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(54)  Spdsob ziskavania mucidin—rezistentnjch:mutantov nového typu

1

Predmetom vynédlezu s mutanty kvasiniek rezistentné k antibiotiku mucidinu, u kto-

rjch mutdcia v mitochondridlnom gendme sa nachddza mimo genetickych lokusov MUCL a MUC2,
a spdsob ich ziskavania. ' ’

Mucidin je protihubové entibiotikum ziskané podla &s. patentov 8.136 492 a &.136 495.
Toto antibiotikum inhibuje i rast kvasiniek. Dosial izolované kmene kvasiniek rezistentné
k inhibiZnému G¥inku mucidinu nesd mutdcie v jadrovom gehome alebo v jednom z dvoch re-
kombinadne separovatelnjch lokusov MUCl a MUC2 mitochondridlneho genomu.

Spdsob ziskavania kmenov kvasiniek rezistentnfch k mucidinu sa prevddza podla vyné-
lezu v podstate tak, %e distd kultlra kvasiniek citlivych k mucidinu sa kultivuje v ne-
pritomnosti alebo v pritomnosti mutagénneho faktora napriklad MnCl,, na S0 sa sponténne
alebo indukovane vzniknuté mutanty rezistentné k mucidinu selektujd rastom v tekutgch ale-
bo na povrchu pevaych médif, obsahujlcich mucidin a nefermentabilné zdroje uhlika a ener-
gie.

U ziskénych mitochondridlnych mutantov kvasiniek rezistentnych k mucidinu, ktorgch
jeterminanty rezistencie podliehaji mitotickéj gegregdcii, sa mutdcia v novom lokuse mito~
shondridlneho gendmu indentifikuje postupom vykondvanym v podstate tak, %e sa zmielajd
12ploidné bunky opadného pohlavia testovanych mucidin-rezistentnych mutantov a referend-
1fch mucidin-rezistentnych mutantov nesfcich mutdciu bud v lokuse MUC1 alebo MUC2, za
agtovych alebo nerastovich podmienok, na o sa vanikauté diploidné potomatvo oddeli pro-
iotrofnou selekciou a frekvencia mucidin-senzitivnych buniek sa stanovi kvantitativnou
nalyzou diploidov na nefermentabilnjch médiadch obsahujdcich a neobsahujicich mucidin.
akto izolované mucidin-rezistentné mutanty, ktoré po vyiZie uvedenjch kri¥eniach tvoria
" diploidnom potomstve mucidin~senzitivne-bunky & obidvomi refereninymi mucidin-rezistent-
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nymi mutantami predstavujd novd skupinu /skupiny/ mutantov rez1etentnych k mucidinu, u
ktoryeh mutécia v mitochondridlnom genome sa hachddza mimo oblast lokusov MUCl a MUC2.

Takymto spdsobom boli pripravené a izolované mucidin-rezistentné kmehe kvasinky Sa-
charomyces cerevisias nestice oznadenie K50 a K1l deponované v Csl. zbierke kvasiniek
/809 33 Bratislava, Dibravskd cesta, Chemicky Ustav SAV/ pod clslami CCY 22-15-8 a. CCY
22-15-9, predstavujice mucidin-rezistentné mubanty nového genotypu, nesuce mutdcie v. 16~
kuse MUC3.

Bunky mucidin-citlivého materského kmena kvasiniek Saccharomyces cerevisiae SSRS-BC
/CCY 22-15-10/ nerastd na pevnych glycerolovych médidch v pritomnosti uf 0,2 /ug muci-
dinu/ml média. Za tych. istych podmienck bunky mutantov K50 a K1l /a’ ural Muc3/ tolerovali
koncentrécie mucidinu O 5/ug/ml Oba- mutanty ed ¥pecificky rezistentné k mucidinu ako na -
drovni celych buniek tak aj na Grovni izolovangch mitochondrii. NakoIko morfologlcké fy=-
ziologické a biochemické vlastnosti mutantnych kmenov rezlstentnych k mucidinu sd dost
podobné vlastnostiam materského mucidin-citlivého kmena, 2z ktorého st odvodené /55R5-3C/
uvddzame len ich najvyznadnejsie vlastnosti a tie si:

1. schopnost rastu nefermentabilnych substrdtoch sliZiacich ako zdroj uhlika a egergie

2. schopnost tolerovat niekolkondsobne vys8ie koncentrdcie mucidinu pri'raate na tychto
substrétoch v porovnani & materskym kmenom, z ktordho sd odvodené.

Prakticky moZno vynédlez previdzat podla nasledovného prlkladu bez toho, Ze by sa na
tento len vyluéne obmedzoval. UVedeny priklad sa tyke ziskavania mucidin-rezistentnych
mutantov po mutagenéze s MhCl a indentifikdcie mutantov patriacich k- novému mitochondridl~
nemu genetickému lokusu MUCB.

Priklad 1

Bunky mucidin-citllveho kmena kvasiniek Saccharomyces cerevisiae 55R5-3C /a ural/
réstli aerobne 24 hod pri 30 % v tekutom glukozovom médiu zloZenia: 2 %. glukoza, 1 % pep~-
ton, 1 % kvasnidny extrakt, 0,005 % uracil. Vyrastené bunky sa potom 1nokulova11 na kone
centrdeiu 2 x 107 buniek/ml do Serstvého média zloZenia: 2 % glukdza, 1 % pepton, 1%

- kvasnidny extrakt, 0,005 % uracil a 7 mM MnClz. Po 20 hod rastu pri 30 % sa suspenzia kva-

siniek premyla, zriedila a v mnoZstve 10° buniek/Petriho misku vysiala na pevné glycero-
lové médium s mucidinom zloZenia:.2 % agar, 2 % glycerol, 1 % pepton, 1 % kvasnidny ex-
trakt, 0,005 % uracil, 0,5 ,ug/ml mucidinu..Po 10 dnoch rastu vyrastend koldnie na Petri-
ho miskéch predstavujd bunky mucidin-rezistentnych mutantov, ktorjch maximéina rezisten~
cia k mucidinu po vy3isteni kultiry klonovanim sa stanovi na pevagfch glycerolovyjch mé-
dideh vysiie popisandho zlo¥enia obsshujicich rézne koncentrdcie mucidinu v rozmedzi 0,5
a¥ 10,0/ug/m1.

Po overeni m;tochpndriélnej povahy mutdcif ziskanych mucidin-rézistentnjch mutantov
kvasiniek mitotickou segregdciou sa indentifikdcia mutantov patriacich k lokusu /-om/
odliﬁnému 0d lokusov MUCLl a MUC2 stanovi alelickjym testom. Bunky analyzovanychk mucidin-
rezistentnfch mutantov napriklad K50 resp. Kll ako aj bunky Ztandardnfch mucidin-rezistent-
njdh kmenov kvasiniek Saccharomyces cerevisiae ale opadného pohlavia 3D a 101-4B /PV 5531~
75/ réstli 24 hod pri 30°C v tekutom glukdzovom médiu obsahujtcom 2 % glukdzu, 1 % pepton,
1 % kvasnidny extrakt, 0,005 % adenin a 0,005 % uracil. Potom sa 1 ml vyrastenych buniek
z odpovedajlcich kmefov K50 a 3D resp. K50 a 101-4B /podobne K1l a 3D ako aj K 11 a 101~
4B/ pridd k 3 ml Zerstvych tekutych glukozovych médif, premiefe sa po 24 hod kultivécie
sa vyseje na Petriho misky obsahujice minimdlne glukdzové médium zlofenia: 3 % agar, 2 %
glukoza, 0,001 % inozitel, 0,000l % tiamin, 0,000l % pyridoxin, 0,000l % kyselina nikoti-

‘nové, 0,000l % kyselina para-aminobenzoové, 0,000l % pantoténan vépenat§, 0,00001 % biotin

a 0,00002 % riboflavin, 0,1 % KH;PO,, 0,05 % Mgso, x 7 Hn0, 0,05 % KCl, 0,12 % /NH 4/ 5501
0,2 % NaNO3, 0,001 % Fe&04 x 7 H 0. Po troch dnoch vyrastene bunky na Petriho miskéch sa
znyji & vyseji v mnoZstve 40 aZ 90 buniek/ Petriho misku na minimdlne glukozove médium
toho istého zloZenia. Po troch dnoch vyrastene koldnie buniek na Petriho miskéch sa repli-
kujd na pevné glycerolové médid neobsahujice mucidin a silasne aj na médid obsahﬁjﬁce mu=
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cidin v-koncgntrécii O,S/ug/ml média obsahujﬁceho glycerol /2 %/ ako zdroj uhlika g ener-
gie, Po troch a 6 dnoch koldnie buniek nevyrastené na mucidin-obsahujiicich glycerolovyeh -
médiadch ale silasne dobre rastice na glycerolovych médidch heobsahujicich mucidin pred- .
‘stavujd diploidné muc¢idin-gsenzitivne kvasinky, ktorgch objavenie sa vo frekvencidch vas-
5ieh ako 2 % v ‘oboch typoch kri¥enia so'étandardnjmi kmenmi 3D a 101-4B indikuje existen-
ciu novych mutécif mapujicich sa v mitochondridlnom-genéme v oblasti inej ne% MUC1 a MUC2,
v ﬁripade mutantnych kmenov K50 a K1l frekvencie odpovedajiicich mucidinesenzitivnych re-
kombinantov boli nasledovné: 8,3 % v kri¥eni K50 x 3Dy 443 % v kriZeni K50 x 101-4B, 13,1

% v kriZeni X1l x 3D a 8,4 % v kriZeni K11 x 101-4B, . .

_Uﬁedehé kmene mucidin-rezistentnych kvasiniek st pouZiteIné vo viskume Struktiry,
funkcie, biogendzy a genetiky organel eukaryotickjch buniek, v hygienickej slu¥be a v prie~
mysle antibiotik pri mikrobiologickom stanoveni rbznych ldtok v pritomnosti mucidinu -ako aj
pri vyskume a ziskavani prirodzenych alebo syntetickjch analdgov antifungdlneho antibio-
tika mucidinu, : ’ ' '

PREDMET VYNALEZG

l. Spdsob ziskavania mucidin-rezistentnjch mutantov nového typu, vyznadujlci sa tym, Ze
P kultidry mikroorganizmov citlivjch k inhibiénému U&inku antifungdlneho antibiotika
mucidinu hapriklad kvasiniek, obzvld4it rodu Saccharomycee Sa priamo alebo po pésobeni
mutagénneho faktora napriklad idnov dvojmocného mangénu za rastovych alebo nerastovych
podmienok, selektuji rastom na pevagch alebo v tekutfch médidch obsshujicich mucidin
a»zdrbje uhl{ika a'enérgie, obzv148t nefermentabilné, mucidin-rezistentné.mutanty. kto-
rych determinanty rezistencte podliehajd mitotickej segregdcii, a ktoré po kriZeni so
ftandardnymi mucidin-rezistentnymi kmenmi, obsahujicimi odpovedajlice mutdcie v lokusoch
MUCL a MUC2, tvoria mucidin-senzitivne rekombinanty.

2. Kme. mikroorganizmu Saccharomyces cerevisiae K50, CCY 22-15-8, rezistentny k mucidinu,
mutéciou v novom lokuse mitochondriélneho genomyu oznafenom MUC3, ziskany spdsobom po-
dYa bodu 1. ' :

3. Kmen mikroorganizmu Saccharomyces cerevisiae K11, ¢CY 22-15~9, rezistentny k mucidinu,
- mutdciou v novom lokuse mitochondridlneho genomu oznaSenom MUC3, ziskany spdsobom
© . podla bodu 1. ' ' o
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