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Ka raugs uzvedas, kad tam
atnem buvelementus?

How does brewer’s yeast behave when
lacking essential building blocks?

Abstract

The study explored changes in carbon fluxes in the central metabolism of brewer’s
yeast in the absence of building blocks such as adenine or nitrogen. These flows
provide insight into changes in the central metabolism of brewer’s yeast. It was
found that in the absence of a building block, the yeast mainly uses fermentation for
growth, producing ethanol. Deletion of Aadel in purine de novo synthesis reduces
ethanol production, and decreased glycerol production in adenine starvation
indicates a slowing of central metabolism.

Keywords: purine auxotrophy, bioreactors, central carbon metabolism,
Saccharomyces cerevisiae.

levads

Purini ir kKimiski savienojumi, kuri nepiecieSami DNS nukleotidu un
citu organismam buatisku molekulu veidoSanai. Parasti Sos savienojumus
gandriz visi eikarioti spéj veidot pasi. Purinu auksotrofija ir organisma
nespéja de novo veidot purinus kada sintézes cela sola vai pat visa cela
trdkuma dél. Vairakiem parazitiskiem vienstniem piemit purinu auksotro-
fija, no kuriem spilgtakie pieméri ir toksoplazma un malarijas plazmodijs.
Purinu auksotrofija var paradities ari véza SGnas péc arstniecibas ar puri-
nu sintézes cela antimetabolitiem. Ta ka Saja darba tiek novérota purinu
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badinasanas ietekme uz rauga purinu de novo sintézes cela auksotrofiem,
svarigi zinat, ka lielakoties aminoskabju vai citu metabolttu trikums auk-
sotrofiem celmiem butiski samazina to izdzivotibas spéjas, savukart tadu
organogéno elementu ka slapeklis, ogleklis vai fosfati trikums palénina
SUnu augsanu, bet to izdzivotiba batiski nemainas [Petti et al. 2011]. Tas
skaidrojams ar to, ka pastav regulacijas mehanismi, kas samazina oksi-
dativo stresu $tnas organogéno elementu jeb “dabisku” baribas vielu
trikuma gadijumos. Tomér starp aminoskabju auksotrofiem var atrast iz-
némuma gadijumus, kuros Stnas kldst izturigas pret stresu un uzvedas Ii-
dzigi ka organogénu elementu trikuma gadijumos, pieméram, metionins
[Petti et al. 2017] vai adenins [Kokina et al. 2019].

Maizes raugs ir nozimigs organisms, ko izmanto, pieméram, véza
pétniectba, parbaudot pretvéza medikamentu iedarbibu vai genétiskos
faktorus veéza Sunu attistiba [Matuo et al. 2012]. Izmainas maizes rauga
auksotrofu metabolisma vidé ar puriniem un bez tiem sniegtu ieskatu par
to stresa izturibas fiziologdiju, ka arT iegltos rezultatus varétu izmantot, lai
modelétu vienslinu patogénu un véza audzéju auksotrofu fiziologiju.

1. Literatiiras apskats

1.1. Maizes raugs ka metabolisma modelorganisms

Maizes raugs ir eikariots - ar membranu apnemtu kodolu satuross or-
ganisms. Tas ir piemérots eikariotisku $Unu biologisku procesu pétisanai,
jo tas ir viegli, atri un léti kultivéjams, tam ir labi izpétita genétiska sistéma
un tam ir érti veikt dezoksiribonukleinskabes (DNS) transformacijas ar
plazmidu vai homologas rekombinacijas metozu palidzibu [Sherman
1997]. Jau driz péc visa maizes rauga genoma sekvenésanas tika atklats,
ka teju 31% no visiem potencialajiem proteinu kod&joSiem géniem ir ho-
mologi ziditaju proteiniem. Parsteidzoss atklajums bija géni, kas homolo-
gi dazadiem nozimigiem véza audzéju attistibas géniem: RAST un RAS2,
MSHZ2 un MLHI, ka ar1 SGST [Botstein et al. 1997]. Maizes raugu iespéjams
pielidzinat véza audzéju fiziologijai, veicot genétiskas modifikacijas, pie-
méram, delécijas DNS reparacijas celos, kas ir konservativas starp rauga
un zidttaju stnam [Matuo et al. 2012].
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Raugu izmanto ne tikai konkrétu génu, bet art metabolisma celu pé-
tTjlumiem. Jau pirms 30 gadiem tika izveidots maizes rauga celms ar mo-
dificétu metabolismu, kurs spéja efektivak $kelt maltozi. Sads raugs tika
veidots, lai samazinatu maizes miklas uzbrieSanas laiku [Hodgson 1990].
Misdienas tiek parbauditas iespéjas raugu izmantot génu inzenierija. Ir
iespéjams izsleégt adenina de novo sintézi rauga un to pilniba aizvietot
ar cilvéka ortologiem proteiniem f[Agmon et al. 2020]. Minétaja pétijuma
raugam tika izdzésti 10 adenina de novo sintézes géni un tie tika aizvie-
toti ar 7 cilvéka géniem. Jaunizveidotais raugs bija spéjigs augt vidé, kas
nesatur adeninu. Rezultati norada, ka ir iesp&jams aizvietot raugu meta-
boliskos celus ar citu organismu metaboliskajiem celiem pat gadijumos, ja
tie sastav no atskirigiem proteiniem. Tas sniedz plasas iespé€jas parbaudrt
dazadu medicinisku preparatu iedarbibu uz, pieméram, malarijas plazmo-
dija vai karcinomas metabolismu, neizmantojot pasus slimibu izraisoSos
organismus [Kokina et al. 2019].

1.2. Maizes rauga centralais oglekla metabolisms

Maizes raugs izmanto glikozi par galveno oglekla avotu. Ar centralo
oglekla metabolismu tiek domats reakciju un savienojumu kopums, kura
maizes raugs rada respiracijai un fermentacijai nepiecieSamos savieno-
jumus, kas nodrosina Sinu ar energdiju, ka arT pentozu vai aminoskabju
prekursorus, kas nepiecieSami augsSanai. Galvenie Saja raksta aplUkotie
metaboliskie celi ir glikolize, pentoZzu fosfatu metaboliskais cels, gliceral-
dehida-3-fosfata un dihidroksiacetona (G3P-DHAP) metaboliskais cels,
ka art etanola fermentacija, kuru savstarpéja saistiba ilustrativi paradita
1. attéla.

Pirmais etaps glikozes metabolisma ir glikolize, kura norisinas gliko-
zes SkelSana I1dz piruvatam, radot starpsavienojumus, kurus var izmantot
glicerina vai pentozu veidosana.

Etanola izejviela ir glikolizes produkts - piruvats. Aerobos apstak|os
piruvata dehidrogenaze pievieno divus piruvata oglekla atomus koenzi-
mam A (KoA), radot acetil-KoA un reakcija atbrivojot CO,. Acetil-KoA ir
galvenais substrats trikarbonskabju cikla (Krebsa cikla) starpmetabolitu
regenerésanai. Anaerobos apstak|os piruvata parveidosana etanola nori-
sinas divos solos: piruvata dekarboksilaze divus piruvata oglekla atomus
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1. att. Glikozes utilizé3anas celi. Attéla veiktas izmainas [Wills 1990]

parveido par acetaldehidu, atbrivojot CO,, péc tam alkohola dehidrogena-
zes izoenzims | parveido acetaldehidu par etanolu [Wills 1990]. Rezultata
anaerobas fermentacijas apstaklos maizes raugs razo ekvivalentos mola-
ros daudzumos etanolu un CO,,.

Anaerobos apstaklos acetaldehids vél var tikt parveidots acetata jeb
etikskabg, ko katalizé enzims acetaldehida dehidrogenaze. Acetil-KoA sin-
tetaze péc tam var izmantot acetatu, lai aerobos apstaklos veidotu acetil-
KoA [Rodrigues et al. 2006], iegstot enerdiju caur Krebsa ciklu.

Atkariba no skabekla un fermenté&jamu oglhidratu pieejamibas mai-
Zes raugs spéj strauji pariet no oksidativa metabolisma uz fermentati-
vu oglhidratu metabolismu, un otradi [Brink et al. 2008]. Fermentativa
metabolisma galaprodukts ir etanols. Maizes raugs var veikt alkohola
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fermentaciju art skabekla klatbatné, kas gan nav universala Tpasiba visam
raugu sugam. So fenomenu dévé par Crabtree efektu, un izSkir gan
Crabtree pozitivus raugus, kas skabekla klatbatné spéj fermentét ogl-
hidratus par etanolu, gan arl Crabtree negativus raugus, kas to nespgj
[Rodrigues et al. 2006].

Glicerina avots rauga ir G3P-DHAP metaboliskais cels [Wills 1990].
Tas ir svarigs metabolits reducésSanas-oksidésanas balansa uzturésana.
Rauga biomasa ir oksidétaka neka ta galvenais baribas avots - glikoze -,
kas liecina par reducéjosSo ekvivalentu (nikotinamida adenindinukleotidu
NADH vai NADPH) parprodukciju. Maizes raugs spéj oksidét NADH divos
galvenos veidos - izmantojot mitohondriju arpusé lokalizéto NADH dehid-
rogenazi vai G3P-DHAP metabolisko celu. Aerobas respiracijas gadijuma
tas izmanto abus Sos metaboliskos celus, bet anaerobi iesp&jams izmantot
tikai G3P-DHAP, jo NADH dehidrogenaze ir savienota ar elektronu trans-
porta kédi mitohondrijos. Ta ka raugs galvenokart aug fermentativi, tas
liekos reducéjosos ekvivalentus izmanto glicerina veidoSana [Rodrigues
et al. 2006]. Otrs reducéjosais ekvivalents NADPH rodas pentozu-fosfatu
metaboliskaja cela. Atskirtba no citiem raugiem, S. cerevisiae NADPH ok-
sidacija nav tiesa veida savienota ar elektronu transportu kédi mitohond-
rijos, ka arT to nav iesp&jams parveidot NADH transhidrogenazes trikuma
dél. Sim raugam atliek NADPH izmantot asimil&jo$as reakcijas [Rodrigues
et al. 2006].

1.3. Purinu de novo biosintéze

Purini ir heterocikliski slapekli saturosi savienojumi, kuri ietilpst DNS
vai RNS nukleotidu sastava. Pie puriniem pieder tadas slapekla bazes ka
adenins un guanins. Purinu de novo sintézes izejviela ir fosforibozil-pi-
rofosfats (PRPP), kurS ir pentozu-fosfatu metaboliska cela produkts
[Rodrigues et al. 2006]. To sintézes cels ir diezgan linears (sk. 2. att.), kas
liek domat, ka sekas ADE génu delécijam bitu kumulativas, tas veicot
talaka sintézes posma.

Pastav divi veidi, ka organismi var iegdt brivi lietojamus purinus -
esoSo purinu parstrade (angl. salvage pathway) un de novo sintéze.
Purinus var uznemt no aréjas vides vai arT degradéjot Stnas citoplazma
eso$o0 RNS. Sintéze norisinas, PRPP secigi pievienojot oglekla un slapekla
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2. att. Shematisks purina metabolisma attélojums S. cerevisiae.
Attéla veiktas izmainas [Rébora et al. 2001]

atomus no aminoskabém - glutamina un asparaginskabes, ka ari formiata
un CO,. Kopigas izmaksas stnai, veidojot vienu nukleotidu, ir ap 50 ade-
nozintrifosfata (ATP) molekulu, ieskaitot arT visu starpsavienojumu vei-
dosanu, kas purinu de novo sintézi padara par resursu ietilpigu procesu
[Kokina et al. 2019].
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2. Materiali un metodes

2.1. Celmi un kultivé3anas apstakli

Pétijuma tika salidzinati divi maizes rauga CEN.PK 113-7D purinu
de novo sintézes auksotrofi, kuriem katram tika izslégts viens no ADE
géniem (ADE6 un ADET). Sie celmi tiek salidzinati ar maizes rauga proto-
trofu - celmu, kas spéj sintezét adeninu. Celmi tika audzéti bioreaktoros
ar gaisa plasmas atrumu 1,0 L/L, barotnes tilpumu 0,3 L, maisisanas atru-
mu 300 rpm, kultivéSanas temperatdru 30 °C. Kultivé$anai tika izmanto-
ta SD (angl. Synthetic dextrose) barotne ar 2% glikozi ka vienigo oglekla
avotu [Treco & Lundblad 1993]. Katrs celms tika audzéts divas grupas -
adenina saturo$as (ade+) un adenina nesaturosas (ade-) barotnés. Katra
grupa tika audzéta tris biologiskos atkartojumos (tris bioreaktoros).
Prototrofs tika audzéts barotné bez slapekla avota (N-). Sagaidams, ka
iesp&jamie vielu zudumi audzésanas gaita ir niecigi, jo izejoSais gaiss tika
atdzeséts, lai izvairitos no vielu zuduma iztvaikoSanas dé|. Bioreaktoru
skaits art ir ierobezots, tas apgrtina veikt vairak atkartojumu.

2.2. Oglekla metabolitu mérisana

Oglekla metabolitu - etanola, glicerina, sukcinata un etikskabes -
koncentracijas tika noteiktas, izmantojot augstspiediena Skidruma hro-
matografijas metodi HPLC-SEC (angl. size-exclusion chromatography).
Metodes darbibas principa pamata ir atskirigi dalinu parvietoSanas atrumi
cauri poram to izméru dél. No katra reaktora tika nemts viens paraugs
HPLC-SEC mérTjumiem, kas rezultata veido tris biologiskos mérijumus
katrai celmu grupai.

2.3. Aprekini

Ar spektrofotometru pie vilna garuma A, tika izmérita paraugu op-
tiska turbiditate un parrékinata biomasa, reizinot ar to biomasu uz OD
vientbu. Specifiskais augSanas atrums u katram celmam tika aprékinats,
nosakot aug$anas Itknes naturallogaritma slipumu. Sis koeficients rakstu-
ro Stnu dalisanas atrumu eksponencialas augsanas laika.

Visu metabolitu mérijumi tika parveidoti mili C molos (mCmol), kas
parada kopéjo oglekla daudzumu milimolos katra viela. Vielu daudzums
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mCmol HPLC mérijumiem tika noteikts, izdalot katras vielas koncentraciju
ar tas molmasu un reizinot ar oglekla atomu skaitu molekula. Biomasai
pienem molmasu 26,15 g mol” [Wu 2006]. Oglskaba gaze tika aprékinata,
izdalot izmérito tilpumdalu ar moltilpumu 20 °C (V, = 24,4 mol L™).

[zmantojot vielu daudzumus mCmol dazados laika punktos celmu
eksponencialas aug$anas laika, tika aprékinats katra metabolita specifis-
kais razo$anas vai patérina atrums g (mCmol g™ h™).

3. Rezultati un diskusija

3.1. Augsanas atrumu izmainas

Visiem celmiem tika noteikts augSanas atrums to eksponencialas
augsanas laika (sk. 3. att.). legdtie rezultati rada, ka prototrofa un auk-
sotrofo celmu augSanas atrumi sakrit, kad celmiem ir pieejams adenins.
Novérojams, ka adenina badinats Aadel aug Iénak neka slapekla badinats
prototrofs. Ja auksotrofiem celmiem trikst adenina vai prototrofam sla-
pekla, tad noverojams 4,2 reizes Iénaks augSanas atrums.
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3. att. Maizes rauga prototrofa, Aade6 un AadeT auksotrofu
augsanas atrumu salidzinajums. Ar nogriezniem
paraditas standartnovirzes no trim atkartojumiem
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3.2. Centrala metabolisma oglekla dinamika

Visi celmi par vienigo oglekla avotu izmantoja glikozi, un katram tika
noteikts glikozes patérina atrums (sk. 4. att.).
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4. att. Specifiskais glikozes patérina atrums mCmol, norméjot uz sauso
svaru biomasas stunda. Ar nogriezniem noraditas standartnovirzes,
kas noteiktas no trim biologiskajiem atkartojumiem

Lai raksturotu centrala oglekla metabolisma funkcioné3anu, raugus
kultivejot pilnaja barotné un barotné bez adenina, tika noteikti centrala
oglekla metabolisma galveno produktu specifiskie razoSanas atrumi (sk.
5. att.). Tika novérots, ka visiem adenina badinatiem celmiem samazinas
metabolitu razoSanas atrumi un slapekla badinatais prototrofs uzvedas
[1dzigi ka adenina badinatie celmi.

Oglskabas gazes razoSana celmos, kas audzéti barotné ar adeninu,
parsniedz vértibu, kada bdtu sagaidama anaerobas fermentacijas aps-
taklos (sagaidamais specifiskais CO, razo$anas atrums ir puse no etanola
razoSanas atruma). Tas norada, ka bez etanola razosanas, raugam fer-
mentéjot, ir vél citi CO, avoti, pieméram, aeroba elposana. Adenina ba-
dinatajiem celmiem oglskabas gazes razoSana atbilst aptuveni pusei no
etanola razoSanas atruma. Tatad, neskatoties uz to, ka Stnam tika pie-
vadits skabeklis (aeracija ar gaisu), fermentacija ir galvenais vielmainas
cel$ enerdijas ieguvei. Adenina badinatajiem celmiem oglskabas gazes
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razoSana samazinas 9,9 reizes, salidzinot ar auksotrofiem, kuriem pievie-
nots adenins.

Etanols ir galvenais produkts, ko raugs razo no tam pieejamiem ogl-
hidratiem. Sarazotais daudzums prototrofam un auksotrofiem ar pieejamu
adeninu atbilst aptuveni 32% no pievienotas glikozes, savukart adenina
badinatajiem celmiem tas atbilst aptuveni 9% no glikozes. Novérojams,
ka Aadel celms razo par 8,8 mCmolgDW h”' (DW - dry weight) mazak
etanola neka prototrofs vai Aade6 adenina saturosa barotné.
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5. att. Centrala oglekla metabolisma metabolitu raZo3anas atrumi

mCmol uz sausa svara biomasas stunda. Ar nogrieZniem noradttas
standartnovirzes, kas noteiktas no trim biologiskajiem atkartojumiem

Adenina auksotrofiem celmiem samazinas glicerina razoSana ade-
nina trikuma gadijuma. 3,4% no patérétas glikozes pilnaja barotné tiek
izmantoti glicerina razo$anai, bet adenina badosanas gadijuma tie ir 1,8%.
Prototrofam slapekla trakuma gadijuma Sis vértibas samazinas no 2,7%
[1dz 0,5%. Glicerina razoSana norada uz vajadzibu Stnai oksidét NADH
par NAD+. Aerobos apstak|os NADH tiek oksidéts elektronu transporta
kede mitohondrija, savukart gan aerobos, gan anaerobos apstaklos NADH
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tiek oksidéts par NAD+ G3P-DHAP metaboliskaja cela. Ta ka adenina tra-
kuma gadijuma samazinas glicerina razo$ana, bet ne tik |oti ka slapekla
trokuma gadijuma, var secinat, ka nepiecieSamiba oksidét citoplazmas
NADH adenina badinasanas gadijuma nav tik spiediga ka pilnaja barotné.
Etikskabes razoSana noraditu uz tadam asimilacijas reakcijam ka liptdu
biosintéze, jo to izmanto acetil-KoA razoSanai Stnas citoplazma. Celmos
tika noteikta etikskabes klatbutne, tomér izméritie daudzumi ir niecigi un
tuvu HPLC-SEC jutibas apakséjai robezai.

Asimilacijas reakcijas nonakusais ogleklis nok|ust biomasa, kas veido
Vidéji 7,4% no patérétas glikozes adenina barotnés augusajiem celmiem
un 3,0% adenina badinatajiem celmiem.

Kopuma var secinat, ka abiem celmiem, kuriem ir traucéta adenina
biosintéze, vidé bez adenina notiek strauja vielmainas bremzésana - sa-
mazinas augsanas atrums un uznemta oglekla daudzums, kas kopuma at-
gadina rauga reakciju situacija, kad pietrikst slapekla avota. Interesanti,
ka adenina trikuma dé| raugs enerdiju pilniba iegdst fermentativi - notiek
Crabtree efekta pastiprinasanas.

Secinajumi

Spriezot péc izmainam oglskabas gazes, etanola, glicerina un bio-
masas razosanas atrumos, adenina badinati maizes rauga purinu de novo
sintézes cela auksotrofi uzvedas lidzigi ka slapekl|a badinats maizes rauga
prototrofs.

Ta ka adenina badinatajiem auksotrofiem oglskabas gazes razoSanas
atrums atbilst pusei no etanola razosSanas, blvelementu trikuma gadiju-
ma raugs izmanto substrata fermentaciju par galveno energijas ieguves
veidu.

Aadel mutacija ietekmé etanola razoSanu, jo adenina saturosa barot-
né $is celms razo par 8,8 mCmo gDW h'' mazak etanola neka prototrofs
vai Aadeé.

Adenina badinasanas gadijuma auksotrofam Sdnam samazinas
glicerina razo$ana, bet ne tik |oti ka slapekla trikuma apstaklos, kas
norada uz centrala oglekla metabolisma procesu paléninasanos, bet ne
pilntgu apstasanos.
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