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1. BEVEZETES

1.1. A ndvényi scjtgenetika eredményeinek attekintése

A ndvényi szivet- és sejttenyésztés, valamint a pro-
toplaszt mbédszer fejlUdése lehettvé tette mikrobioldgiai
mbédszerek alkalmazasit magasabbrendi ndvények genetikaja-
ban is. Akdr egyetlen ndvényi sejt is képes egy teljes
névénnyé regeneralédni, igy a sejtek szintjén végzett
wmunka eredménye &tvihetl teljes ndvények szintjére és
felhaszn&lhatd a klasszikus genetikiban, ndvénynemesités-
ben.

A novényi sejtgenetika terililetén egyre tdbb labora-
torium kezd dolgozni. A kizelmultban mér megsziilettek az
elsd jelentis eredmények a kivetkezd teriileteken:

a. paraszexuilis hibridizécid,

b. genetikai informécid &atvitele,

¢. biokémiai mutinsok izolélésa.

a. Paraszexuilis hibridizécid vagy sejtfuzié alatt

azt értik, hogy szomatikus sejtekbil olyan utddsejteket
hoznak létre, amelyek két sejt citoplazmdjénak és magja-~
nak egyesiilésébBl keletkeznek, hasonlé mbébdon, mintha a két
fuzionilé sejt him és nGi ivarsejt volna.

A ndvényi sejtek szomatikus hibridizéciéjénak lehets-
ségére az emlies sejtekkel végzett sikeres kisérletek hiv-
ték fel a figyélmet.



A nivényl sejtek vastay, merev fala azonban leﬁetstlon-
né teszi a sejtek fuzidjét. A szomatikus hibridizicid
akkor valt realitiéssé, amikor sikeriilt sejtfal nélkiili
sejteket un, protoplasztokat izcolédlui, regenerdltatni
és tenyészteni.

Az els0 os2t530 protoplaszt teayészetekril Takebea,
Lalib és Melchers szimoltak be 1971-ben /2/. Kisérle-
teiket dohénnyal véegezték, ahol mér adott volt az osztd-
ddé tenyészetbll teljes nivény regeneriltatis midszere
13, 4/.

- 1974-ben két 361 haszndluatd fuzids médszert hbzdl-~
tek. Az egyik a polietilénglikol [PEG/, [/5/, a misik a
magas pil kezelésen alapul [é/.

Szomatikus hibridet két dohinyfaj protoplasztjainak
fuziojaval elOszlr Carlson &liitott elG. A szomatikus
hibridek azonosak voltak a keresztezéssel kapott hibri-~
dekkel. A hibrid sejtek kiszelektiléséra a szllli sej-
tek timegébOl azt az adott lehetlséget, hogy a két do-
hiényfaj bibridje tumoros, igy a hibrid-sejtek aormonok
hozzéadisa nélkil is képesck osztddni [7/.

A kisérletet lMelchers &s Labib két fényéraékeny
dohdny muténs felbasznélésival ismételte meg. A mutén-
sok protoplasztijait fuziondltatta, s kapott olyan nem
fényérzékeny kolénidt, majd nivényt, amelybll Onbepor-
2ds utén kihasadtak a sziulli fényérzékeny tipusck, te-



hat valdban szomatikus hibridiz&cid kdvetkezett be [8/.

Nem keresztezid$ fajok szomatikus hibridjeit még
nem sikeriilt elf&llitani. A kisérleteket a hatékony
szelekclibds rendszerek hidnya hétréltatja.

b. Idegen genetikai informicié &tvitelét ndvényi

sejtekbe elGszdr intakt ndvények, csirandvények szint-
jén végezték. Erre a terililetre Ledoux és mtsai hivtak
fel a figyelmet. Bakteriflis eredetii DHS~t vetettek fel
kiilénbi28 csiranbvényekkel, majd vizsgidlték mi tOrténik
az idegen DNS-el a ndvényben. Azt taldltak, hogy az exo-
gén DNS integri&lddik a gazda DlS-be é€s replikialddik /9,
10, 11/. Ez utdébbi kivetkeztetés helyessége nem altaléa-
nosan elfogadott. Egy mésik kisérletben timin igényes
Arabidopsis mut@nsokat korrigdltak autotroffé bakteria-
lis DHS-sel [13/.

Stroun és mtsai sikeres tumoros transzformicidt ir-
tak le A.tumefaciens DlS-~-el /12/. Sejtes rendszerben
Ohiyama végzett sikeres transzformiciés kisérletet, szd~
ja sejtekbe vitte be a manit hasznositiséért felells gé-
neket /14/.

Doy és mtsai eredményes transzgendzist végeztek
lambda és ¢ 80 féggal [a transzgendzist mint a "bevitt
idegen gén fennmaradasa, transzkripcidja, transzlicidja
és metabolikus funkcidjénak megnyilvénulésa" definidl-
tidk/. A lambda f£8g a galaktdéz, a @ 80 £fig pedig a lak-



tdz felhasznilisiért felelts géneket transzdukilja spe—
cifikusan. A gének a lizogén gazda baktérium genomjébél
szirmagnak. & lambda és a ¢-80 faggal a fenti géneket
feldusitva tudtik a sejtekbe vinni. A kezelés utin kimu-
tatték, hogy a laktdz é&s a galaktdz metabolizmus enzimel
termelddnek. Erre mutat az is, hogy a sejtek képesek vol-
tak csak laktést vagy galaktdzt tartalmazd tiptalajon is
ntvekedni [15/..

A fenti rivid attekintésbil kitinik, hogy minden
kisérletben valamilyen szelekcildét alkalmaztak a sike-
res genetikai manipulacié bizonyitésara.

A sejttenyészetekben a sejtek nilkkidése lényegében
csak az alapanyageserére korlitezddik. A sejtgenetikail
munkék sorén, ahol kilonbizad sejtek megkliildnbiztaetise
szikséges, pl. sejtfuzidé utén a s2ill sejtek és a szowma-
tikus hibridek vagy egy transzformicids kisérletien a
transzforimilt sejtek &s az eredeti anyag, az alapanyag-

cserében mutdns sejtekkel gélszerl dolgozni.

€. & ndvényi sejthkulturikbil izolilt mutdnsoknél a

mutécid olyan funkcidt érintett, amely manifesztélodott
sejttenyészetben is. Legegyszeribb esetben a sejtek va-~
lami extra tapanyagot igényeltek a ndvekeddshez, pl. eyy
awinosavat, vagy oszatddtak a vad tipusu sejtek sziméra

mérgezd drog koncentricié mellett is.



A névényi muténsok izoldlédsaban nagy elOrelépést
jelentett amikor sikeriilt androgenetikus haploid ndvé-
nyeket eltdllitani. ElO0szdr Guha és Mahesvari, Datura
sp.~b8l, majd Nitsch és Nitsch dohényportokkulturébdl
nevelt fel haploid n8vényeket. KésObb egymagvu pollen-
b8l is sikeriilt embriogenezist indukdlniuk /16, 17, 18,
19/. A haploid kiindulé&si anyag hasznélata igen elOnyOs
muténs izoldl&snil. Pl. egy recessziv muticid esetében
i gyakorisaggal jelenik meg a muténs fenotipus haplo~-
id anyagbél, o gyakorisaggal diploidbél, ami rendki-
viil nagy kiildnbség. Haploid anyagdél diploidizécidval
r&gtdn homozigdta névényeket lehet ellallitani.

Ezt az elméleti megfontolast bizomyitja, hogy Carl-
son 1l970-ben 6 auxotrof muténst izoldlt haploid dohény
sejtszuszpenzidbbl. Ez tSbb mint amennyit a diploid em-
15s sejttenyészetekbdl elltte Usszesen izoléltak. Sejt-
vonalai névekedésiikhfz hipoxantint, biotint, paraamino-
benzoesavat, arginint és lizint, vagy prolint igényel-
tek., Mutansok izolédlasénil S5-bromodeoxyuridines dusitast
hasznalt, mutagén kezelés utén [20/.2 dusitas lényege a
kSvetkezd: a kiinduldsi sejtek heterotrdfok, igy minimal
téptalajon is tudnak osztdédni &s a téptalajban adott BUdAR~

t beépitik DNS-ilkkbe. Az auxotrof sejtek nem osztddnak mi-

nimdl téptalajon, mert tdpanyag igényiik van, igy a BUdR-t



sam €pitik be, 315 mm hullishosssu fénybesugirzéssal
a vad sejtek elpusztithatdk.

Carlson sejtvonalaibbl ndvényeket izolilt, 8z meg~
&llapitotta, hogy as auxotr6fidért egy mendeli faktor
felelSs.

lieimer és Filner [1570/ treontn rezisztens scjt~
vonalakat izolélt dohény sejitszuszpenziébll [a treonin
akadSlyozza a nitrdt felvételét, ezért ha a nitrit az
egyedili nitrogén 201::&5, a treonin toxikus/. A outdci-
s frekwencia 1077 kérdli értéket mutatott [21/.

Wildiwlm 1972-ben S5-metil-triptofin rezisztens
sejtvonalakat izoldlt diploid sirgarépa sejtszuszpenzié-
bél. A rezisztens sejtvonalak més triptofin analbgokkal
szemben is rezisztencift mutattak. Az izoldlés &s a
jellemzés soxrin a sejtvonalak elvesztették organizacids
képesséyliket, igy nem tudott belllik novényeket regene~
rélui. Zzért uj sejtvonalakat izolilt és ezekbil mirx
kapott ndvényeket, amelyek egy része rezisztens fenoti-
pusu volt, EBzeken kivil izolilt para-fluoro-fenilalanin
rezisztens sejtvonalakat is sirgarépa, valamint dohdny
sejtszuszpepsiﬁb@l. de ezekbll nem tudott nvényeket el
Gllitani 22, 23/. HMind a két esetben olyan tipusu re~
zisztenseket kapott, amelyek ugy védték ki az aminosav
analdyg toxikus hatésit, hogy a mwegfeleld aminosavidl sok-
kal tlbbet termseltek.



Carlson 1973-ban munpmsultwmm rezisztens
sejtvonalat majd ndvényeket izolilt dohiény protoplasz-
tokbil mutagén kezelés utén. Kimutatta, hogy a rezisz-
tencia Or0klidik [24/.

Bj.ixdinq és mtsal streptomicin rezisztens sejtvo-
nalakat izolélt haploid Petunia kalluszbdl [1970]. A
sejtvonalbdl niivényeket nem tudtak eldallitani J25/.

1971~ben laboratériusunkban sikeriilt streptomycin
rezisztens sejtvonalakat izo0lélni haploid dohiny kal-
lusztenyészetbil, majd nivényeket regenerédltatni [26/.
A streptomycin rezisztancia OrdklEditt a vizsgdlt SR 1
mutins esetében. Az Fl =F ?2 nemzedék vigsgilata alap~
jén a rezisztencia anyai Srdklidésmenetet mutatott.
Elektrommikroszkipos vizsgidlatokbél kiderilt, hogy wig
a szenzitiv sejtek klopoplasztiszai streptomycin hati-

séra elvesztik grénumos strukturéjukat és mitokondriuma=-

ik elektron dcnwbbé viinak, addig a reszisztens sejtekre

nem hat igy a strgptomycin. Ez az exedmény a kloroplasz-

tisz és a mitokondrium mutdcidjira utal /27, 28/.

Az alﬁ:ﬁv&l pérhugsamosan S5-bromodeoxyuridin rezisz-
tens sejtvonalakat is izoléltunk két dohényfaj haploid
kallusztenyészetébll [/29/. A sejtvonalaki:sl nivényeket

regeneriltattunk, és azt taléltuk, hogy egy mendelien O—

roklBA0 mutécid felelds a resisztencisért [30/.



1973~-ban Lescure 5-bromodeoxyuridin és 8-azaguanin
rezisztens sejtvonalakat izoldlt diploid dohény kallusz-
tenyészetb®l, Szerinte mind a BUJR, mind a 8-azaguanin
rezisztencia mutdcid kivetkezménye, mert a sejtvonalak
nem vesztették el rezisztencidjukat drog mentes tdptala-
jon. NOvényeket azonban nem sikeriilt izoldlni az Ordk-
16désmenet vizsgdlatdhoz. /31/.

1974~ben Bright és Northcote diploid juhar, majd
Ohiyama szdja sejtszuszpenzidbdl izoldlt S5-bromodeoxyuri-
din rezisztens sejtvonalakat. HOvényeket nem tudtak rege-
nerdltatni a sejtvonalakbdl igy a BUAR rezisztencia Or8k-
16désmenetéril ezeknél a sejtvonalakndl nincs adaunk /32,
33/.
1.2, Célkitilizés

Célunk uj, sejttenyészetben megnyilvidnuld genetikai
markerekkel rendelkezU mutinsok elfallitésa volt.

A disszertdcidban haploid dohfiny kallusztenyészetbil
S5-bromodeoxyuridin /BUAR/ rezisztens mutdnsok izolélaséat
és jellemzését dolgoztam fel.

Azért vélasztottuk ezt a markert, mivel az emlJs sejt-
genetikaban széles kirben sikeresen alkalmazzék_szelekcié-
re. Azt varjuk, hogy hasonld joél hasznidlhaté a ndvényi
sejtgenetikéban is.

1.3. Irodalmi &ttekintés: A BUAR anyagcseréje és hatésa
a seijtmiikddésre

A BUGR /S5~bromodeoxyuridin/ egy timidin analdg szer-



kezeti képlete a kivetkezd:

1.3.1. A BUGR beépillése

Mind az eukaridta, mind a prokaridta szervezetek be-
épitik a BUdR~t a timidin helyfre a DiS~be. A killdnbséy
mindlssze annyi, hogy a prokaridtik a bésist, a bromou-
racilt is beépitik [34, 35/, mig az eukaridték csak a
nukleozidot, a bromodeoxyuridint hasznositjék wnegfeleld-
en be€pitésre [37,38,39). A BUAR és 2 BU beépilésében
szerepld enzinmek azonosak a timidin és timin beépllésé-
ben szerepelikkel. Erre elbszir azok a korail vizsgélatok
ﬁntattak r&, amelyek a BUJR és a BU kompetitiv hatését
mutattik ki a timin, timidin, THP, sit a timidin prekur-
zorainak bedpililésére J41/. Mind a prokaridték, mind az eu-
karidtidk képesek a TMP szintézisére, igy az endogén THP
kompetitiv a BUJR inkorporécidjéban. A DNS-ben a timidin
csakpem l00%~-ban helyettesithetl BUJR-rel, ha & belsl TP
szintézist aminopterin /42/ vagy fluorodeoxyuridin [43/
hozzéadisival gétoljuk. A két drog a aUMP ™P &talaku-~
last gétolja meg [44, 45/.

A DEs~be Eplilt BUMR eloszléisat tdbb cmoport vizsgilta
az elmalt években. Kimutattdk, hogy a BUJAR beéfpllés purin-
-BUGR-purin helyzetben gyakoribb mint egyéb helyzetekben [46/.
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Alacsony 110"%%) BUGR, koncentrécibt hasgnilva a
BUAR a repetitiv és az intermmedier szekvencifkba épill be
elslzgorban és az unigue szekvencidkba 5-1C~szer kiseib
wbxtékben [47].

Magasabb /10 34/ BUdR-t alkalmazva az eloszlis egyen-—
letes volt.

"Timidin kedvell" helyeket taléltak nivényi reandsze-
ren, Vicia faba-val végzett kisérletekben. dkirmennyi
BUdR-t adtak, csak 75 $-0s behelyettesitést kaptak a DNS-
ben. A maradék 25 % timidint csak a dUMP -~ THP lépés
gétlisa utén tudtlik BUGR-re cserélni. Ha ezutén kevés ti-
widint ég sok BUAR~t adtak a téptalajba, a sejtek preferen-
ciflisan a timidint &pitették be 25-30 % timidin behelyet-
tesitésig [48/.

1.3.2. Az S-bromodeoxyuridin szubsztitucid hatésa a DS

fizikai jellenzlire.

A timidin BUdR~rel vald behelyettesitése a behelyette-
sités mértékétll flgglen megviltoztatja a DNS fizikai pa-
ranétereit. szek a valtozdisck a kivetkezlk:

a. NO az olvadési himérséklet IT&l. 148},

b. W0 a s slrisége /50, 51/,

€. Valtozik a cirkuléris dikroizmus spektrum, aui a

DES szuperstrukturé&jinak viltozisira mutat [52/,

d. A DNS fény és'agyéb huglrzésra érzékenyebbé vilik.
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Ezen utdbbi tulajdonsiy wechanizmusa tSbbé~kevéshé is-
mert. A BUEGR molekula kinnyen gerjesztlidik mér 315 nm
hulléwhosszu fény kvantumjaitil is és dehalogénezldik,
Az igy kialakuld szerkezet a cukorrészhbil elvont proton
segitéségvel stabilizilddik deoxyuridinné. Ha a fenti
valtozis DiS-be épllt BUJR molekulét érint léncszaka-
dés kdvetkezik be. Hasonld reakciict eradudnyez a Rint-

gen vagy Jawsa suglrzis is [53/.

1.3.3. A DiS~be &plUlt S-bromodeoxyuridin bioldgiai hata-

sai.

a. Mutagén hatéas

A BUDR toxikus hatasénak egyik lényeges faktora, hogy
a DNS-be épllée utén pontmutdcidkat okoz. A mutacid me-
chanizmusit Beanger és Freese deritette ki bakteriofagok-
kal. Kimutattdk, hogy a BUdR eyy tautomer nutagén. A
BUdR keto form&ja timidinként viselkedik, azonban asz
enol forma citidinként, ami a kivetkezl replikicidéban pé~
rosoddsi hibdt okos. [BU~A helyett bU~C pér/. £z a bazis~
par sift aminopurinnal megfordithatd, amely a guanin he-
lyére &pill be &s adeninként viselkedwe korrigélhatja a
BUdR okozta hibat.

A BUGR okozta pontmuticiok finomtérhképezésébdl kide-
rilt, hogy kitett helyek jfun. hot spots/ vannak a LNS~ben
ahol nagy gyakorisiggal jelenik meg mutécidé, mig misutt
ritkén, vagy nem. & BUdR-rel indukélt mutdcidk eloszlisa
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killonbOzik a spoatén, vagy pl. a proflavinnal indukdlt
mutécidk eloszliasitdl /54, 55/.

L. Sugdrérzékenyitd Latés

& BUdR~t inkorporalt, mejd besugérzott sejtek vizs-
gélatdhdl kideriilt, hogy az izolélt ONS molsulya /1. 1.3.
2.4/ egyenes arfanyban csUkken a bedpiilt BUdR mennyiségével
156 ]. Fotokémiai reakcid kivetkeztében létrejdvd DNS lénc—
szakadds a repear kapacités kimeriilése utin sziéténs sejt~-
halalhoz vezet.

Kimutattik ezen kivil, hogy a besugarzés bhatésira
UNS~DNE keresstkitések, valamint DNS - protein kovalens
kereszsthkitések keletkeznek [57/.

A fenti molekuliris vialtozisok eredaényeként a sej-
tek citolégiai képe drasstikusan megvaltozik. Krowocszdua-
torisek, transzlokicidOk és egyéb abverricidk jelennek meg
nagy gyeskorisdggal [/S58/.

Nagyarinyu BUJR behelyettesités esetén az 5 fazis,
amikor az ul DS szintetizdilodik, 3-5-s20r bosszabb, ugyan~
akkor a sejtciklus tUbbi fizisa nea véltozik [59). In
vitro kisérletben a DNS polimeriz lasabban szintetizilta
az uj DS molekulét ha TTP helyett BUARTP-t adtak.

d. N8 szintézist Srintd hatdsa

BUAR~t beépitett fibroplasztok KNS szintézisét vizs-
g&lva azt taldltdk, hogy az BNE Liazislsszetétele draszti-
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kusan megvéltozott a BUdR-rel nem kezelt sejtekéhez ké-
pest. Adeninbll kevesebb, guaninbbél t&bb épililt be. In
vitro BUGR-kromatint /[/BU:/BU+T/=0.33] hasznilva temp-
latként azt kaptak, hogy 1,2 pM ATP épil be 1,7 pM he-
lyett, amig 2,2 pM GTP &pil be 1,7 helyett. Az UTP

és CTP beépiilés nem valtozott. A 33 %$-os BUJR behelyet-
tesités kb. 33 %~ véltozashoz vezet az adenin beéplilé-
séban. Ezt ugy értelmezik, hogy az RNS szintézis soréan
a transzkripcidé a BUAR behelyettesités kivetkeztében
nem az eredeti kodnak megfelellen zajlik le, igy ez wmeg-
valtozott aminosavszekvenciiju fehérjék szintézisére

vezet [60/.

l.3.e. Regulaciés valtoziasok

Szawos kozlemény foglalkozik a BUAR beéplilés spe-
cifikuc, egy—-egy gén expresszidt értintl hataséval. Igy
a BUdR gatolta a myosin szintézisét fejlsdd myoblasztok-
ban /61/, az indukdlhatd tirozin aminotranszferiz szin-
tézisét hepatéma sejtekben [62/, mukopoliszaharidok szin-
tézisét amnion sejtekben [/63/, melanin szintézisét és a
tumorogenitést melandma sejtekben /64/, valamint indu-
kdlta az alkalikus foszfatdzokat.

A BUdR beéplilés sajatos morfoldgiai valtozasckat
idézett eld a humdn neuroblasztoma sejteknél /65/, speci-
alis differencidlddéasi folyamatot indukdlt tengerisiin emb-

ridkndl, amelynek tipusa az embriék korétdl fiiggdtt /66/.
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A BUAR fenti specifikus, a génuwiik8dést érintl hatisainak
kizbs jellemz®i:

al A tulajdonség kialakuléséhoz a BUAR beéptilése

szdkséges,

b} A tulajdonséyg eltinik a BUJR timidinre vissza-

xxélyattasitéae utin,

Cook a BUAR beépiilés hatéséra bekivetkeszsl regulici-
&8 valtozisokat két mechanizmussal magyarizta [67/:

al A ~Cii; &8 a ~Br szubsztituens hizitti kis ven
dexr Waals sugar kﬁl&nbs&g egy olyan makromolekulinédl,
mint a DS mir jelentfs "szuperstruktura" vialtozdst o-
koz, €s az un. makroregulécidt megvaltoztatja.

i A protein -~ UNS kitések erisebbek a BUdR-rel szub~
sztitudlt DNE esetében, és a protein - DS kitéseknek a
mikroregulicidban tulajdonitanak nagy jelentlséget.
Saktérium rendszerxben, a lac orér&tor lokusz JDONS] és
a tisztitott lac represszor protein kézitt a disszocii~
cid tizszer lassabb, ha a DS 90 % BUGR~-t tartalmazott
a timidin helyén [68/.

1.3.4. BUdR rezisztencia

Baktériumokb6l, nivényl ¢s emlls sejttenyészetek-—
LUl szémos BUMR rezisztens wutdnst izoliltak /34,23, 30,
31, 32, 33, 58/. Eulls sejttenyészetbSl izolélt sejtvo-
nalak nagy részénél a rezisztencia mechanizmusit is tiszs-
tézték /69, 7U/.



BUdAE rezisztenciit okozott:
a/ ha a BUER nem éplilt be a DlS-be mert

1, a sejt nem vette fel,

2. felvette a sejt, de a timidin kiniz ean-
zim nem wilkddbtt. - A timidin kinidz engim
nem szerepel az endogén TP szintézisiben,
a TMP ugyanis dUMNP-LO61 keletkezik, & ti-
midin kindz csak timidinb3l és analdgjai~
ol készit wonofoszfb&tot, és teszi leheti-
vé a BUdR DNS-be tOrténi beéplilisét.

bl Ha a BUAR beépililt a DiS-ben, azonban egy mechaniz-
mus kivédte a DlS~be &piilt BUAR toxikus hatéséat.

Egér sejttenyészetbll izoliltak olyan BUAR rezissztens sejt-
vonalakat, amelyek beépitették a BUdR~t azonban a BUGR
indukalta kromoszdma tdrisek széma l%-ra csikken a szen~
zitiv sejtekhez képest /58/. Szirial hircslglk sejteibll
pedig BUAR dependens sejtvonalakat izoléltak, amelyek 99%
épitettek be a tiwmidin helyére /71,72/. A rezisztencia me—
chanizmuséra vonatkozd adatot nem kizdltek.
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2, ANYAG ES MODSZER

2.1. Kisérleti ndvény

Nieotiana tabacum L.cv. Petit Havanna [2n = 48/,
valamint a Nicotiana silvestris [2n = 24/ diploid és
haploid alakja.

2.2. Kallusztenyésztés

2.2.1. Taptalaj 8sszetétele és elkészitése

A Linsmayer és Skoog féle RM inorganikus taptalajt

haszndltuk /4/ az aldbbi mbédositasokkal [26,27,73/:

RMO: RM alapoldat + 0,5 ml/l benziladenin " 2 mg/l indol-

ecetsav.
Felhasznalésa: hajtésok regeneraltataséhoz kallusz-
tenyészetbdl.

RMNO: RM alapoldat + 0,04 mg/l kinetin + 0,1 mg/l1 2,4-D-
~diklérfenoxiecetsav + 3 mg/l indolecetsav.
Felhaszndlasa: differencialatlan kallusztenyészet

elBallitasara hajtas vagy levélda-
rabkékbdél, valamint a sejtvonalak
fenntartéasara.

A ndvekedési gbrbék felvételénél, teszteknél 10 ml-es hepa-

rinos ilivegeket haszndltunk 5 ml té&ptalajjal. A téaptalajt

1l mg/l B, vitaminnal egészitettiik ki. A tenyészetek fenntar-

1
tdsa 100 ml-es Erlenmeyer lombikban /50 ml té&ptalaj, 0,5

mg/l B, wvitamin/ tdrtént.

1
A téptalaj sterilizdléasa is kiildnbdzdtt a két eljéras
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sorén. A heparinos uUvegek esetében a dugdkkal [papir-
vatta/ egyiitt lesterilizdlt lUvegekbe steril tiptalajt
mérelink ki, Az lvegeket 30 perc autoklivozis utéan széri-
tészekrényben /2 6ra, 120°C-on/ szaritissal sterilizdlituk.
A téptalaj steriliziléasa 15 perces autoklivozéssal tirtént.

A tenyészetek fenntartisénil 2x tdubnységl tapol-
datot és 2x tBmény agar-agar oldatot készitettink. az a-
gé:t 10 perces autokléavozéssal felolvasztottuk, és Ussze-
Ontéettlk a hideyg tépoldattal. Igy megkaptuk a kivant 1Ix
végkoncentricisét. & kb. 50°C-os cldatot szétosztottuk az
Erlenmeyer lombikokba, majd a tiptalajokat ledugbztuk €s
autoklivozassal sterilizéltuk /15 perc/.

2.2.2. Tenvészetek inditésa nivényi részekbil

A pem steril kirulmények kﬁz@tt nevelt ndvény levelét
vagy hajtésit ellbl detergens oldattal mostuk 10 perecig,
wajd 70%-os alkoliclian dsztattuk 2 percig és 0,5 §-0s
kereskedelmi hipo oldattal mostuk 3 percet. A hipdt desz-~
tillélt vizzel J5x Cblitve/ tévoliiottuk el. iz igy steri-
lizélt ndvényi részeket 1l0~-30 mg nagysdgu darabokra v&qtuk
és a taptalaj felszinére helyeztik.

2.2.3. TPenyészetei folyamatos fenntartisa

A kallusztenyészeteket 4 hetenként passziltuk RGO
téptalajra. & BUIR rezisztens sejtvonalakat BUdR-t tartal-
wazé és nem tartalmazd tiptalajon egyarént fenntartottuk.
A téptalajban 30 wg/l BUdR-t haszaidltunk a Nicotiaana taba-



cum sejtvonalak esetében é€s 10 mg/l BUAR~t a N. sil-
vaestris sejtvonalakndl. Az inokulum nagysiga 5 mg szd~
wvet/ml téptalaj.

2.3. Muténsok tesztelése

263¢1. Rallusz teszt.

A BUGR nbdvekedést gétlé hataslnak vizsgélatit minden
esetben a kallusztenyésztésnél emlitett mddon ellkészi-
tett heparinos Uvegekben vgeztik. Ak&r & sejtvonalak,
akér a ndvények vagy csirandvények BUJR rezisztenci&jat
vizsgadltuk eltbb egy teljesen differenciadlatlan kallusz-~
tenyészetet indukéltunk €s ebbll inokuliltuk a BUdR-t
tartalmazd tiptalajra a tenyészeteket., Mivel a BUAR
autoklivozésa uténi valamint sterilre szirés uténi naté-
sa kdzitt nem tapasztaltunk kiilldnbséget, a tovabbiakban
egylitt autoklavogtuk a taptalajjal.

2+43.2. Cairanbvény teszt

A BUAR rezisztencia vizsgldlatihoz ellszir steril
csirandvenyeket &llitottunk €l a magvak fellileti steri-
lizédléséval, majd csiriztatiséval desztillilt vizes agar-
~agar médiumon. & 1l0-12 napos csirandivényeket hasgndltuk
fel kallusztenyészet inditasdra RENO téptalajon, igy egye-
denként teszteltilk a BUGR rezisztencidt 30 mg/l BUAR-t
tartalmazdé tédptalajon.

A magvak sterilizdlésit a 2.2. pontban fogalaltak
alapjén végeztik azzal a killdnbséggel, hogy minden l1lépés
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utéin a magvakat nuccs~sziirSvel szilxOpapiron gyijtdtelk

Sosze.

2.4. wbvényvonalak fenntartisa

A fontos vonalakat, muténsokat steril kiridlmények
kbzbtt ndvény alakban tartjuk fean. 100 ml-es Erlen-
meyer lombikban 5C ml "T" téptalajt /1%/ haszndlunk.

A nivények csucsit két-havonta passzé&ljuk uj téptalajra,
ahol egy hiét mulva megygylkeresednek.

2.5. Sejtszinm meghatirozls .

Nash €s Davies mbdszerével végeztik [74/. 5 ml 5
Crﬂ3~ot tartalsazd 2 n azf'¢ oldatban 250 mg szivetet
24 6rét inkub&ltunk, majd §,2 ml absz. alkoholt adtunk
hozzd és Labortherm r&zdgépen maximilis fordulattal egy
percig rizattuk. 200 ml-re higitottuk, majdéd sajit gydxrt-
ményu kamrdval, nikroszkdép alatt széadkuk a sejteket.
Minténként hirom alkaloumal 10 litdmezUt szdwsoltunk le,
&8s a szémtani dtlagot szoroztuk az elizetesen kiszini-

tott faktorral.

2.6, Kromoszdua szémolés

A gylkér csucscvkat 4 O6rét kolhiecinestik [JO,05 §
kolhicin, 2 8% glukéz/ majd etanol:jégecet 3:1 ardényu ke-
verékében ninimum 4 Srit fixdltuk a preparitumot.
Ezutén 0,1 & HCl-ben, 60 C-on hidrolizéltuk a preparé-
tunot és Feulgen reagenssel festettik 0,5-1 6rét. 45 %
alkohbolban dbrzspreparftumot készitettink és sz@mliltuk
a kromocszdmikat.



- 30 ~

2.7. BUAR-H~3 &3 tiumidin-ii-3 felvételének és bedpilésge-

nek vizsgbilata.

Z2.7.1. Médositott SchuidtéThannhauser—-sneider mddszer

A beépllés és a felvétel vizsgllatéra azx eredeti wid-
szer tovibb médositott formiijat haszniltuk fel [J75, 76/.
A felvételt és a bef€plilést ugyanis egy mintiban skartuk
vizesgélni, dHa a King és mtsal altal leirt méﬁsxert hasz-
ué&ljuk és a savoldhaté frakeid elBéllitésbhoz 5 § tri-
kldrecetsavat haszndlunk, a savoldihatd frakcidban a ma-
gas quench wmiatt lehetetlen kielégitd hatasfokkal mérni
az aktivitist. Egért a kbvetkezd lépésekben vigeztik el
a bebpilés és felvétel vizsgilatat.
- 200 mg sulyu szivetdarabot 1 ml RNO téiptalajban
5 uCi/ml timidin-6~H-3 vagy BUIR~6-H~3 jelenlétében
inkubdltuk kildnbizé ideiq,
~ 5~gegbr wmostuk a mintit Lideg téptalajjal, amely 50 mg/l
timidint tartalmazott,
-~ @& kalluszt howogeniziltuk Potter féle homogenizitorral
-~ 1,5 ml 10 %-os perklorsavat adtunk a homogenizétuwahoz
o%c-on,
- k@t Ora 81lés utén Millipore szirlkészililék segitségivel
selirlpapir korongra szirtik a hidey perklérsavban old-
hatatlan frakecidt [DNs, RusS, fehérje és més makromole—

kaulék/,
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- a szirletet /PCS oldhatd frakcid/ KOB-dal kizlmbisi-
tettik, a kicsapddd KCl0,-ot lecentrifugiltuk, wajd a
falﬁluszéhél megmértilk az aktivitist., Ezt tekintettik
felvételnek. |

- A hidegy PCS8 cldhatatlan frakeldét 5 &-o0s PCS-el mostuk,
majd szirlpapirral egyitt 2 sl ©,3 ¥ ROH-ot tartalma-—
zé centrifugacsibe tettik, és 37%-~on 18 6rat inkub&l-
tuk, hogy lehidrolizéljuk az RNS-t.

~ lecentrifugfltuk, majd 50 t-os triklbrecetsavval pi 1,6~
ra &llitottuk és 0,003 M MgCl., jelenlétében két térfo-
gat 20°C-os abs. alkoholt adturnk.

- két OSrit mélyhltiben tartottuk, majd a csapadékot lvey—
rost filterre szirtik /[/Whatman CFJ/C/, mostuk hideg 70%-
os alkohollal.

-~ A csapadékot a filterrel egyiitt scintilléicids sz8mialdé~
ban €értdékeltilk [rédioaktivitis mérése: 1. 2.7.5. pont

alatt/.

2.7.2. Fehérjementes nukleinsav prqgat&tum készitése

A fehérjementes Ossz nukleinsav preparilis sorin
Kirby [J77] nddszexét kivettilk, amelynek léanyege a kivet-
kegd;

- Homogenizé&lis 1lOx térfogat kivondpufferben. A pufferol-
dat Osszetétele: 0,01 ¥ Tris-uCl, pid 7,6; 1 & TNE [ori-
izopropil-naftalin-szulfit/; 6 % PAS [para-amino-szali-
cilsav; 0,05 ¥ HaCl;

- deproteinizilis egyenld térfogatu femol-krezollal /80 &
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fenol, 10 % w-krezmol; 0,013 6~Ci~kinolin, 10 % wviz/
~ centrifugilds, majd a felsT fizist leszivatai, és C,15
térfogat 3 4 KaCl hozzdadisa utin isnmdt egyenld térfo-
gatu fenol~krezollal fehérjementesiteni.
~ centrifugdlni, és a felst fizist leszivatani, wmajd két
térfogat absz. alkohellal kicsapni a nukleinsavakat
legy éjszaka 8llés mélyhiitiben/,
~ a csapadékot Usszegyljtenl &s wmosni 70 %-os alkohollal.
Amennyibea a BUAR-E~3 vagy timidin-i~3 beéplilést vizsgll~
tuk, és poliakrilanid gé1~ﬁlektxo£q:ésisael vaélasztottuk
s2ét az egyes nukleinsavakat 1 ¢ kalluszb6l indultunk ki,
amelyet 5 ml RMNO tiptalajban 5 uCli/ml aktivitis mellett
48 oOrdc sdtétben lnkubﬁlﬁunk. A hasznilt izotdp prepari-
tumok: S-bromodeoxyuridin~-6-#-3, 2,2 Ci/mM, Rmersham,
thyaidin~-6~E~-3, 2,2 Ci/m«d UVVVR, Csehszlovikia.

2.7.3. Poliakrilamid gél-elektroforézis

A fentickben leirt wédon elkészitett Vssz-muklein-
sav preparitunot Loening [78/ wmbdazerfvel vilasztottuk
szét, Gs értékeltik,

ToOrzscldatok: 1. aAkrilamid: 15 g akrilawmid,
+ 0,75 g bis-akrilamid
_ 100 wi~re feltbltve.
2. Puffer: 180 mi Teks
150 Wl Hak, PO,
S5 mM NazEBTA

pH 7,7 jecl)
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3. TEMED: NN, ,N'N8’-tetrametil-

~etiléndianin
4. Amdniuwmperszulfit: 10 $ frissen

feloldva.
l.tigzsoldat 2,5 ml
2. - 3,1 =)
H,0 9,8 ml
3.tbresoldat 12,5 ul
4. - 125 wul

Légtelenités vakuunban, majd dializilsd
hitvellyel lektbtt végu 100 x 10 x 6,5
mn plexi csdvekbe téltis,

- B csilvek ssabad végére, a gél f8lé az oxidécié wmegaka~

dalyozisira vizet rétegeztink. 30 perc mulva a gél ki-

alakul, a polimerizicid befejezddik.

~ &% elektroforégis tankba alul ~ felil ©,2 $-os nitrius

lauril-szulfictal kiegészitett 5x higitott puffatt‘&n~

tottink, megfelelt magassiigig, s 30 percet 5 mafesd dram-

erUsséggel [Shandon tapegység/ elifuttatist végeztink.

100 ul S5x higitott, 5 % ribonukleiz-mentes szahardézzal

kiegészitett pufferven feloldottuk az elizi fejezetben

leixrt nmSdon elkészitett Ossz nukleinsav preparitumoct,

megnértik az abszorbanciit 260 nw-ndl, és 1-2 0D kon-

strikeids mikropipettival a gélre rétegeztink.

hz elektroforézis tank elektrddiait isudét ugy Stittik

be, hogy a feliilre a negativ, alulra a pozitiv elektrdd

keriiljin. A preparitupckat 5 mifesl aramertsséggel 3,5
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Grat futtatuk.

-~ & colveket kiemeltilk és a dializald hively eltivolita-
sa utén a géleket desztillilt vighbe kifujtuk majd 2
Orét astattuk desztillilt vizben melyet £816ré&nként
cserélelink;

=~ CHROMOBCAN-~-készlilékben felvettik a relativ abszorban-—
cia segoszlist a gélben.

- A géleket rézcsibe helyestilk, rdgzitettilk és sszérazjég-
gel asegfagyasztottuls;

~ A félfagyott, mir nen rideg éllapotu gélt 1 nuw-es dara-
Lokra szeleteltik JOYCE gélszeletell késziiléikkel.

- A szeleteket 0,5 ml tédny hidrogénperoxid oldatban 12
Oxét hidrolizaltuk, &s mértik a r&dioaktivitédsat /0,2 ml
oldatb6l/.

2.7.4. A bromouracil vékonyréteyg kromatogrifids elvilasz-

tésa a DNS sdsavas hidrolizftumébol

i BUSR~6~H-3 jelOlés utlin a DS~t kétféle midon
izolaltuk:

lal] & 2.7.1. pontban leirt prepardlist ugy foly-
tattuk, hogy az lveg~filterre sziirt és a DNS-t valamint
egy kevés proteint tartaluazd frakeidt forrd 5 $-os tri-
kldrecetsavval extrahifiltuk, az extraktumot bepirxoltuk,
6 ¥ HCl-ben felvettikk és lezért ampulléban 100°C-on 3 6rat
bidrolizdleuk [79/.
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el A 2.7.2. pontiban leitt médon kapott Ysasz nuk-
leinsav prapar&tunbél eltivolitottuk az RNE~-t és fehérjét.
Az anyagot feloldottuk,0,5 wm HaCl, 0,01 w Tris, pd 8§ ,

&z 50 ug/ml Ri-&zzal kezeltilk [hlkezelt, Worthington, Co./
1 6xét 37°C-on. Az inkubdlds utén Na,EDTA-t O,CL i,

és S5D8-t [udtrium lauril-szulfit/ 0,5 &, adtunk az oldathoz
majd 6c°c~on proné&zzal /25 ugful/ keseltik.

1,5 6ra utin az oldatot kloroform-amilalkohol [25:1/ ke-
verékével fehérjementesitettik /10 perc rézds 25°C-on,
majd centrifugélis/. A DuS a feliluszbéban maradt, miyg a
kicsepddott fehérje az interfasisban helyeskedett el.

2 feldlusszébsl 0°C-om, absz. alkohollal kicsaptuk a
Dik8-t, Uvegbotra csavartuk, szfiritottuk, €és az el8zd pont-
ban leirtak alapjén hidrolizé&ltuk. A hidrolizitumot be-
plrldcsészében bepéroltuk, majd ©,1 ¥ HCl-ben feloldottuk?
kapillérissal M 300 celluldz, Kieselgél up.

254
szetételll 20x20 cam méretd 0,25 mm vastagsigu rétegre vit-

18:2] Baz~

tik fel /80/. K&t dimenzilban futtatuk /81/: I - n—-buta-
nol, metanol, viz, amadbnia, [60:20:20:1/; II -~ 1 M nét-
rius-hidrogénfossfat, 1,2 4 awnéniumszulf&t. i-propanol,
f132:74:1/.

A foltok lathatdvi tételére 45 ug/kromatogram bréwm-
uracilt, uracilt, timint, adenint, guanint, adtunk. Igy
UV-ban a villgos héttérben j61 azonosithatd foltokat kap~
tunk. A bézisoknak segfelell foltokat kikapartuk é€s a
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radicaktivitist meghatiroztuk.

lal] Vizea oldatbél,

Az aktivitést tartalmazd oldathél 0,20 ml-t 5 =l
dioxénos coldatiba, Packard kilvettikba tOltdttik, és scin~
tillécids s28mlaldval értékeltlk [Packard Tri-Carb ké-
sziilék/. A dioxénos scintillécids oldat Usaszetétele:

20 ml etilénglikol
100 ml s=etanol
4 g PPO J2,5~difeniloxazol/

0,2 g POPOP [1l,4-bisj2~[/5~fenil/~oxazol/benzgol/
60 g mnaftalin

1 lferre feltilteni dioxénnal.

Ib] Vizwmentes mint8kban,

Az aktivitist tartalmazé csapadékot vagy oldatot
Uvegrost~£filterre /Whatwman GF/C/ széritottuk infralds—
paval, A filtereket ktivettikba tettik és 5 ml toluclos
scintillicibs folyadékot mértink ri. Az aktivitast
Packard Tri-Carb scintilliacids szimlilddval hatéroztuk meq.

& toluclos scintillicids ocldat Usszetétele:

Sg ¥PPO
0,3 g POPOP

1000 ml toluolban.
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3. KISERLETI EREDMENYEK

3.1. S-bromodeowyuridin rezisztens sejtvonalak izolilisa

Laboratdiriuvmunkban elsChként sikerfilt BUJR rezisz-
tens sejtvonalakat izolélni ndvényi anyagb6l. & BUAR
rezisztens sejtvonalakat 30 mg/l /N. tabacum/ &5 3 mg/l
/8. silvestris) BUGR-nel kiegészitett RMNO téptalajon
izoléltuk. B szelekcidt haploid Nicotiana tabmoum €s N,
silvestris ndvények pricer kallusztenvészetekben végez-
tilk. Hagyssiou tenyészetet inditottunk 10 wl-es hepari-
nos Uvegekben [30 mg inokulum/, melyeket hirom hétig,
27°%C-on, sttétben inkub&ltunk. TObbsdgikben nem kaptunk
osztddist, Néhény tenyfszetben j81l osztdId fehlr szini
régiidt taliltunk a ner osztddd, pusztuld, barne szini
kalluszon [fl. dbra/. &z osztddd régidkat izolaltuk és
tovébbvittik BUIR-t tartalmazé tiptalajra, akol jS1 ad-
vekedtek,

& BUGR-BMIO téptalajra inokulélt szenzitiv kallusz-
tenyészetekbfl izolslt osztddd kolonidk nem mindegylke
mutatott stacil remisztenciit a tovibbl tesztelés sorin.
A haploid . silvestris kalluszndl 100 tenyészetbil 17
BUdE rezisztens kolonifit izoliltunk, de csak 4 hizonyult
stabil rezisztensnok. 100 tenyészetben /3 g kallusz/;
kbe 3 x las gejt/ 4 rezisztens vopalat izoldltunk, igv =
rezisztessek gyakorisfga 1,3 x 10™° volt a kiinduldsi
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sejtezinboz viszonyitva. A rezisztens sejitek gyakori-
s8git a hapleoid M. tabacus tenyészsetekbon hasonlinak
taléltuk,

Véglil is M. tabacum-bél a BR 3, BR 23, BR 37, BR 35
jelsésil; H.silvestris-bOl 51 4, 84 5, 81 7, 51 17
jelzési BUAR xeztmztens.aajtvwnalnt kaptuk, amalyeket
1972~6ta folyamatosan fenntartunk./2. a Os 2.0 &xdk/.

3.2. Sejtvonalak resisstencifja kilinbdzl mennyiségi
auxint és citokinint tartalmazé tiptalajon

e

Elfzetes eredményeink arra mutattak, Logy a BUAR
rezisztencia mértéke fiigg a téptalajban jelanldévi hor-
monok relativ mennyliségétfl, esért mind MO mind RMNO
téptalajon elvéqostﬁk.a resisztencia tesztelését.

Az eredaények sserint:

1/ & BUAR Oxzékenység a rezisztens &3 a szenzitiv
tenyéozseteknél is 1O0-szer nagyobb RMO tdptala-
jom mint RQiO-an [3, &bxal.

2] Az izolilishonz hasendlt 3 mgfl illetve 30 ng/l
BUdR koncentrécidnfl joval magasabbat is elvi-
selnek a rezisztens sejtvonalak BMNO tiptalajon.
l4. &bral
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4. &dbra: A BUdR rezisztens N. tabacum sejtvonalak rezisztencia
tesztje RMO /a/ és RMNO /b/ taptalajon.

ordindta: A tenyészetek sulya négy hét utdn a BUJR mentes téap-
talajon ndtt kallusz sulyanak szazalékéaban.

abscissza: BUdR koncentracidé /mg/l/ a téaptalajban.
Sejtvonalak jeldlése: BUAR szenzitiv /A /:; BR 3 /A/; BR 23 /0O/;
BR 39 / o./; BR 37 | e /.
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3.3. NOvények regenerfiltatisa a BUAR rezisztens sejt-

vonalakhaol

“iutén a ndivekedési tesztekben megyySstdtink arrél,
hogy a sejtvonalek rezisztenciija stabil as Ctidik in-
okulélas utan [k, 4 hbnap/, ndvényeket rogeneriltattunk,
Ez€rt a rezisztens hkulturikat RMC téptalajra oltottuk.
4-5 hit utén a tenyészetelkben hajtisck fejlldtek. A haj~
thasokat levigtuk és "2" tiptalajon meggyikerestettik.

5 vonalakat azdta ndvény formijéban steril kiriilméayek
kizdtt tartjuk fent, vagy szikség esetén kiGltetilik as
iveghizha.

Csak a Bl 23 sejtvonal organiz&lédott j6l. A tibbi
sejtvonalbil csak néhény dletképes ndvényt sikexrilt izo~

16lnd [I. Tavlésat/.

I. T8blézat

Novények regeneriltatisa a BUJR rezisztens sejtvonalakbol

A s e ¥

Sejtvonal Izoldlt nivé- fletképes nlivé- EbbS1
jJelzése nyek ssisa nyek ssé&na rezisstens
BR 23 20 19 v 14
BR 3 16 & e 1
BERE 37 40 7 i »

BR 39 4o L s L : i

NS | e T S S RN M




Hinden Lajtést egyedileg keseltimk., & ndvények el-
neverdsiben as elsC szis & sejtvonalat jelenti, amely-

L3l regeneriltattuk, a misodik az izolitum egyedl ssi~
ma. #l. a Bi 3/3 a 88 3 sejtvonalbdl regeneriltatott
3. szamu hajtas.

4 BR 23 sejtvonalbiol regeneriltatott ndvinyek Gt-
lages magasséga a felét sem éri el az ercdetinek. Leve~
leik visszésan tojdsdacok, kifejezetten ssbrdwek, mir-
vlnyozottak, Virigalk ktzgite rendssertelenil aberria-
suok jelennek meg, piros-fehfir csikomott, egy vagy tiub
porzdhil sziramlevél alakul ki, a porsdh ridvideibek mint
a bibe. /As eredeti nivényeknél a levél lindsss alaku,
gyengén sziris, egyszini; a virig egysasini rémeﬂn,

a porzdk azonos wagassiguak a bibével; 5. &bral/. A viré-
goknél nagyfoku sterilitést tapasztaltunk. & advinyek
tripicidiok.

A BR 3/3 és a BR 37/21 nivény morfoligidja tors
15. &braj. Csak a BR 3/3 nlvény virygsott advényhézban,
de magot nen sikexidlt kapnl. vn:lm:ﬂf.ﬁt niwény triploid,

] 6. ébraf.

2 regenerfiltatott ndvények resissztencifijft szlvet-
tenybsgetien allenfriztik. A sdvinyekbfl primer kallusz-
tenyésseteket inditottionk RO tiptalajon, majd a néygy
hwtes ieny&&tetaket haszniltuk fel a BUAR rezisztencia
tesztekben, h tesztek ereduinyét as Y. téblisatian tia-
tetten fel, Lithatd, hogy nem minden nivéay fa belCle in-
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ditott kallusz/volt rezisztens. A BUCR rezisstous niivé~
nyek & sejtvonalakboz hasonld mértékben toleriltik a

BUdR-t 7, Bural.
N _ FY
3.4. & BUJR reziestencla Urikléswenctének vizsgilata

hAz Uveghizban virdged B2 23/1 &3 & BR 23/5 ndvéanye-
ket kersszteztink az eredeti szensitiv ndvinyekkel aznnak
nmﬁm, hogy a BUdR rezisstencia Briklidik-e, és
ha Ortklidik, ekker silyen Oriklidéomenstet Dutat.

2 kapott aagokat steril kiriiluénvek kisitt csiris-
tattul, pajd a eeiranivényekbf®l priscer kallusastenyiszse~
teket inditotitunk. A 4-5 hetes tenyéuseteket fib. 2 g/
hassniltuk fel a BUdE rezisztencia-tesstekre. &4 teszt
ereduinyét e IX. tiblisatban adon meg.

& csiranbvény eredeti kalluszh:dél a BUGE rezissten—
cia tesstekben a hlvethesl fenotipusokat taliltuk.
1é Szensitiv; new kipes ndnl 30 wg/l B8UdAR tartalsu
RNG thptalajon.
Eiigepesun regisstens; Az elsi tesstien 30 mygfl
BUAR wmellett 61 a0 J70-90 B friss suly a BUAR
mentes RMEO-hog képest/, asonban BUJR tiptalaj-
rHl lm&’t BUGR téptalajra inckulilva rosszal nd,
115-2% & friss saly/.
3. Bezisztens; a mésodik, harmadik egymist kivetd
tesztbon is 3061 ol BUGE tiptalajrdl BUGR tipta-
lajras inchkulélva.,

ine
.
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7. dbra: BUdAR rezisztens ndvényekbdl regeneraltatott
ndvények rezisztencidjanak ellendrzése kal-
lusztenyészetben, BUAR-RMNO taptalajon.

ordinata:A tenyészetek sulya négy hét utédn a BUdR men-
tes taptalajon ndtt tenyészetek sulyanak sza-
zalékéaban.

abscissa:BUdR koncentréacidé / mg/l / a taptalajban.
jeldlések: BR 23/1 /A /; BR 37/1 /@/: BR 3/3 | o /;
BUAR szenzitiv kontroll /A /.



- f1 -~

A fenti 3 fenotipus a ssenzitiv, heterozigota, €s howmo-
zigbta genotipusra utal,.

IX. Té:lézat

BUGk rezisstencia OrUklidésinek vizsgllata a BR 23 sejt-

vonaluol regeneriltatott mdvényeknél.

Vizsghlt Erlsen Kizepesen Szen-
_egyedszin rezisztens rezisztens zitiv

BS 151 20 ¢ © 20
BR 23/ [U} ic 7 3 -
Bit 23/%L 6] ic 3 b} 1
BR 23/% 2= B o 10 O 7 3
BS @ x 23/5 ¢ 20 © & isd
85 g x 23J1 o 20 o 5 15

Bivekedés a BUAR mentes tiptalajon
nGtt kallusz sulyfnsk szésalékiban

ot v

Elst teszt BUER

téptalajon 5 ~ §5 50 - 95 5 -~ 20
Mascdik teszt BUSR - - "
téptalajon 60 ~ SU i2 - 26 o

33 M. tabagun JBUAR szenzitiv/;
1G]: Onbeporsis.
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3.5. A BUGR és a timidin felvétele, beépillése szenzi-

tiv és rezisztens sejtvonalakba

3.5.1. BUAR-6~H~-3 és timidin-6~-H~3 felvétel &s beépi~

lés vizsgilata STS médszerrel

Kigérleteinkben felvételnek a jelzett timidinnel
és BUdR-el inkubilt teny@szetek homogenizdtuminak hi-
deg perklorsav oldhatd frakecidjéban mért aktivitéast
tekintettik, mig beéplilésnek a hideg perkldérsavban nem
0l1ldédsé, 0.3 M KOH-ban 0ldddd, onnan pH 2-nél alkohollal
kicsaphatd frakeid aktivitdsat [lasd., 2.7.1./

Az aktivitds wérése alapjén a BUAR rezisztens sejt-
vonalak mindegyike felvette és beépitette a DNS-~be mind
a BUdR~t, mind a timidint, a szenzitiv sejtvonalhoz ha-

sonld mértékben [IXII. tdblé&zat/.

Annak elddntésére, hoyy a sejtek ellnyben részesi-
tik-e a timidint a BUdR-al szemben, a BUdR-6-H~3 mellett
hideg timidint vagy BUdR-t adtunk &z inkub&cids mé@iun»
hoz.

Azt az eredményt kaptuk, hogy azonos spec. aktivi-
tés és aktivitis, valamint molérisan azonos mennyiségii
hideg timidint és BUdR~t hasznilva mind a BUJR, mind pe-
dig a timidin kizel azonos mértékben csikkentette a
BUAR~6~H~-3 felvételét és beépiillését. [IV. tdbliazat/
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IXI. Tablagzat

A BUGR~-6~H-3 felvétele és beépiilése a szenzitiv BR 3,

BR 23, BR 39 tegyészetok DNS frakcidjéba [epm x 10.21

Inkubéicibs 140

sh 24®  48®

BS felvétel 1691 1427 1635
beéplilés 7 12 29

BR 3 felvétel 438 1705 .-
beéplilés 9 11 -

5R23 felvétel 2613 2098 1691
beépiilés 3 g 62

BR39 felvétel 2244 1722 3725

beépiilés 3 37 56

A kisérlethez 5 uCi/ml 3~H Timidint /2,2 CijmpM/ és
5 uCi/ml 3~H BU4R-t 12,2 Cijm¥]| hasznidltunk.

3.5.2, A BUdR-6~H-3 és a timidin-6-H~-3 beéplilés vizsgi-
lata poliakrilamid gél elektroforézissel.

A kisérleteket BUAR mentes téptalajon elinevelt,
10-14 napos BUAR rezisztens és szenzitiv tenyéssetekbdl
inditottuk. Hogy a BUdAR &s a timidin beéplilést Hsszehason-
lithassuk egy-egy sejtvonalndl, a kb. 2 g sulyu tenyésze-
teket megfeleztiik, egyik felét timidin-6~H-3-al, a mési~
kat BUdR-6-H-3-al inkubdltuk. 48 ora inkubdlias utén fe-
hérjementes Ussz nukleinsav preparétumot készitettiink
12.7.2.] amelyet poliakrilamid gél elektroforézissel szét-

valasztottunk komponenseire [2.7.3./



A Timidin-6-H-3 &s a BUdR-6-H-3 felvétele &s beéplilése a BR 37 sejtvonal Dls-frakcidjéba,

valamint a Timidin €s BUdR kompeticifjdnak vizsgdlata STS nédn:arrq;ﬁjlo—z epm/100 mg

£xiss suly/

L BUAR-6-H~3 BUAR~6-H~3 B
Inkubicios  BUAR-G-B-3 50 uM BUGR 4 50 uM eimgata Timidin-6-H-3
148 felvétel beéplilés felvétel beéplilés felvétel beéplilés felvétel beédpiilés
5" 1366 7 528 3 326 2 447 4
24" 2176 139 640 12 $20 10 1620 101
as® 1232 133 1065 10 824 10 2027 124

A kisérlethez 5 uCi/ul BUAR-6~H~3 [2.5 Ci/my) és

5 uCi/ml Timidin-6-H~3 /2.5 Ci/mM/ haszndltunk,

-".-
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A nukleinsav frakcidkat a g€l hosszé@ban felvett abszorp-
cids gbrbe [260 nm~né€l/ alapjén azonositottuk. A futta-
tési idot ugy véalasztottuk meg, hogy csak a DNS, 25 §
rRNS, 18 S rRNS maradt a gélben, a kisebb molekulasulyua
frakecid kifutott. Az RMNO téptalajon nevelt kallusz o~
lyan kevés 23 & rRiS~-t és 16 S rRNS-t tartalmaz [kevés
kloroplasztisz van jelen; fehér szinii/, hogy nem ad csu-
csot [8. &bra/. Az egyes frakcidkba épiilt aktivitast a
gél teljes felszeletelése utdin a szeletekben egyenként
mért aktivitis alapjén hatéroztuk meg. A kiértékelésnél
a DNS UV abszorpcids gbrbéje alé esi terliletet kiszimi-
tottuk, amely egyenesen arinyos a DNE mennyiségével

0e2 = 0.8 A kizbtt. A DNS~t tartalmazd gélszakasz sze-
leteiben mért aktivitas Osszegét teriiletegységre vonat-
koztatva adtuk meg, amely igy egységnyi DNS mennyiségre\

vonatkozik. [V. Tébléazat/

A tricidlt BUdR-el vagy timidinnel tortént jeldlés
utén szimottevlS aktivitést csak a DNS csucsban taldltunk
/8. és 9. abrik/. & jeldlodés mértéke kiildnbizdtt az
egyes sejtvonalak esetében, azonban mindegyik azonosnak
tekinthetl aktivitdst épitett be BUAR-6-H-3 és timidin-
-6~H~3~b6l |V, té&blézat/.

A sejtvonalakbél izol&lt advények, valamin; a BR 23/1
névény Onmegternékenyitésibil szirmazd Fy nbvény tenyé-

szetel is hasonlban viselkedtek /8. dbra és V. téblézat/.
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8. &bra: Aktivitds megoszlédsa timidin-6-H-3 /A, C/
BUdR-6-H-3 /B, D/ jeltlés utén a BUAR
szenzitiv /A, B/ és a BR 23 rezisztens /C,D/
kalluszbdl izolalt nukleinsav frakcidkban.

A folyamatos vonal az abszorbancia /260 nm/, a szag-

gatott az aktivitéas eloszléasat mutatja a gélben elektro-
forézis utan.
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Az aktivitds megoszlasa BUAR-6-H-3 jeldlés

uté&n a BR 23/1.x BR 23/1 /Fj/ és BR 37/21
ndvények kallusztenyészetébdl izolalt nuk-

leinsav frakcidkban.

A folyamatos vonal az abszorbancia /260 nm/, a szag-
gatott vonal az aktivitds megoszlasat mutatja a gél-
ben az elektroforézis utén.

V. Té&bléazat

A Timidin-6-H-3 &és BUdAR-6-H-3 beéplilés &sszehasonlitésa

a DNS g8rbe alatti terlilet egységére vonatkoztatva

cpm

2

cm ’
Sejtvonal
Timidin=6<H=3 BUdR~6~H~3

BS 1905 1530
BR 3 509 609
BR 23 1150 1107
BR 37 1302 2972
BR 39 686 540
BR 37/21 = 1230

BR 23/ 1 /O/

1774
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3.5.3. A BUAR jelenlétének igazolésa a DilS~-ben bigis—-

analizissel,

Megvizsgdaltuk, hogy a DNS~ben kimutathatdé-e az in-
takt jeldlt BUdR, vagy csak a BUAR dtalakulisa utén a
jeldlés &plilt be. Ezért RNS mentes DNS preparitumot ké-
szitettiink, 6 N HCl~ban lehidrolizéltuk bézisokig.

A hidroliz&tumot két dimenzidban vékonyrétegen megfuttat-
tuk és analizéltak.

A BUAR~6~H-3 bLeépliléséhez éaak 1l g szbvetet hasz-
néltunk, amelyben nincs olyan mennyiségii DNS ami lehid-
rolizélva lathatd bézis-foltokat adna. Az azonositis
megklnnyitésére hordozdkat, nukleinsav bizisokat futtat-
tunk az aktiv hidrolizdétummal egylitt /az egyes nuklein-
sav bdzisok foltjainak pozicidjit egy kifejlesztett kro-
matogrammon - a l0. abréin - wutatom be/.

Az UV-ban azonositott foltokat kikapartuk, &s neg-
mértik az adenin, guanin, citozin, timin, bromouracil és
uracil foltok aktivitasit. Csak a bromouracil é&s az ura-
cil foltban taldltunk jelentfs aktivitist. Az adatokat

részletesen a VI. tébladzatban adom meq.




TO
AO BUO Ou

I dimenzio

GO

L

II dimenzid

10. &bra: Nukleinsav bazisok elvalasztasa vékonyrét

kromatografidval [lasd. 2.7.4./

A=Adenin; G=guanin; C=citozin; T=timin; BU=broémurac

U=uracil.

VI. TABLAZAT

A 3H BUAR beépiilés utdn az aktivitds megoszlésa a DNS

e

1

Lo}

sb6savas hidrolizatuménak 2 dimenzidés vékonyréteg kromatog-

ramjaban.

A foltokban talalt cpm

Sejtvonal

A G C T BU U
BS - 9 16 49 254 210
BR3 6 6 36 59 262 166
BR23 14 17 56 276 860 570
BR37 2 3 85 98 397 322

BR39 4 = 42 78 249 220
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4., EREDMENYEK MEGVITATASA

4.1. 5-bromodeoxyuridin rezisztens sejtvonalak izoliléasa

A BUAR rezisztens sejtvonalakat a lehetd legegybn-
tetlibb differenciélatlan sejtpopulicidbdl szelektidltuk.
Ilyen tipusu tenyészeteket RMNO taptalajon lehet elfalli-
tani, ezért itt végeztiik a mutdnsck izoldliasit.

A BUAR mutagén hatasara vonatkozdan nincs adatunk,
mivel a szelekeid és a mutagenezis ebben a rendszerben

nem valaszthatd el.

4.2. A sejtvonalak rezisztencidja kiilonbdz8 mennyiségil

auxint és citokinint tartalmazd téaptalajon

A BR~3, BR-23, BR-37, BR-39 jelzési N. tabacum ere-
detll rezisztens sejtvonalak kizbtt nem taldltunk kiiltnb-
séget a BUAR tartalmu tiptalajon mutatott ndvekedésben.
Az RMNO és RMO téptalajon tolerdlt BUAR koncentrécidk
lényegesen kiilonbdztek. A jelenség magyarizatat nem is-
merjik.

4.3. NOovények regenerdltatisa a BUAR rezisztens sejtvo-

nalakbdl

A rezisztens sejtvonalakbdl a lehetd legrividebb
idOn belil ndvényeket regeneraltattunk. Ismert ugyanis,
hogy a kallusz vagy szuszpenzid kulturék ploidi&ja gyor-
san valtozik [89/; euploidia, aneuploidia, citoldgiai
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aberrficidk alakulnak ki és ez a regenericids képesség
gyors csOkkenéséhez veszet.

A viszonylag koral ndvény regeneraltatis ellenére
/4 hénap utén/ csak a BR 23 sejtvonal organizfcidés ké~
pessége volt megfeleld. Az eredetileg haploid sejtek
poliploidizilodtak. A sejtvgnalakbél elﬁéllitott nové-~
nyek triploidok /3n = 72/ voltak. A triploidia kivetkez-
ménye a nagyfoku strilitids és a morfolégiai eltérések.

A sejtvonalakat ndvény formiban tartjuk fenn, igy
a regenerécid Sta ujabb viltozéasokat ném tapasztaltuank.
A szenzitiv nbvények jelenléte a BR 23 sejtvonalbdl re-
generaltatott névények kozdtt arra mutat, hogy a BR 23

kallusz kiunéris volt.

4.4. A BUJR rezisztencia Ordklésmenetének vizsgilata

A keresztezések, de kilOndsen az Onmegporzas kivi-
telezését megnehezitette a triploidia, illetve az ebbll
adédd nagyfoku sterilités, A kapott viszonylag kis sza-
mu utéd analizisébll az aldbbiakra kovetkeztettiink:

l. A BR 23 sejtvonalbil regeneriltatott ndvények in-
megterndékenyitésébll szérmazd utddok rezisztens
fenotipusuak, igy a BUAR rezisztencia Ordklidik.

2. A rezisztens és szenzitiv névények mindkét irdnyu
keresztezésébBl kaptunk rezisztenseket, igy a re-
zisztencidért egy mendeli faktor felells.

3. A resisstens &s ssenzitiv ntvények keresztezé-

s8éb8l szirmazd utddok atmeneti erfisségii rezisz-
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tenciét mutattak, ezért a rezisztencia hetero-
zigbtiéban ko—~dominans,

4, A rezisztens és szenzitiv nivények keresztezé-
s8ébfl kaptunk szenzitiv ndvényeket, az 6nme§tcr—
mékenyitésbdl pedig kiizepesen rezisztens, sit
szenzitiv ndvényt, ezért a BR 23/1 és a BR 23/5
ndvény heterozigota vagy/és mozaikos a BUdR re-
zisztenciira.

A BR 23 BUAR rezisztens sejtvonalbol izolidlt nivények jel-
legzetes morfoldgidja is Oxikldtt [mirvanyoszott, szl-

r8s levél/, azomban fliggetleniil a BUAR rezisztenciitél.
Minden rezisztens utdéd ilyen morfoldgifiju, azonban nem
minden marvinyvozott &s sziris levelil utdd rezisztens.

Az SmmegtermékenyitésbUl szédrmazé utddok aneuploidok,
kromoszéna szémuk 56 é€s 92 kdzdtt viltoszik.

A tovéabbiakban Onmegtermékenyitéssel probalunk elo-
adllitani homozigota, rezissztens, diploid [2n = 48] nd-
vényt, amellyel a teljes genetikai analizist el tudjuk
végezni.

4.5. A BUAR felvétele és beéplilése a szenzitiv és a re-

zisztens seijtvonalakba

A BUGR rezisztencia mechanizmusiat vizsgilva legfon-
tosaklb annak elddntése, hogy a LUAR beéplileg a sejtek

Diis~-ébe vagy sem. Ezen adat ismeretében eldbnthetjiik,
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hogy azért rezisztens a sejt mert a BUIR nem jut el a
hatdhelyére a DNS-be, vagy egy mechanizmus a beépiilt
BUAR toxikus hatfsét kompenzilni képes [lésd. 1.3.4./
A vizsgdlatokat tibb moédszerrel is elvégesztilk, hogy ki-
keriiljik az egyes mdédszerekbll adbdd bizonytalansigokat.

4.5.1. BUdR~6-H~3 és timidin-6-l-3 felvétel &s beéplilés

vizsgélata 875 mbddszerrrel.

Az 3Ts médszerrel kapott eredmények arra utalnak,
hogy a rezisztens &és szenzitiv sejtvonalak azonos mnér-
tékben veszik fel &s épitik be a DNS~be mind a timidinbil
mind a BUAR~bT1l eredf jeldlést [JIIXI. téblézat/. YNem ta-
léltunk preferenciflis timidin beéplilést ha egyidejiileg
timidin és BUAR is volt az inkubdcids téptalajban [IV.
tébléazat/.

Az ST8 mdédszer j61 hasznilhatd nagy mintaszim esetén
gyors frakcionélésra. A savoldnatd kismolekulak, RHS,
Lilg, protein jél elvalaszthatdk és meghatérozhatdk.

Az STS médszer hatranya: a DNS-ként kezelt frak-
cid fehérjével erfsen szennyezett, Miarpedig az eukario-
ta sejtek nagymértékben lebontjék mind a timidint wmind
a BUdR-t. Az egyik bomlistermék aminosav prekurzor [bé-
ta~aminobutilsav/, tartalmazza a pirimidin gylri "6"
szénatonjét is /B2, 83, 84, 85/.

Mivel mi 6-H-3 vegyilileteket haszndltunk, jelentss

aktivit@s éplilt be a fehérje frakcidba. Igy a DNS pre-
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pariatumban maradt fehérje szennyezés meghamisithatta
az eredményeket.

Mivel az STS mbédszernél nagy mintaszéumal és kis
mintamérettel dolgoztunk, a preparidlashoz [hogy a DHS
kicsapédjon/ 100 ug/ml hideg hordozd DNS—-t kellett ad-
nunk. A mintaban 1évS DNS mennyiséget igy nem hasznil-
hattuk Osszehasonlitési alapul, csak a prepar&lashoz
hasznélt kallusz friss suly&t. A kallusztenyészetek
heterogenitdsa miatt ez megbizhatatlanabb.

Hogy a mbédszerbdl adddd hibédkat kikiisztbdljik, a

beéplilést tisztitott fehérjementes DNS~el is megvizsgéltuk.

4.5.2. A BUAR-6-H~3 &s a timidin-6-~H-3 beéplilés vizsgilata
poliakrilamid g€l elektroforézissel.

A poliakrilamid gél elektroforézis kisérletekben
kiklszObbltik az el6z0 mbédszer hidnyosségait. A gélre
fehérjementes nukleinsav preparitumot vittiink fel és az
egyes nukleinsav frakcidkat a 260 nm-nél mutatott abszor-
bancia alapjén azonositottuk. Tehé&t mind a fehérjék szeny~
nyezé€sb0l adddd, mint a nem DNS mennyiség alapjin tdrténd
Usszehasonlités hib&jét kikisz&bilhettiik.

A mbdszerrel sikeriilt megallapitani, hogy aktivités a
BUAR~-6-H-3-bOl és a timidin-6~H-3~bGél csak a DNS—-be épiilt
be. JelentSs aktivitist a BUAR és a timidin gyors metaboli-
zécidéja ellenére sem taléltunk az RNS frakcidkban. A jeld-

lés nmértéke sejtvonalanként eltérl. Elvileg ez az eltérd
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nagységu endogén pool vagy a kiilldnbdzl ndvekedési se-
besség kivetkezménye lehet. Tapasztalataink szerint az
utSbbirdl van szd6.
4.5.3. A BUAR jelenlétének igazolisa a DiNS~ben bézisana-
lizissel.
Az eddigiek alapjén az egyértelwmii, hogy BUAR-6-H-3-
bél a jeldlés beépill a rezisztens sejtvonalak DHNS-&be
a szenzitivhez hasonldan. HNem egyértelmii azonban, hogy
a DNS-ben mért aktivitds intakt BUAR molekul&ktdl szér-
mazik. A BUAR kdnnyen metaboliz&ldédik, dehalogénezfdik
a sejtben vagy mér kivill az izotdp-prepardtumban. Deoxy-
uridinné alakul /UdR/ , /87,88/, amely szubsztritja a timi~
din kindz enzimmek, igy deoxyuridinmonofoszfat /dUMP/ ke-
letkezik. A dUHP-LOl a timidilat szintetéz timidinmono-
foszfatot [TMP/ készit. A DNS-ben taldlt aktivitas igy
eredhet a BUAR dtalakulésébdl szarmazd tinidin beépililésé-
bol is, mig a jelenlévl BUAR be sem épiil.

Amnint az a VI. tadblazat adataibdl kideril, a brom-
uracil és az uracil folt tartalmazta az aktivitéis dontd
részét., Az uracil folt aktivitis&t hozzészamitjuk a broém-
uracil folt aktivitéséhoz, mert az eljérds soram abbdl
keletkezik dehalogénezbdéssel [56/. A timin foltban ta-
lélt aktivités alig magasabb mint a héattér.

Az adatok alapjén egyértelmii, hogy a rezisztens sejt-
vonalak a szenzitiv kalluszhoz hasonlban BUAR-t épitenek

be a DNS"'beo
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Az eredményeket alitimasztjdk a fluordoxyuridin-
nel kapott eredmények [az endogén timidin szintézisét
gétldé, de a DNS-be nem be éplilé analdg/.

A BUdAR szenzitiv sejtek elpusztulnak 10~5 M FUdR
jelenlétében, mert éheznek timidinre. Az FUAR hatésa
felfiiggeszthetd a téptalajba adott timidinnel. Ha a
taptalajba timidin helyett BUdR~t adtunk a szenzitiv
sejtek természetesen elpusztultak. A BUAR rezisztens
sejtvonalak ugyan ugy érzékenyek az FUdR-ra, azonban
a gatléas nem csak timidinnel hanem BUdR-rel is felfiig-
geszthetd, ami jelentds BUAR beépiilésre mutat..

A tbbbi BUJR rezisztens ndvényi sejtvonalrdl kevés
adat all rendelkezésre, igy komoly Osszehasonlitésra
nemigen van mbdd.

Ohyama szdja sejtszuszpenzidbdl izolélt BUAR rezisz-
tens sejtvonala a szenzitiv sejtekhez képest kevesebb
BUdR~-t épit be a DNS-be. A rezisztencia magyaréazata az,
hogy a rezisztens sejtek tébb timidint /TMP-t/ termelnek,
nagyoblb az endogén pool, igy az analdg kisebb valészinii-
séggel épiil a DNS-be [/%0/.

Lescure BUJR rezisztens sejtvonalairSl nem ismeriink
adatokat /31/. Bright é&s Hoxrthcote juhar sejtszuszpenzi-
6b61 izeolélt BUAR rezisztens sejtvonaldban timidinkinéz
aktivitast taldlt, ami a BUAR beépiilés lehetOségére u-

tal. A DNS~-be éplilésrfl azonban nem kdz&ltek adatot [32/.
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5. UBSZEFOGLALAS

ElsCként izoliltunk ndvényi anyagbdl/haploid N,
tabacum és N. silvestris kallusztenyészete/ BUAR

rezisztens sejtvonalakat.,
A sejtvonalakbdl ndvényeket regenerédltattunk.

A rezisztens és szenzitiv sejtek keresztezésével meg-
&llapitottuk, hogy a BUAGR rezisztenciiért egy szemi-
dominéns mendeli mutdcid felells.

4 BUAR rezisztens mutéansok felveszik és a DNS-be
épitik a BU4R-t. A szenzitiv sejtek a BUAR beépiﬁés
k&vetkeztében elpusztulnak.

Nem ismert a mechanizmnus aajly a rezisztens sejtek

tulélését a BUAR beépililés ellenére Liztositja.
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