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1. BEVEZETÉS

A mikroszkopikus gombák protoplasztjai - sejtfaltól

a biológiai kutatás számosmegfosztott sejtjei

területén kerülnek alkalmazásra. Ezek közül elsősorban

vizsgálata) ,különböző (falképzödésélettania

(sejtfrakciók analízise,biokémiai vizsgálatokat

produkciós vizsgálatok) és a genetikai információ

átvitelét megvalósító kísérleteket (protoplasztfúzió,

organellum átvitel, transzformáció) kell megemlítenünk 

(Peberdy és Ferenczy, 1985; Peberdy, 1988). Ez utóbbi

területen mind elméleti mind gyakorlati szempontból

protoplasztokjelentőségűnek bizonyultnagy a

alkalmazása ott, ahol az új genetikai kombinációk 

létrehozására más lehetőség nem volt. így a fajok

olyan gombákkalközötti keresztezésekben, vagy

folytatott kísérletekben, ahol a szexuális ciklust nem

ismerjük. A protoplaszt fúzió ezekben az esetekben is

segíthette új genetikai kombinációk létrehozását.

fúzióban felhasznált törzseknekA kontrolált

megfelelő, a fúziós esemény követését és a keletkezett

hibridek szelekcióját biztosító (az esetek többségében

auxotrófia) markerekkel kell rendelkezniük. Olyankor,

ha az ilyen genetikai markerek (mutációk) bevitele a

felhasznált törzsekbe előnytelen (Das és mtsi., 1989)

használhatók az olyan különleges fúziós rendszerek,

melyek nem kívánják meg a partnerek, vagy legalábbis
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csak az egyik partner markerezettségét. Ilyen lehetőség

a kémiai inaktiválás, a höinaktiválás vagy az izolált

organellumok átvitele (Ferenczy, 1984).

Protoplasztok fúziója esetén a sejtmag és a

mitokondrium genetikai állománya egyaránt bekerül a

fúziós hibridbe, azaz mindkettő szempontjából nem

szelektív átvitel valósul meg. Izolált sejtmagot

alkalmazva a magi genetikai információ szelektíven

vihető át recipiens protoplasztokba. Ilyen rendszer

mitokondrium kölcsönhatásalkalmas lehet a sejtmag

tanulmányozására.

Megfelelő mennyiségű, ép és szennyeződéstől mentes

sejtmag kinyerése ezeken kívül lehetőséget adhat más

(pl. biokémiai) vizsgálatok elvégzésére is.

Munkánk céljául tüztük ki, hogy megfelelő módszert

(továbbiakban: A.találjunk Aspergillus nidulans

intakt állapotban ' történőnidulans) sejtmagjainak

milyenkinyerésére. Vizsgálni kívántuk, hogy

körülmények és hogyan befolyásolják a sejtmagizolálás

eredményét. Továbbá megkíséreltük megvalósítani az

nidulansizolált sejtmagok bevitelét recipiens A.

protoplasztokba.
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

2.1. A gomba sejtmag

A gombák tipikus eukarióta szervezetek, azaz

membránnal határolt valódi sejtmagokat tartalmaznak

1978; Gull és Oliver, 1981).(Bracker, 1967; Carter,

magasabbrendü eukariótákbanÖsszevetve ezeket a

(növények, állatok) található sejtmagokkal, az alapvető

azonosságok mellett számos eltérést is találunk.

2.1.1. A sejtmag morfológiája

Magmembrán

A pórusokkal átlyuggatott magmembrán jellegzetes, a

sejtben máshol elő nem forduló szerkezet, amely két, 7-

8 vastagságú egységmembránból és a közöttüknm

található perinukleáris térből áll (Schatten és mtsi.,

1978). A külső membrán és az endoplazmatikus retikulum

kapcsolatának eredményeként a magmembrán perinukleáris

tere és az endoplazmatikus retikulum belső tere

egymással összefügö rendszert alkot (Franke és mtsi.,

1981). A nuk1eop1azmacitoplazma és közöttia

kapcsolatot a mintegy 70-140 nm átmérőjű pórusok

biztosítják (Severs és Jordan, 1978), melyek szerkezete

(magpórus komplex) más eukariótákéhoz hasonló (Robinow

és Marak, 1966; Unwin és Milligan, 1982). Megfigyelték



4

a sejtciklus alatt a pórusszám változását; ez utóbbi

kétszeresére nőtt az osztódást megelőzően (Jordan és

mtsi., 1977).

Magvacska (nukleolusz)

A kromoszómák egyikének meghatározott régiójához

kapcsolódó magvacska(nukleolusz organizátor)

(Singleton, 1953) belsejében mind a riboszómális RNS

1973), mind aprekurzorok (Sillevis Smitt és mtsi.,

hasonló ribonukleoproteinriboszóma alegységekhez

1970)Wettstein,részecskék (Westergaard és von

jelenlétét kimutatták. Belülről a magmembránhoz tapadva

látható magvacska formája és mérete különböző lehet és

a sejtciklus során is változik (Zickler, 1977).

Krómatinállomány

A kromatin kondenzációjával kialakuló kromoszómák’

megfigyelését, számuk citológiaibeleértve

meghatározását a gomba sejtmag kicsinysége (1-5 дт;

Griffin, 1981) megnehezíti. Ennek ellenére fény-

is több faj, így pl. A.mikroszkópos eljárással

nidulans 1960),(Elliott, Neurospora crassa

(továbbiakban: 1986),N. crassa) (Raju,

Schizosaccharomyces pombe (továbbiakban: Sch. pombe)

(Umesono és mtsi., 1983), elkülönült kromoszómáit

sikerült megfesteni.

A gomba kromatin nukleoszómái más eukariótákhoz

képest 20-40 bázispárral rövidebb DNS szakaszt (160-180
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bp-t) tartalmaznak, mely különbség minden esetben az

Összekötő (linker) rövidebb voltából adódikrész

(Horgen és Silver, 1978). A hiszton fehérjék közül is

az Összekötő résszel kapcsolódó Hl tekintetében vannak

legnagyobb különbségek, igy pl. Saccharomycesa

cerevisiae-ben (továbbiakban: S. cerevisiae) Hl_et nem

csak hasonló fehérjét detektáltak (Certa és mtsi.,

1984). A többi 4 féle hiszton (H2a, H2b, H3 és H4)

általánosan megtalálható és felépítésük is nagyon

hasonló (Bradbury és Matthews, 1981).

A különböző gombafajokból eltérő számú (20-120),

változatos tulajdonságú és funkciójú (pl. regulátor és

szerkezeti fehérjék, enzimek) nem hiszton fehérjét

különítettek el (Horgen és Silver, 1978).

Az eukariótákra jellemző repetitiv szekvenciák

gombákban kevésbé (2-20%) mint másgyakoriak

eukariótákban és általában kisebb kópiaszámmal (25~60)

találhatók meg haploid genomonként (Brooks és Huang,

1972; Timberlake, 1978).

2.1.2. A sejtmag osztódása

A gomba sejtmag osztódása több okból sajátos. A

magmembrán néhány kivételtől eltekintve nem tűnik

el, hanem intakt marad az osztódás alatt, igy az

osztódási folyamatok nem a citoplazmában szabadon,

hanem a magon belül játszódnak le (Heath, 1978; Heath,

1980). Egyes esetekben a nukleolusz is folyamatosan
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jelen van és oszlik meg az utódmagok között az osztódás

során (Emerson, 1963). Az osztódási orsó végpontjaihoz

alacsonyabbrendü gombákban (Gymnomycota,csak az

a többibenMastigomycota) kapcsolódik centriolum,

(Amastigomycota) a magmembránnal szoros kontaktusban

lévő ún. orsó csúcsi test található (Griffin, 1981). Ez

osztódást megelőzően megkettőződik és a magaz

ellentétes pólusaira vándorolva vesz részt az orsó

kialakításában (Peterson és Ris, orsó1976). Az

felépítésében fő komponensként résztvevő tubulin gombák

esetében colchicinre érzéketlen, ugyanakkor több más, a

húzófonalak kialakulását gátló vegyület (pl. benomyl,

nocodazole) ismert (Gull, 1981).

2.2. Sejtmagizolálás mikroszkopikus gombákból

Sejtmagokon morfológiai vizsgálatokat in situ is

lehet végezni. Más kísérleteket (pl. magi fehérje,

nukleinsav összetétel vizsgálata) ugyanakkor csak

izolált sejtmagokon végezhetünk. A közölt eljárások

többsége Saccharomyces sejtmagjainak tisztítását írja

le, mely témakör ismereteit két tanulmány foglalja

össze (Duffus, 1975; Ide, 1988). Hasonló összefoglaló

fonalas gombákból történő magizolálásról nem készült.

A leírt eljárások - bármely gombáról legyen is szó

két csoportba oszthatók. Az egyik amikor intakt

sejtekből indultak ki, a másik amikor sejtfaluktól
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enzimatikusan megfosztott sejtekből (protoplasztok)

izoláltak sejtmagot.

2.2.1. Sejtmagizolálás intakt sejtekből

Duffus (1968; 1969) Sch. pombe sejteket 1 M

szorbitol, 20% glicerol tartalmú közegben lefagyasztva,

Eaton pressben tárt fel. A homogenizátumból többszöri

ülepitéssel majd lépcsős cukorgrádiensen különítette el

a magokat.

(1971)Ezt az eljárást Bhargava és Halvarson

AS. cerevisiae- re.módosította és alkalmazta

feltáró puffer 5%leglényegesebb változtatás a

történő(PVP 40 000)polivinil* pirrolidonnal

kiegészítése (a magmembrán stabilizálása végett) és a

volt. Aalkalmazásafeltárásnál French press

magtisztítás itt is lépcsős szorbitolgrádiensen (2,6 M,

3,2 M) történt.

követtékGyakorlatilag ezt 

változtatásokkal Wintersberger és munkatársai (1973)

eljárástaz

akik X-press-t használtak valamint Sajdel-Sulkowska és

munkatársai (1974) akik a feltáró közegben PVP helyett

Ficoll-t alkalmazva izoláltak S. cerevisiae sejt­

magokat .

Fonalas gombák közül N. crassa micéliumából Reich

és Tsuda (1961) írt le először sejtmagizolálást. A

hifatömeget 0,35 M mannitolban mosva, homokkal el-
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dörzsölve tárták fel, majd többszöri differenciál

centrifugálással jutottak a magfrakcióhoz.

Munkres és munkatársai (1966) késes homogenizátor

és gyöngyös malom egymásutáni alkalmazásával tártak fel

crassa sejteket. A feltáró közegből (0,5 M szaharóz,N.

1 mH EDTA) itt is differenciál ülepitéssel különítették

el a magokat a többi sejtalkotótól.

A két módszert kombinálva N. crassa konídiumaiból

is sikerült sejtmagokat izolálni (Dutta, 1969).

A leggyakrabban alkalmazott eljárás N. crassa

sejtmagjainak izolálására Hautal.a és munkatársai (1977)

közleményére épül. A konidiumokat Sajdel-Sulkowska és

munkatársai (1974) által használt feltáróközeg

módosított változatában (MgCl2, СаС1г és Triton X-100

kiegészítés) lefagyasztva, French pressben tárták fel.

Omni-Mixerben (Sorvall) történő homogenizálás és néhány

differenciál ülepités után a sejtmagokat lépcsős Ludox

grádiensen különítették el.

Ezt az eljárást többször és többen finomították

(Hautala és Giles, 1977; Krumlauf és Marzluf, 1978;

Talbot és Russell, 1980).

Fusarium solani pisi sejtmagjait a lefagyasztott

micélium Omni-Mixerben történő szétzúzásával és az így

kapott homogenizátum kétlépcsős szaharóz grádiensen

történő centrifugálásával izolálták (Podila és mtsi.,

1988).

Gealt és munkatársai (1976) A. nidulans

micéliumából izoláltak sejtmagot. A sejteket
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lefagyasztott állapotban késes homogenizátorral tárták

fel. A magfrakcióhoz differenciál ülepitések és 2,1 M

szaharózon történő centrifugálás után jutottak.

Physarum (továbbiakban:polycephalum P.

polycephal um) plazmodiális történősejtjeiből

magizolálást dolgozott ki, majd fejlesztett tovább

egyéb sejtformákra Mohberg és Rusch (1964; 1971). A

falnélküli sejtformáknál a protoplasztok feltárásánál

használt módszereket (ozmotikus szétejtés, detergenses

kezelés), míg a falat fejlesztett amőbáknál French

press kezelést alkalmaztak. A sejtmagtisztitás minden

esetben többszöri differenciál ülepítésböl áll.

Hasonló eljárással Dl c tyostel i um discoideum

(továbbiakban: D. discoideum) falnélküli sejtjeiből is

előállítottak magpreparátumot (Charlesworth és Parish,

1975).

2.2.2. Sejtmagizolálás protoplasztokból

Az ellenálló gomba sejtfalat feltörni csak olyan

nagy mechanikai behatással lehet, amely a kiszabaduló

organellumokat is roncsolja. A gomba protoplasztok

képzésének kidolgozása (Eddy és Williamson, 1957)

lehetővé tette a magot kevésbé károsító feltárások

alkalmazását. A magizoláláshoz nagy mennyiségben

szükséges protoplaszt képzésének optimális körülményei

megfelelő ozmótikum, mikolítikus enzim törzsről

törzsre változnak (Davis, 1985; Peberdy, 1985).
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Az első, gombából történő sejtmagizolálást tartal­

mazó közleményben Eddy (1959) S. cerevisiae proto-

plasztjaiból ultrahang-kezelés hatására kiszabaduló és

egyszerű centrifugálási lépésekkel "magigyűjtött

testeket" ir le.

Rozijn és Tonino (1964) alapközleménynek számitó

cikkükben S. carlsbergensis protoplasztjait ozmotikus

sokk és detergens (0,02% Triton X-100) együttes

alkalmazásával ejtették szét. Az ozmótikum nélküli

feltáró közegben 8% PVP-vel biztosították a mag

stabilitását. A sejtmagokat lépcsős szaharóz grádiensen

(1,2, 1,5, 1,8 és 2,0 M) átülepítve tisztították.

S. fragilis protoplasztokat ozmótikum nélküli

közegben szétejtve különböző polimerek (PVP, Ficoll,

dextrán) stabilizáló hatását mutatták ki (May, 1971). A

magfrakciót a polimeroldatból kicentrifugálva nyerték.

Az itt leírt polimertartalmú, ozmotikummentes

feltáró közeget több módszerben alkalmazták a

tisztítási protokoll kisebb nagyobb változtatásával

(Wintersberger és mtsi., 1973; Lohr és mtsi., 1977;

Lohr és Ide, 1979; Szent-Györgyi és Isenberg, 1983;

Gross és mtsi., 1986)

Mann és Mecke (1980) a magizolálást végig hipo-

ozmótikus oldatokat felhasználva végezték. Eljárásukban

puffereit 50%-os Ficoll-on átülepítve különítették el a

sejtmagokat.

Összehasonlítva S. cerevisiae protoplasztokból

detergens segítségével illetve hipoozmótikus közegben
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történő szétejtésnél kiszabaduló sejtmagokat, az

utóbbiak jobb morfológiai állapotát mutatták ki (Dói és

lépcsőskét különböző,sejtmagokatDói, 1974). A

szaharóz grádiens (1,2-2,0 M és 1,8-2,3 M) egymás utáni

alkalmazásával tisztították.

Ide és Saunders (1981) S. cerevisiae protoplasztok

ozmotikus szétejtéssel kapott lizátumát elöreformált

folyamatos Percoll grádiensen centrifugálva választotta

szét.

Ozmótikum és polimer nélküli, detergenstartalmú

homogenizáló oldatot és helyben formálódó Percoll
/

is közöltek (Baum ésgrádienst alkalmazó módszert

Thorner, 1986).

Kamimura és munkatársai (1981) S. cerevisiae proto-

plasztjait Ficoll tartalmú, megközelitöleg izoozmótikus

közegben French press segítségével tárták fel. A sejt­

magokat centrifugálássaltöbbszöri differenciál

tisztították.

Candida albicans (továbbiakban: C. albicans) proto­

plasztok ozmotikus sokkal illetve detergenses

lépcsős szaharózszétejtéssel lizátumábólnyert

grádiensen (1,0, 1,5 és 1,7 M) illetve differenciál

ülepítéssel izoláltak sejtmagokat (Wills és mtsi.,

1984). A kimutathatómagfrakció minden esetben

mennyiségű mitokondriális szennyeződést tartalmazott.
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2.2.3. Izolált sejtmagok felhasználása

Az izolált sejtmagokkal elvégezhető vizsgálatok

magukban foglalják a sejtmag egészének és különböző

membrán, kromatin, magvacska)alkotórészeinek (Pl-

morfológiai, kémiai és funkcionális vizsgálatát.

nyert kromatin MicrococcusSejtmag izolátumból

nukleázzal történő emésztésével sikerült számos gomba

nukleoszómális szerkezetét tanulmányozni. Ily módon

igazolták az ilyen strukturáltság meglétét és végezték

el jellemzését pl. S. cerevisiae (Lohr és Van Holde,

1975; Gullov és Friis, 1978; Lohr és mtsi; Nelson és

mtsi, 1977), A. nidulans (Morris, 1976) és Penicillium

chrysogenum (Ramón és mtsi. 1987) esetében.

A nukleoszóma szerkezettel szorosan összefüggő

hiszton fehérjéket is sok esetben ilyen preparátumból 

kitisztítva tanulmányozták. így bizonyították pl.' S.

cerevisiae sej tagjaiban 4 (Wintersberger és mtsi, 1973;

1984), A. nidulansban (Felden és mtsi,Certa és mtsi,

1976), D. discoideumban (Charlesworth és Parish, 1975)

és P. polycephaluníoan (Jockusch és Walker, 1974) 5 féle

hiszton jelenlétét.

Gullov és Friis (1980a; 1980b) S. cerevisiae

izolált sejtmagjaiból származó kromatinból mintegy 32

különböző hiszton fehérje elkülönítését ésnem

jellemzését végezte el.
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Ezt a technikai megközelítést felhasználták számos

szekvenciáinakDNS repetitivesetben magia

1978; Dutta és mtsi.,vizsgálatára is (Timberlake,

1980).

a belőlükAz izolált gomba sejtmagok, illetve

kinyert kromatin kitűnő rendszernek bizonyultak az

így S.eukarióta transzkripció tanulmányozására.

cerevisiae mindhárom RNS polimeráza által katalizált

elongációt (Lohr és Ide, 1979; Jerome és Jaehning,

1986; Schulz, 1978) illetve a polimeráz I (Kempers-

Veenstra és mtsi., 1985) és a polimeráz III (Ide, 1981)

általi inicializációt is sikerült kimutatni. Ilyen

(1979) kivülrölrendszerben Tekamp és munkatársai

és III működését isbevitt (exogén) polimeráz I

megfigyelték. Hasonló transzkripciós kísérleteket P.

is végeztekpolycephal um sej tmagjaivalizolált

(Mittermayer és mtsi., 1966; Davies és Walker, 1977).

Mig a DNS-RNS-fehérje arányt, mint a magprepárátum

mindigegyik jellemzőjét,minőségének szinte

meghatározták, a mag más összetevőinek, például a

lipideknek, kevesebb figyelem jutott. Izolált S.

1980)cerevisiae Mecke,sejtmagok (Mann és

(22%)1ipidtartalmának (10%), mintegy kétszeresét

találták C. utilis magpreparátumában (Belov és mtsi.,

1989). Mindkét különbözőesetben elsősorban

foszfolipidek fordultak elő nagy mennyiségben.

A magmembránnak csak összetételét, denem

átj árhatóságát ésis tanulmányozták. Tsuchiya
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munkatársainak (1988) sikerült plazmid DNS izolált S.

cerevisiae sejtmagok általi felvételét kimutatni és a

transzport aktív voltát bizonyítani.

Ez utóbbi munkában az izolált sejtmagot, mint

intakt organellumot tanulmányozták. Hasonló a helyzet

azokban a kísérletekben melyekben a sejtmag szelektív

átvitele a cél. Mig más eukarióták esetében, így

növényi (Lörz és Potrykus, 1978; Saxena és mtsi., 1986)

vagy állati sejtekben (Kondorosi és Duda, 1980; Sukoyan 

és mtsi., 1985) az ilyen próbálkozások eredményesebbnek

mondhatók, addig a gombáknál csak néhány sikeres

cerevisiaeS.kísérletről tudunk. Ezek mindegyike

átvitelét)sej tmagj ainak(izoláltkaryodukciój át

valósította meg.

Ferenczy és Pesti (1982) adenin auxotróf petite

protoplasztokból izolált sejtmagokat (Dói és Dói, 1974)

multiauxotróf recipiens protoplasztokba jutattak. A

bevitelt a korábban növényi protoplasztoknál bevált un.

szendvics technika módosításával valósították meg. A

bevitel kis gyakoriságú (5e10~7), de jól reprodukálható

volt.

(1982) donorként diploidBecher és munkatársai

élesztősejteket használtak. Hipoozmótikus közegben

szétejtett protoplasztokból tisztított sejtmagokat

1980) PEG-Ca2+ fúziós1971; Mann és Mecke,(May,

rendszerrel vittek be recipiens protoplasztokba. Az

átvitel gyakoriságát 2»10“6 körülinek találták.
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Maemura és munkatársai (1983) szintén proto-

plasztokból izolált multiauxotróf haploid sejtmagokat

a partner protoplasztokba.jutattak be Az általuk

alkalmazott 7% Ficoll-t is tartalmazó PEG-Ca2_b fúziós

rendszerben 5»10"®-10“7 körüli beviteli gyakoriságot

értek el.

2.3. Aspergillus nidulans

A. nidulans előnyős tulajdonságai révén egyike a

legalaposabban tanulmányozott mikroorganizmusoknak

(Timberlake és Marshall, 1988). Könnyen tenyészthető

változatos összetételű tápközegekben, köztük egyszerű

táptalajokon is. Haploid, homotalliás szervezet,

melynek szexuális életciklusa is ismert (Raper és

Fennel, Nagyszámú, jól jellemzett törzse áll1965).

rendelkezésre különböző morfológiai, auxotrófia és

(Clutterbuck, 1974). ’ Arezisztencia markerekkel

sokmagvú sejtfonalakkal szemben spórái (konidiumai)

csak egy magot tartalmaznak. Genomjának kis mérete

(2»107’ bp) megkönnnyíti tanulmányozását (Bainbridge,

1971).

Az A. nidulans volt az a szervezet, sanely

segítségével Pontecorvo és munkatársai először

tanulmányozták részleteiben a paraszexuális ciklust

(Pontecorvo és mtsi., 1953). Ez azon történések

összessége, melyek a szexuális cikluson kívül teszik

lehetővé a genetikai rekombinációt (Caten, 1981). A
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kiindulási lépés a heterokariótikus állapot létrejöhet

a természetben is anasztomózissal vagy laboratóriumi

körülmények között protoplaszt fúzióval (Ferenczy és

A protoplasztfúzió speciális esete amtsi., 1974).

karyodukció (magátvitel) révén történő heterokarion-

folyamatnakképzés paraszexuálisszintén egy

tekinthető.

Az A. nidulans és más Aspergillus fajok esetében a

protoplaszt fúziós technika eddig is igen eredményesnek

bizonyult. Nagyszámú intra- és interspecifikus fúziós

hibridet sikerült előállítani és számos esetben

bizonyítani a teljes standard paraszexuális ciklus

meglétét (Kévéi és Peberdy, 1979; Kévéi és Peberdy,

1984).
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

3.1. Mikroorganizmusok

A. nidulans SZMC 1011A felhasznált törzsek az

(eredeti jelzése: R-21, Hebrew University, Izrael) UV

előállított (Szegedi, 1976) kettősmutageneziséve1

auxotrófok voltak.

Jelzésük:

A. nidulans SZMC 1156 (y, paba-, ade-)

A. nidulans SZMC 1157 (y, paba-, lys-)

3.2. Táptalajok és tápoldatok

Vitaminos szintetikus minimál (VMM) tápoldat

protoplasztképzéshez:

0,5 % (NH4)2S04

0,1 % KH2P04

0,05 % MgS04•7Нг0

1 % glükóz

0,1 % Wickerham-féle vitaminkeverék

100 ng/ml PABA (p-aminobenzoesav)

Wickerham-féle vitaminkeverék (Wickerham, 1951):

0,2 mg fólsav

0,2 mg biotin

20 mg PABA
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20 mg riboflavin

40 mg aneurin-HCl

40 mg Ca-pantotenát

40 mg niacin

40 mg piridoxin-HCl

200 mg inozitol

100 ml desztillált viz

Vitaminos minimál tápoldat (Ballance és mtsi.,

1983) magbeviteli kísérletekhez (VBM)

0,6 % NaNOs

0,052 % KC1

0,152 % KH2PO4

0,05 % MgSOWHzO

1 % glükóz

0,1 % nyomelem törzsoldat

0,1 % Wickerham-féle vitaminkeverék

100 ug/ml PABA

Nyomelem törzsoldat:

1 g FeS04-7H20

8,8 g ZnS04-7H20

0,4 g CuS04-5Hs0

0,15 g MnS04-4Hz0

0,1 g NazB407•IOH2O

0,05 g (NH4)6M07O24•4H2O

1 1 desztillált víz
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Malátás tápoldat (CM):

1 % malátakivonat

0,5 % élesztökivonat

1 % glükóz

Táptalajok:

Alaptáptalaj készítéséhez 2 %, felülöntö táp­

talaj készítéséhez 1 % agarral egészítettük ki

a megfelelő tápoldatot.

Stabilizált táptalajok:

A protoplasztok illetve a fúziós aggregátumok

regeneráltatása 0,7 M KC1 vagy 1,2 M szorbitol

tartalmú izoozmótikus táptalajban történt.

3.3. Protoplaszt képzés

Malátás ferdeagaron 3 napig nevelt Aspergillus

tenyészet G-2 szinterüveg szűrön átszűrt konídium-

szuszpenzióját kiegészített minimálvitaminos

tápoldatba (VMM + 10 pg/ml adenin vagy 50 pg/ml lizin)

oltottuk be (к 10е konídium/ml). A protoplasztokat a 24

óráig 30 °C- on 200 rpm-mel történő rázatás után kapott

micéliumtömegböl képeztük. A protoplasztképzö elegy

0,45 pm pórusátméröjü szűrön (Millipore) sterilre szűrt

1,5 % csigaenzimet (= Protoplast forming enzyme;

Boehringer) tartalmazott 0,7 M KCl-ban oldva. 1,5 órás

inkubálás után, mely enyhe rázatás mellett 30 °C-on
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történt a protoplasztokat G~ 2 szűrön elválasztottuk a

hifadaraboktól és centrifugálással gyűjtöttük (5 perc,

1500 gmax).

3.4. Sejtmag izolálás

3.4.1. Sejtfeltárás körülményeinek vizsgálata

A kísérletek során vizsgáltuk, hogy milyen

összetételű közeget használhatunk a sejtek feltárása és

az izolálási folyamat során. Kipróbáltuk, hogy a

rendelkezésünkre álló feltárási eljárások közül melyek

és milyen hatékonysággal alkalmazhatók a protoplasztok

szétej tésére.

3.4.1.1. A feltáró közeg összetételének meghatározása

SZMC 1157-böl képzett protoplasztokból kapott

homogenizátumot részekre osztva lecentrifugáltuk (10

4000 Smax ) majd az üledékeket különbözőperc,

összetételű oldatok kis térfogataiban szuszpendáltuk

fel. A sejtmagok állapotát DAPI-val történő

fluoreszcens magfestéssel (3.5.1) vizsgáltuk, 1 órányi

jégfürdön történő inkubálást követően.

A feltáráskor, illetve kísérletek mása

szakaszaiban használt különböző оldatkomponensek

ozmotikus értékeit Vogel 0M 801 fagyáspontcsökkenést

mérő ozmométer segítségével határoztuk meg.
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3.4.1.2. Sejtfeltárási eljárások

A mechanikai és kémiai feltárások vizsgálatát az

optimálisnak bizonyult feltárópufferben (3.4.2.a.)

sejtmagok állapotát fluoreszcensvégeztük. A

mikroszkópozással, a feltárás hatékonyságát pedig az

épen maradt protoplasztok regeneráltatásával, illetve

Bürker kamrás számolásával ellenőriztük.

A mechanikai feltáráshoz kipróbált eszközök:

French press (American Instrument Со.)

Ultrahangos dezintegrátor (Branson Sonifier В-30)

Potter homogenizátor (Braun)

A kémiai szétejtéshez kipróbált vegyületek:

Nisztatin (Chinoin)

Triton X-100 (Reanal)

Ozmotikus sokkal történő szétejtés vizsgálatát 18 %

Ficoll, 30 mM HEPES (pH 7,0), 2 mM MgClz össze

tételű közegben végeztük, különböző szorbitol

koncentrációk mellett.

3.4.2. Sejtmag tisztítási módszerek

(a) Az általunk kidolgozott sejtmagtisztitás menete

képzett,kővetkező: tenyészetbőlrázatotta

(3.3.1.a.)centrifugálással gyűjtött protoplasztokat

0,7 M KC1 oldatban kétszer mostuk, számukat Bürker

kamrában meghatároztuk. A további lépéseket 0-4 °C_on

végeztük. Centrifugálás után (5 perc, 1500 gmajc )

feltárópufferben (1 M szorbitol, 7,5 % Ficoll, 10 %
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glicerol, 2 mM MgCl2, 10 mM 2-merkaptoetanol, 1,5 mM

PMSF, 30 mM HEPES-KOH pH 7,0) milliliterenként 5-107-

10е protoplasztot felszuszpendáltunk. A protoplasztokat 

egyszeri French press kezeléssel (3000 psi) feltártuk, 

homogenizálópufferrel kétszeresére kihigitottuk és 20

percig 14 500 gmax'al centrifugáltuk. Az üledéket, mely

a sejtmagokat is tartalmazta, felszuszpendáltuk 3 ml

homogenizáló pufferben (0,5 M szorbitol, 16 % Ficoll, 5 %

1,5 mMglicerol, 2 mM MgCl2, 10 mM 2-merkaptoetanol,

PMSF, 30 mM HEPES-KOH pH 7,0) és néhányszor óvatosan

homogenizáltuk kézi üveg homogenizátorban (Dounce

0,06-0,14 mm, Wheaton). Atissue grinder, résméret:

(5-(N-2,3-dihidroxipropil-homogenizátumot Nycodenz

acetamido)- 2,4,6-trij odo-N,N'-bis(2,3-dihidroxipropil)-

izoftálamid; Nycomed Pharma; 1. ábra) sürüséggrádiensre

rétegeztük és kiperdülö rotorban (SW-35) 1,5 óráig 85

000 gmax"al centrifugáltuk (VÁC 601, Janetzki). A'

grádiens készítéséhez homogenizáló pufferben (kivéve

17,5 % és 8,75 %PMSF) oldott 35 %, 26,25 %, 21,88 %,

4, 4, 4 és 4,2 milliliterét egymásraNycodenz 3,

rétegeztük és 20 °C-on 1 napig függőleges helyzetben

diffundáltattuk.

(b) Néhány kísérletben ún. durva magpreparátumot

SZMC 1157 protoplasztokathasználtunk. Készítésénél

nisztatin (150 jjg/ml, 10 perc), Triton X-100 (0,1 %,

1 perc) kezeléssel illetve ozmotikus sokkal (18 % Ficoll,
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2 mM MgCl2, 30 mM HEPES pH 7,0) szétejtettük és

centrifugálás után feltárópufferben szuszpendáltuk.

3.5. Sejtfrakció analízise

3.5.1. Fénymikroszkópos vizsgálatok

A gomba sejtmagok fénymikroszkópos vizsgálatára kis

méretük miatt elsősorban a fluoreszcens mikroszkópos

(Butt és mtsi., 1989). Aeljárás jöhet számításba

kísérletek során használt fluoreszcens magfestékek a

mitramicin (Slater, 1976), a DAPI (Martegani és Trezzi,

1979) és a Hoechst Dye 33258 ((Kangatharalingám és

1984) voltak (2. ábra). Ha sejtfalfestésFerguson,

szükséges volt (fonalak festése), ehhez Calcofluor

(Gull és Trinci, 1974) festékoldatot használtunk.

A hifafonalak és protoplasztok fixálása 1,25 %, 2,5 %

és 5 % glutáraldehiddel történt 20-20 perces kezelési

fixálás nélkülidővel. Az izolált sejtmagok festése

történt. A feltárópufferben oldott magfestékeket azonos

térfogatban, a Calcofluor oldatot tizedtérfogatban a

mintához adva fonalak vagy protoplasztok esetében 1_2

órás (4 °C-on), izolált sejtmagok festésekor pedig 2-10

A megfestettperces várakozás után vizsgáltunk.

preparátumokat Jena Zeiss Jenalumar mikroszkóppal

B228g,t anulmányоztűk előszűrőként U205g és

használva.utószűrőként pedig G251 filtert
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• хН20
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2. ábra: Fluoreszcens magfestékek szerkezeti képletei:

A = Mitramicin

В = DAPI
! C = Hoechst Dye 33258

1
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A felhasznált festék törzsoldatok:

10 pg/mlHoechst Dye 33258

4 Mg/mlDAPI

0,4 mg/mlMitramicin

30 mM MgCls

12,5 % etanol

Calcofluor 1 mg/ml

3.5.2. Elektronmikroszkópos vizsgálatok

készítéséhezElektronmikroszkópos felvételek a

mintát 4 °C-on, növekvő glutáraldehid koncentráció

mellett fixáltuk (1,25 %, 2,5 % 30-30 perc majd 12 órán

át 5 %). Na-kakodilát pufferben (0,1 M, pH 7,2) mostuk,

majd jégfürdöben l%~os ozmium tetroxiddal 1 órán át

utófixáltuk. A mintákat pufferben kétszer mostuk,

alkoholsoron (30-100 %) víztelenítettük. A beágyazás

Durcupan (Fluka) műgyantába történt. A metszeteket

uranil acetátos és ólom citrátos festés után Tesla BS

500 elektronmikroszkóppal vizsgáltuk.

3.5.3. Kémiai összetétel meghatározása

3.5.3.1. Nukleinsavak, fehérjék kivonása

A nukleinsav és fehérje extrakciót Herbert és

munkatársai (1971) által leírtak szerint végeztük. A

jéghidegmintákat perklórsawal (PCA) keverve

(végkoncentráció 0,25 M) 25 percig jégen tartottuk.

Centrifugálás után (10 perc 4000 gmax) az üledéket 0,5
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M PCA-val, majd 95 %-os etanollal végül újra 0,5 M PCA-

val mostuk. A nukleinsavakat kétszeri, 0,5 M PCA-val 20

percig 85 °C-on történő extrakcióval vontuk ki. A

fehérje kivonása a visszamaradt üledék 1 M NaOH~al 1

óráig 60 °C-on történő kezelésével történt.

3.5.3.2. DNS tartalom meghatározása

A DNS mérés Giles és Myers (1965) módszerével történt,

mely a difenilaminnak a 2-dezoxiribózzal adott szín­

re akcióján a 1 apu 1.

Mérés: 2 ml reagenst 2 ml mintával elkevertünk. 18

órai 30 °C-on történő inkubálás után meghatároztuk a

minták 595 és 700 rmrnél mért extinkcióinak a különbségét.

difenilamin jégecetben oldva,%Reagens: 4

0,1 ml 1,6 %-os acetaldehidkiegészítve 20 ml-ériként

oldattal.

DNS standardkérit 0,5 N PCA-ban oldott hering sperma

DNS-t (Sigma) használtunk.

3.5.3.3. RNS tartalom meghatározása

Az RNS tartalom meghatározása Schneider (1957)

módszerével történt, mely az orcinolnak a pentózokkal

adott színreakcióján alapul.

Mérés: 2 ml mintához 2 ml reagenst adtunk, majd 20

percnyi forró vízfürdőben történő inkubálás után 660 nm~

mél extinkciót mértünk.

Reagens: 0,5 % FeCle és 1 % orcinol (Merck) tömény

sósavban oldva.
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RNS standardként 0,5 N PCA-ban oldott liofilizált

RNS preparátumot (Torula yeast, Sigma) használtunk.

3.5.3.4. Fehérje tartalom meghatározása

A Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 fehérjéhez

kötődésekor fellépő abszorpciós maximum eltolódáson

(465 nm-röl 595 ran-re) alapuló módszert használtuk

(Bradford, 1976).

Mérés: 0,1 ml mintához 4 ml reagenst adtunk, majd

20 perc elteltével 595 nnren extinkciót mértünk.

100 mg CBB G"250 (Sigma), 50 ml 95 %-osReagens:

etanol, 100 ml 85 %-os foszforsav, desztillált vizzel

1000 ml-re kiegészítve.

Protein standardként 0.15 M NaCl_ban oldott Bovine

serum albumint (Sigma) használtunk.

3.5.4. Enzimológiai vizsgálatok

(G-6-PDH)dehidrogenázglükóz-6-foszfátA

aktivitásának mérése az enzimreakcióban résztvevő NADP

redukciójának meghatározásán alapul. (Boehringer,

1975).

2,99 ml reakcióelegyhez 0,01 ml mintát ad~Mérés:

tunk és mértük a percenkénti extinkció növekedést 340

ran- en.

2,59 ml 0,1 M trietanolamin pufferReakcióelegy:

(pH 7,6) kiegészítve 0,2 ml 0,1 M MgClz, 0,1 ml 35 mM

glükóz-6-foszfát és 0,1 ml 11 mM NADP oldattal.
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3.5.5. Regenerációs tesztek

A magfrakció ismert térfogatait desztillált vizes

ozmotikusánkezelés után, illetve kezelés nélkül

stabilizált (0,7 M KC1) felülöntöbe kevertük és

stabilizált malátás táptalajra (CM) öntöttük. Az előbbi

az intakt sejtek, az utóbbi az intakt sejtek és a

protoplasztok együttes számának meghatározását tette

lehetővé.

3.6. Sejtmagbevitel recipiens protoplasztokba

Sejtmagbeviteli kísérletekhez a Nycodenz grádiensen

tízszeresérefeltárópufferrelkapott magfrakciót

hígítottuk és 25 percig 14 500 gmax"al centrifugáltuk.

A kiülepedett magokat óvatosan felszuszpendáltuk 1-1,5

ml feltárópufferben.

közvetlenülDurva (3.4.2.b.)magpreparátumot

használtunk fel ilyen kísérletekben.

(a) PEG-Ca2+ fúzió: Az SZMC 1157 sejtmagokhoz 1:5-10

arányban SZMC 1156 protoplasztokat kevertünk 1~2 ml

feltárópufferben. (Ezeket a protoplasztokat közvetlenül

a felhasználás előtt képeztük.) Centrifugálás után (20

perc, 14 500 gmax) az üledéket 1 ml fúziós oldatban (30 %

PEG 4000, 100 mM СаС1г, 5 % DMSO) 5 percig jégen, majd

10-15 percig 20 °C~on inkubáltuk. A fúziós elegy 50-100
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j-il-eit З-З ml, 42“45 °C_os, stabilizált felülöntö táp­

talajba (VÁM + 0,7 M KC1) kevertük és ugyanilyen alap­

táptalajra öntöttük. A lemezeket 35 °C-on inkubáltuk.

(b) Elektrofúziós kísérletek: A Tanszéken épített

elektrofúziós készülék 2 mm-es fúziós kamrájában a

sejtmagokat és a recipiens protoplasztokat 100 jjI vég­

térfogatban kevertük össze. Sorbarendezés után (300 V/cm,

1 MHz, 90 sec) a fúziót 40-60 sec idejű, 800-1200 V

közötti, exponenciálisan lefutó egyszeri impulzusokkal

kíséreltük meg kiváltani. A táptalajba keverés és

inkubálás az előzőek szerint történt. A recipiens

protoplasztok (SZMC 1156) ozmótikumaként (képzésnél is)

1,2 M szorbitolt használtunk.

(c) Kontrol kísérletek: A magfrakcióval vagy durva

magpreparátummal regenerációs teszteket (3.5.5.)

végeztünk. A recipiens protoplasztok markereit és

regenerációját ozmotikusán stabilizált VBM és CM

táptalajokon ellenőriztük.

3.7. Fúziós termékek vizsgálata.

A stabilizált táptalajon kifejlődött telepeket

morfológiai jellemzőik és biokémiai sajátosságaik

alapján jellemeztük. Ez utóbbihoz a regenerálódott

telepekből micéliumdarabkákat oltottunk át VBM táp­

talajra, majd az itt növekedésnek induló telepekből
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különböző összetételű táptalajokra (VBM, kiegészített

VBM, CM) micéliumdarabkákkal illetve konídiumokkal

végeztünk leoltást.
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4. EREDMÉNYEK ÉS MEGVITATÁS.

4.1. A protoplaszt képzés körülményeinek meghatározása

Annak ellenére, hogy az A. nidulansból történő

protoplasztképzésre jól bevált módszerek ismertek, a

korábbi sejtmagizolálási kísérletekben nem sikerült az

ilyen munkához szükséges mennyiségben protoplasztokat

1977).képezni (Gealt és mtsi., 1976; Morris és mtsi.,

Mivel kísérleteinkben kipróbált celofánosa un.

technikával (Ferenczy és mtsi., 1975), illetve van den

Broek és munkatársai (1979) által kidolgozott folyadék

tenyészetből kiinduló protoplasztképzéssel egyaránt a

kívánatosnál protoplaszthoz jutottunk,kevesebb

kidolgoztunk egy másik, folyadék tenyészetből történő

protoplasztálást. Ezzel a módszerrel kedvező esetben

lombikonként я 1-5»10е protoplaszt is előállítható volt

(1. kép).

4.2. Sejtmagizolálás körülményeinek optimalizálása

4.2.1. Recipiens - donor kiválasztása

Meghatározva a felhasznált két törzs protoplaszt

populációjának méretbeli megoszlását és a proto-

plasztonkénti átlagos magszámát ábra), meg-(3.

állapítottuk, hogy az SZMC 1156 törzsből több kisméretű
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1. kép: SZMC 1157 protoplasztok fénymikroszkópos képe
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(4 цт-nél kisebb) és kisebb magszámú protoplaszt jön

létre. Mivel ezt kedvezőtlennek találtuk a sejtmagok

1157-estörténő tisztításánál,centrifugálással a

törzset használtuk fel a magizolálásra.

izoláló közeg optimalizálásának4.2.2. Feltáró

eredményei

A különböző oldatok ozmotikus viszonyainak ismerete

mind a protoplasztokkal, mind a sejtmagokkal végzett

műveletek során fontos, ezért meghatároztuk a fel­

használni tervezett szerves és szervetlen vegyületek

grádiens anyagok,(Pl. ozmotikus stabilizátorok,

fuzogén anyagok) ozmotikus értékeit (4. ábra).

izoláló közeg jelenléte aA megfelelő feltáró

sikeres magizolálás egyik legfontosabb feltétele. Az

irodalomból meglehetősen ellentmondásos képet kapunk

arról, milyen össszetevökböl kell egy ilyen oldatnak 

A következő tényezők hatását vizsgáltuk megállnia.

részletesen: (a) ozmótikum fajtája és koncentrációja,

(b) kétértékű ionok, (c) membránstabilizáló vegyületek,

(d) grádiens anyagok jelenléte, (e) az oldat pH-ja.

(a) (KC1) és egyOzmótikumként egy szervetlen

szerves (szorbitol) vegyület hatását teszteltük.

KC1 tartalmú feltárópufferben, mindegyik kipróbált

koncentráció mellett (0~1 M) sejtmagokKC1 a
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látszottak, bár kismorfológiailag sértetleneknek

koncentrációknál (0_0,5 M) 1 órás inkubáció után a

magok duzzadását lehetett megfigyelni. Csak KCl-ot

tartalmazó oldatban felszuszpendált sejtmagok kivétel

nélkül szétestek. Ezen 1-2 mM Mg2_b hozzáadása sem

változtatott lényegesen. Előnytelen hatása volt a KC1-

különbözö szubcellulárisnak, hogy elősegítette a

elemek aggregációját, ami az elválasztási lépéseket

zavarta.

A szorbitol hatását 0-3 M koncentráció-tartományban

vizsgáltuk. 0,5-2 M között 1 órás inkubálás után is jól

Magasabbsejtmagokat figyeltünkmegőrzött meg.

koncentrációban (3 M) ilyen inkubálás után a sejtmagok

látszottak. Csakkisebbeknek, kompaktabbaknak

szorbitolt tartalmazó oldatban egy részük rögtön sérült

és az épen maradtak is nagyon érzékenynek bizonyultak

mechanikai hatásokra. Mg2-4- tartalmú (1_2 mM) szorbitol

oldatban ez a sérülékenység sokkal kevésbé volt

észlelhető.

(b) A vizsgált ionok (Ca2-*- és Mg2+) az izolált

sejtmagokra gyakorolt hatásukat tekintve egyen­

értékűeknek bizonyultak. A feltárópufferben, . 1-10 mM

koncentrációban fenntartották a mag normálközötti

morfológiáját és növelték a magok stabilitását. Ez a

stabilizáló hatás Ficóll jelenlétében még ozmótikum

nélkül is megtartotta a magok integritását, bár

inkubálás Mg2_f-hosszabb után alacsonyabb



38

kismértékben duzzadtak.(1-2 mM)koncentrációnál

inkubálás után aMagasabb koncentrációnál (20 mM),

magok jelentős része torzult, vagy szétesett. Kizárólag

MgCl2“ban (0-20 mM) felszuszpendált sejtmagok gyors

lizálását figyeltük meg. A magasabb Mg24- koncentráció

(10-20 mM) fokozta a sejtmagok aggregációs hajlamát

egymással és egyéb sejtalkotókkal.

magmembránionkoncentrációA megfelelő a

integritásának megőrzésén túl szükséges a kromatin

kondenzált állapotban tartásához (Bradbury és Matthews,

1981) továbbá, befolyásolhatja a jelenlevő nukleázok

aktivitását. A. nidulans ismert nukleázai (pl. DN~áz 4)

elsősorban Mn2_b és Ca24- jelenlétében aktivak (Campbell

1983). Mivel jelentős nukleáz aktivitástés Winder,

találtak a sejtmaghoz kötve is (Koa és mtsi., 1990)

csak a minimálisan szükséges kétértékű ionkoncentrációt

célszerű alkalmazni.

Mindezek figyelembevételével az oldataink 2 mM-os

koncentrációban tartalmaztak Mg24—ot.

(c) Kísérleteinkben Ficoll, PVP és glicerol mag-

membránra gyakorolt hatását vizsgáltuk.

Legalább 1 mM Mg2'*' jelenlétében 12-18 % Ficoll

ozmótikum nélkül is megtartotta a sejtmagok egységét,

bár hosszabb inkubálás után azok észrevehetően

duzzadtak. Ionok nélküli Ficoll oldat stabilizáló

hatása sokkal kisebb volt. A Ficoll észrevehetően

sejtmagok rezisztenciáját különbözőfokozta a
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mechanikai Mindezekfeltárások során is.

figyelembevételével az oldatainkban 7,5-15 % közötti

koncentrációban alkalmaztuk.

A PVP (Ms: 40 000) és a Ficoll hatása lényegében

hasonló volt. Tartósabb inkubálás után PVP tartalmú

közegben több volt a sérült sejtmag, mint Ficoll

jelenlétében.

A glicerol kisebb koncentrációkban (5-10 %)

stabilizáló hatású volt. Ilyen koncentrációk mellett,

Mg24- jelenlétében szorbitol nélküli feltárópufferben

megakadályozta Nagyobbsej tmagok duzzadását.a

koncentrációban (20 %) azonban sok sejtmag lizisét

figyeltük Jelenléte feltárópufferbenmeg. a

csökkentette a feltárás alatt sérült sejtmagok számát.

(d) A sürüséggrádiensek formálására használt

Percoll és Nycodenz hatását vizsgáltuk. A feltáró-

pufferben a Percoll jelenléte (0-35 %) semmilyen

észlelhető hatást nem gyakorolt a megfigyelt sejtmagok

morfológiájára. Hasonlóképpen a Nycodenz 0-40 % között

2 mM Mg2*- és 1 M szorbitol jelenlétében hosszabb

inkubálás után sem okozott észlelhető változást. Csak

Nycodenzt tartalmazó oldatban a sejtmagok gyorsan

szétestek.

(e) A közeg pH-jának hatását 4,0 és 8,0 között

vizsgálva az optimálisnak a 6,5-7,2 közötti tartomány

bizonyult. Lúgosabb közegben 1 órás inkubálás a sejt-
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magok jelentős részének szétesésével járt. Az

optimálisnál savasabb közegben ilyen károsodásukat nem

fokozottanpH 6,0 alattészleltük, de különösen

aggregálódtak. Előnytelen a lúgos közeg azért is, mert

a korábban említett Aspergillus nukleázok mindegyikének

pH optimuma 7 és 9 közé esik.

a HEPES-KC1A megfelelő pH (7,0) bizositására

puffert találtuk a legalkalmasabbnak, mert csak kis

mértékben köt meg kétértékű ionokat.

4.2.3. Sejtfeltárási eljárások vizsgálata

rendkívülfeltárásAz ultrahanggal történő

(1-hatékonyan ejtette protoplasztokatszét a

alkalmatlannaktáblázat). Célj ainkra ugyanakkor

bizonyult, mert a kiszabaduló sejtmagok szinte kivétel

idő (15 sec) alatt isnélkül már rövid kezelési

szétestek.

kezelési 
idő 

(sec)

leadott teljesítmény (W)

35 70 105 140

15 3.1 2.2 0.4 0.2

30 1.5 <0.010.9 0.1

45 0.4 0.1 0.01

60 0.2 0.07

1. táblázat: Protoplaszt túlélés %-ban kifejezve 
ultrahangos feltárást követően.
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történő protoplasztA Potter-homogenizátorral

feltárás eredményeiből látható (2. táblázat), hogy még

maximális fordulatszám mellett is túl hosszú kezelési

időre volt szükség, hogy elfogadhatóan kis túlélést

kapjunk. Az ilyen tartós homogenizálás azonban a már

kiszabadult sejtmagok nagy részének dezintegrálódásával

jár.

fordulatszám (rpm)kezelési 
idő 

(perc) 1200600 900300

1 65 5694 82

37 222 68 53

104 34 27 15

322 15 48

2. táblázat: SZMC 1157 protoplaszt túlélés Potter- 
homogenizátorral történő feltárást 
követően %-ban kifejezve.

A French press kezelés megfelelő nyomáson már

egyszeri feltárással is a protoplasztok döntő többségét

szétejtette (3. táblázat). Bár a sejtmagok jelentős

de mintegy 50 %-ukat a fény-része is sérült,

mikroszkópos megfigyelés épnek mutatta a feltárás után.

Kísérleteinkben nódotfeltárásiezért ezt a

alkalmaztuk.
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alkalmazott nyomás (psi1)
kezelési

szám 1000 2000 3000500

IX 11 6 2 0.01

2X 10 0.42 <0.01

3X 6 0.1 <0.011

3. táblázat: Protoplaszt túlélés %~ban kifejezve 
French-press kezelést kővetően.
^-psi = pound per square inch

A kémiai úton és ozmotikus sokkal történő feltárást

csak durva magpreparátummal folytatott kísérletekben

használtunk. Itt azokat a körülményeket kellett meg­

határoznunk, amelyek teljes protoplaszt pusztulást

eredményeztek. Nisztatinnal 150 Mg/ml-esez

koncentrációval 10-12 perces kezelés után volt elérhető

4 °C-ok körül tartott mintában. Magasabb hőmérsékleten

a szétesés jóval gyorsabb. Triton X-100 0,1 %-os

koncentrációban 1 perc után adott tökéletes feltárást.

Mindkét kezelés után jelentős számban voltak

megfigyelhetők szétesett sejtmagok. Ozmotikus sokkal 5

perces kezeléssel értünk el tökéletes feltárást. Ebben

a közegben a protoplasztokból kijutó magok mikroszkópos

megjelenése normális volt.
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4.2.4. Sejtmagizolálás eredményei

cerevisiae és N.Korábban S. sejtmagcrassa

izolálására leirt néhány módszert (Ide és Saunders,

1981; Hautala és mtsi., 1977)1981; Kamimura és mtsi.,

illetve ezek számos módosítását is kipróbáltuk, de A.

nidulansra kevésbé bizonyultak használhatónak.

A Nycodenzt kedvező tulajdonságai (pl- biológiai

inertség, kis ozmotikus alkalmassá teszikérték)

különböző elválasztásokban felhasználásravaló

(Rickwood, 1983; Vágvölgyi és mtsi., 1988; Vágvölgyi és

kidolgozott módszerrelmtsi., 1990). Az általunk

jósikerült A. nidulans protoplasztokból tiszta,

állapotban lévő sejtmagokat tartalmazó magpreparátumot

nyerni. Esetünkben a Nycodenz grádiensen történő

centrifugálás után a sejtmagok egy diffúz sávban, annak

középső részében találhatók (2. kép). Az épen maradt

protoplasztok és a citoplazmatikus maradványok (pl.

mitokondriumok) nagy része a grádiens felső részén, mig

a sejtfalas szennyeződés (hifadarabok) az alsó részen

koncentrálódnak. A sejtmag kitermelést, néhány más

módszer eredményével összevetve a 4. táblázat mutatja.

Megfigyeléseink szerint a legnagyobb veszteséget a

feltárás okozta, amikoris a sejtmagok mintegy 50 %-a

károsodott.
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:

2. kép: Nycodenz grádiens centrifugáidé utáni képe
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Kitermelés(%)

Aspergillus nídulans
Gealt és mtsi., 1976. 
Vágvölgyi, 1990.

18,8
26

Neurospora crassa 
Dutta, 1969.
Hautala és mtsi., 1977. 
Hsiang és Cole, 1973. 
Krumlauf és Marzluf, 1978. 
Reich és Tsuda, 1961.

"low"*
29
46
67-75
<10i

Physarum polycephalum
Mohrberg és Rusch, 1971. 40-50

Saccharomyces carlsbergensis 
Rozijn és Tonino, 1964. 70-80

Saccharomyces cerevisiae
Bhargava és Halvorson, 1971.
Dói és Dói, 1974.
Kamimura és mtsi., 1981.
Mann és Mecke, 1980.
Sajdel-Sulkowska és mtsi., 1974. 
Wintersberger és mtsi., 1973.

46,7
24
>20**
30
30-40

36

Schizosaccharomyces pombe 
Duffus, 1968. 
Duffus, 1969.

10-20
10

2. táblázat: Izolált sejtmagok kitermelése a tiszta 
magfrakcióban DNS mérés alapján. 
*becsléssel 
**magszámolássál
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4.3. Nycodenz grádiensen nyert magfrakció analízise

4.3.1. Fénymikroszkópos vizsgálatok

leg-DAPI bizonyultSej tmagfestésre aa

használhatóbbnak, mivel kevésbé halványult UV fényben,

mint a többi kipróbált festék. Segítségével mind a

minda • protoplasztokban,sejtfonalakban és a

protoplaszt homogenizátumban és a végső magfrakcióban

(3. kép) jól megfigyelhetöen festödtek a magok. Az

izolált és az in situ sejtmagok azonos megjelenésüek

voltak. Kerekded, ovális vagy enyhén szabálytalan alakú

testek, kissé változó átmérővel. Jól lehatárolt, fényes

sárga-sárgászöld festödésük lehetővé tette a más

sejtalkotóktól való jó elkülönítésüket, ép vagy sérült

fénymikroszkóposvoltuk megállapítását. Ezen

vizsgálatok szerint a sejtmagfrakció lényegében mentes

fonaldarabok ésvolt ép protoplasztok, aaz

citoplazmatikus maradványok okozta szennyeződéstől.

4.3.2. Elektronmikroszkópos vizsgálatok

Az elektronmikroszkópos vizsgálatok megerősítették

fénymikroszkópos megfigyeléseinket. Az izolált sejt­

magok és a protoplasztokban megfigyeltek azonos meg­

jelenésüek voltak (4. kép). A magok átmérője 0,8-1,5 дт

közötti volt. Egy részüknél a magmembrán jelenléte is

megfigyelhető. Szennyeződésként elsősorban, a fel­

tehetőleg az elektronmikroszkópos mintakészítés során



47

»В *

♦

т

%J

t\

Ч‘-

* *

%

f« '•V.

3. kép: Fluoreszcensen festett sejtmagok hifában (A), 

protoplasztban (B), protoplaszt homogenizátumban (C) és

izolált állapotukban (D). (A feltüntetett méret 10 jam-t

jelöl.)
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4. kép: SZMC 1157 protoplaszt (A) és izolált sejtmagok

(B) elektronmikroszkópos képe

(A feltüntetett méret 0,5 pm~t jelöl.)
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dezintegrálódott magokból származó kromatintöredékek

voltak jelen.

4.3.3. Izolált sejtmagok kémiai összetétele

A. ni dúl ans SZMC 1157-bölA 5. táblázatban az

sejtmagok kémiai analízisének eredményeizolált

látható, korábbi sejtmagizolálási eljárásokban kapott

értékekkel összevetve.

4.3.4. Enzimológiai vizsgálatok

A G-6-PDH a citoplazma egyik marker enzime. Meg-

protoplasztteljeshatározva és összevetve a

Nycodenz grádiensröl nyerthomogenizátum és a

magfrakció G-6-PDH aktivitását, a magfrakcióban az

eredeti aktivitás mindössze átlagosan 1,93%-t találtuk.

Ez is jelzi a citoplazma eredetű szennyeződés minimális

voltát.

4.3.5. Regenerációs vizsgálatok.

A regenerációs vizsgálatok szerint a magfrakcióban

alig van jelen regenerálódni képes protoplaszt illetve

hifadarab. Ozmotikusán nem érzékeny sejtes szennyeződés

(hifadarab), a protoplasztálás minőségétől függően

de általában regenerálódni képesváltozó, a

protoplasztoknál kisebb számban hozott létre telepeket



RNS Fehérje MegjegyzésDNS

Aspergillus nidulans
Gealt és mtsi., 1976. 
Vágvölgyi., 1990.

2,8 8,7 diploid
haploid

1
1 3,0 10,8

Neurospora crassa 
Dutta, 1969.
Hautala és mtsi., 1977. 
Hsiang és Cole, 1973.

1 5
3,5 71
6,31

Physarum polycephalum
Mohrberg és Rusch, 1971. 1 1 5

cnSaccharomyces carlsbergensis 
Rozijn és Tonino, 1964.

о
1 3,7 35

Saccharomyces cerevisiae
Bhargava és Halvorson, 1971. 
Dói és Doi, 1974.
Kamimura és mtsi., 1981. 
Mann és Mecke, 1980.

1 2,5 15.6
13.7 tetraploid

haploid
haploid
diploid
diploid

2,71
1 4 17

8,6 431
38,7
17,3

7,81
1 4,2Wintersberger és mtsi., 1973.

Schizosaccharomyces pombe 
Duffus 1968.
Duffus 1969.

5,8 36,5
114,5

1
9,41

Izolált gombasejtmagok kémiai összetétele a DNS tartalomhoz 
viszonyítva.

5. táblázat:
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4.4. Sejtmagbeviteli kísérletek eredményei

4.4.1. Durva magpreparátummal folytatott kísérletek

100 %-os protoplaszt pusztulást kővetően a lehető

legrövidebb időn belül kíséreltük meg elérni a sejtmag

protoplasztba jutását, hogy minimálisra csökkentsük az

1979).enzimatikus degradáció lehetőségét (Kokileva,

Ennekjutottunk.Bizonyított magbevitelhez nem

valószínű oka a sejtmag károsodása volt a feltáráskor.

nisztatinFeltehető, hogy detergens és aa

használatakor a magmembrán sérülése, mig hipoozmótikus

közegben a magtartalom egy részének elvesztése tette

funkcióképtelenné a magokat.

4.4.2. Tisztított sejtmag beviteli kísérletek

Izolált jutásánaksejtmagok protoplasztba

lehetőségeit mutatja be sematikusan az 5. ábra. PEG-

fúziós b. változatCa2'*’ rendszerben csak a

eredményezhet magbevitelt, mert az a. mechanizmussal

a mag- és a sejtmembrán fúziójakor a magtartalom

mintegy beürül a citoplazmába. A magbevitelböl származó

hibrid létrejöttének további feltétele, hogy a

fúzionáló protoplasztok által körbezárt és így bejutó

sejtmag intakt, funkcióképes legyen.
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О

О
с,

О
nagyfrek­
venciás
erőtér

elektromos
impulzus

О §

5. ábra: A magbevitel lehetséges mechanizmusai
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Az SZMC 1157 izolált sejtmagjainak átvitelét célzó

kísérletekben kis gyakorisággal ugyan, de VBM táp­

talajon is növekedni tudó fúziós termékeket kaptunk (5.

Tekintettel arra, hogy mindkét partner auxotrófkép).

mutáns, VBM táptalajon növekedni képes telep csak

auxotrófia komplementáció révén jöhet létre. Ilyen

komplementációt protoplaszt-protoplaszt fúzió vagy\és

mag protoplasztba jutása eredményezhet. A regenerációs

magpreparátumában kistesztek által az SZMC 1157

számban kimutatható ép, regenerációra (és esetleg

fúzióra) képes protoplaszt. A sikeres kísérleteinkben a

VBM táptalajon kifejlődő fúziós számatelepek

szignifikánsan meghaladta a magpreparátumból kimutatott

protoplasztok számát. Ezek a hibridek tehát csak a

sejtmag protoplasztba jutása révén jöhettek létre. A

beviteli gyakoriság 5-10 7-ю8-оп közé esett (6.

táblázat).

kísérlet száma 1 2 3

beviteli
gyakoriság 8,1-10-75,0-10-7 5,3-10-7

bevitellel kapott 
telepszám 5 116

6. táblázat: Három sejtmagbeviteli kísérlet eredménye

Nem vezettek eddig eredményre az elektrofúziós mag­

beviteli kísérleteink, bár a használt paraméterek

hasonlóak voltak, mint amilyenekkel sikeres fúziót

\
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5. kép: Sejtmagbevitélből származó regenerálódó telep

mikroszkópos képe
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valósítottak meg A. nidulans protoplasztok (Lynch és

mtsi., 1989a), illetve A. nidulans és Apium graveolens

(zeller) protoplasztok (Lynch és mtsi., 1989b) között.

Ennek ellenére magbevitelböl származó hibridet nem

kaptunk. Nyilvánvaló, hogy olyan elektrofúziós para­

méterek beállítása eredményezhet majd magbevitelt, ahol

a c. helyett a b. mechanizmushoz hasonlóan (5. ábra)

protoplaszt-protoplaszt fúzióval jutnak sejten belülre

a magok.

4.5. Fúziós hibridek analízise

A sejtmagbevitelböl származó, a fúziós csészéken

kinövő hibridek jellegzetes, szabálytalan morfológiájú,

kiegyensúlyozatlan növekedésű telepeket fejlesztettek

Ezek néhány napos inkubáció után erős(6. kép).

oltvaHifadarabkátkonídium képződést mutattak.

stabilizálatlan VBM táptalajra a kifejlődő telepek

Konídiumaik ésszabályosabb növekedésüek lettek.

különbözőleoltásának eredményeittelepdarabok

táptalajra a 7. táblázat mutatja.

TelepdarabKonídium

VBM - PABA 
VBM
VBM + adenin 
VBM + lizin

+
++
++

CM ++

7. táblázat: Fúziós telepek leoltásának eredménye 
különböző táptalajokra.
+ = van növekedés 
- = nincs növekedés
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'Ч

к !

:

6. kép: Heterokariótikus telepek magbeviteles fúziós

csészén
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Morfológiai jellemzőik illetve biokémiai sajátos-

ságaik alapján a kifejlődött telepek heterokarionoknak

bizonyultak.
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5. ÖSSZEFOGLALÁS

nidulans sejtmagjainak proto-A.Munkánk során

jellemzését ésizolálását,plasztokból történő

beviteléttörténőprotoplasztokbarecipiens

valósítottuk meg.

(a) Meghatároztuk azokat a feltételeket, melyek

lehetővé tették a sejtmagizoláláshoz szükséges nagy

folyadék-előállításátmennyiségű protoplaszt

tenyészetből.

(b) A protoplaszt populáció heterogenitása alapján

meghatároztuk, hogy a két törzs közül melyik (az SZMC

1157) alkalmasabb sejtmag izolálására.

(c) Optimalizáltuk a magizolálás során használt

oldatok összetételét. Elsősorban az ozmótikum, mag­

membrán stabilizáló polimerek, kétértékű 'ionok és a pH 

hatását vizsgáltuk. Összefoglalva ezen kísérletek

eredményeit megállapítható, hogy az Aspergillus sejtmag

élesztő sejtmaghoz hasonlóansok tekintetben az

viselkedett.

(d) Számos sejtfeltárási eljárásnál vizsgáltuk a

protoplaszt feltárás hatékonyságát, összevetve a

kiszabaduló sejtmagok állapotával. Kedvezőnek a French

press használatát találtuk, mert kevés sérült magot (a

50 %) eredményezett kis protoplaszt túlélés mellett (a

0,01 %).
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(e) Sejtmagizolálási eljárást dolgoztunk ki

utolsó lépéseként Nycodenz sürüséggrádiensen történő

elválasztást alkalmazva mely lehetővé tette A.

nidulans SZMC 1157 törzséből megfelelő magpreparátum

készítését. A kiinduláskor jelenlevő sej tmagok

átlagosan mintegy 26 %-a nyerhető így ki.

(f) Az izolált sejtmagok állapotát és tisztaságát

többféleképpen fény­vizsgáltuk . A és

elektronmikroszkópos megfigyelések feltárták, hogy az

izolált sejtmagok számottevő szennyeződéstől mentesen,

jó . állapotban vannak jelen magfrakcióban.a

Meghatároztuk az izolált sejtmagokban a DNS:RNS:fehérje

arányt is (1:3,0:10,8), G-6-PDHtovábbá, hogy a

aktivitás hány százaléka marad vissza a magfrakcióban

(1,93%). Mindkét eredmény azt mutatja, hogy a sejtmagok

mentesek a számottevő citoplazmatikus szennyeződéstől.

(g) Izolált Aspergillus sejtmagok felhasználásával

különböző sejtmagbeviteli kísérleteket is végeztünk. Az

durva magpreparátummal folytatott kísérletek nemun.

vezettek eredményre. Hasonlóképpen nem sikerült eddig

tisztított sejtmagot elektrofúzióval protoplasztokba

juttatnunk. Ugyanakkor kis gyakoriságú (5»10-7'-10"8),

de reprodukálható bevitelt sikerült megvalósítani PEG-

Ca2+ indukálta fúzióval. Az így kapott hibridtelepek

jellegzetes heterokariótikus tulajdonságokat mutattak.
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Eddigi eredményeinkre támaszkodva a jövőben tovább

kívánjuk tökéletesíteni a sejtmagizolálást (Pl- a

feltárás finomításával) továbbá megkíséreljük növelni a

magbevitel hatékonyságát (pl. elektrofúzió alaposabb

vizsgálatával, a PEG-Ca2^ rendszer optimalizálásával).
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