DISS F

GOMBAMUTANSOK FELDUSITASANAK ES IZOLALASANAK

UJ MODSZERE

Doktori értekezés

Készitette és a Jdzsef Attila Tudomdnyegyetem
Terndszettudoményi Kardhoz benyljtja

Sipiczki Matyas

Készult
a JATE Mikrobioldégiai Tanszékén

1975,

|Z54



BEVEZETES S

A ndvényi és a gombaprotoplasztok - sejtfal nélkili sejtek -
elfdllitdsa és vizsgdlata az intenzivebb kutatdsok megkezdé-
se 6ta eltelt alig mésfél-két évtized alatt szémos tudomény-
teriileten rendkivili jelent8ségre tett szert,

Ma mar gyakran hasznalt médszernek szdmit a protoplasztvizs-
gélat a biokémiédban, az élettanban, a genetikéban., Leghaté-
konyabban talén a membrén- és sejtfal-vizsgélatoknal alkal-
maztédk a protoplasztokat. Rendkiviil eldnydsen felhasznédlha-
ték bizonyos sejtalkoték analizisénél is, ugyanis a korab-
ban eltdvolitott falak enyhébb feltdrési mdédszereket tesz-
nek lehet8vé és nem =zavarnak a vizsgélatokndl a sejtfal=-
komponensek sem, Szdmos genetikai kérdés tisztdzdsdhoz is
sokkal jobb objektumnak létszansk, mint az intakt sejtek.
Gombasejtek transzformaciéja, fuzidje intakt sejtekkel nem
valésithaté meg. Tovabbd sejtszervek atiiltetéséhez is kivé-
16 és egyszeri lehet8ségeket nyljthatnak a falmentes sejtek.

Az eltéwolitott fal regenerdltatédsa lehetséges, és igy a
protoplasztokbdl visszajuthatunk az intakt sejtekhez,

A protoplaszt-dllapotban létrehozott védltozdsok végeredmény-
ben tehdt normélis dllapoti sejtek vdltozdsaiként tanulmé-
nyozhatdék,.

A tudomanyterilet rendkiviil gyorsan és erfteljesen fejlédik.
A mér kialakult és a még eldre nem lathatd vonatkozdsai a
biolégidban vératlan és nagy hordereju felismerésekhez ve-
zettek és vezethetnek még a jovében,
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Kisérleteimben a protoplasztolégia egy Uj alkalmazdsi te-
riletét igyekeztem kidolgozni. Egy olyan, & korabbiaktdél
eltérd mutdns-disitdsi médszert kisédreltem meg létrehozni,
amely a kilonbdézé kord sejtek eltérd protoplasztdlhatdss-
gan alapul,

Mutdnsok izoldlésa a mikrobiolégiai laboratérium gyakori
feladatai koézé tartozik, A mutédns és vad sejtek kdzotti
kiilénbség dltaldban lehetf@séget nydjt valemilyen szelek=-
cidée rendszer felépitésére, Bizonyos esetekben ez nagyon
egyszeri, példédul a morfoldgiai muténsokndl, amelyek vizud-
lisan felismerhetdk, Nehezebb a helyzet az olyan mutédnsoknal,
ahol valamilyen élettani vagy biokémiai kiilénbség jelentke-
zik, Ilyen esetben, mivel a kézvetlen vizudlis elkildnités
nem lehetséges, olyan szelektiv rendszert kell kidolgozni,
amely lehetdvé teszi a kiilénbség észlelését /pl: kilonbdzd
dsszetétell tdptalajok/., Ezek a rendszerek néha bonyolultak
és munkaigényesek,

A feladat egyszeriisitésére szerencsére gyakran létrehozha=
ték segitd, tgynevezett disitdsi eljérasok, amelyeket a
mutagén kezelés és az izoldcidés folyamat koézé iktathatunk,
A disitdsi eljéréasokkal az /éltalunk/ keresett, izolélandd
mutdnsok ardnya névelheté meg a tdbbi, ebb8l a szempontbdl
vad sejt rovéaséra, Ez torténhet a vad sejtek szelektiv el-
pusztitdsédval, gatlasaval vagy eltavolitdsaval,

A jelenleg hasznédlatos dusitdési médszerek kozil a gyakor-
latban elsésorban az antibiotikumokkal /Moat és Srb, 1957;
snow, 1966; Cook, 1374; MacDonald, 13968; Bal, Balbin és
Pieniazek, 1974/, mérgekkel /Megnet, 1965/, sziréssel
/Fries, 1947; wWoodward, De Zeeuw és Srb, 1954; Catheside,
1954; Takahashi, 1959/ toérténd disitdsok véltak be, Alta-
lédban j6l alkalmazhatdék még a rédidaktivan jeldlt tépanya=-
gok szelektiv felhasznélésén alapulé médszerek /Donkersloot
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Mateles, 1968/, az &heztetéses médszerek és az emlitettek
kombindciél az éheztetéses dusitéssal /Pontecorvo, Rbper,
Hemmons, MacDonald és Duffon, 1953; Leeter, Gross, 1959;
Megnet, 1864/, valemennyi megoldés valtozé hatékonységgal
és 4ltelédban csak a gombsk egy bizonyos csoportjénil alkal-
mazhaté,

Munkém sordn a gombéknsl &ltaldnosan haszndlhaté médszert
igyekeztem kidolgozni muténsok diusitéséra. A szelekcid meg-
valésitdsara csigaenzimet és olyan mikrobidlis eredetid en-
zimeket haszndltam fol, emelyek a gombé&k sejtfélét oldjék,

A sejtfal lebontésa illetve eltévoiitésa tébbféle médon
térténhet, Giaja /1914/ figyelte meg eldszér, hbgy az éti-
ceiga - Helix pomatia - emészténedvei feloldjsk oz éleszt8k«
sejtfaldt, megfigyelései azonban feledésbe mefﬁltek. Jéval
kés8bb 1967-ben Eddy és williamson ujra csigaeniihhéz folya-
modtak a sejtfal eltdvolitésa érdekében, Izoténiss kazegben
kezelve a sejteket falnélkiili képzbdményeket, azaz proto-
plasztokat kaptak.Schizosaccharomyces pombe-b§l Holter és
Ottolenghi /1950/4llitott el elsBként protoplasztot szin-

tén csigaenzimmel, A médszer &dltalénosan bevalt és ma is
széleskdérben haszndlatos, Sajnos csigaenzimmel nem oldhaté
minden gomba sejtfala, vagyis més médszerekre is sziikség

van, Salton 1955-ben megjelent kdzleménye 6te ismeretes,

hogy mikroorganizmusok enzimei is oldjsdk az élesztb sejt-
falat, Baktériumoknél hasonlé jelenségrél 193l-ben szémoltak ,
be elfszér /Dubos és Avery, 1931/, Garcia-Mendoza és villanueva
1952-ben Streptomyces &ltal termelt ugynevezett "steepzyme"” o
segitségével 4llitott el8 élesztb-protoplasztokat és ezzel
szédmos hasonlé médszer szdméra nyitotta meg az utat,

Protoplasztokat nemcsak enzimes uton lehet el6illiteni,

Nedas 1955-ben mechanikei hatésokkal illetve a sejtfal
autolizise utjén hozott létre eozmotikusan érzékeny frag-
mentumokat, Mésok a sejtfalszintézis gatlédsén alapuléd
eljérdsokkal értek el eredményeket /Hamilton és Calvet, 1964;



Johnson, 1968/,

Az Altelam kidolgozott enzimes mutdnsdusitési médszer arrsa
a8 megfigyeldsre alapul, hogy a log-fézislG, tehdt fiatal
sejtek sokkal érzékonyckbbelt a ceigaenzimes kezelésre, mint
a stacioricr-fazisu, tohdt 6req sejtek, Erre el&szér Eddy
és Villiasmson 1957~-ben, majd Holter &s Ottolenghi /193G0/
is utalt,

A nodszer kialakitdsdndal arra térekedtem, hogy biztosithatd
legyen a vad és mutdns sejtek olyan fizioldgisi "korkiloiib-
sége”, amely mellett az enzimek elsdsorban a vad sejtek fu-
lat bontjdk, Ha a sejtfalbontds hypoténids kézogben tértéd-
nik, a vad sejteok feltehetfleg clpusztulnak,

A nédszert a Schizogsaccharonyces pombe élesztdvel dolgoztan
ki, de a tapasztalatok felhaszndldsaval kiprébdltam haron
tovabbi, oltérd falszerkezeti és kiilonbézGképpe:: protoplasze
tdlhaté fajjal is., Ezzel kivéntan bizonyiteni, hogy & ndd-
szer nen csuk egy fajra 4rvényos,

A tovédbbigkban a médszer hatékonysdganak névelését tiztea
ki célul, Az enzimkezelds megismétldsdével illetve a sej tek
2-desoxyglukézos elB8kezelésdvel prébdltam a vad sejtek sze-
lektiv pusztitédsét fokozni, Utébbi kisédrleteim Poole és
Lloyd /1973/ azon megfigyeldsén alapulnsk, hogy az elfkeze-
lés ubveli a sejtek érzédkenysdgédt a csigaenzimmel szembei,

Végil mikrobidlis eredeti enzimekkel is kiprébdltem a udd-
szert, Sikeres alkalmazdsuk esetén ugyanis a diusitdsi eljé-
rés kiterjeszthetGvéd valik azokra a fajokra is, ahol csiga=-
enzinmnel nem lehet o falat szdtejteni.
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Mikroorganizmusok

Schizosaccharomyces pombe L 972 h~ /0161/, /uUniversity of

Texas at Dalles/.
Hasadd éleszt8, Sejtfalszerkezete jelent8sen eltér
a tobbi é&leszt8t6l, A falban kitin és mannén nem ta-
l4lhaté, a fal £8 témegét (3 -glukén alkotja, de elé-
fordul galaktomannén, & -glukén is/Bush, Horisberger,
Horman, Wursch, 1974/, Csigaenzimmel szemben a tébbi
élesztbhb6z képest kevésbé érzékeny és 2-merksptoeota-~
nollel az érzékenység nem fokozhaté, A csbkkent érzé-
kenység feltehot8leg az ol /1+3/ glukén jelenlétével
magyarézhafd /Bacon, Jones, Farmer és Webley, 1968/,
Més élesztbkkel Gsszehasonlitva érzékenyebb a
2-desoxyglukézra /Poole és Lloyd, 1973/, Haploid térzs.

Schizosaccharomyces pombe L 972 ade6h™ 0163/, /University
of Texas at Dallas/, ‘
Az 6l16z8 t6érzsb8l 1izolédlt adeninigényes auxotrof mu-
téns, Bizonyos adenin-koncentrécié mellett piros szi-
nd telepeket képez, Haploid térzs,

Geotrichum candidum 00SS /SzMC: Szegedi Mikrobiolégiai
Gyijtemény, Jézsef Attila Tudoményegyetem, Mikrobiolégiai
Tanszék/.
Sejtfalszerkezete j6l ismert, kbzepesen protoplasz=~
t4lhaté /Sidtsma és Wouters, 1971/, A csigaenzim haté-
sa 2-nerkaptoetanollal fokozhaté,
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Geotrichum candidum 0136 /SzMC/
Az el6z6 t6rzsbbl izoldlt adeninigédnyes auxotrof mu=-
téns. Megfeleld adenin-koncentricié mellett piros
sZinli telepeket képeoz,

Saccharomyces cerevisiae S288c /0425/, /University of

California, Berkeley/
Sarjadé élesztS, Csigaenzimre kézepesen érzékeny,
2~-merkaptoetanollal az érzékenység fokozhaté., A fdat
els6sorban mannénok, glukdnok és ezek fehérjékkel al-
kotott glykoprotein komplexei alkotjidk, Kis mennyiség-
ben a kitin is megtaldlhaté, /Sentandreu és Northcote,
1968; Stewart és Ballou, 1968; Sentandreu és Elorza,
1973; Manners, Masson és Patterson, 1973; Sentandreu,
Elorza és villanueva, 1975/,

Saccharomyces cerevisiae X 1687-16 C /0426/, /University of
California, Berkeley/
Hét tdpanyagra nézve auxotréf muténs, Tdpanyagigénye
a kovetkezb: adenin, leucin, izoleucin, metionin,
triptofén, tirozin és lizin, Megfelel8 edenin-koncent-
rdcié mellett piros szini telepeket képez,

Saccharomyces cerevigsiase RXII /0054/, /SzMC/
Tulajdonségai hasonléak a Saccharomyces cerevisilae
§288c torzshoz,

Candida albicans CBS 562 /0056/
Sarjadé éleszt8,. Csigaenzimes kezelésre érzékeny és
érzékenysége 2-merkaptoetanollal fokozhatéd, Sejtfal-
szerkezete hasonlé a Saccharomyces cerevisiaehoz,

Candida albicans liz 0144 /SzMC/
Az el6z8 toérzsb8l izolalt lizin-igényes auxotréf mu-
téns, Telepmorfolégiédja megegyezik a vad torzzsel,
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Trichoderma viride CBS /098l/

Streptomyces halstedii 10897 FBUA 1031/0370/

T=1:

T=2:

T=3¢

T=4:

Taptalajok és tépoldatok

teljes tépoldat
5 g élesztbkivonat /oxoid/
5 g glukéz
1000 ml desztilldlt viz
pH: 6,0, Schizosaccharomyces pombendl 5,5

teljes téaptalaj
5 g éleszt8kivonat /oxoid/
5 g glukéz
25 g agar
1000 ml desztillélt viz
pH: 6,0, Schizosaccharomyces pombenéal 5,5

pirositdé hatdst teljes téptalaj

2,5 g élesztbkivonat /gxoid/

20 g glukéz

25 g agar

1000 ml desztilldlt viz
pH: 6,0, Schizosaccharomyces pombenal 5,5

Ezen a téptalajon a Schizosaccharomyces pombe L 972
ade6h™, a Geotrichum candidum 0136 és a Saccharomy=-
ces cerevisiae X 1687-16 C torzsek piros szini te-
lepeket képeznek,

minim&l tédpoldat
5g /NH4/2804
lg KH,PO ,
0,5 g MgSO4:7 H,0
10 g glukoz
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1 ml szintetikus vitaminoldat
1000 ml desztillélt viz
pH: 6,0, Schizosaccharomyces pombendl 5,5.
Néhény kisérletben a glukéz és /NH,/,80, mennyiségét
valtoztattam, Az eltéréseket a médszerek leirdsdnil
mindig feltintetem,
A szintetikus vitaminoldatot J, P, van der wWalt sze-
rint allitottam Gssze,

T=-5: minimdl téptalaj
T=4 tépoldat 25 g agarral kiegészitve,

Enzimkészitmények

Csigaenzims A vizsgdlatok soran felhasznalt enzimtartalnu
kivonatot Helix pomstia-bdél nyertem, Két napig éhez=-
tetett csigdk taplaléktdl megtisztult gyomrat kiemel-
tem és azt megnyitva a gastralis folyadékot hiitétt
edényben dsszegyijtéttem, Az igy nyert oldat szdraz=-
anyag-tartalma kérilbelil 14-16 % volt., A szennyezé
alakos elemeket centrifugéléassal eltdvolitottam,

a preparatumot liofileztem, elporitottam és felhasz=-
naldsig hiit8szekrényben téroltam., A kisérletekben
tovédbbi tisztitds nélkil ezt az enzimtartalmi készite

ményt haszndltam fel,

Trichoderma-enzim: Trichoderma viride indukcidjéval &lli-
tottam eld a sejtfalbontd aktivitadssal rendelkezd
fermentlevet. Schizosaccharomyces pombe L 972 h™ T=1
tépoldaton réazatva nevelt 48 d6ras tenyédszetének a
sejtjeit centrifugdléssal Osszegyljtéttem és glukédzt
nem tartalmazdé T-4 tdpoldatba vittem, 1 g nedves
sejtcentrifugdtumot adtam 100 ml tépoldathoz, A szusz=-



penzidt 15 ml-enként Kolle-csészdékbe osztottam szét

és autoklavban sterileztem, Kihiilés utdn a csészdé-

ket Trichoderma viride pér napos ferde tenyédszetériél
vett konidiumokkal oltottam be, Ezutén 4 napos inkue
bécié kévetkezett 30 cC-on, A 3¢ napon a szuszpenzid
feltisztult, az élesztdsejtek szétestek. Negyedik na-
pon a fermentlevet OGsszegyljtbttem és kétszeri centri-
fugaldssal eltdvolitottam a Trichoderma sejteket és

az esetleges tormeléket, A fermentlevet 10 mle-es odé-
nyekbe téltottem, megfagyasztottam és fagyasztott dlla-
potban téroltam, Felhasznélds elftt a sziikséges mennyie-
séget felolvasztottam és tovabbi tisztitds nélkil
haszndltam Tel protoplesztképzdsre, A fermentlé toébb-
szori fTagyaszitds &és olvasztas utdn is megfrizte akti-
vitasat,

Streptomyces-enzim: Streptonyces halstedii toérzs inkubdcid=
javal dllitottam eld a sejtfalbontd aktivitdssal ren=
delkez8 fermentlevet, Saccharomyces cerevisiae RXII
T=1l tépoldatban razatva nevelt 48 6ras tenyészetdének
a sejtjeit centrifugdldssal Gsszegyijtéttem és glu=-
kézt nem tartelmazdé T-4 tapoldatba vittem, 2,5 g
nedves sejtcentrifugdtumot adtam 100 ml tépoldathoz,
A szuszpenzidt 25 ml=ként 190 ml-es Erlenmeyer-lombi=-
kokba osztottam szét &s autoklévban sterileztem, Kihii-
lés utdn a lombikokat Streptomyces halstedii pér napos
ferde tenyédszetdrdl vett inokulummal oltottam be, Ezu=
tén 4 napos inkubdcid kévetkezett razdgépen 20-25 c%on.
A 3, napon a ézuszpenzié dltaldban feltisztult, de a
tisztulds a 4, napon gsem volt teljes. A 4, napon a
fermentlevet dsszegyiijtitten és kétszeri centrifugd-
léssal eltdvolitottam a Streptomyces sejteket és az
esetleges tdérmeléket, A fermentlevet minden esetben
azonnal felhaszndltam tovabbi tisztitas ndlkil,



Egyéb anyagok és’ eszkiozbk

2-merkaptoetanol /Reanal/

2-desoxyglukéz /Nutritional Biochemicals Corporation/
A tovabbiakban DG, | ‘

Aminosavak és szerves bazisok
L-glutamin, L-glutaminsav, L-aszparagin, BL—aséparagiﬁ-
‘sav, L-arginin, DL-szerin, DL-fénilalanin, DL-triptofén,
L-lizin, DL-leucin, DL-alanin, DL-velin, L-cisztein,
L-treonin, L-prolin, L-hisztidin, glicin, L-tirozin,
L-metionin, adenin, guanin, uracil, valamennyi Reanal
termék és timin, Merck termék,

Philips TUW 15 W lémpa
mutagén kezeléshez,

Médszerek

1. Csigaenzim hatdsa a Schizosaccharomyces pombe L 972 h™
kalonbbz6 koru tenyészeteinek sejtjeire:

14-16 6rés T-1 tépoldatban rédzatva inkubdlt és S5 napos
ferde Schizosaccharomyces pombe L 972 h~ tenyészetek
sejtjeib8l kilon-kilén 10° sejt/ml koncentréciéjé 8Zusz=
penziét készitettem desztillédlt vizben /pH=6,00/,
A kétféle szuszpenziéhoz 2 % csigaenzimet mértem és
3 6rén keresztil kezeltem a sejteket szobah8mérsékle-
ten, mikodzben id8nkénti felrazéssal szuszpenzidban tar-
tottam Gket, Az enzimkezelés elftt, majd a kezelés meg-
kezdése utdn idénként mintdt vettem, A mintdkat desz-
tilldlt vizben higitottam és T-2 tdptalajt tartalmazé
Petri-csészékben a té4ptalaj feliletére szélesztettem,



-1l -

A higitédssal biztositottam azt, hogy a csészéken érté-
kelhet§ telepszém jelenjen weg, illetve a csészdékre
minél higabb enzimoldat keriljén, A csészéket 72 érén
keresztil 30 C°-on inkubaltam, majd a megjelent tele-
pekot Osszeszémoltam, liivel az enzimkezelds hypotédnids
kézegben tortént, ahol a protoplasztok szétesnek, tele-
peket csak az enzimmel szemben ollonalld sojtek képoz-
hettek, Az egyes kisérletek eredményeit stlagoltam és
kiszédmitottam az &tlag s=z6résit /standard hiba/ a ké~
vetkez8 bsszefiiggés alapjans

n/n-1/

A tovébbiakban is ennek az osszefiggdsnek az alapjén
szdnoltam ki a szérés-értékeket,

2, A mutdnsdusités optimndlis kérilményeinek meghatérozasa
modellek segitsédgédvel:

A/ modellek kidolgozasa és kiprébslésa:
Mutagén kezelés utén a tulélé sejtek szuszpenziéjdban
nindig keverve talalhaték a vad s mutédns sejtek, Dusi-
tédskor a vad sejteket Ggy kell elpusztitani, hogy koéz-
ben¥huténs sejtek életben maradjenak. A vad sejtek sze-
lektiv elpusztitésédt biztositd kérilmdényeket olyan nes-
terséges rendszerek segitségével hatdroztom meg, amelyek
a nutagén kezelés utédni sllapotokat uténoztdk, A modellek=-
ben a vad és muténs sejtekot 1l:1 illetve 100:1 aridnyban
keverten 6ssze és a keverékbfl igyekeztem szelektiven
olpusztitani a vad sejteket. A nutdns sejtek a Schizo-
saccharonyces pombe L 972 ade6h™ adeninigényes torzs
sejtjel voltak, Ez a mutdns piros telepeket képez szem-
ben a vad fehdr telepeivel, igy a kétféle telepek vizuéd-
lisan is elkilonithet8k, Az dltalam alkalmazott modeld



hasonlit Moat, Peters és Srb /1959/ modelljéhez., Szin-
tén fehér vad és piros telepeket képz8 adeninigényes
mutdnsok keverékével dolgoztak,

Mind a vad mind a mutdns gejtekb8l szuszpenzidt készi-
tettem és a sejteket Petri-csészékben T-23 téptalaj fe-
liletére szélesztettem olyan higitésban, hogy kulonsllé
telepek jdjjenek létre, A vad és mutdns sejtek ardnya
részben 1l:1 részben 100:1 volt, A csészéket 5 napig

30 ¢%-on inkubdltam, majd a megjeleni telepeket desz~-
till4lt vizzel lemostam, Lemosés utén a kétféle szusz=-
penzibébdél kilon-kuldén annyi sejtet vittem be T-4 tép-
oldatba, hogy a vége6 koncentricié 10° sejt/ml legyen,
maejd a sejteket is tartalmazd tdpoldatbél 250 ml-es
talpas gtmblombikokba téltottem 20-20 ml~t, A lombikok-
ba bemértem a 2 ¥-nak megfeleld csigaenzimet és 30 c®-on
rézatva inkubdltam a sejteket 24 6ran keresztil, Az en-
zim bemérése elftt, majd azt kovetBen 3 brénként mintét
vettem és megfeleld higitds utdn a mintédkat T-3 téptalaj
feluletén szédlesztettem, 72 6ras inkubdcidé utdn a megje-
lent piros és fehdr telepeket Osszeszémoltam,

B/az enzimkezelés id6pontjénak kivdlasztése:
Az alébbiskban arra kerestem a véleszt, hogy mennyi idf-
nek kell eltelnie & mutagén kezeléds és az enzimes kezelés
megkozddse kozott? A hisérleteket 100:1 vad muténs eré-
nyid modellel végeztem el. A sejteket T-3 téptelaj feli-
letére szélesztettem, majd a csészédket 30 c%-on inkub4l=-
tam kildénbdz6 ideig. Az inkubicidés id6 2, 3, 4 illetve
5 nap volt, A megfelelf inkubdciés 1d6 elteltével a csé-
szédkot desztilldlt vizzel lemostam és a szuszpenzidt
T~-4 tépoldatba vittem Ggy, hogy a végs6 koncentrécid
10° sejt/ml legyen, A tovabbiaokban a 2/A fejezetben
leirt eljérést koévettem,



C/ az enzimkezelés iditarteménak és koérilményeinek a meg-
hatérozésa:
A vad és muténs sejteket 1:1 arédnyban T-3 téptalaj
foliletére szélesztettem a mar ismert médon, 4 napos
30 c%-0s inkubicid utén a telepcket desztillélt vizzel
lemostam és a szuszpenziét T-4 tapeldatbz vittem ugy,
hogy a végst koncentracis 105 sejt/ml legyen, A sejte-
ket is tartalmazd tépoldatbéllzoazo;ml-t 250 ml-es tale
pas goémblombikokba mértem, Az egyik lombikba azonnal
bemértem a 2 %~nak negfelel8 csigasenzimet a mésikba
azonban 6 6raval kés8bb, Az enzimkezelés 20 C°-on
és razott tenyészetben tértént. Az enzim bemérése
elétt illetve azt kovetBen 3 6rdnként mintst vetten,
A nintékat megfelelden higitva T-3 tdptalaj feluleté-
re szélesztettem, 72 6ra 30 c%-on tértént inkubdlés
utén Osszeszamoltam a fehér és piros telepeket,

D/ A kidolgozott médszer hatékonysdgédnak megéllapitésa:
A 2/A, 2/8B és 2/C fejezetekben tapasztaltak alapjéan
a vad és muténs sejtek 100:1 ardnyd keverdkének szélesz-
tését kovetben a Petri-csészéket 4 napig inkubéltan,
majd a telepoket lemostiam és a sejteket T-4 téptalajban
inkubdltam 6 6rén keresztil, Ezt 6 6rés enzimkezelds
kovette, A csdészék lemosasa és az enzinkezelés utdn
mintit vetten és a mintakat az ismert médon értékel-
ten,

A modellkisérletet l6~szor megismételtem és kiszdmitot-
tam a mutdédns atlagos dusulésat,

3. Auxotréf muténsok disitdsa Schizosaccharomyces pombe
4leszt8b8l csigaenzimes kezeldéssel:
14-16 6ras T-1l tépoldatban 30 c®-on rézatva nevelt
Schizosaccharomvces pombe L 972 h™ tenyészet sejtjeit
centrifugdléssal osszegyljtottem, majd desztilldlte
vizben felszuszpendéltam, A sejteket T-2 téptalaj
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feliletére szédlesztettem, A sejtszém Petri-csédszénként
104 volt, A sejteket ezutdn UV-sugdrzédssal kezeltenm
/450 erg/m* ; 1 % tulélés/. A csészéket 4 napon keresz~
tal 30 c®-on inkubslten, majd a megjelend telepeket
desztillélt vizzel lemostam és T-4 tdpoldatba vittem,

A végsb koncentefdcié 10° sejt/ml volt, A szuszpenzid~
b6l 20 ml=-t talpas gémblombikbe mértem, Ezt 6 6rds in=-
kubdcié kévette 30 c%-on rézatva, majd bemértem a 2 %~
nak megfelel8 enzimet, Ujabb 6 6ra elteltével mintst
vettem és az ismert médon T-2 tdptalajra szélesztettem,
Korédbban, a Petri-csészék lemosdsét kdvetfen is mintét
vettem, hogy a dusuléds mértékét meghatérozhassam, Mintegy
72 6rés inkubdléds utén a megjelend telepeket T-5 tépta=-
lajra vittem replika-médszerrel /Lederberg és Lederberg,
1952/, Ujabb 48 érai inkubdcié utédn a T-5 téptelajon

nem szaporodé mutdns és a szaporodé vad telepeket Gssze=-
szémoltam, Valamennyi nuténs telepet kilon-kildon 1zoldl-
tam é4s meghatdroztam a tépanyagigényét,

Mutédns toérzsek tépanyagigényének a meghatérozésa:

Hisz amindsav és négy szerves bédzis szempontjédbdl vizs-
géltam meg az 6sszes 1izoldlt telepet, A 24 vegyiletet
hat csoportba osztottam Ggy, hogy minden csoportba 4-4
anyag kerilt, Az azonos csoportba tartozé vegyileteket
dseszekeverve oldottam fel, Az oldathoz utélag 25 ¥-nak
megfelelsd etanolt is hozzémértem a sterilitéds biztosi-
tdsa érdekében, Az egyes vegyiletekb8l kiilén-kildén is
készitettem oldatot, A koncentrécié mindenhol 0,5 mg/ml
volt, A megvizsgdlandd klén sejtjeibfl szuszpenzidt ké-
szitettem kb, 106 sejt/ml koncentraciéban, A szuszpen-
ziét T-5 tédptalajt tartalmazé Petri-csészék felileté-

re éntbttem, Néhany mésodpercnyi vérakozds utén a szbsz-
penziét ledntdttem a csédszékr8l és megszéritottam a tép-
talaj felilletét, A szdraz feliletre ezutdn egyméstél
mintegy 3 cm té4volségban hatszég alakban 6 szirfpapir-



korongot helyeztem, Az.egyes korongok a 6 csoport vala-
melyikével voltak‘étitatva;{ﬁihtegy 3=4 napos inkubécgé
utédn a kofongokfvalamelyikééél esetleg két vagy tébb
korong kézétt nbvekeddsi, zéna jelent meg, Természete=
sen csak akkor, ha a mutdns a 24 anyag kézétt megtalél-'
ta ez igényének megfelel6t, vagy megfelelBket, Masodik.
lépésben "egy-éjabb Petri-csészén a névekeddst okozé -
csoport egyes vegyileteivel &titatott korongokat rake
tam fel, Ujabb 3«4 napos inkubécié utén a névekedési
zéna alapjén azonositottam a muténs tépanyagigényét. .
Az azonos Petri-ceészér8l izoldlt és azonos tépanyag=
igényt mutaté teIepekét azonos muténs telepeinek .te-
kintettenm,

4, Magas hémérsékletre érzékeny muténsok disitdsa Schizo-
saccharomyces pombe édleszt6b8l csigaenzimes kozeléssol:

A Schizosaccharomyces pombe L 972 h~ térzs 38 c®on. "
és enndl magasabb h6mérsékleten mér nem szaporodik..
35 c%-on a névekedés és a szaporodéds kézel optimdlis,
Kisérletein sorédn olyan muténsokat disitottam, amelyek
35 c%~on mar nem névekednek, de ennél alacsonyabb hé6-
nérsékleten, pédlddul 25 c®-on szabdlyos novekedést és
szaporoddst mutatnak, A fiatal tenyészet sejtjeit a
3. fejezetben leirt médon mutagén kezelésnek tettem ki,
A Poetri-csészéket ezutén 7 napon keresztil 25 c®-on
inkub4dltam, majd a megjelent telepeket desztillilt
vizzel lemostam. A sejteket T=l tdpoldatba vittem ugy,
hogy a végs8 koncentrécié 10° sejt/ml legyen, A szusz=-
penziébél 20-20 ml=t 100 mle-es Erlenmeyer-lombikokba
téltéttem, A lombikokat ezutén Vibroterm rézégépen
35 c%on inkubsltam, 6 6ra elteltével minden lombik=
ba annyi enzimet mértem, hogy a vége8 koncentracié
2 % legyen, Ujabb 6 6ra elteltével oz enzimkezelést
befejeztem, Induldskor és 12 éréval kés8bb, az enzim-
kezelés utén mintst vettem és megfelelé higitéds elvég-
zésédvel T-2 téptalajra szélesztettem, 5 napos 25 Co-on
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tortént inkubdcidé utdn a telepeket T-2 taptalajro rep-
liksztem és a Petri-csészéket 35 CC-0a termosztatba
helyeztem, Két nap milva a csészéket Ssszehasonlitot-
tam és a muténs telepeket - amelyck 35 C°-on nem né-
vekedtek - izoldltam,

5. Lehetfségek a csigaenzimes mutdnsdisitési médszer hatékony~

sdgénak fokozésdra:

A/ disitéds ismétolt enzimkeozeléssel:
A 3, fejeozetben leirt médszerrel nem érhetd el az Gsz-
szes vad sejt clpusztitésa, Az enzimes kezelést tléld
sojtoket egy éjabb enzimkezeléssel prébdltam meg el-
pusztitani, Usszokevertem a Schizosaccharomyces porbe
L 972 h™ és a Schizosaccharomyces pombe L 972 adeSh™
torzsek sejtjeit korulbelul 100:1 ardnyban, A keverdk-
szuszpenziét a mar ismort médon T-3 tidptalajra szélesz-
tettem és 4 nap elteltével a megjelent telepeket lemos-
tam, A sojteket T-4 tédpoldatba vittem /106 sejt/ml/,
A sejteket is tartalmazé t4poldatbél 50-50 ml-t 500 ml-es
talpas gomblombikokba téltéttem és 6 6rén keresztil
rézégépen 30 c®-on inkubsltam, Ezutdn minden lombikbol
kiemeltem 1l0-10 ml~t &8s 2 % enzimmel kezeltem 30 CC-on.
Ujabb 6 éra milva a tulélé sejteket centrifugéldssal
dsszegyijtbttem &s steril desztillélt vizzel héromszor
édtmostem, A harmadik mosds utédn a sejteket 2 ml nitro=-
gén-nentes ,T-4 tépoldatben felvettem, és 3 napig szoba-
hénérsékleten inkubdltam a tenyészetet iddnként fele
szugzpenddlva, A szuszpenzid a sejteken kivil sok fal-
térmeléket is tartalmazott, de a mosds révén az oldha-
té és felvehet8 tédpanyagok nagy részét eltévolitottam,
Nitrogén hiénysban a sejtek névekedése megdllt,és a
szuszpenzid hamarosan a stacloner fazisl tenyészetek
éllapotdba keriilt, A 4, napon 2 sejteket T-4 tdpoldat-
ba vittem és a sejtkoncentréciét los-sgat/ml-re allitva
6 6rés inkubdlés utén megismételtem az onzimkezelést,
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Mintavétel a kisérlet kezdetekor, az elsd enzimkezeléds
utén, a masodik enzimkezeiést megel6zd 6 6rés inkubs-
lds el6tt és @ mésodik enzimkezelés utdn tértént, A mine
tékat megﬁi@eld»hggitéssal T=-3 taptalajra szdélesztetten,
és 72 6rés inkubdlés utédn Ssszehasonlitottam,

dusités 2-desoxyglukézos elbkezeléssel:

a8/ Elsé lépésben meghatdroztam azt a DG:glukéz arényt,
amoly a leghatésosabb a falszintézis gdtldsa szem-
pontjdbsl, A kisérlethez Schizosaccharomyces pombe
L 972 h™ térzs 14-16 6r4s T-1 tépoldatban rézatott
tenyészetét haszndltam, A sejteket centrifugédlés-
sal bsszegyujtbittemy kétszer mostam steril desz-
tillalt vizzel, majd T-4 téapoldatba vittem, ahol a
glukéz koncentraciéja 1 ¥ volt, A sejtkoncentréaciédt
106 sejt/ml«re 4llitottam, A szuszpenzidbdl ezutan
1-1 ml-t 8 kémcs6be toltottem, és az egyes kéncsbvek-
bei: az alabbi DG-mennyiségeket mértem: 1l000; 750;
500; 250; 100; 25; O ug/ml, Ezt szobahfmérsékle-~
ten torténd inkubdcidé koévette id6nkénti felszuszpen-
délassal, A kémcsovekbBl idénként mintét vettenm, és
mikroszképosan figyeltem a sejtek szétesését, Az
intakt és szétesl sejtek aranyit Blrkerskamraban
hatéroztam meg., 12 6ra elteltével Birker-kamrés
szamolédssal osszehasonlitottam a szaporodds mér-
tékét is, Egy kovetkezd kisérletben felezf higi-
tasi sorozatot készitettem T-4 tapoldatban glukéz~
ra nézve 20 ¥-t6l 0,15 ¥-ig. Az egyes higitdsi lép-
csdkb8l és a glukézmentes kontrollbsl 1-1 mlet tél-
téttem kémcsdvekbe, majd minden kémcsGbe 500 ug/ml
DG-t mértem, Ezutan bevittem a sejteket is 10° sejt/ml
koncentrdacidban, Az d4rtékelés az el8z6 kisérlethez
hasonléan tértént,
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Masodik lépésben megvizsgédltam a DG és a csigaenzim
kélcstnhatésdte A 14-16 6rds tenydszet sejtijeit a
fentiek szerint mostam,ds 2 % glukézt tartalmazé
T-4 tapoldatba vittem, A sejtkoncentréciéd ismét

10° seit/ml volt, A szuszpenzidbdl l-l mlet 6 kém-
csbbe toltéttem, majd 4 kémcsbbe 500 ug DG=t és

az 5, csbbe 20 mg csigaenzimet mértem, A 6, kémcsé
kontrollnak maradt, A DG=-t tartalmazé kémcsdveknél
egy kémcsbbe azonnal a tovabbi kémcsdvekbe 1 illet=-
ve 2 déra elteltével szintén 20 mg enzimet adtam,

1 kémcsl8be nem keriilt enzim, Az értékelés az elbzbek-
hez hasonldéan tértént, |

Harmadik lépésben a DG=-elbkezeléssel kombindlt
csigaenzimes sejtfalbontdst kiprébdltam mutdnsdi-
eitdsra. A Schizosaccharomyces pombe L 972 h™ ée

a Schizosaccharomyces pombe L 972 adeSh” tdérzsek
sejtjeit 100:1l arényban az ismert médon T-3 tépta-
lajra szélesztettem, majd 4 nap elteltével a telepe=-
ket lemostam, a sejteket T-4 tdpoldatba vittem és

6 6rén keresztiil 30 C%-on razatva inkubdltam, 5 éra
elteltével a szuszpenzidhoz annyi glukdzt mértem,
hogy a végeé koncentrécid 2 ¥ legyen, Egytttal
0,05 %=nak megfeleld DG-t is adtam q_szuszpenziéhoz.
Ujabb egyérds inkubdcidé utdn a sejteket centrifu=
géléssal ésszegyijtdttem, mosds utan T-=-4 tdpoldate-
ba vittem gy, hogy a végsd sejtkoncentracid 10°
sejt/ml legyen, Egy millilitert kémcsB8be mértem,
hozzdadtam a 2 %-nak megfeleld csigaenzimet,és
idénként felszuszpenddlva szobahdmérsékleten tare
tottam 5 6rén keresztiil, A csdszék lemosdsa utan
majd az enzimkezelés megkezdését kévetd 5 6ra mul-
va mintét vettenm, és megfeleld higitds utdn T=3
tédptalajra szdlesztetten,
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6, Csigaenzimes mutédnsdisitds Geotrichum candidum, Saccharo-
myces cerevisise és Candida albicans gombéknél;

A/ A muténsdisitéds modellezése Geotrichum candidummal:
A Geotrichum candidum 0055 és a Geotrichum candidum
0136 adeninigényes piros.telepeket képz8 mutdns torzs
tobb napos ferde tenyészetéb6l 100:1 arédnyl kevert
szuszpenziét készitettem desztilldlt vizben, A sejte-
ket T-3 t4ptelaj feliletére szélesztettem olyan higil-
tdsban, hogy az inkubdlés soran kiléndllé telepek joj=-
jenek létre és a Petri-csészéket 6t napra 30 c%-o0s ter-
mosztdtba helyeztem, Az inkubdcié ideje alatt kifej-
l6dtek a telepek,dés a sejtek nagy része artrospébré-
kat képezett., 5 nap mtilva a telepeket desztillélt vize
zel lemostam és a zémmel artrospora &llapotban lev8
sejteket T-4 tapoldatba vittem, A sejtkoncentrécié
10° sejt/ml volt, A sejteket is tartalmazé tépolda=-
tot 5~5 ml-enként 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokba
téltottem,és id6nként felszuszpendédlva 30 c®-on inku-
bdltam, Az inkubdcié sorén a vad fonaldarabok és
artrospérdk kihajtottak és uj, ez enzimkezelédsre ér-
zékony fonalat képeztek, A spérédk hajtatésdhoz szik=-
séges id6 meghatérozését végeztem el elfszor, kilon-
b6z8 inkubdécids id8 utén a sejteket egységesen 4 6rén
keresztil kezeltem 2 % csigeenzimmel O,1 ¥ merkapto-
etanol jelenlétében, A hajtatési id6 3, 4, 5, 6, 7,
8 é6s 9 6ra volt, A hajtatés megkezdésekor és az en-
zimkezelés utédn mintét vettem és megfelelfen higitva
T~3 taptalaj feliletére szélesztettem, 72 6rés 30 c®-on
torténd inkubdlés utdn a piros és fehér telepeket
6sszeszémoltam,
A tovébbiakban 6 6s 7 6rés hajtatési id6vel tobbszor
megismételtem a kisérletet,



B/ auxotrof muténs izolédlésa Geotrichum cendidumndl:

c/

A Geotrichum candidum 0055 par napos ferde tenyésze-
tér6l artrospéra-szuszpenziét készitettem, majd T=2
tiptalaj feliletére szédlesztettem ugy, hogy egy-egy g
Petri-csészére nintegy 5000 sejt keriiljén, Ezutén

a 3, fejezetben leirtak szerint a sejteket mutagén
kezelésnek votettem als, majd 5 napon keresztiil

30 c®~on inkubsltam, A telepeket desztilldlt vizzel
lemostam 4s o sejteket T-4 tdpoldatba vittem, 7 érés
hajtatési idsvei elvégezten a'S/A fejozetben igcmerte-
tett enzimkezelést, Mintavétel a hajtatds elStt é4s

8z enzimkezelés utédn tdrtént. A mintdkat megfelolfen
higitva T-2.tépta1ajre szélesztettem és 4 napig inku-
bdltam, majd a 3, fejezetben ismertetettek szerint
izoldltam a muténs telepeket és meghatéroztam a tép-
anyagigényiiket, Az azonos tépanyagigényt nmutatéd tele-
peket azonos muténs telepeinek tekintettem,

mutédnsdisitds modellezése Saccharomyces cerevisiaevel:
saccharomyces cerevisise S 288c vad és Saccharomyces
cerevisiae X 1687-16 C muténs tdrzsek 14«16 6rés

T-1 tépoldatban ré4zatva nevelt tenyészeteinek sejtjeit
100:1 ardnyban T-2 téptalajra szélesztettem ugy, hogy
majd kulénsllsé telepek jojjenek létre, 4 napos inku-
bacié utdn a telepeket desztilléit vizzel lemostam
és a sejteket T-4 t4poldatbe vittem, A sejtkoncentri-
cié 10° sejt/ml volt, A szuszpenziébél 50-50 ml=-t

500 ml-es talpas gémblombikokba mértem, 6 6rés 30 c®-on
és réazégépen tdrtént inkub&cié utdn a lombikokbél kie-
meltem 1 ml-t és kémcséygkbeégbltattem.“Minden kémcgb=- °
héz 2 %—bak megfeleld csigaenzimet'ée 0,1 %=-nak meg=-
felel8 merkaptoetanolt adtam, A kémcsdveket idénként
megrézva szobahfmérsékleten végeztem az enzimkezelést,
A 6 6rds inkubdcié el8tt és az enzinkemzeléds utén mintét
vettem. A mintdkat megfelel8en higitva T-3 téptalajra
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" ozélesztettem, 48 6rés inkubdciéd utédn Osszeszémoltam
a piros és fehér telepekeot,

D/ a muténgdusités modellezése Candida albicanssal:
A Candida albicans CBS 562 és Candida albicans
11z~ 0144 tBrzsekkel elvégeztem a 6/C fejezetben
ismertetett modellkigérleteket, azzal az eltéréssecl,
hogy a mintédkat T-2 tiptalajra szélesztettem,Kés 48
6rés inkubdcié utén a telepeket T-5 téptalajra repli-
kéztan, Ujabb 48 6ra nilva a csészéket Hsszehasonlit-
va Osszeszénoltan a vad és mutdns telopeket,

7. Disitds mikrobidlis eredetil enzimmel:
A/ dusitée Trichoderma-enzimmel:

a/ Trichoderma-~-fermentld hatédsa a Schizosaccharomyces
pombe L 972 h~ toérzs kalsnbsz8 koru tenyédszeteinek
sejtjeires
14-16 6rés T-1 tépoldatban rdzatva inkubdlt és
5 napos ferde Schizosaccharomyces pombe L 972 h™
tenyészetek sejtjeib8l kulén~kiilén 5 -106 sejt/ml
koncentraciéju szuszpenzidét kdészitettem a Trichoderna
~fermentlében, A szuszpenzibho: annyi Mgso4~ot
mériem, hogy a végsé koncentriacié 0,8 M legyen.
Induléskor és késBbb egyenlf 1d6kdzonként mintét
vettem, A mintdkat részben 0,8 M-o0s MgSO , oldattal,
részben desztillglt vizzel l0-szerecére higitottanm,
és higitéds utén Birker-~kamréval meghatéroztam a
sejtszémot, A kétféle médon higitott mintédkbdl ka-
pott sejtszém kuldnbsége a hypoténids kbzegben
ezétosb sejtek szémat adta, A kisérletet olvégeztenm
DG~zal elbkozelt sejtekksl is, Az olbkezelés T-4
tdpoldatban tértént 2 ¢ glukéz és 0,05 § DG jelen-
1étébon, 30 C%-on 1 6érén keresztil inkub&iva 10°
sejt/ml koncentraciénidl, Elb6kezelés utén a sejto-
ket centrifugédléssal 6sszegyujtottem és a Tricho-
derma~formentlébe vittem, Az onzimkezelést a mér
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ismertetett médon hajtottam végre,

b/ Modellkisérlet Trichoderma-fermentlével;
A kisérlet megegyezett az 5/B fejezetben ismer-
tetett modellkisérlettsl, azzal a kilénbséggel,
hogy az el6kézelés utédn a sejteket nem T-4
tipoldatba. , hanem Trichoderma-fermentlébe vittenm,
A fermentléhez 0,8 M-=nak megfeleld MgSO,-ot adtam,.
Mintavétel a csészék lemosdsa utdn, és a 6 Oras
enzimkezelést kbvetéen tértént,

B/ Streptomyces-enzim hatédsa a Saccharomyces cerevisiae RXII
édlesztf kulonbdz6 kord tenyédszeteinek sejtjeire:

14-16 6rés T-1 tapoldatban rédzatva inkubdlt, és 5 napos
ferde Saccharomyces cerevisiae RXII tenyészetek sejt-
-Jeibdl kulon-kilon 10”7 sejt/ml koncentriéciéju szusz-
penziét késziteitem a Streptomyces~fermentlében,

A szuszpenzibhoz annyl KCl-ot mértem, hogy a végsd
koncentracié 0,6 M legyen, Indulédskor és 6 6ra sltele
tével mintdt vettem, A mintakat részben 0,6 M-os KCl
oldattal, részben desztilldlt vizzel tizszeresen hi-
gitottam és higitds utén Burker-kamréval meghatéroz-
tam a scjtezdmot, A kétféle médon higitott mintdkbél
kapott sejtszam kiilémbsége a hypoténias kézegben
azétesd sejtek szdmét adta.
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AZ EREDMENYEK ISMERTETESE

1, Csigaenzim hatdsa a Schizosaccharomyces pombe L 972 h™
kiilénkdzb koru tenyédszeteinek sejtjeires

Hat fliggetlen kisérletb8l szérmazdé adatok &tlaga
szerepel az 1, dbrédn az értékekhez tartozé széréssal
egyitt, A gdrbék jél szemléltetik a kilénbdzé koru
sejtek érzékenységét a csigaenzimes kezeléssel szem=
ben, A 3 6rds kezelési id§ alatt a 1416 Orés tenyé-
szetek sejtjeinek 88,5 § -a elpusztult, ugyanakkor
a 4 napgs tenydszetek sejtjeindd csak 15,5 %-os
pusztulds tapasztaltam, Az eredmények alapjén lehet-
ségesnek ldtszik a fiatal sejtek szelektiv pusztité-

Sa o

2, A muténsdisités optimalis kérilményeinek meghatiroza-

sa modellek segitségével:

A/ modellek feldllitdsa és kiprébdldsa:
Ut 131 vad és muténs illetve hérom 100:l vad és muténs
arényd kisérlet adatait tintettem fel a 2, &bran,
Az atlagosan 5 napos tenyészetek sejtjei eltérden
reagdlnak a csigaenzimes kezelésre, A T=-4 tapoldatban
a mutdne sejtek nem tudnak ndvekedni, ezért a csiga-
enzimmel szemben rezisztensek maradnak, A vad sej-
tek ezzel szemben azonnal ndévekedésbe kezdenek és
sejtfaluk érzékennyéd vélik az enzimre, A falbontés
az enzim jelenléte miatt révidesen megindul és a
vad sejtek fokozatosan szétesnek, Mintegy 12 éra
elteltével a vad sejtek tulnyomé tébbsége elpusztul
nikdézben a mutdnsok szdma csak kdriulbelil 30 %-kal
csokken, A mutdns-pusztulds a késSbbiekben fokozédik,



Ez elsdsorban hdrom okra vezethetd vissza, A mutdns
sejtek fala sem teljesen ellendlld az enzimmel szem=-
beri, az enzimkészitmény jelentfs mennyiségi szennye-
z6dést tartalmazhat és ami a legfontosabb: a szétesd
vad sejtekb8l nagy mennyiségben szabadulhat fel adenin,
Az utébbival magyarézhaté az a jelenség is, hogy a
100:1 arényd modellnél valamivel nagyobb a mutdnsvesz=
tés, ugyanis a 100:1 modellben sokkal tébb vad sejt
esik szét,

Mindkét modell egyértelmilen bizonyitja, hogy lehetsé-
ges a vad sejtek szelektiv elpusztitédsa, vagyis létre-
hozhatdé egy mutédnsdisitési mdédszer, A médszer haté-
konysdga szempontjébél azonban fontosnak latszik az
enzimkezelés id8tartaménak. csékkentése a minél ala-
csonyabb mutdnsvesztés érdekében,

%

100

sejtszam

50 4

== @ B ...
kezelési ido (ora)

1, &bra: Csigaenzim hatésa kiulénbBz8 kortd tenyészetek sejt-
jeire, A gorbék a kezelést tuléld sejtek szamat
Abrazoljdk a kezelési id8 filiggvényében és az induléd
sejtszém szédzalékdban,----- 4 napos tenyészet;

14-16 6rés tenyészet sejtjei,
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2, adbra: Modellek a muténedisitésra, A girbék a csigaen-
zimes kezeldst tuléld sejtek szamdt abrazoljak a
kezelési id6 fuggvényében és az induld sejtszam
szdzalékaban, 1:1 modell, vad sejtek;

1:1 modell, mutdns sejtek; —+*—100:1 modell,
vad sejtek;--*--100:1 modell, muténs sejtek.

3, &bra: puténsdisitds modellezése, Az enzimkezelés hatédsara

a vad /fehér/ telepképz8k szdma lecsdkkent,



B8/

c/
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az enzimkezelés idépontjdnak kivédlasztdsa:

A vad és mutans sejtek keverédkét T-3 taptalajra
szélesztettem és kilonbdz8 ideig inkubdltam, Az inkue
badcids iddvel aradnyosan ndvekedett a vad sejtek sze-
lektiv elpusztithatdsdga, Két napos inkubdcid utédn

a nmutans dés vad seitek szdma kérilbelill azonos mére-
tékben csékkent az enzimkezeléds soran, Harom napos
inkubdcidé utédn a mutdns sejtek ellendlldé képessége
hirtelen megnétt és tovabb fokozddott a 4 és 5 napig
inkubélt tenyészeteknél, A 4, &brédn a 3 és 4 napig
inkubdlt modellek adatait tintettem fel, A gérbék a
kezelést tulélé sejtek szémat dbrizoljdk a csiga=
enzimes kezelési idé flggvényében, Az 5 napig inku-
bdlt modellek adatai kérialbelil azonosak a 4 napos-
sal, A gérbék két=két kisérlet adataibdl szamitott
4dtlagot &brazolnak, A 3 és 4 napos inkubdcid utan a
fiatal sejtek szdma kozel azonos mértékben csodkken
és 12 6réas kezelési id8 elteltével megkdzeliti a
nulldt., A nutdns sejtek széma a 3 napos kisérletnél
kériilbelil a felére csékken 12 6ra alatt, szemben

a 4 napos kisérletekkel, ahol a muténsvesztés leg=-
feljebb 25 %. Az eredményekbdl levonhaté az a kiovet-
keztetés, hogy az enzimkezelést minimalisan 4 napos
inkubéciénak kell megeléznie, Az adatok természetesen
csak a téptalaj feliletén torténd inkubacidra vonat=-
koznak,

az enzimkezeléds id8tartamaénak és koérilményeinek a
meghatérozdsa:

Az eddigi kisérletekben miutdn a sejteket T=-4 tépol=-
datba vittem azonnal elkezdtem az enzimkezelést,
vagyis a mutdns sejtek 12 illetve 24 érén keresztil
olyan kézegben inkubdlédtak, ahol bizonyos mennyiségi
adenin-felvételre volt lehet8ségiik, Ennek az okaira
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a 2/A részben mar kitértem, Ha csékkentem az enzimke-
zelés id8tartamdt, részben megeldzhetem & mutdns sejtek
névekedésének meginduldsdt is, Vagyis az eddigieknél
révidebb kezeléssel csékkenteni tudom a mutdnsvesztést.
Az 5, ébréan kétféle kisérlet adatait tuntettem fel.
Harom olyan kisérlet atlagat, amikor az enzimes kezelés
azonnal megkezdfdétt és 6t olyan hisérlet atlagét,
amikor az enzimkezelést a sejtek 6 6rés inkubdcidja
elézte meg T-4 tépoldatban, A vad sejtek szdma mindkét
tipusu kisérletben megkozeliti a nullat az induldstél
szamitott 12, 6réban, A kezelést tuléld mutans sejtek
szémdban jelentfs kilénbség figyelhet6 meg. A rdévidebb
ideig kezelt rendszerben a mutansok szama 22 J=-kal
csdkkent szemben a 12 éréig kezelttel, ahol a veszte=-
ség 31 § volt, Tehat az a megoldds a hatékonyabb,
amikeor 6 éras inkubdcié utdn kezdédik az enzimkezelés,

See_ _
i

24

kezelési idd (6ra)

4, é&bra; Csigaenzim hatdsa T-3 taptalajon kilénbdézd ideig
inkubdlt modellek sejtjeire, A gorbék a kezelést
tGlélé sejtek szamat dbrizoljadk a kezelési idd
fliggvényében és az induld sejtszam szdazalékaban,
—=—3 napos modell vad sejtek; -¢---3 napos modell
mutdns sejtek;—o—4 napos modell vad sejtek;
--0--4 napos modell mutdns sejtek, A sejtszammegha-
tarozds T-3 téptalajon szélesztéssel tortént,




D/ A kidolgozott médszer hatékonysdgdnak megéllapitdsa:
16, egyméstél figgetlen disitdsi modellkisérlet ered-
ményeit az 1, tédblézatban foglalom &ssze,

A muténs sejtek az Osz=-

szes sejt %-aban dusulés elméleti
mértéke dusitha=
indulédskor enzimkeze- téség
lés utén mértéke
l. 3,80 59,52 15,66 26,31
24 1,44 92,30 64,10 69,44
3e 2,94 80,88 27,81 34,01
4. 0,75 51,81 69,08 133,33
Se 2,13 38,18 17,92 46,95
Ge 1,11 61,11 55,05 90,09
7 0,87 69,05 79,37 114,94
8e 1,63 50,00 30,67 61,35
9. 1,44 40,00 27,78 69,44
lo. 1,27 45,95 36,18 78,74
1l. 1,74 44,19 25,39 57,47
12, 3,11 75,90 24,41 2,15
13, 2,50 70,59 28,24 40,00
14, 1,68 56,52 33,64 59,62
15, .71 43,18 25,25 58,48
16, 0,93 60,67 65,24 107,52
dtlag 1,82 58,74 39,09 67,48
8Z20=
ras 0,21 3,92 5,68 7,75

1, tdbldzat: Mutédnsdisitss modellezése Schizosaccharomyees
pombe-val,

Disulds mértéke: a masodik és az els8 oszlopban szerepld

értékek hanyadosa,
100

Az elméleti disuléds mértéke:
az els8 oszlopban szerepld érték
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A 16 kisérletben Atlagosan 39,09-szeres disulést
értem el, Ez az érték az elméleti dusulds 58,74 %=a.
Az 4tlageredmény azonban nem tikrézi pontosan a
.médezer hatékonysigsdt, Kiemelve azokat a kisérlete~
ket, ahol a mutédns mennyisége induléskor 1 ¥ alatt
volt, az &tlagosnédl sokkal magasabb diusulési érté-
keket figyelhetiink meg, Mésrészt a legalacsonyabb
hatékonységot /15,66-szoros dusulds/ az a kisérlet
mutatta, ahol a legmagasabb volt az indulésnél a
nutdns aranya /3;80 %/ . Ebben az esetben az elmé-
leti dusulds értéke is jelentfsen kisebb,/26,31-
szeres/ mint a 16 kisérlet dtlagos dusulésa,-

Vagyis a dtsulds mértéke figg a kezdeti aranytél,

és 6sszehasenlitani illetve &tlagolni’ csak az azo=-
nos muténs:vad arédnyrél indulé kisérleteket érde-
mes, Mivel ez a feltétel csak elméletileg teljesit~
hetd; betartdsdtél eltekintettem,

3. Auxotréf mutédnsok dusitésa Schizosaccharomyces pombe
élesztb6b8l csigaenzimes kezeléssel:
A modellekkel kidolgozott disitési médszerrel 18 auxo=-
tré6f mutdnst izoldltam., Az adatokat a 2, tédblézat tar-
talmazza, ' a

A 18 kisérletben az 4tlagos dusulds 79,63-szoros volt,
ami az elméleti dusithatésédg 33,72 ¥-a, A szélsl ér-
tékek: 5,95-826rds és 235,29-szeres dusuléds, Az uj méd-
szer segitségével izoldlt muténsok kdzdtt 4 adenin-ige-
nyes, 5 arginin-igényes, 2-2 hisztidin-, lizin- és
metionin-igényee{ 1-1 szerin-, tirozin-igényes és

1 olyan mutédns volt, amelyik lizint és arginint is igé-
nyelt, A sokféle mutdns arra enged kévetkeztetni, hogy
a médszer 4ltaléanosan hasznélhaté,
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a mutdns sejtek az OSsz=

mu-  S%€8 sejt e-dban diisulés elméleti
téne mértéke disitha-
ti- induléskor enzimkeze- tésag
pus ' lés utén ; mértéke
ade” 0,65 9,09 13,98 153,84
ade” 1,83 33,33 21,78 65,35
hisz~ 0,95 50,00 52,63 105,26
szer = 0,24 50,00 208,33 416,67
arg" 0,17 40,00 235,29 588,24
liz~ 0,46 40,00 86,95 217,39
arg 0,31 22,22 71,67 322,58
arg 1,29 7,68 5,95 77,52
met 0,76 10,00 13,15 131,58
arg 0,25 22,22 88,88 400,00
liz" 0,51 39,13 76,72 196,08
liz™ )

arg‘f 0,54 20,00 31,25 156,25
tir" 0,42 77,77 185,14 238,10
ade” 0,82 60,00 73,17 121,95
met 0,83 83,33 100,39 120,48
hisz~ 0,31 14,81 47,77 322,58
arg- 0,31 14,81 47,77 322,58
ade” 0,34 25,00 73,53 294,12
atl, 0,59 34,41 79,63 236,14
szdrés 0,07 4,29 14,51 32,98

2, tdbldzat: Auxotréf mutdnsok disitdsa Schizosaccharomyces
pombe élesztdbdl.,
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sejtszam
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kezelési ido (dra)

« abra: A kilonbdéz86 idbpontokban kezdett enzimkezelés
hatdsa, A girbék a mindenkori sejtszamot &b=-
razoljak a kezelési id6 fluggvényében és az ine
dulé sejtszém szazalékédban, —»-—ved sejtek,
--s--muténs sejtek szama amikor az enzimkezelés
azonnal megkezd8dik.,—oc— vad sejtek,--o---mu=-
téns sejtek szama, amikor az enzimkezelés 6 6ré-
val késbbb kezdédik.

o

6, dbra:s Az izolélt klénok tépanyagigényének megha tdrozésa
korong-médszerrel, Részletes magyardzatot lasd
a Médszer fejezetben,



4, Magas hémérsékletre érzékeny mutdnsok disitdsa Schizo-
saccharomyces pombe éleszt8b8l csigaenzimes kezeléssel,

Az uj mutansdisitési médszer segitsdégével hérom ma-
gas hémérsékletre érzékeny mutdnet sikeriilt izolélnom,
A kisérletek adatait 2 3, t4dblézat tartalmazza,
Az atlagos dusulas 80,5-sz6roés, ami az elméleti di-
sithatdésag 73,4 %-a., A disitds hatékonysdga valami-
vel jobb mint az -auxotréf mutdnsoknsl,

a mutans sejtek az &sz-

szes sejt Y~aban disulas elméleti
, mértéke disithae-
indulaskor enzimkeze- toéséag
lés utan mértéke
l. 1,02 48,04 47,10 $8,04
2, 0,81 83,67 103,30 123,46
Se 0,93 84,81 91,20 107,52
atl, 0,92 72,17 80,50 109,67
szdéras 0,03 12,07 17,07 7,42

3. tédbldzat: Magas hémérsékletre érzékeny muténsok
disitésa Schizosaccharomyces pombe
éleszt8bdl,

5, Lehetéségek a csigaenzimes muténsdiusitdsi mdédszer ha=-
tékonyséagédnak fTokozdséra:
A/ Dlsitds ismételt enzimkezeléssel:
Két kisérlet adatait tartalmazza a 4, tabléazat,



‘a muténs sejtek az Osezes sejt Y=-aban

1, kisérlet 2, kisérlet 3, kisérlet

indulgsnial 0,75 2,13 1,44
az elsd enzimkezelés
utén 51,81 38,18 44,55
a méasodik enzimkeze-
lés eldtt 28,13 27 ,62 27 ,83
a masodik enzimkeze-

93,75 96,64 95,20

lés utéan

4, tadblézot: Dlisitds ismételt enzimkezeléssel,

A disulds mértéke az elsd enzimkezelés alatt:

l, kisérlet:
2o kisérlet:
atlag:

69,08
17,92
43,05

A disulds mértéke a mdsodik enzimkezelés alatt:

1, kisérlet:
2, kisérlet:
atlag:

A disuléds mértéke a
1, kisérlet:
2, kisérlet:
&éslag:s

3,33
3,51
3,42

kétlépcsls disitas soran egylttesen:

125,00
45,37
85,19

Az elméletileg elérhetd dasulés:

1, kisérlet:
2., kisérlet:
dtlag:

133,33
46,94
90,14



Az elsf enzimkezelés uténi ardny a hérom napos inkue
bédcié sorén megvaltozott, Ez azzal magyarazhaté,
hogy az enzimkezelés utédn nem sikerilt minden szeny=
nyez6dést kimogni a rendszerbdl)és a sejtaek sgy ré-
sze még szaporodhatott, ‘

Az &tlagértékek ebben az esetben sem jollemzik redli-
san a médszer hatékonységdt, A dusuléds mértéke a két
kisérletben rendkiviil eltéré, ami elsBsorban azzal
magyarédzhaté, hogy mar az induldsnédl is nagyon ki-
lénbbzdtt a muténsok arénya, Sokkal jellemz6bb az’
az adat, amely arra ad védlaszt, hogy mi.a viszony

az elméleti disithatésédg és a tényleges disulds ko=
z6tt, Az 1, kisérletnél 93,75 %-ban, a 2, kisérlet-

" nél 96,64 ¥%~-ban kézelitette meg az elmédleti érté-

8/

ket a kisérleti értdék.

Diusitds 2-desoxyglukézos elbkezeléssel:

a/ A falszintézis gé4tldsa szempontjébdl hatésos
DG:0likéz arédny meghatérozédsa tértént ez elsd
lépésben, Az egységesen 1 % glukézt tartalmazé,
do kaldnbbz6 DG-mennyiségekkel kiegészitett T-4
tépoldat<sorozatban inkubdlva a sejteket az elsd
két 6rdban nem tapasztaltam sejtszétesdst, A to=-
vébbi inkubdéié sordn azonban lassan megindult
a sejtek lizise, 4 6ra elteltével ez 500 ug/ml
és a 250 ug/ml DG-t tartalmazé varidnsban volt
jelent8sebb szétesés., Az el6bbinél 60 %, az
utébbindl 50 %-ban estek szét a sejtek, 20 6rés
inkubédcié utédni adatokat &brizol a 7, ébra,

Az eredmények alapjén 250 ug/ml és 750 mug/ml ké-
z6tti értékeknél varhaté a teljes szédteséds vagyis
a falszintézis leger8sebb gétlédsa., 100 ug/ml-nél
alacsonyabb DG-tartalomndl a szétesés mértéke csdk-
ken, és egydttal a sejtek szaporodni is képesek,
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7. ébra: A sejtek szetesése kilonbozd DG koncentracid
hatdsdra, A gorbe a szétesett sejtek szaménak
valtozasat a rézolja a DG koncentracid fuggvé-
nyében és az Osszes sejt szazalékaban,

1000 ug/ml koncentrdciénédl a DG feltehetdleg mar
a sejtek ndovekedését is gatolja,és igy a sejtek
egy része intakt marad, A fentiek alapjan az

500 ug/ml-es koncentrécidét valasztottam ki, és
ezzel végeztem el a kévetkezd kisérletet, Az
egységesen 500 ug/ml DG-t tartalmazdé, de kuldn=
b6z8 glukéz-mennyiségekkel kiegészitett T-4 tép-
oldat-sorozatban 20 éréig inkubalva a sejteket

a 8, abrén feltintetett adatcokat kaptam,

A 0,62 és 2,5 %=0s tartomanyban tapasztaltam a
legnagyobb mérvii szétdsést. Az ennél magasabb
glukéztartalomndl mér szaporodds is jelentkezett,
az alacsonyabb értékeknél pedig a DG ndvekedést
ie gatld hatdsa magyardzhatja a csékkend arényu
szétesést, A két kisérlet tapasztalatai alapjan
a tovébbiakban 2 % glukézt,és 0,05 % DG-t tartal-
mazé T=-4 tépoldattal dolgoztam,
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8, dbra: A DG hatésdnak fluggése a glukézkoncentricidtdl,
A gorbe a szétesl sejtek szdmdnak valtozasat
abrézolja a glukézkoncentricid fluggvényében és
az Osszes sejt szézalékaban,

b/ A DG és a csigaenzim kdlesbnhatdsdnak vizsgdlata,
A kisérleti adatokat a 9, dbran tuntettem fel,
/Az adttekinthetfség kedvéért azok az adatok nem
szerepelnek az &bran, amelyek a 2 6rds DG eldke=-
zelés utdni enzimkezelést jellemzik, A 3, 6réban
a seitszam itt is nulldra csdkken,/ A sejtek kom=
binalt kezelése jelentfsen megndveli a csigaenzim
hatdsossdgat. Egy és hiromnegyed é6ra alatt gyakor=-
latilag az o6sszes sejt szétesik,és tulajdonképpen
mindegy, hogy az enzimes kezelés azonnal vagy ndémi
késéssel kezd8dik, A 2, fejezet értékelésénél
elemzett okok miatt mégis az a megoldas tinik jobb-
nak, ahol roévidebb az enzimkezelés,
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Q.4bras A DG és csigeenzim kélesdnhatdsa, A gorbék a keze=-
lést tuléll sejtek szémdnak védltozédsét kovetik a
kezelési id6 fTuggvényében és az induld sejtszén
szézalékdban,——-* ---csak csigaenzimmel kezelt sejtek;
—o-—gcsak DG-zal kezelt sejtek;—»»— DG=-zal és
csigaenzimmel egyszerre kezelt sejek; -+ -DG=o0s
eldkezelés utédn cesigaenzimmel kezelt sejtek /a nyil
az enzim bemérését jelzi/;---o--kontroll.

¢/ A DG eldkezeléssel kombindlt muténsdisités modelle-
zéses
Hérom kisérlet eredményeit tartalmazza az 5, tablé-
zat, A modellkisérletekben a kombindlt kezelés sok-
kal hatdsosabb, mint a kizdrélag enzimes kezelés,
Mindhdrom kisérletben nagyobb ardnyd disulast ta-
pasztaltam,mint a csigaenzimes médszer dtlaga.
Az egyes kisérletek eredményeinek eltérése azzal
magyarézhatd, hogy mér kezdéskor is kiilénbdzditt
& mutdns és vad sejtek aranya, Eppen ezért az &t-
lagértékekonem jellemzik redlisan a médszer haté-
konysagéat,
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I - e
induléaskor enzimkeze=- tésdg

lés utén mértéke
l. 1,05 97,10 92,48 95,24
2e 1,29 920,29 69,99 77 ,52
3. 0,21 71,48 340,09 476,19
atlag 0,85 86,27 167,52 216,32
szérés 0,39 7.,41 85,61 130,10

5. tdblédzat: DG elfkezeléssel kombindlt mutédnsdisitds model-
lezése,

6. Csigaenzimes muténsdisités Geotrichum candidum, Saccha=-
romyces cerevisiae és Candida albicans gombékkals
A/ A mutédnsdisités modellezése Geotrichum candidumnél:
A kiilénbdéz8 hajtatési idbével elvégzett modelleknél
kapott eredményeket a 6, tédblazatban foglaltam ossze,

hajtasi idé enzimkezelési dtlagos dusu- kisérletek

idé las szama
3 4 7,81 2
4 4 8,89 2
5 4 18,39 <
6 4 68,77 8
7 4 62,27 6
8 4 42,31 2
9 4 13,50 2

6, tédbldzats: Mutdnsdisitds modellezése Geotrichum candidumnél.



Maximalis disuldst a 6 b6rés hajtatdsi id8vel sikerult
elérnem, Ezt megkdzelitette a 7 6réds id§ is, ezért a
tovéabbiakban a modelleket ezzel a két hajtatdsi iddvel
végeztem, Nehezen magyarézhaté, hogy miért csdkken a
hatékonysag a 8 és 9 drai inkubdlds utén kezdett en-
zimkzelésnél, Lehetséges, hogy a muténs artrospérak

is novekedésnek indulnak, bar mikroszképban ezt nem
sikerilt megfigyelnem, Magyardzhatdé a jelenség ta-

lén azzal a ténnyel is, hogy a vad spérék kihajtésa
mar olyan mérvi, hogy az osztddds miatt megnd a vad
sejtek szédma, 6 6rds hajtatdssal elvégzett nyolc mo=-
dellkisérlet adatait 6sszegeztem a 7, téblézatban,

a mutans sejtek az Osz-

szes sejt %-dban disuléds elmélet:
mértéke disitha-

induléskor enzimkeze=- téséag
lés utén mértéke
R 0,39 41,01 105,12 256,40
24 0,39 35,11 89,74 256,40
3e 4,16 76,02 18,27 24,00
4, 4,16 82,01 19,71 24,00
56 6,06 97,69 16,12 16,50
Ge 6,06 93,75 15,47 16,50
7 0,26 36,12 139,19 384,60
8. 0,26 38,10 146,54 384,60
dtlag 2,72 62,46 68,77 170,38
szdrés 1,45 9,71 20,43 59,28

7. tdblédzat: Mutédnsdisitds modellezése Geotrichum candidumndl

6 6ras hajtatési idével,
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A két szélsé érték 15,47- illetve 146,54-szeres
slsulés, Az 6ridsi szdérdst részben az induldsi
vad:mutdns ardny szérésa magyarézza, Ha figyelembe
vesszik, hogy milyen mértékben kézeliti meg a tény-
leges dusulds az elméleti dusithatésédgot, a széris
mar kisebbnek bizonyul, de még itt is nagyok a
kiilénbségoike A két szélsd érték 36,19 % és 97,69 %

B/ Auxotréf mutdns izoldldsa CGeotrichum candidumnél:
A csigaenzimes disitdsi mddszer segitségével egy
adenin-igényes muténst sikerilt izoldlnom, A mu=-
tansok arényst 2,5 %-rél 50 %-ra emeltem, vagyis
20-szoros disuldst értem el, Az elméleti dusitha=-
tésdg ebben a kisérletben 40-szeres volt,

C/ A mutédnsdisitds modellezése Saccharomyces cerevisiae=-
nél;
Ot modellkisérlet adatait tintettem fel a 8, téblé-
zatban,

a mutédns sejtek az Osz-

szes sejt %=-daban dusuléas elméleti
mértéke ditsithatd-
induldaskor enzimkeze= sdg

lés utéan mértéke
l. 3,14 60,70 19,33 31,85
2, 0,97 13,60 14,47 106,38
3. 0,94 12,70 13,51 106,38
44 4,39 66,66 15,18 22,78
Se 4,39 62,50 14,23 22,78
dtlag 2,76 43,23 15,34 58,03
széras 0,78 12,32 1,03 19,81

8. téblézat: Mutdnsdusitds modellezése Saccharomyces
cerevisiaenél,



A médszer hatékonysdga ennédl & fajndl a legalacso=-
nyabb, Az &dtlagos dlésulds 15,34-szeres, de a maxi=-
mélis désuléds is csak 19,33-szoros. A vad sejtek
szédma altalédban 90-95 %-kal csékkent, de ugyanake-
kor a mutdns sejtek kézdtt is nagyarényl pusztuldst
tapasztaltam, Lehetséges, hogy ez a modellhez kivéa-
lasztott mutdns tdérzs specidlis tulajdonsdga miatt
kovetkezett be és mas térzzsel modellezve sokkal
jobb eredményeket értem volna el,

D/ A muténsdisités modellezése Candida albicanssal:
Ut modellkisérlet adatait tuntettem Tel a 9, téb-
lazatban,

a mutans sejtek az dsz=

szes sejt Y=aban disulés elméleti
mértéke disitha=-

indulédskor enzimkeze=- tdséag
lés utéan mériéke
La 0,13 12,580 96,15 769,23
24 0,27 18,75 69,44 370,37
3e 0,27 28,00 103,70 370,37
4, 1,46 27,77 19,02 68,49
5. 1,46 26'05 17'84 68'49
atlag 0,72 22,62 61,23 329,39
sz6rés 0,30 3,04 18,38 129,00

9, tébldzat: Mutdnsdisitéds modellezése Candida albicans-
sal,

Az 4tlagos disulds 61,23-szoros és a két szélsd
értéks 17,84-szeres és 103,70-szeres disulas,



7. Disitds mikrobidlis eredetii enzimekkel:
A/ Disitéds Trichoderma-enzimmels:

a/ Trichoderma=fermentlé hatdsa a Schizosaccharomyces

pombe L 972 h™ térzs kiilonbsz8 kord tenyészeteinek
sejtjeires

A kisérleti eredményeket a 10, tébldzatban tintet=-
tem fel,

szétesd sejtek szdma az Osszes sejt Y-dban

kezelési
idd DG-0s elfkezeléssel DG-0s elbkezelés nélkil
/éra/
14 6rés te- 5 napos 14 éras 5 napos
nyészet tenyészet tenyészet tenyészet
sejtjei sejtjed sejtjel sejtjei
0,5 0O 0 15 &)
1,0 1 0 58 2
4,56 23 6 95 8
2,0 72 16 100 31
2,5 S5 23 100 44
3,0 100 60 100 67

10, téblazat: Trichoderma=fermentlé hatdsa a Schizosaccharo=-

myces pombe kiilénbdézd kord tenyészeteinek
sejtjeire,

A Trichoderma-enzimek kéralbelil hasonldé hatékony=-
sdggal ejtik szét a sejteker mint a csigaenzim,

A DG-0s el8kezelés itt is fokozza az enzim hatdsat,
A szétesd sejtek szdma nem azonos a protoplasztok
szdméval, A desztilldlt viz hatédsdra szétesl sej=-
teknek legfeljebb 50 %=a volt valédi protoplaszt

3 6réds kezelés utén is, A kildénbézé koru sejtek
eltéré érzékenysége alapjén igy is lehetségesnek
latszik a fiatal sejtek szelektiv elpusztitésa,

A DG-os elbkezeléssel kombinédlt megoldés latszik
jobbnak, mivel ott a révidebb ideji enzimkezelés
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kevesebb &reg sejtet pusztit el,

b/ Modellkisérlet Trichoderma-fermentlével:
Két modellkisérletb6l a kévetkez8 adatokat kaptam:

A mutdns arénya a dusitds elftt:

l, kigérlet: 0,77 %
2, kisérlet: 0,10 %

A nuténs aranya a ddsités utén:

1, kisérlets: 40,00 %
2, kisérlet: 42,11 ¢

A disulés mértéke:

l, kisérlet: 51,94-sz0ores
2. ltisédrlet: 421,1l0-szeres

Az elméleti diusithatésdg értékes

l, kigérlet: 129,87-szeres
2. kisérlet:1000,00=-sz0ro0s

A két kisédrlet disulésdnak édtlaga 236,52, Sajnos
redlis kévetkeztetés levonédsdhoz ez a két eadat
nem elegend8., Ennek ellenére megdllapitheatd,
hogy Trichoderma-enzimekkel is lehetséges a
dusités,

B/ Streptomyces-enzim hatésa a Saccharomyces cere=
visiae RXII éleszt8 kulénbdz8 kora tenyészeteinek
sejtjeire;

Hat, egymést6l flggetlen kisérlet adatait tartalmaz-
za a 11, téblazat,

A Streptomyces-enzimek is szelektiven hatnak a ki-
16nb6z6 korl sejtekre., 6 érds kezelés alatt kozel
100 %~-osan szétejtik a fiatel sejteket és cseak

23 %-0s pusztuldst okoznak az breg sejteknél,
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Az eredmények alapjén Streptomyces-enzimekkel is
lehetségoesnek létszik a mutdnsdisitis,

szdtesd sejtek szama az Gsszes sejt Y~aban

14-16 4rds tenyédszetek 5 napos tenyészetek

sejtjed sejtjedi
1, 100,00 6,35
2. 100,00 24,00
3e 96,74 32,76
4, 100,00 42,67
Se 100,00 28,41
Ga 99,01 2,86
dtlag 99,29 22,84
széras 0,563 6,32

11, tdblazat: Streptomyces-enzim hatésa a Saccharomyces
cerevisiae RXII élesztd kiulonbdzd kort
tenyészeteinek sejtjeire,



MEGBESZELES

Az auxotréf gombamuténsok csigaenzimmel térténé feldisité-
sanak lehet8ségét el8szlr modellkisérletekben prébiltam ki,
Megvizsgdltam a csigaenzim hatdsat a kilénbdz6 koru Schizo-
saccharonyces pombe tenyészetek sejtjeire, Eredményeim azt
nutattdk, hogy az 6t napos tenyédszetek sejtjei ellendlléak

e fal enzimes emésztésével szemben, Vagyis, a kilénbsdz8
koru sejtek keverédkét kezelve csigaenzimmel az enzim szelek-
tiven csak a fiatal sejtek falat képes oldani.

A kévetkez6 kisérletekben olyanAmodellt 4llitottam 6ssze,
ahol a vad és muténs sejtek kézidl szelektiven csak a vad
sejteket pusztitotta el az enzimkezeléds., A modellben a vad
és muténg sejteket a Schizosaccharomyces pombe L 952 h™

és a Schizosaccharomyces pombe L 972 ade6h™ térzs képviselte,
Az utébbi megfelelf ﬁbrﬁlmények kbzbtt piros telepeket ké=-
pez, azaz a szédlesztéssel tdrtén8 sejtszdm meghatérozédsndl
8 két térzs telepeil vizudlisan is elkiilénithetbk, Hasonlé
megoldédsok az irodalombdél mar ismeretesek /Moat, Peters

és Srb, 19569; Snow,1966; Visnyovszky; 1972;/, Az 1l:1 illet=
ve 100:1 vad és mutdns ardnyd sejtkeverékkel két kisérlet-
sorozatban meghaté4roztam a vad sejtek szelektiv elpusztité-
sédnak feltételeit. A keveréket olyan téptalaj feliletére
/T-3/ szdlesztettem, ahol mind a vad,mind a muténs sejtek
szaporodhattak, A szélesztéstfl szdmitott kilénbbzb idétar-
tamok utdn a megjelend telepek sejtjeit szelektiv /T=8/tép~-
oldatba vittem, A szelektivitdst az jelentette, hogy csak a



vad sejtek ndvekedhettek, A sejteket enzimkezeltem és a
tuléldk kdézt megdllapitottam a mutdns: vad ardnyt, Azt
tapasztaltam, hogy ilyen médszerrel a szélesztés uténi

4 napos inkubdcid elegend8 ahhoz, hogy mind a vad mind a
muténs sejtek elszaporodjanak és ugyanakkor megéregedve
rezisztenssé vadljanak az enzimkezeléssel szemben, A sze-
lektiv tépoldatban azutén csak a vad sejtek névekedtek,
azaz csak ezek veszitették el az ellendlld képességet

az enzimmel szemben, Sajnos a vad sejtek megfeleld mér-
tékl pusztitdsédhoz hosszi kezelési idé /12 éra/ volt szik=-
séges és a muténs sejtek egy jelentds része is elpusztult,
A kezelési id6 csokkentését értem el a masodik kisdrlet-
sorozatban, Ha a négy napos telepek sejtjeit a szelektiv
T-4-es tépoldatba vittem, és csak 6 éra milva kezdtem meg
az enzimkezelést, akkor mar 6 6réas kezelési id6 is meg-
felelének bizonyult, Kézel valamennyi vad sejt elpusztult
és csak 22 Y%=kal csékkent & mutédnsok széma,

Miutén tisztdztam a vad sejtek szelektiv elpusztitasanak

a feltételeit, 1l00:1 vadimutéans modellekkel meghataroztam

a médszer hatékonysdgét, 16 kisérletben atlagosan 39,l-sze=-
res disulédst értem el, Az egyes disulasok a hozzajuk tar-
tozé elméleti disithatésédgi értékeket atlagosan 58,7 %-ban
érték el,

A modellekkel kideclgozott Gj modszerrel a tovéabbiakban
auxotréf és magas hémérsékletre érzékeny muténsokat du=-
sitottam, Schizosaccharomyces pombe L=972 h™ térzs sejtjeit
a mutagén kezelée utdn a mar ismert mddon elszaporitottam,
szelektiven fiatalitottam, és enzimmel kezeltem, 18 auxo=
tréf mutdnst izoldltam ezzel a médszerrel, Az 4dtlagos di-
sulds 79,6=-szoros volt, tehédt joéval magasabb, mint a
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modellkisérletekndl, A kiilénbség természetesen nem azzal
magyarézhatd, hogy a vad sejtek falénak érzékenysége vél-
tozott meg az enzimmel szemben, Ha figyelembe vesszik a
mutans mennyiségét induldskor a modellkisérletekben és

az uj mutdnsok izoldléséndl, az eltérdst meg tudjuk magya=~
rézni, Az el6z86 esetben étlegosan 1,8 %, az utébbi esetben
0,6 % volt a muténs sejt, Vagyis hasonlé mennyiséglli vad
sejt elpusztitdsa a modelleknél sokkal kisebb mérvi du-
suldsnak tinik, Erdemes 6eszehasonlitani a téblézatban

8. helyen szereplS modellkisérlet és a szerin-igényes mu=-
téns dusitdsdnak adatait, A modellben 1,63-ré6l 50 ¥-ra,

a szerin-igényes mutédnsndl 0,24-r6l 50 ¥-ra ndtt a muténge
sejtek arénya, A modellben 98 ¥, a szerin-igényes muténsnil
99 %-ban kellett elpusztulniuk a vad sejteknek, hogy az
emlitett eredmény sziilessen, A két kisérletben tehdt kozel
azonos hatékonysdggal dolgozott az enzim, mégis az egyik
esetben 30,67-gzeres a mésik esetben 208,33-szoros disu=-
last okozott,

Magas hémérsékletre érzdkeny muténsokndl nem végeztem el
modellkisérletet, de az Uj médszer alkalmazdsdval harom mu=-
ténst izoldltam, Az 4tlagos disuléde 80,5-szbrés volt, ami
kézel azonos az ausotréfokndl kapott eredménnyel,

Megkiséreltem a csigaenzimes médszer hatékonysdgdnak foko-
z4sdt is, Ez elsésorban az enzimkezelés hatékonysagénak
névelésével érhetd el, A modellkisérletekben a névekedésben
lev6 sejtek egy kis hdnyada é&ltaléban tUlélte az enzimkeze-
lést, és voltak olyan vad sejtek is, amelyek nagyon lassan,
késve kezdtek névekedni a szelektiv T-4-es tépoldatban,

Egy ismételt enzimkezeléssel az ilyen vad sejtek nagy részét
is sikerilt elpusztitanom, Hasonlé ﬁegoldéet, az eljérésok



megismétlését mdsok is alkalmaztdk disitdsi médszereikben,
Példdul a sziréses médszernél mindig tdbbezér sziirik a
rendszert /Woodward, De Zeeuw, Srb, 1954/, vagy egy mésik.
példas. Lubin /1962/ ismételt penicillin-kezeoléssel és is-
mételt triciumos kezeléssel disitott auxotréf muténsokat,
‘Az ismételt csigaenzimes kezeléssel sikeriilt elérnem, hogy
a tuléld .eejtek 95,2 ¥=a volt muténs.ﬁéz 85,2-szeres du-
sulésnak felek meg, )
Az onzimes kezelés hatékonységdt més médon is sikertilt fo-
koznom, A glukéz-analébdg .2~-desoxyglukéz /D5/ segitségével

a fal szintézisét gatoltam illetve zavarokat idéztem elf

-a szintdzis-folyamatokban, A DG els6 lépésben foszforilé-
16dik, azaz 0G-6P kdpzbdik, ami a tovébbiakban a foszfoglu- |
komutdz enzimhez kapcsolddik, Az enzim nem képes DG=-1lP-td
alakitanli a DG-6P=-0t, ami felhalmézédve az enzim mikddését
gatolja, Mivel a glukaénok szintéziséhez glukéz—lP-on‘ét»
vezet az Ut és a foszfoglukomutéz a gétlde miatt nem to6l-
ti be normdlisan a funkcidjét, zavarok lépnek fel a fal-
~szintézisben /Megnet, 1965/, Az elégtelen falképzés a
sejtek széteséséhez vezet, Megjegyzend§, hogy a DG hatésa
nem korlétozédik kizarélag a glukénképzésre, bizonyos mer-
tékben a mannéndk_szintézisét is zavarje /Krdtky, Biely és
Bauer, 1975/, Els8 lépésben két kisérletsorozattal megha-
tdroztam azt a DGiglukéz arényt, amely hypoténids kézegben
a sejtek szédteséeét okozza, Az 1:20 és 1:50 kozé es ér-
tékek bizonyultak a leghatdsosabbnak, Biely, Kratky,
Kovafik és Bauer,/1971/ hasonlé aredményeket kaptak Saccha-
‘romyces cereviaiaenél. 2 % glukézt és 0,05 ¥ DG-t tartal-
nazé T-4 tépoldatban a fiatal Schizosaccharomyces pombe
vsejtek 4 érés inkubdcié utén kezdenek rohamosan szétesni,
'Ha azonban a tédpoldatban csigaenzimed is mérink az 635299
sejt elpusztul 105 perc alatt, Ha az enzimmt a DG utén

egy 6réval adjuk a sejtekhez, a teljes pusztulédshoz ele-



gend6 45 perc is, Tchdt a csigaenzim hatésa DG-os el&kezelés-
sel fokozhaté, A szinergista hatds mér korédbbi vizsgdlatok-
b6l is ismert volt /Birnboim, 1971; Foury é&s Goffeau, 1973/,
Foury és Goffeau /1973/ a DG-on kivul glicerolt illetve
glukézt tartalmazé kdzegben el8kezelve a Schizosaccharonyces
pombe sejteket 20 illetve 30 percig, mintegy 95 illetve 70 %-o0s
protoplasztképzédst ért el 2 6rés enzimkezeléssel, Az dj el-
Jéréssal elvéqeztem hdrom modellkisérletet, Révidebb kezelési
iddvel /5 6re/ nagyobb mérvii, 4tlagosan 167,5-8z6rbs dusu-
lést értem el mint el6kezeléds nélkil, Vagyis ¢2 enzimes mnéd=-
szer hatékonysdga ezen az Gton is fokozhaté.

Az eddigi eredmények kizérélag a Schizosaccharomyces pombera
vonatkoznak, Felmerul a kérdés, hogy a hatékonynak bizonyult
médszer alkalmazhaté-e mds gombdknal is? Kivdlasztottan
hérom tovébbi olyan fajt, amely falszerkezetber. 4s a proto-
plasztdlés korilményeit tekintve eltér a Schizosaccharony-
ces pombetél. A harom faj kézés jellemvondsa, hogy a csiga=-
enzinm hatdkonységdt a 2-merkaptoetanol jelentésen megndveli
szenben a Schizosaccheronyces pombeval, A jelenség valészi=-
nli magyaréazata a vegyulet redukdlé hatéséval kapcsolatos.
Feltehetfieqg & sejtfal-proteinekben talélhaté diszulfid-=koté-
sek redukalédnak,és a fal szerkezete lazdbb lesz /Nurminen,
Oura és Soumalainen, 1965/, Mindhéron fajndl vad és muténs
térzsek segitségével modelleket 4llitottam Ossze,

A fonalas ntvekeddst mutatd és artrospébrékat képz6 Geotrichum
candidunrdl a nédszer minimdlis véltoztatdssal kitinGen be-
védlt, A vdltoztatéds mindéssze annyi, hogy az enzimkezelést
0,1 % 2-nerkaptoetanol jelonlétében és 4 6rén keresztil
célszeriu végezni, Nyolc modellkisérletben G8,8~szoros du-
suldst értem el, Egy auxotréf mutdns izoldliedndl a muténs
arényat 2,5 %-rél 50 ¥-ra sikerilt emelnem, Ez ugyon alacsony
dasulést jelent, de tobb kisérletb6l valészinileg jobb
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dtlageredményt is el lehet érni,

A Saccharomyces cerevisiaendl és a Candida albicansndl
is sikerrel prébaltam ki a modelleket, Az el8bbinél 15,3
az utdbbinal 6l1,2-szeres dtlagos disuldst kaptam &t-5t
kisérletbfl, Valtozé hatékonysaggal, de mindhérom fajnél
eredményre vezettek tehat a kisérletek, Feltehetd, hogy
a kétszeres enzimkezelés és a DG-os elbkezelés itt is fo=-
kozhatja majd az eredményeket,

Szédmos gombafajnél és torzsnél a sejtfalat mai ismereteink
szerint nem lehet csigaenzimmel bontani, Ennek az esetek
tilnyomé tcébbségében csak technikai akadélyai vannak,

és a moédszerek finomitdséval megoldhatd lesz a fal emész-
tése, Ezt tdmasztje aléd az a tény is, hogy mikrobidlis
enzimekkel is lehet protoplasztokat képezni, Kérdés, hogy
ezek az enzimek alkalmasak~e mutansdisitédsra? Kisérleteim=-
ben Trichoderma- és Streptomyces-enzimekkel prébalkoztam,
Schizosaccharomyces pombe L 872 térzs hdvel eldlt sejtjei=~
vel indukélt Trichoderma viride olyan enzimeket bocsajtott
a kdrnyezetébe, amelyek képesek az intakt élesztdsejtek
faldt bontani, Az indukdlt tenyészetek fermentlevét 14-16
érés Schizosaccharomyces pombe L 372 tenyészet sejtjeihez
adva harom érds inkubdcidé utdn teljes szdtesés kovetkezett
be. Ut napos tenydszetndl 3 éra alatt a szétesds 60 J~o0s
volt, azaz Trichoderma-fermentlével is lehetséges a fia=-
tal seitek szelektiv elpusztitdsa. De Vries Schizophyllum
communendl szintén eltérd érzékenysdget tapasztaltia
Trichoderna-fernmentldvel szemben fiatal és 4«5 naobg sej~
teknél /1972/. Az egy 6rés DCG-os ellkezelés itt is ser=
kent8leg hatott., Az el8kezelt fiatal sejteket a fermentle
mar két 6ra alatt szédtejtette, Két modellkisérletben
51,9=-szeres és 421,l-szeres disuldst sikerilt elérnenm,
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Az utébbi a legmagasabb a dolgozatban szerepld dsszes ki=-
sérlet kozott, Realis atlagérték meghatérozésdhoz tébb
kisérletet kell még elvégezni, de mér ez a két adat is
arra utal, hogy nem csak csigaenzimmel, hanem mikrobidlis
eredetd enzimekkel is lehet mutansokat désiteni,

Saccharomyces cerevisiasevel indukdlt Streptomyces tenyée
szet fermentlevénel aktivitdsat is megvizsgdltam, Itt is
kiilonboz6 mériékid Talbontdst tapasztaltam a 14 éréas és
az 5 napos tenyészetek sejtjeinédl., A fiatal sejteket
édtlagosan 99,3 J-ban, az o6reg sejteket 22,8 Y~ban pusz=-
titotta el a fermentlé G Ords kezelés alatt, Modellki-
sérleteket Streptomyces-fermentlével ugyan nem végeztem,
de a szelektiv hatds alapjdn joggal feltételezhetd, hogy
ez az ehzimpreparétum is alkalmas lesz mutdnsdisitasra,

Az ismersetett eredmények alapjan elmondhaté, hogy sie
kerilt kidolgozni egy Uj, hatékonyan alkalmazhaté muténs-
disitdsi médszert. Az enzimes médszer jellemzfit mas die
sitdsi eljardsokkal dsszehasonlitva a kovetkezbkben fog=-
lalom Gsszes

1/ A gombdknédl altaldnosan hasznélhatd médszerré val-
hat. Kisérleteimben csak 4 fajndl prébdltam ki,
de mivel az enzimes falbontds valamennyi gombara
torténd kiterjesztésének nincs elvi akaddlya, fel=-
tehet8leg megoldhatd lesz a vad sejtek szelektiv
elpusztitdsa is, Ezzel szemben az eddigi médsze-
rek nagy része csak korlétozott szidmi fajndl al=-
kalmazhatd. A sziiréses eljdrds csak a fonalasoknal
megbizhatd, ez antibiotikumos médszerek csak az
érzékeny térzseknél alkalmazhatdk,



2/ Valamennyi olyan mutédns dusitésdra alkalmasnak

3/

latszik, ahol szelektiven "kork{ilénbség" hozhaté
létre a vad és mutdns sejtek kdzétt, A kordbbi
médszerek kézbtt van olyan, amelyik csak egy vegy
néhdny tipusu mutdns dusitiséra alkalmas, pdldé-
ul az dheztetédses médszerek vagy a szupresszor
mutdcidéra alapitott médszerek /Reissig, 1960/,

A szluréses dusitésndl is megfigyelték, hogy bi-
zonyos vitamin-igényes muténsok elpusztulnak a
hosszu inkubdcié alatt /Woodward, De Zeeuw és
srb, 1954/,

viszonylag magas a hatékonységa, A sziréses méd-
szernél a mutédne koérialbelal 10 %-ra lehet dusitani
/Catcheside, 1954/, Megnet /1965/ 2-desoxyglukézzal
8 %=-r6l 46 %-ra dasitott Schizosaccharomyces pombe
muténsolet, M@bonald /1968/ Penicillium chrysogenum-
nédl nystatinnal 1 %-rél 17,3 ¥%~-ra, Bal, Balbin és
Pieniazek, /1974/ a legjobb esetben Aspergillus
nidulansnél N-glycosil-polifunginnal 1000-szeres,
Cook /1974/ Rhodotorula mucilaginosandl nystatin-
nal 1GO-szoros, Snow /1966/ Saccharomyces cerevisiae=-
nél nystatinnal 1l000O-szeres dusulést ért el,
Donkersloot és Mateles /1968/ triciummal jeldlt
aminosavak felhasznélaséval 4,7 %-rél 25 %-ra di-
sitott,

Egyszerii, gyors, nem munkaigényes médszer, A sziré-
ses disitésndl a szuszpenzié hajtatdsa, 6 és 12 érén-
kénti szirése sokkal munkaigényesebb, A triciumos
disités mintegy 7-8 napig tart, Termdszetesen az
antibiotikumos eljérédsok néhény 6rés vagy perces
kezelési idejénél viszont lassuibb,
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5/ Nem kérositja a tuldls sejteket szemben szdmos anti-
biotikumos médszerrel. Gyakori jelenség, hogy ez
antibiotikumos kezelést tuléls sejteknél megné a
petite-nutansok szama, /Moat, Peters és Srb, 1959/

6/ Az enzimkezelést megel8z6 inkubdcié esorén a nmutdns
sejtek is‘eISZapqrodnak. ani 1zoldlédsuk valészi-
niségét megnéveli;'A kezelést tulélé fendtipuso-
san vad sejtek . kézbtt gyakran elS8fordul, hogy sza-
poroddsuk sorén szdgregédcld révén mutédns utddok
jelennek meg, Ezzel a médszerrel ezek is izolédlha-
ték, Az emlitett olénydk hiényoznak példéaul e
szlréses médszernél, ) | ~ .

7/ Az enzinmek beszerzése és el8allitésa egyszeri és
olcsée

Az enzimes mutdnsdisitisi mddszer feltehetSleg kombindl=-

" haté lesz més médszerekkel is, Bizonyos értelemben az
enzimek és a DG egylttes felhaszndldsa is felfoghaté két
dusitési eljérés kombindlt alkalmazésdnak, Hasonléképpen
méds mérgek és antibiotiliumok is fokozhatjék az enzimes
médszer hatdsfokédt, Az ilyen kombinédciék megnévelhetik

az alkalmazhatésigi teriiletet is, Példéul sztatikus haté-
s antibiotikumokkal szemben érzékeny muténsok is izolgl-
haték lesznek szelektiv felbontés segitségével., A rezisz-
tens torzs sejtjeihez antibiotikumot adva megfelel§ kon-
centréciéban a sejtek tulnyomé tébbsége zavertalanul sza-
porodik, Az érzdékeny mutdnsok névekedését aconban oz an-
tibiotikum gitolja,ds ezok 6regedve fokozatosan ellendlléak
lesznek az enzimmel szemben, Az enzimkezelés majd az antibio-
tikum eltévolitdca utdn a tuléld sejtek nagy része varhatéan
érzékeny muténs lesz,
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A médszer clve valésziniileg felhaszndlhatd a gombdkon kivil™
més 41Plényekndl is, eshol az enzimes falbontds és protoplaszt-
képzés lehetséges, A baktériumokndl a legdltalénosabban hasz-
ndlt muténsdisitédsi eljérds a penicillin szelektiv hatésén

- alapul, azonban a gombakhoz hasonléan itt is hatédrt szab

az alkalmazhatésagnak az antibiotikummal szembeni rezisz~
tencia, Lizozimmel és wés falbonté hatéasd enzimekkel felw
tehet8leg sokkel széleskéribben alkalmezhaté disitdsi méd-
szer dolgozhaté ki, Enzimek segitségével &llitanak old )
protoplasztokat névényi sojtekbdl is. Az icmertetott néd-
szerhez hecsonlé eljaréssal itt is jelent8sen mognbdvelhetf

a mutdcibk izoldldsdnak hatékonysége. Szévettenyédszetek
sejtjeit mutagén kezelés utan megfeleld koériulmények koz6tt
enzimkozelve feltehetbleg elérhetd a vad sejtek szelektiv
pusztitisa, Mivel egyes névényekbdl képezhetd szdvettenyé~
szot dgy, hogy a névény a kés@bbieck sorén a szdvettenyészet-
b6l visszaregeneréaltathaté, az enzimes mutdnsdusitésnak a
gyakorlati névénynemesitésben is fontos szerepe lehet,
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Gombamutansok. 1zoldlésat el8segitd szelokcids feldisitési
médszert dolgoztam ki Schizoeaccharqmyces'pombe teszt-mikro=-
organizmus felhaszndlésédval, A médszeft kiprébéltam Geotrichum
candidummal, Saccharomyces cerevisiaevel és Candida albicans-
szal is, A médszer a gombdk sejtfaldnak szelektiv enzimes
bontédsén alapul,

Az éticsiga /Helix pomatia/ gasztrélis (iregéb8l nyert emész-
t8nedv log-fézisban lev8 gombatenyészetek sejtjeinek falat
feldldja és megfelel8 kérilmények ké6zétt protoplasztok jon-
nek létre, A csupén membrénnal hatédrolt sejtek a sejten be-
141inél alacsonyabb ozmotikus &rtéku kbézegben a viz: beédranm- '
lica miatt felduzzadnak és szétesnek, Stacioner-fézisban
levd tenyészetek sejtjei ellendlléak az enzimhatéssal szem-
ben., Ezen a megfigyelésen alapul az 63 mutédnsdusitési el
jérés, Auxotréf mutdnsok szdméra 6sszedllithaté olyan tép-
telaj, amelyen a mutédnsok képtelenek ndévekedni és szaporod-
ni, viszont ugyanott a prototréf sejtek fejlédnek és osz-
tédnak, Kevert populéciéjukat ilyen téptalajbn inkubélva
elérhet8 az az 4llapot, amikor a mutédns sejtek stacioner-fé-
zigban, a vad sejtek pedig log-fézisban vannak, Ekkor alkal=-
mazva egy enzimkezelést hypoténids kbzegben, a vad sejtek
fala fel6ldédik és a sejtek szétesnek, a muténsok pedig
életben maradnak, Hasonlé elven minden olyan muténs feldu=-
sithaté, amely ndvekedése a tenyédsztési kériulmények védltoz-
tatdsdval szelektiven gdt@lhaté a muténs és vad sejtek ke-
vert populéciéjdban, A médszert 1:1 és 100:1 ardnyban
dssezekevert vad és muténs sejtekkel, mint modellel dolgoztam
ki, A modellkisérletekben 4dtlagosan 39,l-szeres disulédst
értem el,



Schizosaccharomyces pombe 18 auxotréf mutdnsédnak izoldléd-
sdnal alkalmeztaem sikerrel az enzimes disitédsi médszert,
Atlagosan 79,6-szoros dlisuldst értem el, Hérom magas h&=-
mérsékletre érzékeny mutdns izoldldsédndl a médszer 80,5-8zb=-
rés dasulast eredményezett,

A modellkisérleteket a tdébbi teszt-mikroorganizmussal is
elvégeztem és hasonld eredményeket kaptam,.

A tovéabbi kisérletekben a médezer hatékonysdgdt fokoztam,
Az enzimkezelés megismétlésével sikerilt elérnem, hogy a
disitott populédcid 95,2 %~4t mutdns sejtek alkottdk, Ez
90,l=szeres disuldsnak felelt meg, Més médon, a sejtfal
szintézisének gatlasédval is fokozhaté a hatékonysdg. Ha a
sejteket @ csigaenzim hozzdadésa elétt 2-desoxyglukdzzal
kezeltem révidebb enzimkezeléssel is magasabb mértéki,
atlagosan 167,5-8z8rbés ddsuléast értem el,

A csigaenzimen kiviil Trichoderma viride és Streptomyces

- halstedii enzimeivel is sikerilt szelektiv sejtfalbontéast
és pusztitdst elérnem, Trichoderma-fermentlével elvégzett
modellkisérletekben maximélisan 421,l-szeres disulast kap-
tam,

A korébbi disitdsi mdédszerekkel dsszehasonlitva az enzimes
médszer a gombdkndl &ltaldnosan haszndlhaté, a muténsok
szempontjéabél kiméletes, gyors, egyszeri és olcsé eljérias.
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