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USSZEFOGLALAS

A fakultativ anaerob éleszt8gombdkndl két, egymdetsl
viszonylag figgetlen energiatermeld rendszr nmiukédik, Az
egyik az aerob légzés, a mésik pedig az anaerob kérilmé-
nyek koézétt funkcionadld alkoholos erjesztés., A lLégzési
mechanizmus mikddése a mitokondriumok teljes épségét
kéveteli meg, ehhez pedig elengedhetetlen a mitokondriés-
lis DNS dltal kdédolt fehérjék jelenléte. A mitokondridlis
DNS mutdcidja tehdt, f6ként a Saccharomyces genus kiilon=-
bé6z8 fajasindl respirdcié deficiens /RD/, mdsnéven petite
nutdnsok megjelenéséhez vezet, melyek cytoplazmatikus
droklésmenetet mutatnak.

Kisérleteim sordn kilonbdz8 Saccharomyces tipusi élesztbk-
ben /Saccharomyces cerevisiae XIG87~16C, 5288c, RXII, S.
diastaticus, logos és uvarum/ respirdcié deficingk mutécid
kivdltésdnak lehetfsdgét vizsgdltam, A nutdnsindukecid két,
egymastél lényegesen eltérd hatdsmechanizmus alapjén tor-
ténts

1. A mitokondridlis fehérjeszintdzis szelektiv gat=-
lésa riboszomdlis szinten haté antibakteridlis
antibiotikumokkal, A chloramphenicol, erythromycin,
streptomycin, gentamycin, kanamycin, neomycin,
valamint az oxytetracyclin és chlortetracyclin
mutdnsindukdlé képességét vizsgadltam az antibio-
tikumok koncentrécidéjdnak és hatdsidejének fliggvé-
nyében. Az eredmények szerint®hatékony antibiotikumok
/erythromycin, neomycin, oxytetracyclin és chlortet-
racyclin/ viszonylag magas, a baktériumok ndvekedé-
sének gdtldsdhoz szikséges koncentréciénél 3-4 nagy-
ségrenddel nagyobb koncentrécidban képesek RD-mutéd-
cié indukdldséra. A mutdcidés ardny azonban extrém



magas, torzstbl és antibiotikumtdél fiiggben sokszor
& 1l00%-ot is eléri,

Leghatékonyabbnak az erythromycin, oxytetracyclin
és chlortetracyclin bizonyult, melyek valamennyi
vizegdlt térzsnél 100% kérdli RD-mutdcidt indukdle
tak 2-4 napos kezelési id6 alatt.

2. Cytoplazmatikus RD-mutédcidé indukdlhaté kdzvetleniil a
mitokondridlis DNS szelektiv kérositéséval, melyre
alkalmas az etidiumbromid. Mutegén hetésédt a2 mitokond=-
ridlis DNS-be térténd interkaldcidja révén fejti ki,

a szikséges koncentrdécid kb, 3 nagységrenddel kisebb,
mint az antibakteridlis antibiotikumok alkalmazdsa
esetén, Velamennyi vizsgdlt élesztdtdrzsnél 100%
mutécids gyakorisagot eredményezett 1-3 napos inku-
bdcidés id6 alatt.

Kisérleteim sorén megvizsgdltam a leghatékonyabb RD muténs
induktornak bizonyult anyagok, az erythromycin, oxytetra-
cyclin chlortetracyclin és a2z etidiumbromid hatdsét nyole,
eddig petite negativként ismett élesztdnél is, Mutdcidt
azonban ezekkel az anyagokkal sem sikerilt egyik térzsnél
sem indukélni, '

Az erythromycinnel és chlortetracyclinnel indukdlt petite
muténsok sejtmag és mitokondridlis DNS-ét Tluoreszcens
festék/CsCl fajsulygrédiensben szepardlva megvizsgdltam,
milyen védltozdsok térténtek a mitokondridlis DNS mennyie
ségében ill, fajsilyéban. A Saccharomyces cerevisiae
§288c térzs petite muténsai kéziul sem sz erythromycinnel,
sem a chlortetracyclinnel indukdlt muténeok nem tartal-
maztak kimutathatdé mennyisdégben mitokondridlis DNS-t,

ezek Un, g‘ mutédnsok voltak., A tébbi megvizsgélt petite
térze nind tartalmazott mitokondridlis DNS-t, melynek



fajellya vagy azonos volt a grande-éval vagy anndl
kisebb volt, az eltérés azonban még azonos grande
anyag§tdrzs esetén is kilsnbszé volt. Ezek un, §
mutdnsok voltak, ‘

Ugy tinik tehdt, hogy a petite mutédnsoknédl a mitokond-
ridlis ONS degraddciéjdnak mértéke nem els8sorban

az alkalmazott induktortél fligg, sokkal inkébb az ille-
t6 clesztftorzs mitokondridlis DNS-ének stabilitdsétél
ill, labilitdsétél.
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BEVEZETES S

1. A citoplazmatikus légzée/deficiens mutdnsok jellemz§i

A citoplazmatikus légzés deficiens /réviden RD/ - mutdnsok
az extrakromoszomdlis mutdnsok egyik sajdtos csoportjdt alkote
Jéke Mint az elnevezés mutatje, ezek a sejtek légzésre /respiréciédr
képtelenek, Az RD mutdcid azokndl sz eukaridta sejteknél, ahol
a légzési mechanizmus mellett mée energiatermeld rendszer is
miilkddik, nem letdlis, Ilyenek az un, erjesztd élesztégombak,
ahol két, egyméstdl viszonylag flggetlen energiatermeld rend-
szer mikddik, az egyik az aerob légzés, a mdsik pedig az
anaerob kérilmények kézdétt funkciondlé alkoholos erjesztés.
Mivel a glikéz fermentdcidja sordn lényegesen kevesebb ener-
gia keletkezik, mint légzésnél, a mutdns sejtek szaporoddsa
lassubb lesz, ami aerob kérilmények kodzdtt alacsony glikédz-
tartalmi /1-2%/ tédptalajon kisebb telepek megjelendsében
nyilvénul meg. A mutdnsoknak a vad sejtektdl eltéréd fenotipi-
kus megjelenése vezetett a mutécié felfedezéséhez /Ephrussi 1953/,
és ezt tikrozi a "petite colonie” elnevezés is szemben a vad,
"grande" telepekkel.

Az RD-muténsokndl a fenotipikus eltérésen kivil jél karake
terizdlhetd fiziolégiai, biokémiai és genetikai jellemzbket tér-
tak fel, ami a mutédnsok diagnosztizdlésadt konnyebbé és bize-
tosabbd teszi,

Az eléz8ekb8l kovetkezik, hogy az RD-mutdnsok olyan tépta-
lajon, amely kizérdlag oxidativ lebontéds utjén hasznosithaté
szénforrdst tartalmaz, nem képesek szaporodni /Morita és Mifuchi
1970/.

A nuténsok citokrém-spektruma ugyancsak lényegesen eltér
a vad tipusu sejtekét8l, citokrémspektrumek a citokrém aaq és b
teljesen hidnyzik /Clark-walker és Linnane 1966/. Ugyancsak
hidnyzik a pirosz6l8sav dehidrogenéz, a citokrémeoxidaz, a

NADH=citokrém ¢ oxidoreduktéz és az X =glicerofoszfét
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dehidrogenéz /Slonimski 1952/,

A keresztezési kisérletekbdl kiderilt, hogy az RD-mu=~
tdciod egyfajtéﬁoxtrakromoazomélis droklésmenetet mutat,
és a mutdcidt egy citoplazmatikus un. § faktorban bekévetke=
zett véltozdsnak tulsjdonitotték, amely bizonyos enzimek,
tobbek kozdtt a Szent-Gydrgyi-Krebs-ciklus és a termindlis
oxidécidé bizonyos enzimeinek képzddését kontrolldlja és
6ndllé szaporodédsi képességgel rendelkezik /Michael és
mtsai 1971/, Ez a citoplazmatikus faktor tulajdonképpen
a mitokondridlis DNS, /tovébbiakban mt-DNs/ emely a
sejtmag DNS-t8l flggetlenil replikélédik és szamos mito-
kondridlis fehérjét és RNES-féleséget kddol /Schetz 1964,
Tewari és mteai 1965, Wintersberger 1965/,

Nemcsak a mt~DNE, hanem mega @ mitokondrium is nagy=
fokt 6nédlléséggal rendelkezik 2 esejtern belil,ondllé Tehér-
jeszintetizdld rendezere ven, emely e citoplezmatikustél
sok szerkezeti eltéréet mutet. /Lirrene ée mtsi 1972/.

A mitokondridlis fehérjeezintetizédldé rendszernek sajédt
transzfer-RNS-ei vannak, melyek kézil néhanyrél kimutatték,
hogy a mt-DNs'kédolja /Casey és mtsi 1974/,

A Saccharomyces-tipusu élesztdkben a spontan RD=-mu-
ténsok gyakorisdga mas mutdcidk gyakorisagéhoz képest
feltinden magas, 4dltaldban 1% kérul van, néhény térzs-
ndl azonban ez az arédny jéval magasabb is lehet,

Kilénbdzé fizikai-kémiai dgensek alkalmazdsa a mutécids
ardnyt lényegesen megndvelheti, sét bizonyos esetekben

ez a 100 %~ot is eléri, Az RD-mutédcié indukdldsdban a
leggyakrabban alkalmazott médszerek az akridinfestékkel,
enziminhibitorokkal /Nagat ¢s mtsi 1961/, antibiotikumok-
kal /Michael és mtsi 1971, - Puglisi és mtsi 1971,
Williamson és mtsi 1971/ és etidiumbromiddal /Schwab 1971/
valé kezelés, valamint UV-sugdrzdsnak és magas himérsék-
letnek valé kitétel /Nagai és mtsi 1961/,
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Bizonyos élesztétorzsekben eddig spontén RDe-muténe
sokat nem taldltak, és az indukcids kisérletek is kudare
cot vallottak, Ennek az Un, petite negativitédsnak az
oka egyenl8re ismeretlen, ezek az élesztbk valésziniileg
stabilisabb mitokondridlis rendszerrel rendelkeznek,

2. A fehérjeszintézisgdtls antibakterialis antibiotikumok
hatésa a bakteridlis gg mitokondridlis fehérieszinté=

zisre
R U BN RS

Az élesztfkben lev8 két, egyméstél jél elhatdrolt
fehérjeszintetizdldé rendszer kodzil az egyik a citoplaze-
matikus riboszdémakhoz kotétt, emely az informécidkat
a nucleusbdl kapja, a mésikhoz,a mitokondridlis fehérje-
szintetizdldé rendszerhez az informdcidk egy részét a
mt=-DNS szolgdltatja., E két genetikai rendszer bonyolult
kélesénhatdsben 811 egymdssal és feltehetfen kilénbozd
reguldcidés mechanizmusok révén befolydscljak a benniik
kédolt genetikai informéciék megnyilvénuldsat /Puglisi
és mtsi 1971/, A fehérjeszintézis alapvetd mechanizuusa
a két rendszerben azonos, a résztvevd struktudlis egy=-
ségek azonban lényeges eltéréseket mutatnak. Legalap=-
vetdbb kilénbség az, hogy a citoplazmatikus proteinszinte-
tizdlé rendszerben GO S és 40 S alegységbll al1l6 80 §
riboszémak vannask, mig a2 mitokondridlis proteinszintetie-
z4l6 rendszer a baktériumokéhoz hasonléan 30 § és 50 &
alegységekb8l 4116 70 S§ riboszdémékat tartalmaz /Preer
1971/. Ez az eltérés lehetbvé teszi a két proteinszine-
tetizdld rendszer antibietikumokkal vald szelektiv
gétldsdt. A riboszomdlis szinten hatd fehérjeszintézisgdtld
antibakteridlis antibiotikumok koézGl egyesek a mitokond-
ridlis fehérjeszintézist gatoljak anélkiil, hogy & cito=-
plazmatikus proteinszintetizélé rendszert befolyésolnék.
Ezen antibiotikumok bizonyos koncentréciéban a mitokonde
ridlis proteinszintézis gétldsa révén légzésgatlast
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okoznak és csdkkentik a nemfermentdlhatd szubsztrétokon
valé noévekedést, magasabb koncentrécidban pedig tébb
generéaciés idén keresztil hatva RD-mutdcié indukdldséra
képesek /Clark-Walker és Linnane 1966, Michael és mtsi
1971, williamson és mtsi 1971, Carnevali és mtsi 1971/,
A mutédnsindukdlé képesség valészini magyarézata az,
hogy a mt-DNS replikédcié bizonyos, a mitokondriumban
szintetizdléddé enzimek jelenlétét kéveteli meg, esetleg

a szabélyos DNS-replikdéciéhoz elengedhetetlen a mitokond-
rium membrénok integritdsa. A mitokondridlis fehérje-
szintézis gatlédsa révén ezen enzimek, illetve az integri-
tdst fenntartd proteinek mennyisége egy kritikus szint
ala csdkkenhet, ami a mt-DNS elvesztéséhez, cmdkkenédsé-
hez vagy megvaltozdsdhoz vezet, Ezek a replikécidés fak-
torok a mitokondriumban dltaldban feleslegben vannak je=-
len, ezért a mitokondridlis proteinszintézis teljes
gétlésa mellett is tobb generdcids idének kell eltelni

a faktorok kihiguléséhoz /Williamson és mtsi 1971/,

A kisérletek célja az volt, hogy megvizsgaljuk né-
hény olyan antibakteridlis antibiotikum RD-muténs indu=-
kdlé hatékonységat, amelyek a bakteridlis fehérjeszinté-
zis riboszémélis folyamatainak kiUlénbsézé lépéseinél gat-
16 hatédst fejtenek ki, A gdtlds mechanizmusa dltaldban fel-
tért, bar az els8dleges hatdsok mellett sokszor jelentds
mellékhatdsok is kimutathatdék, féleg magasabb antibioti-
kum koncentrédciékndl, A bakteridlis és mitogkondridlis
fehérjeszintetizdlé rendszer nagymérvi szerkezeti hasonlé=-
sdga alapjén azonban feltételezhet8, hogy az antibioti-
kumok hatésmechanizmusa mindkét rendszernél azonos, bér
a mitockondridlis fehérjeszintézis gdtldsdhoz lényegesen
magasabb antibiotikum koncentrécid sziikséges, ami 2-5
nagysdgrend eltérés is lehet, Ennek oka egyenlére nem
ismeretes. Az egyes antibiotikumok hatdésmechanizmusat
az 1, 4bra, kémiai szerkezetiilket pedig a 2, dbra mutatja.



-5-

A riboszémélis folyesmatok inhibitorait két nagy csoport-

ra

cszthatjuk aszerint, hogy a 70 S riboezéma 50 S vagy

pedig a 30 S alegységéhez kapcsolddva fejtikee ki a
gatlé hatést. Ezek az antibiotikumok a riboszéma alegy-
ségekkel kdzvetlen interakcidba lépnek ée a riboszéma
feliletének meghatdrozott helyédhez specifikus proteinek
segitsdgével kodtbdnek /Cottlieb és Shaw 1967, Pestka
1971/.

a/ Az 50 S alegységen haté antibiotikumok hatdsmechaniz-

nusa

Chloramphenicol /CP/

A CP a baktériumsejtekben specifikusan a riboszémak
50 & alegységéhez kotddik, ezdltal megakaddlyozza
az amindsavaknak a proteinekbe valéd bedpiilését.,

~ Elsédleges hatésa az, hogy gétolja a tRNS-hez kap-

b/

csolt aminosavak ribosz émékon valé megkétddését,
és ezaltal a peptidkdtés kialakuldsdt, Valészinuleg
gatlé hatdst fejt ki a peptidtranszferédz mikddésére is,

Erythromycin /EM/

Az EM a makrolid antibiotikumok k&ézé tartozik, amelyek-
re jellemz6, hogy 1l2-22 atombdl &41llé laktongyiriit tar=-
talmaznak és ehhez egy vagy tébb cukor kapcsolédik,

A 14C-EM-nel végzett kisérletek azt mutatjdk, hogy

ez az antibiotikum is kizérélag az 50 S alegységhez
kotédik, és az E. coli 50 § riboszdémdjdban kimutattak
egy proteint, amely az EM kotbdésért felelds,

Az EM a fehérjeszintézisben ugyanat a lépést gatolja,
mint a CP, azaz megakadédlyozza a peptidkétés kiala=
kuldsat.

A 30 S alegzségen hatdé antibiotikumok hatdsmechanizmu~
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Aminoglﬁkozid antibiotikumok

Az aminoglukozid antibiotikumok kémiailag rokon vegyii=-
letek, amelyek koziil a streptomycin /SM/, kanamycin /KM/,
neomyecin /NM/ és gentamycin /GM/ fehérjeszintézisgdtld
hatését ismertetjik, Valamennyiben megtaldlhaté a strep=-
tamin vagy a 2-dezoxyatreptam1n; bar a GM pontos kémiai
szerkezete még nem teljesen imert,

NH, NH,
oH o\-\
HO
on o
streptamin 2=-dezoxystreptamin

A hatédsmechanizmus tanulményozdsa szt mutatja, hogy

ez a vegyiletcsoport nemcsak szerkezeti, hanem funkcid=-
ndlis egységet is képez. A megvizsgdlt aminogliikozidok
kéziil valamennyi a 30 S riboszéma alegység szintjén
fejt ki gdtld hatdst, ami a riboszomdlis alegységek
dsszekapcsoldéddsdnak gdtldsdban nyilvénul meg.

A SM _az iniciécid gétlésa sordn megakaddlyozza a fMet-
-tRNS-nek a 30 S alegységhez vald kotbdédsét,

A gegetikai és biokémiai vizsgdlatok soran kimutattak
egy proteint a 30 S alegységben /Plo/’ amely SM és va-
lésziniileg @ NM és KM kotddésért is felelds,

Tetracxclinak

A tetracyclinek az antibiotikumok egy szerkezetileg
sajédtos csoportjat alkotjdk., Az alapvédz egy részben
redukdlt entracén, amelyhez kiilénboz8 szubsztituensek
kapcsolddnak,



A tetracyclinek nagyon hatékony fehérjeszintézisgdtls
antibiotikumok, amelyek a bakteridlis fehérjeszintézis
riboszémdlis folyamatainak toébb lépését gdtoljdk. A
hatédsméd azonban sokszor nem egyértelmi és figy ez ale
kalmazott koncentracidétdl is.

Elsédleges hatdsuk az, hogy gétoljdk az amindsave-tRNS=-

nek az EF T-t6l figgd 30 S riboszdéma alegységen valéd
enzimatikus megkdtddését a Tehérjeszintézis elongdcids sza=-
kaszaban,

A tetracyclinek a fehérjeszintézis termindcids szakaszé-
ban is gdtlé hatdst fejtenek ki, valdszinileg megakadé=
lyozzék a "release" faktorok felismerését.

A klérozott tetracyclin szédrmazékok /chlortetracyclin,
demethyl-chlortetracyclin/ antibakteridlis hatékonysdge
nagyobb és hatésspektrumuk szélesebb, mint az oxytetracyc-
liné,

3. Az etidiumbromid hatdsa az éleeztﬁgombék mitokondridlis

rendszerére

Az etidiumbromid /EB, 2,7-diamnino=9-fenil-1l0=etil=-fe=-
nantridinium bromid/ /4/a &bra/ kémiailag rokon az akti-
dinfestékkel, melyek RD-muténs indukdlé hatdséra mar
utaltunk, Mint tripanoszdéma=-ellenes drogrél ismert volt,
hogy gétolja a kiilonbdzé organizmusok nukleinsaveszine
tézisét /Newton és mtsi 1963, Tomchick és Mandel 1964/
metakromatikus komplexet képezve a DNS-sel és az RNS-sel
JElliott 1963, Waring 1965/, Kimutatték, hogy Escherichia
colindl gétlé hatdst fejt ki az RNS polimerdzra /Richard-
son 1973/.

Az élesztbkndl RD-mutécidt indukal, amely esmtra=-
kromoszomdlis 6roklédést mutat /Ephrussi 1953, Slonimski 1953/
Hatdséra a mt-DNS feldarabolédik, bézisdsszetétele és
mennyisége megvéltozik, illetve teljesen elimindlédik, az EB
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koncentrécidjdtol és hatédsidejétél figgben /Slonimeski
és mtsi 1968, Goldring és mtsi 1970, Nagley és mtsi
1973/

Hatdsmechanizmusdrdl ismert, hogy mint interkaldlé 4gens,
beéplil & DNS két szdla kozé, szédtfesziti, ezdltal megeka-
dédlyozza annak -melekula replikdldédésat /Waring 1965,
1970, Paoletti és Lepecg 1971, Denhardt és Kato 1973/,

A molekula egyszeri interkalédcidéja azonban nem ad magya=
réazatot més lényeges hatdsaira, valamint a DNS ieljes
degradéciéjara, Jelzett EB=-dal kimutattdk, hogy kovalens
kotés alakul ki a mt-DNS és az EB kézott /Mahler és
Bastos 1974/, Az etidiumbromid stimuldlé hatdst fejt ki
a mitokondridlis DNAase-ra is /Paelotti és mtsi 1972/,

4, A cytoplazmatikus petite muténsok mitokondridlis
DNS=ének gellemzﬂi.

A cytoplazmatikus petite mutédnsokndl a respirécids
képesség elvesztését a mt-DNS szerkezetében bekdvetkezett
kisebb-nagyobb véltozdsok okozzdk, ami lehet a mt-DNS
teljes elvesztéce,/go muténsok/, ill, a mt-DNS delécidja,

feldarabolddéssal, denzitésédnak és bizisdsszetételédnek
megvéltozdsa / @ muténsok/ Nagley és Linnane 1970,
Moumolou és mtei 1966, Bernardi és mtsi 1368/,

A § sejtekben a mt-DNS mennyisége a legtébb esetben
azonos a grande sejtekével, bézisbsszetétele azonban
eltér, A G+C tartalom kialdénbdzé mértékben csdkkenhet,
amivel pérhuzamosan az A+T tartalom né. Extrém esetben un,
“"alacsony fajstlyd /low.density/épatite-ek jonnek létre
3=4 % G+C tartalmd mt-DNS-sel mig a grande sejtek mt-DNS=-
ében a G+C tartalom 18% /Mounolou és mtsi 1966, Bernardi

és mtsi 1972/.
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Anyagok ées médszerek

1/Térzsek

Saccharomyces cerevisiae X 1687-16 C /Ade”, Arg~, His™,
Leu~, Lys~, Met™, Try / /Kaliforniai Egyetem, Berkeley/
Saccharomyces cerevisiae § 288 C /Kaliforniai Egyetem,

. Berkeley/

- Baccharomyces cerevisiae R XII, /Szegedi Jbézsef Attila
Tudoményegyetem Mikrobiolégiai Tanszék GyijteményébSl-
tovébbiakban SzMC - 0054/

Saccharomyces diastaticus /SzMC 0643/
Saccharomyces logos /SzMC 0642/
Saccharomyces uvarum /SzMC 0641/
Saccharomyces rouxii /SzMC 01338/
Saccharomycodes ludwigii /SzMC 0720/
Schizosaccharomyces pombe /$zMC 0142/
Candida albicans CBE /SzMC Q056/
Dekkeromyces fragilis /SzMC 0737/
Hansenula anomala /SzMC 0052/
Rhodotorula mucilaginosa /SzMC 0831/

2/ Téptalajok

Eleszt8kivonatos téptalais

5 g éleszt8kivonat foxoid/, 10 g glikéz, deszt,vizzel
1000 mlere kiegészitve, Szilard tédptalaj alkalmazédsa-
kor 30 g agart adunk az oldathoz, /pH 6-6,5/

Minimdl téptalaj:

5 g /NH,/,80,, 1 g KH,PO,, 1 ml van der Walt és Kerken=
féle szintetikus vitamin oldat, deszt.,vizzel 1000 ml-re
kiegészitve, Szénforréds a kdésébb ismertetésre kerild



kisérletek szerint. Szildrd téptalaj alkalmazdsa esetén
30 g agart adunk az oldathoz. /pH 6,5/.

3/ Antibiotikumok

Chloramphenicol /CP/

Egyesilt Gydgyszer- és Tépszergyér, Budapest
Chlortetracyclin /CTC/

CHINOIN, Budapest
Erythromycin /EM/ Gliicoheptonate

Marsing By Co., Ltd., Coppernhangen, Denmark
Erythromycin /EM/ Lactobionate

Abott Laboriatories Ltd., Quenborough, Kent
Etidiumbromid /EB/

Sigma Chemical Company St, Louis, USA
Gentamycin /GM/

Péterffy Séandor wtcai Kérhdz Farmakokinetikai

laboratériuma, Budapest
Kanamycin /KM/

Continental Pharma, Belgium
Neomycin /NM/

Socs In, Fabric antibio., Paris
Oxytetracyclin«hidrochlorid /OTC/

GHINOIN, Budapest
Streptomycin /SM/ sulfate

CHINOIN Budapest

Az antibiotikumokat a téptalajba valé bevitel elftt
annyi etanolban vagy dimetil-szulfoxidban /IMSO/ ol=-
dottuk 24 érén keresztill, hogy a téptalajban az ole-
dészer mennyisége max. 1% legyen.,
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4/ Inkubéc;é
Az inkubdeid valamennyi kisérletnél 30%C-on tértént.
5/ Antibiotikumos kezelés

Az antibiotikumokkal tértén8 kezelést két médszer
szerint végeztiilk, egyik esetben a tenyésztés tédpoldat-
ban, mig a2 mdsik esetben a téptalaj felilaén tértént,

a/ folyadékos médszer

24 6rés tenyészetb8l szuszpenzidt készitink, és 20 ml
8 mm rétegvastagsagu, a megfeleld antibiotikumot tare
talmazé élesztbkivonatos tépoldatot kb.lo4 sejttel
beoltjuks. Az inkubécidét hat napig &llé tenyésztéssel
aerob koérilmények kozdtt végezzik és a harmadik illet-
ve a hatodik napon a tenyészetbfl mintdt véve megha-
térozzuk a petite és grande sejtek ardnyédt.,

b/ felileten tdrténd tenydsztés

A megfeleld antibiotikumot tartalmazd élesztbkivona=-
tos téptalajbdél lemezt ontiink, és ennek fieliletére
vissezitk fel a kilénbézé térzsek 24 érés tenyészeté=
b6l készitett, 105 sejtet tertalmazd szuszpenzidt

folt alakjéban, 48, az EB esetében 24 6rés inkubdcid
utéan & tenyészetekbdl kb, 10° sejtet uj feliletre
visziink 4t, és ezt a kezelés sorén még néhényszor
megismételjilks A petite és grande sejtek arényat az
dtoltésok sorédn meghatérozzuk., A két médszert Ossze=-
hasonlitva elénydsebbnek mutatkozik a mésodik., E méd-
szer alkalmazdsa mellett szél az, hogy a kezelés sordn
e tenyédszet a tovébboltdsok révén mindig jé tépanyagel=-
ldtottsdgly és azonos antibiotikumtartalmi kérilmények
kézé keril, valamint ez az eljéras lényegesen kevesebb
antibiotikumot igényel,



6/ Az RO-nutécid kimutatdsére alkalmazott médszerek

a/ A redukéléképesség vizsgélata tetrazolium végxﬁle-
tekkel

A normdlis légzési élesztbk a tetrazolium vegylile-
teket szines formazénokké redukdljék, Ez a reduk-
cidé a mitokondridlis enzimrendszer segitségével
térténik, dés elektronmikroszképos vizsgélatokkal
kimutatték, hogy a formazdn e mitokondrium-kriszték
membranjéban 60-100 A nagyedgl granulumok formdja-
ban halmozdédik fel, A redukcidéban a mitokondridlis
dehidrogenédzok, f8ként a szukcindt dehidrogenéz
vesznek részt /Castelletto de Fanchiotti és mtsi 1971/,
Az RD-muténsokban a légzési enzimek hidnya kovetkez=-
tében a redukéléképesség erbsen csidkkent vagi@iény-
zik, igy ezek a tetrazolium vegyililetekkel nem,

vagy csak nagyon kevéssé festddnek /Rant 1854,
Bachafen és mtsi 1972/, Kisérleteink soran tébb
tetrazolium-vegylletet megvizsgdltunk, hogy kivé-
lasszuk azt, amellyel a normdlis légzési élesztdk
intenziven szinez8dnek, az RD-mutdnsok azonban nem
festBdnek, Kisérleteinkben a tetrazolium-violetet
/2,5 difenil-3naftil-tetrazolium=klorid, tovébbiak-
ban TV/ alkalmaztunk, amely a normdlis légzési
éleszt8ket intenziv ibolya szinlre festi,

2 Jer

tetrazolium violet



b/
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A TV-t annyi DMSO-ban oldva vittik a tédptalajba, hogy
a DMSO koncentrécidja 1% legyen,

A Tv-s festdsnek tobb vdltozatdt alkalmaztuk:

- A TV niélkili lemezen kinftt telepeket 1 mg/ml

TV-t tartalmazé 1,5 %-os felolvasztott agarral lefed-
jike Ez a médszer megegyezik az un, Ogur-=féle techni-

kédval /Ogur 1987/, kivéve, hogy itt a 2, 3, Setrifeniltet-

razéliumklorid /TTC/ helyett TV-t alkalmaztunk, A fes=
t8dés a tdrzsektdl fiuggbden 1l-24 6rs milva léthatd, amit
azonban a telepek kora is erdsen befolydsol, Az id6-
sebb telepek 4ltaldban lassabban, egydltalan nem, vagy
csak a szélikdén festddnek, ami vizsgdlatainkndl félre-
értésre adhat alkalmat,

- Ezeket a hibdkat kikiiszébdlhetjik, ha a TVv-s festést
& kivetkezd médszer szerint végezzik: a glikézt tartale
mazd téplemezen kindtt telepeket 30-40 dréds inkubécid
utdn 25 ufi/ml Tvet és glikézt tartalmazéd lemezekre rep=-
likdzzuk /képmellédklet l. kép/., Ilymédon ugyanis sokkal
nagyobb telepeket kapunk, mint az eléz6 esetben, vala=-
mint a petite és grand telepek révidebb inkubdcids idd
/kbe 30 éra/ utédn még biztosabban elkilénitheték., Kisér=-
leteink szerint a TV ebben a koncentrécidéban RD-mutécidt
nem indukél. i

- A TV j6l1 3elzi az antibiotikumok légzéegdtlé hatédsat
iss Ezért a felileten térténd antibiotikumes kezelés
sorédn a taptalajba 25 ng/ml TV=t is vittink be, hogy

a redukdlé képesség véltozdsdt a tenyészetek szinezldé-
se alapjén figyelemmel kisérjik.

Cukoraeszimildeid vizsgsdlata
Az éleszt8k diagnosztizédlédséra alkalmazott cukrok koziil

azokat, amelyeket & grande térzs nem képes erjeszteni,
az RD-muténsok nem képessk felhasznélni, Abben a minimal
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téptalajban, amely szénforrdsként pl., csak galaktézt
illetve meltézt tartalmaz,az RD-muténsok nem szaporodnak
/Markovich 1951, Lindegren és mtsi 1957/, A cukorasszi-
mildcids vizsgdlat egyrészt a Beijerinck-féle auxonografi-
éval /Beijepinck 18839/, mésrészt turbidimetrids néveke-
désméréssel toértént,

¢/ Kismolekulaju szénforrdsok hasznositdsa

Abban a tédptalajban, amely csak olyan kismolekuldju
szénforrést tartalmaz, amelyet az éleszt8k kizdrdlag
oxidativ lebontds utjén tudnak hasznositani, az RD-mutdn-
sok nem névekednek, Ilyen vegylletek a glicerin, acetét,
laktat és az etanol /Nagai és mtsi 1961, Michael és mtsi
1971, williamson és mtsi 1971/,

Az RD-mutédns diagndzis ugy toértént, hogy a glikédz tartalmd
lemezekre kioltott tdrzseket a megfeleld szénfomist tartal-
mazd lemezekre replikdztuk /képmellékiot 2, 3., kép/,

d/ citokrom-gpektrum vizsgalata

A kiilénbdz8 torzsek petite és grande telepeit tépoldate
ban rézatva elszaporitottuk, majd a sejteket kimostuk,
és natrium=ditionit 5%=-o0s vizes oldatéaval redukéltuk,
A citokromspektrumot kézispektroszképpal /VEB Carl
Zeiss, Jena/ vizsgéltuk,

7/ Az Eleszt8k sejtmag és mitokondridlis DNS-ének elvélasztdsa
festék/CsCl fajsilygrédiens centrifugdldssal,

Az élesztbk mag- és mt-DNS-ének fajsulya eltér, ami lehe-
tévé teszil hogy CsCl fajsulygrédiensben a kétféle DNS=-t
szeparédljuk., Saccharomyces cerevisiae-nél a mag=- és mt=-
DNS fajsulya kézti killénbség 0,015% 0,001 g4, emely



‘alapjan CsCl gradiensben mér két sévot alkotnak /Ber=
nardi és mtsi 1970/,

: Annak eldéntésére, hogy az antibiotikumokkal indue
kalt petite mutdnsokban a mt-DNS denzitdsdban milyen
véltozds tortént, a sejtek mag- és mt-DNS-ét festék
/CsCl fajsulygrédiensben szepardltuk /3. &bra/, A sej=-
teket folyékony élesztbkivonatos tdptalajban tenydsz-
tettik 10-12 6rén keresztil, majd kb, 2x10° sejtet
0,6 M KCl-dal atmostunk és a sejtekbdl csigaenzimes
‘kezelégsel protoplasztokat képeztink. A protoplaszté-
16 kozeg Osszetétele az aldbbi volt: 0,6 M KC1

1,5 % liofilizdlt csigaenzim

1,0 Y% merkaptoetanol
Kbe 2 érés szobahémérsékleten térténd inkubdcidé alatt a
sejtek 98-100 Y%~ban protoplgsztéalédiak. A protoplasztokat
0,6 M KCl=dal kimostuk / 2 x 5 perc, 3.000xg/. A mage=
ée mt-DNS kivondsa és elvdlasztdsa a Williamson és
Fennell dltal kidolgozott mddszer szerint tértént
/Williamson és Fennell 1974/, A protopissztok és mito=-
kondriumok lizise sarcosyllal /Na-lauryl-sarcosinét/
tértént 60°C-on 15 percig, magas pHen, hogy a nukledz-
aktivitést gédtoljuk, A lizélé oldat Osszetétele: 0,2 M
Tris-HCl puffer /pH 8/ '

0,1 M E(J’l’A--Na2

2 % Sarcosyl NLS7 /Geigy, UK/
2x10° protoplaszthoz 4 ml oldatot adunk, 15 perc lizis
utédn gyors hiutés kdvetkezik, majd a sejttormelék és
az ép sejtek eltévolitdsa centrifugdldsesal toérténik
/16 perc, o°c. 12,000 ford./ perc; Janetzki VAC GO1,
SW 3x5 ml rotor/. A felilBszdbsél 3,9 ml-t adunk 4,00 g
CsCl=hoz /BDH England/. A CsCl feloldéddsa utén 0,1l ml=t
mérink be a DNS-hez kot6d8 fluoreszkédlé festékek térzs-




oldataibél foldds deszt.vizben/, A DNS kimutatdedhoz
3 féle fluoreszkaldé festéket prébadltunk ki: /4, ébra/{/
etidiumbromid -

2/ DAPI

3/ Hoechst 33 258 sz, vegyiilet
A tdrzsoldat koncentrécidja ez etidiumbromid esetében 23 mg/m.
a mésik két festéknél 10 mg/ml volt, A CsCl fajsulygra=-
diens kialakitdsdhoz a mintdkat 20°C-on 48-72 éréig
centrifugaltuk 30,000 percenkénti fordulatszammal, mialatt
a kétféle DNS fajstilyuknak megfeleléen a gradiensben
egy-egy sévban gylulik dssze, A centrifugacstveket UV
fénnyel /365 nm/ megvildgitva & mag=- és mt-DNS sdvja
a hozzdjuk kotdd6 festék miatt fluoreszkdlni fog. A
grande és petite sejtek mt-DNS sdvjdnak helyzetdt Ossze=-
hasonlitva & denzitdsbeli véltozdsokat kiértékelhetjilk,



dt tdpoldatban mosas 06M KCl-dal

/
tenyész tés eqy é/szakd 22 510" % it U gydjtés centrifugdlassal

(o
sefek

se. mosas 06M KCl-dal asm Kot
15% csigagnzim

1 °/ee merkaptoetanol

protoplasztok gydjté-U ¥ H protoplaszt- képzés:

protoplasztok es mito- - centrifugalas
_ " hutes e
kondrium lizrse: il 15percig 0=on
4 mi: Q2M Tris-HCl puffer, pH8
b /12.000 ford/perc /
2% Sarcogn
60%on 1 percig 39 ml fellliszo
40 g Csct
01 ml festék oldat

centrifugalas 48-72 oraig \
20°-on /30000 ford/perc/ —C>

P
szepara-

g oy ’ /
megvilagitas UV fénnyel £
/365nm/
mtONS  mag-DNS
3., 4bra: Elesztb6k sejtmag és mitokondridlis DNS-ének
ldsa fluoreszcens festék/CsCl fajsulygréadiens cent-
rifugaléssal,



i OQO NH,

Heg e

etidiumbromid /EB/
2,7=-diamino=-9-fenil=1l0-etil=fenantridiniumbromid

y 3
i N ‘{ C Z[C\'L

: \Y H NH,,

4,6-diamidino-fenilindol /DAPI/

3/

ND——N/_\M——CH
_/ ?
Hoc{ﬁ 3 HCl

Hoechst 33 258 sz, vegyilet
2-{?—/4-hidroxifenil/-ﬁ—benzimidazolii]-8-/1-metil-4-piper-
azil/-benzimidazol-trihidroklorid

4, dbra: DNS-hez két8d8 fluoreszkdlé festékek



-21-

Eredmények ismertetése

1/ A chloramphenicol, erythromycin, streptomycin és
oxytetracyclin RD-mutdns induktor aktivitédsa =
Saccharomyces cerevisiae két térzsédbetn, folyadé=-

kos tenxészetben=

A CP, 8M, EM és OTC nagyon hatékony antibakterie
dlis antibiotikumok, ezért megvizsgdltuk RD-mutdns indu=-
kdlé aktivitdsukat a Sacch, cer., egy prototréf /S288c/
és egy auxotrdéf /X1687=16C/ térzsénél., A folyékony
kézegben folytatott antibiotikumos kezelés soran a
CP-t 3 mg/ml, az EM-T 1,5 mg/ml, a SM~t és az OTC~t
2 mg/ml koncentrécidéban alkalmaztuk, Az antibiotikumok
ugyanis ilyen koncentréciéndl még nem okoznak teljes
névekedésgdtlast és a tdptalajban oldva maradnak.

A hatnapos kezelés sorén a tenydszetekben a harmadik
ée hatodik napon meghatéroztuk a petite és grande sej~-
tek ardnydt TV-vel valé szinezldés alapjén,

A kisédrletek szerint @ SM és a CP teljesen hatdstalan=
nak mutatkozik, egy torzsnél sem indukél petite mu-
tdcidét. Az EM és OTC azonban jelentds RD-muténs indu=
kédlé aktivitdet mutatott a hatnapos kezelési periddus
alatt., Az eredményelet az 1, téblazat tartalmazza.



Petite ardny az Osszsejtszam ¥-aban
Torzs 0TC 2 mg/ml EM 1,5 mg/ml
3. nap 6. nap 3¢ nNap 6, nap
Sacch, cer, 36 34 77 63
§288c¢c
Sacche.cer, 99 85 99 93
X1687=-16C

1, tdbldzats Az OTC és EM RD-mutdns indukdld aktivitédsa
a Saccharomyces cerevisiae $288c és X1687-16C
térzsekben, Diagnézis TV-vel vald szinezddés
alapjén,

Az S288c¢c tdrzs a hdromnapos OTC-s kezelés utan 36) RD-mutdnst
produkdl, mig az EM ennél jéval hatékonyabb, 77% RD-muténs
gyakorisdgot indukél., Ugyanakkor az X1687-16C térzsnél midd-
két antibiotikum optimélis hatdsu, alkalmazdsdval csaknenm
100%=0s RD=-muténs indukcidé érhetd el. Meg kell azonban
emliteni, hogy ennél a térzsnél szokatlanul magas a spon=
tén petite mutdcid gyakoriséga, 70% koériali érték. A kisér=-
let sorén mindkét tdrzsnél, mindkét antibiotikum alkal=-
mazdsakor csékken az RD-mutdnsok arénya a 6 napos kezelés
végére, ami valésziniileg az antibiotikum rezisztens sejtek
nagyobb szaporodédsi képességének tulajdonithaté.
sziikségesnek lattuk, hogy meggybzbdjlink arrdél, hogy
az anti_piotikumos kezelés valéban petite mutdcidt indu-
kdl és nemcsak a redukciés kapacitds csdkkenését eredmé-
nyezi, Ezt a mutdns telepek citokrém spektruménak vizsgé-
lata déntétte el, Az eredményeket a 2, tédblézat tartalmazza,
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Telepek Citokrdm
Torzs Antibiotikum | /TV=s Testl=
dés alapjén/ a b c
Sacche.cerf. e grande -+ ++4 TS
s 4 - petite = - -
OTC 2 mg/ml petite - - -
FM 1,5 mg/ml petite - - SIS/
Sacche CEre == grande PR 4 e
X1687-16( - petite - - /+/
OTC 2 mg/ml petite - - /+/
EM 1,5 mg/ml petite - - -

2, tédbldzats Az OTC és EM antibiotikumokkal kezelt Saccharo-

myces cerevisiae S288c és X1G87-16C torzsek

petite és grande telepeinek citokrém spektruma,

Citokrdémok abszorpcids mximumas

citokrdm
citokrém
citokrom
A + jelek széma a megfeleld cikokrém abszorpci-

s
k

£

603 nm
565 nm
550 nm

6s sdvjédnak intenzitdsédval aranyos,
A - jel az abszorpciés sév hidnyat jelzi,

A kisérleti adatok alatdmasztjdk az antibbtikumok
indukdlé képességét, ugyanis a TV-vel nem festddd

peknél a citokrdém a és b minden esetben hidnyzik, a

mutang-
tele-

citokrém @ pedig vagy nagyon halvanyan vagy egydltalan
nem latszik,
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2/ Antibakteridlis antibiotikumok RD-muténs imduktor

hatésanak vizsgélata a fellileten tdrténd tenyésztés
modszerével

A CP, EM, SM, NM, KM, 8M valamint @TC &s CTC antibio=-
tikumok RD-muténs induktor aktivitdsat vizsgdltuk o6t
Saccharomyces tdérzsnél /S, cer, $288c, RXII, S, diastaticus,
logos és uvarum/ az antibiotikumok koncentrécidjénak és
hatésidejének flggvényében, Az alkalmazott maximdlis
antibiotikum koncentraciét ennédl a médszernél is az
antibiotikumok oldékonysaga és novekedésgédild hatédsa
szabta meg, Amennyiben az alkalmazhaté legmagasabb koin=
centrécidéban az antibiotikum 100% koérdli RD-mut&cidt in-
dukdlt, a felexd higitdsok hatékonysdagét is megvizsgdl«
tuke.

a/ Az 50 S aslegységre hatéd fehérjeszintézicgdtld anti-
bakteridlis antibiotikumok RD-mutéans indukald

hatdsa,

Az 50 S riboszéma dlegységen hatd antibiotikumok
kézll a CP és EM hatdsat vizsgaltuk,

Chloramghenigol [CP/

A CP-t a kezelés soran 5.10'2M koncentrécid-
ban alkalmaztuk,
A CP egyik tdrzenél sem ndvelte az RD-mutdnsok aré-
nyét annak ellenére, hogy a tenyészetek formazénkép=-
z6 hatdedét erfsen lecsdkkentette,

Erzthromxcin ‘EM/

Az EM 10"2M koncentréciéban a ndvekedést erésen
géatolta, ezért az atoltdst 48 Sranként végeztik,
Az EM RD-muténs indukdlé hatésa ebben a koncentrécidban
100% kozelében volt, ezért a hatékonysdgot alacsonyabb
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koncentrécickndl is megvizsgdltuk, Az eredményeket
a 3/a, b téblédzat, 1, diagram tartalmazza,

10"%M EM koncentréciénél az indukciés 1dé az egyes
torzseknél kiilénbozé, A Sacch, cer, $288c, RXII,
Sacch, diastaticus dés uvarum tSrzsekben, ahol a
petite mutédns indukcidé 100% kézelében van, mér négy=-
napos kezelés utén 70-80% RD-muténs produkcid ta-
pasztalhaté, A Sacch, logos esetében négynapos ke=-
zelés alatt a mutansgyakorisdg csak 31l%-ra né, és

a maximum G5%.

Az slacsonyabb EM koncentrécidékndl a petite gyako=-
risadgot csak a 2,, 6. illetve a 10, kezelési nap
utdn hatdroztuk meg, mivel az el8z6 kisérletek azt
mutatték, hogy a maximdlis hatékonysédgot ezek az
adatok is tikrdzik,

5.10f3M EM koncentrécidéndl a petite mudnsok ardé-
nya minden tdrzsben csdkken, de a csidkkenés kilon=
boz8 mértéki, A legmagasabb RD-mutédns szdzalékot
minden tdérzs hatnapos kezelés utdn éri el, ami a
sacch, diastaticus esetében 88%, a Sacch, cer.,S$288c,
R XII és Sacch. logos esetében 30% kéruli érték,

a Sacch, uvarumndl pedig minddssze 7%, Extrém mér-
tékben lecsékken a muténsgyakorisdg tiznapos keze=-
lés utén,ami az antibiotikum-rezisztenst telepek
sokkal nagyobb szaporoddsi képességének tulajdo-
nithatd,

A 2,5,10'3M EM koncentréciéndl a Sacch, cer, $288c
és R XII toérzsek 15% korili RD-mutdcidt produkdl-
nak, mig a masik hérom torzs csak a spontan petite
gyakorisdg kérili petite ardnyt mutatja.

1.25=10'3M koncentraciéban az EM valamennyi vizse
gédlt tdérzs esetében hatédstalannak mutatkozik,
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b/ A S0 S alegyséare haté fehérjeszintézisgdtlé anti-

- bakterialis antibiotikumok RD-mutans indukdld haté-

sa

A 30 S riboszéma alegységre hatd antibiotikue-
mok kézul a SM, GM, KM, NM és OTC RD-mutdns indu=
:4lé hatédsat vizsgdltuk,

Stregtomicin £SM£

A SM 107“M_koncentraciéban egyik térzsnél sem mutat
RD-nuténs indukdldé hatést és a tenydszetek fTormazén-
képzését sem gétolja.

Gentamycin /GM kanamycin /kM ¢g neomycin /NM
Jéllehet a CM, KM és NM antibiotkumoka bakterialis
fehérjeszintézis gatlasaban teljesen azonos mé=-

don hatnak, a GM és KM 10°2M koncentréciéban a
vizsgdlt 6t dlesztbtorzs egyikében sem indukdl
RD-mutdcidt, mig a 10~ 2 koncentracidju NM RD-muténs
indukélé hatdsa mind az 6t toérzsnél jelentds,

/3. a, b téblizat, 2, diagram/ A petite muténsok
arédnyénak maximuma kilénbéz8 kezelédsi idék eltel=-
tével észlelhetf: a Sacch, cer. 5288c és R XII

tdérzs nyolcnapos kezelés utén, a Sacch, diastaticus,
logos és uvarum pedig tiznapos kezelés utén éri el
az RD=muténe produkcidé magimumét, ez azonban minde-
gyik térzsnél 50% alatt marad,

A GM-nél és KM-nél a formazdnképzés gétldsdt nenm
tapasztaltuk, a NM jelenlétében azonban a tenydsze-
tek Tv-redukélé képessége csbdkkent.,

Oxytetracyeclin /OTC/

Az OTC 10”° M koncentrdcidban kitind petite-mutédns
induktornak bizonyult, /4/a, b téblazat, 3., diagram/
A petite mutdcidé gyakoriséga valamennyi tdrzsnél
100% koérili érték., Az antibiotikum muténs indu=-
kdlé hatdsa mar kétnapos kezelés alatt megmutatko=-
zik, és négynapos kezelés utédn mind az &t tdrzsnél




50 % feletti a petite mutdnsok gyakoriséga.

A maximélis RD-mutdne produkcid eléréséhez a Sacch.
cer, S288c és Sacch, uvarum esetében 6 nap, a Sacch.
diastaticusnal és logosndl 8 nap, a Sacch. cer,
RXII-nél pedig 10 nap szikséges,

Az antibiotikum jelenlétében a tenyészetek TVevel
nem festddnek., V

Az alacsonyabb OTC koncentréciék hatékonysagénak
megéllapitdsdra ezesetben is a felez8 higitdsok
mutdnsindukdld aktivitdsét vizsgédltuk,

5.10'3M OTC koncentracidé alkalmazdsakor a petite
muténs produkcidé valamennyi térzsnél 50% alatt volt,
és a maximdlis gyakorisdgot © napos kezelés utén
mutattak,

10 napos kezelés elteltével valamennyi térzs csak

a spontédn mutacids gyakorisdg koridli értéket produ=

kédlta, ami ezesetben is az antibiotikum=rezisztens
telepek nagyobb szaporodédsi képességének tulajdonite
hatod.

Az OTC 2.5,107°M és 1,25,107°M koncentréciéban mér
nem bizonyult hatésosnak,

Az OTC koncentrdcidjéanak csdkkenédséwel a tenyésze=-
tek TVevel valé fest8dése fokozatosan erdsddott.

Chlortetraczclin [CTC/

A 7., C-atomon klérozott tetracyclin szérmazék, a CTC
nemcsak nagyobb antibakteridlis hatdsd, hanem jobb
petite induktor is, mint az OTC /4/a, b téblazat, 4.
diagram/.

10~2M koncentracidban a Sacch., diastaticus, logos és
uvarum térzsekben mér a mésodik napra, a Sacch. cer,
RXII-ben pedig & negyedik napra 1l00}=-o0s RD muténs
gyakorisédgot eredményezett és ez az érték tovabbi
kezelés sorén nem vdltozott, A Sacch, cer. 5288c
esetében 99% volt a maximdlis RD-mgtdéns gyakorisag.




antibio= | petite ardny az Osszsejtszém J-dban

Ehh. Sacch.cer,$288c | Sacch,cer R XII, Sacch,diastaticus | Sacchelogos Saccheuvarum
koncent=- nap nap nap nap nap
récié 24| s6{8|10| 2|4| 6|8 |10 2| 4| 6|8 |10| 2| 4|6|8|l0|2|4|6|8 (10
/™

EM10-2 PZ 80 83 |90 | 98 2 68 | 89 |28 | 100 3 |73 |83 |100 (100 4 |31 60|64 |65 | 1|93 98 |97 |98
o3 |4 35 8| 1 25 2|12 88 2| 3 25 4l 1 7 1
] .32 e 2| 2 14 12| 1 2 2| 2 4 4|1 1 1
2,5.10 '

EM

o~ |34
NM

10-2 6,11 81 (42| 30| 10 20 | 23|26 21| 3| 3 |28| 30| 39|10 | 14|16|28| 30|10/ 14/ 10| 16| 27

3/a téblézats az EM és NM RDe-muténs indukalé hatékonysdga a koncentrécié és a hatésidd faggvényében
a Saccharomyces cerevisiae §288c, a Saccharomyces cerevisiae R XIl., a Saccharonyces
diastaticus, a Saccharomyces logos és uvarum térzsekben, Diagndézis a TV-vel valéd
fest8dés alapjén,
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Sacch.diastatiqu Sacch, logos

antibio- Sacch.cer, S288c | Sacch.cer. R XII, Sacchuvarum
tikum nap nap nap nap nap

koncent~ | 4 | 5 | 5 | 10 2| 6| 10 o | 2| 6| 10| o|l2| s|10] ol 2 |6 |10
racisd/M/

EM

10-2 o+t - — - || - - = e - - - bt | - w | e | - - =

EM w3 e+ ++ + + |+t | # + S ¥+ + - + P ! + |++4+ 4 [F4+ | e
510

EM

w3 |+t + + |+t |rEe | + | ++ TN 4 4 ++ | ++ R T I E T | EE |

2,5.,10

EM

1.25.10-3+++ EapS N N IR T S RO A S S A S T T T I LS B E T ROy s 4| Fdt | T+
NM 10—2 4+ 4+ +4 + + |+ |++ + + 4+ + + + R s +| + |+++ | + +

3/b téblézats Az EM és NM formazénképzde-gétld hatdsa

a Saccharomyces cerevisiae $288c, Saccharomyces cerevighé R XII., Saccharomyces
diastaticus,

a koncentrécidé és a hatésidd fuggvénydében

logos és uvarum torzsekben, A diagndézis alapja a tenyédszetek TV-vel
vald szinez8dése az antibiotikumos kezelés alatt,
- jel a TVe-redukdld képessdg teljes hidnydt jelenti /nincs festldés/
+ jelek szédma a tenyészetek festbdésével aranyos,



Erythromycin (EM)

pegye S.cer S288C S.cer. RXI S. diastaticus S. logos S. uvarum
100 I
e -
07M
50 |
a
0 2 4 6 & 10 0 2 4 6 & 10 0 2 4 6 & 10 0 2 4 6 & 10 0o 2 4 6 & 10
100 |
5107°M
50 |
i
2 % [ W
i — o
o 2 6 70 o 2 6 0 o 2 6 10 0 2 6 10 o 2 6 10
100 | i
25107°M
50
0 A .. D O . ccer oo s o2 orma
o 2 6 0 o 2 6 10 o 2 6 10 o 2 6 10 o 2 6 10 nap

W <ontrol szinerddése kontrolnd! gyengébb szinezodes [ rines szinezédeés

-

1, diagram: Az EM RD-mutdns indukdlé hatékonységa kiilénbdzd antibiotikum koncentrécidknal

7

a hatésid® fiuggvényében a Saccharomyces cerevisiae $288c, RXII, Sacch, diastaticus,

3

logos és uvarum térzsekben,



Neomycin (NM) 12w

pelite

%| S.cer S288C S. cer. RXIl S. diastaticus
100 ‘
50 |
77 H
: ///é w7 i
o 2 4 6 & 10 0 2 4 6 & 1 0 2 4 6 & 10
S. logos S.uvarum
100 _|
50 |
% %
N, AR
&

0 2 4 6 70 0 2 4 6 & 10 nap

B <ortrol szinezddése V) kontrolnd! gyengébb szinezodes

2, diagram: A NM RD-muténs indukdélé hatékonysédga a ha-
tédsid8 fuggvényében 3 Saccharomyces cerevi-
siae S288c, RXII, Sacch., diastaticus, logos
és uvarum térzsekben,



Antibio=

tikum Petite erdny az Osszse]tszém Y-dban
koncent-| Sacche.cer. $288c| Sacch.cer, R XII,| Sacch.diastaticus Sacch, logos | Sacche uvarum
récié - nap nap nap nap nap
V4 2| 4| 6| 8|10/ 2|4 |6 |8 |l0| 2| 4| 6 |8 | 10| 2| 4| ¢ 8|10|2 |4|6 B [0
0TC,,~2 13| 66| 95 |89 |80| 8| 56(85 |85 |91 |48 |75 |98 {100|100| 35|75 |90 100 100 27 [70 10O [log 10
gfgo-s 5 19 2| 8 42 2| 6 29 2| 11 9 4 | 2 7 1
oTC .
25.10°3| 2 2 2| & 7 2| 1 8 2| 6 7 4| 1 1 1
oTC
1.26.10°3| 3 3 2| 2 2 1| 2 2 2| 3 4 4 | 1 1 1
‘cho-z 70| 94| 98 98 |100| 100 100| 100| 100 100 100 (100 100|100 100
§S,-3 | 88| 59| 43 28| 70| 76 58 | 60 | 100 35 o1 | [100 91 |1od loo
C1C 3 | 17| 25| 17 8| 36| 26 7 |32 | 38| 4a13| P 3| 29 14
2'5.10

4/a téblézat: az OTC és CTC RD-muténs indukdéld hatdkonysdga a koncentrdcid és a hadsidb flggvényében
a Saccharomyces cerevisiae 8288c¢c, a Saccharomyces cerevisiae R XII,, a Saccharomyces
diastaticus, logos és uvarum térzsekben, Diagnézis a TVe-vel vald festfdés alapjan,
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antibio=

Sacchecer,

$288c¢c

Sacch.cer.

R XII.

Sacch.,diastaticus

Sacch,logos

Sacch.uvarum

tikum
koncent= nap nap nap nap nap
raelé/M/ 'g | 2] 610 |0 ] 2] 6] 10| o [2 6 |10| ol 2] 6 |10|o0 |2 |6 |10
oTC
10-2 s - - - | - - B Gt | - - w |t o - - | e | - - -
oTC 3
v 4+ Ex - + |4 - - “ |+ - + | e o+ + b | bt [ R |
5,10
OTC "3 L2 2 5 o+ 4 +4 +4 +4+4 ++ + 4 ++ LA L BE & L 2 + + ++4 oo o+ 4 LE = K £ X B L L BE S 2
2,5.,10
i
OTC -3 ++ 4 ++ -+ + ¥ +4+4+ |+++ 44+ ++d Lo L BR 2 2 2 P 44| 99 +++ + ¥ 4P bt | et T
1,25,10
cTC | e+ - - - | - - - | - - | - - - | | - . o
10 - ) =
CTC
5‘10-3 g A - - - | hew - A - | - - e - - - | | - = -
CTC 3
. +o4 i S Y | ks - + E |+ 4 + | +++ 4 + 4 | ved| ] O+ R
2,5.,10

4/b téblézats Az OTC és CTC formazénképzds gdtld hatdsa a koncentrécié
a Saccharonyces cerevieiae $288c, Saccharomyces cerevisiae R XII,, Saccharomyces dias=-

és a hatdsidf figgvényében

taticus, logos és uvarum tdérzsekben, A diagndzis alapja a tenyészetek TV=-vel valéd
szinezbdése az antibiotikumos kezelés alatt.

« jel a TVeredukdld képesség teljes hidnyat je lenti /nincsfestddés/
+ jelek szédma a tenyészetek festldésével ardényos

- O -
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Oxytetracyclin (OTC)

petite

% S.cer S288C S.cer RXI S.diastaticus S. logos S. uvarum
700
|
0°Mm
50 |
0 I
0 2 4 6 & 10 0 2 4 6 & 10 0 2 4 6 & 1w o 2 4 6 & 1w 0 2 4 6 & 10
100 |
5107m
50ﬁ
0 _—mz_D_m_ ﬂﬂ_mm_m ||
g 2 6 10 o 2 & 10 o 2 & 70 o 2 6 10 0 2 6 0
100
25 107M
50 |
0 S rrs V72 v, el 07 o7z
o 2 6 0 o 2 6 0 Q 2 6 0 o 2 & 0 o 2 & 10 nop
W footrol szinezédése kontrolnd! gyengébb sinerddes [ nines seineroaes

3, diagram: Az OTC RD-mutédns indukéldé hatékonysdga a Saccharomyces cerevisiae $S288c, RXII,
Sacch, diastaticus, logos és uvarum torzsekben kilénb6z6 antibiotikum kon-

’ . e

centracidkndl a hatdsidé flggvényében,
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Chlortetracyclin (cTC)

petite S. cor. S 288C S.cer. RXIl. S diastaticus  S. logos S. uvarum

100 |
— ] [
| ~2,
i \ 0°M
|
501 %
oL |
0 2 4 6 0 2 & 6 0 2 4 6 0 2 & & 0 2 & &
100 | ‘
, 5-0°M
0 ]
0 2 & & 0 2 & 6 0 2 4 6 0 2 & 6 0 2 4 6
400 |
-3
2510 M
501
N, 7 ot | D
0 2 4 ¢ 0 2 4 6 0 2 4 & 0D 2 4 & 0 2 & 6 nap
- kontrol szinezddése kortrolnal quengebb szinezddds E] nincs szinezodes
3yeng

4. diagram: A CTC RD-mutdns indukdldé hatékonysdga kiilénbdz8
antibiotikum koncentrdcidékndl a hatdsidé fluggvé-
nyében a Saccharomyces cerevisiae $288c, RXII,

Sacch, diastaticus, logos és uvarum térzsekben,



5.10'3M koncentrédcidéban a CTC még jelentds RD-mutéans
indukdlé aktivitdssal rendelkezik, A Sacch, dias-
taticus, logos és uvarum térzseknél 1l00% petite
gyakorisagot eredményezett, a Sacch., cer, S288c-

nél 58%, az RXII-nél pedig 76% volt a maximdlis pe=-
tite arény,

Az antibiotikum mindkét koncentrécidéban valamennyi
torzsnél a formazdnképz8 aktivitds teljes gatlésat
okozta,

2:5.10'3M koncentrécidéban a maximdlis RD-muténs
produkcié a Sacch, cer, RXII-nél és a Sacch, diasta=
ticusndl 36%, a Sacch, logosndl és uvarumndl 13
ill, 23%, a Sacch, cer, S288c-nél pedig 25% volt,

Az antibiotikum ezen koncentréciQﬁnél a formazéne
képzés gatldsanak csdkkenédse figyelheté meg.

3/ Az etidiumbromid  'RD-muténs indukdlé hatékonysdga ki

Ronboz8 Saccharomyces fajokndl

Az etidiumbromid /EB/ mutagén hatdsdbdél kdvetkezik, hogy
lényegesen /nagységrendekkel/ alacsonyabb koncentréci-
bban képes az élesztbk légzdsdnek gatlésara illetve cytop-
plazmatikus petite mutdcid indukédlésdra, mint a fehér-
jeszintézisgdtldé antibiotikumok, Ugyancsak alacsonyabb
koncentrécidé szikséges az élesztdk novekedésének gétla-

sdhoz is,
minimélis gétlé [lO0% petite mutans
térzs koncentrécié indukeid

pg/ml Mg/ml nap
S.cer, $288c 60 5 3
S.cer, RXII 20 1 3
S, diastaticus 100 10 3
S. logos 80 5 2
Se uvarum GO 5 1

e

S¢ téblizat: Az etidiumbromid gétlé és petite muténs indukalsd
hatékonysdga a Sacch, cer.,5288c, RXII, diastati=-
cus, logos 4s uvarum tdrzsekben, Petite muténsok
diagnézisa TV=-vel valé festbdés alapjén,
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Az 5. tablézat feltinteti a vézsgélt 6t élesztbtorzs névekedé-
sének gdtldsdhoz ill, a l00% petite mutdcidé indukdlassdhoz
szilkséges minimdlis EB koncentrdciét és a kezeldsi napok
szamédt. A min, gdtlé koncentréacid térzeenként kiilénbszé,
20-100 pg/ml kézdtt vdltozik, Ugygnesak kilénbdzé a 100%
petite indukdlé koncentrécié is, az el8bbinél 4dltaldban egy
nagysdgrenddel alacsonyabb, 1-10 pg/ml kézétt van, és nagy-
Jjabél arédnyos a gdtld koncentréicidval. A szikséges kezelési
napok széma 1-3 kézbtti érték.

4/ Antibiotikumokkal indukdlt, TV-redukcidéra képtelen telepek
szénforrés hasznositésa

A vizegdlt antibiotikumok RD-muténs indukdlé képességét
a TVv=-vel nem festfdl telepek szénforrds hasznositdsa is aléw
témasztja., Ezeknek a kismolekulajd vegyiileteknek és cukrok-
nak a felhaszndlésdhoz a mitokondrium sértetlensége sziiksé-
ges, ezek az un, nemfermentdlhatd szénforrésok. A vizsgdla=-
tok eredményét a 6., tdblazat tartalmazza.

Tv [glid gli- | eta- | Sge| lake| oEieky mel-
térzs 26 |Kkézcerimnol | Tig | Tig | 1% | 1
P—'g/ml A3 w0 ]
Sacche.cer. grande + + + - - - - +
RXII petite 1l - - - - - - - -
petite 2 - + - . - - - -
’ petite 3 = + - - - - - -
Sacch.cer.| grande + + + + & + P A
§288¢c petite | = + - - - w- - ”
petite 2 = A - - - - - -

6. tdbldzats Antibakteridlis fehérjeszintézisgétlé antibio-
tikumokkal indukélt, Tv-redukciéra képtelen
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telepek szénforrds hasznositdsa., A + jel
a szénforréds jelenlétében térténd néve-
keddst illetve TV esetdben szinezSdést
jelente A - jel a nivekedés illetve a
fest8dés hidnydt jelzi,

A kapott adatok azt mutatjak, hogy a TV-vel nem
festddé telepek ezeket a szénforrdsokat nem képesek hasz-
nogitani, mig a normalis légzési telepek ezeken a szén-
forrésokon jél nének,.

5/ Petite negativ élesztdk reagdldsa az antibiotikumos

és etidiumbromidos kezelésre

Vannak Gn, petite negativ élesztbék, amelyeckbél
az eddigi eljaradsokkal még nem sikeriilt citoplazmati-
kus RD-nutédnsokat létrehozni, Az indukdlhaté Saccha=-
romyces fajokndl jél bevilt EM-nel, OTC-vel és CTC=-vel
megprébéltunk ezeknél az élesztdknédl is nD-mutdcidt
indukéalni, A kezelés scorén mindhdérom antibiotikumot
10'2M kencentrécidban alkaelmaztuk, és a tenyésztést a
téptalaj feluletén végeztilk, A megvizsgdlt éleszték
a Sacch, rouxii Saccharomycodes ludwigii, Schizosacch.
pombe, Candide albicans, Dekkeromyces fragilis, Hansenula
anomala és Rhodotorula mucilaginosa voltak, Az antibio=-
tikumos kezelés azonban nem vezetett eredményre, egyik
térzsben sem sikerilt RD-mutdnsokat létrehozni, béar
mindhérom antibiotikum erdsen lecsokkentette a tenyésze-
tek névekedését ds reduktiv kapacitdsdt, az antibioti-
kumok jelenlétében a tenyészetek nem vagy alig szinezfd-
tek, Ugyancsak eredménytelen volt a fenti élesztdknél
az etidiumbromidos kezelés is,
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6/ Kiloénbéz8 Saccharomyces faiok petite mutdnsainek dssze-
hasonlitédsa a mitokondridlis DNS tartalom alapidne.

a/ Az élesztdk mag és mt-DNS-ének CsCl fajsé@lygrédiens-
ben térténp festésére és elvalasztdsdra alkalmes

fluoreszkéald festédkek

A DNS~hez kot6dd fluoreszkald festékek kozul az eti-
diumbromidot, DAPI-t és a Hoechst 33 258 sz, vegyl=
letet prébaltuk ki élesztdk mag- és mt-DNS-ének

CeCl fajsUlygradiensben torténd festédsére és elva-
lasztésdra /3. 4. ébra/, Célunk az volt, hogy meg-
vizsgdljuk, milyen véltozds kovetkezett be az
antibiotikumokkal indukdlt petite mutdnsokndl a
mt-DNS mennyiségében ill, fajsilyaban, Az “Anyagok
és médszerek® fejezetben ismertetétt irodalmi ada-
tok alapjén ez EB-ot 460, a DAPI-t pedig 200 ug/ml
koncentracidéban alkalmaztuk, A Hoechst 33258 sz,
vegyiilet optimélis koncentréacidja ugyancsak 200 ug/ml-
nek bizonyult,

A haromféle festéket abbdél a szempontbél Ssszehason=-
litva, hogy azonos protoplasztszam esetén melyik
alkalmazédsakor jobb a wmag- ¢és mt-DNS elvalasa,

a DAPI és a Hoechst 33 258 egyarént jobbnak bizo=-
nyult az EB-ndl, EB alkalmazasakor ugyanis a kétféle
DNS sdvija nagyon kdzel helyezkedik el egyméshoz

és az elvdlés nem elég éles /képmelléklet 4, 5. kép/.
A harom festék érzékenységét Ssszehasonlitva ugyan=
csak egyformdn jobbnak bizonyult a DAPI és a

Hoechst 33 258 sz. vegylilet, mint az EB, Mig EB
alkalmazdsakor a mt-ONS sdvja a protoplasziok
dtszdrds higitdsa esetén mér alig léthatd, a DAPI

és a Hoechst 33 258 sz, vegyllet esetében a mt~DNS
sdv még a protoplasztok 25-szdrds higitdsa esetén is
jél lathaté, Ezt azt jelenti, hogy elfogadva azt



a feltételezést,miszerint egy élesztésejtben kb,

50 mt-DNS molekula teldlhaté, a médszer alkalma-
zésdval kimutathatjuk a sejtenkénti két mt-DNS
molekuldt is,

Ez a médszer azonban nem alkailmas a DNS fajstlydnak
meghatérozdsare, mivel az alkalmazott festékek /valéd-
szinlleg @ k&tbdés mértékének arényéban /megvéltoz=-
tatjak annak fajelUlydt., Ez abbél léthaté, hogy

az egyes festékeknél mag- és mt-DNS sdvja kilone-
b6z6 magasségban helyezkedik el a CsCl gréadiensben,

Antibakteridlis antibiotikumokkal indukdlt petite
mu;épsok,mt—DNS-e

A leghatékonyabb petite induktornak bizonyult két
antibiotikummal, az EM-nel és a CTC-nel indukalt
petite mutansok kozul véletlenszeri kivalasztasi
alapon megvizsgdltuk néhéry petite mutdns mi-DNS-ét' .
CsCl fajsllygrédiens centrifugdlédssal,

Az EM-nel indukdlt petite mutdnsok kdzid az &t
élesztftérzes egy-egy muténsat analizéltuk. Kézilik

a Sacch, cer, 5288c¢c mutdnsa kivdtelével valamennyi
tartalmazott mt-DNS=-t, melynek denzitdsa vagy

azonos volt a grande-éval vagy kisebb volt annal,

az eltérés azonban kilénbdzd mértékli volt.

A CTC-nel indukdlt petite mutdnsok kézil a Sacch, cer.
s288¢c, S, diagstaticus és uvarum 5-5 petite muténsd=-
nak mt-DNS-ét analizdltuk Hoechst 33 258 sz, vegyii-
let /CsCl fajsulygrédiensben /7, téblazat, képmellék-
let G-8, kép/.
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7« téblézats A sacch, cer, $288¢c, S, diastaticus és
uvarum grande és CTC-nel indukdélt petite muténsai-

nak Hoechst 33 258 sz, vegyilet /CsCl fajsily-
grédiens centrifugdldssal analizialt mt-DNS-e,
+ 11l, = jel a mt-DNS jelenlétét ill, hidnyéat,
= ill, < jel pedig & grande-ével azonos ill,
anndl kisebb mt-DNS fajsulyt jelédl,

A hérom grande térzs mag- és mt-DNS-ének fajstilya azonos
volt, a petite mutansok azonban heterogén képet mutattak,
A S, cer, $288c torzs valamennyi petite mutdnséndl hidny-

zott 8 mt=-DNS, a

S, diastaticus és uvarum esetében pedig

valamennyi petite muténs tartalmazott mt-DNS=-t, melynek den=
zitdsa vagy azonos volt a grende-éval /S, diastaticus CTC 1,
CTC 2, CTC 34 vagy kisebb volt /S, diastaticus CTC45, S.
uvarum CTC 1-5/, Az eltérés mériéke azonban, még azonos
grande anyatdrzs esetdén is,kiilénbdzé volt,




Eredmények ertékelése

A kisérleti eredmények azt mutatjék, hogy bizonyos
‘antibiotikumok, amelyek a bakteridlis fehérjeszintézist
riboszomdlis szinten gatoljék, a Sacéharomyces genus
kiilénbozd fajaiban - a mitokondridlis fehérjeszintézis
gétlése révén - kilonbdzé hatékonysdggal RD=-mutdcidt
indukdinak,

Az antibiotikumok mutaneindukald hatékonysdgénak
vizsgdlaténdl két médszert alkalmaztunk, Az egyik méd=-
szer szerint az indukcidt tapoldatben, mig a masik
esetben szildrd tdptalaj alkalmazdsdval, felileten tiére-
ténd tenyésztéssel végeztik, A kdét médszer kizil a mé=-
sodik bizonyult jobbnak, és ennck alkalmazéedvel a hatéd=-
kony antibiotikumok RD-muténe induk&ldé aktivitdsa maga=
sabb volt,

Az antibiotikumok RD=-mutdéns induksdlé hatékonységé=
nak kvantitativ meghatérozédsét a telepek TV-redukdld
képessége alapjan végeztik és ezen gyors és egyszeri
RD~diagnosztizilési médszer megbizhatbésdgat a nem festl-
dé telepek citokrom spektruménak és nemfermentélhatd
szénforrdsok hasznosithatdségénak vizsgélata is megersd-
giti, Az RD-mutdnsok citokrém-spektrumédbél ugyenis min=
dig hidnyzik a citokrom g és b, valamint nemfermentéliia-
té szénforrdsok jelenlétében nem nének,

Az 50 S riboszéma alegységen haté antibiotikumok
kézil az EM, a 30 S~-en haték koézil pedig a CTC bizo-
nyult a leghatékonyabbnak,

A 10~2M koncentraciéban alkalmazott EM, OTC és CTC a
sacch, cer, $288c, R XII, Sacch, diastaticus és uvarum
torzeseknél egyardédnt 100% koérili RD-mutdcidét indukdlt,
mig & Sacch, logos a 100% mutécids gyakoriségot csakaz
OTC és CTC hatéséra produkdlta, EM jelenlétében a muté=-
ciés gyakorisdg csak G5j-ra emelkedett a tiznapos anti=-
biotikumos kezelés folyaman,



10'2M koncentracidban mindhdrom antibiotikum a Tv-redu-
kalé képeaaég teljes gatlasat okozta, '

Az alacsonyabb koncentrdciékban alkalmazott EM ée oTC
RD=nmutans indukdld hatdsa erdsen lecsdkkent, illetve
megezint, ezzel parhuzamosan a tenyészetek TV-redukald
képessdge fokozodott, és az antibiotikum rezisztens
telepek elszaporodasét figyelhettik meg,

Ezzel ellentétben a CTC még alacsonyabb koncentréciéban
is jelentfs RD-mutdne indukdlé hatdssal rendelkezik,
5,10 M=ndl 59-100% kozotti, 2,5,10°Mnal pedig 13-36%
kézbtti a mutdnsgyakorisag torzsekt8l flggben., Ennél

az antibiotikumndl rezisztens telepeket nem dszleltiink,
Az aminoglilkozid antibiotikumok kdzil egyediil a NM=nek
volt petite mutdns induktor hatésa, 10°2M koncentré-
cidban elkalmazva 50 % délatti RD-muténs gyakorisdgot
eredményezett & vizsgélt torzseknsl, A SM, KM és GM
teljesen hatdstalan volt, még a tenyészetek reduktiv
kapacitédsédt sem cséikkentettdk,

A CP szintén hardstalannak bizonyult zz RD-mutédns induke-
cid szempontjdbdl, bér a tenydszetek formazénképzd
aktivitdsdt jelentdsen lecsékkentette.

Az EB, amely kézvetlenil a mt-DNS=~be torténd szelektiv
interkaldcidje révén okoz petite mutdcidt, az antibak-
teridlis antibiotikumokndl kb, hérom nagysagrenddel
alacsonyabb koncentrécidban Jug/ml/képes mind az 6t
éleszténdédl 100% petite gyakorisagot létrehozni, viszony-
lag rovid, 1-3 napos inkubdcidés idé alatt. Ugyancsak
alacsonyabb a minimélis gétldé koncentracidja is, a pe~-
tite indukdlé koncentrécidnak kb, lO-szerese, és nagy=-
jébél arényos vele,

Kisérleteink sorén megvizsgéltuk a leghatékonyabb
petite induktornak bizonyult antibiotikumok, az EM, OTC és CTC,
valamint ez EB RD=-nuténs indukdlé hatdséat nyolc, eddig
petite negativnak bizonyult élesztd térzenéls
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/Sacch, rouxii, Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharo=
myces pombe, Candida albicans, Dekkeromyces fragillis,
Hansenula anomala és Rhodotorula mucilaginosa/,
¢zekbfl ugyanis ez eddig nem sikeriilt RD-muténsokat
létrehozni, A muténeindukcid azonban ezekkel az anti=-
biotikumokkal sem sikerilt, egyik tdrzsnél sem észlel-
tink petite mutdcidt,

Az EM-nel és CTC-nel indukdlt petite mutdnsok DNS-&t
fluoreszcens festék /CsCl fajstulygrédiensben szepardlva
megvizsgaltuk, hogy ezek a mutansok tartalmaznak-e mt-DNS-t,
és ha igen, ennek fajstlya megvadltozott-e a grande térzsé-
hez viszonyitva., A Saccharomyces cer, 5288c¢ petite mutdne
sal kizul sem az EM-nek, sem a CTC=nel indukélt muténsok
nem tartalmaztak kimutathatd mennyiségben mt-DNS=-t,

ezek Gn. Q° muténsok voltak, A tdbbi megvizsgdlt peti-

te torzs mind tartalmazott mt-DNS-t, melynek fajsélya

vagy azonos volt a grande~éval vagy anndl kisebb volt,

az eltérés azonban még azonos grande anyagdrzs esetén

is kilonbézé volt, Zzek un, § muténsok voltak.

Ugy tanik tehat, hogy a petite mutansoknal a mt-DNS
degraddaciéjdnak mértéke tehét nem elslsorban az alkalma-
zott induktort¢l Tlgg, sokkal inkébb az illetd élesztl=-
torzs mi~-DNS=-ének stabilitdsatdél illetve labilitdsdtdl,
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