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IVADAS

Nuolat kintanti aplinka yra pagrindinis veiksnys, kontroliuojantis
mikroorganizmy augimg ir vystymasi. Informacija apie aplinkos pasikeitimus
yra greitai perduodama lgstelés vidinéms molekuléms, kad biity generuojamas
staigus atsakas. Evoliucijos eigoje organizmuose i$sivysté signalinés sistemos,
gebancios sujungti aplinkos signalus su lgstelés transkripcijos, transliacijos ir
kt. procesais. Viena i§ tokiy universaliy signaliniy sistemy yra Ras/PKA
signalinis kelias. Si sistema leidzia mieliy lasteléms reaguoti j aplinkoje
esanCius maisto medziagy Saltinius ir jvairius stresinius veiksnius (Estruch,
2000). Jis kontroliuoja daugel] lastelése vykstanCiy procesy: Iasteliy
proliferacija, sporuliacija, sené¢jima, Zitj, atsaka i stresg ir kitus (Thevelein, de
Winde, 1999). Ras/PKA signalinis kelias yra konservatyvus ir aptinkamas
visuose eukariotiniuose organizmuose, net ir prokariotuose egzistuoja atskiri jo
komponentai. Evoliucinj konservatyvuma iliustruoja tai, kad mieliy lgstelése
gali sékmingai funkcionuoti ir tam tikri Zmogaus Ras/PKA signalinio kelio
komponentai (Sun ir kt., 1994). Tod¢l mielés tapo vienu pagrindiniy modeliniy
organizmy bendruose Ras/PKA signalinés sistemos analizés eksperimentuose.

Kintanti aplinka jtakoja mieliy elgseng, taciau ir mielés kei¢ia savo
gyvenamajg aplinkg iSskirdamos jvairius toksinus, metabolitus, feromonus ir
kitas medziagas. Vienas 1§ pagrindiniy aplinkos signaly, itakojanciy lasteliy
fiziologija, yra aplinkos pH (Penalva, Arst, 2004). Mieliy lastelése i aplinkos
pH reaguoja Rim101 signaliné sistema, kuri kartu su Ras/PKA reguliuoja
tokius procesus kaip sporuliacija ir pseudohifinis augimas (Su, Mitchell, 1993).
Ekstralgstelinés terpés rugstéjimas lemia vidulgstelinj riigS§téjima, o tai sukelia
mieliy Igsteléms stresg ir taip aktyvina Ras/PKA signalinj kelig (Mollapour ir
kt., 2006).

Lastelinis streso atsakas yra evoliuciSkai konservatyvus visuose gyvuose
organizmuose. Pagrinding role ¢ia vaidina karscio Soko baltymy indukcija, kuri
atsakinga ir uz brendra lastelés streso atsaka, ir kitos molekulés, reikalingos
apsaugai nuo streso. Streso atsako reguliacija apjungia tiek transkripcinius, tiek

po-transkripcinius, tiek ir po-transliacinius mechanizmus (Estruch, 2000).



Streso poveikio pasekmé yra lasteliy augimo sulétéjimas, gyvenimo trukmeés
trumpé¢jimas, augimo sustabdymas ar netgi zitis. Pastaraisiais metais jrodyta,
kad butent Ras/PKA signalinis kelias reguliuoja Igstelés sen¢jimo procesg kaip
atsaka ] aplinkos pH (Burtner ir kt., 2009). Taigi mieliy, kaip modelinio
organizmo, panaudojimas Zmogaus geny, reguliuojanciy lgstelés senéjimg ir
zut], tyrimuose vis pleCiasi. Misy tyrimy kontekste mielés galéty tarnauti
modeliu, padedanciu suprasti su acidozémis susijusiy ligy eiga ir gydymo
galimybes.

Mielés Saccharomyces cerevisiae yra vertingos ne vien Kkaip
aukStesniyjy eukarioty lgstelése vykstanciy molekuliniy procesy tyrimo
modeliniai organizmai. Jos taip pat pla¢iai naudojamos maisto ir alkoholio
gamyboje jau daugel] amziy.

Visy mieliy kamieny augimg lydi didesnis ar maZesnis mitybinés terpés
rigstéjimas. Vienose maisto pramones Sakose toks pH maZzéjimas yra itin
pageidaujamas, kitose — stengiamasi jj kiek jmanoma sumazinti (Dequin H.,
2001). Zinoma, kad tam tikry vyno rusiy gamyboje be kontroliuojamo
rigstéjimo yra taipogi reikalinga ir lgsteliy ziitis apoptozes budu. Mieliy
Saccharomyces cerevisiae lasteliy autolizé yra pagrindinis amino ragséiy,
peptidy ir kity molekuliy, susijusiy su putojanc¢io vyno kokybe, Saltinis (Tabera
ir kt., 2006). Biitent Ras/PKA signalinio kelio komponentai geba reguliuoti
tieck mitybinés aplinkos pH kitima, tiek ir Igsteliy Zities biido pasirinkimg.
Taigi Siy procesy kontrol¢ leisty smarkiai iSplésti mieliy pritaikymo maisto ir

alkoholio pramonéje ir, kaip jau buvo minéta, medicinoje ribas.



Darbo tikslas:

Ivertinti Ras/PKA signalinio kelio komponenty jtaka natiiraliu
laipsniSku terpés rugstéjimu indukuojamos lasteliy Ziities raiSkai mieliy

Saccharomyces cerevisiae lastelése.

Darbo uzdaviniai:

1. Sukurti modeling sistema, leidziancig analizuoti Ras/PKA signalinio
mitybinéje aplinkoje ir riigstinio streso saglygomis.

2. Jvertinti Ras/PKA signalinio kelio komponenty jtaka mieliy lasteliy
metaboliniam aktyvumui ir augimui natiiraliai kintanc¢io pH ir pastovaus
pH salygomis.

3. Ivertinti Ras/PKA signalinio kelio komponenty jtaka izogeniniy mieliy
kamieny lgsteliy gyvybingumui naturaliai jy augimo metu kintancio pH
(YPD, SC terpés) ir pastovaus pH (YPD-MES, SC-MES) salygomis.

4. Jvertinti Ras/PKA signalinio kelio komponenty jtaka mieliy lasteliy

zuties biidui — apoptozéi ir/arba nekrozei.



Mokslinis naujumas

Sio darbo mokslinj naujuma sudaro sisteminis Ras/PKA signalinio kelio

komponenty jtakos nattraliu terpés riigStéjimu indukuojamos lasteliy Ziities

raiSkai mieliy Saccharomyces cerevisiae lgstelése jvertinimas:

Nustatyta Ras/PKA signalinio kelio komponenty jtaka mitybinés terpés
rugstéjimui. Kelio aktyvumo sumazéjima salygojanti RAS2 geno
delecija arba PDE1l geno inaktyvinimas lemia intensyvy terpés
rugstéjima, palyginus su laukinio tipo kamienu.

Pirmg kartg jvertinta Ras/PKA signalinio kelio jtaka mieliy Iasteliy
gyvybingumui natiiraliai rtigstéjancioje aplinkoje. Irodyta, kad lasteliy
gyvybingumas yra susijes su mutacijomis Ras/PKA signalinio kelio
komponentuose: Ras2"®""® ir APDE2 kamienuose lasteliy gyvybingumas
laipsniSko riigS§t¢jimo salygomis yra patikimai maZesnis nei laukinio
tipo kamieno. Kita vertus, RAS geny delecija ir fosfodiesterazésl geno
inaktyvinimas sglygojo Zenkliai didesnj mieliy lgsteliy gyvybinguma.
Nustatyta Ras/PKA signalinio kelio ir kintan¢io aplinkos pH jtaka
mieliy lasteliy senéjimui. Jrodyta, kad pastovaus mitybinés aplinkos pH
palaikymas Zenkliai didina Igsteliy augimo greit] ir pratgsia mieliy
lasteliy amziy. Nustatyta, kad sumazéjes Ras/PKA signalinio kelio
aktyvumas lemia mieliy Igsteliy amziaus ilgéjima.

Irodyta, kad natiiraliai maz¢jancio pH salygomis Ras/PKA signalinis
kelias jtakoja lasteliy Ziities programos pasirinkimg. Siame procese
RAS2 genas veikia kaip apoptozés, o PDE2 genas — kaip nekrozés
induktorius.

Gauti rezultatai leidZia iSplésti mieliy, kaip modelinio organizmo,

panaudojimo galimybe tiek senéjimo, tiek ir Zities eksperimenty kontekste

aukStesniyjy eukarioty Igstelése. Kontroliuojama lgsteliy Zitis taip pat atveria

galimybe Ras/PKA mutantiniy kamieny panaudojimui biotechnologiniuose

procesuose.
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Darbo praktiné reik§mé

1. Jrodyta galimybé reguliuoti mitybinés aplinkos riig§téjimg panaudojant
Ras/PKA signalinio kelio komponentus.

2. Jrodyta galimybé reguliuoti mieliy Saccharomyces cerevisiae lasteliy
zuties blidg panaudojant inaktyvintus Ras/PKA signalinio kelio
kontrol¢je dalyvaujancius genus.

3. Jrodyta galimybé pritaikyti aplinkos riig§tinimo ir apoptozés/nekrozés
indukcijos procesus maisto pramongje, kur technologiniuose procesuose
naudojamos mielés Saccharomyces cerevisiae.

4. ISpleciama galimybé modeliuoti Zinduoliuose vykstancius procesus ir

tirti jy reguliacija mieliy Igstelése.

Gynimui pristatomi teiginiai

1. Ras/PKA signalinio kelio komponentai, susij¢ su cAMP reguliacija,
itakoja mitybinés terpés riigS§téjima.

2. Ras/PKA signalinio kelio komponentai reguliuoja mieliy lasteliy
gyvybingumg natiiralaus laipsniSko aplinkos riigS§téjimo ir riigsStinio
streso metu.

3. Ras/PKA signalinio kelio komponentai lemia Igstelés Ziities biida

natiralaus laipsnisko aplinkos riig§téjimo ir riigStinio streso metu.

Darbo apimtis
Darba sudaro 136 puslapiai. Jis suskirstytas j 7 skyrius: Jvada, Literatiiros
apzvalga, MedzZiagas ir metodus, Rezultatus, Rezultaty aptarimg, [Svadas,

Literatiiros sarasg. Jame yra 8 lentelés, darbas iliustruotas 38 paveikslais.
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1. LITERATUROS APZVALGA

Mikroorganizmy lgsteliy ir aplikos subalansuota tarpusavio sgveika yra
esminiai veiksniai, padedantys Igsteléems palaikyti homeostaze. Lasteliy
elgseng apsprendzia aplinka. Tuo paciu, Igstelés, déka savo sekretuojamy
metabolizmo produkty, aktyviai jtakoja aplinkos pokycCius. Kartu su
besikeicianc¢ia, aplinka kinta ir lgstelés, kaip atskiros biologinés sistemos,
funkcinavimas ir atskiry jos komponenty funkcionalumas. Todé¢l evoliucijos
eigoje lastelése turéjo iSsivystyti signalinés sistemos, kurios ne tik operatyviai
reaguoty ] aplinkos pokycius, bet ir uZtikrinty greitg ir adekvacig atsako
reakcijg — signaliné sistema turi uztikrinti biologinés sistemos integraluma.

Viena 1§ tokiy placiai eukariotiniuose organizmuose paplitusiy sistemy
(prokariotuose funkcionuoja Sios sistemos atskiri elementai) yra Ras/PKA

signaliné sistema.

1.1 Ras/PKA signalinis kelias

Ras/PKA signalinis kelias — tai viena pagrindiniy lastelés signaliniy
sistemy, suteikianciy lgsteléms informacijg apie ekstralgstelinius veiksnius. Ji
reguliuoja Igstelés gyvybinius procesus pradedant eukariotiniais vienalgsciais,
baigiant zmogumi. Déka antrinio informacijos nesé¢jo cAMP aktyvinamy
proteinkinazés A kataliziniy subvienety vykstantys baltymy fosforilinimo
procesai gali aktyvinti arba inhibuoti atskirus interaktomo komponentus ir taip

uztikrinti lgstelés, funkcionalumg tam tikroje aplinkoje.

Ras/PKA signalinis kelias kontroliuoja:
1. Genetines sistemas, reguliuojancias Igsteliy augimg ir vystymasi;
2. Adekvacia lagsteliy reakcijg  stresines salygas;

3. Procesus, susijusius su Igstelés sen¢jimu ir Zutimi.

12



1.1.1. Ras/PKA signalinio kelio komponentai ir juy funkcijos mieliy
lastelese

Ras/PKA signalinis kelias suteikia Igstelei informacijg apie maisto
medziagy Saltinius ir streso veiksnius, esancius jos aplinkoje. Pirmajame
signalo perdavimo etape yra indukuojama antrinio informacijos nes$¢jo cAMP
sintez¢. Jg 1SSaukia lengvai fermentuojamy anglies Saltiniy atsiradimas
aplinkoje ir vidulastelinis ragstéjimas (Thevelein, 1994) (1 pav.). Informacija
apie aplinkoje esancCias gliukozés molekules lgsteler yra perduodama per
gliukozés receptoriy — Gprl baltymg. Tai 7 kartus veriantis membrang,
dalyvaujantis Ras/PKA kelio indukcijoje baltymas. Jis sgveikauja su G
baltymu, kurj mielése koduoja GPA2 genas.

:reguliaciniai
: subvienetai

: subvienetai

aktyvi PKA : neak

1 pav. Mieliy S. cerevisiae Ras/PKA signalinio kelio kontrolés modelis.
Gliukozes signalas sukelia antrinio informacijos nesiklio cAMP sintezg. GTP
suriSantys G baltymai Ras ir Gpa2 nepriklausomai jungiasi prie
adenilatciklazés Cyrl ir aktyvina cAMP sintez¢. cAMP taikinys yra PKA
tetrameras. Reguliaciniai Beyl subvienetai yra susijunge su kataliziniais TPK
neaktyvioje fermento formoje. CAMP jungiasi prie Bcyl ir skatina komplekso
disocijacija, taip aktyvindamas fermentg. (Pagal Santangelo, 2006).
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Tiesiogiai Gprl baltymo sgveika su ligandu — gliukozés molekule néra
patvirtinta (Kraakman ir kt., 1999; Thevelein, de Winde, 1999; Rolland ir kt.,
2001). Tyrimai rodo, kad Gprl giminingumas gliukozei yra zemas: 20 — 30
mM gliukozés koncentracija yra reikalinga nuo Gprl priklausan¢iam cAMP
signalui aktyvinti. Tai fiziologiSkai atitinka maziausig 20 mM gliukozés
koncentracijg, kuri bitina mieliy lgsteléms perjungti metabolizmg 18
kvépavimo j fermentacijg. Todél tikétina, kad receptoriné Gprl-Gpa2 sistema
yra skirta atpazinti butent dideléms, optimalioms fermentacijai gliukozeés
koncentracijoms. Pagal Sig savybg¢ mieliy receptoriné sistema skiriasi nuo
zinomy, zinduoliuose esanciy analogisky sistemy, kurios paprastai pasizymi
auk$tu giminingumu ligandams ir neturi tokio iSskirtinio specifiSkumo
(Rolland ir kt., 2000, Rolland ir kt., 2002; Versele ir kt., 2001).

Dar vienas komponentas, veikiantis GPCR sistemg, yra su membrana
asocijuotas Rgs2 baltymas. Tai neigiamas Gprl-Gpa2 reguliatorius. Rgs2
stimuliuoja Gpa2 baltymo GTP-azinj aktyvuma in vitro, nors tiksli jo funkcija
dar néra zinoma. [rodyta, kad padidinta RGS2 ekspresija uzlaiko Ras/PKA
signalo indukcijg, o delecija — aktyvina (Versele ir kt., 1999). Rgs2 jtaka yra
rySkesné stacionarios fazés lastelése ir mutantuose, kuriuose Zemas
proteinkinazés aktyvumas. Tai reiskia, jog neigiamas Rgs2 poveikis Ras/PKA
signalinei sistemai nepriklauso nuo proteinkinazés A griztamo rySio
inhibicijos, bet reguliuoja signalinj kelig kitu lygmeniu, esant specifinéms
salygoms (Versele ir kt., 2001; Forsberg, Ljungdahl, 2001).

Be gliukozés katabolinés represijos Gprl ir Gpa2 baltymai dar yra
svarbiis haploidiniy ir diploidiniy mieliy filamentinio augimo reguliacijoje.
Diploidy filamentinis augimas prasideda azoto arba aminortig§¢iy bado atveju,
esant terpéje dideliam kiekiui fermentuojamo anglies $altinio. Siose salygose
padidéja GPR1 geno ekspresija (Forsberg, Ljungdahl, 2001). GPA2 geno
delecija slopina filamentinj augima, taCiau §j efekta atstato padidintas cAMP
lygis. Manyta, kad Gpa2 baltymas dalyvauja sistemoje, kuri atpazjsta azotg ir

yra atsakinga uz filamentinio augimo indukcija azoto bado atveju ir yra
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reguliuojama cAMP. Taciau néra duomeny, kad azoto badas mielése kaip nors
sumazinty cAMP kiekj (Thevelein, de Winde, 1999).

Lasteles, kenciancias anglies bada, perkélus 1 terpe su gliukoze
indukuojama greita cAMP sintezé. Po 1-2 min. nuo gliukozés atsiradimo
terpeje, cAMP kiekis citoplazmoje padidéja 5-50 karty, o dar per 20 min..
nukrinta beveik iki bazinio lygmens. Bazinis cAMP lygmuo lgsteléje
reikalingas uZtikrinti gyvybinéms funkcijoms, jskaitant naujg lastelés ciklo
pradzia ir mitozinj dalijimasi. Siek tick aukstesnis lygmuo, kuris licka po
gliukozes indukcijos, reikalingas vykdyti fermentacija, o aukstas trumpalaikis
CAMP kiekis veiksmingai perjungia metabolizma i§ kvépavimo j fermentacija.
Mieles gliukoze greitai fermentuoja iki etanolio, kuris stabdo kity
mikroorganizmy dauginimagsi. Tai yra vienas 1§ veiksniy, teikianciy
populiacijai adaptaciniy privalumy. Lasteliy, auganciy gliukozés terpé¢je,
daugelis charakteristiky skiriasi nuo skaldan¢iy nefermentuojamus anglies
Saltinius kvépavimo metu ir vykdanciy gliukoneogenezg. Fermentuojanciose
mielése aktyvi glikolizé, jos dalijasi greiCiau, yra jautrios aplinkos pokyciams
(karsc¢io, Sal¢io, osmotinio slégio, druskingumo ir pan.), sukaupia nedidelj
atsarginiy angliavandeniy — glikogeno ir trehalozés — kiekj (Thevelein, 1994).

cAMP sintezés reakcijg atlicka CYR1 geno produktas — adenilatciklazé.
Bazinis Sio fermento aktyvumas priklauso nuo RAS geny veiklos. Tai
adenilatciklazés aktyvuma didinatys reguliatoriai, kurie, kaip ir Kkiti
membraniniai G klasés baltymai, Ras yra aktyvis, prisijunge GTP, ir
neaktyviis, prisijunge GDP. Ras baltymuose GEF funkcija (guanidino
nukleotidy mainus) atliecka Cdc25 ir jo funkcinis gyvybiskai nesvarbus
homologas Sdc25. Sie du baltymai tarpusavyje gali formuoti homo- ir
heterodimerus. Cdc25 yra reikalingas ne tik kelio indukcijos atveju, bet ir
palaikant bazinj Ras baltymy aktyvumg. SuriSto GTP hidrolizé Ras baltymuose
gali vykti spontaniskai, arba ja atlicka GTP-azinj aktyvuma stimuliuojantys
(GAP) baltymai. Mielése Ras baltymy GAP yra IRAL ir IRA2 geny produktai,
tai neigiamai veikiantys Ras baltymy aktyvuma. Aktyviy Ras kiekis lasteléje
priklauso nuo dviejy konkuruojanciy reakcijy: GDP/GTP pakeitimo reakcijos,
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katalizuojamos Cdc25 ir Sdc25 baltymais 1§ vienos pusés, o GTP-azinés
reakcijos, stimuliuojamos Ira baltymy i§ kitos pusés. Siekiant iSaiskinti naujus
narius, kurie kontroliuoja Cdc25 funkcija, nustatytas HSP70 Seimos Ssal
Saperonas, kuris per Cdc25 teigiamai veikia Ras ir viso Ras/PKA signalinio
kelio aktyvumg (Geymonat ir kt., 1998).

Ilga laikg buvo manoma, kad biitent per RAS1 ir RAS2 geny produktus
yra perduodamas gliukozés signalas mielése. Siuo metu eksperimentiskai
patvirtinta, kad informacija apie gliukozés atsiradima aplinkoje yra
perduodama per gliukozés receptoriaus Gprl ir heterodimerinio G, baltymo
Gpa2 baltymo sistemg (Colombo ir kt., 1998). Nustatyta, kad vidulgstelinis
rugstéjimas, o ne gliukozé Ras baltymuose padidina GTP/GDP santykj
greiciausiai per Ira baltymus. Abiejy GEF faktoriy — CDC25 ir SDC25 — geny
delecija neturéjo jtakos rigstejimo sukeltam GTP/GDP santykio kitimui, taciau
abiejy IRA geny delecija §j santykj Zymiai padidino, taip padidindama ir
vidulastelinj rugstéjima (Colombo, 1998).

Adenilatciklazés stimuliavimui reikalingas dar vienas veiksnys —
CAP/SRV2 geno produktas. Tai bifunkcinis baltymas, sujungtas su
adenilatciklaze. Jo N-galiné sritis yra atsakinga uz adenilatciklazés aktyvinima
Ras baltymais. Galvojama, kad §is baltymas arba veikia kaip tarpininkas Ras-
ciklazés sgveikoje, arba stabilizuoja Siy dviejy baltymy fizine sgveika (Broach,
1991). C-galiné sritis dalyvauja visiSkai kitokio pobiidzio reguliacijoje —
citoskeleto formavime (Thevelein, 1992).

Antrinio informacijos nes$éjo kiekis lasteléje priklauso nuo dviejy
konkuruojanciy procesy: sintezés ir hidrolizés. Mieliy lastelése aptinkamos dvi
fosfodiesterazes, atliekanc¢ios cAMP hidrolizés funkcijg. Pdelp pasizymi Zemu
substrato giminingumu, Pde2 — aukStu. Abu Sie baltymai atlieka skirtingas
funkcijas: Pdel specifiSkai reguliuoja cAMP kiekj po gliukozés ir zemo pH
indukcijos, o Pde2 dalyvauja palaikant bazinj cAMP lygj lasteléje (Ma ir kt,
1999). Manoma, kad Pde2 taip pat gali saugoti lastele nuo per didelio CAMP
tieckimo i§ aplinkos. [rodyta, jog mutacijos, kurios leido mieléms jsisavinti

augimo terpés cAMP, buvo butent PDE2 geno mutacijos (Thevelein, 1994).
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cAMP, kaip antrinio informacijos nes¢jo, funkcija lasteléje — nuo CAMP
priklausan¢ios proteinkinazés A (PKA) aktyvinimas. Si kinazé yra
heterotetrameras, susidedantis 1§ dviejy reguliaciniy subvienety, koduojamy
BCY1, ir dviejy kataliziniy subvienety, koduojamy trijy atskiry geny: TPK1,
TPK2 ir TPK3. Kai néra cAMP, Beyl baltymas, kaip konkuruojanti molekulé,
laiko suriStus katalizinius subvienetus. Kai prie reguliaciniy subvienety
prisijungia cAMP, Bcyl inhibitorius i$laisvina katalizinius subvienetus, kurie
savo ruoztu fosforilina gausius taikinius, toliau realizuojancius Ras/PKA
signalinio kelio funkcijas (Versele ir kt, 2001; Thevelein, 1994; Thevelein, de
Winde, 1999).

I gliukozés signalag Igstel¢je reaguoja keletas signaliniy sistemy, tarp
kuriy yra ir PKA signalinis kelias. ISoriné gliukozé veikia per anks€iau minétg
GPCR sistema, o vidiné gliukoze, biitinai fosforilinta, aktyvina PKA per RAS
baltymus (Lemair ir kt., 2004, Gorner ir kt., 2002).
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2 pav. pH kaip gliukozes signalas. Esant didelei gliukozés
koncentracijai aplinkoje, efektyvus i lastelés vidy nukreiptas
glikolizinis srautas sglygoja vidulastelinio pH didéjima. Padidé¢jes
vidinis pH skatina V-ATPazés susirinkimg, dél to prasideda cAMP
sintez¢ ir PKA kelio aktyvinimas (Rubenstein, Schmidt 2010).
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Naujausiy tyrimy duomenys rodo, kad gliukozés signalas gali buti
tiesiogiai ver¢iamas pH signalu ir Igstelés viduje, vakuoliy ATPazés pagalba,
kaip atsakas ] gliukozg yra aktyvinamas PKA signalinis kelias. Tai, kad lastelés
jaucia glikozitinj srauta, pirmiausia buvo jrodyta kepeny [ Iastelése
(Rubenstein, Schmidt 2010) (2 pav.). Kandidatais, tarnaujanciais gliukozés
signalu, manoma, gali buti gliukozé-6-fosfatas ar fruktozés-2,6-bifosfatas
(Muller ir kt., 1997). Lastelése, aktyviai fermentuojanciose gliukoze,
vidulastelinis pH yra 7,2, tuo tarpu badaujanciose — pH 6,0. Tokios teorijos
patvirtinimui reikalingi iSsamesni tyrimai. Manoma, kad pH signalas Igsteléje
gali veikti kaip antrinis gliukozés metabolizmo signalas eukariotuose
(Rubenstein, Schmidt 2010).

Antrasis  veiksnys, iSSaukiantis Ras/PKA kelio indukcijg, yra
vidulastelinis citozolio rugstéjimas. Rugstéjimas kontroliuoja optimaly pH ir
ATP lygi anglies bado atveju. Streso metu vyksta protony nutekéjimas, kurj
normaliomis sglygomis atstato plazminés membranos H'ATPazé, kada
energijos tiekimas yra pakankamas. Jeigu lasteléje neuztenka ATP, H' ATPazé
1§ citoplazmos nepaSalina pakankamai protony, ir citozolis riigs§téja (Colombo
ir kt, 1998). Vidulastelinio rigst¢jimo isSaukta cAMP sintezé, o kartu ir
Ras/PKA kelio stimuliavimas $iuo atveju lemia atsarginiy lgstelés
angliavandeniy, tokiy kaip glikogenas ir trehalozé, skaldymg. Tai suaktyvina
fermentacijos ir kvépavimo procesus ir leidzia atstatyti ATP kiekj. Taigi cAMP
signalas citozolio rtgstéjimo atveju atlieka apsauging funkcijg (Thevelein,
1991; 1992; 1994; Thevelein, de Winde, 1999; Colombo ir kt, 1998).

Ras baltymai reikalingi ne tik adenilatciklazés aktyvinimui, bet ir
baziniam jos aktyvumui palaikyti. Badaujanciy lasteliy reakcija j gliukozés
atsiradimo ir vidulastelinio riig§téjimo signalus yra labai greita, ir CAMP kiekis
kelis kartus padidéja per keleta sekundziy. Imanoma, jog adenilatciklazés rySys
su Ras padeda uztikrinti tokig greita atsakomaja reakcija i stimuliavima
jprastais heterotrimeriniais G-baltymais. Kita vertus, tiesioginis Ras baltymy
vaidmuo perduodant kitokius iSorinius signalus taip pat néra atmestas

(Thevelein, de Winde, 1999; Thevelein ir kt., 2005; Roland ir kt., 2002).
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1.1.2 Ras/PKA signalinio kelio taikiniai

Galutiné Ras/PKA signalinio kelio komponenty funkcija yra baltymy
fosforilinimas, kurj atliecka proteinkinazé A. PKA fosforilina baltymy
aminortigsciy serino arba treonino liekanas ir taip keicia jy biologinj aktyvuma.
Todel Ras/PKA signalinio kelio veiklos taikinius galima sugrupuoti pagal PKA
reguliuojamy biologiniy procesy modulius mieliy lgstelése, tai: 1) atsarginiy
maisto medziagy kaupimas ir jy kiekio reguliacija; 2) atsparumas stresui; 3)
per¢jimas ] stacionarigjg faze; 4) augimas ir proliferacija; 5) sporuliacija (3
pav.).

kitos su

R Stresinés salygos ——
fermentuojamas charakteristikos
anglies Saltinis \ - \ @ /
augimo terpéje : A

—— STRE-kontroliuojami
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3 pav. CAMP/PKA signalinio kelio taikiniai. Msn2 ir Msn4 yra pagrindiniai
mieliy lgsteliy transkripcijos veiksniai, kontroliuojami PKA, taciau pati STRE-
kontroliuojamy geny streso indukcija nuo PKA nepriklauso. Riml5
proteinkinaze, kurig PKA inhibuoja, reikalinga daugeliui su stacionarigja faze
susijusiy charakteristiky. CIn3 ekspresija gali buti reguliuojama PKA ir
pasirodo yra svarbi kontroliuojant G;/S peréjima. Sch9 proteinkinazé
reikalinga PKA kinazés taikiniy gliukozés ir azoto efektams. Tiksli jos sgveika
su PKA néra aiski. Yakl ir Sokl proteinkinazés panaSu veikia antagonistiskai
su PKA. Zemo giminingumo cAMP fosfodiesterazé Pdel yra inaktyvinama
PKA ir vaidina vaidmen] mazinant antagonisto indukuojamg cAMP signalg
(Thevelein, de Winde, 1999).

1.1.2.1 Atsarginiy maisto medZiagy kaupimo reguliacija

Vieni 1§ svarbiausiy PKA substraty yra metabolizmo fermentai
dalyvaujantys anglies katabolinéje represijoje. Katabolinés represijos metu
proteinkinazé A reguliuoja gliukoneogenezés ir fermentacijos baltymy

aktyvumg (Fraenkel, 1986). Nerepresuotoms Igsteléms pridéjus gliukozés,
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PKA fosforilina fruktozés-1,6-bifosfataze ir ja inaktyvina (vyksta
gliukoneogenezés inhibicija) ir aktyvina fosfofruktokinaze (stimuliuojama
fermentacija) (Goncalves, Planta, 1998). Be to gliukoz¢ indukuoja dar ir Siuos
glikolizinio kelio fermentus: piruvato dekarboksilaze, alkoholdehidrogenaze I,
enolaze II ir piruvato kinaze. Plazminés membranos H'-ATPaze, kurig koduoja
PMAL genas, taip pat fosforilina PKA. Taip stimuliuojamas metabolizmas
perjungiant lasteles 1§ kvépavimo j fermentacija (Rao ir kt., 1993).

Atsarginiy angliavandeniy kaupimas susijes su lastelés augimo greicio
1étéjimu, kuris savo ruoztu priklauso nuo Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo:
sumazejes Ras/PKA signalinio kelio aktyvumas lemia G1 fazés ilgéjima. Kuo
ilgesné yra Gl faz¢, tuo daugiau laiko sukaupti didesnes glikogeno ir
trehalozés atsargas (Sillje ir kt., 1999).

Glikogena lastelés pradeda kaupti, kol terpéje yra gausu mitybiniy
Saltiniy — dar prie§ diauksijos pradzig, o panaudoja stacionariosios fazés
pabaigoje, kai anglies S$altiniai yra iSnaudoti. Glikogeno sintez¢je ir
panaudojime dalyvauja du fermentai: glikogensintazé (GSY1 ir GSY2) sintetina
glikogena, o glikogenfosforilazé (GPH1) — skaldo. Glikogeno kaupimo
pradzioje yra aktyvinama sintezés geny transkripcija ir defosforilinant
inhibuojama  glikogenfosforilazé. Fosforilaze fosforilina nuo cAMP
priklausoma ir nepriklausoma proteinkinazés. Fosforilazés aktyvi forma yra
fosforilinta, neaktyvi — defosforilinta. Sintezés metu — atvirksciai: aktyvi forma
yra defosforilinta, neaktyvi — fosforilinta.

Snfl proteinkinaz¢ teigiamai veikia geny ekspresija ir neigiamai veikia
nuo cikliny priklausanciag proteinkinaze¢ Pho85. Pho85 gali jungtis su ciklinu ir
reguliuoti potencialiy transkripcijos veiksniy lokalizacija branduolyje, kurie
atsakingi uz GSY2 geno ekspresija ir tokiu biidu sukuria naujg reguliacijos
grandj. Proteinkinazés PKA ir Snfl veikia antagonistiskai (PKA — teigiamai,
Snf — neigiamai), fosforilindamos glikogensintazg ir glikogenfosforilaze, taigi
kei¢ia fermenty aktyvumg. Kol lgstelei pakanka maisto medziagy, PKA
aktyvumas kartu su Pho85 stabdo glikogeno ir trehalozés kaupimg genetiniame

ir fermentiniame lygmenyje. Kada maisto medZziagos iSnaudojamos, sumaz¢ja

20



Ras/PKA kelio aktyvumas ir nebevyksta geny represija. Snfl proteinkinazé
§iuo atveju inaktyvina Pho85. Sios koordinuotos kontrolés pasckoje labai
smarkiai iSauga glikogeno kiekis (Francois, Parrou, 2001).

Trehalozeé, kaip atsarginis angliavandenis, pasizymi ir unikaliomis
apsauginémis savybémis. Trehalozé saugo membranas nuo i8dZilivimo, tai
streso salygose padeda iSlaikyti membrany integralumg ir biologines funkcijas.
Taip pat trehalozé geba paSalinti vandenj nuo baltymy pavirSiaus ir tokiu biidu
apsaugoti baltymus nuo denatiiracijos streso metu. Didelis trehalozés kiekis
neleidzia denatiruotiems baltymams agreguotis ir keifia Saperony veiklos
salygas (Singer, Lindquist, 1998). Trehalozés sintezé prasideda, kai aplinkoje
pradeda trukti lengvai fermentuojamy anglies Saltiniy, stacionariosios fazés
pabaigoje. Jos panaudojimas vyksta tada, kai aplinkoje nebelieka lengvai
prieinamy angliavandeniy, ir prasideda antrinis kultliros augimas jsisavinant
alternatyvius anglies Saltinius.

Trehalozés sintezéje dalyvauja trehalozés sintazés kompleksas
trehalozés-6-fosfato sintazé Tpsl, kurig indukuoja fruktozés-6-fosfatas,
trehalozés-6-fosfato  fosfatazé Tps2, Tps3, manoma, yra reguliacinis
subvienetas. Trehalozés hidrolize vykdo trehalazés: neutralig trehalaze koduoja
NTH1 ir papildomas genas NTH2. Abu $ie genai veikia derepresuotose ar
stresg patyrusiose lastelése. RiigSting vakuoliy trehalaze koduoja ATH1 genas.
Si trehalazé reikalinga naudojant trehaloze, kaip anglies 3altinj, ekstralastelinés
trehalozés skaldymui (Francois, Parrou, 2001).

NTH1 reguliacija priklauso nuo Msn2 ir Msn4 transkripcijos veiksniy,
reguliuvojamy Ras/cAMP signalinio kelio. Msn2 ir Msn4 reguliuoja trehalozes
sintezés genus transkripcijos lygmenyije, per juose esan¢ius STRE elementus.
Ras/CAMP signalinio kelio aktyvumas slopina trehalozés sintezés geny
ekspresija neleisdamas transkripcijos veiksniams patekti | branduolj. Tokios
reguliacijos metu kinta ir kity fermenty kiekis, jy aktyvumas, substraty kiekis.
Angliavandeniy kaupimas yra integruota transkripcijos ir fermentiniy sistemy

reguliacijos sistema.
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Be glikogeno ir trehalozés kaupimo, Ras/PKA signalinis kelias
dalyvauja fosforilinant baltymus, atsakingus uz anglies ir lipidy metabolizma.
Tai tokie fermentai, kaip izocitratliaze¢, fosfatidilserino sintazé ir fosfatidato
fosfatazé (Carman, 1997, Francois, Parrou, 2001).

Atsarginiy maisto medZziagy kiekis lastel¢je yra labai svarbus jai

adaptuojantis prie kintancios aplinkos ir gebéjimui reaguoti i stresines sglygas.

1.1.2.2 Streso atsako kontrolé

Mielése atsaka | stresg reguliuoja dvi pagrindinés sistemos: pirmoji
veikia per Hsfl — kar$¢io Soko ir Yapl oksidacinio streso transkripcijos
veiksnius. Antroji — tai Msn2, Msn4 sistema vykdanti vadinamajj bendrg streso
atsaka. Ja aktyvina Ras/PKA signalinis kelias ir kitos signalinés sistemos.
Mieliy Igsteléems stresa sukelia tokios salygos kaip temperatiiros, pH,
osmozinio slégio pokyciai, badas, i§dzitivimas, didelé etanolio koncentracija,
radiacija ir k.t. Atsakg ] stresa realizuoja baltymai, o jy veiklos reguliacija
vyksta geny ekspresijos, transkripcijos, transliacijos ir potransliaciniame
lygmenyse.

Bendras Iastelés atsakas | stresa yra vykdomas Msn2 ir Msn4
transkripcijos veiksniy déka. Tai C,N; cinko pir§ty motyva turintys baltymai,
kurie savo reguliuojamy geny promotoriuose atpazjsta specifines streso atsako
sekas, vadinamasias STRE dézutes (Estruch, 2000). Mielése tokias sekas turi
186 genai. Tokie genai yra potencialis Ras/PKA signalinio kelio represijos
taikiniai. Per STRE elementus yra reguliuojama streso atsako geny,
dalyvaujanciy anglies metabolizme, transporto baltymy, proteaziy, o taip pat
geny, atliekanciy apsaugine funkcijg jvairaus streso metu Saperony (HSP104,
SSA3, SSA4) katalazés (CTT1) ir trehalozés metabolizmo geny (TPS1, TPS2,
TPS3, TSL1) ekspresija (Boy-Marcotte ir kt., 1998). Zinoma, kad Ras/PKA
signalinio kelio atliekama transkripcijos veiksniy, o karty ir STRE elementus
turin€iy geny reguliacija yra biitina sékmingam lgstelés augimui ir vystymuisi

(Smith ir kt., 1998).
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Streso metu skirtingy, STRE elementus turin¢iy geny ekspresija yra
reguliuojama skirtingai. Manoma, kad tokiais atvejais svarbi yra STRE
elemento padétis reguliuojamojo geno promotoriuje. Greta STRE elementy
promotoriuje gali bati ir Kiti veiksniai, tai yra PDS elementai. PDS elementai —
tai dar vienas cis reguliatoriy pavyzdys mieliy lastelése. Sie elementai taip pat
yra neigiamai reguliuojami Ras/PKA, taCiau jy reguliacija skiriasi nuo STRE
sistemos (Estruch, 2000; Ruis, Schuller, 1995). Pirmiausia tokie elementai
buvo nustatyti SSA3 Hsp70 Saperony Seimos geno promotoriuje. Vienas i$
svarbiy Saperoniniy baltymy — tai Ssal Saperonas. Jis sgveikauja su Cdc25 ir
padeda palaikyti jo GEF funkcija, kuri yra biitina baziniam Ras aktyvumui.
Streso metu lgsteléje padaugéja denatiiruoty baltymy, kurie pritraukia Hsp, taip
pat ir Ssal. Tokiu biidu yra susilpninama Ssal sgveika su Cdc25, o tuo paciu ir

cAMP gamyba (Geymonat ir kt., 1998).
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4 pav. Msn2 branduolio/citoplazminés lokalizacijos kaita yra susijusi su
CAMP/PKA keliu. cAMP/PKA sistema apjungia GEF, RAS, GAP,
adenilatciklaze¢ (CYCL), foasfodiesterazes (PDE), cAMP ir PKA. R,C, —
neaktyvi PKA forma, C — laisvas, aktyvintas katazitinis subvienetas. Schemos
aiskumui R,C, ir C parodyti tik citoplazmoje, taciau egzistuoja ir branduolyje.
Egzistuoja keturios Msn2 formos: nefosforilinta Msn2 (MC), citozoline
fosforilinta Msn2 (MCP), nefosforilinta branduoline (MN) ir fosforilinta
branduoliné (MNP) (Gonze ir kt., 2008).
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Geny, turin¢iy savo sudétyje tik PDS elementus, transkripcijos nejtakoja
mutacijos Msn2 ir Msn4 transkripcijos veiksniuose (Estruch, 2000). Tokiy
elementy lokalizacija promotoriuose ir jy selektyvi reguliacija skirtingose
aplinkos salygose suteikia Igsteléms adaptacinio plastiSkumo. Msn2 ir Msn4
transkripcijos faktoriy lokalizacija kinta lgsteléje priklausomai nuo aplinkos
salygy (4 pav.). Stresas mazina GEF aktyvumg ir salygoja Msn2
defosforilinimg Lastelése, auganciose normaliose sglygose, Sie transkripcijos
veiksniai yra lokalizuoti citoplazmoje, o stresg patyrusiose mielése jie labai
greitai koncentruojami branduolyje. Msn2 ir Msn4 lokalizacija priklauso nuo
PKA aktyvumo. Esant neaktyviai PKA, jie kaupiasi branduolyje, o esant
aukStam PKA aktyvumui — citoplazmoje (Gorner ir kt., 1998). Yra jrodyta, kad
PKA fosforilina Msn2 baltymo domeng NLS, kuris ir yra atsakingas uZ §io
veiksnio lokalizacijg branduolyje (Gorner ir kt., 2002). Esant streso saglygoms
NLS yra defosforilinamas ir greitai nukeliaves ] branduolj kei¢ia geny
ekspresija.

Tokios sistemos déka Igstelés geba greitai reaguoti j aplinkoje ar lastelés
viduje susidariusias stresines sglygas ir prisitaikyti prie jy. Atsakydamos i
stresg lastelés pertvarko savo augimo ir dalijimosi programas ir Siuose

procesuose Ras/PKA vaidina svarby vaidmen;.

1.1.2.3 Lgstelés augimo ir proliferacijos kontrolé

Mieliy dalijimosi greitis ir lasteliy dydis labai priklauso nuo skirtingy
aplinkos salygy. Lasteléms augant terpéje su gliukoze, jos dalijasi 3—4 Kkartus
grei¢iau nei augdamos etanolio terpéje. Be to, lgstelés, augancios gliukozes
aplinkoje btina didesnés negu augancios terpése su neturtingais anglies
Saltiniais. Taigi molekuliniame lygmenyje nuolat vyksta reguliacija,
uztikrinanti dalijimosi ciklo trukmés ir lgstelés dydzio koordinacijg. Kritinis
dalijimosi ciklo taSkas, kuriame nulemiamas lgsteliy dalijimasis, yra G1/S
faziy riba — STARTO taskas. Siame taske svarbiausi reguliatoriai yra cikliny
Clnl, Cln2, CIn3 ir proteinkinazés Cdc28 kompleksai (Klar ir kt., 1984;
Thevelein, 1994). CIn3-Cdc28 kinazés kompleksas aktyvina CLN1 ir CLN2
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geny transkripcija G1 fazés pabaigoje, o Cln1-Cdc28 ir CIn2-Cdc28 kinazés
kompleksai, manoma, jjungia vélesnius jvykius, leidziancius lgstelei pereiti
STARTO taska (Polymenis, Schmidt, 1997; Andrews, Measday, 1998).

Ras/PKA signalinis kelias turi jtakos lastelés augimui ir proliferacijai
kaip grandis, neanti informacija apie maisto $altinius. Sio kelio inhibicija
sustabdo lasteles cikla G1 faz¢je, tas pats vyksta ir Igstelems augant
neturtingoje mitybingje terpéje. Ras/PKA kelio komponentai svarbiis Igsteléms
pereinant ciklo G1/S faziy riba. Kaip to jrodymas, tarp temperatiirai jautriy
lastelés ciklo cdc Starto mutanty buvo identifikuoti cyrl ir cdc25 geny
mutantai (Boutelet ir kt., 1985; Robinson ir kt., 1987).

Yra zinomi du antagonistiniai cAMP poveikiai lgstelés ciklo aparatui
(Wittenberg ir Reed, 1996; Hall ir kt., 1998):

1. cAMP yra reikalingas G1 fazés cikling CLN1 ir CLN2 geny
transkripcijos aktyvinimui, kuris priklauso nuo CLN3-CDC28 komplekso.
Transkripcijos aktyvinimas nevyksta pasalinus CLN3 geng. CIn3 baltymo
kiekis savo ruoztu yra reguliuojamas cAMP. Jrodyta, kad nuo anglies Saltinio
priklauso CIn3-Cdc28 kinazés komplekso aktyvumas. Jis yra aukstas gliukozés
turinciojeir Zemas nefermentuojamos anglies turin¢ioje terpéje auganciose
lastelése (Hall ir kt, 1998; Neufeld ir Edgar, 1998).

2. PrieSingo cAMP poveikio lgstelés ciklui atveju, staiga mieles
perkélus 1§ skurdzios terpés j turtingg, lastelése laikinai sumazéja CLN1 ir
CLNZ2 ekspresija, nors Siose salygose vyksta trumpalaikis cAMP kiekio
padidéjimas (Tokiwa ir kt., 1994). Siuo metu taip pat pertvarkomas minimalus
lasteles dydis, reikalingas pereiti STARTO taSka. Kritinés lgsteles mases
did¢jimas koreliuoja su Ras/PKA kelio aktyvumo padidéjimu. Ras/PKA
inhibuoja CIn1/2p-Cdc28 kinazés komplekso aktyvuma, reikalingg G1/S faziy
kaitai. Todél sudaromos palankios salygos augti Iastelés tiiriui. Imanoma, kad
cikliny ekspresija sumazéja dél laikino streso, kurj jaucia lastele, kai jos
aplinkoje pasikeicia anglies Saltinis (Tokiwa ir kt., 1994; Hall ir kt., 1998).

cAMP taip pat padidina ribosominiy baltymy sintezés greitj (Klein ir
Struhl, 1994; Griffioen ir kt., 1996; Neuman-Silvberberg ir kt., 1995,
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Griffioen, Thevelein, 2002) ir taip reguliuoja baltymy sintezés greitj — be
cAMP sintez¢ vyksta 3 kartus léCiau. Vadinasi, cCAMP yra tarsi jungiamoji
grandis tarp angliavandeniy metabolizmo ir baltymy sinezés (Hall ir kt., 1998).
CIn3 ciklino sintezé priklauso nuo bendro baltymy sintezés greicio, todél
sumazejus cAMP kiekiui Igsteléje slopinama Cln3 sintezeé, Cln3-Cdc28 kinazés
komplekso aktyvumas, ir lgstelés ciklas sustoja G1 fazeje (3 pav.). Mieliy
lastelése, kuriose cAMP kelias neaktyvus, Igstelés ciklas sustabdomas Starto
taske, o cikliny sintez¢ nevyksta net ir esant visiems biitiniems maisto
Saltiniams. Taigi vienas i§ tiesioginiy arba netiesioginiy PKA taikiniy turi biti
veiksnys, reikalingas cikliny sintezei, taciau rySys tarp maisto medziagy,
CAMP ir lasteliy proliferacijos kol kas mazai aiSkus (Thevelein, de Winde,
1999).

1.1.2.4 Peréjimas j stacionarigjq faze

Viena i§ stacionariosios fazés charakteristiky yra padidé¢jes atsparumas
stresui. IS vienos pusés Cia veikia STRE/Msn2/4 transkripcijos reguliavimo
sistema, apjungianti bendro streso atsako genus, i§ kitos pusés veikia ir nuo
Msn2 ir Msn4 nepriklausantys mechanizmai. Buvo jrodyta, kad msn2 msn4
mutantai stacionariojoje fazéje nepasizymi jautrumu. Viena i§ pagrindiniy
stacionariosios fazes reguliatoriy yra proteinkinazé Riml5, turinti sekoje PKA
fosforilinimo vietas ir yra jos inhibuojama. Yra Zinoma, kad rim15 mutantuose
sumaz¢ja atsparumas temperatiiros pokyc¢iui, badui stacionariosiose salygose ir
nevyksta stacionariosios fazés geny HSP12, HSP6 ir SSA3 transkripcija.
Zinoma, kad stacionariojoje fazéje indukuojami genai gali slopinti lastelés
augima (Reinders ir kt., 1998). RIM15 geno delecija gali kompensuoti letalaus
fenotipo, atsirandancio inaktyvinus PKA, pasireiskima.

Kitas, priklausantis nuo PKA, stacionariosios fazés reguliatorius yra
didZziojo RNR polimerazés II subvieneto C-galinis domenas RpblCTD
(Howard ir kt., 2002) (5 pav.). Buvo nustatyta, kad Sio domeno sutrumpé¢jimas
neleidzia lgsteléms pereiti ] stacionarigja faze. Ras/PKA veikia RNR

polimerazés II transkripcijos mechanizmg, o ne transkripcijos veiksnius.
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5 pav. Ras/PKA signalinio kelio atlickama geny transkripcijos reguliacija.
Siame modelyje PKA tiesiogiai fosforilina Srb9p, Srb komplekso komponenta
RNRpolll holofermente ir taip reguliuoja geny, dalyvaujanciy per¢jime |
stacionarigjg faze, transkripcijg (Howard ir kt., 2002).

Manoma, kad Ras/PKA signalinis kelias reguliuoja tam tikry baltymy,
susijusiy su Rpb1CTD, funkcijg, taciau tokie taikiniai néra nustatyti. IS kitos
pusés, manoma, kad tam tikromis augimo sglygomis PKA gali fosforilinti CTD
(Herman, 2002).

Mieliy lastelés pereidamos i§ eksponentinés dalijimosi stadijos |
stacionarigja faze pertvarko savo gyvybinius procesus taip, kad prisitaikyty
prie mazéjanciy mitybiniy iStekliy ir jgyty atsparumg susikaupusiems
metabolitams. Ras/PKA signalinis kelias perduoda informacijg apie aplinkos
pasikeitimus ir priklausomai nuo aplinkoje esan¢iy maisto iStekliy reguliuoja
stacionariosios fazés geny transkripcija, uztikrindamas balansg tarp sintezes ir

degradacijos procesy, (Herman, 2002).

1.1.2.5 Sporuliacijos proceso reguliacija

Sporuliacija diploidinése mielése yra indukuojama lgsteléms patiriant
bada. Mejozes indukcijai reikalinga genomo pertvarka, kad biity suderinama
mejozes geny ekspresija su spory vystymasi ir augimg kontroliuojanciy geny
veikla (Zurita-Martinez, Cardenas, 2005). Ras/PKA signalinis kelias
sporuliacijg slopina, taciau spory dygimg skatina. Ras/PKA slopina pagrindinio
mejozes induktoriaus IME1 aktyvuma (6 pav.).
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Lastelés tipo signalas al/a2 Mitybos faktoriy signalas
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Vegetatyvinis augimas Ankstyvoji mejozé

6 pav. IMEL ir ankstyvyjy mejozés geny reguliacijos modelis. Haploidinése
lastelése Rmel baltymas jungiasi su RRE seka IME1 geno promotoriuje ir
kartu su Rgrl ir Sin4 represuoja IMEL. Esant aplinkoje mazam gliukozés
kiekiui Ras/PKA leidzia Msn2 ir Msn4 baltymams prisijungti prie STRE
elementy ir aktyvinti geno transkripcija. Tuo tarpu, acetato signalai veikia per
UAS sekas, o didelis azoto kiekis represuoja IME1 per USClelementus.
Ekspresuotas Imel baltymg fosforilina Rim11. Tai leidzia sgveikauti su Ume6,
suriSan¢iu URS1 elementus, ir pradéti ankstyvyjy mejozés geny transkripcijg.
Pilnam Imel aktyvinimui reikalinga Riml5 proteinkinazé. Daugelyje
ankstyvyjy geny aptinkami papildomi reguliacijos elementai, tokie kaip Abf1,
kurie leidzia dar labiau padidinti geny ekspresija. Vegetatyvinése lastelése Sie
aktyvinimo elementai yra represuojami Ume6, prisijungusio prie URSL ir
suriSancio Sin3-Rpd3 histony deacetilazés kompleksa. ¥, teigiama saveika; L,
neigiama sgveika. Pagal Vershon ir Pierce, 2000.

IME1 gali biti regulivojamas tiek transkripcijos, tiek ir
potranskripciniame lygmenyje. Geno sandaroje yra didelis >2kb regionas,
esantis prie§ transkripcijos pradzios taSka, kuriame yra 10-ties reguliaciniy
elementy prisijungimo vietos. Svarbiausi i§ jy yra: RRE, STRE, UAS, USCI.
Cia atkeliauja informacija apie lastelées diploidiskuma, mitybiniy veiksniy

buvima aplinkoje, stresines salygas ir pan. Potranskripciniame lygmenyje
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IME1 aktyvuma reguliuoja Rim15 ir Rim11 proteinkinazés. Rim11 fosforilina
Ume6, kuris yra pagrindinis DNR suriSantis baltymas represorius,
besijungiantis prie ankstyvyjy mejozés geny promotoriy. Fosforilinti Imel ir
Ume6 susijungia ir Ume6 tampa teigiamu reguliatoriumi. Rim15 - tai
proteinkinaze, dalyvaujanti Igstelei pereinant ] stacionarigjg faze, stimuliuojanti

Imel ir Ume6 sgveikg (Herman, Rine, 1997).
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1.2 pH atsako sistema

Pirmiausia atsako j aplinkos pH sistema buvo nustatyta Aspergillus

nidulans (Arst ir kt., 1994, Denison ir kt., 1998). Sios sistemos elementai yra

aptinkami ir kituose eukariotiniuose organizmuose, taipogi ir mielése. Siuo

metu nemazai zinoma apie genus ekspresuojamus esant Sarminiam aplinkos

pH, deja riigstin¢je aplinkoje ekspresuojamy geny tyrimai smarkiai atsilieka.

1.2.1 pH reguliacija Aspergillus nidulans

Proteazéms neprieinama
"uzdara" forma -y Gly+Pro- turtingas
linkis
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Proteazéms prieinama "atvira" forma
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| Proteazés

ProteolitiSkai paveikta forma
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7 pav. Modelis demostruojantis
saveikas dalyvaujant trims PacC
regionams ir jy vaidmenis i§vengiant
proteolizés (Pagal Espeso ir Kkt.,
2000).

Augdami  mikroorganizmai

adaptuojasi prie juos supancios
aplinkos pH. Tokios adaptacijos
pavyzdziu yra  mikroorganizmy
gebéjimas augti placiose pH ribose.
Si jy geba yra susijusi su geny,
realizuojanciy savo funkcijas lgstelés
iSor¢je,

pavirsiuje ar ekspresija.

Tokiems genams priklauso:
permeaziy, sekretuojamy fermenty,
streso

fermenty,  susijusiy  su

eksportuojamais  metabolitais, ir
fermenty, atliekanciy potransliacines
sekretuojamy baltymy modifikacijas,
genai. Tokiy geny produktai veikia
lastelés iSoréje ar lgstelés sieneléje
(Penalva, Arst, 2004).

Pagrindinis Aspergillus
nidulans pH mediatorius pacC pats

yra ekspresuojamas esant Sarminiam

aplinkos pH (Arst ir kt., 1994, Denison ir kt., 1998). Jis koduoja transkripcijos

veiksniy, atliekantj pH reguliacijg. PacC sudarytas i§ 678 aminoriigsc¢iy ir turi

cinko pirsteliy, besijungianciy prie DNR, domeng. PacC yra dviejy formy — 72



kDa ir 27 kDa transliacijos produktai. RiigStiniame pH aptinkamas tik 72 kDa
produktas. PacC proteolizé vyksta sarminiame pH.

Sutinkamos ir dvi mutantinés PacC formos: uzdara ir atvira (7 pav.).
Atvira visada prieinama proteazéms nepriklausomai nuo pH, o uzdara joms
neprieinama. Esant neutraliam ar Sarminiam pH, PacC" yra proteolitiSkai
veikiamas paSalinant dalj sekos ir per tarping PacC> forma paverciamas
PacC?’ (Espeso ir kt., 2000). Yra jrodyta, kad PacC? in vivo daug stabilesnis
nei PacC’®. GFP analiz¢ parodé, kad PacC®’ ir PacC® yra isskirtinai
branduolyje (Denison ir kt., 1998) (8 pav.).

OH-
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Aktyvuojanti 2
proteolizé "

= sxgna]me
v proteolizé

PacC (uzdara) )
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/’:ranshacua
OO ~um

8 pav. Dviejy etapy proteolizinés PacC aktyvacijos modelis. Sarminio aplinkos
pH poveikyje, PacC’? yra ver&iamas tarpine PacC> forma. PacC’? aptinkamas
citozolyje, o PacC®® — daugiau branduolyje. Dél tolimesnés proteolizés
susidares PacC?’ aptinkamas i$skirtinai branduolyje, kur jungiasi prie savo
regulivojamy geny promotoriy. Pats PacC yra Sarminiame pH ekspresuojamas
genas. (Pagal Penalva, Arst 2002).

Mutacijos, jtakojan¢ios pH reguliacija, salygoja du fenotipus, tai yra
Sarmin] pH imituojant], kai mutantinés lgstelés neutraliame ar rigstiniame pH

elgiasi kaip esant Sarminei aplinkai, ir ragStinj pH imituojantj, kai lastelés
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neutraliame ar Sarminiame pH demonstruoja riigstinei aplinkai btidingg elgsena
(Penalva, Arst 2002).

pH reguliavimg vykdo pagrindiniai septyni genai: pacC, palA, palB,
palC, palF, palH, pall. Jy mutacijos lemia vienokj ar kitokj pH imitavima
(Arst ir kt., 1994, Caddick ir kt., 1986, Denison ir kt., 1998, Denison ir kt.,
1995). PacC yra pagrindinis pH mediatorius Aspergillus gentyje. PalH ir Pall
turintys atitinkamai 7 ir 4 transmembraninius domenus, manoma, gali tarnauti
kaip pH receptoriai (Denison ir kt., 1998, Negrete-Urtasun ir kt., 1999)). PalB
savo sudétyje turi polipeptidine seka, biudinga nuo Ca** priklausomoms
cisteino proteazéms (Denison ir kt., 1995). Nors nustatyta, kad PalB negali biti
atsakingas uz galuting PacC proteolize, jis gali tarnauti kaip signalin¢ proteaze,
kuri paSalina su C regionu saveikaujancius veiksnius, taip atverdama kelig
tolimesniam proteoliziniam poveikiui (Espeso ir kt., 2000). PalA baltymo
sekos analizé parode¢, kad Sis baltymas gali buti svarbus baltymas:baltymas
sgveikose (Negrete-Urtasun ir kt., 1997). Jis reikalingas stabilizuojant PacC ir
PalB saveika (Xu, Mitchell, 2001). palB ir palA genai yra konservatyvis, jy
homologai yra randami daugelyje eukarioty. Molekulinés baltymo struktiiros
tyrimai rodo, kad jie gali dalyvauti signalo perdavimo keliuose visuose
eukariotuose nuo gryby iki Zinduoliy (Penalva, Arst 2002). palC homology
paieska parodeé, kad Sis genas grei€iausiai yra sutinkamas tik filamentiniuose
grybuose, o jo funkcija iki Siol lieka neaiski (Negrete-Urtasun ir kt., 1999).

PacC sintetinamas neaktyvios formos, o jos aktyvacijai reikia Sarminio
pH sukeliamo signalo, kuris perduodamas pal signalinu keliu. Aktyvi PacC
forma yra rugStinémis salygomis ekspresuojamy geny, tokiy kaip pacA
(rugstiné fosfatazé) ir gabA (GABA permeazé), transkripcijos represorius ir
Sarminémis salygomis ekspresuojamy geny, tokiy kaip InpA (Sarminé
fosfatazé), prtA (Izopenicilino N sintazé), palD (Sarminé proteazé)
aktyvatorius.

Mutacijos, inaktyvinancios pacC, lemia ,,rigstiniy* geny derepresijg ir
Lsarminiy“ geny represija (Penalva, Arst 2002). Nustatyta, kad ragstiniy

fosfataziy genai yra ekspresuojami esant rugStinéms salygoms. pH
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reguliuojami genai, koduojantys permeazes, taip pat yra ekspresuojami esant
aplinkos rugstiniam pH.

Nuo aplinkos pH priklausanti proteoliziné aktyvacija keicia PacC
lasteling lokalizacija (Mingot ir kt., 2001) (8 pav.). Nesant pH signalo,
transliacijos produktas yra citoplazmoje. Pasikeitus lgstelés aplinkai i Sarming,
trumpa aktyvi PacC forma aptinkama tik branduolyje. Aspergillus nidulans
pacC homologai identifikuoti ir daugelyje filamentiniy askomicety, tokiy kaip
A. niger, Penicillium chrysogenum, Acremonium chrysogenum, Aspergillus
oryzae (MacCabe ir kt., 1996, Schmitt ir kt., 2001, Suarez, Penalva, 1996).

Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans ir Yarrowia lipolytica
mielése taip pat nustatyti PacC reguliacinés sistemos homologai. Tokia pH

reguliaciné sistema egzistuoja visose pagrindinése askomicety grupése.

1.2.2 pH reguliacija mielése Saccharomyces cerevisiae

Mielése pH reguliaciné sistema apibréZiama kaip RIM101 reguliaciné
sistema (rim pavadinimas kilgs i$ angl. — regulator of IME2).

RIM101p per IME1 geng teigiamai reguliuoja mejoze mieliy Igstelése.
IME1 koduoja transkripcijos veiksnj, kuris aktyvina daugel; mejozés geny, (Su,
Mitchell 1993). Biitent Rim101p atlicka PacC funkcija mielése. RIM101p kaip
ir PacC, yra aktyvinamas baltymo brendimo metu paSalinant C-terminalinj
gala. Sio proceso metu nuo C galo pasalinama 100 amino rigiéiy liekana,
turtinga glutamatu ir aspartatu (Caddick ir kt., 1986, Xu, Mitchell 2001).

Skirtingai nei PacC atveju, Rim101p brendimo metu vyksta tik vienas
proteolizinis ,kirpimas* (Penalva, Arst 2004). Rim10lp proteoliz¢ vykdo
Rim13p. Rim13p yra aktyvinamas esant Sarminéms aplinkos salygoms (Lamb,
Mitchell 2003).

Rim101p brendimui reikalingi Siy geny: Rim8p, Rim13p, Rim9p,
Rim20p, Rim21p produktai. Visi jie yra Pal geny, randamy Aspergillus

nidulans, homologai.
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1.2.2.1 RIM signalinio kelio komponentai
S.cerevisiae genome egzistuoja funkciniai homologai visiems pal genams,

i§skyrus palC (lentelé 1.).

1 lentelé. pal signalinio kelio komponenty homologai sutinkami mieliy S.
cerevisiae zinduoliy lastelése.

A. nidulans | S. cerevisiae | Funkcija Zinduoliai
PalA Rim20p Sgveikauja su | Alix/AP1 (ALG2 —
Rim101/PacC sgveikaujantis
baltymas)
PalB Rim13p Cisteino proteaze CAPN7
PalC - Nezinoma
PalF Rim8p Nezinoma
PalH Rim21p 7-i1s transmembraninius | GPCR
segmentus turintis
baltymas
Pall Rim9p 4-is transmembraninius
segmentus turintis
baltymas

Imunoprecipitacin¢ analizé parodé, kad Rim20p jungiasi su Rim101p
dviejose padétyse: 547—678 aminoriigsciy liekany vietoje stipriai, 279-546 —
silpnai (Xu, Mitchell, 2001). Dihibridiné analiz¢ parod¢, kad Rim20p ir
Rim13p saveikauja su Snf7p/Vps32p, geny, dalyvaujanciy vakuoliy
biogenezéje, produktais (Ito ir kt., 2001). PanaSus rySys su endocitoze buvo
jrodytas ir Yarrowia lypolytica mieliy atveju. Tai leido iskelti hipotezg, kad
Rim20p jungiasi prie Rim101p C terminalinio regiono. Snf7p veikia Sioje
sgveikoje kaip adapteris. Tokia sgveika padeda Riml3p proteazei pasiekti jos
taikinj Rim101p (Xu, Mitchell, 2001). Sis modelis kol kas néra patvirtintas,
nes Riml0lp sgveikai su Rim20p yra reikalingas papildomas baltymas
(Penalva, Arst, 2002).

Kitas svarbus pall homologas mielése yra RIMO. Jis turi keturis
skirtingo dydzio transmembraninius domenus su itin konservatyviomis amino
rigsciy sekomis. Manoma, kad tai yra mieliy membraninis pH receptorius
(Arst ir kt., 1994). Rim13 koduoja proteazg turin¢ig Pal homologiska domeng ir

Serding Cys128 liekang, kuri dazniausiai teikia katalizei reikalingg tiolj (Suzuki
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ir kt., 1997). PalH homologas, Rim21p ir RIM8/palF buvo identifikuoti Treton
ir bendraautoriy (2000).

1.2.2.2 Sarminio atsako kontrolés sistemos

Egzistuoja nuo Rim101 priklausoma ir nepriklausoma Sarminio atsako
kontrolés sistemos (9 pav.). RIM101 priklausomo atsako metu, Sarminis pH
stimuliuoja Rim101p aktyvuma padidindamas tiek paties geno ekspresija, tiek
ir Rim101p baltymo proteolizing aktyvacija. Abu Sie procesai reikalauja
Rim13p, Rim8p, Rim20p. Pilno ilgio Rim101 néra aktyvus. Po proteolizes
Rim101p tampa trumpa aktyvia forma, reikalinga Sarminiam atsakui. Jo metu
yra indukuojama: Sarminio atsako geny ekspresija, Sarminio atsako represoriy

represija ir filamentinis augimas.

Sarminis pH

VA

Rim8p Rim20p

Rim101p-ilgas —» Rim101p-trumpas [l kelias

PRA1, PHRI,

RIM101 PHR2

+

Sarminio pH indukuota
filamentacija

9 pav. Nuo RIM101 priklausomos ir nepriklausomos reguliacijos modelis
(Davis ir kt., 2000).

Kadangi Rim101 yra Sarminiy sglygy indukuojamas genas, jo ekspresija
gali priklausyti ir nuo autoreguliacijos trumpgja Rim101p forma (Lamb ir kt.,

2003). Visgi buvo jrodyta, kad RIM101 geno ekspresija nepriklauso nuo
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Sarminio aplinkos pH — Sarminéje aplinkoje vyksta tik baltymo brendimas
(Penalva ir kt., 2008). Sarminis pH stimuliuoja ir nuo RIM101 nepriklausoma
kelig. Sis kelias aktyvina PHR2 ekspresija, kuris nesant aktyvios RIM101
formos, stimuliuoja filamentinj augima.

RIM101 nepriklausomos pH reguliacijos metu pagrindinj vaidmen;j
vaidina MDS3 genas, veikiantis paraleliai su RIM101. Taciau §i reguliacija
néra iki galo iStirta (Penalva, Arst 2004).

Riml101p sistemos genai taip pat priklauso nuo proteazés Riml3p,
atlickan¢ios Rim10lp brendimg. Rim101p dalyvauja skirtinguose lastelés
procesuose. Jis prisideda prie atsparumo padidintai katijony koncentracijai.
Rim101p yra susijes su RIM4, kurio geno mutacijos visiSkai sustabdo
sporuliacijos procesg. Rim101p yra reikalingas ir bendrai jony homeostazei
lasteléje palaikyti. Rim101 mutantai yra itin jautrls padidintai jony
koncentracijai.

Mieliy Rim101p veikia tiek kaip teigiamas, tiek ir kaip neigiamas geny
transkripcijos reguliatorius. Taciau skirtingai nei PacC, Rim101p veikia tik
kaip represorius. Neigiama kontrolé yra atliekama tiesiogiai jungiantis prie
TGCCAAG sri¢iy geny promotoriouose, teigiama — atliekama represuojant
neigiamus reguliatorius NRG1 ar SMP1 (Lamb ir kt., 2003). Rim101lp
neigiamai reguliuoja keletg geny, taip pat ir RIM8. Tai patvirtina nuomong, kad
Rim101p atliekama RIM8 represija veikia kaip griztamo rySio inhibitorius,
silpninantis Sarminio pH sukelto signalo plitimg (Ramon ir kt., 1999).

Rim101p proteolizé vyksta neutraliame ar Sarminiame aplinkos pH ir
sustabdoma esant rtig§¢iai aplinkai. Inaktyvinus RIM101 visiSkai sustabdomas
proteolizinis Riml10lp apdorojimas ir gaunamas itin riigStines salygas
imituojantis fenotipas. Rim101 mutantai nesugeba augti Sarminése sglygose, o
tai reiskia, kad RIM101 signalinis kelias yra svarbus ir Igsteléms adaptuojantis
Sarminéje aplinkoje (Penalva, Arst 2002). Transkripciné analizé parodé¢, kad
egzistuoja visa eilé geny, kuriy transkripcija padidéja esant Sarminiam pH

priklausomai nuo Rim101p (Lamb ir kt., 2001).
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Teresa Lamb su bendradarbiais tyré geny, dazniau ekspresuojamy
Sarminiame (8,0) pH palyginus su ragstiniu (4,0) pH, ekspresijg (2001). Jie
identifikavo 71 gena, kurie buvo 2,1 karto daZzniau ekspresuojami Sarminiame
pH, palyginus su ragstiniu. Tai tokie genai, kuriy ekspresija, kaip buvo Zinoma
anksciau, stimuliuoja didelé drusky koncentracija ar Sarminis stresas. Tarp jy
taip pat buvo aptikti keli genai susij¢ su fosfaty, gelezies ar vario badu.
Palyginus geny ekspresija rim1014 ir RIM101 lgstelése, $iy geny sintetinami
baltymai Northern bloto pagalba buvo suskirstyti j tris grupes:

1. grieztai priklausomi nuo RIM101.

2. dalinai priklausomi nuo RIM101.

3. nepriklausomi nuo RIM101.

1 grupei priklauso ARN4 genas, kurio produktas svarbus gelezies
pasisavinimui, ir 4 nezinomy funkcijy genai. Sie genai reikalauja teigiamo
RIM101p poveikio tam, kad biity ekspresuojami Sarminiame pH. Priklausomi
nuo RIM101p, bet rigstinémis sglygomis neekspresuojami genai, yra ARN4 ir
VMEA4.

Kity dviejy grupiy egzistavimas parodo, kad ne visi pH reguliavimo
procesai yra susij¢ su PacC homologais. Silpnai nuo Rim101p priklauso ENA1
ir NRG2. Riml10lp nepriklausomy baltymy klasei priklauso PHO84 ir
PHO11/12 (fosfaty metabolizmo genai). Visi $ie genai yra sintetinami esant
Sarminéms saglygoms, taciau jy ekspresija néra susijusi su Rim101p.

Rim101lp yra teigiamas sporuliacijos, invazinio augimo, jony
tolerancijos ir pasisavinimo, adaptacijos prie Sarminio pH ir tam tikry lastelés
sienelés charakteristiky reguliatorius. Tai dalinai pasiekiama per jo gebe¢jima
represuoti NRG1, kuris yra gliukozés represuoty geny, atsakingy uz filamentinj
ir invazin] augimg ir dalyvaujanciy jony homeostazes palaikyme, neigiamas
reguliatorius (Penalva ir kt., 2008).

Rim101p neigiamai reguliuoja SMP1, kuris veikia kaip neigiamas
haploidy invazinio augimo, ,,Siurks§cios* kolonijy morfologijos ir sporuliacijos
reguliatorius. Smplp grei¢iausiai yra Rim101p reguliuojamo CWP1 geno,

koduojan¢io manobaltymus, kurie skatina lgstelés sienelés integraluma,
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represorius (Lamb, Mitchell 2003). Teigiamas Rim101p poveikis Iasteles
sienelés sintezei néra visiSkai priklausomas nuo Smplp ir veikia paraleliai su
proteinkinazés C signaliniu keliu, taciau yra jrodyta, kad RIM101 kelias

tiesiogiai dalyvauja lgstelés sienelés komplektavime (Castrejon ir kt., 2006).
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1.3 Sené¢jimas ir apoptozé mieliy 1astelése
1.3.1 Mieliy lasteliy senéjimas

Lasteliy sen¢jimo tyrimuose mielés yra vienas svarbiausiy modeliniy
organizmy. Nors mielés turi dalj tik joms biidingy unikaliy savybiy, taciau
daugelis procesy yra konservatyviy tiek mielése, tiek ir aukStesniuosiuose

eukariotuose (Kaeberlein, 2010).

Replikacinis senéjimas

Chronologinis senéjimas

Jaunos
Motininé lastelé
Dukteriné lastelé
Pazeistos Oksiduoti
mitochondrijos  baltymai
Q
0]
@]
o
Etanolis —O \
Ekstrachromosominiai
tDNR ziedai

10 pav. Pazaidy kaupimasis Igsteléms senéjant. Replikacinio senéjimo metu
,sendinantys® elementai praktiSkai nepatenka ] dukterines lgsteles. Tik
pumpuruojant labai senoms lgsteléms, jie sugeba patekti j dukterines lasteles ir
Sios sensta dar nesubrendusios. Chronologinio sen¢jimo metu pazaidos
kaupiasi nesidalijanc¢iose lgstelése. Ekstralastelingje terpéje pradzioje kaupiasi
etanolis, kuris véliau paverCiamas acto riigS§timi, o $i sukelia mieliy lastelése
apoptoze. Be to, lasteliy viduje susikaupiancios pazeistos mitochondrijos ir
oksiduoti baltymai greiCiausiai dalyvauja senéjimo procese. (pagal M.
Kaeberlein, 2010).
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Miclése apraSomi du senéjimo modeliai — replikacinis (RLS) ir
chronologinis senéjimas (CLS) (10 pav.).

Replikacinis senéjimas nusakomas lgstelés maksimaliu pasidalijimy
skai¢iumi, kurj patiria motininé lgstelé iki pasendama, ir taip gali tarnauti
modeliu mitoziskai aktyvioms Zinduoliy lasteléms (Anderson ir kt., 2003) .

Asimetrinio dalijimosi déka dukterinés lastelés iSlieka jaunos, todél
zuvus motininéms lasteléms populiacijoje iSlieka replikaciniu aktyvumu
pasizymincios lgstelés. Motitinés lgstelés ,,paaukoja* savo asmeninj replikacini
potenciala, palikdamos visga replikacin; aktyvumg dukterinéms Igsteléms
(Steinkraus ir kt., 2008). Molekulinis $ios hipotezés jrodymas buvo pateiktas
atradus ekstrachromosominius ribosominés DNR Ziedus (Sinclair, Guarente
1997). rfDNR yra sudaryta i§ 9-10 tandemiSkai pasikartojanCiy seky ir
organizuota 1 9,1 kb pasikartojimus, kur saugoma visa informacija, reikalinga
rRNR. Ekstrachromosominiai rDNR ziedai formuojasi homologinés
rekombinacijos budu tarp rDNR pasikartojimy (Murray, Szostak, 1983). Jie
geba patys replikuotis, turi ori sekas, dél CEN elementy nebuvimo jie
dazniausiai lieka motinin¢je Igsteléje ir kaupiasi joje sen¢jant. Jdomu tai, kad
senose lastelése didéja simetrinio pasidalijimo atvejy, ir nors motininés lastelés
nebejmanoma atskirti nuo dukterinés, motinin¢ turi mazesnj replikacinj
potencialg (Steinkraus ir kt., 2008). Asimetrinio dalijimosi pasekoje,
motinin¢je lasteléje lieka ir oksiduoti baltymai, dideli baltymy agregatai ir
kitos ROS pazeistos molekulés. Toks padalijimas ir lemia pilno gyvybinio
ciklo uztiktikrinimg jaunose Igstelése (Nystrom, 2005).

Tiesiogiai su gyvenimo trukme susijes ir mieliy citoskeletas. Aktino
polimerizacijos baltymo Scpl delecija mazina ROS ir pratgsia gyvenimo
trukme (Gourlay ir kt., 2004). Taciau dukteriniy lgsteliy apsisaugojimo
mechanizmas neapsiriboja tuo, kad j jas maziau patenka pazeisty baltymy, jose
taip pat yra padidéjes gebéjimas jveikti Siuos pazeidimus. Dukterinése Igstelése
aptinkamas didesnis katalazinis aktyvumas (Erjavec, Nystrom, 2007).

Jrodyta, kad Sir2 NAD" priklausoma histony deacetilazé, kuri oksiduoja

agreguotus baltymus, yra konservatyvus, mieliy ilgaamziSkumga skatinantis
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veiksnys sutinkamas taip pat ir kituose eukariotuose (Aguilaniu ir kt. 2003;
Erjavec, Nystrom, 2007; Erjavec ir kt. 2007).

Chronologinis senéjimas vyksta nesidalijanciose stacionariosios fazés
lastelése (Powel ir kt., 2000). Augdamos gliukozés terpéje, mieliy lastelés ja
fermentuoja iki etanolio, o véliau, sunaudojus gliukozg, etanolis yra
metabolizuojamas kvépavimo metu (Burtner ir kt., 2009). Mitochondrijy
veiklos pasekoje kaupiasi ROS, Igstelés patiria oksidacines pazaidas, ir tai veda
prie chronologinio sené¢jimo. Buvo nustatyta, kad pirminis, CLS ribojantis
veiksnys gali biiti acto rugstis, kuri kaupiasi mitybin¢je terpéje (Burtner ir kt.,
2009). Musy (Lastauskiene, Citavi¢ius 2008, Lastauskien¢, Citavi¢ius 2009) ir
kity mokslininky atlikti tyrimai (Burtner ir kt., 2009) rodo, kad terpés pH
buferinimas iki 5,4-6,0 ar acetato paSalinimas gali pailginti CLS. Taip pat
maisto medziagy ribojimas (MR) gali pailginti evoliuciSkai nutolusiy organimy
gyvenimo trukme (Masoro ir kt.; 2005, Weindruch, Walford 1988). Acto
rigsties svarba mieliy gyvenimo trukmeés ir Zities reguliavime nebekelia
abejoniy. Manoma, kad kitos organinés rugstys, iSsiskiriancios mieliy augimo
metu, gali turéti antrinj poveik] acto rigsties toksiSkumui ragStindamos
mitybing terp¢ (Burhans, Weinberger 2009).

CLS yra reguliuojamas ir keleto genetiniy veiksniy, dalyvaujanciy
streso atsake ir atsake ] mitybiniy Saltiniy buvimg aplinkoje. Tyrimai parode,
kad uz atsakg | maisto Saltinius atsakingos Sch9 kinazé ir adenilatciklazé
Cyrlp. Jos yra neigiamos CLS reguliatorés (Fabrizio ir kt., 2001).

Sch9 proteinkinazé yra strukturiSskai susijusi su PKA kataliziniais
subvienetais. Pradzioje ji buvo izoliuota kaip daugiakopijinis augimo defekty,
sukeliamy PKA signalinio aktyvumo sumazéjimo, supresorius, ir buvo
manoma, kad signaliniame kelyje veikia auk$¢iau PKA (Toda ir kt., 1988).
Teigiama, kad Sch9 gali reaguoti j aplinkoje esan¢ius maisto Saltinius ir
nepriklausomai nuo cAMP jtakoti tokias lastelés charakteristikas kaip
atsparumas stresams (Thevelein, de Winde 1999). Zinoma, kad Sch9 yra
susijusi ir su lastelés dydzio reguliacija (Jorgensen ir kt., 2002) ir

ilgaamziskumu (Fabrizio ir kt., 2003). Sch9 kontroliuoja lastelés augimo
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funkcijas nepriklausomai nuo PKA ir Zemiau esanciy jos efektoriy Msn2/4.
Abi kinazés gali pasizyméti tiek sinergistiniu, tiek ir antagonistiniu poveikiu
savo taikiniams (Roosen ir kt., 2005).

CLS trukmés ilgéjimas, priklausantis nuo mutacijy Cyrl, Sch9 ar Ras2,
apjungia daugel] streso transkripcijos veiksniy ir, manoma, reguliuoja
antioksidantiniy fermenty ekspresijg ir taip mazina oksidacinj stresg (Wei ir kt.,
2008; Cheng ir kt.; 2007a, Cheng ir kt., 2007b). Taciau kertiniu veiksniu,
lemianciu CLS, yra TOR signalinis kelias (Chen ir kt., 2006).

Gliukozé
Maisto Rapamicinas .I_ ikt
medziagos C1t0p1m01= l Maisto medziagos

N, W

B randvolyje

<

/\ ; B

. neaktvvus
Citoplazmoj= Bfa.ncwl'v_;:l ot
A A
STRE PDS

11 pav. Sch9, PKA ir TOR rysys lasteléje. Pagrindiné PKA reguliuoja
aktyvumg ir signalus, perduodamus per pirmin.ius signalinius kelius,
tokius kaip Sch9 ir TOR. Sch9 teigiamai reguliuoja PDS-priklausomy
geny ekspresijg per Riml15 ir Gisl. TOR ir PKA kontroliuoja Stre-
priklausomy geny ekspresija per Msn2/4 ir Rim15. GTF veikia kaip
pagrindinis transkripcijos kompleksas (Pagal Roosen ir kt., 2005).

TOR (angl. Target of rapamycin) — tai serino/treonino proteinkinazé
konservatyvi visuose eukariotiniuose organizmuose. Ji veikia dviejuose
multibaltyminiuose TORC1 ir TORC2 kompleksuose, kurie reguliuoja lastelés
augimo etapus. TORCI yra inhibuojamas rapamicinu ir koordinuoja lgstelés

augimo ir metabolizmo balansg. TORC2, reguliuoja erdvines augimo
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problemas, tokias kaip lgstelés poliariSkumas, ir jo neveikia rapamicinas (De
Virgilio, Loewith, 2006). Sumazintas TOR signalinio kelio aktyvumas skatina
ilgaamziSkumg didindamas kvépavimo aktyvuma ir mitochondriniy baltymy
sinteze (Bonawitz ir kt., 2007). Sumazeéjes TOR signalinio kelio aktyvumas
didina ilgaamziskuma mielése ir aukStesniuosiuose eukariotuose ir yra svarbus
esant maisto medZiagy ribojimui (MR). MR mazina TOR signalinj aktyvuma
(Harison ir kt., 2009, Stanfel ir kt., 2009). Visos trys signalinés sistemos mieliy
lastelése yra glaudZziai susijusios (11 pav.).

CLS yra tiesiogiai jtakojamas gliukozés koncentracijos mitybinéje
terpéje. Buvo jrodyta, kad auginant mieles standartinémis sglygomis, SC
terpeje, gliukozés koncentracija sumazinus nuo 2% iki 0,5% ar 0,05%, ar
anglies Saltiniu naudojant 3% glicerolj galima Zenkliai pratesti chronologine
gyvenimo trukme (Burtner ir kt., 2009). Salygose, greitinanc¢iose chronologinj
senéjimg, etanolis yra metabolizuojamas iki acetato, kuris jjungia senéjima

veikdamas vidulgstelinj ir ekstralgstelinj pH (Ruckenstuhl Ch., 2010).

1.3.2 Apoptozé mielése

DaugialgsCiuose organizmuose apoptoz¢ vaidina svarby vaidmenj
bendros organizmo homeostazés palaikyme. Apoptozé — tai grieZtai
reguliuojama programuota "aktyvi" lastelés Zitis, jos pagrindiné¢ funkcija —
palaikyti normalig daugialgs¢io organizmo gyvybing veikla, paSalinant i$
organizmo mutavusias, infekuotas ar tiesiog nebereikalingas lgsteles. Ilgg laika
apoptozes reiskinys vienalgsc¢iuose organizmuose buvo gin¢ytinas. Galiausiai
buvo jrodyta, kad vienalgsCiai organizmai taip pat geba patirti programuota
lasteliy zditj, o mielés Saccharomyces cerevisiae tapo Sio reiskinio tyrimy
eukariotiniuose mikroorganizmuose pagrindiniu objektu (Raff., 1998, Madeo ir
kt., 2002). Taciau  fiziologin¢ apoptozés reikSme¢ ir jos induktoriai
vienalgsCiuose organizmuose ir Siandien yra neaiSkiis. Kad Sio proceso
pagrindas yra tai, kad vienos lgstelés programuota Zzutis suteikia galimybe
padidinti visos populiacijos iSgyvenamumg ir aktyvumg (Skulachev, 2001).

Kitaip tariant, altruistiné mirtis yra fiziologiSkai naudinga tik tada, kai
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organizmas egzistuoja populiacijoje. Tod¢l augimo terpéje turéty egzistuoti
specifiniy signaly gradientas rodantis kaimyny buvima. Vieni i tokiy signaly
gali baiti lytiniai feromonai (12 pav.).

Salygy blogéjimas
Diploidai Sporos

\

a ir a haploidai

mazas feromony kiekis terpéje

Igsteliy agliutinacija

didelis kiekis feromony vidulgstelinéje ertméje kryZminimasis
haploidy Zatis, jei jie nesugebéjo kryZmintis diploidai

12 pav. Mieliy gyvybinis ciklas. Mieliy lastelés j terpe iSskiria lytinius
feromonus. Maza feromony koncentracija sukelia Igsteliy agliutinacijg ir
kryZminimasi tarp a ir a lasteliy. Tos Igstelés, kurios agliutinuoja, bet nesugeba
susikryZzminti, yra nuzudomos didelés feromony koncentracijos susikaupianciy
tarp agliutinavusiy lgsteliy membrany. Toks mechanizmas iSvalo mieliy
populiacijg nuo tokiy lasteliy (Skulachev, 2002).

Lytiniy feromony indukuojamy signaly pasekoje i§ populiacijos yra
paSalinamos negalinCios lytiSkai daugintis lastelés, ir padidinamas lytiSkai
tinkamy ,,partneriy iSgyvenimas (Severin, Hyman 2002; Skulachev, 2002).
Véliau buvo jrodyta, kad tankiose, chronologiSkai senose mieliy kulttirose taip
pat vyksta apoptozé (Herker ir kt., 2004; Fabrizio ir kt., 2003). Programuota
zutis neleidzia eikvoti maisto resursy pazeistoms, neefektyvaus metabolizmo
lasteléms ir taupo juos aplinkinéms, geriau prisitaikiusioms. Tokiu budu
susidaro palankesnés aplinkybés genomo iSlikimui (Frohlich, Madeo, 2000;
Costa, Moradas — Ferreira, 2001). Tankiose senose kultiirose tarpusavio
pajutimo signalais gali tarnauti laipsniSkas terpés riig§téjimas ir acetaty

kaupimasis aplinkoje. Atitinkamas zemo pH ir acetaty derinys gali sukelti
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stacionariosios fazés lasteliy zut] su apoptozei bidingais Zymenimis (Burhans
ir kt., 2009).

2001 metais Leist ir Jaatela suskirsté programuota zinduoliy Igsteliy Ziit;
(PLZ) i 3 grupes priklausomai nuo morfologiniy pakitimy ir dalyvaujanéiy
signaliniy keliy (2001). Pirmajai grupei priklauso apoptoze, kurig apibudina
tokie morfologiniai pakitimai: chromatino kondensacija, fosfatidilserino
eksternalizcija, citoplazmos susitraukimas, apoptoziniy kiineliy, turinciy
branduolio fragmenty, formavimasis. Apoptoziniame procese visada
aktyvinamos kaspazés. Antroji grupé — apoptoze primenanti PLZ, kuria taip pat
apibudina chromatino kondensacija, taciau ji maZiau kompaktiSka nei
apoptozés metu. Papildomai gali biiti nustatomi ir kiti apoptozés fenotipai. Sis
procesas yra nepriklausomas nuo kaspaziy. Trecioji grupé — nekroze
primenanti PLZ, apibiidinama chromatino kondensacijos nebuvimu, ta¢iau kiti
apoptoziniai zymenys visgi gali biiti randami. Dazniausiai tai nuo kaspaziy
nepriklausomas procesas, taciau tam tikrais atvejais buvo stebima pagrindinai
8 ir 1 kaspaziy aktyvacija. Atsitiktinés lgsteliy nekrozes ar lizés galima iSvengti
tik paSalinus induktoriy (t.y. detergenta, oksidantus ir k.t). Tai reiskia, kad
nekrozés negalima iSvengti blokuojant vidulastelinius procesus, morfologiniai
pakitimai nekrozés metu dazniausiai susij¢ su membranos integralumo
praradimu. Toks skirstymas gali biiti lengvai ekstrapoliuotas kitiems
eukariotiniams mikroorganizmams, taip pat ir mieléms (Palkova, Vachova,
2006).

Apoptozes indukcijai mieliy Igstelése buvo pasiiilyta oksidacing teorija,
kuri teigé, kad egzistuoja tiesioginis rySys tarp reaktyviojo deguonies
kaupimosi lasteléje ir jos zities. Buvo jrodyta, kad apoptoze laukinio tipo
mieliy lasteléese indukuoja vandenilio peroksidas, o kamieny mirtingumas
padidé¢ja, jei jie nesintetina glutationo, kuris apsaugo lasteles nuo Zalojancio
reaktyviojo deguonies poveikio (Madeo ir kt., 1999). Zinoma, kad apoptozés
indukcijoje dalyvauja ir Kiti veiksniai. Pastaruoju metu apoptozés induktoriy
saraSas vis pleciasi ir yra jrodyta, kad apoptoze gali sukelti acto riigstis

(Ludovico ir kt., 2001), UV spinduliai (Del Carratore ir kt., 2002), Zemas pH
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(Lastauskiené, Citavi¢ius 2008) ir mitochondrijy veikla (Matsuyama ir kt.,
1999).

Apoptozés valdymas yra sudétingas procesas. Stuburiniuose
organizmuose apoptoz¢ yra labai grieztai kontroliuojama. Jg indukuoti gali
jvairiis aplinkos veiksniai, tokie kaip toksinai, reaktyvusis deguonis ir Igstelés
procesy (replikacijos, reparacijos ir t.t.) sutrikimai. Apoptozinéms Igstelés yra
budingi tam tikri pozymiai — apoptozés Zymenys: membrany rauksléjimasis,
lastelés  fragmentavimas,  branduolio  fragmentavimas,  chromatino
fragmentavimas ir kondensacija ties branduolio pakras¢iu, mitochondrijy
membraninio potencialo sumazéjimas, citochromo c iSlaisvinimas, padidéjes
kaspaziy aktyvumas, fosfatidilserino iSsidéstymo plazminéje membranoje
asimetrijos praradimas, vietiné apoptozinés lastelés eliminacija greta
esanCiomis arba makrofagais. Tuo tarpu nekrozei daugialgsCiuose yra biidinga:
lasteliy didéjimas, chromatino praradimas, mitochondrijy didéjimas ir
praradimas, citoplazmos pratakumas ir toksinis poveikis gretimoms lgsteléms.

Pirmiausia  programuotos ziities fenotipai mielése  nustatyti
ekspresuojant jose zinduoliy apoptozés reguliacijos genus, véliau pradéti
identifikuoti S. cerevisiae lasteliy apoptozg kontroliuojantys genai (Matsuyama
ir kt., 1999). Irodyta, kad mielése ekspresuojamas heterologinis genas —
Zzmogaus apoptozés agonistas Bax — skatina lgsteliy Zzatj, o kartu
ckspresuojamas apoptozés antagonistas Bcl-2 panaikina Bax sukeltus efektus
(Ligr ir kt., 1998). Kiti Zinomi apoptozés reiskiniai mielése S. cerevisiae susij¢
su membrany susiliejimo procesuose dalyvaujanc¢io CDC48 geno mutacija, o
taip pat histony Saperono ASF1/CIAL delecija (Yamaki ir kt., 2001; Madeo ir
kt., 1997).

Mielése kol kas identifikuotas tik vienas Zinduoliy kaspaziy holomogas
— metakaspazé Mcalp/Ycalp, nors yra duomeny, rodanciy, kad mielése gali
egzistuoti ir Kiti kaspazes primenantys aktyvumai (Vachova, Palkova 2007).
Neseniai identifikuoto S. cerevisiae geno YCAL analizé parodé, kad jis panaSiai
kaip zinduoliy kaspazés gali reguliuoti lgstelés chronologini amziy ir zutj

(Madeo ir kt., 2002). Mcalp, gali veikti kaip inicijacijos kaspazé mielése.
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Irodymai, kad Mcalp susijusi su vandenilio peroksido (ir galimai acto riigSties
poveikio ir sen¢jimo) indukuojama ziitimi, kurig lydi apoptozei budingi
fenotipai, leido priskirti tokig lgsteliy zutj prie apoptozés (Madeo ir kt., 2002).
Skystose, chronologiSkai seny mcal mutanty kultirose FITC-VAD-
FMK pagalba buvo nustatyti ir kiti kaspazes primenantys aktyvumai aptariami
1 lenteléje (Herker ir kt., 2004) (2 lentel¢). Tai rodo, kad mielése gali
egzistuoti kol kas nezinomos proteazés, vienaip ar Kkitaip reguliuojancios

programuotg lasteliy zut;.

2 lentelé. | kaspazes panaSiy proteaziy dalyvavimas mieliy programuotoje

lasteliy Zityje.
Biologinis MCA1  delecijos | Mcalp- Literatiiros
procesas jtaka lasteliy | nepriklausomas Saltinis
gyvybingumui kaspazes
primenantis
aktyvumas
H,O, poveikis | Taip (10%, 60%)* | Nenustatyta Madeo ir kt.,
2002
NaCl stresas Taip (50%, 90%),* | Nenustatyta Fannjiang ir
bet tik pirmasias kt., 2004
10 min..
Chronologinis | Taip, priklausomai | Taip (apie 70%, | Hecker ir Kkt.,
sen¢jimas nuo kultiiros | nustatyty 2004
amziaus arba | naudojant FITC-
teigiamas arba | VAD-FMK mcal
neigiamas efektas. | lgstelése)
Hiperosmotinis | Taip (30%, 55%)* | Taip (apie 12%) Silva ir kt.,
stresas 2005
Senéjancios Ne Taip (5%) Vachova,
mieliy Palkova, 2005
kolonijos

* I8likusiy gyvy lasteliy turinéiy funkcinuojanc¢ia MCA1L, nuosimtis palyginus
Su Amcal.

Pateikti duomenys iliustruoja, kad mieliy, kaip ir Zinduoliy Igstelése
egzistuotuoja panasiis programuotos zities valdymo mechanizmai, taciau
mieléms yra biidingi ir kai kurie apoptozés fenotipy skirtumai:

1. Mieliy DNR apoptozés metu fragmentuojasi, ta¢iau nesudaro biidingy

DNR "kopéciy". Manoma, kad taip yra greiciausiai dél to, kad mieliy
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chromatino nukleosomy struktiirai biidinga trumpesné¢ ,,linkerin¢" DNR

arba jos visiskai néra (Lowery, Widom, 1989).

2. Apoptozinéms mieliy lasteléms budingi ir kai kurie nekrozés bruozai:
lasteliy didéjimas (Yamaki ir kt., 2001) ir membrany pratakumas
velyvose apoptozes stadijose (Ludovico ir kt., 2001).

Todel kalbant apie lagsteles zity mielése buvo pasiiilytas terminas
prototipiné aktyvi lgstelés Ziitis, kuriai yra buidingos ir pasyvios zZuties savybés
(Yamaki ir kt., 2001).

Daugiausiai problemy tyréjams kelia apoptozés valdymas mieliy
lastelése. Tokiame procese turéty dalyvauti signalinés sistemos, kurios
regulivoty aktyvius Igstelés degradacijos procesus kaip atsaka ] letalius
aplinkos signalus. Toks aktyvios reguliacijos pavyzdys yra Ras/PKA signalinio
kelio jtaka citochromo ¢ oksidazés aktyvumui ir jo iSlaisvinimui Zinduoliuose
(Yang ir kt., 1998).

osmotinas aplinkos stresas kryZminimosi feromonai

|
v

Lastelés
sienelé

plazminé
membrana

e

/
/
4ROS PKA citozolinis Ca?*4

/SN }_ e
apoptozé @b@

mitochondrija

13 pav. Mieliy apoptozés signaliniai keliai. Ras signalinio kelio aktyvinimas
sukeltas paveikus antigrybeliniu preparatu osmotinu, kuris susiriSa su Pho36
receptoriumi, ir Serdinés aktino dinamikos stabilizavimo. Abu Sie procesai
veda prie ROS-priklausomos apoptozés. Apoptoze sukelia ir didelé
kryzminimosi feromony koncentracija (Gourlay ir kt., 2006a).
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Irodyta, kad reguliacinis proteinkinazés A subvienetas gali sgveikauti su
citochromo c¢ oksidazés Vb subvienetu, ir Si sgveika priklauso nuo cAMP.
Citochromo c iSlaisvinimas 1§ mitochondrijy periferinés membranos gali
aktyvinti kaspazes ir apoptoze. Autoriai teigia, kad per PKA sgveika su Vb,
cAMP inhibuoja citochromo ¢ oksidazés aktyvuma, kas ir nulemia padidéjusi
citochromo ¢ kiekj citoplazmoje. Irodyta, kad kostitutyvusis Ras signalinio
kelio aktyvinimas sukelia apoptoz¢ tick Candida albicans (Phillips ir kt.,
2006), tiek ir mielése (Gourlay, Ayscough, 2006a).

Osmotino, augaly antigrybelinio baltymo, priklausancio PR-5 augaly
apsauginiy baltymy Seimai, tyrimai parodé, kad jis geba sukelti apoptoze
Ras/PKA keliu mielése tiesiogiai be Ras2p baltymo aktyvinimo (Narasimhan ir
kt., 2001). Osmotinas prisijungia prie ] G-baltymus panasaus Pho36p ir sukelia
Ras signalinio kelio aktyvinimg ir tai pasibaigia ROS produkcija ir mirtimi (13
pav.).

KryZminimosi feromonai susiriSa su tam tikrais (su G baltymais
susijusiais) receptoriais (Ste2p ar Ste3p) ir lemia MAP kinaziy kaskados
aktyvinimg. Tai sukelia citozolinio Ca®* kiekio padidéjima, kvépavimo
suaktyvéjimg ir didesng ROS koncentracija.

Tai rodo, kad filogenetiSkai skirtinguose eukariotiniuose vienalgs¢iuose
mikroorganizmuose Ras/PKA signalinis kelias gali biiti vienu i§ bendry
signaliniy sistemy, kurios reaguodamos j aplinkg gali reguliuoti lasteliy Zziit;.
TacCiau skirtinguose organizmuose jo aktyvacijos mechanizmai gali biti
nevienodi.

Dar vienas veiksnys, reguliuojantis Ras-apoptozés kelig, yra aktino
citoskeletas (14 pav.). Aktino dinamikg IétinanCios mutacijos sukelia
konstitutyvyji Ras2p aktyvinimg, ROS gamyba ir apoptoze (Gourlay,
Ayscough, 2006b). Toks Ras signalinio kelio hiperaktyvinimas didina CAMP
lygj ir aktyvina PKA. Si kaskada salygoja ROS didéjima ir apoptoze. PKA
Tpk3p subvienetas yra atsakingas uz apoptozés indukcija, kaip atsakg i aktino

regulivojamg padidintg Ras aktyvinimg. Panasu, kad Tpk3p veikia tiesiogiai

49



tiek F-aktino reguliacinius baltymus, tiek ir mitochondrijy fermenty sudét;.

Agreguoto aktino ir konstitutyviai aktyvinto Ras sgveika veda prie apoptozés.

neaktyvi

ROS|—

ROS

14 pav. Aktino stabilizavimas konstitutyviai aktyvina Ras/PKA signalinj kelig
ir apoptoze¢ mieliy Saccharomyces cerevisiae lgstelése. Laukinio tipo lastelése
Ras/PKA kelio komponentai nebiina asocijuoti su F-aktinu stacianariojoje
fazéje. Ras aktyvumo sumazéjimas lemia mazesnj cAMP kiekj, kuris
inaktyvina PKA ir i§jungia signalg (A). (B) Aktino stabilizavimas lemia, kad
CAMP sintezés aparato komponentai, adenilat ciklazé (Cyrl) ir Srv2p, randami
asocijuoti dideliuose aktino agregatuose stacionariojoje fazéje ir Ras2p Cia yra
konstitutyviai aktyvintas (Gourlay, Ascough 2006b).

Pastaruoju metu lgsteliy chronologinio sen¢jimo ir apoptozés procesai yra
siegjami ir su superoksidy anijony poveikiu (Ruckensuhl Ch. ir kt., 2010).
Nustatyta, kad pagrindiniy signaliniy keliy, tokiy kaip TOR, Sch9, Ras/PKA,
aktyvinimas veda prie superoksidy kiekio lasteléje didéjimo. Siy keliy
inaktyvinimas, priesingai, mazina superoksidy kiekj ir taip pratgsiamas lasteliy
chronologinis amzius ir i§vengiama apoptozes (Weinberger ir kt., 2010).

Tolimesni tiek mieliy apoptozés, tiek ir ja jtakojanciy procesy tyrimai
jgalinty iSanalizuoti ir suprasti programuotg lasteliy ziitj reguliuojancius mieliy

lastelése mechanizmus, padéty moduliuoti Igstelés amziy ir tuo paciu padéty
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sukurti efektyvius apoptozés induktorius. Tai galéty pasitarnauti farmacijos ir
zemés ikio pramonéje, kuriant prie§ grybelinius preparatus. Tokiy Zziniy
pritatkymas medicinoje leisty reguliuoti lgsteliy senéjima, valdyti véZiniy
lasteliy zutj ir gydyti su acidoze susijusias ligas. Miisy darbo metu jrodyta, kad
mutacijos Ras/PKA signalinio kelio komponentuose leidzia keisti mieliy
lasteliy metabolizmo intensyvuma, o tai jtakoja mitybinés terpés riigstéjimo
lygi. Sios mutacijos taip pat yra susijusios su lasteliy Zities programos
pasirinkimu riig§tinéje aplinkoje. Toks, Ras/PKA signalinio kelio komponenty
aktyvumo jtakojamas, mieliy programuotos Zziities reguliavimas gali turéti
tiesioginj] biotechnologinj pritaikymg tuose maisto pramonés gamybiniuose
procesuose, kur reikalingas tiek kontroliuojamas terpés rugstéjimas, tiek ir

valdoma lasteliy zutis.
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1.4 Bendros homeostazés palaikymas mieliy lastelése

Pagrindinis i$Stukis gyviems organizmams yra lgsteliy veiklos reguliacija
nuolat kintanCioje aplinkoje. Staiglis maisto medziagy jsisavinimo
pasikeitimai, stresiniy veiksniy atsiradimas reikalauja greito lastelés
prisitaikymo. Mikroorganizmy nesugebéjimas greitai ir teisingai reaguoti |
aplinka veda prie lgsteliy Ziities, tuo tarpu daugialgsCiuose organizmuose tai
gali tapti vézio atsiradimo priezastimi (Airoldi E.M. ir kt., 2009). Prisitaikyma
prie kintancios aplinkos reaguliuoja pagrindiniai signaliniai keliai, tokie kaip
Ras/PKA, TOR, Sch9.

Mielése iSsivysté keletas apsauginiy sistemy, kurios geba reaguoti |
aplinkos signalus. Jais gali biti jvairiis cheminiai ir fiziniai veiksniai, tokie
kaip gliukoze¢, osmozinis slégis, temperatiira ir aplinkos pH. Misy tyrimy metu
buvo jrodyta, kad pakitimai Ras/PKA signalinio kelio komponentuose gali
keisti lgsteliy gyvybingumg ir jtakoti bendra lgstelés homeostaze, kaip atsakg |
pasikeitusia aplinka (Lastauskiené, Citavi¢ius, 2008; 2009). Siame procese
pagrindinj vaidmenj vaidina koordinuota Ras/PKA signalinio kelio
komponenty veikla. ISorés signalui pasiekus kelio induktorius, RAS genus, jis
greitai perduodamas adenilatciklazei ir toliau, CAMP pavidalu, keliauja iki
PKA, atliekan¢ios konkrecias fosforilinimo funkcijas. cAMP hidrolize vykdo
PDEL ir PDE2 geny produktai.

Du RAS genai vaidina nevienodg vaidmen] mieliy Iasteliy gyvybingje
veikloje. Pagrindinis adenilatciklazés aktyvatorius yra RAS2 genas, o RAS1
atlicka pagalbing funkcija. Yra du keliai, kai RAS2 genas gali veikti kaip
homeostazés reguliatorius mieliy iSgyvenamumo procesuose. Pirma, jis gali
funkcionuoti  kaip adaptacijos genas, kompensuodamas pakitimus,
atsirandancius lgsteléms sen¢jant. IS kitos pusés, kaip reguliacinis elementas
gali dalyvauti keliuose, kurie reguliuoja Iastelés procesus, svarbius
gyvybingumo palaikymui. Nustatyta, kad tiek RAS1, tiek ir RAS2 geny mRNR
ir baltymy kiekis maz¢ja 1asteléms sen¢jant. RAS1 geno funkcija Igsteléje néra

iki galo aiski, taciau zinoma, kad eliminavus RAS2, RAS1 geba perimti jo
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funkcijg (Sun ir kt., 1994). Abu genai yra reikalingi palaikant Igstelés
homeostatinj balansg tarp cAMP sintezés ir degradavimo.

RAS2 genas taip pat yra apibréziamas kaip ilgaamziskumg lemiantis
elementas mieliy lastelése. Jo geny jtaka lgstelés senéjimui yra jrodyta jvairiais
eksperimentais (Jazwinski ir kt., 1998; Jazwinski, 1999 a,b; 2001; 2002; 2004,
Powel ir kt., 2000; Longo, 1999; Sinclair, 1999; Sinclair ir kt., 1998). Kars¢io
Soko metu RAS2 slopina geny, turin¢iy savo promotoriuose STRE elementus,
transkripcijg. Dél Sio aktyvumo jis mazina lgsteliy iSgyvenamumg letalaus
kars¢io Soko metu. IS kitos pusés, RAS2 genas turi apsaugine funkcija, kai
lastelés yra veikiamos nuolatiniu, subletaliu kar$ciu, jis slopina streso geny
indukcijg ir skatina augimo geny transkripcija. Bendrai RAS2 genas paliecia
lastelés procesus, tokius kaip metabolizmas, atsparumas stresui, genetinis
nestabilumas, genomo reguliacija, kurie vienaip ar kitaip jtakoja senéjima.

Mielése  Saccharomyces cerevisiae yra dvi fosfodiesterazes,
dalyvaujancios cAMP degradavime. Jos skiriasi savo pirmine seka: Pde2,
didelio giminingumo fosfodiesteraze, priklauso gerai istirtai fosfodiesteraziy
klasei, kurios atstovy randama daugelyje risiy (Londesborough, Souranta
1983; Souranta, Londesborough, 1984; Charbonneau ir kt., 1986); Pdel
koduoja Zemo giminingumo substratui fosfodiesteraze, kurios Km reik§me
varijjuoja tarp 20 ir 250uM (Fujimoto ir kt., 1974). Pdel yra Zinomi 4
homologai (Londesborough, Lukari, 1980). Jie identifikuoti Vibrio fisheri,
Dictyostelium discoideum, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans
rasyse. Jau 1980 metais J. Londesborough ir T.M. Lukari teigé, kad Pdel gali
buti svarbus didelio cAMP kiekio degradavimui, atsirandan¢iam po gliukozés
indukcijos (1980). Yra zinoma, kad PDE1l, o ne PDEZ2 delecija salygoja
didesnj cAMP kaupimasi po gliukozés indukcijos ar vykstant vidulgsteliniam
rigsStéjimui. Pastebéta, kad pridéjus | terp¢ cAMP pde2 mutantuose drastiskai
padidéja vidinio cAMP kiekis, tai leido daryti prielaida, kad Pde2p yra
atsakingas uz egzogeninio cAMP skaldymg (Wilson ir kt., 1993). PDE2
dalyvauja ir Igstelés sienelés vientisumo palaikymo procesuose (Jones ir kt.,

2003; 2004; Heale ir kt., 1994; Tomlin ir kt., 2000). Abiejy PDE geny
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delecijos lemia padidéjusj jautruma kar$¢io Sokui ir badui, tac¢iau tam tikromis
salygomis gali formuotis netgi laukinis fenotipas (Saas ir kt., 1986; Wilson,
Tatchell 1988; Jung ir kt., 2005). Pdel ir Pde2 aktyvumas gali biti
reguliuojamas griztamuoju PKA fosforilinimu (Ma ir kt., 1999). Taigi
reguliuodamos vidulgstelinio cAMP kiek; lasteléje tuo paciu jos jtakoja PKA
aktyvumg ir uZtikrina aplinkos veiksniy poveikio ir lgstelés sisteminio atsako
pusiausvyra.

Nustatyta, kad mieliy lastelés geriau auga rigStiniame pH nei
neutraliame ar Sarminiame. Jos neutralizuoja citoplazmos riigS§téjima per
Pmalp, plazminés membranos H'-ATPaze, kuri hidrolizuoja ATP tam, kad
iSpumpuoty protonus i$ lastelés (van der Rest ir kt., 1995). Protony gradientas
yra naudojamas transportuojant amino riigstis, nukleotidus, fosfatus ir daugelj
kity molekuliy simporto metu. Tai taip pat sukelia elektrocheminj gradienta,
kuris tarnauja katijony pasisavinimui. Toks plazminés membranos protony
gradientas yra reikalingas maisto medziagy pasisavinimui i§ mitybinés terpés.
Siame procese PMA1 genas vaidina svarbiausia vaidmenj (van der Rest ir kt.,
1995).

Neutraliomis ar Sarminémis salygomis veikia dvi jony pompos,
reikalingos 1§gyvenimui:

1) membranos Na’-ATPazé (Enalp arba Pmr2p) (Garciadeblas ir kt.,

1993);

2) vakuoliy membranos H'-ATPazé (Stevens, Forgac 1997).

Enalp hidrolizuoja ATP tam, kad pasalinty Na* jonus i§ lastelés, toks
Na" jony gradientas leidzia pasisavinti kitus katijonus. Vakuoliné ATPazé
reikalinga vakuoliniam riig§t¢jimui, kuris gali atsirasti del fagocitozes
Sarminémis sglygomis (Nelson, Nelson 1990; Munn, Riezman 1994).
Kamienai su ENAL geno nulinémis mutacijomis pasizymi padidintu jautrumu
augimui Sarminése salygose, bet gali gerai augti riigStinése salygose (Lamb ir
kt., 2001).

Padidinta ENA1 ekspresija — tai vienas Kkelias, kaip S.cerevisiae

susidoroja su Sarminiu pH ir padidinta Li+ ir Nat koncentracija. ENA1 yra
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kontroliuojamas keleto signaliniy keliy, taip pat ir Rim101p atlieckamos NRGI
represijos metu Sarméjimas pasireiskia tuo, kad sutrikdo membranos protony
gradientg (Ruiz, Arino, 2007).

Augimui Sarminése saglygose yra reikalingas ir VMA4p, kuris koduoja
vakuoliy H'-ATPazés subvieneta, reikalingg augimui Sarminiame pH.
Nustatyta, kad lastelés prisitaiko prie Sarminio pH didindamos abiejy, ir
vakuolinés, ir plazminés membranos jony pompy aktyvumag. Abu Sie genai yra
teigiamai reguliuojami RIM101 (Penalva ir kt., 2008).

ISorinio pH kitimai sukelia transkripcinj mieliy S.cerevisiae atsakg. Yra
trys Sarminiy salygy indukuojami genai: Na'-ATPazés struktiirinis genas
ENA1, SHC1, SCY1. Genus ENAL ir SHC1 gali taip pat indukuoti padidéjusi
drusky koncentracija. Tod¢l manoma, kad juos valdo vienas signalinis kelias
(Hong ir kt., 1999).

Nedaug yra Zinoma apie mieliy geny, veikianciy riigstinémis saglygomis,
ekspresija. Buvo identifikuoti 3 genai PDR12, ZMS1, TRK, kuriy ekspresija
padidéja rugstinéje aplinkoje. Jie atitinkamai koduoja: ATP-priklausomus
karboksilo anijony transporterius, cinko pirSteliy baltymus ir kalio
transporterius. Rugstinémis saglygomis yra ekspresuojama ir GABA-permeazé
(Causton ir kt., 2001).

Aplinkos riigStingumas yra labai svarbus veiksnys, jtakojantis lgstelés
gyvybine veiklg. Yra zinoma, kad iSorinis riigS§t¢jimas yra susijes su
vidulasteliniu riigStéjimu. Pastarasis, savo ruoZtu, aktyvina Ras/PKA signalinj
kelig. Mikroorganizmy gebe¢jimas adaptuotis placiame pH intervale reikalauja
vidinés pH homeostazés sistemos. Taip pat labai svarbu, kad molekulés, kurios
veikia lgstelés iSoréje, buty sintetinamos tik esant tokiam pH, kuriose jos yra
aktyvios. Tai tokie junginiai kaip permeazés, sekretuojami fermentai,
eksportuojami metabolitai ir kt. (Penalva ir kt., 2008).

Tiek Ras/PKA, tiek ir Rim101 keliai yra svarbiis palaikant lastelés
homeostaze ir padedant jai adaptuotis prie aplinkos salygy. Nors tiesioginés
sgveikos tarp Siy dviejy keliy néra jrodyta, taciau zinoma, kad abi signalinés

sistemos, per IMEl geng, reguliuoja tokius procesus kaip sporuliacija ir
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pseudohifinis augimas. Pakitimai Siose signalinése sistemose veda prie lgsteliy
gyvybinio ciklo ilgéjimo ar trumpéjimo ir nekrozés ar apoptozés indukcijos

mieliy lgstelése.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Mieliy kamienai, plazmidés

Darbe buvo naudoti izogeniniai SP1 mieliy kamienai (6 lentel¢).

6 lentelé. Darbe naudoti izogeniniai mieliy kamienai.

Kamienas Genotipas Santrump Literattiros
a Saltinis

JT134 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 APDE2 Ma ir kt.
can” pde2::HIS3 1999

JT135 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 APDEI Ma ir Kt.
can” pdel::LEU2 1999

JT136 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 APDE1/2 Ma ir Kkt.
can” pdel::URA3 pde2::HIS3 1999

JT21569 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 JT21569 Ma ir Kkt.
can® tpk1"* tpk2::HIS3 tpk3::TRP1 1999

bcyl::LEU2 + YCpU-PDE1
JT21570 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 JT21570 Ma ir Kkt.

can” tpk1"* tpk2::HIS3 tpk3::TRP1 1999
bcyl::LEU2 + YCpPDE2(URA3)
SP1 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 SP1 Stanhill ir
can® kt. 1999
SP1 rasiA  MATao his3 leu2 ura3 trpl ade8 ARasl Stanhill ir
can”rasl:: URA3 kt. 1999
SP1 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 ARasl/2  Stanhill ir
rasldAras24/ can® ras2::LEU2, rasl::URA3 kt. 1999
p* (pHa-ras, TRP1)
SP1 ras24  MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 ARas2 Stanhill ir
can” ras2::LEU2 kt. 1999
TK161R2V MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 Ras2'®'® Stanhill ir
can® Ras2"2!"? kt. 1999
Trl SP1 rasid [pJR1859] Trl Sis darbas
Tr2 SP1 ras24 [pJR1244] Tr2 Sis darbas
Tr3 SP1 ras2"*"® [pJR1052] Tr3 Sis darbas
Tr4 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 Tr4 Sis darbas
can® pde2::HIS3
(YCpPDE2(URA3))
Tr5 MATa his3 leu2 ura3 trpl ade8 Tr5 Sis darbas
can® pdel::HIS3
(YCpPDEL(LEU2))
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SP1, Ras2"®® ARasl, ARas2, ARasl/2 kamienai buvo prof. D.
Engelbergo, Jeruzalés universitetas, Izraelis dovana. APDEI, APDE?2,
APDE1/2 yra prof. J. Thevelein, KatalikiSkas Kuleuveno universitetas, Belgija,
dovana. JT21569 ir JT21570 kamienuose dél PKA mutacijos fermentas turi
vieng funkcionaly katalitinj subvieneta tpk1"! ir i3laiko tik bazinj aktyvuma,
buting lasteliy i1Sgyvenimui. Tokia mutantiné PKA forma tampa nejautri
stimuliacijai padidintu cCAMP kiekiu.

Plazmidés: transformacijai naudotos 3 episominés mieliy plazmides, J.

Rine dovana:
pJR1244 turinti RAS2 geng, sukonstruota pRS424 vektoriaus pagalba;
pJR1859 turinti RAS1 gena, sukonstruota YEpLac vektoriaus pagrindu;
pJR1052 skirta Ras2'®'® kamieno transformacijai, sukonstruota pRS314
vektoriaus pagrindu.
Fosfodiesterazes koduojanc¢iy geny mutanty transformacijai naudotos dvi
centromerinés mieliy plazmidés, padovanotos M. Thevelein: YCpPDEI
sukonstruota naudojant YEpLac33, YEpLaclll, YEpLac 195 ir pUC18
vektorius. YCpPDE2 - YCplac33, YEplac195 ir pUC19 vektorius.

Kiekvienas  transformantas  reprezentuoja  trijy  nepriklausomy

transformanty augimo vidurkj.

2.2 Reagentai, rinkiniai
Darbe naudotos cheminé medZiagos ir reagentai pateikiami 3 lentel¢je.

3 lentelé. Naudoti reagentai ir cheminiy medziagy rinkiniai.

Mieliy ekstraktas BIOKAR
Vandeninis peptonas DIAGNOSTICS,
Prancizija
Agaroze BIO-RAD, JAV
Sorbitolis,  Fluorescein ~ FregEL™  DNA CALBIOCHEM,
fragmentacijos nustatymo rinkinys JAV
YNB DIFCO, JAV
Adeninas, DTT, GuHCI, TRIS FLUKA, Sveicarija
Acto ragstis, CaCl, CuSO4x5H,0, glicerolis, HCl, LACHEMA, Cekija
KOH, Na,HPO,4, NaOH
CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Zymuo PROMEGA, JAV
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Ampicilinas,
formaldehidas,

tritonas X-100
Peptonas
Leucinas
Histidinas
Triptofanas

citratas,

Agaras
Etanolis

D-gliukoze,

D-galaktoze,

B-gliukuronidazé/arilsulfataze,
imersinis aliejus, kalio acetatas, KCI, metileno
mélis, metioninas, MgCl,, natrio acetatas, NacCl,
PEG 4000, p-fenilendiaminas, skruzdziy ragstis,

o-dianizidinas,

DNR

Annexin-V-Fluos tirpalas

K,HPO,,

MgSO4X7H20, Na,COs, (N H4)2804

neséjas,

Agarozé (zemos lydymosi temperatiiros) Typel00,
EDTA, etidzio bromidas, krieny peroksidazé, natrio
poli-L-lizinas, PI,
ribonukleazeé A, a-amilazé (Zmogaus seiliy liauky)

KH,PO,, KiI,

MERCK, Vokietija

OXOID, Anglija
REANAL, Vengrija
ROCHE, Vokietija
Merk, Vokietija
Merk, Vokietija
SIGMA, JAV

Merk, Vokietija

AB "VILNIAUS
DEGTINE", Lietuva
PEAXHWM, Rusija

2.3 Terpés, tirpalai, buferiai ir Kitos priemonés

Darbe naudotos mitybings terpés ir jy sudétis yra pateikiamos 4 lentel¢je.

Terpés sudétis nurodyta 1l vandens.

4 lentelé. Naudotos mitybinés terpés.

YPD gliukozé 209
peptonas 209
mieliy ekstraktas 109
agaras 209
YPA kalio acetatas 109
peptonas 209
mieliy ekstraktas 109
agaras 209
YPG glicerolis 30 ml
peptonas 109
mieliy ekstraktas 10g
agaras 209
YPGal galaktozé 409
peptonas 209
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mieliy ekstraktas 10g

agaras 209
YPE etanolis 20 ml
peptonas 209
mieliy ekstraktas 109
agaras 209
Etanolis pilamas ] sterilig terpe.
N’ YNB be aminoriigsciy ir 1,79
amonio sulfato
gliukoze 209
agaras 209
SC YNB — be aminortugs¢iy su 0,67 g
amonio sulfatu
agaras 209

Biitiny aminortig§ciy
pridedama po
autoklavavimo
*Terpiy sudétis nurodyta 1 1 distiliuoto vandens

Ten, kur buvo siekiama iSvengti natliralaus terpés rigstéjimo, buvo
naudojama 2-morfolinoetanosulfoniné riigitis (MES). Si buferiné aplinka yra
labiausiai tinkanti biologinéms sistemoms. YPD terpés pH buvo 6,2, o SC
terpés pH — 5,4. Kiti darbe naudoti buferiai, tirpalai ir kitos priemonés
pateikiami 5 lenteléje. Jei nenurodyta kitaip, sudétis pateikiama komponentus

tirpinant 11 vandens.

5 lentelé. Naudoti tirpalai, buferiai ir kitos priemonés:

1000 x vitaminy  B-alaninas 0,59/l
tirpalas biotinas 2 mg/l
tiaminas 0,2 g/l
Jodo tirpalas Kl 0,4%
metalinis |, 0,2%
PEG/LICI/TE 45% PEG4000 90 mi
1 M LiCl 10 mi
1 M TRIS-HCI (pH 7,5) 1ml
0,5EDTA 0,2 ml
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DNR nes¢jas

TE buferis

PEG autoklavuojamas, kiti tirpalai filtruojami.

TE-PEG
TE-LiClI
DTT

PBS, pH 7,4

TBS

40x metileno
mélis

PropidZio jodidas

DAPI tirpalas

denatiiruota silkés spermos DNR 10 mg/ml
Tris-HCI 10 mM
EDTA 0,1 mM
PEG4000 TE buferyje 50%

LiCl TE buferyje 0,1M
ditiotreitolis 1M

NaCl 8 g/l

KCI 0,2 g/l
Na,HPO, 2,68 g/l
KH,PO, 0,24 g/l
Tris 20 mM
NaCl 140 mM

0,3% metileno mélio 70% etanolyje; skiedZiama
vandeniu.

propidZio jodidas 50 uM

100 mg p-fenilendiaminas, iStirpintas 10 ml PBS,
pH>8su0,5M Na,CO3, pH>9

Fiksavimo

buferis, pH 6,5

Lizés buferis, pH

7,5

Sorbitolio

buferis, pH 6,5

Surisimo buferis

glicerolis 90 mi
DAPI 5mg
Tirpalas laikomas 4 °C.

KH,PO, 40 mM
MgCl, 0,5 mM
sorbitolis 12M
TRIS-HCI 100 mM
DTT 50 mM
EDTA 0,1 mM
sorbitolis 12M
KH,PO, 40 mM
MgCl, 0,5mM
HEPES/NaOH 10 mM
NaCl 140 mM
CaCl, 2,5 mM




Ruos$iamas 1,2 M sorbitolio buferyje
Rigstinio Soko Sorbitolis 1M
indukcijos HCI 2,1 pH
tirpalas NaOH nustatymui
Pralaidumo tritonas X-100 0,1%
tirpalas natrio citratas 0,1%
Polilizino lasas 0,1% poli-L-lizino tirpalo i§dziovinamas ant
stikleliai objektinio stiklelio.

2.4 Genetiniai metodai

Klasikiniai metodai

Klasikiné mieliy genetinés analizés procediira: genotipo nustatymas buvo
atliekamas pagal Sherman ir kt. (1986).

Antspaudy metodas

Mieliy kolonijos Strichais i§s€¢jamos ant YPD terpés. Viena kolonija atitinka
vieng briikSnelj. Tokios I¢kStelés auginamos 2 paras 30 °C temperatiroje.
ISaugusios lastelés perkeliamos ant sterilaus aksomo medziagos ir
antpauduojamos ant naujy léksteliy.

Molekuliniai metodai

Plazmidziy iSskyrimas is E. coli atlickamas naudojant NucleoSpin plazmidziy

DNR isskyrimo rinkinj ir remiantis gamintojo nurodymais.

Plazmidziy skyrimas i§ mieliy: Viena mieliy kolonija arba nedidelis
biomasés kiekis uzs¢jamas j 5 ml minimalios terpés ir auginama per naktj 30
°C temperatiiroje, purtykléje. Biomasé¢ surenkama centrifuguojant 5 min. 5000
aps./min. greiciu. Nuosédos plaunamos 2X TE buferiu ir suspenduojamos 1ml
| tirpalo (6 M sorbitolis, 0,25 M ditiotreitolis, 0,01 M Tris-HCI, pH 7,5).
Inkubuojama 20 min. 30 °C temperatiiroje. Centrifuguojama tomis paciomis
saglygomis ir nuosédos suspenduojamos 150 ul II tirpalo (0,6 M sorbitolis, 0,1

M Na citratas, pH 5,8), pridedama 150 pl B-glukuronidazés/arylsulfatazes (8,7
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vnt/ml ir 3,1 wvnt/ml) ir inkubuojama 30 °C temperatiroje 90 min.
Nucentrifuguojama tomis paciomis sglygomis. Nuosédos plaunamos 0,6 M
sorbitoliu ir TE buferiu. Centrifuguojama tomis pac¢iomis saglygomis. Nuosédos
suspenduojamos 200 ul TE buferio ir inkubuojamos 15 min. -70 °C
temperatiroje. Pridedama 400 pl NaOH/SCS (0,2 M NaOH/0,1% SCS).
Pridedama 300 pl natrio acetato 3 M (pH 4,8). Palickama inde su ledu 20 min.
Pridedamas 900 pl chloroformo, sumaiSoma ir centrifuguojama tomis pac¢iomis
salygomis. VirSutiné fazé perkeliama j naujg mégintuvelj, pridedama 900 pl
izopropanolio, centrifuguojama. Nuosédos plaunamos 75% etanoliu

18dziovinamos ir tirpinamos.

Mieliy kompetentiniy Igsteliy paruoSimas ir transformacija.

Kompetentinés kultiiros paruoSimas. 12-18 valandy augusi mieliy kultiira

1:10 santykiu perséjama j skysta YPD terpg¢ ir 3-4 val. auginama aeruojant 30
°C temperatiiroje, kol suspensijos koncentracija pasiekia OD 1,3-1,5. 12 mi
tokios suspensijos centrifuguota po 2 ml centrifuginiuose mégintuveliuose 15 s
Eppendorf tipo centrifugoje 11000 aps./min. Nuosédos plaunamos 1,5 ml $alto
distiliuoto vandens. Pridedama po 1 ml filtruoto 10 x TE/LICl ir inkubuojama
purtykléje 30 °C temperatiiroje 45 min. pridedama po 150 pl filtruoto DTT ir
inkubuojama dar 15 min. Lastelés 3 kartus plaunamos 1,5 ml Saltu 1M
sorbitolio tirpalu ir suspenduojamos 100 pl 1M sorbitolio tirpale (Gietz ir kt.,
1995).

Mieliy lasteliy transformacija buvo atliekama pagal Gietz ir kt. (1995)

metodika ir elektroporacijos budu

(http://www.uhmc.sunysb.edu/bioscience/default.htm) su  kai  kuriomis

modifikacijomis.

Transformacijai sumaiSoma 15 pl kompetentinés kultiiros ir 5 ul DNR tirpalo
(3-5 pg/ ul), 30 min. inkubuojama 30 °C temperatiiroje. Pridéjus 40 pl 50%
TE-PEG4000 ir vieng valandg palaikius termostate 30 °C miSiniai 20-25 min.
perkeliami | 42 °C vandens vonig. Po temperatiirinio Soko, pridéjus 50 ul TE,

transformantai i§s¢jami ant selektyvios terpés.
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Elektroporacijai Saltuose steriliuose meégintuvéliuose sumaiSoma: 40 pl
kompetentinés kultiiros ir 0,02-0,05 pg/ul DNR 5 pl tiiryje. MiSiniai
perkeliami j Saltas 2 mm elektroporacijos kiuvetes. Elektroporacija atlickama
2500 V 5 ms. Po elektroporacijos lgstelés iSplaunamos 1 ml Salto 1M sorbitolio

tirpalu ir nedelsiant i§séjamos ant mitybinés terpés.

Transformantai auginti 5—7 paras 30 °C temperatiiroje.

2.5 Ras/PKA signalinio kelio fenotipy analizé
Augimas ant YPD. YPA. YPG ir YPGal terpiy

2 paras 30 °C augintos mieliy kulttiros nuo YPD terpés tankia suspensija,
mikrobiologine kilpa, buvo uzsé¢jamos ant YPD, YPA, YPG ir YPGal terpiy.
Kiekvienu atveju inkubuota 30 °C ir 37 °C temperattroje. Augimo rezultatai
vertinti vizualiai pagal augima po 48 val. kultivavimo. Kontrolei naudota

turtinga YPD terpés. Eksperimentai nepriklausomai atlikti 3 kartus.

ISgyvenimas ant YPD, YPA, YPG ir N terpiu

Mieliy iSgyvenimas terpése su pakeistu anglies Saltiniu ir azoto bado
salygose vertintas pagal Toda ir kt. (1985), pratgsus inkubavimo laikg. 2 paras
30 °C temperatiiroje augintos mieliy kultiiros nuo YPD terpés buvo antspaudy
metodu perkeliamos ant YPD, YPA, YPG ir N terpiy, skirty inkubacijai 30 °C
ir 37 °C temperatiiroje. 30°C temperatiiroje kulttiros laikytos 9 paras, o 37 °C
temperattiroje — 6 paras. Po to kultiiros antspaudy budu perkeltos j 1éksteles su
YPD ir augintos 48 val. 30 °C temperatiiroje. ISgyvenimo rezultatai vertinti
vizualiai pagal augimg po 48 val. Kontrolei naudota turtinga YPD terpés.

Eksperimentai nepriklausomai atlikti 3 kartus.

Atsparumas karscio Sokui

Mieliy iSgyvenimas po kar$¢io Soko 55 °C temperatiroje tirtas pagal
modifikuota Broek ir kt. (1987) metoda. 2 paras 30 °C temperatiiroje augintos

mieliy kultiros nuo YPD terpés buvo antspaudy metodu perkeliamos ant
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jkaitinty (ne maziau kaip 4 val.) 55 °C temperatiiros YPD Iléksteliy ir
inkubuojamos 55 °C temperatiiroje 10, 20 ir 30 min. Kontroliné 1ékstelé buvo
latkoma kambario temperatiroje. Po inkubacijos I¢kstelés antspaudy metodu
lastelés perneSamos ant naujos terpés ir toliau inkubuojamos 30 °C
temperatiiroje termostate. Atsparumas kar§c¢io Sokui buvo vertinamas vizualiai

pagal kultiiry augimg po 48 val. Eksperimentai kartoti 3 kartus.

Glikogeno kaupimas

Kokybiskai glikogeno kaupimas mieliy kultirose buvo vertinamas pagal
tai, kaip intensyviai jas nudazo vandeninis jodo tirpalas. 2 paras 30 °C
temperatiiroje augintos mieliy kultiros nuo YPD terpés buvo dar kartg
pers¢jamos ant YPD ir auginamos 2 paras. Glikogeno kaupimasis lgstelése
vertintas vizualiai, uzpylus kultiras jodo tirpalu pagal Iasteliy spalvos

pasikeitimg po 1 min. (Chester, 1968). Eksperimentai kartoti 3 kartus.

2.6 Lasteliy gyvybingumo analizé

Mieliy kamieny kultivavimo salygos

Lasteliy gyvybingumo jvertinimui mieliy kultiros buvo auginamos
aeruojant YPD, SC, YPD-MES, SC-MES terpése 30 °C temperattiroje. Visais
atvejais pradinis pH YPD terpése buvo 6,2, o SC terpése — 5,4. Lasteliy
meginiai analizei buvo imami po 22-jy (eksponentiné augimo stadija), 46-iy
(ankstyvoji stacionarioji stadija), 78-iy (vélyvoji stacionarioji stadija) augimo

valandy.

Lasteliy gyvybingumo jvertinimas:

Mikroskopija

Nedidelis lgsteliy kiekis buvo plaunamas PBS buferiu, suspenduojamas
metileno melio arba propidzio jodido tirpaluose ir tuoj pat analizuojamas
atitinkamai Sviesaus lauko arba fluorescencinés (bangos ilgis: > 560 nm)

mikroskopijos pagalba, kaip nurodyta Zemiau. Lasteliy gyvybingumas
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1SreikStas nesidazanciy lgsteliy procentine dalimi nuo visy analizuoty lasteliy.
Mikroskopijos eksperimentai atlikti Olympus Provis AX70TRF ir Nikon

eclipse 80i mikroskopais.

Tékmes citometrija

10" uzauginty mieliy lasteliy centrifuguojama 2000 aps./min. 5 minutes.
Supernatantas pasalinamas. Lasteliy méginiai 3 kartus plaunami PBS buferiu.
Imami 300 pl lgsteliy kultoros ir pridedama 3 ml 50mM natrio citrato,
sumaiSoma. Centrifuguojama 2000 aps./min. 5 minutes. Supernatantas
paSalinamas. Lastelés dazomos propidZio jodidu natrio citrato tirpale (50mM
natrio citrato tirpalas su 8 pg/ml propidzio jodido). Kiekvienam pavyzdziui
buvo skaiCiuojama ne maziau 20000 lasteliy. Tékmés citometrijai naudotas

,,FACSort* tékmés citometras.

Kolonijy formavimas

Kolonijy formavimo steb¢jimui mieliy kamienai auginami iki vélyvosios
stacionariosio stadijos. Lasteliy kiekis 1ml mitybinés terpés jvertinamas
naudojant Biirker kamerg. 100 pl zinomo lgsteliy tankio suspensijos iSs¢jama
ant YPD terpés. Susiformavusios kolonijos skaiiuojamos po 3 pary

inkubacijos termostate 30 °C temperatiiroje.

Riigstinio Soko indukcija

Riigstinio Soko indukcijai 1M sorbitolio tirpalas naudojant HCl ir NaOH
buvo riigstinamas iki 2,1 pH. Kontrolei naudotas 5,4 pH 1M sorbitolio tirpalas.
Lastelés auginamos skystoje YPD terp¢je per naktj, po to plaunamos PBS
tirpalu ir supilamos ] pH 2,1 arba 5,4 tirpalus 4 ir 6 val. Po inkubacijos lasteles
vel plaunamos PBS ir atliekami Igsteliy gyvybingumo ir Zities tipo jvertinimo

eksperimentai.
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2.7 Lasteliy Ziities tipo nustatymas

Branduoliy dazymas DAPI

Nedidelis Iasteliy kiekis buvo plaunamas PBS buferiu, paskleidziamas ant
polilizinu padengty stikleliy ir sausai iSdZiovinamas kambario temperatiroje.
Ant imobilizuoty lgsteliy buvo uzlasinami 4 pl DAPI tirpalo ir uZzdengus
dengiamuoju stikleliu preparatai i§ karto buvo analizuojami fluorescenciniu
mikroskopu naudojant UV filtrg (bangos ilgis: 330-380 nm) (Madeo ir kt.,
1997).

Membrany dazymas aneksinu V

Citoplazminés membranos apoptozinis pakitimas — fosfatidilserino
iSsidéstymas iSoriniame membranos sluoksnyje — buvo nustatomas FITC
zymétu aneksinu V, naudojant Rosche firmos tirpalg Annexin-V-Fluos, ir Pl
tirpala, kaip nurodyta Madeo ir kt. (1997) metodikoje ir laikantis gamintojo
rekomendacijy. Analizuota fluorescenciniu mikroskopu (A 450-500 ir > 560

nm) arba tékmés citometru.

TUNEL dazymas

DNR grandinés pazaidos buvo nustatomos terminalinés
deoksinukleotidiltransferazés katalizuojama polimerizacijos reakcija, kurios
metu prie laisvy 3'-OH galy nuo matricos nepriklausan¢iu biidu buvo
prijungiami fluorescuojanc¢ia zyme zyméti dUTP. TUNEL reakcijai naudotas
Calbiochem rinkinys Fluorescein FregEL DNA fragmentacijos nustatymo
rinkinys. Mieliy lastelés plaunamos PBS buferiu, suspenduojamos 4 %
formaldehido/PBS tirpale ir paliekamos 10 min. kambario temperatiiroje.
Centrifuguojama 1000 aps./min. 4 °C temperatiiroje. PaSalinamas
formaldehidas/PBS. Lastelés suspenduojamos 200 ul TBS buferio ir
inkubuojamos 15 min. kambario temperaturoje. Centrifuguojama tomis
paciomis salygomis ir pasalinamas TBS. Lastelés permeabilizuojamos

resuspenduojant jas 100 pl 20 pg/ml proteinazés K, 5 min., kambario
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temperatiiroje. Proteinazé¢ K paSalinama centrifuguojant. Lastelés dazomos

Fluorescein-FregeL™

reakcijos miSiniu ir analizuojamos fluorescenciniu
mikroskopu naudojant FITC fluorescencijos bangos ilgj praleidziantj filtrg

(Madeo ir kt., 1997).

Kaspaziy nustatymas

Kazpaziy nustatymui mieliy lastelése naudojamas CaspACE ™ FITC-VAD-
FMK In Situ Marker rinkinys. Nedidelis lgsteliy kiekis 3 kartus plaunamas
PBS buferiu. Centrifuguojama 2000 aps./min. 5 min. Pridedamas CaspACE ™
FITC-VAD-FMK in situ zymuo iki galutinés 10 uM koncentracijos.
Inkubuojama 30 °C temperatiiroje, tamsoje 20 min. Centrifuguojama 2000
aps./min. 5 min. lgstelés 3 kartus plaunamos PBS buferiu. 1,5 x 10° last/ml
uzneSama ant polilizinu padengty stikleliy. Lastelés fiksuojamos 10 %
buferiniu formaldehidu 30 min. kambario temperatiiroje. Véliau 3 kartus
plaunamos PBS. Dengiamieji stikleliai uzdedami naudojant specialg
dengiamaja terpg. Analizuojama fluorescenciniu mikroskopu naudojant FITC
filtrg. Ekperimentai atlickami remiantis gamintojo nurodymais. Visi lgsteliy
zuties analizés eksperimentai buvo atlikti 3 kartus. Analizuojama 30-30000
lasteliy imtis. Mikroskopijos eksperimentai atlikti Olympus Provis AX70TRF
ir Nikon eclipse 801 mikroskopais. Konfokaliné mikroskopija atlikta
Biochemijos institute skenuojamuoju lazeriniu mikroskopu NIKON Eclipse
TE2000-S, Clplus. Tékmés citometrijos eksperimentams buvo naudotas

Imunologijos instituto ,,FACSort* tékmés citometras.
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3. DARBO REZULTATAI
Mieliy, kaip ir kity eukariotiniy organizmy, lastelése egzistuoja

signaliniai keliai jgalinantys jas greitai ir kompleksiski adaptuotis kintancioje
aplinkoje. Jy pagalba Igstel¢ atpazjsta aplinkoje esancias maisto medziagas,
jaucia slégio, temperattros, drusky koncentracijos pakitimus, geba prisitaikyti
prie kintan¢io pH ar susirasti lytinj partnerj ir t.t. Dalis signaliniy sistemy,
aptinkamy mieliy lgstelése, yra konservatyvios ir sutinkamos taip pat kituose
eukariotuose: grybuose, augaluose, gyviinuose ir zmogaus Iastelése. Augimo ir
metabolinis 1gsteliy aktyvumai reguliuojami ne tik genetiniame lygmenyje, bet
yra priklausomi ir nuo aplinkos veiksniy: mitybinés terpés sudéties ir jvairiy
fizikiniy augimo parametry, tokiy kaip temperatira, pH, deguonies
prieinamumas, osmotings sglygos ir k.t.

Ras/PKA signalinis kelias kompleksiskai koordinuoja lastelés genetiniy
veiksniy veiklg ir taip uztikrina sékmingg adaptacijg kintancioje aplinkoje.
Todél skirtingos mutacijos Ras/PKA signalinio kelio komponentuose gali
salygoti jo aktyvumo padidéjimg ar sumaZz¢jimg ir tuo paciu skirtingg

pleotroping fenotipine raiska.

3. 1 Ras/PKA signalinio kelio pakitimus charakterizuojantys fenotipiniai
poZymiai
Genetine ir biocheminé analiz¢ jgalino iSskirti dvi, priklausancias nuo
Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo, fenotipy grupes.
Padidintam Ras/PKA signalinio kelio aktyvumui budingi fenotipiniai
pozymiai:
1) jautrumas kar$c¢io Sokui ir badui (ir apskritai stresui);
2) mazas lgsteléje sukaupiamy atsarginiy angliavandeniy — glikogeno ir
trehalozés kiekis;
3) esant ribotam maisto medziagy kiekiui, Igstelés ciklas nesustabdomas

G1 stadijoje;
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4) nesugebéjimas augti ant nefermentuojamy anglies Saltiniy (glicerolio,
etanolio, acetato) ir blogai fermentuojamy anglies Saltiniy (galaktozés);
5) diploidinéje fazéje nevyksta sporuliacija.
Sumazintam Ras/PKA signalinio kelio aktyvumui biidingi fenotipiniai
poZymiai:
1) atsparumas stresinéms sglygoms;
2) didesnis nei jprastai sukaupiamo glikogeno ir trehalozés kiekis;
3) nuolatiné karscio Soko ir kity stacionariosios fazés geny ekspresija;
4) sporuliacija turtingoje mitybingje terpéje.
Todéel Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo lygj galima jvertinti atliekant

fenotipo patikrinimg standartiniais eksperimentais (Toda ir kt., 1995).

3.1.1 Eksperimentuose naudoty kultiiry fenotipy patikrinimas

Siekiant patikrinti Ras/PKA signalinio kelio aktyvuma buvo atlikti
klasikiniai jo jvertinimo eksperimentai:

1. Glikogeno kaupimas. Glikogeno kiekj lastelése atspindi jy dazymosi
vandeniniu jodo tirpalu intensyvumas. Kuo rySkesné spalva gaunama po 1
minutés dazymo, tuo daugiau glikogeno yra sukaupta Igstelése.

Intensyviausiai, tamsiai ruda spalva, dazési, taigi ir daugiausiai
glikogeno sukaupé, ARasl, ARas2, ARasl/2, JT21570, PDE1l, PDE1/2
kamieny lastelés. Todél Sie kamienai, pagal glikogeno kaupimag gali biiti
priskirti sumazinto Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo fenotipui. VisiSkai
jodo tirpalu nesidazanciy Ras2"¥'°, PDE2 ir JT21569 kamieny lastelés rodo,
kad jose susikaupiantis mazas glikogeno kiekis jau nebegali jtakoti Igsteliy
spalvos pasikeitimo — tai padidinto Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo
fenotipas. Tarpine, Sviesiai ruda spalva, dazési ir laukinio tipo signalinio kelio
aktyvumu pasizyméjo SP1 kamieno ir visy transformanty (Trl, Tr2, Tr3, Tr4,
Tr5) lastelés.

2. Karscio Soko jtaka kamieny gyvybingumui. Mieliy kamienai buvo
inkubuojami 55°C temperatiiroje 20 ir 30 minuciy. T. Toda ir bendraautoriy

(1995) sitlomas inkubacijos laikas 15 ir 20 minuc¢iy, tac¢iau 15 min. inkubacija
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kamieny augimui jtakos neturéjo. Todél pasirinkome ilgesnj inkubacijos laika.
ARas2, ARas1/2 ir JT21570 kamienai pasizyméjo dideliu atsparumu kar$cio
Sokui. Net ir ilgiausias inkubacijos laikas 55°C temperatiiroje nesustabdé jy
tolesnio augimo. Po 20 min. kar$¢io Soko SP1, ARasl, PDE1, PDE1/2 ir visi
transformantiniai (Trl, Tr2, Tr3, Tr4, Tr5) kamienai pasizyméjo silpnesniu
augimu. Po 30 min. 55 °C temperatiiroje jy augimas buvo visiSkai
sustabdomas. Ras/PKA signalinio kelio konstitutyvus aktyvinimas, PDE2 geno
delecija ir papildomos PDE1 kopijos jvedimas | PKA mutacija turintj kamieng
salygojo jautrumag kar§¢io Sokui. Jau po 20 min. inkubacijos 55 °C
temperatiiroje nebebuvo identifikuota gyvy lasteliy. Tai rodo signalinio kelio
aktyvumo padid¢jima, palyginus su SP1.

3. Anglies Saltiniy jtaka mieliy Igsteliy augimui ir gyvybingumui.

Buvo lyginamas mieliy kamieny augimas YPD terpéje, su augimu
terpése, kur anglies Saltiniu tarnavo galaktoz¢ (YPGal), kalio acetatas (YPA),
glicerolis (YPG) ir etanolis (YPE) (7 lentel¢). Mieliy kamieny augimo terpéje
su pakeistu anglies Saltiniu jvertinimas buvo atlickamas 30 °C temperatiiroje, o
1Sgyvenamumo tyrimas 37 °C temperatiiroje. Visy analizuoty kamieny augimas
susilpn¢jo pakeitus gliukoze kitu anglies Saltiniu. RAS geny delecijas ir tuo
paciu mazesnj Ras/PKA kelio aktyvumg turintys kamienai buvo atspariausi
salygy pasikeitimui: 4Rasl, ARas2, ARasl/2 kamienai gebéjo augti terpése su
pakeistu anglies Saltiniu ir iSgyveno jose esant 37°C temperatiirai. Dideliu
atsparumu pasizyméjo ir PDE1 ir PDE1/2 kamienai. Laukinio tipo SP1
kamienas augo visose tirtose terpése 30 °C temperatiroje. Tokie rezultatai
visiSkai sutapo su anksc¢iau apraSytais literatiiroje. Trl, Tr2, Tr4, Tr5 kamieny
augimas ir iS§gyvenamumas nesiskyré nuo SP1, o Tr3 transformantas silpniau
augo YPE ir YPGal terpése. Silpniausiu augimu YPE ir YPGal terpése
pasizyme¢jo Ras2'"®, APDE? ir JT21569 kamienai, o YPA ir YPG terpése Sie
kamienai neaugo. ISgyvenamumo tyrimas parode, kad 37 °C temperatiiroje Sie
kamienai neiSgyvena YPA, YPG, YPGal ir N terpése. JT21569 kamienas YPA

2Va|19

ir YPG terpése taip pat neaugo, kaip ir Ras , jis nesugebg¢jo iSgyventi YPA,

YPG, YPGal ir N terpése pakelus augimo temperatiirg iki 37 °C. Tuo tarpu
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JT21570 kamienas 30 °C temperatiiroje augo visose tirtose terpése, taip pat jis

pasizymejo gebéjimu jose iSgyventi esant 37 °C temperatiirai.

7 lentelé. Mieliy lgsteliy augimas (30 °C) ir iSgyvenamumas (37 °C) terpése su
skirtingais anglies Saltiniais.

Mieliy Augimas terpése ISgyvenamumas terpése
kamienas | YPD | YPA | YPE | YPG | YPGal | YPA | YPE | YPG | YPGal | N
SP1 +++ | + ++ |+ ++ + + + + +
Ras2Vd™® | +4+ |- + - + - + - - -
ARas] +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
ARas2 +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
ARasl/2 | +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
Trl +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
Tr2 +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
Tr3 +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
APDE2 | +++ |- + - + - + - - -
APDE] | +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
APDEI1/2 | +++ | + ++ |+ ++ + + + + +
Tr4 +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
Tr5 +++ |+ ++ |+ ++ + + + + +
JT21569 | +++ | - + - + - + - - -
JT21570 | +++ | + ++ |+ ++ + + + + +

+++ jvertintas mieliy augimas YPD terp¢je. Visi kamienai Sioje terpéje augo
vienodai gerai, n¢ vienoje kitoje terp¢je nebuvo pasiektas toks intensyvus jy
augimas.

++ auga labai gerai, + auga/iSgyvena, - neauga/neiSgyvena.

Fenotipy patikrinimo eksperimentai leido nustatyti Ras/PKA signalinio

kelio aktyvumo lygj mieliy lastelése.

3.1.2 Ras/PKA signalinio kelio komponenty jtaka kamieny augimui ir
laipsniSkam mitybinés terpés ragstéjimui

Mieliy kamienai buvo auginami dviejose skirtingose terpése: YPD ir
SC. Kas 6 valandas buvo jvertinamas kamieny augimas pagal OT ir terpés pH.
Siekiant jvertinti pH, o ne mitybinés terpés jtaka augimui, ir galimg buferinés
sistemos MES inhibitorinj poveikj, mieliy kamienai buvo auginti buferintose
terpése YPD-MES ir SC-MES. YPD terpéms buvo parinktas pH 6,2, o SC —
pH 5,4.
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Auginant mieliy kultiras YPD terp¢je, net ir po 78 valandy augimo, buvo
stebimas tik nerySkus jos rtgstéjimas iki 4,47 + 0,134 ARas2 kamieno atveju.
Sioje terpéje gerai augo visi kamienai — auginty kultiiry OT buvo didesnis nei
7,38 = 0,750. Manoma, kad Sioje gliukozés terpéje buferinancio komponento
vaidmen] gali atlikti peptonas. MES komponentas turtingoje YPD terpéje
nesukele augimo pakitimy — OT iSliko toks pats aukStas visy kameny atveju.
Todél MES buvo panaudotas ir SC terpés buferinimui. Literatiiroje Sis buferis
aprasomas kaip labiausiai tinkantis biologinéms sistemoms.

A —+-SP1 --Ras2Val 19 ——ARas] ——ARas2 —ARas1/2 Lastelems

10 - ..
augant SC terpéje,
87 : vyko  zenklis pH
T e e M. ..
& 6 - poky¢iai. Sioje terpéje
4 1SrySkéjo kamieny
5 augimo ir  terpés
* e i & —_ v, e . .
0 —a rugstejimo skirtumai —
0 6 12 22 28 40 46 52 64 72 78 i
B augimo valandos genau augantys
——SP1 -#-Ras2Val 19 —+~ARas] ——ARas2 ——ARas1/2 kamienai pasiZyme¢jo
6 -
ir didesniu  terpés
rugstinimu.
: T T T
g — RAS geny
=3
E R, mutacijas turinCiy
| kamieny SC terpés pH
0 kitimo rezultatai
0 6 12 22 28 40 46 52 64 72 7 patejkiami 15

augimo valandos
paveiksle. Labiausiai
15 pav. Lasteliy kultiry, turin¢iy RAS geny
mutacijas, augimas (A) ir SC terpés pH kitimas ~ 'P€
(B). kamienai turintys,

rugstino

RAS2 geno delecija, ARas2 ir ARas1/2 (B). Zmogaus Ha-ras geno jterpimas
(4Ras1/2) zenkliai didino mieliy lasteliy augimo greitj ir ARasl/2 kamieno
augimas (A) ir pH kitimas (B) nesiskyré nuo 4Ras2 kamieno. Tai statistiSkai

patikimas skirtumas, palyginus su SP1 laukiniu kamienu. Tuo tarpu 4Ras! ir
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Ras2"2° kamieny augimo metu buvo pasiekiamas toks pat, kaip ir SP1 terpés

pH. Labiausiai terpe riigstinantys kamienai — ARas2 ir ARasl/2 pasieké ir

didziausig OT. Tuo tarpu ARasl ir Ras2"2° kamieny augimas nesiskyré nuo

laukinio pagal Ras/PKA signalinj kelig nuo laukinio kamieno.

==5P1 APDE2 =#—=APDE1 ===APDE1/2 =#=JT21569 JT21570
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5 i S A A A |
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augimo valandos

=—5P1 APDE2 =#—=APDE1 ===APDE1/2 =#=JT21569 JT21570

B

5—_;"2}

Tt \T e ——
N—_ ] [ T T
= = 3 23 .3 = )
5
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1_
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0 6 12 22 28 40 46 52 64 72 78

augimo valandos
16 pav. PDE ir PKA geny mutacijas turinCiy

lasteliy kultiiry augimas (A) ir SC terpés pH
kitimas (B).

Dviejy,
fosfodiesterazes
koduojanciy geny
delecijos salygojo
skirtingus  kamieny
augimo ir  terpés
rugStinimo  efektus
(16 pav.). APDEI
kamienas pasiZyméjo
Intensyvesniu augimu
(A) ir efektyvesniu
terpés pH maze¢jimu
(B), palyginus su
APDE2 ir laukiniu
SP1 kamienais (p <
0,05). PDE2 geno
delecija nesukélé nei
augimo, nei pH
kritimo skirtumo,
palyginus su SP1
kamienu. A4PDE1/2 ir

SP1kamieno augimas ir pH mazéjmas taip pat nesiskyré. Skirtingy PDE geny

jterpimas | PKA mutacijg turintj kamieng taip pat salygojo skirtingg poveik].

Intensyviausias augimas ir didziausias pH pokytis buvo stebimas JT21570

kamieno atveju (p < 0,05, palyginus su SP1 kamienu), kur j PKA mutacija

turintj kamieng buvo jvesta papildoma PDE2 geno kopija. Papildoma PDE1
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geno kopija nejtakojo nei JT21569 kamieno augimo, nei pH kitimo (nesiskyre

nuo SP1).

Transformanty augimas ir terpés rugsStinimas statistiSkai nesiskyré nuo

laukinio SP1 kamieno (17 pav.). Tik 4Ras2 kamieno transformacija vidutinj

A

10

Terpés pH

0

—+SP1

=+SP1

Tr] =#e=T12 ==T13 ==Tr4

Tr5

6

Tr]l ==Tr2 =<=Tr3

augimo valandos

—=Tr4

1222 28 40 46 52 64 72

Tr5

78

0

6

augimo valandos

1222 28 40 46 52 64 T2 T

17 pav. Transformanty kamieny augimas (A) ir
SC terpés pH kitimas (B).

kopijy skaiCiy turincia
plazmide nepilnai
kompensavo delecijos
poveiki ir Tr2
kamienas pasizyméjo
statistiSkai  patikimai
intensyvesniu augimu
(A) ir  zenklesniu
terpés rugstinimu (B),
palyginus su SP1

kamienu (p<0,05).

Esant pastoviam
terpés  pH, mieliy
lasteliy OT  buvo
zenkliai didesnis.
Sioje terpéje
blogiausiai augo
APDEII2  kamienas

(OT 522 + 0,00).
Taciau  pasiekiamas

OT vis tiek yra kelis

kartus didesnis nei augant SC terpéje. Pana$iis rezultatai gauti ir analizuojant

kity kamieny augima, SC-MES terp¢je visi kamienai augo patikimai geriau,

palyginus su jy augimu nebuferintoje SC terp¢je. Jy pasiekiamas OT Sioje

terpéje buvo kelis kartus didesnis nei SC. 4Ras2, ARas1/2 ir JT21570 kamieny

OT taip pat keliais vienetais buvo didesnis SC-MES terpéje, palyginus su SC

(p<0,05).
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Mutacijos Ras/PKA signaliniame kelyje keicia tiek lasteliy metabolizmo
ypatumus, tiek ir Igsteliy augimo greit] ir sukaupiamos biomasés kiek]
laipsnisko riigS§téjimo salygomis. Tai, kad pastovaus pH palaikymas kelis
kartus didino tiriamyjy kamieny augimo greitj ir galutinj pasiekiamg OT rodo,
kad naturalus laipsniSkas terpés pH mazéjimas Zenkliai jtakoja mieliy kamieny

augima.
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3.2 Mieliy lasteliy gyvybingumo jvertinimas

Mieliy kamieny kultivavimui buvo naudotos dvi terpés. YPD terpé yra
tinkamiausia mieliy lasteliy kultivavimui. Tiksli jos cheminé sudétis néra
zinoma, taciau §1 mitybiné aplinka yra palankiausia didelio biomasés kiekio
gavimui. Tuo tarpu SC terpé apibiidinama, kaip Zinomos cheminés sudéties
aplinka. Tai leidzia selektyviai tirti skirtingy mieliy kamieny augimg ir
metabolizmo ypatumus grieztai apibréztomis saglygomis.

Lasteliy méginiai gyvybingumo jvertinimui buvo imami eksponentinés
augimo fazés metu (22 val.), ankstyvosios (46 wval.)) ir vélyvosios
stacionariosios (78 val.) stadijos. Gyvybingumas buvo vertinamas daZant
lasteles propidzio jodidu ir po to mikroskopuojant ar atlieckant tékmes

citometrijg ir nustatant lasteliy geb¢jima formuoti kolonijas.

3.2.1 Mieliy lasteliy gyvybingumo jvertinimas natiralaus laipsniSko

mitybinés terpés rigstéjimo salygomis

Lasteliy gyvybingumo jvertinimas mikroskopijos budu.

Kultivuojant tiriamus mieliy kamienus skystose YPD ir YPD-MES
terpése lasteliy gyvybingumas iSliko aukstas net ir vélyvojoje stacionariojoje
stadijoje ir varijavo nuo 99,43 + 0,26 % iki 87,97 £ 4,62 %. MES komponento
jvedimas ] mitybine terpg, nesukélé Igsteliy gyvybingumo pokyc¢iy, todél buvo
naudotas ir SC terpéje.

Lasteliy gyvybingumo skirtumai YPD ir SC terpése, iSrySkéjo jau po 46
valandy augimo (18 pav.). YPD terpé¢je po 46 valandy augimo tiriamy kamieny
lasteliy gyvybingumas buvo didesnis nei 96 %, tuo tarpu SC terpé¢je Ras2"" jr
APDE?2 kamienuose jau ankstyvojoje stacionariojoje stadijoje gyvybingumas
sumazgjo atitinkamai iki 67,63 + 3,364 % ir 63,80 + 0,816 %. Tai statistiskai
patikimas skirtumas palyginus su $iy kamieny lasteliy gyvybingumu YPD
terpéje (p < 0,05). Patikimai mazesnis lgsteliy gyvybingumas nustatytas ir visy

transformanty kamienuose ir JT21569 kamiene.
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18 pav. Kamieny su pakitusiu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu lasteliy
gyvybingumas po 46 valandy YPD ir SC terpése.

Palyginus tiriamy kamieny lasteliy gyvybingumg SC terpéje po 46
valandy augimo nustatyta, kad patikimai maZesniu gyvybingumu, palyginus su
laukiniu pagal Ras/PKA signalinio kelio aktyvumg kamienu, pasizyméjo
Ras2"a1° lastelés. Kity kamieny lasteliy gyvybingumas patikimai nesiskyré nuo
SP1.

SC ir SC-MES terpése, vélyvojo stacionaro stadijoje, nustatyti dideli
lasteliy gyvybingumo poky¢ciai (19 pav.). Po 78 valandy kultivavimo augimo
SC terpéje net ir laukinio SP1 kamieno lgsteliy gyvybingumas sumazéjo iki
34,17 + 6,532 %. Nuo SP1 kamieno statistiSkai nesiskyré APDE2, Tr4, Trl ir
Tr5 kamieny lasteliy gyvybingumas. Tuo tarpu konstitutyviai aktyvaus
Ras/PKA kelio kamieno (Ras2"®"*® kamienas), Tr3 transformanto ir JT21569
kamieno lasteliy gyvybingumas buvo statistiskai patikimai mazesnis palyginus
su SP1 (p < 0,05), atitinkamai — 17,8 + 2,459 %, 22,45 + 0,916 % ir 16,33 +
5,31 2%. Ras2 geno delecija ir zmogaus Ha-ras geno jvedimas saglygojo Zenkly
lasteliy gyvybingumo padid¢jimg. Net ir po 78 valandy augimo SC terpéje
Siuose kamienuose nustatyta daugiau nei 90 % gyvy lasteliy (p < 0,001,
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palyginus su SP1). StatistiSkai patikimai daugiau gyvy Igsteliy identifikuota ir
ARasl, Tr2, APDE1, APDE1/2, JT21570 kamienuose.
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19 pav. Kamieny su pakitusiu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu lasteliy
gyvybingumas po 78 valandy SC ir SC-MES terpése.

Pastovaus pH palaikymas SC terp¢je salygojo mieliy Iasteliy
gyvybingumo did¢jima (19 pav.). Visuose kamienuose jis buvo statistiSkai
patikimai didesnis, palyginus su SC terpe po 78 valandy augimo. Maziausiu
gyvybingumu pasizyméjo Ras2'"® kamieno lastelés (74,47 + 1,621%), tuo
tarpu kity kamieny atveju jis iSliko vir§ 80 %. Atliekant tarpkamieninj
gyvybingumo palyginimg SC-MES terpéje nustatytas statistiSkai patikimai
maZesnis lasteliy gyvybingumas Ras2'®®, Tr3 ir JT21569 kamienuose,
palyginus su SP1 (p < 0,05). Kity tiriamy kamieny atvejais jis varijavo SP1
pasikliautinyjy intervaly ribose (p > 0,05).

Lasteliy gyvybingumo ivertinimas tékmeés citometrijos budu.

Mikroskopijos rezultatai buvo patvirtinti ir Igsteliy gyvybinguma
nustatant tekmés citometrijos biidu (20 pav.). Po 46 val. augimo maziausias
gyvy lasteliy kiekis buvo nustatytas Ras2"®"® kamiene 11,77 + 0,893 % (p <
0,05, palyginus su SP1). Laukinio pagal Ras/PKA signalinio kelio aktyvuma
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kamieno lasteliy gyvybingumas buvo 20,99 + 3,492 %, panasus jis nustatytas
Tr3 transformanto — 15,84 + 1,872 %, ir APDE?2 (18,03 + 0,878 %) ir JT21569
(25,67 + 3,872 %) kamieny Igstelése.

Ankstyvojoje stacionariojoje stadijoje statistiSkai patikimai didesnis
lasteliy gyvybingumas registruotas ARasl, ARas2, ARasl/2, Trl, Tr2, APDEI,
APDEI1/2, Tr4, Tr5 ir JT21570 kamienuose, palyginus su SP1. Visuose
kamienuose po 78 valandy augimo nustatytas statistiSkai patikimai maZesnis
lasteliy gyvybingumas nei po 46 val. ISimtj sudaro tik ARas2 ir APDEI/2
kamienai, kuriuose gyvy lIasteliy kiekis kito neZymiai.

Tékmeés citometrijos bidu SP1 ir Ras2"®® kamienuose nustatytas itin

mazas gyvy lasteliy kiekis, tik 2,53 + 0,479 % ir 3,17 + 0,449 % atitinkamai.
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20 pav. Kamieny su pakitusiu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu
lasteliy gyvybingumas SC terpeje po 46 ir 78 valandy augimo jvertintas tekmés
citometrijos biidu.

Transformanty kamienuose (Trl, Tr2, Tr3, Tr4, Tr5) gyvy lasteliy
kiekis svyravo apie 6 %, panasus jis buvo ir APDE?2 ir JT21569 kamienuose
(5,79 + 0,829 %, 6,33 £ 5,312 %). Ras geny delecijos sukele rySky lasteliy
gyvybingumo padidéjimg. Lasteliy gyvybingumas 4Ras! kamiene buvo 63,94
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+ 1,462 %, ARas2 — 74,41 + 3,025 %, o ARas1/2 — 24,49 = 0,925 %. Zenkliai
didesnis lasteliy gyvybingumas nustatytas ir kamienuose inaktyvinus PDE1
geng ir abu PDE genus (APDEI — 68,15 £ 1,647 %, APDE1/2 — 62,60 + 3,750
%). JT21570 kamiene, turin¢iame PKA mutacijg ir papildomg PDE2 geno
kopija taip pat nustatytas statistiSkai patikimai didesnis lgsteliy gyvybingumas
— 61,20 + 4,330 %, palyginus su SP1 kamienu (p < 0,001).

Vertinant lgsteliy gyvybingumg tékmés citometrijos budu, buvo
nustatytas zZenklus Igsteliy gyvybingumo padidéjimas SC terpéje pastovaus pH
salygomis. Palyginus Igsteliy gyvybingumg YPD ir YPD-MES terpése,
patikimy skirtumy nenustatyta. Bendrai visuose kamienuose tékmeés
citometrijos biidu nustatytas lasteliy gyvybingumas buvo maZesnis nei
nustatytas mikroskopuojant. Ta¢iau bendros lgsteliy gyvybingumo tendencijos

18liko tokios pat. Skirtingi rezultatai gauti skirtingo metody jautrumo.

Kamieny jvertinimas pagal gebéjima formuoti kolonijas.

Kolonijy formavimo gebéjimui patikrinti zinomas lgsteliy kiekis buvo
iSs¢jamas ant YPD terpés. ISséjus toki patj suspensijos kieki, kolonijas
gebanciy formuoti Igsteliy kiekis YPD ir YPD-MES terpése, nepriklausomai
no augimo valandos, i§liko per 90 %.

Eksperimenty rezultatai po augimo SC terpése pateikiami 21 paveiksle.
26,13 £ 2,231 % SP1 kamieno lgsteliy po 78 val. augimo SC terpéje formavo
kolonijas perkelus lgsteles ant YPD mitybinés terpés. PanaSus kolonijas
formuojanciy lgsteliy kiekis nustatytas ir Tr2, Tr3, Tr4 transformantuose ir
APDE? kamiene. StatistiSkai patikimai maZiau kolonijas formuojanciy lgsteliy
aptikta Ras2"?"? ir JT21569 kamienuose (15,63 + 1,247 % ir 17,50 + 0,378 %).
Siek tiek didesnis palyginus su SP1 gyvybingy ir kolonijas formuojanéiy
lasteliy kiekis nustatytas Tr5 ir Trl transformantuose. Tuo tarpu Rasl, Ras2 ir
abiejy Ras geny pasalinimas salygojo Zenkly lasteliy gyvybingumo padidéjima:
58,60 £ 7,931 % ARasl, 88,73 + 2,423 % ARas2 ir 70,60 + 1,651 % ARasl/2
lasteliy po 78 val. augimo iSliko gyvos ir geb&jo suformuoti kolonijas

turtingoje terpéje.
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21 pav. Kamieny su pakitusiu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu Iasteliy,
formuojanciy kolonijas, kiekis i$séjus lasteles YPD terpéje po 78 val augimo
SC ir SC-MES terpése.

Fosfodiesterazés 1 geno delecija taip pat salygojo panaSy, kolonijas
formuojanciy lgsteliy kiekj. Kolonijas formavo 69,51 + 0,550 % APDEI ir
55,68 + 0,827 % APDEI/2 kamieny lasteliy. Ivedus papildomg PDE2 geno
kopija | proteinkinazés A mutacija turintj kamieng, kolonijas formuojanciy
lasteliy kiekis pasieké statistiSkai patikimg padidéjima, palyginus su SP1, 70,66
+ 0,494 % (p < 0,05).

Gauti rezultatai rodo, kad palaikius SC terpéje pastovy pH buvo
pailgintas lasteliy amzius ir Igsteliy gyvybingumas Zenkliai iSaugo. MaZiausias
kolonijas formuojanéiy lasteliy skaitius nustatytas Ras2"*"™ ir Tr3 kamienuose,
virSijo 60 %. Kituose kamienuose gyvy lasteliy skaicius svyravo apie 80%, o
ARas2, APDEI1, APDE1/2 ir JT21570 kamienuose buvo didesnis nei 90 %.

Tirlamy kultiry augimo riig§téjancioje terpeje ir juy lasteliy
gyvybingumo analizés rezultatai rodo, kad Ras/PKA signalinio kelio
komponenty geny mutacijos jtakoja lgsteliy gyvybingumg priklausomai nuo

aplinkos pH. Tai rodo, kad $is signalinis kelias, priklausomai nuo aplinkos pH,
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gali buti teigiamu arba neigiamu lgsteliy gyvybinguma kontroliuojanciy
genetiniy sistemy reguliatoriumi. Siekiant patvirtinti $ig hipoteze buvo atlikti

rigstinio streso indukcijos eksperimentai.

3.2.2 Mieliy lIgsteliy gyvybingumo jvertinimas riagstinio streso salygomis.
Riigstinio streso eksperimentai buvo atlikti naudojant lgsteliy
inkubacijai 5,4 pH ir 2,1 pH sorbitolio tirpalus. Toks pH buvo parinktas
atsizvelgiant i SC terpés natiiraly pH kitima. Zioma, kad pradinis SC terpés pH
yra 5,4, o kamieny augimo metu maziausias pH buvo 2,1. Inkubacijos trukmes
parinkimui lastelés tirpaluose buvo laikomos nuo 1 iki 8 valandy. RySkiausias
gyvybingumo skirtumas tarp kamieny buvo stebimi lgsteles inkubavus biitent 4
ir 6 valandas, todé¢l tolesniems rugstinio streso tyrimams buvo pasirinktos

biutent tokios sglygos.

Lasteliy gyvybingumo jvertinimas mikroskopijos budu.

86,23 = 1,103% SP1 kamieno lasteliy isliko gyvybingos po 4 val.
inkubavimo pH 5,4 tirpale. Inkubacijos laiko ilginimas iki 6 val. SP1 kamieno
lasteliy gyvybingumui jtakos neturéjo — gyvybingomis isliko 84,83 + 0,450 %
lasteliy (22 pav.).

RAS geny mutacijas turinCiuose kamienuose ir transformantuose (Trl,
Tr2, Tr4, Tr5) inkubacijos laikas nejtakojo kontroliniame tirpale inkubuoty
lasteliy gyvybingumo, ilginant inkubacijos laika, lasteliy gyvybingumas kito
nezymiai. Maziausias Igsteliy gyvybingumas nustatytas konstitutyviai aktyvaus
Ras/PKA signalinio kelio kamiene ir §i0 kamieno transformante Tr3 ir svyravo
atitinkamai apie 60 % ir 65 %.

Gauti rezultatai rodo, kad ilgéjant Igsteliy inkubavimo laikui
kontroliniame tirpale, fosfodiesterazes koduojan¢iy geny eliminacija sukelia
statistiSkai patikimus lasteliy gyvybingumo pokycius. Taciau ir po 6 val.
inkubavimo Igsteliy gyvybingumas iSliko pakankamai didelis — per 80 %.
Panasiis rezultatai gauti ir PKA mutanty atveju. Tiek jterpus papildomg PDE1
(JT21569), tiek ir PDE2 (JT21570) geno kopijas j PKA mutantus Igsteliy
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gyvybingumas statistiSkai patikimai mazéjo priklausomai nuo inkubavimo
laiko 5,4 pH tirpale.

m54-6h  54-4h
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22 pav. Kamieny su pakitusiu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu lgsteliy
gyvybingumas 5,4 pH tirpale po 4 val. ir 6 val. inkubacijos. Vertinimas atliktas
mikroskopijos budu.

Lasteliy gyvybingumas Zenkliai mazéjo po inkubacijos 2,1 pH tirpale
(23 pav.). Visy kamieny lasteliy gyvybingumas mazéjo ilgéjant inkubacijos
laikui. Jau po 4 val. inkubavimo tik 38,63 £ 3,309 % SP1 kamieno lasteliy
i8liko gyvos. PanaSus gyvy lasteliy kiekis aptinktas ir Trl (39,40 + 1,551 %),
Tr4 (35,65 = 0,858 %) ir Tr5 (40,21 £ 1,552 %) transformatuose. StatistiSkai
patikimas lgsteliy gyvybingumo sumazéjimas, palyginus su laukiniu kamienu,
nustatytas Ras2"*"®, PDE2 ir JT21569 kamieny lastelése, ir Ras2'**® kamieno
transformante Tr3, atitinkamai jis buvo lygus 21,17 £ 1,725 %, 26,27 + 2,640
%, 25,54 £ 0,730 %, 23,24 + 1,516 %.

StatistiSkai patikimai daugiau gyvy lasteliy buvo nustatyta RAS geny
delecijas turinCiuose kamienuose: 4Rasl — 48,83 = 1,167 %, 4ARas2 — 91,50 +
21,28 %, ARas1/2 — 63,03 = 2,941 %. ARas2 kamieno transformacija vidutinj
kopijy skai¢iy turinCia plazmide (Tr2) nesugebéjo uztikrinti pilno RAS2
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funkcijos atstatymo, lasteliy gyvybingumas riigStinio streso salygomis
nepasieké SP1 lygio ir liko statistiSkai patikimai didesnis (50,70 £+ 2,790 %; p

< 0,05)
m21-6hm21-4h
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23 pav. Kamieny su pakitusiu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu lgsteliy
gyvybingumas pH 2,1 tirpale po 4 val. ir 6 val. inkubacijos jvertintas
mikroskopijos biidu.

Lasteliy atsparuma riigStiniam stresui didino ir fosfodiesteraze 1
koduojancio geno inaktyvinimas. Lasteliy gyvybingumas APDEI ir APDE1/2
kamienuose buvo 51,29 + 1,274 % ir 57,15 + 1,488 %, tai statistiSkai patikimas
padidéjimas, palyginus su SP1 (p < 0,05). Papildomos PDE2 kopijos jvedimas
1 PKA mutacija turintj kamieng saglygojo ir patikimg S§io kamieno lasteliy
gyvybingumo padidéjimg — 75,40 £ 2,260 % (p < 0,001, palyginus su SP1).

Kaip jau minéta, inkubavimo laiko patgsimas iki 6 wval. visuose
kamienuose, isskyrus Tr2 transformantg, sukélé patikimg Igsteliy gyvybingumo
sumaz¢jimg. Po 6 val. inkubavimo beveik visuose kamienuose nustatytas apie
15% mazesnis lIgsteliy gyvybingumas, palyginus su gyvy lasteliy kiekiu po 4
val. Po 6 val. gyvos i8liko 24,90 + 1,791% SP1 kamieno Igsteliy. MaZiausias
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lasteliy gyvybingumas nustatytas Ras2'®'® kamiene — 9,63 + 0,624%, o
didziausias ARas2 — 79,57 + 2,613%.

Lasteliy gyvybingumo jvertinimas tékmeés citometrijos budu.

Ivertinus lasteliy gyvybinguma tékmés citometrijos pagalba gauti
panasis rezultatai kaip ir atlikus mikroskopija (24 pav.). Tékmeés citometrijos
rezultatai  patvirtino  lagsteliy  iSgyvenamumo  tendencijas,  gautas
mikroskopuojant. Kaip ir ankstesniuose eksperimentuose, taip ir rigstinio
streso atveju, tekmés citometrijos metodu gauti Iasteliy gyvybingumo rezultatai

yra keliolika procenty Zemesni, palyginus su mikroskopijos rezultatais.
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24 pav. Kamieny su pakitusiu Ras/PKA signalinio kelio aktyvumu Igsteliy
gyvybingumas rigstinio streso salygomis jvertintas tékmés citometrijos
metodu. Lastelés inkubuotos pH 5,4 ir 2,1 tirpaluose 4 ir 6 val.

SP1 kamieno Igsteles inkubavus pH 5,4 tirpale, jy gyvybingumas isliko
66,97 + 0,873 %. PanaSiu gyvybingumu pasizymeéjo ir 4Rasl, ARasl/2, Trl,
Tr2, Tr4, Tr5 kamieny lgstelés. Nezymiai didesnis lgsteliy gyvybingumas
nustatytas APDE2 ir JT21569 kamienuose (p > 0,05, palyginus su SP1).
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ARas2, APDE1, APDE1/2 ir JT21570 kamieny atvejais $is padidéjimas buvo
statistiSkai patikimas palyginus su SP1 kamieno lgsteliy gyvybingumu.
StatistiSkai patikimai maziau gyvy lasteliy nustatyta Ras2"¥® ir Tr3
kamienuose, atitinkamai — 55,13 £+ 2,330 % ir 56,99 + 3,332 % po 4 val.
inkubavimo pH 5,4 tirpale. Pratgsus inkubacijos laikg iki 6 val. né viename
kamiene nebuvo stebima koreliacija su lgsteliy gyvybingumo sumazéjimu.
Riigstinio streso salygomis lgsteliy gyvybingumas tirtuose kamienuose
zenkliai variavo. Jvertinus lgsteliy gyvybingumg tékmeés citometrijos metodu,
kaip ir mikroskopijos atveju didziausias jis iSliko ARas2 ir JT21570
kamienuose. ARasl, ARasl/2, Tr4, Tr5, JT21569 kamienuose Iasteliy
gyvybingumas svyravo SP1 kamieno rezultaty patikimumo ribose, o Ras2"a
ir APDE?2 kamienuose buvo statistiSkai patikimai mazesnis (p < 0,05).
Paminétina tai, kad atliekant t¢kmeés citometrijg nebuvo nustatytas toks
rySkus lasteliy gyvybingumo sumaZzéjimas ilginant inkubacijos laika, kaip
mikroskopijos metodu, taciau beveik visuose kamienuose Sis pokytis iSliko

statistiSkai patikimas.

Kamieny jvertinimas pagal gebéjima formuoti kolonijas.

Siekiant jvertinti gyvy lasteliy replikacinj potencialg, po inkubacijos pH
5,4 ar 2,1 pH tirpaluose, buvo atlikti gebéjimo formuoti kolonijas tyrimai. Po
rigstinio streso zinomas lgsteliy kiekis buvo i§s¢jamos ant YPD terpés ir po 2
pary suskaiciuojamos iSaugusios kolonijos.

Didziausiu replikaciniu potencialu tiek po 4, tiek ir po 6 val. inkubacijos
kontroliniame pH 5,4 tirpale pasizyméjo 4Ras2 kamienas (25 pav.). Daugiau
kaip 90 % S$io kamieno Iasteliy geb&jo formuoti kolonijas. Tokiu geb¢jimu
pasizymejo ir per 75 % laukinio SP1 kamieno lgsteliy. Panasus, kaip ir SP1
kamieno, kolonijas formuojanciy lasteliy kiekis nustatytas ARasl, ARasl/2,
Trl, APDE2, Tr4, Tr5 ir JT21569 kamienuose. Patikimai daugiau kolonijas
formuojanciy lasteliy aptikta APDE1, APDE1/2 ir JT21570 kamienuose. Kita

2Va|19

vertus Ras ir Tr3 kamieny lastelés formavo statistiSkai patikimai maziau

kolonijy, palyginus su SP1.
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25 pav. Kolonijas formuojanciy lgsteliy kiekis populiacijoje po 4 val. ir 6 val.
inkubavimo pH 5,4 tirpale.
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26 pav. Kolonijas formuojanciy lasteliy kiekis populiacijoje po 4 val. ir 6 val.
inkubavimo pH 2,1 tirpale.
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Inkubavus mieliy lasteles pH 2,1 tirpale, jy gyvybingumas Zenkliai
sumazéjo (26 pav.). SP1 kamiene atitinkamai po 4 val. ir 6 val. inkubacijos
nustatyta 32,37 + 2,164 % ir 21,97 = 1,382 % kolonijy. StatistiSkai patikimai
maziau kolonijas formuojandiy lasteliy nustatyta Ras2""® ir Tr3 kamienuose,
po 4 val. ir 6 val. inkubacijos atitinkamai — 16,50 + 0,804 % ir 8,03 + 0,330 %
ir 26,67 = 0,892 % ir 13,32+1,643%. PanasSus kolonijy skaiius nustatytas
APDE2 — 21,73 £ 0,923 % ir 11,95 + 0,290 % ir JT21569 kamienuose — 22,27
+ 0,929 % ir 11,49 + 0,461 %.

ARas2 kamieno atveju, netgi 87,83 + 1,115 % lasteliy gebéjo formuoti
kolonijas po 4 val. ir — 72,80 + 1,314 % po 6 val. inkubacijos. Dideliu
kolonijas formuojanciy lasteliy kiekiu pasizyméjo ir JT21570 kamienas: po 4
val. inkubacijos gyvos iSliko ir dalintis sugeb¢jo 71,63 = 1,095 %, o po 6 val. —
63,33 + 0,682 %. StatistiSkai patikimai daugiau kolonijas formuojanciy
lasteliy, palyginus su SP1, nustatyta ARasi/2 — 49,93 + 2,310 % ir 31,93 +
0,806 %, Tr2 — 49,14 + 1,560 % ir 45,77 £ 0,340 %, APDEI — 46,76 £ 1,511 %
ir 35,62 + 0,898 %, APDE1/2 — 55,46 £ 0,610 % ir 43,42 + 0,647 %
kamienuose, atitinkamai po 4 val. ir 6 val. inkubacijos. Tuo tarpu 4Rasl, Trl,
Trd ir Tr5 kamieny gebéjimas formuoti kolonijas buvo toks pat kaip ir SP1.
Paminétina tai, kad visy kamieny gebéjimas formuoti kolonijas mazéjo
tiesiogiai priklausomai nuo lgsteliy inkubacijos riigstinio Soko salygomis laiko.

Ras/PKA signalinio kelio komponentai daro skirtingg jtaka lasteliy
gyvybingumui tiek laipsnisko terpés riig§téjimo, tiek ir riigStinio streso metu.
RAS genai ir fosfodiesterazél mieliy lastelése veikia kaip neigiami
gyvybingumo riigStinémis salygomis reguliatoriai, o fosfodiesteraze 2,
prieSingai, teigiamai veikia lasteliy gyvybinguma. Lasteliy gyvybingumo
analiz¢ leido jvertinti mutacijy $io kelio komponentuose jtaka mieliy gebéjimui
iSgyventi ir daugintis jy paciy nattiraliai susikurtoje aplinkoje ir riig§tinio streso

salygomis.
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3.3 Apoptozés fenotipy nustatymas pakitusio Ras/PKA signalinio kelio

aktyvumo kamienuose

3.3.1 Branduoliy morfologijos poky¢iy jvertinimas
Branduolio morfologijos pakitimai yra vienas 1§ citologiniy apoptozés
zymeny mieliy lgstelése (27 pav.). Jie buvo jvertinti mieliy branduolius dazant

DAPI dazais.

27 pav. Branduolio morfologijos pavyzdziai, gauti konfokalinés mikroskopijos
pagalba. A — dvibranduolé lgstelé, B — besipumpuruojanti Igstelé, C — lgstelé su
normaliu branduoliu, D — branduolio fragmentacija, E — difuzinis branduolys.

Mieliy kultiroms augant YPD ir YPD-MES terpése, branduoliy
fragmentacija buvo stebima maziau nei 1 % Iasteliy. Tuo tarpu auginant
tirlamuosius kamienus SC terpéje, branduoliy morfologija labai variavo (8
lentelé). Buvo aptiktos skirtingos branduolio strukttiros: jvairaus lygio
branduolio fragmentacija, poriniai branduoliai, difuziniai branduoliai, dar
kitaip vadinami kompaktiSka struktlira praradusiais branduoliais ir Kkiti

pakitimai.
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8 lentelé. Branduoliy morfologijos jvertinimas mieliy lgstelése po 78 valandy

augimo SC terp¢je.

Kamienas | Branduoliy morflogija
Normalts | Fragmentuoti | Dvibranduoliai | Kiti
pakitimai

SP1 31,77£5,23 | 52,56+7,58 5,13+1,01 10,54+2,56
Ras2" [29,96+4,28 | 54,32+8.,56 5,41+1,54 10,31+2,84
ARas1 27,23+5,16 | 43,86+7,23 2,41+0,84 26,50+3,44*
ARas2 43,48+5,62 | 17,39+5,45** | 33,09+3,26* 6,04+1,59
ARasl1/2 32,31+3,12 | 30,77+4,56** | 23,85+2,85* 13,07+£3,45
Trl 28,75+4,96 | 55,21+4,98 5,69+1,20 10,35+3,86
Tr2 23,81£7,56 | 53,33+6,85 9,52+3,45 13,3443,15
Tr3 33,33+£2,36 | 51,21£7,59 5,15+1,09 10,31+2,46
APDE2  |29,17+4,56 | 50,00+8,53 4,17+1,11 16,66+2.86
APDE] 32,09+£8,51 | 25,65+9,48** | 5,12+1,85 37,14+5,84*
APDE1/2 | 31,48+7,56 | 42,59+8,56 5,56+1,76 20,37+4,52*
Tr4 29,81+3,15 | 57,52+8,93 2,24+0,87 10,43+2,23
Tr5 28,78+5,48 | 48,32+7,23 1,98+1,01 20,92+4,51*
JT21569 | 22,45+6,23 | 65,53+9,54 2,02+1,43 10,00+1,98
JT21570 | 20,18+8,75 | 58,27+7,86 4,55+1,59 17,00+2,75*

* statistiSkai patikimas padidéjimas (p < 0,05), palyginus su SP1 kamienu.

** statistiSkai patikimas sumazéjimas (p < 0,05), palyginus su SP1 kamienu.

Prie kity branduolio morfologijos pakitimy yra priskiriamos Iastelés,
kurios neturi vizualiai matomo branduolio, taip pat lgstelés su taip vadinamais
difuziniais arba kompaktiska struktiirg praradusiais branduoliais. StatistiSkai
patikimai daugiau jvairiy branduolio struktiiros pakitimy palyginus su SP1
kamieno rezultatais nustatyta ARasl, APDEI, APDEI1/2, Tr5 ir JT21570
kamieny Igstelése.

Beveik visy kamieny lgsteliy fragmentuoty branduoliy kiekis varijavo
SP1 kamieno rezultaty patikimumo ribose. StatistiSkai patikimai maziau
fragmentuoty branduoliy buvo nustatyta ARas2, ARasl/2, APDE1 Kamienuose
(p <0,05).

Pazymétina,

kad Ras2 geno delecija salygojo didelio kiekio

dvibranduoliy Igsteliy (27 pav.) atsiradimag 33,09 + 3,26 % (p < 0,05, palyginus
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su SP1), padidéjes dvibranduoliy Iasteliy kiekis isliko ir mieliy RAS1, ir RAS2
genus pakeitus Ha-ras 23,85 + 2,85 % (p < 0,05, palyginus su SP1). Poriniy
branduoliy atsiradimo priezastimi gali biiti endomitoze¢ (Pichova ir kt., 1997;
Lun ir kt., 2001). Manoma, kad tokios struktiiros gali biti ir dél simetriskos
branduolio fragmentacijos (Madeo ir kt., 1997). Bitent Sie du kamienai
pasizymegjo itin aukStu Igsteliy gyvybingumu tiek laipsnisko riig§téjimo, tiek ir
rigstinio streso sglygomis. Tai rodo, kad tokio tipo branduolio pakitimai
nebiitinai yra susij¢ su lgsteliy mirtingumu, ir juos turinCios lastelés gali
s¢kmingai funkcionuoti. Didelis kamieny atsparumas stresui gali biiti siejamas
su endomitoze. Dvigubo genomo egzistavimas vienoje lasteléje leidzia jai
geriau prisitaikyti prie stresiniy aplinkos salygy.

Branduolio fragmentacija — tai ankstyvosios apoptozés fenotipinis
pozymis. Todé¢l jos tyrimai leidzia jvertinti §ios apoptozes stadijos formavimasi
mielése. Dalis tokiy apoptoziniy pazeidimy perkélus lasteles | geresnes salygas
gali bati iStaisomi, todél branduolio fragmentacija nebitinai tiesiogiai

koreliuoja su lgsteliy gyvybingumu.

3.3.2 Fosfatidilserino lokalizacijos nustatymas.

Fosfatidilserinas tai plazminés membranos komponentas, kuris
normaliose lgstelése yra lokalizuotas vidingje Igstelés membranos puséje.
Lasteléms mirStant apoptozés biidu, Si simetrija sutrinka ir fosfatidilserino
molekulés yra dislokuojamos plazminés membranos iSor¢je. Toks lokalizacijos
pasikeitimas buvo nustatomas dazant mieliy lasteles aneksinu, konjuguotu su
FITC (28 pav.). Papildomo fluorescuojancio dazo, propizio jodido,
panaudojimas padeda atskirti apoptotines lgsteles nuo nekroziniy.

Fosfatidilserino lokalizacijos jvertinimui mieliy kamienai buvo auginti
YPD ir YPD-MES terpése. Po 78 valandy augimo apoptoziniy lasteliy kiekis

visuose analizuotuose kamienuose sudaré apie 1 %.
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28 pav. Dvigubas lasteliy dazymas — mieliy lgstelés nudazytos annexinV-
FLUOS (A) ir propidzio jodidu (B). Ankstyvosios apoptozés fenotipai (1)
identifikuojami pagal fosfatidilserino atsiradimg plazminés membranos iSoréje,
tokios lastelés nusidazo aneksinu (Zaliai) bet ne propidzio jodidu (raudonai).
Lasteliy dazymasis abiem daZzais rodo nekroze (2), pazeista plazminé
membrana tampa laidi ir dazai lengvai patenka j Igstelés vidy.

Tuo tarpu SC terpéje po 78 valandy augimo ankstyvaja apoptoze patyré
32,82 + 0,98 % SP1 kamieno lasteliy. DidZiausias apoptoziniy lgsteliy kiekis
Siomis sglygomis buvo stebimas Ras2"®'® ir APDE2 kamieny Iastelése,
atitinkamai — 95,14 + 1,02% ir 90,00+1,23 %. Siek tick maZesnis apoptoziniy
lasteliy kiekis (54,00 = 0,45 %) buvo nustatytas JT20569 kamiene. Tai
statistiSkai patikimai didesnis gyvybingumas palyginus su SP1 kamienu (p <
0,05). Fosfatidilserino lokalizacijos sutrikimai ARas2, ARasl, ARasll2
kamienuose svyravo nuo 4,82 + 0,54 % iki 3,68 = 0,68 %. Panasus apoptoziniy
lasteliy procentas buvo stebimas JT21570 kamiene (4,00 = 0,85 %).
Fosfodiesterazés 1 delecija sukelé apoptoze 35,42 + 0,98 % lasteliy, o abiejy
fofodiesteraziy geny delecija — 18,00 + 1,01 %. Transformantuose apoptoziniy
lasteliy procentas svyravo SP1 kamieno patikimumo ribose — apie 30 %.

Fosfatidilserino lokalizacijos pasikeitimas buvo jvertintas ir tékmeés

citometrijos metodu (29 pav.).
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29 pav. Tekmés citometrijos biidu nustatytas annexinV-FLUOS nusidaZziusiy
lasteliy kiekis kamienuose su Ras/PKA signalinio kelio komponenty
mutacijomis.

Tékmés citometrijos rezultatai parodé 5-10 % didesnj apoptoziniy
lasteliy kiekj, nei buvo nustatytas mikroskopuojant. Toks neatitikimas galéjo
atsirasti dél skirtingo dviejy metody jautrumo. Sio eksperimento metu buvo
gauta biitent apie 10 % sudaranti negyvy lgsteliy frakcija, kurios fluorescencija
Siek tiek skyrési nuo apoptozinémis laikomy lasteliy fluorescencijos. Remiantis
literatiiros duomenimis $i lgsteliy dalis buvo priskirta prie ankstyvaja apoptoze
patyrusiy lasteliy. Nepaisant Siy skirtumy, apoptoziniy lasteliy kiekio
populiacijoje varijacijos iSlieka tos pacios, t€kmés citometrija yra tinkamas
metodas ankstyvosios lgsteliy Zities Zymeny nustatymui. DidZiausias aneksinu
nusidaziusiy lasteliy kiekis nustatytas Ras2'®'°, APDE2 ir JT21569
kamienuose, o didZiausiu nekroziniy lasteliy skai¢iumi pasizymejo ARasl,
ARas2, ARasl/2 ir JT21570 kamienai. Papildomos PDE2 geno kopijos
jvedimas 1émé mazesnj apoptoziniy lgsteliy kiekj JT21570 kamiene, o PDE1
genas §ia savybe nepasizyméjo (JT21569).
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30 pav. Riigstinio streso sukelta apoptozé mieliy lastelése inkubavus jas pH
2,1 tirpale 4 val. ir 6 val.

Riigstinio streso tyrimai parod¢, kad mieliy lasteliy inkubavimas
kontroliniame pH 5,4 tirpale 4 val. apoptoze¢ indukavo maziau nei 1 %, o
inkubavimas 6 val. — maziau nei 5 % tirty kamieny lgsteliy. PrieSingai,
inkubacija pH 2,1 tirpale jau po 4 val. ankstyvaja apoptoze sukele 21,23 £ 1,26
% SP1 lasteliy, o po 6h — 41,12 £ 2,56 % (30 pav.). Patikimai panasus
aneksinu nusidaziusiy lasteliy kiekis nustatytas ARasl, APDEI ir visuose
transformantuose. Itin dideliu apoptoziniy lgsteliy kiekj stebéjome Ras2"¥"9 ir
APDE?2 kamienuose.

Jau po 4 wval. rigstinio streso sglygomis (pH 2,1) fosfatidilserino
lokalizacijos pakitimai nustatyti abiejuose kamienuose atitinkamai — 45,15 +
1,23 % ir 52,12 = 1,58 % lasteliy. Po 6 val. inkubacijos pH 2,1 tirpale
abiejuose kamienuose apoptoziniy lagsteliy kiekis iSaugo beveik dvigubai, t.y.
vir§ijo 98 procentus. StatistiSkai patikimas (p<0,05), palyginus su SP1,
aneksinu nusidaziusiy lgsteliy kiekis nustatytas ir JT21569 kamiene. JT21570
kamiene apoptoziniy lgsteliy kiekis buvo patikimai mazesnis nei SP1 kamiene.

Toks pat rezultatas gautas ir 4Ras2 ir ARas1/2 kamieny atveju. Paminétina tai,
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kad ankstyvaja apoptoze patyrusiy lasteliy kiekis 4Ras2, ARasl/2, APDEI/2,
JT21570 kamienuose nedid¢jo ilgéjant inkubacijos rigstinio streso sglygomis
laikui. Kitais atvejais buvo stebimas nuo inkubacijos laiko priklausomas

zenklus apoptoziniy Igsteliy kiekio padidéjimas.

3.3.3. DNR fragmentavimo jvertinimas.

DNR triikiy atsiradimas taip pat yra ankstyvosios apoptozés zymuo ir

buvo nustatomas atlieckat TUNEL reakcijg (31 pav.).

A

31 pav. TUNEL reakcija mieliy
lastelése. A) Neigiama kontrolé: mieliy
lastelés  dazytos be  terminalinés
deoksinukleotidiltransferazés; B)
Teigiama kontrolé: mieliy lastelés
papildomai paveiktos DNazel. C)
Analizuojamos  lastelés: ~ TUNEL-
teigiama reakcija — lastelés nusidazo
zaliai, o nesant DNR trukiy, DAPI
dazais daZosi tik lgsteliy branduolio
membranos.

Apoptoziniy DNR trikkiy metu atsiranda laisvi 3‘OH galai, kurie
paveikus terminaline deoksinukleotidiltransferaze gali biiti paZymimi
modifikuotais nukleotidais. TUNEL teigiamas fenotipinis pozymis — Zzaliai
nusidaZziusios Igstelés, rodo, kad jose atsirado DNR triikiy.

Turtingose YPD ir YPD-MES terpése DNR triikiai buvo nustatyti
maziau nei 1% lasteliy.
pVale

Teigiamai aneksinuV-FITC besidazancios kamieny Igstelés Ras
APDE?2 ir JT21569 taip pat rodé ir TUNEL teigiama fenotipa, atitinkamai
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94,25 £ 1,84 %, 86,26 £ 1,97 % 1r 73,25 + 1,84 %, taip demonstruodami DNR
trukiy atsiradimg po 78 val. augimo SC terpéje (30 pav.). Beje, RAS geny
delecijas turinCiuose kamienuose teigiama TUNEL reakcija buvo nustatyta
maziau nei 6 % lasteliy (4Rasi, ARas2, ARas1/2). DNR trukiai taip pat buvo
identifikuoti 23,8 + 1,54 % SP1 ir 18,24 + 1,64 % APDEI kamieny lasteliy.
JT21570 kamiene DNR triikkiai buvo nustatyti 4,02 + 1,34 % Iasteliy.
Transformantuose lasteliy su DNR pazaidomis kiekis nezymiai svyravo SP1
kamieno patikimumo ribose.

Pastovaus pH palaikymas SC-MES terpéje salygojo zenkly apoptoziniy
lasteliy kiekio populiacijoje sumazéjimg (32 pav.). DNR trukiai identifikuoti

maziau nei 6 % lasteliy.

SC
<100 - = SC-MES
oh I
£ I
- 80 -
= I
>
Z 60 -
=
e
(4]
> 40 -

X

7 |z

Z 20 - I 1 g I 1 I
2 I

S 4{2}\0’ Qg?’\ @é\* q’%\\% SORNAIPRE Q@ Q‘O\ N &*b( &b S \(\Q
@9, >y $ NN §Q P

32 pav. Ras/PKA signalinio kelio komponenty mutacijas turin¢iy kamieny su
fragmentuotu chromatinu kiekis kamienus auginus 78 valandas SC ir SC-MES

terpese.

Riigstinio streso jtakos eksperimenty rezultatai DNR triikkius turinciy
lasteliy atsiradimui pateikiami 33 pav. Inkubacija pH 5.4 tirpale né vieno

kamieno atveju neindukavo patikimo DNR trukius turinéiy Igsteliy kiekio
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atsiradimo. TUNEL-teigiamy fenotipy kiekis nevirSijo 3 %. Taciau jau po 4
val. SP1 kamieno kultivavimo rtgstinio Soko salygomis 15,59 + 0,84 %
lasteliy buvo nustatyti DNR triikiai. Po 6 val. inkubacijos Sis kiekis padidéjo
iki 29,07 £ 1,26 %. PanaSus DNR fragmentacija patyrusiy lasteliy kiekis

identifikuotas ir visuose transformanty kamienuose ir APDE1 kamiene.

mpH-54 mpH-21-4h
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33 pav. Lasteliy su DNR triikiais kiekis po riigStinio streso indukcijos mieliy
kamienuose su Ras/PKA signalinio kelio komponenty mutacijomis. Tiriamyjy
kamieny lastelés inkubuotos 6 val. kontroliniame pH 5,4 ir 4 ir 6 val. pH 2,1
tirpaluose.

StatistiSkai patikimas TUNEL teigiamy lasteliy kiekio padidéjimas
nustatytas Ras2"*"® ir PDE2 kamienuose, (p < 0,05). 4 val. rugstinio streso
indukcijos sglygojo DNR trukiy atsiradimg daugiau nei 50 % lasteliy, o po 6
val. TUNEL-teigiamy Iasteliy kiekis populiacijoje virsijo 85 %.

Papildomy fosfodiesteraziy geny kopijy jvedimas | PKA mutacijg

turin¢ius kamienus sglygojo skirtingus rezultatus:
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- PDE1 geno jvedimas po inkubacijos riigstinio streso sglygomis 4 ir 6
val. sukélé ankstyvaja apoptoze atitinkamai 34,59 + 0,9 1% ir 65,89 = 1,26 %
lasteliy,

- PDE2 geno jvedimas sglygojo patikima, palyginus su SP1, apoptoziniy
lasteliy kiekio sumgz¢jima iki 5,01 = 0,85 % po 4 val. ir 5,59 += 1,96 % po 6
valandy inkubacijos pH 2,1 tirpale.

RAS geny delecija ir Ha-ras geno jvedimas salygojo zenkliai mazesnj
lasteliy su DNR trukiais kiekj nei SP1 kamiene. Net ir po 6 valany inkubavimo
rigstinio streso saglygomis apoptoziniy lasteliy kiekis populiacijose nevirsijo 14
%. Patikimai maziau apoptoziniy lgsteliy, palyginus su laukiniu kamienu (p <
0,05), nustatyta ir APDE1/2 kamiene.

3.3.4. Aktyviy kaspaziy identifikavimas.

CaspACE™ FITC-VAD-FMK in situ Zymuo — tai fluoroizotiocianatas
(FITC) konjuguotas su kaspaziy inhibitoriumi VAD-FMK, kuris geba lengvai
patekti j lastelés vidy. Tokia struktira patekusi j lastele susijungia su
aktyviomis kaspazémis ir taip tarnauja apoptozés zymeniu, kuris gali biiti

Identifikuojamas nustatant fluorescencijos lygj (34 pav.)

34 pav. Aktyviy kaspaziy identifikavimas mieliy kamieny su Ras/PKA
signalinio kelio komponenty mutacijomis Igstelése. 1. Zaliai nusidazo aktyvias
kaspazes turinCios lgstelés. 2. Lastelés, neturinCios aktyviy kaspaziy, nesidazo.
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YPD ir YPD-MES terpése lasteliy, turin¢iy aktyvias kaspazes, buvo < 1
%. Tiek pat apoptoziniy lgsteliy nusatyta ir kontrolinése eksponentinés augimo
stadijos Igstelese SC ir SC-MES terpése.

Rezultatai parodé, kad po 78 valandy mieliy kamieny kultivavimo SC
terpeje 34,26 £ 1,22 % SP1 kamieno lasteliy buvo identifikuotos aktyvios
kaspazes. Panasus lgsteliy su aktyviomis kaspazémis kiekis buvo nustatytas ir
visuose transformantuose ir PDE1 geno mutacijg turiniame kamiene (35
pav.). Maziau nei 10 nuoSim¢iy aktyvias kaspazes turi 4Rasl, ARas2, ARasl/2
ir JT21570 kamieny lasteliy. 98,78 + 1,53 % Ras2"®'® kamieno lasteliy
identifikuotos aktyvios kaspazés. Panasus kiekis nustatytas ir APDE2 kamiene
— 97,69 = 0,87 %. Tai statistiskai patikimai didesnis kiekis, palyginus su SP1
kamienu (p < 0,05). Taip pat statistiSkai patikimai daugiau ankstyvaja apoptoze
patyrusiy lgsteliy nustatyta ir JT21569 kamiene (p < 0,05) — 65,26 + 1,29 %.
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35 pav. Lasteliy su aktyviomis kaspazémis kiekis mieliy kamienuose su
Ras/PKA signalinio kelio komponenty mutacijomis po 78 val augimo SC
terpéje.

Biitent Ras2 geno delecijg turin¢iame kamiene nustatyta tik 4,23 + 0,58

% apoptoziniy lasteliy, turinCiy aktyvias kaspazes. PanaSus ankstyvaja
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apoptozg patyrusiy lasteliy kiekis aptiktas ir Rasl geno delecijg turinciame
kamiene 5,15 + 1,47 %, ir ARasl/2 kamiene, kur mieliy RAS2 genas yra
pakeistas Ha-ras (5,12 £ 0,75 %). Nezymiai daugiau lasteliy su aktyviomis
kaspazémis identifikuota 4PDE1/2 kamiene — 10,02 + 1,51 % ir JT21570 —
6,42 + 1,47 %.

Pastovaus pH palaikymas mitybinéje terpéje Zenkliai maZino
apoptoziniy fenotipy atsiradimg mieliy lgstelése. Po 78 val. augimo SC-MES
terpéje maziau nei 5 % lasteliy nustatytos aktyvios kaspazes.

Rastinio Soko indukcija parodé¢, kad jau po 4 val. inkubacijos pH 2,1
tirpale daugiau nei 50 % Ras2"®'® ir APDE2 kamieny lasteliy buvo su
ankstyvosios apoptozés zymenimis (36 pav.), kai tuo tarpu pH 5,4 tirpale po 4

val. inkubacijos apoptoziniy Igsteliy kiekis buvo mazesnis nei 1 %.

4h m6h

kiekis, %0 N
SN (e} (@] o
(e} o o o

N
o

Lasteliy turindiy aktyviu kaspaziy

o

AN R NP AP PSR AZE TN AP IR P
ST 1F o DK YKL SN IR
RS O N AN
Py P T O

36 pav. Lasteliy su aktyviomis kaspazémis kiekis mieliy kamienuose su
Ras/PKA signalinio kelio komponenty mutacijomis jas inkubavus 4 ir 6 val.
pH 2,1 tirpale.

Aktyvios kaspazés po 4 val. rugsStinio streso salygomis nustatytos
daugiau nei 33 % JT21569 kamieno Igsteliy, o laukinio kamieno SP1 atveju
apoptoze nustatyta 18,23 + 1,21 % lasteliy. Panasus apoptoziniy lasteliy kiekis
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nustatytas ir visuose transformantuose ir A4PDEI1 kamiene. Maziau aktyvias
kaspazes turin¢iy lasteliy identifikuota APDE /2 kamiene, taciau Sis skirtumas,
palyginus su SP1, néra statistiSkai patikimas (p > 0,05). Riigstinis Sokas
aktyvavo kaspazes maziau nei 9 % ARasl, ARas2, ARasl/2 ir JT21570
kamieny lgsteliy. Net ir po 6 valandy kultiry inkubavimo riigstinio streso
salygomis apoptoziniy lasteliy kiekis iSliko labai panaSus ir nevir§ijo 13 %.

Jautriy riigStiniam Sokui kamieny atveju, inkubacijos laiko ilginimas
didino ir aktyvias kaspazes turinCiy lasteliy kiekj: Ras2"¥'® APDE?
kamienuose po 6h inkubacijos pH 2,1 tirpale apoptoziniy lgsteliy kiekis iSaugo
apie 40 %, JT21569 — beveik 30 %. Palyginus apoptoziniy lgsteliy kiekj po 4
val. ir 6 val. inkubacijos, statistiSkai patikimai daugiau apoptoziniy lasteliy
nustatyta SP1 ir APDE1 kamienuose ir Trl, Tr2, Tr3 transformantuose. Tr4 ir
Tr5 transformantuose aktyvias kaspazes turinCiy lgsteliy kiekis nepriklausé nuo
inkubacijos pH 2,1 tirpale laiko. Atspariuose riigStiniam Sokui kamienuose
inkubacijos laiko ilginimas nezenkliai didino apoptoziniy Igsteliy procenta
populiacijoje (p > 0,05), o0 JT21570 aktyvias kaspazes turinCiy Igsteliy kiekis
net Siek tiek sumazg¢jo.

Lasteles inkubavus kontroliniame pH 5,4 tirpale, nei po 4, nei po 6 val.
nebuvo stebima statistiSkai patikimos kaspaziy aktyvacijos mieliy lgstelése.
Visais atvejais, net ir po 6 val. inkubacijos, ankstyvaja apoptoze patirianciy

lasteliy kiekis buvo mazesnis nei 5 %.

Lasteliy zuties tipo jvertinimo eksperimentai jrodo, kad biitent Ras/PKA
signalinio kelio komponentai reguliuoja senéjimo ir ziities mechanizmus mieliy
lastelése natiiraliomis ir riigStinio streso sglygomis. ISsamus tokiy procesy
reguliacijos suvokimas ir galimybé juos kontroliuoti leisty panaudoti mieliy
kamienus daugelyje Zmogaus genetikos moksliniy tyrimy sri¢iy ir maisto

pramonés technologiniuose procesuose.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Mikroorganizmai ir aplinka sudaro vientisg, pastoviai sgveikaujancig ir
dél to besikeiCiancig sistema. Todél vienu 1§ pagrindiniy faktoriy
apsprendzian¢iy mikroorganizmy, tuo paciu ir mieliy, lagsteliy augimg ir
1Sgyvenimg yra nuolat besikeicianti aplinka. IS vienos pusés mikroorganizmai
reaguoja ] aplinkoje — terp¢je esancius mitybinius Saltinius, kita vertus, jy
augima jtakoja ir j aplinka sekretuojami paciy lasteliy metabolitai.

Viena 1§ molekuliniy sistemy, leidZian¢iy mieliy lgsteléms greitai
reaguoti j aplinka, yra Ras/PKA signalinis kelias. Jis jgalina Igstel¢ operatyviai
generuoti atsakg tiek ] maisto medziagy buvimg, tiek ir ] atsirandancius
aplinkoje stresinius veiksnius. Atsakas | stresg gali biiti pats jvairiausias — Nuo
lastelés ciklo sustabdymo iki jos Zities. Sio darbo metu buvo siekiama
i$siaiSkinti, kaip Ras/PKA signalinio kelio komponentai jtakoja atsaka i
palaipsniui natiraliai augimo metu mazéjant] aplinkos pH ir rugstinj stresg ir
kaip tai atsiliepia lgsteliy gyvybingumui ir Ziities programos pasirinkimui.

Miusy sukurtos eksperimentinés salygos leido analizuoti Ras/PKA
signalinio kelio komponenty jtakg mieliy kamieny metabolizmo efektyvumui,
lasteliy gyvybingumui ir jy ziities budo pasirinkimui nattralaus laipsniSko
terpés pH maZz¢jimo atveju ir rigstinio streso metu.

Visy mieliy kamieny augimo metu stebimas didesnis ar maZesnis
mitybinés terpés rugstéjimas. Analizuojant mieliy kamieny augimg YPD ir SC
terpése buvo jrodyta, kad pH patikimai maZz¢ja tik jiems augant sintetin¢je SC
terpéje. YPD terpéje pH kitimas buvo nedidelis. | jos sudétj jeinantis peptonas
gali pasizyméti buferinémis savybémis. Sioje terpéje buvo pasiekiamas ir
didelis lasteliy tankis, kuris nesiskyré palyginus atskirus kamienus.

Ras/PKA signalinio kelio komponenty mutacijas turin¢ius kamienus
kultivuojant SC terpéje iSrySkéjo Zenklis jy augimo ir tepés riig§tinimo
skirtumai. Tirty kamieny augimo ir pH kitimo rezultatai iSryskino palaipsnio
pH kitimo tiesioging koreliacijg su kultiiry augimo grei€iu, t.y. didziausig OT

pasiekiantys ir greiiausiai augantys kamienai pasizyméjo ir didZiausiu terpés
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rigstinimo efektu. Pagal augimo greit] ir mitybinés terpés pH mazé¢jima,
kamienus galima suskirstyti j dvi diskretines grupes:

1. Pirmosios kamieny grupés augimas ir jo metu pasiekiamas Zemiausias
pH nesiskyré nuo SP1 kamieno. Siai grupei priklauso ARasl, Ras2"®,
APDE?2, APDE1/2, JT21569 kamienai.

2. Antraja grupe sudaré kamienai, kurie pasieké statistiSkai patikimai
didesnj OT, palyginus su SP1 kamieno OT, o pasiekiamas zemiausias SC
terpés pH buvo patikimai maZesnis. Siai grupei priskiriami 4Ras2, ARasl/2,
APDEI, JT21570 Kamienai.

Transformanty augimas ir gebéjimas riigStinti mitybine¢ terpeg, iSskyrus
Tr2, nesiskyré nuo SP1. Tr2 transformanto atveju, 1asteliy tankis buvo tarpinis
tarp tévinio ir laukinio kamieny, o pasiekiamas Zemiausias pH statistiSkai
patikimai nesiskyré nuo 4Ras? kamieno. Galimas variantas, kad vidutinj
kopijy skaiciy turincios plazmidés nepakanka pilnai kompensuoti RAS2 geno
funkcijos netekimo, arba dal; kamieno lgsteliy populiacijos gali sudaryti
plazmidés netekusios, nesidalijancios, taciau iSlaikiusios gyvybinguma Igstelés.

Lasteliy augimo greitis ir pasiekiamas biomases kiekis atspindi 1gsteliy
replikacinj potencialg, o metabolizmo efektyvuma dalinai parodo gebéjimas
rugstinti mitybing terpeg. Lasteliy geb¢jimg augti ir iSgyventi tam tikroje
mitybin¢je terp¢je apsprendzia du pagrindiniai veiksniai — gliukozés
koncentracija ir terpés pH (Burtner ir kt., 2009). Mieliy kamienai paprastai yra
auginami mitybin¢je terpéje, turindioje 2 % gliukozés. Zinoma, kad Sios
koncentracijos sumazinimas iki 0,5 % ar 0.05 % pratesia lgsteliy replikacinj
amziy (Kaeberlein ir kt., 2005a; Lin ir kt., 2000; Kaeberlein ir kt., 2007) ir taip
yra pasiekiamas didesnis lasteliy tankis. Replikacinj mieliy amziy ilgina
mutacijos, mazinanc¢ios PKA ir TOR signaliniy keliy, reaguojanciy j aplinkoje
esanCias maisto medziagas, aktyvumg (Kaeberlein ir kt., 2005 b; 2005 c; Lin,
Guarente, 2006). Yra zinoma, kad mutacijos Siuose signaliniuose keliuose
lemia lgsteliy amZiaus ilgéjima nebepriklausomai nuo maisto medziagy
buvimo aplinkoje. Net ir esant skurdziai mitybinei aplinkai Igstelés intensyviai

auga ir dalijasi. (Steinkraus ir kt., 2008).
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Antrasis veiksnys, lemiantis lgsteliy augimg ir 1Sgyvenima, yra terpés
pH. Mielése ir daugelyje kity gryby, aplinkos riigstéjimas aktyvina Ras/PKA
signalinj kelig. Mitybiné terpé pagrindinai rugstéja del acto riigSties kaupimosi
joje (Ludovico ir kt., 2001). Be acetato terpéje kaupiasi ir kitos organinés
rigsStys — malatas, piruvatas, oksalatas ir k.t., kurios riigstinéje aplinkoje
stiprina toksin] acto riigSties poveikj lgsteléms mazindamos aplinkos pH
(Burtner ir kt., 2009). Acto riigSties sukeltas terpés riigstéjimas veda prie
vidulgstelinio riugste¢jimo (Mollapour, ir kt., 2006), o tai sukelia Ras/PKA
signalin] atsaka.

Miisy eksperimenty metu nustatyta, kad pakitusio Ras/PKA signalinio
kelio aktyvumo kamieny augimo greitis ir sukaupiamas biomases kiekis terpéje
su pastoviu pH (SC-MES) buvo kelis kartus didesnis nei toje pacioje terpéje tik
kintan¢io pH salygomis (SC). Tokie rezultatai jrodo, kad Ras/PKA signalinio
kelio kompenentai vaidina svarby vaidmenj, lemiantj lasteliy adaptacija
natiralaus aplinkos pH maZ¢jimo metu. Tiek kelio padidinto aktyvinimo, tiek
ir aktyvumo sumaz¢jimo atveju, sutrikdoma adekvati lastelés reakcija i
pasikeitusig aplinka, kas salygoja Zenkly Igsteliy amziaus trumpéjimg arba
atvirksciai.

Misy tyrimo duomenys buvo patvirtinti ir Burtner su bendraautoriais,
kurie nustate, kad aplinkos pH taip pat gali turéti jtakos replikaciniam lgsteliy
potencialui Ras/PKA signalinio kelio mutantuose (2009).

Mutacijy salygoti Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo pakitimai
zenkliai jtakojo ir mieliy lgsteliy gyvybinguma. Misy tyrimo metu buvo
jrodyta, kad palaipsniui riigS§téjancioje aplinkoje RAS genai pasiZzymi skirtinga
funkcija lagsteliy gyvybingumo atzvilgiu. RAS2 geno delecija sukélé zymiai
didesnj gyvybingumo padididéjimg, augant mieléms SC terpéje kintanc¢io pH
saglygomis, palyginus su SP1 kamienu, nei RAS1 delecija. Pasiekiamas
Zzemiausiais terpés pH yra 2,28 ARas2 kamieno atveju, 0 4Ras! kamienas
terpés pH mazino iki 3,35. Taigi natiiraliai rigstéjancioje aplinkoje pagrindinio
neigiamo mieliy Igsteliy gyvybingumo reguliatoriaus vaidmuo tenka RAS2

genui, 0 RAS1 funkcija Siame procese licka neatskleista.
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Jau nuo 1994 mety yra diskutuojama apie skirtingg RAS1 ir RAS2 geny
vaidmen] Iastelés ilgaamziSkumo kontekste, ir prieita iSvados, kad pagrindinis
adenilatciklazg kontroliuojantis genas yra RAS2, o tuo tarpu RAS1 atlieka
pagalbing funkcija (Sun ir kt., 1994). Mieliy RAS genai, pagrindiniai
adenilatciklazés reguliatoriai, pasiZzymi > 70 % bendru sekos panaSumu ir net
90 % identiSkumu N terminaliniame gale. Jrodyta, kad abiejy geny netekimas
sukelia Igstelés ciklo stabdymg G, stadijoje ir yra letalus (Toda ir kt., 1985).

Jei Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo sumazinimas zenkliai didino
mieliy lgsteliy gyvybinguma, tai jo padidintas aktyvinimas sukelia patikimg
gyvybingumo sumazéjimg palyginus su laukinu kamienu. Jau po 46 valandy
augimo SC terp¢je, ankstyvojoje stacionariojoje stadijoje, 32,37 % Ras2"2°
kamieno Igsteliy buvo identifikuojamos, kaip Zuvusios. Senai nustatyta, kad
Ras2"a1° yra nejautrios pakitimams jy mitybin¢je aplinkoje arba nesugeba
generuoti tinkamo fiziologinio atsako j stresines salygas — diploidinés laselés
nesporuliuoja bado sglygomis, haploidinés lgstelés nekaupia maisto medZiagy
peréjusios | stacionariajg stadija (Toda ir kt., 1987).

Miisy eksperimentai parodé, kad riigitéjandioje aplinkoje Ras2"®™
lasteliy gyvybingumas patikimai maZzéja jau ankstyvojoje stacionariojoje
stadijoje, kai kity kamieny gyvybingumas Siame augimo etape virSija 80 %.
Panasiis rezultatai gauti ir analizuojant APDE2 kamieno gyvybingumg. Po 46
valandy augimo SC terp¢je gyvos isliko tik 63,80 = 0,816 % lasteliy. Abu Sie
kamienai pagal fenotipines charakteristikas priskiriami padidéjusio Ras/PKA
signalinio kelio aktyvumo kamienams. Abiejuose kamienuose nustatytas
padidéjes cAMP lygis palyginus su laukinio tipo kamienais (Hlavata ir kt.,
2003, Thevelein ir kt., 1999). Irodyta, kad dvigubame mutantiniame kamiene
Ras2"*pdelApde24 cAMP lygis keliasdesimt karty vir§ija normaly (Nikawa
ir kt., 1987).

Vélyvojoje stacionariojoje stadijoje, po 78 valandy augimo SC terpé¢je,
PDE2 kamieno gyvybingumas statistiSkai nesiskyré nuo SPI1, o Ras2"a!
kamieno atveju buvo stebimas zenklus gyvybingumo sumaz¢jimas. Tai rodo,

Vall9

kad konstitutyvus Ras/PKA signalinio kelio aktyvinimas (Ras'“ ) sukelia
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rySkesnius lasteliy fiziologinius pokycius, o PDE2 geno netekimas, Siomis
aplinkos salygomis, gali biiti dalinai kompensuotas PDE1 geno (Park ir kt.,
2005).

Natiiraliai riigstéjancioje aplinkoje dviejy mieliy fosfodiesteraziy
inaktyvinimas turéjo visiSkai prieSingg poveiki lasteliy gyvybingumui: Pdelp
inaktyvinimas lémé¢ statistiSkai patikima lasteliy gyvybingumo padidéjima, kai
Pde2p inaktyvinimas sglygojo patikimg sumaZz¢jimg, palyginus su SP1
kamienu (abiem atvejais p<0,05). 4PDE1/2 kamiene lgsteliy gyvybingumas
buvo statistiSkai panaSus j APDE1 kamieno. Tai rodo, kad riig§tin¢je aplinkoje
pagrindinio neigiamo lgsteliy gyvybingumo reguliatoriaus vaidmuo tenka
Pdelp fosfodiesterazei, o jos inaktyvacijos sukeliamas efektas islieka ir
APDE1/2 kamiene. Mieliy lasteléms augant laipsnisko riig§téjimo salygomis
dviguba abiejy fosfodiesteraziy geny delecija sukele rySky lasteliy
gyvybingumo padidéjima palyginus su APDE2 kamienu.

Zinoma, kad Pde2p kontroliuoja bazinj cAMP kiekj lasteléje
stacionariojoje stadijoje (Park ir kt., 2005) ir saugo ja nuo ekstralgstelinio
cAMP. Todé¢l Sio geno inaktyvinimas lemia lgsteliy homeostazinio balanso
sutrikimg, kas veda prie lgsteliy gyvybingumo maz¢jimo. Pdelp reikalingas
dideliy cAMP koncentracijy degradavimui (Wilson ir kt., 1993). Vélyvosios
stacionariosios stadijos metu, tiek riigStinio streso, tiek ir laipsnisko riig§téjimo,
salygomis, Zenkliai iSauga cAMP sintezé. Todél tokioje aplinkoje pagrindinis
cAMP skaldytojo vaidmuo tenka butent Pdelp. Jo inaktyvinimas riig§tinémis
salygomis veda prie Iasteliy gyvybingumo padidéjimo.

Tékmeés citometrijos blidu buvo patvirtinti lagsteliy gyvybingumo
rezultatai. Visais atvejais buvo nustatyta mazdaug 10-20 % daugiau negyvy
lasteliy nei mikroskopuojant. Témés citometrijos biidu bet koks lgsteliy
nusidazymas (dalinis, rausva, gelsva, rusva spalva) yra registruojamas kaip
teigiamas signalas. Mikroskopuojant negyvos yra tik tos lgstelés, kurios yra
pilnai nusidaziusios propidzio jodidu ir $vyti raudonai. Taip pat | bendrus
skaiCiavimus néra jtraukiami nusidazg¢ Iasteliy fragmentai ar artefaktai,

atsirandantys preparaty paruoSimo metu, ir nevertinama nattrali lgsteliy
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autofluorescencija, o tekmeés citometru visa tai skaiiuojama kaip teigiamas
signalas.

Lasteliy geb¢jimas formuoti kolonijas turéjo parodyti, kiek gyvy lasteliy
geba replikuotis ir formuoti kolonijas, o taip pat, kiek procenty i§ negyvomis
laikyty lgsteliy sugeba pratesti savo gyvavimg perkélus jas 1 geresnes salygas.
Kaip mikroskopijos ir t¢kmes citometrijos metodai, taip ir i§s¢jimai neparode
jokio statistinio pokyc¢io, palyginus lgsteliy augimg YPD ir YPD-MES terpése.
Palankiose salygose vir§ 90% lasteliy gebéjo formuoti kolonijas.

Po 78 wval. augimo SC mitybinéje terpéje kolonijy formavimo
eksperimento rezultatai parodé, kad visuose kamienuose kolonijas
formuojanciy lasteliy dalis buvo mazesné nei mikroskopijos metu nustatytas
gyvy lasteliy kiekis. Tokie rezultatai taip pat gali biiti susij¢ su skirtingu
metody jautrumu, taip pat jmanoma, kad dalis gyvomis laikomy Iasteliy
rigstinio pH aplinkoje visgi praranda replikacinj potencialg ir net perkeélus jas |
palankias salygas nebesugeba formuoti kolonijy. Kaip ir ankstesni
eksperimentai, taip ir geb¢jimo formuoti kolonijas patikrinimas parodé, kad
lasteles auginus pastovaus pH salygomis (SC-MES) jy gyvybingumas, o kartu
ir kolonijy formavimo gebéjimai, Zenkliai iSauga. Tr2 transformante nustatytas
patikimas lgsteliy gyvybingumo skirtumas, palyginus mikroskopijos ir kolonijy
formavimo testo rezultatus. Neatmestina galimybé, kad Siame kamiene gali
egzistuoti dalis lasteliy, kurios yra pametusios plazmides, nebesidauginancios,
taciau iSlikusios gyvos. Tokios lgstelés perkeltos 1§ minimaliy salygy j turtingg
mitybing terpg¢ geba daugintis ir formuoti kolonijas.

Beveik visais atvejais labiausiai terpés pH mazinantys kamienai
pasizyméjo ir didziausiu lgsteliy gyvybingumu. Tai rodo, kad aukstu
metabolizmo lygiu pasiZzymincios mieliy lgstelés geba apsisaugoti nuo Zemo
aplinkos pH poveikio, iSlaikyti savo gyvybinguma ir pratesti amziy. Miisy ir
kity autoriy atlikti tyrimai tyrimai parodé, kad pastovaus pH palaikymas
mitybin¢je terp¢je Zenkliai pratesia Igsteliy chronologinj amziy. Kokie
vidulgsteliniai veiksniai lemia stacionariosios fazés Iasteliy atsparumag

besikaupiantiems metabolitams ir maz¢janiam terpés pH? Burhans ir
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Weinberger 2009 metais parodé, kad nudazius lasteles propidZio jodidu
maziausiai 2 kartus didesnis kiekis nebuferintoje mitybinéje terpé¢je auganciy
lasteliy mirSta pumpuruodamos nei nepumpuruodamos. O palaikant pastovy
terpés pH skirtumo tarp zistan¢iy lasteliy, vis dar besidalijanciy
pumpuravimosi biidu ir nesidalijan€iy nebuvo nustatyta. Pateikti rezultatai
rodo, kad acto riigSties kaupimasis stacionariosios fazés kultiirose inhibuoja jy
lastelés ciklo stabdyma G; stadijoje ir yra toksiSkas toms lgsteléms, kuriy
ciklas nebuvo sustabdomas G; stadijoje (Burhans, Weinberger 2009).

Biitent Ras/PKA signalinio kelio aktyvumas yra tiesiogiai susijes su
lastelés ciklo sustabdymu, taigi ir atsparumo mechanizmu, natiiralaus terpés
rigstéjimo salygomis. Mutacijos Ras/PKA signaliniame kelyje keicia Igsteliy
geb¢jima adekvaciai reaguoti ir ] stresines salygas. DidZiausiu atsparumu
stresinéms salygoms pasizyméjo ARas2? kamienas. Sio kamieno lasteliy
gyvybingumas inkubavus jas pH 2,1 tirpale kelis kartus vir§ijo SP1 kamieno
gyvybinguma (p < 0,001). RAS1 geno delecija riigStinio streso metu turéjo kur
kas mazesne jtaka mieliy lasteliy gyvybingumui. 4Ras/ kamieno Igsteliy
gyvybingumas nezenkliai skyrési nuo SP1.

Irodyta, kad biitent RAS2 genas yra vienas svarbiausiy, streso metu
veikiangiy geny reguliatoriy (Jazwinski, 2002). Zinoma, kad RAS2 genas
slopina geny, savo promotoriuose turin¢iy STRE elementus, transkripcijg ir
taip stabdo streso atsaky. Konstitutyvus Ras2/cAMP kaskados aktyvinimas
veda prie nereguliuojamos proliferacijos ir jautrumo jvairiems stresams
(Broach, 1991). Zinoma, kad riigitinio streso metu RAS2 geno delecija sukelia
nuolating karscio Soko ir kity stresiniy saglygy geny ekspresija ir didina bendra
lasteliy atsparumg stresui (Estruch, 2000). Nustatyta, kad ras24 Iasteliy
atsparumas zemam pH gali biiti susijes su $iy kamieny ciklo stabdymu G;
stadijoje greiciausiai indukuojant nuo cikliny priklausomy kinaziy inhibitoriy
Sicl (Zapater ir kt., 2005). Sicl blokuoja Igsteliy peréjima i S fazg.

Mes parodéme, kad riigStinio streso metu konstitutyvus Ras/PKA
signalinio kelio aktyvinimas sukélé patikimg Igsteliy  gyvybingumo

sumaz¢jimg, palyginus su SP1 kamienu. Jautrumas riigStiniam stresui
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pasireiské ir inaktyvinus PDE2 gena. APDE2 kamieno lastelése nustatytas
patikimai mazesnis gyvy lasteliy kiekis nei SP1. Tai patvirtina fakta, kad
padidéjes cAMP kiekis lastel¢je yra tiesiogiai susijes su padidejusiu PKA
fosforilinimo sukeltu jautrumu stresams (Stanhill ir kt., 1999). PDEL ir PDE2
fosfodiesterazés pasizyméejo skirtinga jtaka lasteliy gyvybingumui PKA
mutacijas turiniame kamiene. Papildomos PDE1 kopijos ivedimas salygojo
statistiSkai patikimg lgsteliy gyvybingumo sumaz¢jimg, palyginus su SP1, kai
papildoma PDE2 kopija sukélé visiSkai prieSingg efekta ir Igsteliy
gyvybingumas zenkliai iSaugo. Jautrumas stresams koreliuoja su baziniu
cAMP lygiu, Kkuris stacionariojoje stadijoje pagrindinai priklauso nuo Pde2p
(Park ir kt., 2005). Papildomos PDE2 kopijos jvedimas mazina bazinj cAMP
lygi, kas sukelia atsparuma stresams ir lgsteliy gyvybingumas Zenkliai iSauga.

Kolonijy formavimo eksperimentai parodé, kad nors bendras nustatytas
kolonijas formuojanciy lasteliy kiekis populiacijose buvo Siek tiek mazesnis
nei mikroskopijos metu gautas gyvy lasteliy skaicius, taCiau didZiausiu
gyvybingumu po rigstinio streso pasizyméje kamienai formavo ir daugiausiai
kolonijy. Tai rodo, kad atsparumas stresinéms saglygoms tiesiogiai koreliuoja ir
su lasteliy replikaciniu potencialu, taciau nebiitinai visos gyvomis laikytos
lasteles i8laiko gebeéjima replikuoti po streso.

Ras/PKA signalinis kelias atsakg j stresg reguliuoja per bendrg streso
atsako sistema, t.y. per Msn2 ir Msn4 genus, ir keiCia jy lokalizacija lasteléje
(Smith ir kt., 1998). Ras/PKA signalinio kelio padidéjes aktyvumas lemia
Msn2 ir Msn4 transkripcijos veiksniy fosforilinimg ir neleidzia Siems
elementams patekti } branduolj, kur jie turéty jungtis prie streso atsako geny ir
aktyvinti jy transkripcijg, todél lastelése visiSkai nevyksta streso geny
ekspresija, d¢l to mazéja jy gyvybingumas (Gonze ir kt., 2008).

Gauti rezultatai rodo, kad Ras/PKA signalinio kelio komponentai,
regulivojantys cAMP kieki mieliy lastelése, pastovaus terpés rugsStejimo
salygomis ir riigStinio streso metu dalyvauja lagsteliy gyvybingumo ir
ilgaamziskumo reguliacijos procesuose. Taciau galiausiai lgstelés gyvybinio

ciklo, kaip ir kiekvienos biologinés sistemos, pakutinis etapas yra jos Zitis. Tad
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kyla klausimas, kokj vaidmenj Sio paskutinio etapo reguliacijoje atlieka
Ras/PKA kelio komponentai?

Diskusijy, kad mielés irgi patiria apoptoze, nebekyla, taciau altruistiné
programuota lgsteliy ziitis yra naudinga tik tada, kai mielés yra populiacijoje.
Taigi i8lieka klausimas, kaip pavienes lgstelés jaucia savo kaimyniy buvima
aplinkoje?

Teigiama, kad laipsniSkas terpés rugstéjimas dél acto riigsties
akumuliacijos gali biti susijes su tarpusavio rySio pajutimo mechanizmu
(Fabrizio ir kt., 2004). Apoptozes kelio pasirinkimas reikalauja molekuliniy
ivykiy kaskados, kurios pabaiga yra programuota lgstelés zutis (Ludovico ir
kt., 2001). Idomu tai, kad vienoms lgsteléms mirStant senose kultiirose
apoptoziniu keliu, kitos iSlieka aktyvios ir padidina savo mutavimo daznj taip
ieSkodamos palankiy genomo pasikeitimy (Fabrizio ir kt., 2004). Nustatyta,
kad zemo pH ir acetato kombinacija sukelia ziit] mieliy kultiirose su apoptozei
budingais zZymenimis (Ludovico ir kt., 2001). Yra Zinoma, kad Ras/PKA
signalinis kelias reguliuoja nuo aktino reorganizacijos priklausomg apoptoze
mielése. Biitent Ras/PKA veikia kaip tarpininkas sujungiant aplinkos signalus,
tokius kaip pH Kitimas, ir informacija apie maisto medziagas ir F-aktino
reorganizacija (Ho, Bretcher, 2001, Hubbertsey, Mottillo, 2002). Taip pat
padidéjes kelio aktyvumas susijes su ROS akumuliacija ir 1astelinio kvépavimo
efektyvumu, kas vélgi lemia apoptoziniy fenotipy formavimasi mieliy lastelése
(Hlavata ir kt., 2003). Taigi Ras/PKA kelias jtakoja daugelj su apoptoze
susijusiy veiksniy.

Misy eksperimentais buvo jrodyta, kad Ras/PKA signalinis kelias
reguliuoja mieliy lasteliy gyvybingumg riigStinéje aplinkoje (Lastauskien,
Citavi¢ius 2008; Lastauskiene, Citavi¢ius 2009). Kitame darbo etape siekéme
iSsiaiSkinti ar rugstinése salygose mieliy lgsteliy zities formy (apoptoze ar
nekroz¢) pasirinkimas priklauso nuo Sio signalinio kelio? Siekiant gauti
atsakymg analizavome ankstyvosios apoptozeés Zymeny pasireiSkima lgstelése:

1. Ankstyvosios apoptozés pasireiSkimg Iastelése leidzia atskleisti

branduolio morfologijos jvertinimas. Po 78 valandy tiriamyjy kamieny augimo
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YPD terpéje branduolio fragmentacija buvo stebima maziau nei 5 % lasteliy. O
po 78 valandy augimo SC terpéje lasteliy su fragmentuotais branduoliais kiekis
zenkliai 1Saugo, palyginus su YPD terpéje auganciy lasteliy branduolio
struktura. Vir§ 60 % SP1 kamieno lasteliy buvo identifikuoti branduolio
morfologijos pakitimai. Maziausiai fragmentuoty branduoliy buvo nustatyta
ARasl/2 kamiene, 17,39 + 545 %, o anks€iau nustatytas lasteliy
gyvybingumas $ioje augimo stadijoje buvo 93,37 + 1,109 %. Toks neatitikimas
tarp branduolio fragmentacijos ir lasteliy gyvybingumo rodo, kad ne visi
matomi pakitimai yra letaliis. Taip pat Siame kamiene nustatytas didelis
dvibranduoliy Igsteliy skai¢ius rodo, kad poriniy branduoliy atsiradimas taip
pat nejtakoja lgsteliy gyvybingumo.

Diskusijoje, ar poriniai branduoliai yra tiesiog simetriSkas branduolio
fragmentacijos padarinys (Madeo ir kt., 1997), ar endomitozés sukeltas
reiSkinys (Pichova ir kt., 1997), mes linke palaikyti endomitozes teorija, nes
mikroskopijos metu nustatytas poriniy branduoliy dydis atitinka normalios
lastelés branduolio dydj, o fragmentacijos metu gaunami kur kas mazesnis
branduolio fragmentai. Manoma, kad butent endomitozés procesas yra susijgs
su RAS2 geno delecija (Pichova ir kt., 1997).

StatistiSkai patikimai maZiau fragmentuoty branduoliy ir patikimai
daugiau dvibranduoliy Igsteliy, palyginus su SPI, nustatyta ir ARasl/2
kamiene. Tai rodo, kad Ha-ras sukeliamo lasteliy amziaus pratgsimo
mechanizmas yra labai panaSus ;] RAS2 geno delecijos indukuojama.

APDE] kamiene fragmentuoty branduoliy kiekis buvo patikimai
mazesnis nei SP1, taCiau nustatytas patikimai didesnis kity pakitimy skaicius.
Konfokalinés mikroskopijos pagalba nustatyta, kad didziaja dalj Siy pakitimy
sudaré difuziniai branduoliai.

26,50 + 3,44 % kitiems pakitimams priskiriamy branduolio morfologijy,
kuriy didziaja dalj taipogi sudaré difuziniai branduoliai, nustatyta ir ARas!
kamiene. Tokie rezultatai dar karta patvirtina nevienodg RAS geny indél; |

lastelés gyvybingumo palaikyma riig§tinémis saglygomis.
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2. Ankstyvosios apoptozés fenotipas buvo vertintas daZant
fosfatidilsering. Fosfatidilserino molekulés sveikose Iastelése yra lokalizuotos
lastelés viduje, Sios lokalizacijos sutrikimas rodo ankstyvosios apoptozés
pradzig ir gali biiti nustatomas kaip fosfatidilserino eksternalizacijos paseka
(Barnett at al., 2000). Jau 1995 metais buvo jrodyta, kad fosfatidilserino
lokalizacijos pasikeitimas yra nustatomas visuose tirtuose apoptoziniy lgsteliy
tipuose, nepriklausomai nuo apoptozés induktoriaus dar prieS membranoms
prarandant integralumg (Martin, Hall, 1995). Tai padaro dazymo aneksinu testa
universaliu apoptozés zymeny nustatymo jrankiu.

3. Kitas, neabejotinai su apoptoze susijgs procesas — DNR triikkiy
atsiradimas. TUNEL dazymas leidzia nespecifiSskai nustatyti tiek
viengrandzius, tiek ir dvigrandZzius DNR trukius (Madeo ir kt., 1997; Ribeiro ir
kt., 2006)

4. Zinduoliy lastelése identifikuojami kaspazinis aktyvumas vertinamas,
kaip apoptozés zymenuo. Mieliy lastelése iki Siol identifikuota viena kaspazé —
tai Mcalp, kuri siejama su proapoptoziniy fenotipy atsiradimu lastelése joms
ziistant dél vandenilio peroksido poveikio. Sios kaspazés aktyvumo
pasireiSkimas lasteliy zttyje dél acto riigSties poveikio ir senéjimo leidzia
teigti, kad tokia Ziities forma gali buti priskiriama apoptozei (Madeo ir kt.,
2002). Su apoptoze susije ir kiti, kaspazes primenantys, proteolitiniai
aktyvumai mielése (Herker ir kt., 2004). FITC-VAD-FMK leidzia identifikuoti
tiek kaspazinius, tiek ir j kaspazes panaSius aktyvumus mielése, kurie tarnauja
apoptozes zymenimis. Tod¢l §] Zymenj panaudojome miisy tyrimuose siekiant
i§siaiSkinti ztties mechanizmus laipsniSko mitybinés aplinkos rtgstéjimo ir
lasteliy sen¢jimo salygomis, taip pat ir indukavus riigStinj stresg.

Misy atlikty eksperimenty rezultatai rodo, kad S$iy trijy apoptozés
nustatymo metody duomenys tiesiogiai koreliuoja (37 pav.). Branduoliy
morfologijos tyrimas parod¢ kur kas didesnius Iasteliy su pakitusiais
branduoliais kiekius populiacijose. Toks rezultaty iSsiskyrimas rodo, kad

branduolio fragmentacija tik parodo galimai vykstanc¢ig apoptoz¢ mieliy
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lastelése, taciau nenusako kiekybinés jos iSraiSkos, t.y. daugeli morfologiniy
branduolio pakitimy lgstelés geba pasalinti ir toliau sékmingai iSgyventi.

SP1 kamiene ir transformantuose sutrikusios fosfatidilserino
lokalizacijos ir kaspazinius aktyvumus turin¢iy lgsteliy kiekiai sutapo (37
pav.). Siek tiek maziau (apie 10 %) juose buvo identifikuota lasteliy su DNR
trukiais. Transformuotuose kamienuose apoptoziniy lasteliy kiekis statistiSkai
nesiskyré nuo laukinio kamieno. StatistiSkai nesiskiriantis nuo SP1 aneksinu,

kaspaze-teigiamai ir TUNEL nusidaziusiy Igsteliy kiekis nustatytas ir APDE1

kamiene.
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37 pav. Trijy apoptozés nustatymo metody tarpusavio koreliacija. Ankstyvaja
apoptozeg patyrusiy lasteliy kiekis po 78 valandy augimo SC terp¢je jvertintas
dazant aneksinu, identifikuojant kaspazinj aktyvuma ar nustatant DNR trukius.

StatistiSkai panasiis trijy apoptozés zymeny nustatymo metody rezultatai
buvo gauti vertinant ARasl, ARas2, ARasl/2 ir JT21570 kamieny zities
mechanizmus. Tokie rezultatai leidzia teigti, kad RAS geny mutacijos sustabdo
apoptozinés lgsteliy ziities programos vykdyma lgstelése pratesdamos jy amziy
ir salygodamos nekrozinio ziities biido pasirinkimg. Taip pat miisy tyrimai

patvirtina anksciau iskeltg prielaidg, kad papildoma PDE2 geno kopija gali
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1Sgelbéti PKA mutacijg turint; kamieng nuo programuotos lasteliy ziities (Ma ir
kt., 1999). PDE1 papildomos kopijos jvedimas tokiu efektu nepasizyméjo, ir
JT21569 kamiene apoptoziniy lasteliy kiekis buvo zenkliai didesnis nei SP1.

Jei PDE2 geno inaktyvinimas indukavo apoptoze mielése esant
rugStinéms salygoms, tai PDE1 inaktyvinimas tokiu efektu nepasizymeéjo.
Apoptoziniy lgsteliy kiekis iSliko toks kaip ir SP1 kamieno. Lasteliy
gyvybingumo jvertinimas parodé, kad abiejy fosfodiesteraziy geny
inaktyvinimas sukelia panaSy efektg kaip APDE kamieno atveju. Apoptozes
zymeny analiz¢ atskleidé, kad Siuo atveju dviguba geny mutacija sukélé labiau
nekrozinio Zities budo atsiradimga APDEI/2 kamieno lastelese: APDE1/2
kamiene nustatyta statistiSkai patikimai maziau apoptoziniy lasteliy nei APDE]
kamiene.

Didziausias ankstyvaja apoptoze patyrusiy lgsteliy kiekis nustatytas
maziausiu gyvybingumu pasizyminiuose kamienuose: Ras2"¥"® ir 4PDE2.
Toks didelis apoptoziniy lasteliy kiekis populiacijoje rodo, kad net ir tose
lastelése, kurios mikroskopijos metu buvo jvertintos, kaip gyvos, jau yra
prasid¢je ankstyvosios programuotos lgsteliy Zities procesai. I$ trijy apoptozés
zymeny Siek tiek didesnis buvo aktyvias kaspazes turinciy lagsteliy kiekis.

Ankstesni tyrimai rodo, kad Ras2"®"

alelj turinCiose lastelése kaupiasi
reaktyvusis deguonis (Hlavata ir kt., 2003) ir Zenkliai trumpé¢ja Igsteliy
replikacinis amzius (Laun ir kt., 2001; Jazwinski ir kt., 1999b; Lin ir kt., 2000;
Steinkraus ir kt., 2008). 1zoliavus tokiy lgsteliy mitochondrijas paaiskéjo, kad
jose drastiSkai padidéjes oksidacines pazaidas patyrusiy baltymy kiekis
(Hlavata ir kt., 2003). Ras2"®"® mutanty problemos susidorojant su oksidaciniu
stresu gali buti susijusios su dviem nepriklausomais keliais: a) konstitutyviai
aktyvia cAMP/PKA sistema, kuri efektyviai mazina STRE elementus turin¢iy
geny ekspresijg, taip pat ir ty, kurie susije su apsauga nuo oksidaciniy
pazeidimy (Hasan ir kt., 2002), b) PKA nepriklausomas kelias uzrakinantis
kvépavimo procesg nefosforilintoje formoje (Hlavata ir kt., 2003). Mieliy
lasteliy gyvenimo trukmés analizé parodé, kad padidéjusia PDE2 ekspresija

Val19
2

sulétina Ras sen¢jimg . Inaktyvinus PDEZ2 geng maz¢ja kamieny
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atsparumas jvairiems stresams (Saldymui-dZiovinimui, sunkiesiems metalams,
NaCl, kars¢iui, Sal¢iui ir t.t.). Irodyta, kad padidéjes Ras kelio aktyvumas
skatina programuotg lgsteliy Ziti ne tik mielése, bet ir kituose mieliagrybiuose,
tokiuose kaip patogeninis Candida albicans (Philips at al., 2006).

Misy eksperimentais buvo jrodyta, kad deél streso Zenkliai iSauga
lasteliy mirtingumas su apoptozei budingais fenotipiniais poZymiais. Yra
zinoma, kad atsparumas stresui lgsteléje koreliuoja su baziniu cAMP lygiu
(Russell ir kt., 1993). Ankséiau jrodyta, kad butent PDE2 papildoma kopija
gali apsaugoti neaktyvig PKA turinCias lasteles nuo aktino reguliuojamos
apoptozes mielése (Gourlay, Ayscough 2005). Misy atlikti tyrimai rodo, kad
papildoma PDE2 geno kopija atlicka ta patj vaidmenj ir rigsStinio streso
sukeltos apoptozés atveju. APDEI] kamiene apoptoziniy lasteliy kiekis
nesiskyré nuo SP1, o abiejy fosfodiesteraziy geny delecija mazino apoptoziniy
lasteliy kiekj populiacijoje (Ma ir kt., 1999). Gourlay ir Ayscough parodé, kad
apoptozés mieliy lagstelése gali buti iSvengta arba inaktyvinant RAS2,
padidinant PDE2 ekspresija, arba inhibuojant kvépavimo grandinés funkcija
(Gourlay and Ayscough 2005).

Kiti autoriai kiek véliau parod¢, kad riigS§tinémis salygomis RAS2
delecija sukelia lasteliy ilgaamziskumo padidéjimg didindama atsparumg acto
rig§éiai (Burtner ir kt., 2009). Siuo metu yra aktyviai tiriama, kaip acto rigstis
sukelia lgsteliy ziit]. Acetatas negali biti tiesiogiai paimamas 1§ aplinkos, taciau
protonizuota acto rugstis gali pereiti plazming membrang sukeldama
vidulgstelinj rugstéjimg (Mollapour ir kt., 2006). Toks modelis gali paaiSkinti
misy atlikty tyrimy rezultatus, kai pastovaus 5,4 terpés pH palaikymas, padeda
iSvengti acto rugsties toksiSkumo.

Misy tyrimo duomenis patvirtina ir Burtner su bendraautoriais véliau
atlikti eksperimentai (2009). Terpés buferinimas didina stacionariojoje augimo
stadijoje esanciy lasteliy su G; stadijoje sustabdytu lastelés ciklu kiekj
(Burhans ir kt., 2009). Tokie eksperimentiniai duomenys rodo, kad terpés pH
yra susijes tiek su chronologinio, tiek ir su replikacinio amziaus reguliacija

mielése. Pripazinta, kad pagrindiniu aplinkos pH mazinanc¢iu ir programuota
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lasteliy Zit; sukelian¢iu veiksniu yra acto raistis (Ludovico ir kt., 2001;
Ludovico ir kt., 2002; Granot ir kt., 2003; Knorre ir kt., 2005), taciau ir kitos
lasteliy augimo metu gaminamos organinés rugstys turi jtakos mieliy lgsteliy
7u¢iai. Si jtaka pasireiskia tuo, kad besikaupiantys malatas, piruvatas, citratas ir
t.t. rigstina terpés pH, taip didindami acto riigsties toksiSkumg (Burtner ir kt.,
2009). Acto rugsties toksinio poveikio rezultatas priklauso nuo koncentracijos.
Nedidelé acto riigSties koncentracija (kaip ir kity toksiny) sukelia apoptoze, tuo
tarpu didelé — indukuoja nekrozinius procesus (Ludovico ir kt., 2001).

Atskiri Ras/PKA signalinio kelio komponentai yra susij¢ su kitomis
lastelés sistemomis, reguliuojanciomis Zziities mechanizmus mielése. Misy
atlikti tyrimai jrodo, kad Ras/PKA signalinis kelias kontroliuoja tiek Igsteliy
replikacinio, tiek chronologinio sen¢jimo procesus ir lemia lgstelés Zities
programos pasirinkimg esant riigStinéms aplinkos salygoms. Ras/PKA kelio
komponentai, reguliuojantys cAMP kiekj lastel¢je sintezés indukcijos (RAS
genai) ar degradacijos budu (PDE genai) yra tiesiogiai susij¢ su $iy procesy
valdymu lgstelése. Sie tyrimai i$pledia mieliy, kaip modeliniy organizmuy,
panaudojimo Zzinduoliy Iagsteliy senéjimo ir zlties procesy tyrimuose
galimybes.

Evoliucin; mieliy RAS geny konservatyvuma rodo tai, kad jie gali buti
pakeisti zmogaus onkogeniniu v-Ha-ras genu (Chen ir kt., 1990). Kaip ir
kituose modeliniuose organizmuose, taip ir mielése genetiniai pakitimai gali
zenkliai jtakoti jy ilgaamziSkuma. Gyvenimo trukmés pratgsimas mieliy
lastelése jvedus Vv-Ha-ras pasitarnavo kaip motyvacija tirti galimybe, kad
mieliy RAS genai gali moduliuoti 1gstelés sené¢jimo procesus (Steinkraus ir kt.,
2008). Senéjimo ir lasteliy zuties procesy konservatyvumas mieliy ir
aukStesniyjy eukarioty lgstelése padaro mieles puikia modeline sistema
tokiems tyrimams atlikti. Jei replikacinio sené¢jimo tyrimuose mokslininkai
susiduria su asimetrinio lgsteliy dalijomosi problema, tai chronologinio
sen¢jimo atveju tokiy problemy dél skirtumy tarp mieliy ir aukStesniyjy
eukarioty, tarp jy ir zmogaus, neiskyla. Sio darbo metu buvo nustatyta, kad

zmogaus onkogeninio v-Ha-ras jvedimas ] mieliy Igsteles salygojo Zenkly
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lasteliy gyvybigumo padidé€jimg, senéjimo proceso sustabdyma ir apoptozes
blokavimg mieliy lastelése. Tai dar kartg patvirtina, kad mielés yra tinkama
sistema Zinduoliy atitinkamiems procesams modeliuoti.

Mielés jau daugel; amziy yra naudojamos maisto ir alkoholio
pramong¢je. Vyno ir alaus gamyboje mitybines terpes riigStéjimas gali biiti arba
labai pageidaujamas, arba stengiamasi kiek jmanoma jj sumazinti. Acto
rugsties kiekis yra pagrindinis komponentas, jtakojantis vyno kokybe (Dequin,
2001). Per mazas rugStingumas daZniausiai koreguojamas pridedant organiniy
rugsciy (Kapsopoulou ir kt., 2007). Taciau siekiant gauti auk$¢iausios kokybés
vyng tokia procediira néra pakankama. Be tam tikro pasiekiamo pH yra biitina
ir mieliy Igsteliy apoptozé, kurios metu j aplinkg iSskiriamos aminoriagstys ir
peptidai, susije su vyno skonio gerinimu (Tabera ir kt., 2006). Alaus gamyboje,
atvirksciai, per didelis terpés rugstinimas néra pageidaujamas reiskinys. Jo
stengiamasi iSvengti sukeliant mieliy lasteliy zitj. Tod¢l kontroliuojami terpés
rigsté¢jimas ir apoptoz€¢ yra itin pageidaujami pramoniniuose mieliy
kamienuose.

Miisy darbo rezultatus pateikiame apibendrintame Ras/PKA signalinio
kelio komponentais reguliuojamy taikiniy modelyje (38 pav.). Toks iSsamus
Ras/PKA signaliniy komponenty vaidmens nustatymas lgsteliy metabolizmo,
sen¢jimo ir Zuties procesy reguliacijoje leido susieti §ig signaling sistema su
minéty procesy valdymu. Buvo jrodyta, kad nuo Ras/PKA signalinio kelio
komponenty aktyvumo tiesiogiai priklauso lgsteliy gebéjimas reguliuoti savo
gyvybines funkcijas tiek laipsnisko terpés riig§téjimo, tiek ir riigStinio streso
metu. RAS genai Siomis sglygomis neigiamai veikia Igsteliy gyvybinguma, dél
Ju aktyvinimo mieliy lgstelése mazéja metabolinis aktyvumas ir indukuojama
apoptoz¢. Fosfodiesteraz¢ 2 aktyvumas, atvirkS¢iai, teigiamai veikia

metabolinius procesus mieliy lgstelése ir stabdo apoptozés procesa.
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38 pav. Ras/PKA signalinio kelio reguliuojamy lastelés procesy
modelis. RAS genai aktyvina adenilatciklazg (CYR1) ir taip skatina cAMP
sintez¢. Dvi mieliy fosfodiesterazés atlicka cAMP hidrolizés funkcijg.
Priklausomai nuo cAMP kiekio lgsteléje veikia arba Pde2p, arba Pdelp. Pdelp
mielése yra aktyvinamas griztamuoju PKA fosforilinimu. PKA aktyvumas
lemia apoptozés ir sen¢jimo procesy skatinimg, maz¢jant atsparumui stresams,
bendram Iasteliy gyvybingumui ir Igsteliy metaboliniam aktyvumui riig§tinéje
aplinkoje. 1 teigiama reguliacija, T neigiama reguliacija. IStisiné linija —
poveikis anksciau apraSytas literatiiroje, punktyriné linija — miisy darbo metu
nustatyti reguliaciniai rySiai.

Tolimesnis geb¢jimas valdyti Igsteliy metabolizmo intensyvuma,
gyvybingumg ir programuotg lasteliy ziitj leisty panaudoti tokius kamienus
kaip modeling sistemg Zmogaus analogisky procesy tyrimuose, o taip pat leisty

Stuos kamienus panaudoti pramoniniams tikslams.
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ISVADOS

Atlikta sisteminé Ras/PKA signalinio kelio komponenty jtakos mieliy Igsteliy

Vot

streso metu analizé:

1. Jrodyta, kad RAS1 ir RAS2 genai neigiamai jtakoja lgsteliy
gyvybinguma natiiralaus laipsnisko terpés riigs§téjimo metu.

2. Ras/PKA signalinio kelio aktyvumo padidéjimas dél Ras2'®™

mutacijos suaktyvina apoptotinj Ziities mechanizmg ir padidina (iki

94,25 + 1,84 %) Siuo budu ziistanciy 1gsteliy kiekj populiacijoje.

3. RAS1 ir RAS2 geny delecijy salygotas Ras/PKA signalinio kelio

aktyvumo sumazéjimas lemia Igsteliy ztt] nekrozés budu.

4. Fosfodiesterazés 2 aktyvumas yra susijgs su apoptozés proceso
stabdymu mieliy lgstelése: esant neaktyviai Pde2p lastelése vyrauja

apoptozinis lgsteliy ziities biidas.

5. Abiejy fosfodiesteraziy geny inaktyvinimas indukuoja padidintg l1asteliy

zut] nekrozés budu.
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MOKSLINIU STRAIPSNIU DISERTACIJOS TEMA SARASAS

1. Lastauskiené E. Citavi¢ius D. Influence of RAS genes on yeast
Saccharomyces cerevisiae cell viability in acid environment, Biologija
2008; 54, 3, 150-155.

2. Lastauskiené E., Citavi¢ius D. Saccharomyces cerevisiae PDE genes
influence medium acidification and cell viability, Biologija 2009; 55, 1,
24-28.
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Padéka

Noréciau padékoti visiems Zzmonéms vienaip ar kitaip prisidéjusiems prie Sio
darbo. Ypatingai dékoju:

Savo darbo vadovui Donaldui Citavi¢iui uz visokeriopa pagalba, naudingus
patarimus ir idéjas, ir uZ tai, kad ,,darbas daro gyvenima saldy®.

Almantui Siauriui uz tékmés citometrijos eksperimentus. Mindaugui Valiui uz
konfokaling mikroskopijg. Lilijai Kalédienei uz moteriskg palaikymg ir
supratimg. Genetikams uZz tai, kad visada gera uZeiti 1 sveCius, o ypac
Veronikai Dedonytei uz fluorescencinés mikroskopijos ir lietuviy kalbos
pamokéles. Julijai — uz angliska versija.

Pirmo auksto chebrai uz mokslines diskusijas penktadienio vakarais.

Ypatingai dékinga esu: savo vyrui Linui — uz nuolating paramg ir supratima.

Uz tai kad tikéjo, kai nebetikéjau pati. Savo vaikams — kad visgi leido parasyti
Sig disertacija. Savo tévams ir broliui, kurie visada buvo Salia.
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