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ÖSSZEFOGLALÁS

A fakultativ anaerob élesztőgombáknál két, egymástól 
viszonylag független energiatermelő rendszr működik* Az 

egyik az aerob légzés, a másik pedig az anaerob körülmé­
nyek között funkcionáló alkoholos erjesztés. A légzési 
mechanizmus működése a mitokondriunok teljes épségét 
követeli meg, ehhez pedig elengedhetetlen a mitokondriá- 

lis DNS által kódolt fehérjék jelenléte. A mitokondriális 

DNS mutációja tehát, főként a Saccharomyces genus külön­
böző fajainál respiráció deficiens /RD/, másnóven petite 

mutánsok megjelenéséhez vezet, melyek c^toplazmatikue 

öröklésmenetet mutatnak.
Kísérleteim során különböző Saccharomyces tipusú élesztők­

ben /Saccharomyces cerevisiae XI687-16C, S283c, RXII, S. 
disstaticus, logos és uvarum/ respiráció deficiíTigjb mutáció 

kiváltásának lehetőségét vizsgáltam. A mutáneindukció két, 

egymástól lényegesen eltérő hatásmechanizmus alapján tör­
tént :

1* A mitokondriális fehérjeszintézis szelektiv gát­
lása riboszoraális szinten ható antibakteriális 

antibiotikumokkal. A chloramphenicol, erythromycin, 

streptomycin, gentomycin, kanamycin, neomycin, 
valamint az Oxytetracyclin és Chlortetracyclin 

mutánsiridukáló képességét vizsgáltam az antibio­
tikumok koncentrációjának és hatásidejének függvé- 

i.vében. Az eredményok szerint*'!?., téko. у a; ti-.-ioíikumok 

/erythromycin, neomycin, Oxytetracyclin és Chlortet­
racyclin/ viszonylag magas, a baktériumok növekedé­
sének gátlásához szükséges koncentrációnál 3-4 nagy­
ságrenddel nagyobb koncentrációban képesek RD-mutá- 

ció indukálására. A mutációs arány azonban extrém



magas, törzstől és antibiotikumtól függően sokszor 

e 100%-ot is eléri.
Leghatékonyabbnak az erythromycin, Oxytetracyclin 

és Chlortetracyclin bizonyult, melyek valamennyi 
vizsgált törzsnél 100JS körüli RD-mutációt indukál­
tak 2-4 napos kezelési idő alatt.

2. Cytoplazmatikus
mitokondriális DNS szelektiv károsításával, melyre 

alkalmas az etidiumbromid. Hutagén hatását a mitokond­
riális OfJS-be történő interkaiációja révén fejti ki, 

a szükséges koncentráció kb. 3 nagyságrenddel kisebb, 

mint az antibakteriális antibiotikumok alkalmazása 

esetén. Valamennyi vizsgált élesztőtörzsnél 10G& 

mutációs gyakoriságot eredményezett 1-3 napos inku­
bációs idő alatt.

RD-mutáció indukálható közvetlenül a

Kísérleteim során megvizsgáltam a leghatékonyabb RD mutáns 

induktornak bizonyult anyagok, az erythromycin, Oxytetra­
cyclin Chlortetracyclin és az etidiumbromid hatását nyolc, 

eddig petite negatívként isméét élesztőnél is. Mutációt 

azonban ezekkel az anyagokkal sem sikerült egyik törzsnél 
sem indukálni.
Az erythromycinnel és chlortetracyclinnel indukált petite 

mutánsok sejtmag és mitokondriális DN8-ét fluoreszcens 

festák/CsCl fajsúlygrádiensben szeparálva megvizsgáltam, 
milyen változások történtek a mitokondriális DWS mennyi­
ségében ill. faj súlyában. A Saccharomyces cerevisioe 

S238c törzs petite mutánsai közül sem az erythromycinnel, 

sem a chlortetracyclinnel indukált mutánsok nem tartal­
maztak kimutatható mennyiségben mitokondriális DNS-t, 
ezek ún. mutánsok voltak. A többi megvizsgált petite 

törzs mind tartalmazott mitokondriális DNS-t, melynek



fajsúlya vagy azonos volt a grande-éval vagy annál 
kisobb volt, az eltérés azonban még azonos grande 

anya|törzs esetén io különböző volt. Ezek un. 
mutánsok voltak.
ügy tűnik tehát, hogy a petite mutánsoknál a mitokond- 

riális Díí'j degradációjáriak mértéke nem elsősorban 

az alkalmazott induktortól függ, sokkal inkább az ille­
tő álesztőtörzs mitokondriális DNS-ének stabilitásától 
ill. labilitásától.
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BEVEZETÉS

1* A citoplazmatikus légzésedeticiens mutánsok .jellemzői

A citoplazmatikus légzésedéiiciens /röviden RD/ - mutánsok 

az extrakromoezomális mutánsok egyik sajátos csoportját alkot­
ják* Mint az elnevezés mutatja, ezek a sejtek légzésre /respiróciór 

képtelenek* Az RD mutáció azoknál az eukarióta sejteknél, ahol 
a légzési mechanizmus mellett más energiatermelő rendszer is 

működik, nem letális* Ilyenek az un* erjesztő élesztőgombák, 
ahol két, egymástól viszonylag független energiatermelő rend­
szer működik, az egyik az aerob légzés, a másik pedig az 

anaerob körülmények között funkcionáló alkoholos erjesztés.
Mivel a glükóz fermentációja során lényegesen kevesebb ener­
gia keletkezik, mint légzésnél, a mutáns sejtek szaporodása 

lassúbb lesz, ami aerob körülmények között alacsony glükóz­
tartalmú /1-2%/ táptalajon kisebb telepek megjelenésében 

nyilvánul meg. A mutánsoknak a vad sejtektől eltérő fenotipi- 

kus megjelenése vezetett a mutáció felfedezéséhez /Ephrussi 1953/, 
és ezt tükrözi a "petite colonie" elnevezés is szemben a vad, 
"grande" telepekkel.

Az RD-mutánsokriál a fenotipikus eltérésen kivül jól karsk- 

terizálható fiziológiai, biokémiai és genetikai jellemzőket tár­
tak fel, ami a mutánsok diagnosztizálását könnyebbé és biz­
tosabbá teszi.

Az előzőekből következik, hogy az RD-mutánsok olyan tápta­
lajon, amely kizárólag oxidativ lebontás utján hasznosítható 

szánforrást tartalmaz, nem képesek szaporodni /Morita és Mifuchi 
1970/.

A mutánsok citokróm-spektruma ugyancsak lényegesen eltér 

a vad tipusu sejtekétől, citokrómspektruma^'a citokróm aa,-, és b 

teljesen hiányzik /Clark-Walker és Linnane 1966/. Ugyancsak 

hiányzik a piroszőlősav dehidrogenáz, a citokróm-oxidáz, a
‘JADSS-citokróm £ oxidoreduktáz és az (X-glicerofoszfát
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dehidrogenáz /Sloniraski 1952/.
A keresztezési kísérletekből kiderült, hogy az RD-mu- 

táció egyfajt^itextrakromoszomális öröklésmenetet mutat, 

és a mutációt egy citoplazmatiku© un.Cj1 faktorban bekövetke­
zett változásnak tulajdonították, amely bizonyos enzimek, 
többek között a Szent-Györgyi-Krebs-ciklus és a terminális 

oxidáció bizonyos enzimeinek képződését kontrollálja és 

önálló szaporodási képességgel rendelkezik /Michael és 

mtsai 1971/. Ez a citoplazmatikus faktor tulajdonképpen 

a raitokondriális DNS, /továbbiakban mt-DNS/ amely a 

sejtmag DNS-től függetlenül replikálódik és számos mito- 

kondriális fehérjét és RNS-féleséget kódol /Schatz 1964. 
Tewari és mtsai 1965, Wintersberger 1965/.

Nemcsak a mt-DNS, hanem mega a mitokondriuro is nagy­
fokú önállósággal rendelkezik e sejten belül,önálló fehér­
jeszintetizáló rendszere ven, amely e citoplazroatikustól 
sok szerkezeti eltérést mutet. /Linnene és mtsi 1972/.
A mitokondriális fehérjeszintetizáló rendszernek saját 

transzfer-RNS-ei vannak, melyek közül néhányról kimutatták, 

hogy a mt-DNS kódolja /Casey és mtsi 1974/.
A Saccharomyces-tipusu élesztőkben a spontán RD-mu- 

tánsok gyakorisága más mutációk gyakoriságához képest 
feltűnően magas, általában 1% körül van, néhány törzs­
nél azonban ez az arány jóval magasabb is lehet.
Különböző fizikai-kémiai ágensek alkalmazása a mutációs 

arányt lényegesen megnövelheti, sőt bizonyos esetekben 

ez a 100 %-ot is eléri. Az RD-mutáció indukálásában a 

leggyakrabban alkalmazott módszerek az akridinfestékkel, 
enziminhibitorokkal /Nagat és mtsi 1961/, antibiotikumok­
kal /Michael és mtsi 1971, - Fuglisi és mtsi 1971,
Williamson és mtsi 1971/ és etldiumbromiddal /Schwab 1971/ 
való kezelés, valamint UV-sugárzásnak és magas hőmérsék­
letnek való kitétel /Nagai ás mtsi 1961/.
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Bizonyos élesztőtörzsekben eddig spontán RD-mután- 

sokat nem találtak« és az indukciós kísérletek is kudar­
cot vallottak. Ennek az ún. petite negativitásnak az 

oka egyenlőre ismeretlen, ezek az élesztők valószinüleg 

stabilisabb mitokondriális rendszerrel rendelkeznek.

2. A fehérjeszintézisgátló antibakteriália antibiotikumok
hatása a bakteriális ás aitokondriális fehérjeszinté­
zisre

Az élesztőkben levő két, egymástól jól elhatárolt 

fehérjeszintetizáló rendszer közül az egyik a citoplaz- 

matikus riboszómákhoz kötött, amely az információkat 

a nucleusból kapja, a másií<hoz/ a mitokondriális fehérje- 

szintatizáló rendszerhez az információk egy részét a 

mi-DNS szolgáltatja. E két genetikai rendszer bonyolult 

kölcsönhatásban áll egymással és feltehetően különböző 

regulációs mechanizmusok révén befolyásolják a bennük 

kódolt genetikai információk megnyilvánulását /Puglisi 
és mtsi 1971/. A fehérjeszintézis alapvető mechanizmusa 

a kát rendszerben azonos, a résztvevő struktuális egy­
ségek azonban lényeges eltéréseket mutatnak. Legalap­
vetőbb különbség az, hogy a citoplazmatikus proteinszinte- 

tizáló rendszerben 60 S és 40 S alegységből álló 80 S 

riboszómák vannak, mig a mitokondriális proteinszinteti- 

záló rendszer a baktériumokéhoz hasonlóan 30 S és 50 S 

alegységekből álló 70 S riboezómákat tartalmaz /Preer 

1971/. Ez az eltérés lehetővé teszi a kát proteinszin- 

tetizáló rendszer antibiotikumokkal való szelektiv 

gátlását. A riboezomális szinten ható fehérjeszintézisgátló 

antibakteriális antibiotikumok közül egyesek a mitokond­
riális fehérjeszintézist gátolják anélkül, hogy a cito­
plazmatikus proteinszintetizáló rendszert befolyásolnák. 

Ezen antibiotikumok bizonyos koncentrációban a mitokond­
riális proteinszintézis gátlása révén légzésgátlást
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okoznak és csökkentik a nemfermentálható szubsztrátokon 

való növekedést, magasabb koncentrációban pedig több 

generációs időn keresztül hatva RD-mutáció indukálósára 

képesek /Clark-Walker és Linnane 1966, Michael és mtsi 
1971, Williamson és mtsi 1971, Carnevali és mtsi 1971/,
A mutánsindukáló képesség valószinü 

hogy a mt-DNS replikáció bizonyos, a mitokondriumban 

szintetizálódó enzimek jelenlétét követeli meg, esetleg 

a szabályos DNS-replikációhoz elengedhetetlen a mitokond- 

rium membránok integritása, A mitokondriális fehérje­
szintézis gátlása révén ezen enzimek, illetve az integri­
tást fenntartó proteinek mennyisége egy kritikus szint 

alá csökkenhet, ami a mt-DNS elvesztéséhez, csökkenésé­
hez vagy megváltozásához vezet. Ezek a replikációs fak­
torok a mitokondriumban általában feleslegben vannak je­
len, ezért a mitokondriális proteinszintézis teljes 

gátlása mellett is több generációs időnek kell eltelni 
a faktorok kihigulásához /Williamson és mtsi 1971/.

A kísérletek célja az volt, hogy megvizsgáljuk né­
hány olyan antibakteriális antibiotikum RD-mutáns indu­
káló hatékonyságát, amelyek a bakteriális fehérjeszinté­
zis riboszómális folyamatainak különböző lépéseinél gát­
ló hatást fejtenek ki. A gátlás mechanizmusa általában fel­
tárt, bár az elsődleges hatások mellett sokszor jelentős 

mellékhatások is kimutathatók, főleg magasabb antibioti­
kum koncentrációknál, A bakteriális és mitopkondriális 

fehérjeszintetizáló rendszer nagymérvű szerkezeti hasonló­
sága alapján azonban feltételezhető, hogy az antibioti­
kumok hatásmechanizmusa mindkét rendszernél azonos, bár 

a mitockiondriális fehérjeszintézis gátlásához lényegesen 

magasabb antibiotikum koncentráció szükséges, ami 2-5 

nagyságrend eltérés is lehet. Ennek oka egyenlőre nem 

ismeretes. Az egyes antibiotikumok hatásmechanizmusát 
az 1. ábra, kémiai szerkezetüket pedig a 2, ábra mutatja.

magyarázata az.
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A riboszómális folyamatok inhibitorait két nagy csoport­
ra oszthatjuk aszerint, hogy a 70 S riboszóma 50 S vagy 

pedig a 30 S alegységéhez kapcsolódva fejtik-e ki a 

gátló hatást* Ezek az antibiotikumok a riboszóma alegy­
ségekkel közvetlen interakcióba lépnek és a riboszóma 

felületének meghatározott helyéhez specifikus proteinek 

segitségével kötődnek /Gottlieb és Shaw 1Э67, Pestka 

1971/.
a/ Az 50 S alegységen ható antibiotikumok hatásmechaniz-

rnusa
Chloramphenicol /СР/

A CP a baktériumsejtekben specifikusan a riboszómák 

50 S alegységéhez kötődik, ezáltal megakadályozza 

az aminósavaknak a proteinekbe való beépülését. 

Elsődleges hatása az, hogy gátolja a tRNS-hez kap­
csolt aminosavak riboszómákori való megkötődését, 
és ezáltal a peptidkötós kialakulását. Valószinüieg 

gátló hatást fejt ki a peptidtranszferáz működésére is.

Erythromycin /ЕМ/

Az ЕМ a makrolid antibiotikumok közé tartozik, amelyek­
re jellemző, hogy 12-22 atomból álló laktor.gyürüt tar­
talmaznak és ehhez egy vagy több cukor kapcsolódik.
A ^C-EM-nel végzett kísérletek azt mutatják, hogy 

ez az antibiotikum is kizárólag az 50 S alegységhez 

kötődik, és az E. coli 50 S riboszómájában kimutattak 

egy proteint, amely az EM kötődésért felelős.
Az EM a fehérjeszintézisben ugyanat a lépést gátolja, 

mint a CP, azaz megakadályozza a peptidkötós kiala­
kulását .

Ь/ A 30 S alegységen ható antibiotikumok hatásmechanlzmu-
sa
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Aninoglükozid antibiotikumok

Az aminoglükozid antibiotikumok kémiailag rokon vegyü- 

ietek, amelyek közül a streptomycin /SM/, kanamycin /КМ/, 

neomycin /ММ/ és gentamycin /GM/ fehérjeszintézisgátló 

hatását ismertetjük. Valamennyiben megtalálható a strep- 

tamin vagy a 2-dezoxystreptamin, bár a GM pontos kémiai 
szerkezete még nem teljesen liánért.

2-dezoxystreptaminstreptamin

A hatásmechanizmus tanulmányozása azt mutatja, hogy 

ez a vegyületcsoport nemcsak szerkezeti, hanem funkció- 

nális egységet is képez. A megvizsgált aminoglükozidok 

közül valamennyi a 30 S riboszóma alegység szintjón 

féjt ki gátló hatást, ami a riboszomális alegységek 

összekapcsolódásának gátlásában nyilvánul meg.
A SM az iniciáció gátlása során megakadályozza a fMet- 

-tRNS-пек a 30 S alegységhez való kötődését.
A genetikai és biokémiai vizsgálatok során kimutattak 

egy proteint a 30 S alegységben /p^q/# amely SM és va- 

lószinüleg a NM és KM kötődésért is felelős.

Tetracyclinek

A tetracyclinek az antibiotikumok egy szerkezetileg 

sajátos csoportját alkotják. Az alapváz egy részben 

redukált antracén, amelyhez különböző szubsztituensek 

kapcsolódnak•
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A tetracyclinek nagyon hatékony fehérjeszintézisgátló 

antibiotikumok, amelyek a bakteriális fehérjeszintézis 

riboszómális folyamatainak több lépését gátolják. A 

hatásmód azonban sokszor nem egyértelmű és függ az al­
kalmazott koncentrációtól is.
Elsődleges hatásuk az, hogy gátolják az aminósav-tRNS- 

nek az EF T-től függő 30 S riboszóma alegységen való 

enzimatikus megkötődését a fehérjeszintózis elongációs sza­
kaszában .
A tetracyclinek a fehérjeszintézis terminációs szakaszá­
ban is gátló hatást fejtenek ki, valészinüleg megakadá­
lyozzák a "release" faktorok felismerését.
A klórozott tetracyclin származékok /Chlortetracyclin, 

demethyl-Chlortetracyclin/ antibakteriális hatékonysága 

nagyobb és hatásspektrumuk szélesebb, mint az oxytetracyc- 

linó.

3. Az etidiumbromid hatása az élesztőgombák mitokondrlális
rendszerére

Az etidiumbromid /EB, 2,7-diamino-9-fenil-10-etil-fe- 

nantridinium bromid/ /4/a ábra/ kémiailag rokon az akti- 

dinfestékkel, melyek RD-mutáns indukáló hatására már 

utaltunk. Mint tripanoszóma-ellenes drogról ismert volt, 

hogy gátolja a különböző organizmusok nukleinsav-szin- 

tézisét /Newton és mtsi 1963, Tomchick és Mandel 1964/ 
metakromatikus komplexet képezve a DNS-sel és az RNS-sel 
/Elliott 1963, Waring 1965/. Kimutatták, hogy Escherichia 

colinál gátló hatást fejt ki az RNS polimerázra /Richard­
son 1973/.

Az élesztőknél RD-mutációt indukál, amely e*tra- 

kromoszomális öröklődést mutat /Ephrussi 1953, Slonimski 1953/ 
Hatására a mt-DNS feldarabolódik, bázisösszetétele és 

mennyisége megváltozik, illetve teljesen eliminálódik, az EB
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koncentrációjától és hatásidejétől függően /Slonimski 
és ratsi 1968, Goldring és mtsi 1Э70, Nagley és mtsi 
1973/«

Hatásmechanizmusáról ismert, hogy mint interkaláló ágens, 
beépül a DNS két szála közé, szétfeszíti, ezáltal megaka­
dályozza annak molckul-a- replikálódását /Waring 1965,
1970, Paoletti és Lepecq 1971, Denhardt és Kató 1973/*
A molekula egyszerű interkslációja azonban nem ad magya­
rázatot más lényeges hatásaira, valamint a DNS teljes 

degradációjára. Oelzett EB-dal kimutatták, hogy kovalens 

kötés alakul ki a mt-DNS és az EB között /Mahler és 

Bastos 1974/* Az etidiumbromid stimuláló hatást fejt ki 
a mitokondriális DNAase-ra is /Paelotti és mtsi 1972/*

4* A cytoplazmatikus petite mutánsok mitokondriális
DNS-ének jellemzői*

A cytoplazmatikus petite mutánsoknál a respirációs 

képesség elvesztését a mt-DNS szerkezetében bekövetkezett 

kisebb-nagyobb változások okozzák, ami lehet a mt-DNS 

teljes elvesztése /Q° mutánsok/, ill. a mt-DNS deléciója* 

feldarabolódással, denzitásának és bázisösszetételének 

megváltozása / §“ mutánsok/ Nagley és Linnane 1970, 
Mounolou és mtsi 1966, Bernardi és mtsi 1968/.

А sejtekben a mt-DNS mennyisége a legtöbb esetben 

azonos a grande sejtekével, bázisösszetétele azonban 

eltér* A G+C tartalom különböző mértékben csökkenhet, 

amivel párhuzamosan az A+T tartalom nő* Extrém esetben un. 
"alacsony fajsúlyú /low,density/ petite-ek jönnek létre 

3-4 % G+C tartalmú mt-DNS-sel míg a grande sejtek mt-DNS- 

ében a G+C tartalom 18% /Mounolou és mtsi 1966, Bernardi 
és mtsi 1972/.
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Anyagok és módszerek

1/Törzsek

Saccharomyces cerevisiae X 1687-16 C /Ade“, Arg“, His“, 
Leu", Lys", Met”, Try"/ /Kaliforniai Egyetem, Berkeley/ 

Saccharomyces cerevisiae S 288 C /Kaliforniai Egyetem, 
Berkeley/
Saccharomyces cerevisiae R XII. /Szegedi Oózsef Attila 

Tudományegyetem Mikrobiológiai Tanszék Gyüjteményéből- 

továbbiakban SzMC - 0054/
Saccharomyces diastaticus /SzMC 0543/
Saccharomyces logos /SzMC 0542/
Saccharomyces uvarum /SzMC 0641/
Saccharomyces rouxii /SzMC 0133/
Saccharomycodes ludwigii /SzMC 0720/
Schizosaccharomyces pombe /SzMC 0142/
Candida albicans CBS /SzMC 0056/
Dekkeromyces fragilis /SzMC 0737/
Hansonula anomala /SzMC 0052/
Rhodotorula mucilaginosa /SzMC 0831/

2/ Táptalajok

Élesztőkivonatos táptalaj:
5 g ólesztőkivonat /oxoid/, 10 g glükóz, deszt.vizzel 
1000 nl-re kiegészitve. Szilárd táptalaj alkalmazása­
kor 30 g agart adunk az oldathoz. /pH 6-6,£>/

Minimál táptalaj:
5 g /NH4/2S04, 1 g KH2P04, 1 ml van der Walt és Kerken- 

féle szintetikus vitamin oldat, deszt.vizzel 1000 ml-re
később ismertetésre kerülőkiegészitve. Szónforrás a
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kísérletek szerint. Szilárd táptalaj alkalmazása esetén 

30 g agart adunk az oldathoz. /pH 6,5/.

3/ Antibiotikumok

Chloramphenicol /СР/
Egyesült Gyógyszer- és Tápszergyér, Budapest 

Chlortetracyclin /СТС/
CHINOIN, Gudapes t 

Erythromycin /ЕМ/ Glücoheptonate 

Marsing By Со
Erythromycin /ЕМ/ Lactobionate 

Abott Laboratories Ltd 

Etidiumbromid /ЕВ/
Sigma Chemical Company St. Louis, USA 

Gentamycin /GM/
Péterffy Sándor utcai Kórház Farmakokinetikai 
laboratóriuma, Budapest 

Kanamycin /КМ/
Continental Pharma, Belgium 

Neomycin /NM/
Soc. In. Fabric antibio 

Oxytetracyclin-hidrochlorid /ОТС/
CHINOIN, Budapest 

Streptomycin /SM/ sulfate 

CHINOIN Budapest

Ltd., Coppenhangen, Denmark•»

Quenborough, Kent• I

Paris• t

Az antibiotikumokat a táptalajba való bevitel előtt 

annyi etanolban vagy dimetil-szulfoxidban /ELMSO/ ol­
dottuk 24 órán keresztül, hogy a táptalajban az ol­
dószer mennyisége max. 1% legyen.
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4/ Inkubáció

As inkubáció valamennyi kísérletnél 30°G-on történt. 

5/ Antibiotikumos kezelés

Az antibiotikumokkal történő kezelést két módszer 

szerint végeztük, egyik esotban a tenyésztés tápoldat­
ban, mig a másik esetben a táptalaj felületén történt.

a/ folyadékos módszer

24 órás tenyészetből szuszpenziót készítünk, és 20 ml 
8 ram rétegvastagságú, a megfelelő antibiotikumot tar­
talmazó élesztőkivonatos cápoldatot kb, 104 sejttel 
beoltjuk. Az inkubációt hat napig álló tenyésztéssel 
aerob körülmények között végezzük és a harmadik illet­
ve a hatodik napon a tenyészetből mintát véve megha­
tározzuk a petite és grar.de sejtek arányát.

b/ felületen történő tenyésztés

A megfelelő antibiotikumot tartalmazó élesztőkivona­
tos táptalajból lemezt öntünk, és ennek ifielületére 

visszük fel a különböző törzsek 24 órás tenyószeté-5
bői kósziiett, 10 sejtet tartalmazó szuszpenziót 
folt alakjában. 48, az EB esetében 24 órás inkubáció 

után a tenyészetekből kb. 10u sejtet uj felületre 

viszünk át, és ezt a kezelés során még néhányszor 

megismételjük. A petite és grande sejtek arányát az 

átoltások során meghatározzuk. A két módszert össze- 

hasonlitva előnyösebbnek mutatkozik a második. E mód­
szer alkalmazása mellett szól az, hogy a kezelés során 

a tenyészet a továbboltások révén mindig jó tápanyagel- 

iátottságú és azonos antibiotikumtartalmú körülmények 

közé kerül, valamint ez az eljárás lényegesen kevesebb 

antibiotikumot igényel.
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6/ Az RD-mutáció kimutatására оlkaInazott módszerok

a/ A redukálókápesség vizsgálata tetrazolium vegyüle-
tekkel
A normális légzésü élesztők a tetrazolium vegyüie- 

teket színes formazánokká redukálják. Ez a reduk­
ció a mitokondriális enzimrendszer segitsőgével 
történik, ós elektronmikroszkópos vizsgálatokkal 
kimutatták, hogy a formazán a mitokondrium-krisztók 

membránjában 60-100 A nagyságú granulucnok formájá­
ban halmozódik fel. A redukcióban a mitokondriális 

dehidrogenázok, főként a szukcinát dehidrogenáz 

vesznek részt /Castelletto de Fanchiotti és mtsi 1971/. 
Az RD-mutánsokban a légzési enzimek hiánya következ­
tében a redukálóképesség erősen csökkent vagyjhiány- 

zik, igy ezek a tetrazolium vegyületekkel nem, 
vagy csak nagyon kevéssé festődnek /Rant 1954,
Bachafen és mtsi 1972/. Kísérleteink során több 

tetrazolium-vegyületet megvizsgáltunk, hogy kivá­
lasszuk azt, amellyel a normális légzésü élesztők 

intenziven szineződnek, az RD-mutánsok azonban nem 

festődnek. Kísérleteinkben a tetrazolium-violetet 

/2,5 difeníl-3naftil-íetrazolium-klorid, továbbiak­
ban TV/ alkalmaztunk, amely a normális légzésü 

élesztőket intenzív ibolya színűre festi.

cf
tetrazolium violet
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A TV-t annyi OMSO-ban oldva vittük a táptalajba, hogy 

a DMSO koncentrációja 1% legyen.
A TV-s festésnek több változatát alkalmaztuk»
— A TV nélküli lemezen kinőtt telepeket 1 mg/ml 
TV-t tartalmazó 1.5 %-os felolvasztott agarral lefed­
jük. Ez a módszer megegyezik az un. Ogur-féle techni­
kával /Ogur 1957/, kivéve, hogy itt a 2, 3, 5-trifeniltet- 

razóliumklorid /ТТС/ helyett TV-t alkalmaztunk. A fes- 

tődés a törzsektől függően 1-24 óra múlva látható, amit 
azonban a telepek kora is erősen befolyásol. Az idő­
sebb telepek általában lassabban, egyáltalán nem, vagy 

csak a szélükön festődnek, ami vizsgálatainknál félre­
értésre adhat alkalmat.
— Ezeket a hibákat kiküszöbölhetjük, ha a TV-s festést 

a következő módszer szerint végezzük» a glükózt tartal­
mazó táplemezen kinőtt telepeket 30-40 órás inkubáció 

után 25 ju|j/ml TV-t és glükózt tartalmazó lemezekre rep- 

likázzuk /képmelléklet 1. kép/. Ilymódon ugyanis sokkal 
nagyobb telepeket kapunk, mint az előző esetben, vala­
mint a petite és grand telepek rövidebb inkubációs idő 

/kb* 30 óra/ után még biztosabban elkülönithetők. Kísér­
leteink szerint a TV ebben a koncentrációban RD-mutációt 
nem indukál.
— A TV jól Jelzi az antibiotikumok légzésgátló hatását 
is. Ezért a felületen történő antibiotikumos kezelés 

során a táptalajba 25 /jg/ml TV-t is vittünk be, hogy
a redukáló képesség változását a tenyészetek szineződó- 

se alapján figyelemmel kisérjük.

b/ Cukorasszimiláció vizsgálata
Az élesztők diagnosztizálására alkalmazott cukrok közül 
azokat, amelyeket a grande törzs nem képes erjeszteni, 

az RD-mutánsok nem képessk felhasználni. Jfibben a minimál
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táptalajban, amely szénforrásként pl, сзак galaktózt 

illetve neltózt tartalmaz,az RO-mutánsok nem szaporodnak 

/Markovich 1951,, Lindegren és mtsi 1957/. A cukorasszi­
milációs vizsgálat egyrészt a Deijerinck-féle auxonográfi- 

ával /Beijeninck 1889/, másrészt turbidimetriás növeke- 

désraéréssel történt.

с/ Kismolekuláju szénforrások hasznosítása

Abban a táptalajban, amely csak olyan kismolekuláju 

szénforrást tartalmaz, amelyet az élesztők kizárólag 

oxidativ lebontás utján tudnak hasznosítani, az RD-mután- 

sok nem növekednek. Ilyen vegyületek a glicerin, acetát, 

laktát és az etanol /Nagai és mtsi 1961, Michael és mtsi 
1971, Williamson és mtsi 1971/.

Az RD-mutáns diagnózis úgy történt, Hogy a glükóz tartalmú 

lemezekre kioltott törzseket a megfelelő szénfomést tartal­
mazó lemezekre replikáztuk /képmelléklot 2. 3. kép/*

d/ citokrom-spektrum vizsgálata

A különböző törzsek petite és grande telepeit tápoldat­
ban rázatva elszaporitottuk, majd a sejteket kimostuk, 

és nátrium-ditionit 5%-os vizes oldatával redukáltuk.
A citokromspektrumot kézispektroszkóppal /VED Carl 
Zeiss, Géna/ vizsgáltuk.

7/ Az Élesztők sejtmag és mitokondriális DNS-ének elválasztása
festék/CsCl fa súlyarádiens centrifugálással.

Az élesztők mag- és mt-DNS-ének falsúlya eltér, ami lehe­
tővé teszi!* hogy CsCl fajsulygrádiensben a kétféle DNS-t 
szeparáljuk. Saccharomyces cerevisiae-nél a mag- és mt- 

DRS faj súlya közti különbség 0,015- 0,001 g/fe3, amely
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alapján CsCl gradiensbon már két sávot alkotnak /Зег- 

nardi és mtsi 1370/.
Annak eldöntésére, hogy az antibiotikumokkal indu­

kált petite mutánsokban a mt-DNS denzitásában milyen 

változás történt, a sejtek mag- és mt-DNS-ét festék 

/CsCi fajsúlygrádiensben szeparáltuk /3. ábra/, a sej­
teket folyékony élesztokivonatos táptalajban tenyész­
tettük 10-12 órán keresztül, majd kb. 2x10'^ sejtet 

0,6 M KCl-dal átmostunk és a sejtekből csigaenzimes 

kezeléssel protoplasztokat képeztünk. A protoplasztá- 

lő közeg összetétele az alábbi voltj 0,6 M KC1 

1,5 % liofilizált csigaenzim 

1,0 ^pmerkaptoetanol
Kb. 2 órás szobahőmérsékleten történő inkubáció alatt a 

sejtek 98-100 9b-ban protoplssztálódtak. A protoplasztokat 
0,6 M KCl-dal kimostuk /2x5 perc, З.ОООхд/. A rnag- 

és mt-DNS kivonása és elválasztása a Williamson és 

Fennell által kidolgozott módszer szerint történt 

/Williamson és Fennell 1374/. A protopiasztok és mito- 

kondriumok lizise sarcosyllal /Na-lauryl-sarcosinát/ 

történt SÜ°C-on 15 percig, magas pH*n, hogy a nukleáz- 

aktivitást gátoljuk. A lizáló oldat összetétele: 0,2 M 

Tris-HCl puffer /pH 8/
0,1 M EDTA-Na2
2 % Sarcosyl NL97 /Geigy, UK/

2x10 protoplaszthoz 4 ml oldatot adunk, 15 perc lizis 

után gyors hűtés következik, majd a sejttörmelék és 

az ép sejtek eltávolítása centrifugálással történik 

/15 perc, 0°C, 12.000 ford./ perc; Oanatzki VÁC 601,
SW 3x3 ml rotor/. A felülöszóból 3,9 ml-t adunk 4,00 g 

CsCl-hoz /ВОН England/. A CsCl feloldódása után 0,1 ml-t 

mérünk be a DNS-hez kötődő fluoreszkáló festékek törzs-

\ír
ascsa B.V

%
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oldataiból /oldás deszt.vizben/. A DNS kimutatásához 

3 véle fluoreszkáló festéket próbáltunk ki: /4. ábra/4/ 

etidiumbromid
2/ DAPI
3/ Hoechst 33 258 sz. vegyület

A törzsoldat koncentrációja az etidiumbromid esetében 23 mg/m! 
a másik két festéknél 10 mg/ml volt. A CsCl fajsulygra- 

diens kialakításához a mintákat 2Q°C-on 43-72 óráig 

centrifugáltuk 30.000 percenkénti fordulatszámmal, mialatt 

a kétféle DNS fajsúlyúknak megfelelően a gradiensben 

egy-egy sávban gyűlik össze. A centrifugacsőveket UV 

fénnyel /335 nm/ megvilágítva a mag- ás mt-DNS sávja 

a hozzájuk kötődő festék miatt fluoreszkálni fog. A 

grande és petite sejtek mt-DNS sávjának helyzetét össze- 

hasonlitva a denzitásbeli változásokat kiértékelhetjük.
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gyűjtés centnfugálással, 
mosás OfiM KCl-daL

tenyésztés egy éjszaki 
át táp oldatban

~2 ■ IO* sejt

sejtek

protoplasztok gyűjté­
se, mosás 0,6M KCl-dal

protoplaszt- képzés:
~~ OßMKCt

15% csigaenzim 
1 %• merkaptoeta not

9

protoplasztok és mito 

kondrium lizise.
4 ml Q2M Tris-HCt puffer; рнк. 

Q1MEDTA-Nal 
Sarcosyi 

60-on Cpercig

centnfugálás 

— 15percig 0°-on 

/ 72.000 ford/perc /

hűtés

3,9 ml fetülúszó
4,0 g CsCt
0) ml festék oldat

centrifugálás 48-72 óráig 
20°-on /30.000 ford/perc/
megvilágítás UV fénnyel \ " /
/365 пт/ s x\

mt-DNS mag-DNS

\

7,0

3. ábra: Élesztők sejtmag és mitokondriális DNS-ének szepará­
lása fluoreszcens festék/CsCl fajsulygrádiens cent- 

rifugálással.
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У

NHbH,N

Hs t

etidiumbromid /ЕВ/
2,7-dianiino-9-feriil-lO-etil-fonantridiniumbromid

(A

4,6-diainidino-fenilindol /0АР1/

V
w—CH5KJwНО—v J

• 3 HCIHH
Hoechst 33 258 sz. vegyület

2-^2~/4-hidroxifenil/-6-benzimidazolil^ -6-/l-met±l-4-p:Lper- 

azil/-benzimidazol-trihidroklorid

4, ábra: DNS-hez kötődő fluoreszkáló festékek
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Eredmények ismertetése

1/ A chloramphenicol, erythromycin, streptomycin és
Oxytetracyclin RD-mutáns induktor aktivitása a
Saccharomyces cerevlsiae két törzsébetn, folyadé­
kos tenyészetben.

A CP, SM, EM és OTC nagyon hatékony antibakteri- 

ális antibiotikumok, ezért megvizsgáltuk RD-mutáns indu­
káló aktivitásukat a Sacch. cer. egy prototróf /S288c/ 

és egy auxotróf /Х1387-16С/ törzsénél. A folyékony 

közegben folytatott antibiotikumos kezelés során a 

CP-t 3 mg/ml, az EM-t 1,5 mg/ml, a SM-t és az OTC-t 
2 mg/ml koncentrációban alkalmaztuk. Az antibiotikumok 

ugyanis ilyen koncentrációnál még nem okoznak teljes 

növekedésgátlást és a táptalajban oldva maradnak.
A hatnapos kezelés során a tenyészetekben a harmadik 

és hatodik napon meghatároztuk a petite és grande sej­
tek arányát TV-vel való szineződés alapján.
A kísérletek szerint a SM és a CP teljesen hatástalan­
nak mutatkozik, egy törzsnél sem indukál petite mu­
tációt. Az EM és OTC azonban jelentős RD-mutáns indu­
káló aktivitást mutatott a hatnapos kezelési periódus 

alatt. Az eredményeiét az 1. táblázat tartalmazza.
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Petite arány az összsejtszárn %-ában

Törzs OTC 2 mg/ml EM 1,5 mg/ml

3, nap 3« nap6. nap 6# nap

Sacch. cer. 
S288c

36 34 77 63

Sacch.cer. 
X1687-16C

939999 85

1. táblázat: Az OTC és EM RD-nutáne indukáló aktivitása
a Saccharomyces cerevisiae S23Sc és X1687-16C 

törzsekben* Diagnózis TV-vel való szineződós 

alapján.

Az S283c törzs a háromnapos ÜTC-s kezelés után 36% RD-mutánst 
produkál, mig az EM ennél jóval hatékonyabb, 77% RD-mutáns 

gyakoriságot indukál. Ugyanakkor az X1687-16C törzsnél tnidd- 

két antibiotikum optimális hatású, alkalmazásával csaknem 

100%-os RD-mutáns indukció érhető el. Meg kell azonban 

említeni, hogy ennél a törzsnél szokatlanul magas a spon­
tán petite mutáció gyakorisága, 70% körüli érték. A kísér­
let során mindkét törzsnél, mindkét antibiotikum alkal­
mazásakor csökken az RD-mutánsok aránya a 6 napos kezelés 

végére, ami valószinüleg az antibiotikum rezisztens sejtek 

nagyobb szaporodási képességének tulajdonítható.
Szükségesnek láttuk, hogy meggyőződjünk arról, hogy 

antibiotikumos kezelés valóban petite mutációt indu­
kál és nemcsak a redukciós kapacitás csökkenését eredmé­
nyezi. Ezt a mutáns telepek citokróm spektrumának vizsgá­
lata döntötte el. Az eredményeket a 2. táblázat tartalmazza*

az
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Telepek 
/TV-е festő- 
dés alapján/

Citokгóm
AntibiotikumTörzs

ba c

grandeSacch.cer
5233c

++ + ++ +++
petite mm

OTC 2 ran/ml petite
EM 1,5 mg/ml //+//petite

grandeSacch, се 

X1687-16C
++ ++ + +г. + + +

А/petite
А/ОТС 2 mg/ml petite

EM 1,5 mg/ml petite

2, táblázat: Az OTC és EM antibiotikumokkal kezelt Saccharo­
myces cerevisiae S238c és X1687-16C törzsek 

petite és grande telepeinek citokróm spektruma, 
Citokrómok abszorpciós maximuma:

citokróm £ 603 nm
citokróm b. 565 nm 

citokróm £ 550 nm
A + jelek száma a megfelelő cikokróm abszorpci­
ós sávjának intenzitásával arányos,
A - jel az abszorpciós sáv hiányát jelzi.

A kisórleti adatok alátámasztják az antitíotikumok mutáns­
indukáló képességét, ugyanis a TV-vel nem festödő tele­
peknél a citokróm a és b minden esetben hiányzik, a 

citokróm c pedig vagy nagyon halványan vagy egyáltalán 

nem látszik.
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2/ Antibakteriális antibiotikumok RD-rautáns induktor
hatásának vizsgálata a felületen történő tenyésztés
módszerével

A CP, EM, SM, NM, KM, вн valamint ŐTC ás CTC antibio­
tikumok RD-rautáns induktor aktivitását vizsgáltuk öt 

Saccharomyces törzsnél /S. cer. 3238c, RXXX, S. diastaticus, 

logos és uvarum/ az antibiotikumok koncentrációjának és 

hatásidejének függvényében« Az alkalmazott maximális 

antibiotikum koncentrációt ennél a módszernél is az 

antibiotikumok oldékonysága és növekedésyátló hatása 

szabta meg« Amennyiben az alkalmazható legmagasabb kon­
centrációban az antibiotikum 100% körüli RD-mutációt in­
dukált, a feleiő hlgitások hatékonyságát is megvizsgál­
tuk.

a/ Az 50 S alegységre ható fehérjeszintézis gátló anti-
bakteriálls antibiotikumok RD-mutáns indukáló
hatása«

Az 50 S riboszóma áLegységen ható antibiotikumok 

közül a CP és EM hatását vizsgáltuk.
Chlorampheniool /СР/

—2a kezelés során 5«10 M koncentráció-A CP-t 
ban alkalmaztuk«
A CP egyik törzsnél sem növelte az RD-mutánsok ará­
nyát annak ellenére, hogy a tenyészetek formazánkép- 

zfí hatását erősen lecsökkentette.

Erythromycin /ЕМ/

Az EM 10“2H koncentrációban a növekedést erősen 

gátolta, ezért az átoltást 48 óránként végeztük.
Az EM RD-mutáns indukáló hatása ebben a koncentrációban 

100% közelében volt, ezért a hatékonyságot alacsonyabb
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koncentrációknál is megvizsgáltuk. Az eredményeket
a 3/a, b táblázat, 1. diagram tartalmazza.

-210 M EH koncentrációnál az indukciós idő az egyes 

törzseknél különböző. A Sacch. cer. S283c, RXII, 

Sacch. diastaticus és uvarum törzsekben, ahol a 

petite mutáns indukció 100% közelében van, már négy­
napos kezelés után 70-30% RD-mutáns produkció ta­
pasztalható. A Sacch, logos esetében négynapos ke­
zelés alatt a mutánsgyakoriság csak 31%-ra nő, és 

a maximum 65%.
Az alacsonyabb EM koncentrációknál a petite gyako­
riságot csak a 2
után határoztuk meg, mivel az előző kísérletek azt 

mutatták, hogy a maximális hatékonyságot ezek az 

adatok is tükrözik,
5.1Q"*3M EM
nya minden törzsben csökken, de a csökkenés külön­
böző mértékű. A legmagasabb RD-mutáns százalékot 

minden törzs hatnapos kezelés után éri el, ami a 

Sacch. diastaticus esetében 33%, a Sacch, cer.S238c, 
R XII és Sacch. logos esetében 30% körüli érték, 

a Sacch. uvarumnál pedig mindössze 7%, Extrém mér­
tékben lecsökken a mutánsgyakoriság tíznapos keze­
lés után,ami az aritibiotikum-rezisztenst telepek 

sokkal nagyobb szaporodási képességének tulajdo­
nítható.
A 2,5.10"*3M EM koncentrációnál a Sacch. cer. S238c 

és R XII törzsek 15% körüli RD-mutációt produkál­
nak, mig a másik három törzs csak a spontán petite 

gyakoriság körüli petite arányt mutatja.
1.25.1Q"3M koncentrációban az EM valamennyi vizs­
gált törzs esetében hatástalannak mutatkozik.

6. illetve a 10. kezelési nap• #

koncentrációnál a petite mutánsok ará-
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Ь/ А 30 S alegységre ható fehér;eszintézisnátló anti-
bakteriális antibiotikumok RD-mutáns indukáló hatá­
sa

A 30 S riboszóma alegységre ható antibiotiku­
mok közül a SM, GM, KM, NM és OTC RD-mutáns indu­
káló hatását vizsgáltuk.
Streptomycin /SM/
A SM 10~2H koncentrációban egyik törzsnél sem mutat 
RD-mutáns indukáló hatást ós a tenyészetek formazán- 

képzéeét sara gátolja.
Gentamycin /GH/, kanamycin /кМ/, és neomycin /NM/
Jóllehet a GM, KM és NM antibiotkumoka bakteriális 

fehérjeszintézis gátlásában teljesen azonos mó- 

dón hatnak, a GM és KM 10 M koncentrációban a 

vizsgált öt élesztőtörzs egyikében sem indukál 
RD-mutációt, mig a ÍO^M koncentrációjú NM RD-mutáns 

indukáló hatása mind az öt törzsnél jelentős*
/3. a, b táblázat, 2. diagram/ A petite mutánsok 

arányának maximuma különböző kezelési idck eltel­
tével észlelhető: a Sacch. cer. S238c és R XII 

törzs nyolcnapos kezelés után, a Sacch. diastaticus, 

logos és uvarum pedig tiznapos kezelés után éri el 
az RD-mutáns produkció maximumát, ez azonban minde­
gyik törzsnél 50% alatt marad.
A GM-nél és KM-nél a formazánképzés gátlását nem 

tapasztaltuk, a NM jelenlétében azonban a tenyésze­
tek TV-redukáló képessége csökkent.
Oxytetracyclin /ОТС/
Az PTC 10“2 M koncentrációban kitűnő petite-mutáns 

induktornak bizonyult. /4/a, b táblázat, 3. diagram/ 

A petite mutáció gyakorisága valamennyi törzsnél 
100% körüli érték» Az antibiotikum mutáns indu­
káló hatása már kétnapos kezelés alatt megmutatko­
zik, és négynapos kezelés után mind az öt törzsnél
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50 % feletti a petite mutánsok gyakorisága.
A maximális RD-mutáns produkció eléréséhez a Sacch. 
cer. S238c és Sacch. uvarum esetében 6 nap, a Sacch. 
dia9taticusnál és lógósnál S nap, a Sacch. cer. 

RXII-nél pedig 10 nap szükséges.
Az antibiotikum jelenlétében a tenyészetek TV-vel 
nem festődnek.
Az alacsonyabb OTC koncentrációk hatékonyságának 

megáilapitására ezesetben is a felező hígítások
mutánsindukáló aktivitását vizsgáltuk.

-35.10 M OTC koncentráció alkalmazásakor a petite 

mutáns produkció valamennyi törzsnél 50% alatt volt, 

ás a maximális gyakoriságot 6 napos kezelés után 

mutatták.
10 napos kezelés elteltével valamennyi törzs csak 

a spontán mutációs gyakoriság körüli értéket produ­
kálta, ami ezesetben is az antibiotikum-rezisztens 

telepek nagyobb szaporodási képességének tulajdonit- 

ható.
Az OTC 2.5.l0"’oM és 1.25.10"*3M koncentrációban már 

nem bizonyult hatásosnak.
Az OTC koncentrációjának csökkenésével a tenyésze­
tek TV-vel való festődése fokozatosan erősödött.

Chlortetracyclin /СТС/
A 7. C-atomon klórozott tetracyclin származék, a CTG 

nemcsak nagyobb antibakteriális hatású, hanem jobb 

petite Induktor is, mint az OTC /4/а, b táblázat, 4. 

diagram/.
10”2M koncentrációban a Sacch. diastaticus, logos és
uvarum törzsekben már a második napra, a Sacch. cer. 

RXII-ben pedig a negyedik napra 100%-os RD mutáns 

gyakoriságot eredményezett és ez az érték további 
kezelés során nem változott, A Sacch. cer. S288c

a maximális RD-mgtáns gyakoriság.esetében 99% volt



petite arány az összsejtszáo %-ébanantibio­
tikum
koncent­
ráció

Sacch.uvarumSaceh,logosSacch.diastaticusSacch,cer R XII,Sacciucer,S238c
napnap napnapnap

1010 2 6 810 482 4 610 6 810 2 46 82 46 82 4
/М/

EM -2 L2 10 ^ ^ 131 60 93 38 97 98100 64 65100100 43 837363 89 98280 83 90 98

EM 11 743 2512 21 2 8825835-3 45.10

EM 1141 2 412 214 216 222,5.l0™~' 2
I
roEM со1131 4422 2242 5—3 41,25.10 I

NM 11 ál 106Ю“2 42 30 20 2123 10 1426 33 28 30 16 10 1039 14 16 273028

3/a táblázat: az EM és NM RD-mutáns indukáló hatékonysága a koncentráció és a hatásidő függvényében
a Saccharomycesa Saccharomyces cerovisiae S283c, a Saccharomyces cerevisiae R XII 

diastaticus, a Saccharomyces logos és uvarurn törzsekben. Diagnózis a TV-vel való
• t

fcstűdés alapján.



antibio­
tikum 

koncént- 

ráció/M/

Sacch.cer. S288c Sacch.cer. R XII, Sacch,diastaticus Sacch, logos Sacch.uvarum
nap nap nap nap nap

1010 10 100 2 6 2 100 6 2 2 60 6 0 20 6

EM
10“2 + -г + + + ++ + ++ + ++ +

EM -3 + + + + + + + ++ + + + + + +++ + ++ ++ + + + +++ ++ ++ +++ +5.10

EM I
-3 +++ + + ++ +++ + ++ ++ +++ + + + +++++ + ++ ++ ++ + + +++ ++ +2,5.10 rv>

CD

EM
1,25.10~3 + + + + + +++++ ++ ++ + + + ++ + +++ ++ + + + +++ +++ ++ *++ +++ +++ ++ + + + +++

+10~2 +++ + ++ + + ++++ + + ++ +++ + ++++ ++ +++NM + + +

3/b táblázat: Az EM és MM formazánképzés-gátló hatása a koncentráció és a hatásidő függvényében 

a Saccharomyces cerevisiae S238c, Saccharomyces eerevisbó R XII., Saccharomyces 

diastaticus, logos és uvarum törzsekben, A diagnózis alapja a tenyészetek TV-vel 
való szinezödése az antibiotikumos kezelés alatt.
- jel a TV-redukáló képesség teljes hiányát jelenti /nincs festődés/
+ jelek száma a tenyészetek festődésével arányos.



Erythromycin (EM)

S. uvarumS. logosS eer S288C S.cer RXII S. diastaticus
wo.

W-’m
so .

0 .
О 2 A 6 8 W0 2 A 6 8 W0 2 A 6 8 Ю О 2 A 6 8 ЮО 2 A 6 8 Ю

WO.

I SW3M

Iso. шi I I
o-rr> ^ i COШ mil ,'/2 лШш.о Ов w0 2 6 Ю 0 20 2 6 W6 0 2 6 0 2Ю W

WO _ I

2.5 W'3M
SO.

m Ш mо .
tO nap0 2 6 0 2 66 0 2 ЮtO 0 2 6 to 6 tO 0 2

^ nincs színeződésW/A kontro/nát gyengébb színeződéskontrol színeződése

1, diagram: Az EM RD-mutáns indukáló hatékonysága különböző antibiotikum koncentrációknál
a hatásidő függvényében a Saccharomyces cerevisiae ,S288c, RXII, Sacch. diastaticus,
logos és uvarum törzsekben.
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Neomycin (NM) Ю'2М

petite
S. cer S288C S. cer. RXII S. diastaticus%

too _

50 A

. Jk
0 2 4 6 8 10 О 2 4 6 8 W 0 2 4 6 8 Ю

S. logos S. uvariim
ЮО .

50.

n шЛяШшШ/.
О 2 4 6 8 10 0 2 4 6 в 10 пар

ЪМЛ kontrolnál gyengébb színeződéskontrol színeződése

2. diagram: A NM RD-mutáns indukáló hatékonysága a ha- 

tásidő függvényében a Saccharomyces cerevi- 

oiae S288c, RXII, Sacch. diastaticus, logos 

és uvarum törzsekben.



Antibio­
tikum
koncent­
ráció

Petite arány az összse:tszán %-ában
Sacch.cer. S233c Sacch.diastaticusSacch.cer. R XII. Sacch. logos Sacch. uvarum

nap nap nap nap nap
10 1010 10 104 6 2 2 4 8 2 4 6 8AV 6 8 2 8 4 8 62 4 6

91 4813 100 100 100 27 70 100 10C 10100 750TC10 66 89 30 56 85 85 75 98 35 90-2 95 8

OTC 119 11-3 8 42 2 6 29 4 2 75 2 2 95.10

OTC 1 1 1 12-3 2 6 7 2 8 6 7 42 2 I2,5.10 w
OTC 1 1 113 2 2 2 3 41.25.10“3 3 2 2 42 I

CTG 100 100 100 100 lód íoo100 100 100 100 100-2 9870 94 98,10
CTC 91 91100 10C 100100 3543 28 76 60-3 55 53 70 585.10
CTC 23 1413 317 17 3632 4 2-3 36 26 725 02,5.10

4/o táblázat: az OTC ás CTC RD-mutáns indukáló hatékonysága a koncentráció és a íatásidő függvényében 

a Saccharomyces cerevisiao S288c, a Saccharomyces cerovisiae R XII., a Saccharomyces 

diastaticus, logos és uvarum törzsekben. Diagnózis a TV-vel való festődés alapján.



antibio­
tikum 
koncént- 
ráció/M/

Sacch.diastaticus Saccii.logos Sacch.uvaruraSacch.cor. S288c Sacch.cur. R XII.
napnap nap napnap

10 1010 10 102 2 0 2 6 2 60 6 0 2 G 00 e
OTC

io“2 +■«•+++ + +++ +++ +++

OTC -3 +++ +++ ++++++ + + + + + + + + + + + +++ + + +++ ++++5.10
OTC -3 ++ + ++ + ++++ +++ +++ + ++ ++ + ++++ + + +++ ++ + + + + +++ +++ ++++2,5.10

OTC +++!*++1.25.Ю"3 ++ + ++ ++++ ++ + +++ +++ +++ +++ + ++ ++ ++++ +++ +++ +++++ + + ++ + +

CTC
10“ 2 ++ ++++++++++++ +

CTC -3 ++ +-{-+# +++ +++++ +5.10 (0
ICTC

2,5.10-3 + + + + ++ + ++ ++++ + +++ + + + +++ ++++ + + ++ +++ +

4/b táblázat: Az OTC és CTC formazánkópzés gátló hatása a koncentráció ős a hatásidő függvényében 

a Saccharomyces cerevieiae S288c, Saccharomyces corevisiae R XII
taticus, logos és uvarum törzsekben. A diagnózis alapja a tenyészetek TV-vel való 

szineződése az antibiotikumos kezelés alatt.
TV-redukáló képesség teljes hiányát jelenti /nincsfestődés/

Saccharomyces dias-• f

- jel a
+ jelek száma a tenyészetek festődésévol arányos



Oxytetracyclin (ОТС)

petite
S. cer S288C S.cer RXII S. diastaticus S. logos% S. uvarum

too _

toso.

Г0
о 2 * 6 a to о г 4 6 a to 0 2 4 6 8/0 0 2 4 6 8 Ю О 2 4 6 8 to

ЮО.

5 tO-’M
SO .

I

G
‘x —^ ШUZÄо 172PIG РУ'Л

О 2 6 О 210 6 О 2Ю 6 Ю О 2 6 to 6О 2 /О00 too _
I

2,5 !0 3M
SO.

Z27A0 777Л
0 2 6 Ю 0 2 6 Ю 0 2 6 6 . Ю nop6 Ю 0 2 Ю 0 2

kontrol színeződése kontrotnóí gyengébb színeződés ! П nincs színeződés

3. diagram: Az OTC RD-mutáns indukáló hatékonysága a Saccharomyces cerevisiae S288c, RXII, 
Sacch. diastaticus, logos és uvarum törzsekben különböző antibiotikum kon­
centrációknál a hatásidő függvényében.
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Chlortetracyclin (СТО

S. cer. R XII. S. diastaUcue S. logos S.p*tcfc«Z S. cer. S 288C u varum

100

«T*M

50..

о г 4 6 0 2. 4 6 0 2 4 60 2 4 6 0 2 4 6
<00

5-10'Vl

so .

0 2 4 60 2 4 60 2 4 6 0 2 4 60 2 4 6
<00 .

2,5-10"3M

50 .

Wmxjrnm
0 2 4 6

,
0 2 4 60 2 4 6 nap0 2 4

kontrol színeződése kontrolnál gyengébb színeződés I I hince srmeződés

4. diagram: A CTC RD-mutáns indukáló hatékonysága különböző 

antibiotikum koncentrációknál a hatásidő függvé­
nyében a Saccharomyces cerevisiae S288c, RXII, 

Sacch. diastaticus, logos és uvarum törzsekben.
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-35,lü К koncentrációban a CTG még jelentős RO-mutáns 

indukáló aktivitással rendelkezik* A Sacch, dias- 

tsticus, logos és uvarum törzseknél 100% petite 

gyakoriságot eredményezett, a Sacch, cer. S233c- 

nél 59%, az RXII-nél pedig 76% volt a maximális pe­
tite arány.
Az antibiotikum mindkét koncentrációban valamennyi 
törzsnél a formazánképző aktivitás teljes gátlását
okozta,

—32,5,10 M koncentrációban a maximális RD-mutáns 

produkció a Sacch. cer, RXII-nél és a Sacch, diasta- 

ticusnál 36%, a Sacch, lógósnál és 

ill, 23%, a Sacch, cer, S288c-nól pedig 25% volt.
Az antibiotikum ezen koncentrációjánál a formazán- 

képzés gátlásának csökkenése figyelhető meg,

3/ Az etidiumbronld /RD-mutáns indukáló hatékonysága kü­
lönböző Saccharomyces fajoknál

uvarumnál 13

Az etidiumbromid /ЕВ/ mutagén hatásából következik, hogy 

lényegesen /nagyságrendekkel/ alacsonyabb koncentráci­
óban képes az élesztők légzésének gátlására illetve c^toja- 

plazmatikus petite mutáció xndukálására, mint a fehér- 

jeszintózisgátló antibiotikumok. Ugyancsak alacsonyabb 

koncentráció szükséges az élesztők növekedésének gátlá­
sához is.

100% petite mutáns 
indukció

minimális gátlő 
koncentráció 

yug/ml
törzs

/Ug/ml nap
3560S,cer. S288C
1120S,cer, RXII

10100 3S, diastaticus
2S, logos 580
1560S, uvarum

5, táblázat: Az etidiumbromid gátló és petite mutáns indukáló 

hatékonysága a Sacch, cer.S288c, RXII, diastati­
cus, logos és uvarum törzsekben. Petite mutánsok 

diagnózisa TV-vel való festődés alapján.
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Az 5. táblázat feltünteti a vózsgált öt élesztőtörzs növekedé­
sének gátlásához ill. a 100% petite mutáció indukálásához 

szükséges minimális EB koncentrációt és a kezelési napok 

számát. A min. gátló koncentráció törzsenként különböző,
20-lQü jjg/ml között változik, lígyqncsak különböző a XQQ,0 

petite indukáló koncentráció is, az előbbinél általában egy 

nagyságrenddel alacsonyabb, 1-10 jug/ml között van, és nagy­
jából arányos a gátló koncentrációval. A szükséges kezelési 
napok száma 1-3 közötti érték.

4/ Antibiotikumokkal indukált, TV-redukcióra képtelen telepek
szénforrás hasznosítása

A vizsgált antibiotikumok RD-mutáns indukáló képességét 
a TV-vel nem festődé telepek szénforrás hasznosítása is alá­
támasztja. Ezeknek a kismolekulájú vegyületeknek és cukrok­
nak a felhasználásához a mitokondrium sértetlensége szüksé­
ges, ezek az un. nemfernentálható szénforrások. A vizsgála­
tok eredményét a 6. táblázat tartalmazza.

mal-
tóz

lak- ga'lak-ace-
tátgli­

cerin
glü-TV eta-

nol tát tózkóztörzs 1i/o 1 <3/1/0 1%ТО/1/ü25 1% 1% 1%щ / .il

Socch.cer. 
RXII

grande +++ ++ ++ +

petite 1 <¥

petite 2 +

petite 3 +

grandeSacch.cer. 
S28SC

+ ++ -t-+ + ++

petite 1 +

petite 2 *

6. táblázat: Antibakteriális fehérjeszintózisgátló antibio­
tikumokkal indukált, TV-redukcióra képtelen
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telepek szénforrás hasznosítása. A + jel 

a szénforrás jelenlétében történő növe­
kedést illetve TV esetében szineződőst 
jelent. A - jel a növekedés illetve a 

festődé© hiányát jelzi.

A kapott adatok azt mutatják, hogy a TV-vei пега 

festődő telepek ezeket a szénforrásokat nem képesek hasz­
nosítani, mig a normális légzésü telepek ezeken a szén­
forrásokon jól nőnek.

5/ Petite negativ élesztők reagálása az antibiotikumos
és etidiumbromidős kezelésre

Vannak ún. petite negativ élesztők, amelyekből 
az eddigi eljárásokkal még пей sikerült citoplazmati- 

kus RD-mutánsokat létrehozni. Az indukálható Saccha­
romyces fajoknál jól bevált EM-nel, OTC-vei és CTC-val 
megpróbáltunk ezeknél az élesztőknél is RD-mutációt 
indukálni. A kezelés során mindhárom antibiotikumot 

10 H koncentrációban alkalmaztuk, és a tenyésztést a 

táptalaj felületén végeztük. A megvizsgált élesztők 

a Sacch, rouxii Saccharomycodes ludivigii, Schizosacch. 
pombe, Candida albicans, Dekkeromyces fragilis, Hansenula 

anomala és Rhodotorula mucilaginosa voltak. Az antibio­
tikumos kezelés azonban nem vezetett eredményre, egyik 

törzsben sem sikerült RD-mutánsokat létrehozni, bár 

mindhárom antibiotikum erősen lecsökkentette a tenyésze­
tek növekedését és reduktiv kapacitását, az antibioti­
kumok jelenlétében a tenyészetek nem vagy alig szineződ- 

tek. Ugyancsak eredménytelen volt a fenti élesztőknél 
az etidiumbromidős kezelés is.
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6/ Különböző Saccharomyces fa- ok petite nutár.sainek össze­
hasonlítása a mitokos.driális DNS tartalon alapján.

a/ az élesztők mag ás mt-DNS-ének JsJl faj sálycirádions-
ben történő festésére ás elválasztására alkalmas
fluoreszkáló festékek
A DNS-hez kötődő fluoreszkáló festékek közül az eti- 

diumbromidot, DAPI-t és a Hoechst 33 258 sz. vagyü- 

letet próbáltuk ki élesztők mag- és mt-DNS-ónel<
CsCl fajsúlygrádier.sben történő festésére és elvá­
lasztására /3*i 4. ábra/. Célunk az volt, hogy meg­
vizsgáljuk, milyen változás következett be az 

antibiotikumokkal indukált petite mutánsoknál a 

mt-Df4S mennyiségében ill. faj súlyában. Az "Anyagok 

és módszerek" fejezetben ismertetett irodalmi ada­
tok alapján az EB-ot 460, a DAPI-t pedig 200 jug/ml 
koncentrációban alkalmaztuk. A Hoechst 33258 sz. 

vegyület optimális koncentrációja ugyancsak 2Qü /jg/ml- 

nek bizonyult.
A háromféle festéket abból a szempontból összehason­
lítva, hogy azonos protoplasztszám esetén melyik 

alkalmazásakor jobb a mag- és mt-DNS elválása, 

a DAPI és a Hoechst 33 25S egyaránt jobbnak bizo­
nyult az EO-nál. ED alkalmazásakor ugyanis a kétféle 

DNS sávja nagyon közel helyezkedik el egymáshoz 

ás az elválás nem elég éles /képmelléklet 4e/5. kép/.
A három festék érzékenységét összehasonlítva ugyan­
csak egyformán jobbnak bizonyult a DAPI és a 

Hoechst 33 253 sz. vegyület, mint az EB. Mig EB 

alkalmazásakor a mt-ÖNS sávja a protoplasztok 

ötszörös hígítása esetén már alig látható, a DAPI 
és a Hoechst 33 258 sz. vegyület esetében a mt-DNS 

sáv még a protoplasztok 25-szörös hígítása esetén is 

jól látható. Ezt azt jelenti, hogy elfogadva azt
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a feltételezést.miszerint egy élesztősejtben kb.
50 mt-DNS molekula található, a módszer alkalma­
zásával kimutathatjuk a sejtenként! két mt-DNS 

molekulát is#
Ez a módszer azonban nem alkalmas a DNS faj súlyának 

meghatározására/mivel az alkalmazott festékek /való­
színűleg a kötődés mértékének arányában /megváltoz­
tatják annak fajsúlyát. Ez abból látható, hogy 

az egyes festékeknél mag- és mt-DNS sávja külön­
böző magasságban helyezkedik el a CsCl gradiensben.

b/ Antibakteriális antibiotikumokkal indukált petite
mutánsok mt-DNS-e

A leghatékonyabb petite induktornak bizonyult két 

antibiotikummal, az EM-nel és a CTC-nel indukált 

petite mutánsok közül véletlenszerű kiválasztási 
alapon megvizsgáltuk néhány petite mutáns mt-DNS-ét 
CsCl fajsúlygrádiene cantrifugálással.
Az EM-nel indukált petite mutánsok közűi az öt 

élesztőtörzs egy-egy mutánsát analizáltuk. Közülük 

a Sacch. cer. S233c mutánsa kivételével valamennyi 
tartalmazott mt-DNS-t, melynek denzitása vagy 

azonos volt a grande-éval vagy kisebb volt annál, 

az eltérés azonban különböző mértékű volt.
A CTC-nel indukált petite mutánsok közül a Sacch. cer. 

S2S3c, S. diastaticus ás uvarum 5-5 petite mutánsá­
nak mt-DNS-ét analizáltuk Hoechst 33 253 sz. vegyü- 

let /CsCl fajsúlygrádiensben /7. táblázat, kápmellék- 

let G—3. kép/.
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petite
grandetörzs ОТС 1 CTG 2 CTG 3 CTC 4 CTG 5

S.cer. S268c + «м

S.diastaticus +/• +/B +/* Ф/<1 +/<+
S, uvarum +/<. +/<~ +/<~ +/<+

7, táblázat? A sacch. cer. S238c, S. diastaticus és
uvarucn grande és CTű-nel indukált petite mutánsai­
nak Hoechst 33 258 sz, vegyület /CsGl fajsúly- 

grádiene centrifugálással analizált mt-DNS-e.
ill, - jel a mt-DNS jelenlétét ill, hiányát, 

p ill, < jel pedig a grande-ével azonos ill, 

annál kisebb mt-DNS fajsúlyt jelöl.

A három grande törzs mag- és mt-ONS-ének fajeúlya azonos 

volt, a petite mutánsok azonban heterogén képet mutattak, 

A S. cer, 3288c törzs valamennyi petite mutánsánál hiány-
S, diastaticus és uvarum esetében pedigzott a mt-DNS, a 

valamennyi petite mutáns tartalmazott mt-ONS-t, melynek den- 

zitása vagy azonos volt a grande-éval /S, diastaticus CTC 1, 
CTC 2, CTC 3/ vagy kisebb volt /8, diastaticus CTC4,5, S, 
uvarum CTC 1-5/, Az eltérés mértéke azonban, még azonos
grande anyatörzs esetén is,különböző volt.
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Eredmények értékelése

A kísérleti eredmények azt mutatják, hogy bizonyos 

antibiotikumok, amelyek a bakteriális fehérjeszintézist 

riboszomális szinten gátolják, a Saccharomyces genus 

különböző fajaiban - a mitokondriáiis fehérjeszintézis 

gátlása révén - különböző hatékonysággal RD-mutációt 
indukálnak.

Az antibiotikumok mutánsindukáló hatékonyságának 

vizsgálatánál két módszert alkalmaztunk. Az egyik mód­
szer szerint az indukciót tápoldstban, mig a másik 

esetben szilárd táptalaj alkalmazásával, felületen tör­
ténő tenyésztéssel végeztük. A két módszer közül a má­
sodik bizonyult jobbnak, és ennek alkalmazásával a haté­
kony antibiotikumok RD-mutáne indukáló aktivitása maga­
sabb volt.

Az antibiotikumok RD-mutáns indukáló hatékonyságá­
nak kvantitatív meghatározását a telepek TV-redukáló 

képessége alapján végeztük és ezen gyors és egyszerű 

RD-diagnosztizálási módszer megbízhatóságát a nem festő- 

dő telepek citokrom spektrumának és nemfermentálható 

szénforrások hasznosíthatóságának vizsgálata is megerő­
síti. Az RD-mutánsok citokróm-spektrumából ugyanis min­
dig hiányzik a citokrom £ és jo, valamint neraferraentálha- 

tó szénforrások jelenlétében nem nőnek.
Az 50 S riboszóma alegységen ható antibiotikumok 

közöl az EH, a 30 S-en hatók közül pedig a CTG bizo­
nyult a leghatékonyabbnak.
A ICT^H koncentrációban alkalmazott EM, OTC és CTG a 

Sacch. cer. S283c, R XII, Sacch. diastaticus és uvarum 

törzseknél egyaránt 100% körüli RD-mutációt indukált, 

mig a Sacch. logos a 100% mutációs gyakoriságot csakaz 

OTC és CTG hatására produkálta, EM jelenlétében a mutá­
ciós gyakoriság csak 65%-ra emelkedett a tíznapos anti­
biotikumos kezelés folyamán.
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lü"2M koncentrációban mindhárom antibiotikum a TV-redu- 

káló képesség teljes gátlását okozta.
Az alacsonyabb koncentrációkban alkalmazott EM és OTC 

RD-mutáns indukáló hatása őrösén lecsökkent, illetve 

megszűnt, ezzel párhuzamosan a tenyészetek TV-redukáió 

képessége fokozódott, és az antibiotikum rezisztens 

telepek elszaporodását figyelhettük meg.
Ezzel ellentétben a CTG még alacsonyabb koncentrációban 

is jelentős RD-mutáns indukáló hatással rendelkezik. 

5.l0"3M-nál Ю460К közötti, 2t5.1Ő3Hnél pedig 13-36% 

közötti c mutár.sgyakoriság törzsektől függően. Ennél 
az antibiotikumnál rezisztens telepeket nem észleltünk.
Az aminoglükozid antibiotikumok közül egyedül a NM-nek 

volt petite mutáns Induktor hatása, 10 koncentrá­
cióban alkalmazva 50 % álatti RD-mutáns gyakoriságot 

eredné, yozett a vizsgált törzseknél. A SM, KM és GM 

teljesen hatástalan volt, még a tenyészetek reduktiv 

kapacitását sem csökkentették.
A CP szintén hatástalannak bizonyult az RD-mutáns induk­
ció szempontjából, bár a tenyészetek formazánkópző 

aktivitását jelentősen lecsökkentette.
Az EB, amely közvetlenül a mt-OMS-be történő szelektiv 

intorkalációja révén okoz petite mutációt, az antibak- 

teriális antibiotikumoknál !<b. három nagyságrenddel 
alacsonyabb koncentrációban /jug/гоl/képes mind az öt 

élesztőnél 1GQ& petite gyakoriságot létrehozni, viszony­
lag rövid, 1-3 napos inkubációs idő alatt. Ugyancsak 

alacsonyabb a minimális gátló koncentrációja is, a pe­
tite indukáló koncentrációnak kb. 10-szerese, és nagy­
jából arányos vele.

Kísérleteink során megvizsgáltuk a leghatékonyabb 

petito induktömik bizonyult antibiotikumok, az iZf^OTC és CTG, 
valamint az EB RD-mutáns indukáló hatását nyolc, eddig 

petite negatívnak bizonyult élesztő törzsnél.
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/Sacch, rouxii, Saccharomycodes ludvvigii, Schizosacchsro- 

myces pombe, Candida albicans, Dekkeromyces fragillis, 

hanser.ula anomale ás Rhodotorula mucilaginosa/, 

fzekből ugyanis -as oddig nem sikerült RD-mutánsokat 
létrehozni, A mutánsindukció azonban ezekkel az anti­
biotikumokkal sem sikerült, egyik törzsnél sem észlel­
tünk petite mutációt.
Az EM-nel és CTC-nel indukált petite mutánsok DNS-át 
fluoreszcens festék /CsCl fajeúlygrádienaben szeparálva 

megvizsgáltuk, hogy ezek a mutánsok tartalmaznak-e nt-DNS-t, 

ás ha igen, ennek fajsúlya megváltozott-o a grande törzsé­
hez viszonyítva, A Saccharomyces cer. S2Q8c petite mután­
sai közül sem az EM-nei, sem a CTC-nel indukált mutánsok 

nem tartalmaztak kimutatható mennyiségben mt-DNS-t, 
ezek ú ., g° mutánsok voltak, A többi megvizsgált peti­
te törzs mind tartalmazott mt-DIMS-t, melynek fajsálya 

vagy azonos volt a grande-éval vagy annál kisebb volt, 

az eltérés azonban még azonos grande anya^örzs esetén 

is különböző volt, Ezek un, mutánsok voltak.
Úgy tűnik tehát, hogy a petite mutánsoknál a mt-DNS 

degradáció^áriak mértéke tehát nem elsősorban az alkalma­
zott induktortól függ, sokkal inkább az illető élesztő­
törzs rat-DNS-ének stabilitásától illetve labilitásától.
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SflCCHRROMYCES CEREVISIRE S 288 C

1. kép* Grande és petite telepek glükóz tartalmú táp­
talajra replikázva tetrazólium violet festék 

jelenlétében /TV/ill. anélkül /glükóz/.
Nagy, ibolya szinü telepek: grande,
Kicsi, fehér telepekj petite

2. kép: Grande és petite telepek glükózt és TV-t, valamint 

galaktózt tartalmazó táptalajra replikázva.
Grande telepek mindkét szénforráson nőnek, petite 

telepek a galaktózt nem képesek felhasználni szén- 

forrásként.
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5« káp
4*. 5, kép $ Saccharomyces cerevisiae S288c grand© törzs

sejtmag és mitokondriális DNS-ének szeparálása 

fluoreszkáló festék/CsCl fajsulygrádiensben.
1# cső: 46C.jug/ml etidiurobromid
2. esős 200 pg/ral DAPI
3. cső: 200 pg/ral Hoechst 33 258. sz. vegyület 

felső sávj mitokondriális DMS
alsó sáv: sejtmag DNS

6. kép: S. cer. S288c grande /1. cső/ és két petite 

/2. cső GTC 11 <3. cső GTC 2/ törzsének DNS**€ 

Hoechst 33 258/CsCl fajsulygrádiensben szeparálva.



7. káp: S. diastaticus «.cards /1. cső/ és két petite 

/2. cső CTC 1, 3* cső CTG 5/ törzsének DNS-e 

Hoechst 33 258/ CsCl fajsulygrótíiensben sze­
parálva.

a □ g
t.

V. V

3. kép: S. uvarum grande /1. cső/ ás két petite /2. cső
CTC 1, 3. cső CTC 2/ törzsének DHS-e Hoechst 33 258/ 

CsCl fajsulygráddensben szeparálva.
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