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Samenvatting

S. cerevisiae, beter bekend als bakkersgist, is een eencellige schimmel die in de natuur
groeit op rottend fruit. Deze gist wordt veel gebruikt bij de bereiding van bijvoorbeeld
bier, brood (vandaar de naam) en wijn. Ook wordt deze gist veel gebruikt als model
organisme voor andere eukaryote cellen, zoals dierlijke cellen. Sinds 1996 is het hele
genoom van deze gist bekend, wat het mogelijk maakte om gebruik te maken van
informatie op DNA en RNA niveau. Bij de productie van bier, brood en wijn is het
belangrijk dat bakkersgist voldoende alcohol en koolstofdioxide produceert. Om deze
redenen is er veel onderzoek gedaan naar het primaire suiker metabolisme en de regulatie
hiervan, vooral ook om zo de produktie te verbeteren. Hierdoor is er al veel bekend over
het complexe netwerk dat de opname en het gebruik van bepaalde suikers reguleert. In de
introductie (Hoofdstuk 1) wordt uitgelegd wat er bekend is over dit complexe netwerk.
Bakkersgist heeft een voorkeur voor glucose (druivesuiker). Als er glucose aanwezig is
zorgt dit voor een reactie in de gist zodat eerst de glucose wordt geconsumeerd, dit
mechanisme wordt glucose repressie genoemd. Bakkersgist is ook een Crabtree positieve
gist, dit houdt in dat zelfs in de aanwezigheid van voldoende zuurstof, de gist bij hoge
glucose hoeveelheden alcohol maakt. Dit is handig voor de produktie van bijvoorbeeld
bier, maar zorgt er wel voor dat de biomassa opbrengst niet optimaal is. Het onderzoek
dat beschreven wordt in dit proefschrift (Hoofdstuk 2, 3 en 4) karakteriseert in detail de
effecten van twee specifieke regulatoren die betrokken zijn bij de balans tussen
fermentatie van suikers enerzijds en respiratiec van suikers anderzijds. Kennis van het
mechanisme en het kwantitatieve effect van de regulatie hiervan kan ons manieren
verschaffen om de prestaties van gist te verbeteren.

Eerst is er gekeken naar een HXK2 deletie, een HAP4 overexpressie mutant en een
dubbelmutant die beide mutaties bevat, onder niet gelimiteerde batch condities
(Hoofdstuk 2). Op fysiologisch niveau tonen beide stammen en de dubbelmutant (een
combinatie van de twee) alledrie een verschuiving naar meer respiratie. De HXK?2 deletie
mutant groeit langzamer, maar de biomassa opbrengst is een stuk hoger, door een
reduktie in fermentatie snelheid. Op gen expressie niveau zijn er veel veranderingen
opgetreden in de expressie van genen, die nodig zijn voor de citroenzuur cyclus en de
oxidatieve fosforylering (de ademhalingsketen). Ook waren er een aantal veranderingen
in de expressie van suiker transporters en veranderingen in genen die nodig zijn voor het
gebruik van andere suikers. In de HAP4 overexpressie mutant was ook een toename in de
biomassa opbrengst te zien, en deze stam groeide met vrijwel dezelfde snelheid als het
wild-type. De veranderingen op gen expressie niveau waren minder wijd verspreid,
voornamelijk genen in de citroenzuur cyclus en de ademhalingsketen kwamen meer tot
expressie. Ook werd hier een categorie genen gevonden die met de zink huishouding in
de cel te maken hebben. Deze kwamen lager tot expressie. De dubbelmutant toonde een
combinatie van de twee stammen, met een iets verhoogde groeisnelheid ten opzichte van
de HXK?2 deletie stam en een biomassa opbrengst die bijna het theoretische maximum
bereikt.
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Aangezien deze stammen een verhoogde ademhaling vertonen, kon het zijn dat ze
hierdoor minder goed konden fermenteren onder condities waar ademhaling niet
gerepresseerd is. Hiervoor werden de stammen getest op hun fermentative capaciteit, of
anders gezegd hoe goed de gisten alcohol en koolstofdioxide onder anaerobe condities
kunnen maken. De twee stammen en het wild-type werden gegroeid in glucose
gelimiteerde chemostaat cultures en bij steady-state overgebracht naar anaerobe mini-
fermentors waar de snelheid van alcohol produktie, met glucose als substraat, gemeten
werd (Hoofdstuk 3). In de H4P4 overexpressie mutant werden geen verschillen met het
wild-type gevonden, maar in de HXK2 deletie mutant nam de snelheid van alcohol
produktie af naarmate de groeisnelheid in de chemostaat hoger was. Daarentegen was de
snelheid van alcoholproduktie met maltose als substraat in deze mutant, ongeacht de
groeisnelheid, hoger dan het wild-type. Om uit te zoeken hoe deze verschillen tot stand
komen, is er naar gen-expressie niveau, naar glycolytische enzym aktiviteit en in vitro
glucose transport activiteit gekeken. Op gen-expressie niveau was er weinig verschil te
zien. Bij de enzym aktiviteit was er een verlaging van maximale aktiviteit van hexokinase
te zien. Echter de hoeveelheid aktiviteit die over was in de mutant zou nog steeds
voldoende zijn om wild-type fermentatie toe te staan. Ook in suikertransport was er
weinig verschil met het wild-type.

De HAP4 overexpressie mutant is nog verder in detail bekeken onder vier verschillende
fysiologische condities (Hoofdstuk 4). Deze condities zijn twee glucose overmaat
condities, namelijk batch en stikstof gelimiteerd en twee glucose gelimiteerde condities
bij twee verschillende groeisnelheden. Van elk van deze condities is gekeken naar het
transcriptie profiel. Bij de glucose overmaat condities werden genen die direkt onder
controle staan van Hap4p gevonden. Bij glucose gelimiteerde condities werden
elementen gevonden die onder controle staan van Miglp en Cat8p, twee regulatoren in de
glucose repressie. Ook werden onder veel condities twee categorieén met genen
gevonden die onder controle staan van Zaplp en Rsclp. Rsclp is een regulator eiwit dat
de ijzer huishouding in de cel controleert. Zaplp controleert de zink huishouding. Naar
waarom deze categorieén in de analyse naar boven kwamen is voor Zaplp in meer detail
gekeken. Het zou te maken kunnen hebben met de expressie van ADH4, de enige alcohol
dehydrogenase die zink bevat, aangezien de expressie hiervan correleert met in welke
mate het Zap1p element werd opgepikt.

Als laatste is de relatie tussen de affiniteit van een organisme voor een bepaald substraat
(de Monod konstante) en de affiniteit van het substraat transporterende eiwit gekeken
(Hoofdstuk 5). Door middel van een theoretisch model, metabole kontrole analyse en
chemostaat experimenten wordt aangetoond dat deze twee konstanten direct aan elkaar
gerelateerd kunnen worden. Als het transporterende eiwit volledige kontrole heeft over
het proces dan zijn deze twee konstantes identick. Wanneer er daarentegen geen
volledige kontrole is dan kan dat leiden to het resultaat dat de affiniteit van het organisme
hoger is dan die van het transporterende eiwit. Door gebruik van glucose gelimiteerde
chemostaten en glucose opname experimenten, is hier aangetoond dat de affiniteit van het
organisme meer dan twee keer zo hoog als de affiniteit van de transporter kan zijn. Ook
kon de kontrole van de transporter op de specifieke groeisnelheid bepaald worden.
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