzan 2012).

Viena no raugam svarigam antioksidantu sistémam, kas tiek izmantota pret oksidativo stresu,
ir glutationa sisteéma. Glutations ir tripeptids, kas sastav no L-glutamata, L-cisteina un glicina, kas
ir atrodams mazas kocentracijas $iinas. Oksidativais stress parvers divas glutationa molekulas ta
oksidéta disulfidu forma (Couto et al. 2016) Glutationa reduktaze Glrl ir no NADPH atkariga
oksireduktaze, ka del glutations atrodas reducéta forma (Morano et al. 2012). Glutationa reduktaze
ir nepiecieSama izdzivoSanai oksidativo stresu apstaklos. Tas tiek sintez€ts citosola un transportets
uz mitohondriju (Gostimskaya and Grant 2016). Glutations kalpo ka elektronu donors/kofaktors
antioksidantu enzimiem, ka glutationa peroksidazes, glutationa s-transferazes un glikoksalaze
(Couto et al. 2016).

1.5.2. Karstuma stress

Visbiezakais stress, ar ko saskaras rauga $iinas, ir apkartgja temperatiras maina. S. cerevisiae
optimala augsanas temperatiira ir starp +25°C un +30°C, savukart pat pie salidzino$i nedaudz
augstakas temperatiiras (+36-37°C) rauga Siinas jau aktiviz€ karstuma Soka atbildes reakcijas.
Raugi saglaba augSanu temperatiira 11dz +42°C, bet nespgj tikt gala ar ilgstoSu paklauSanu §adam
karstumam (Yamamoto et al. 2005). Raugi var sasniegt termotoleranci noteikta temperatiira, kas
saistits ar karstuma Soka faktoriem un stresa atbildes reakciju celiem (Parsell et al. 1994). Rauga
Stnas var iegtt nelielu toleranci arf tad, ja tas ir paklautas 1€nai sildiSanai (0,5°C/min) (Guyot et al.
2005). Stresa atbildes reakciju celi regulé karstuma Soka protetnus (Hsp), kas veido termotoleranci

(Lindquist& Kim, 1996).
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Viens no mehanismiem, kas izraisa karstuma Soka atbildes reakcijas, ir MSN2 un MSN4 géni
(Thevelein et al. 2000). MSN2/4 regulé génu transkripciju, kas regul@ trehalozes metabolismu, kam
ir svariga nozime termotolerancé. Tas nozimé, ka trehalozes daudzums, kas ir atkarigs no MSN2/4,
ietekmé Stnu izdzivotibu péc paklauSanas karstuma stresam. Ar1 karstuma Soka transkripcijas
faktoru aktivitati regul€ trehaloze (Yamamoto et al. 2008).

P&c karstuma Soka $iinas samazina vispargjo proteinu sintézi, lai fokus€tos uz karstuma Soka
proteinu sint€zi, kas ir nepiecieSams Stinu atjaunoSanai un izdzivoSanai. Lai Stnas izdzivotu,
proteini pilda daudz funkciju- $tinu sieninu atjaunoSana, ar ubikvitinu saistitu proteinu degradacija,
DNS un RNS modific€josi enzimi, metabolie enzimi, regulatorie proteini un citi- kas saistiti ar
Stnu struktiiras uzturéSanu (Richter et al. 2010).

W. Xiao un kolégi (Xiao et al. 2018) izpétitja S. cerevisiae W303 celma reakciju uz karstuma
Soku, paaugstinati ekspresgjot 93 proteinus, kas iesaistiti oglhidratu metabolisma, proteinu
foldinga, transporta un organellu organizacija un oksidativa stresa reakcija. Tika izpétits, ka
dazadiem vielmainas enzimiem, kas iesaistiti glikolizé, pentozes fosfata cela un saharozes

metabolisma ir palielinata enzimu ekspresija 1slaiciga karstuma Soka.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Iekartas un materiali

2.1.1 Iekartas

1. tabula
Izmantotas iekartas.
Table 1
Equipment used in research.

Iekartas Razotajs Valsts

Equipment Producer State

Laminars FlowFast FASTER S.r.l. Italija

Plasu lasitajs Infinite M200 Tecan Austrija
PRO

Centrifuga 5810R Eppendorf Vacija

Spektrofotometrs HALO Dynamica Sveice
VIS-20

Autoklavs CertoClav Austrija

Centrifuga Sigma 1-16 Sigma Vacija

Termobloks TDB-120 Biosan Latvija

Kratitajs-inkubators ES-20 Biosan Latvija

Kratitajs-inkubators 126 Eppendorf Kanada

Vienkanala pipetes: 0.5-10y; Eppendorf Vacija
10-200p;200-1000p; 0,5mL-5mL

Daudzkanalu pipetes:0,5- Eppendorf Vacija
10u;10-100p; 30-300u;

Analitiskie svari ABJ 120- Kern Vacija
ANM

Maisitajs Bio Vortex V1 Biosan Latvija
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2.1.2 Reagenti

2. tabula
Izmantotie reagenti.
Table 2
Used reagents.
Reagenti Razotajs Valsts
Reagents Producer State
Adenina hemisulfats Sigma-Aldrich Vacija
Tetraciklins Sigma-Aldrich ASV
Amonija sulfats Sigma-Aldrich Vacija
D-Glikozes monohidrats Sigma-Aldrich Vacija
UdenraZza peroksids Sigma-Aldrich Vacija
Joda nitrotetrazolija BioChemika Austrija
hlorids (INT)
3,3°5,5’tetrametilbenzidins (TMB) BioChemika Austrija
Natrija karbonats Sigma-Aldrich Vacija
Rauga ekstrakts Biolife Italija
Bakteriologiskais peptons Biolife Italija
Agars Biolife Italija
Fenazina metosulfats (PMS) Sigma-Aldrich Vacija
Digitonins Sigma-Aldrich Vacija
Joda nitrotetrazolija hlorids (INT) Sigma-Aldrich Vacija
Glikozes 6-fosfats Roche ASV
NADP+ Roche ASV
Tris-hidrohlorida buferskidums Sigma-Aldrich Vacija
(TRIS-HCL, pH=8,8)
Fosfata buferSkidums (IKP, pH=7) Sigma-Aldrich Vacija
Kalcija hlorids Sigma-Aldrich Vacija
Natrija hlorids Sigma-Aldrich Vacija
Magnija sulfats Sigma-Aldrich Vacija
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2.2. Izmantotie raugu celmi

Visi rauga celmi celmi uzglabati 0,9% NaCl, 15% glicerina -80°C temperatiira un pirms

lietoSanas maizes rauga celms izséts uz agarizétam YPD platém, kas uzglabatas 4°C. Viena kultiira

uz plates netika uz plates uzglabata ilgak par 3 méneSiem, ka ar1 netika parséta no 4 °C vairak ka

piecas reizes.

4. tabula
Izmanotie S. cerevisiae celmi.
Table 4
S. cerevisiae strains used in this research.
Celma numurs LU MBI Celma nosaukums Genotips Avots
kolekcija petijuma Genotype Source
Strain number in
collection of LU MBI
Y139 W303 MATa Davana no Frederick
R. Cross
Y237 Aade? MATa LU MBI kolekcija
ade?: :kanMX4
Y235 Aade4 MATa LU MBI kolekcija
ade4: :kanMX4
Y238 Aade8 MATa LU MBI kolekcija
ades: :kanMX4

2.3. Izmantotas barotnes

YPD jeb YEPD agara plasu barotnes sastavs (no J. Dymond 2013): glikoze (20 g-L!), rauga
ekstrakts (10 g-L™!), peptons (20 g-L™), agars (20 g-L!), tetraciklins (25 mg-L™?).
Skidras barotnes sastavs (no Dunham&Mitchell 2010):

CaCl-2H20 (0,1 g'L™);
NaCl (0,1 g'L™");
MgS04-7H,0 (0,5 g-LY);
KH2PO4 (1 gL™h);
(NH)4S04 (5 g'L);
glikoze (20 g-L;

1000x salu maistjums (1 ml-L1);
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e 1000x vitaminu maistjums (1 ml-L);
e adenins (100 mg-L™1).
1000 reizu kocentracija sagatavotais salu maisijuma sastavs:
e borskabe (500 mg-L);
e CuSO45H20 (40 mg-L");
e KI(100 mg-LY);
e FeCl3-6H,0 (200 mg-L);
e  MgSO4H20 (400 mg-L);
e Na;Mo042H20 (200mg-L);
e  ZnSO47H>0 (400 mg-L1).
Salu maisijumu uzglaba ledusskap1 tumsa pudele.
1000 reizu kocentracija sagatavotais vitaminu maisijuma sastavs:
e biotins (2 mg-L1);
e  C9oH;7NOs (400 mg-L1);
e folijskabe (2 mg-L);
e inositols (2000 mg-L);
e niacins (400 mg-L);
e p-aminobenzoskabe (200 mg-L™!);
e piridoksina HCI (400 mg-L™);
e riboflavins (200 mg-L);
e tiamina HCI (400 mg-L™).

Vitaminu maisijumu uzglaba saldétava.

Sintétisko barotni bez slapekla avota pagatavo bez pievienota amonija sulfata. Adenina
biosintézes cela mutaciju celmiem barotnds papildus pievieno adeninu (100 mg-L™') atseviski
kolbas. Art atseviski sagatavo 20% glikozi, ko pievieno kolba kopa ar sint&tisko barotni vai YPD
agarizetai barotnei tikko no autoklava. Glikoze japievieno 10% no kopégja tilpuma.

Visas barotnes tika gatavotas destiléta tiden1 un sterilizétas autoklava 121°C 15 miniites.
Barotném péc autoklavésanas pievieno antibiotiku- tetraciklinu.

2.4. Rauga kultivésana
No YPD plates panem ar mikrobiologisko cilpu vienu maizes rauga S. cerevisiae koloniju,

ko ienes 5 ml pilnaja sintétiskaja barotng, lai §inam nodroSinatu genétisko vienveidibu un lai
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nakamaja diena varétu inokulét log fazes $tnu kultiiras. So sauc par naktskultiiru. Mégenes ievieto
inkubatora-kratitaja, kur Stinas audzg 30°C temperatira un uz 180 rpm aptuveni diennakti.

Nakamaja diend noméra naktskultiiru optisko blivumu ODego trijos atkartojumos. No
naktskulttiras panem tik daudz S$tnu kultiiru, lai uz eksperimenta sakumu nakamaja diena pec
aptuveni 15-20 stundam sasniegtu izvéleto optisko blivumu, pieméram, ODsoo=1, kas atbilstu
straujas Stinu augSanas fazei.

P&c aptuveni 15-20 stundam noméra S$iinu kultiram optisko blivumu un izvélas to, kura
optiskais blivums ir tuvak izvélétajam. Stinas mazga divas reizes, ielejot destilétu tideni stobrinos
ar Stinam un liekot centrifiiga uz 8700 apgriezieniem miniit€ tris mintites. P&c mazgasanas Stnu
kulturas salej kolbas. Vienam celmam ir tris kolbas- kolba ar visam nepiecieSamajam baribas
vielam jeb kolba ar pilno barotni, otra kolba bez pievienota amonija sulfata un tresa kolba bez
pievienota adenina.

Visas kolbas inkubg Cetras stundas inkubatora-kratitaja 30°C temperattra un 180rpm. Celmi
audzeti kolbas, barotnei neaiznemot vairak ka piekto dalu trauka tilpuma.

2.5. AugSanas dinamika

Rauga augSanas dinamikas noskaidro$anai izmantots Tecan plasu lasitajs. Stnas tika
kultivétas pilnaja barotn€ ar visam nepiecieSamajam baribas vielam, bez adenina, slapekla avota
jeb amonija sulfata un oglekla avota jeb glikozes.

Kultivésana notika 96 laucinu platé 30°C temperattira ar ciklu: orbitala kratiSana 3,5 mm,
amplitida 490 sekundes, gaidiSana 60 sekundes. Absorbcijas merijums pie ODsgoo.

Stinu kultiiras dubulto3anas laiks un specifiskais augganas atrums tiek aprekinats, izmantojot
naturallogaritmu un zinot sakuma un beigu OD eksponencialaja fazg jeb noteikta laika intervala.

Stinu kultiiras dubultosanas laiku aprékina, izmantojot formulu:
In(2) = In(2") jeb In (=) = 0,693(<), kur
Xo Xo) ta

t- augSanas laiks, h;

ta- dubultosanas laiks, h;

X- beigu ODeoo;

Xo- sakuma ODoo.

Savukart specifisko augSanas atrumu aprékina, izmantojot to paSo formulu, parveidojot uz:

u=0,693/t,, kur 0,693 iegiits no In(2").
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2.6. Celmu subletala izdzivotibas noteikSana

Izmantotas divas subletalo stresu izturibas parbaudes- karstuma stress un oksidativais stress.
Pétijums veikts péc M. Klosinska un kolégu (Klosinska et al. 2011) aprakstitam metodém,
parbaudot Stinu izdzivotibu badinatiem un nebadinatiem raugu celmiem.

Gan karstuma, gan oksidativajam stresam paklautas Cetras stundas badinatas un nebadinatas
Stnu kulttiras. Rauga Stinu kultiiras tika iegiitas pec 2.4. nodala aprakstitajam metodem.

Pirms stresu paklauSanas katrai kolbai nomérits ODeoo trijos atkartojumos un katrs paraugs
mazgats divas reizes ar destiléto Gideni, lai stobrinos paliktu tikai rauga Stinas. P€c tam atSkaidits ar
destiléto tideni ta, lai no katras kolbas viena celma veidotos tris $iinu paraugi ar izvéléto optisko
blivumu, pieméram, ODgoo=2 uz 1 mL katram paraugam.

Karstuma stresa gadijjuma paraugi tika inkub&ti termobloka septinas minites 50°C
temperatiira, savukart oksidativa stresa gadijuma 1 mL S§tinam pievienotas 10 pL 1M udenraza
peroksida, ka rezultata stobrinos veidojas 10 mM @idenraza peroksida gala koncentracija. Stnas
tika inkub@tas 20 miniites istabas temperatiira. P&c 20 miniiteém Stinas divas reizes mazgatas ar
destilétu fideni un reuspendétas ar 1 mL destilétu tdeni.

Péc Sunu paklauSanas stresam 96 laucinu platés veikti Cetri desmitkartigi serialie
atSkaidijumi, péc tam uz YPD platém uzséti Cetri atSkaidijumi no katra parauga trijos atkartojumos.
Plates tika inkubétas aptuveni diennakti 30°C temperatiira. Peéc diennakts saskaititas kolonijas,
izdzivotiba iegiita, aprékinot izdzivojuSo $tinu skaitu uz mililitru kultiras.

2.7. Enzimu aktivitates merijjumi

Veikti divi enzimu aktivitates merijjumi- katalazes un glikozes 6-fosfata dehidrogenazes.
Visiem celmiem sagatavotas 60 mL strauji augoSas $iinas un tas tika badinatas ta, ka aprakstits 2.4.
nodala. Péc Cetru stundu inkubacijas laika Stinas divas reizes mazgatas ar destilétu tideni. P&c
mazgasanas Stinam pievienots 0,5 mL digitonina Skidums un 0,5 mL IKP buferskidums uz 10
minitém, lai sagatavotu Stinas enzimu reakcijam. P&€c 10 minttém Siinas atkal mazgatas divas
reizes un reuspendetas ta, lai biitu ODeoo=20 katalazes, bet glikozes 6-fosfata dehidrogenazei
ODe00=2.

Stinu absorbcijas mérfjumi veikti ar Tecan mikroplasu lasitaju 96 laucinu platgs.

2.7.1. Glikozes 6-fosfata dehidrogénaze

Tika pagatavots reakcijas maistjums: 10 mL reakcijas maisijuma pagatavosana- 200 pl INT,

100 pl PMS, 30 pl glikozes 6-fosfats, 20 ul NADP+un 9,5 ml 0,2 M TRIS-HCL (Vangravs 2017).

No katras kolbas raugam celmam cetros atkartojumos laucinam pievienots 150uL reakcijas
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maistjums un 30uL Siinu biomasas. Plate ievietota Tecan plaSu lasitaja un ar injektoriem pievienots
20 uL 40mM glikozes 6-fosfats un 20 pL. NADP+.

Absorbcija mérita ar ciklu orbitala kratiSana 2,5 mm, amplitiida piecas sekundes, absorcijas
meértjums pie ODsos ik pec 40 sekundem aptuveni 20 ciklu mérjjumi. Ja reakcija notiek, veidojas
roza krasa.

2.7.2. Katalaze

Katalazes reakcijai sagatavots 0,1 M IKP buferskidums un 0,5 M @idenraza peroksids. Cetros
atkartojumos no katra rauga celma kolbas katram laucinam pievienots 150 pL bufer§kidums un 30
pl Stnu biomasas. Ar Tecan injektoru pievienots 20 uL. 0,5 M tidenraza peroksids.

Absorbcija tika meérita pie OD24 ar laika intervalu 20 sekundes aptuveni 20 ciklus.

2.8. Izmantotas statistiskas metodes

Izmantojot RStudio 3.6.2. pieejamo Sapiro testu starp viena celma pilnajam barotng
audzeétam Sunam un adenina avota badinatam vai slapekla avota badinatam rauga Stinam,
noskaidrota datu atbilstiba normalsadalijumam. Izmantojot t-testu vai Wilcoxon testu, parbaudits,
vai pastav butiska atSkiriba starp datiem jeb p<0,05, kas grafikos ir iezZimé&tas ar zvaigzniti.

Standartnovirzes aprékinatas ar STDEV.S funkciju, izmanojot MS Excel 365. Izdzivotiba
noteikta, dalot izdzivojusas stresa paklautas Stinas mililitra uz OD vienibu ar badinatam $iinam, kas

nav paklautas stresam.
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3. REZULTATI

Bakalaura darba ietvaros noskaidrota badinasanas ietekme uz Siinu augSanas dinamiku,
nepievienojot noteiktas baribas vielas, lai noskaidrotu, ka aug rauga Siinas, kuras audze&tas konkréta
barotné. Tika pétita SGnu izturiba péc paklauSanas iepriek§ noskaidrota, optimala ilguma
oksidativajam vai karstuma stresam §tinam péc ¢etru stundu kultivéSanas barotnés bez slapekla vai
adenina avota un pilnaja barotng. Lai gitu pilnigaku priekstatu par $iinas notiekoSajiem procesiem,
papildus veiktas divas enzimu reakcijas - katalaze un glikozes 6-fosfata dehidrogenaze Cetras
stundas audzétam badinatam un nebadinatam Sinam, lai salidzinatu Sos rezultatus ar iegito
oksidativa stresa subletalo izdzivotibu un, iesp&jams, noveérotu tendences.

3.2. Badinasanas ietekme uz §iinu augSanas dinamiku

Vispirms ar Tecan mikroplasu lasitaju tika noskaidrota visu $aja darba izmantoto raugu
celmu augSanas dinamika pilnaja barotné un barotn€s bez pievienotiem baribas vielu avotiem, lai
novértétu augdanu badinatos un nebadinatos apstaklos. Siinas kultivétas 96 laucinu platés ar
sakuma ODs00=0,05. Attelotie dati ir vid€jie raditaji no Cetriem atkartojumiem katram paraugam.

Prototrofam celmam W303 (skat. 3.att.) ir novérojama Iidziba augSanas Iiknés pilnaja barotné
ar papildus pievienotu adeninu un nepievienotu adeninu. Prototrofs spgj sintez&t sev nepiecieSamo
vielu, $aja gadijuma adeninu, tap&c nav nepiecieSams pievienot adenina avotu. Adenina mutantais
celms Aade4 (skat. 3.att.) nespgj augt, ja papildus barotnei nav pievienots adenins. Sada tendence

noveérojama ari Aade2 un Aade8 celmiem (skat. 1. un 2. pielikumu).

1,20
1,00 ——W3035D+
0,80 W303 SD+ade
g W303 C-
08 0,60
o W303 N-
0,40 Aade4 SD+ade
0,20 Aade4 SD+
—_— Aade4d N-
0,00
! Nade4 C-
0 5 10 15 20

Laiks, h

3. att€ls. W303 un Aade4 celma augSanas liknes dazadas barotnés, SD+ pilna barotne bez adenina;
SD+ade pilna barotne ar adenina avotu; C- pilna barotne bez glikozes, N- pilna barotne bez amonija
sulfata.

21



Figure 3. W303 and AadeS strain growth curves, cultivated in different medias, SD + complete
medium without adenine; SD +ade complete medium with adenine source; C- complete medium

without glucose, N- complete medium ammonium sulphate.

Visiem celmiem, tai skaitd prototrofam, nav novérojama izteikta Stinu augsana, ja barotné
nav pievienots oglekla un slapekla avots, kas izraisa dabisko baribas vielu limitaciju.

Prototrofam daliSanas laiks ir tads pats gan pilnaja barotn& bez adenina avota, gan ar adenina
avotu. Stinu dubulto$anas laiki ievérojami neatskiras sava starpa starp adenina mutantiem (skat. 3.
pielikumu). Celmam Aade§ (skat. 2. pielikumu) novéro eksponencialo augSanas fazi vélak neka
pargjiem celmiem, jo Stnas kultivéSanas diena atradas lag fazg, tacu var noveéro Stnu augSanu
pilnaja barotn@ ar pievienotu adeninu.

3.3. Stresa apstaklu optimizacija

Tika noskaidrots optimalais stresa paklauSanas laiks izejas celmam W303 gan karstuma, gan
oksidativajam stresam.

Karstuma un oksidativajam stresam paklautas izejas celma W303 Siinas, kas pirms tam Cetras
stundas kultivetas kolbas barotné bez slapekla avota (apziméts ar N-) un pilnaja barotné (SD+).
Stinas stresam paklautas noteiktos laika ilgumos- 5 miniites, 10 miniites un 20 miniites 50°C
temperatira vai 10 mM ddenraza peroksida kocentracija, lai noskaidrotu optimalo stresa
paklausanas ilgumu. Ka optimals ilgums izv€léts tads, kura $tinu izdzivotiba pilnaja barotng ir starp
1% un 10%. Siinas tika uzsétas uz agarizétajam platém Getros desmitkartigos atskaidijumos, katram
bija paraugam tris atkartojumi. P&c diennakts inkub&sanas 30°C izdzivojusas Siinas tika saskaititas.
P&c stresa izdzivojusais Stinu skaits mililitra uz ODsoo tika dalits ar $tinu skaitu, kas atbilst
konkrétam celmam konkréta barotné audzetam Siinam, lai iegtitu izdzivotibu procentos (skat. 4.

pielikumu).
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4 attels. Cetru stundu kultivéta W303 celma izdzivotiba pilnaja barotng SD+ un bez slapekla avota
N- péc oksidativa stresa, paklaujot Stinas 10mM H>O: kocentracijai atSkirigus laika periodus.
Figure 4. Survival of a four-hour cultured W303 strain in complete medium SD+ and without

nitrogen source N- after oxidative stress exposure at different times in 10 mM H2O> concentration.

Oksidativajam stresam (skat. 4.att.) ir nov€rojams liels skaits izdzivojoSo §tinu 5 mintiSu un
10 miniiSu stresam gan pilnajas barotnés, gan barotnés bez slapekla avota. Barotné N- kultivétam
Stinam izdzivotiba ir aptuveni 50% pe&c 20 mintsu stresa paklauSanas, savukart pilnaja barotné
izdzivotiba ir zem 10%. Optimalais $tinu paklauSanas laiks ir 20 miniites oksidativajam stresam, jo

ir noverojama ieverojama Siinu izdzivotibas samazinasana.
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5.attéls. Cetru stundu kultivéta W303 celma izdzivotiba pilnaja barotné SD+ un bez slapekla avota

N- péc karstuma stresa paklaujot dazados laikos 50°C temperatiira.
Figure 5. Survival of a four-hour cultured W303 strain in complete medium SD+ and without

nitrogen source N- after heat stress at different times at 50°C.

Péc karstuma stresa paklauSanas vislabaka izdzivotiba (skat. 5.att) ir novérojama péc
paklauSanas stresam piecas minttes Sinam, kas audz€tas gan SD+, gan N- barotng, bet pec 10
miniitém ir noveérojams mazs Stnu skaits, savukart peéc 20 mintsu karstuma stresa paklauSanas
netika noverotas rauga Stnas. Karstuma stresam ka optimalie izveléti tadi apstakli, kuros
1zdzivotiba strauji augoSam Stnam ir zem 10% jeb Saja gadijuma ir izvéleta 7 mintsSu paklausana
karstuma stresam, ka d€] §tinu izdzivotiba provizoriski ir starp 1% un 10%.

3.4. Adenina biosintezes ietekme uz karstuma stresa izturibu

Raugu celmi W303, Aade2, Aade4, Aade8 paklauti 50°C septinas miniites. Stresam paklautas
Cetru stundu kultivetas Siinas, kas audzetas dazadas barotn€s. Barotne ar apzim&jumu SD+ nozimé,
ka raugam ir visas nepiecieSamas vielas, tai skaita adenina biosintézes cela mutaciju celmiem
pievienots adenins, savukart ade- nozimég, ka ir viss, iznemot adenina avotu adenina biosint€zes

cela mutantiem. Prototrofam pilna barotne SD+ sastav bez adenina.
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6. att€ls. Darba izmantoto raugu celmu izdzivotiba dazadas barotnés 50°C temperatiira 7 miniites:
p<0,05 *; p<0,01 **;p<0,001 ***,
Figure 6. Survival of yeast strains used in the work in different media at 50 © C for 7 minutes:

p<0,05 *; p<0,01 **;p<0,001 ***,

Visiem celmiem, kuri audzeti pilnaja barotné (SD+) novéro kopigu tendenci jeb visiem
celmiem, kas kultivéti SD+ barotné (skat. 6.att), Sinam ir vismazaka izdzivotiba. Izejas celmam
SD+ barotn€ audzetas $iinas biitiski atskiras (p<0,05) no slapekla audz&tam Stinam, tapat to novéro
ar1 Aade8 un Aade2 celmiem, kur bitisku atSkiribu izdzivotiba noveéro starp SD+ un ade- barotné
audz&tam Stiinam. Celmam Aade2 SD+ barotné izdzivotiba sasniedz 0,57%, kas ir tuvu nullei. Tas
ir viszemakais raditajs. Savukart butiski neatSkiras izdzivotiba Aade4 celmam starp SD+ un N-
barotném, SD+ un ade- barotném.

Celmiem W303, Aade8 un Aade?2 barotné bez slapekla avota noveéro lidzigu izdzivotibu, bet
vismazaka izdzivotiba bez slapekla avota ir Aade4 celmam, kur izdzivotiba neparsniedz 8%.
Adenina biosintézes mutaciju cela celmiem Aade4 un Aade$8, kas audzéti bez adenina avota, novéro
lielaku izdzivotibu neka Stinam, kas izdzivojuSas SD+ un N- barotn€. Atskiribu novéro Aade?2
celmam, kur Stnas bez adenina izdzivo aptuveni divas reizes mazak neka barotné bez slapekla
avota.

Karstuma stresa izdzivotiba iezim&jas kopiga tendence - augstaka stresa izturiba ir badinatam

Stinam, mazaka- pilna sastava barotné audzetam Stinam.
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3.5. Adenina biosintézes ietekme uz oksidativa stresa izturibu
Visas rauga Stinas paklautas 20 miniites ar 10 mM tidenraZa peroksida gala kocentraciju.
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7. att€ls. Darba izmantoto raugu celmu izdzivotiba dazadas barotnés 10mM tidenraza peroksida
kocentracija temperatiira 20 mindites: p<0,05 *; p<0,01 **,
Figure 7. Survival of yeast strains used in the work in different media at at 10 mM hydrogen

peroxide concentration for 20 minutes: p<0,05 *; p<0,01 **;p<0,001 ***,

Bitiski atSkiras (p<0,05) stinu izdzivotiba, kas audzg&tas pilna sastava barotn€s un barotnés
bez slapekla avota W303 un Aade?2 celmiem. Celmam Aade? izdzivotiba pilnaja barotné ir 1,17%,
kas biitiski atSkiras arT ar §tinam, kas audzetas bez adenina avota. Celmiem Aade2 un AadeS, kas
audzeti bez adenina avota novero biitisku atskiribu starp pilnaja barotné audzetam sinam. Celmam
Aade4 ir novérojama salidzino$i lidziga izdzivotiba visas barotn€s audzetam Siinam.

Visiem celmiem novéro kopigu tendenci - mazak izdzivo tas Stnas, kas kultivétas pilna
sastava barotnés. Celmiem, kas audzeti bez slapekla avota novero lielaku izdzivotibu neka adenina
badinatam S$tnam; iznémums ir Aade8 celms, kur lielaka $iinu izdzivotiba ir adenina avota
badinatam $tinam.

3.6. Glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitate

Tika noskaidrota glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitate jeb absorbcijas izmaina miniité
uz vienu Stinu, lai giitu pilnigaku priekstatu par glutationa reduktazi, kas ir nepiecieSama oksidativa
stresa izdzivoSanai. Aktivitate mérita Cetru stundu kultivétam Stnam pilnaja barotng, barotng bez
slapekla avota un barotné bez adenina avota. Lai tiktu pie ieglita rezultata, tika nemts véra

formazana specifiskais absorbcijas koeficients, kas ir reducgjies no joda nitrotetrazolija hlorida
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(skat 6. pielikumu). Glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitate mérita ar Tecan mikroplasu

lasttaju un katram paraugam ir vismaz tris atkartojumi.
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8. attéls. Glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitaite mM uz vienu Stinu miniit€ pilnaja, bez
slapekla, bez adenina barotnés: p<0,05 *; p<0,01 **;p<0,001 ***,
Figure 8. Glucose 6-phosphate dehydrogenase activity in mM per cell per minute in complete,

without added nitrogen, without added adenine medias: : p<0,05 *; p<0,01 **,

Izejas celmam W303 pilnaja barotné novérojama bitiski lielaka aktivitate neka pargjiem
celmiem visas barotn@s (skat. 8.att.). Ta butiski atSkiras no Sim celmam nove@rotas aktivitates
Sunam, kas kultivétas N- barotné.

Lidzigu glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitati novéro visas barotnés Aade4 celmam,
tome&r nedaudz lielaka ta ir adenina badinatam $tnam. Noverota pret&ja aktivitates tendence Aade§
un Aade4 celmiem. Abiem celmiem biitiski atSkiras aktivitate starp SD+ un ade- barotni. Celmiem
Aade8 un Aade? 1idziga aktivitate N- barotn€ audz&tam $tinam, bet Aade? ir vislielaka aktivitate ir
ade- audzetam Stinam, savukart AadeS§ pilnigi pretgji- vismazaka glikozes 6-fosfata dehidrogenazes
aktivitate.

3.7. Katalazes aktivitate

Tika noskaidrots Cetru stundu badinatam un nebadinatam Stnam katalazes aktivitates
patérétais Ho O, mM/miniité uz Stinu. Katalaze sadala idenraza peroksidu par fideni un skabekli.
Lai tiktu pie iegtta rezultata, tika noteikta OD249 atkariba no H>O» koncentracijas mikromolos,
izmantojot slipuma koeficientu (skat. 5. pielikumu). Katalazes merijumi veikti ar Tecan mikroplasu

lasttaju un katram paraugam ir vismaz Cetri atkartojumi.
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Prototrofam W303 (skat. 9.att) ir noveérojams bitiski lielaks patérétais H>O, milimolos uz
Sinu mintté barotn€ bez slapekla avota, kas art ir visaugstakais raditajs katalazes merjjumiem.
Visiem celmiem bitiski atSkiras patérétais H>O» starp pilno barotni un barotni bez slapekla avota,
Aade? biitiski atSkiras ar1 starp SD+ un ade- barotni. Lidziga aktivitates tendence ir Aade8 un
Aade4 celmiem, kur lielako aktivitati novero slapekla badinatam $tnam, otru lielako aktivitati -

adenina badinatam $tnam, savukart Aade?2 vislielako aktivitati uzrada adenina badinatas $tinas.
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9.attels. Paterétais H202 mM uz §tinu miniité bez slapekla, bez adenina barotnés:
p<0,05 *; p<0,01**;p<0,001 ***,
Figure 9. Consumed H202 mM per cell per minute without added nitrogen, without added adenine
medias. : p<0,05 *; p<0,01 **;p<0,001 ***,
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4. DISKUSIJA

Darba ietvaros iegtti dati par karstuma un oksidativa stresa izdzivotibu un divu enzimu -
katalazes un glikozes 6-fosfata dehidrogenazes- aktivitati izejas celmam W303 un adenina
biosintézes cela mutaciju celmos Aade4, Aade8 un Aade?.

Darba ietvaros tika saskaitits badinatu un nebadinatu §tinu skaits mililitra uz ODeoo vienibu
(skat. 4. pielikumu), lai, aprékinot izdzivotibu, nonaktu pie statistiski realiem datiem. Literatiiras
dati norada, ka rauga $iinu skaits uz ODeoo=1 ir aptuveni 1-1077 (Groves et al. 1996). Darba iegiitais
Stnu skaits katram celmam katra barotné atskiras, ta atSkiribu var radit izmantotie optiska blivuma
meéraparati. Kokina et al. (2014) novéroja, ka adenina auksotrofo Stinu skaitu noteikSana, mérot
optisko blivumu, var biit nepreciza, kas ir saistits ar adenina biosintézes celu mutantu Stinu izméru
palielinaSanos pat tad, ja Stnu daliSanas ir apstajusies. Atskiribu Siinu skaita rada arT baroSanas
apstakli.

Neatkarigi no mutacijas visiem celmiem novéro kopigu tendenci (skat. 6. un 7. att.)- Stinu
izdzivotiba ir vismazaka visiem celmiem. Ir zinams, ka dabiski badinatos apstaklos Stnu
izdzivotiba ir lielaka (Klosinska et al. 2011). Tomér izdzivotiba ir atkariga no ta, kadas baribas
vielas trikst. M. Petti un kolégi (Petti et al. 2011) norada, ka stresa izturiba ir atkariga no raugu
celma auksotrofijam. Par adenina auksotrofiem A. Kokina un kolégi (Kokina et al. 2014) norada,
ka adenina biosintézes cela mutaciju celmam adenina truikuma gadijuma Stinas klist izturigakas
pret stresu un novéro augstaku izdzivotibu, tacu ta ir zemaka neka oglekla badinatam $iinam. Tas
tika noverots Aade2 celmam. A. Kokina un kolégi (Kokina et. al. 2021) ir izvirzijusi hipotézi, ka
purina auksotrofija celmam ir lidziga dabiski badinatam S§tnam, kas ir slapekla vai oglekla
badinatas, ko novéroja Aade8 celmam. Saja darba péc stresa paklausanas iegitie rezultati par
Aaded sakrit ar literattira rakstito. Noverots (skat. 6. un 7. att.), ka §im celmam ir salidzinosi lidziga
izdzivotiba starp dabiski badinatam $tinam jeb bez slapekla avota un maksligi badinatam stinam
jeb bez adenina (Kokina et al. 2021). Paklaujot stresam Aade2, novero, ka augstaka stresa izturiba
ir dabiski badinatam $iinam jeb bez slapekla avota.

Lai parbauditu oksidativa stresa saistibu ar enzimu aktivitatem, tika veikti katalazes un
glikozes 6-fosfata dehidrogenazes merjjumi. Ir zinams, ka aerobi augosa §tina galvena skabekla
pliisma notiek caur elektronu transporta sist€mu, kas lokaliz€ta mitohondriju tikla. Karstums izraisa
oksidativo stresu, partraucot elektronu plismu caur elpoSanas k&di. Paaugstinata jutiba pret stresu

tiek novérsta,ja notieck NADH dehidrogenazes NDE[ un NDE2 génu delécija, génu produkti ir
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nepiecieSamai elektronu parnesei no NADH uz elpoSanas k&di. Glutationa biosintézes géni GSH/
un GSH?2 palidz noverst siltuma izraistto oksidativo stresu (Davidson and Schiestl 2001).

Glikozes 6-fosfata dehidrogenaze katalizé pirmo pentozu fosfata cela posmu un ir NADPH
avots, ka ar1 tas ir nozimigs aizsardzibai pret oksidativo stresu (Slekar et al. 1996). Glikozes 6-
fosfata dehidrogenaze un to enzimu aktivitate ir aktiva oksidantu iedarbibas laika un lidz ar to ir
nozimiga oksidativa stresa atbildes reakcijai (Morano et al. 2012).

Izejas celmam (skat. 8. att) pilnaja barotné glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitate ir
ievérojami lielaka neka slapekla badinatu Stinu aktivitatei, savukart adenina mutanta celmam Aade4
izdzivotiba visas barotn€s ir salidzinoSi lidziga, tapat salidzinosi lidziga ir enzimu aktivitate.
Oksidativa stresa izdzivotiba $im celmam ir vislielaka, salidzinot ar citiem adenina mutantiem.
Celmam AadeS§ novérojam tendenci- jo mazaka izdzivotiba, jo lielaka enzimu aktivitate, savukart
celmam Aade? §adu tendenci nenovéro. ST celma oksidativa stresa izdzivotiba gan maksligi
badinatam S$iinam, gan dabiski badinatam Stinam ir lidziga, bet lielaku glikozes 6-fosfata
dehidrogenazes aktivitati novéro adenina badinatam $tinam. Saja darba nav atrasta kopiga tendence
starp oksidativa stresa izdzivotibu.

Glutationam ir nozime ne tikai izdzivotibai, bet ar1 Stinu augSanai. Tiek nodroSinata Stinu
proliferacija un augSana (Pallard6 et al. 2009). Prototrofam W303 netika klat pievienots papildus
adenins, kas rada ievérojamu atskiribu glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitatei pilnaja
barotng, kas ir saistits ar glikozes 6-fosfata dehidrogenazes kataliz€Sanu pirmajiem diviem soliem
pentozu fosfata celam. Pentozu fosfata cel§ ir svarigs NADPH razoSanai. Pentozu fosfata celS ir
svarigs, lai aizsargatu raugu no oksidativa stresa, jo NADPH ir biitisks glutationa enzimu kofaktors,
kas aizsarga Stinas no oksidativajiem bojajumiem (Morano et al. 2012).

Karstuma stresa tolerance ir ciesi saistita ar aerobo metabolismu un oksidativo stresu. Stinam
ir paaugstinata jutiba pret karstuma stresu, ja tam trukst antioksidantu enzimu, ka katalazes un
superoksidu dismutazes. Karstuma Soks ietekmée vairakus procesus, tai skaitd proteinu stabilitati
(Morano et al. 2012).

Katalaze ir svarigs enzims, kas sadala tidenraza peroksidu. Katalaze ir atkariga no Msn2/4
transkripcijas faktoriem, kas regul€ stresa izturibu atkariba no baribas vielu pieejamibas (Morano
et al. 2012). Tipiskai katalazes atbildes reakcijai jabiit augstakai pie augstakas stresa izdzivotibas.
So reakciju var novérot (skat. 9.att), kur prototrofam W303 biitiski atskiras aktivitate starp slapekla
badinatam S$tnam un nebadinatam Stnam, ka arT Aade4 celmam. Tomeér ne visiem adenina

biosint€zes cela mutantiem $is ir noveérojams. Celmam Aade2 noveéro augstaku katalazes aktivitati
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adenina badinatam S$tnam, kaut gan izdzivotiba ir lielaka slapekla badinatam Stinam, savukart
Aade8 noverojams pret€js efekts - mazaka katalazes aktivitate attieciba pret izdzivotibu visas
barotnés. Var novérot vienotu tendenci - katalazes aktivitate ir zemaka tam $tinam, kas audzé&tas
pilna sastava barotnés.

Glikozes 6-fosfata dehidrogenazei ir vairakas funkcijas, tadel Saja darba nevar apgalvot
saistibu starp oksidativa stresa izdzivotibu un So enzimu aktivitati. Lai to var€tu noskaidrot
precizak, biitu nepiecieSams papildus merit glutationa daudzumu. Katalazes dati dal&ji skaidro
saistibu starp oksidativa stresa izdzivotibu un katalazes enzimu aktivitati, tomeér ne pilnigi.

Saja darba ir pieradits, ka neatkarigi no adenina biosintézes mutacijas $inam palielinas

izturiba pret karstumu un oksidativo stresu badinatos apstaklos.
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5. SECINAJUMI

Optimalais W303 prototrofa apstrades ilgums karstuma stresam 50°C ir 7 mintes,
oksidativajam 10 mM H>0O;- 20 miniites;

Purina un slapekla badinasana palielina karstuma un oksidativa stresa izturibu neatkarigi no
mutacijas vietas adenina sintézes cela;

Adenina sint€zes mutacija Aade4 paaugstina Stinas oksidativa stresa izturibu ari, ja Stnas
kultivétas pilnaja barotng;

Glikozes 6-fosfata dehidrogenazes aktivitate nekorelé ar oksidativa stresa izturibu. Lai
novertetu glutationa sisttmas nozimi uz oksidativa stresa izturibu badinasanas laika, biitu
nepiecieSams novertet reducéta glutationa Itmeni;

Katalazes aktivitate dalgji korele ar oksidativa stresa izturibu.
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PIELIKUMI



1. pielikums
Celma Aade?2 augsanas liknes eksponencialas fazes laika pilnaja barotné SD+, barotné bez

adenina jeb Ade-, barotné bez oglekla avota jeb C-, barotn€ bez slapekla avota N-.
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2.pielikums

Celma AadeS8 augSanas liknes pilnaja barotné ar adeninu SD+Ade barotné bez adenina jeb

SD+, barotné bez oglekla avota jeb C-, barotn€ bez slapekla avota N-.
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3. pielikums

Raugu celmu dubultoSanas laiks un specifiskais augSanas atrums dazadas barotngs.

Rauga celms Barotne Dubultosanas Specifisikais
Yeast strain Media laiks, h augSanas atrums, h-1
Doubling time, h Specific
growth rate, h-1

W303 SD+ 1,32 0,52

SD+ Ade 1,32 0,52
Aade4 SD+ Ade 1,45 0,45
Aade8 SD+ Ade 1,23 0,56
Aade? SD+ Ade 1,88 0,37

4. pielikums

Badinatu raugu Stinu skaits ml/OD pilna sastava barotné SD+, barotné bez slapekla avota

kaits ml/OD

Stnu's
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5.pielikums

Udenraza peroksida standartliknes slipuma koeficients
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6. pielikums
Formazana standartliknes slipuma koeficients
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