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1. Bevezetés

1.1. A munka elozményei

A kén az Osszes ¢l0lény szamara Iétfontossagl elem,
elengedhetetlen része az életnek, a ndvekedésnek. Az él6lények a
kornyezetiikb6l a ként kiilonb6zd formaban vehetik fel, majd
metabolizmusuk  soran  atalakitjak, illetve  beépitik  szerves
molekulaikba. A legtobb ¢él6lény szamara a kornyezetben legnagyobb
mennyiségben el6forduld egyik anion, a szulfat jelenti a legfobb
szervetlen kénforrast.

Mint mas szervetlen anion, a szulfat is egy specifikus membran
transzport segitségével jut be a sejtbe. A szulfat transzportja energia-
igényes folyamat és altalaban tobb permeazt vesz igénybe. A szulfat
redukcid egy Osi, szinte valamennyi él6lény esetében azonos enzimes
folyamatok segitségével végbemend katabolikus 1it, az evolucidé soran
viszonylag kevesett valtozott. A szulfat redukcidja szulfitta egy
tobblépcsds enzimrendszeren keresztiil valosul meg: elészor a szulfat
ion az ATP-szulfurilaz enzimnek kdszonhetéen egy ATP mokelulahoz
kotodik bisofoszfat levalasa kozben. Az igy keletkezett 5’-adenilil-
szulfat (masnéven 5’-adenozin-foszfo-szulfat=APS) molekuldhoz az
APS-kinaz enzim egy foszfocsoportot kapcsol, majd a PAPS-reduktaz
az ujonnal kelezkezett 3’-foszfo-5’-adenilil-szulfat (masnéven foszfo-
adenozin-foszfo-szulfat=PAPS) molekulat szulfitta redukalja. A szulfit
a szulfit-reduktaz hatasara egy Iépésben szulfidda redukalddik. A
szulfid a kiiléonb6z6 mikroorganizmusoknal kiilonb6z6 uton épiil be a

sejt szerves molekulaiba.
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A S. cerevisiae-nél a szulfid az O-acetilhomoszerinen keresztiil
épiil be a sejt kéntartalmu aminosavaiba, amelynek soran homocisztein
keletkezik. A homociszteinb6l vagy metionin, vagy pedig a
cisztationon keresztiil cisztein keletkezik. Mivel a ciszteinb6él az S-
adenozil-metioninen keresztiil €s ametioninbdl az S-adenozil-
homociszteinen keresztiil képzddhet homocisztein, ezért barmelyik két
kéntartalmiu aminosav elegenddé egyediili kénforrasként (Thomas és
Surdin-Kerjan, 1997).

A Schiz. pombe-nél a szulfid az O-acetilszerinnel reagal, majd
cisztein keletkezik. A cisztein O-acetilhomoszerinnel vald reakciojabol
cisztation szabadul fel, ezt kovetben pedig a cisztationbol
homociszteinen keresztiil metionin keletkezik. Homocisztein ezenkiviil
két masik reakcional keletkezhet: a szulfid és az O-acetilhomoszerin
reakcidjabol, valamint metioninbdl S-adenozil-metioninen ¢és S-
adenozil-homociszteinen keresztiil.

Az Aspergillus nidulans-ndl és Neurospora crassa-nal a szulfid
beépiilése az aminosavakba nagyon hasonlit a Schiz. pombe-nél
leirtakkal. Azonban a fonalas gombakndl a homociszteinb6l a
cisztationon keresztiil keletkezhet cisztein, viszont az ehhez sziikséges
enzimek (cisztation-f-szintdz ¢€s cisztation-y-lidz) a  hasado
¢élesztdgombanal hidnyoznak, igy a metioninb6l homociszteinen és
cisztationon keresztiil nem keletkezhet cisztein (Brzywczy és
Paszewski, 1994).

Az egyik legintenzivebben kutatott gombafaj, a

Schizosaccharomyces pombe fizioldgiajarol és genetikajarol mar sokat
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tudunk, azonban kénmetabolizmusa kevésbé ismert. Kutatasaim
kezdetéig egyetlen, a szulfat asszimilacioban szerepet jatszo gént sem
irtak le. Kutatasaimmal parhuzamossan egy berni kutatocsoport
(Schweingruber és mtsi) a kén szerves molekulakba vald beépiilését
katalizal6 enzimek koziil négyet (samli, met25, met9,metll) publikalt.
Kohli és mtsi (1975) 5 metionin auxotrof torzset izolaltak, amelyeket
véletlenszeriien neveztek el (metl-met5) és klasszikus modszerrel a
kromoszomakra térképezték.

Kutatocsoportunknak szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznositd
torzsek vizsgalataval sikeriilt bizonyitani, hogy a Schiz. pombe a
metionint Ugy tudja ciszteinné alakitani, hogy a metionint el6szor
teljesen lebontja, igy SO, keletkezik, majd a szulfat anionbdl a szulfat
redukcioés uton keresztiil képzddik cisztein. Ennek tulajdonithat6, hogy
a szulfat asszimil4cios utban sériilt szelendt-rezisztens/szulfatot nem
hasznositd torzsek a metionint egyediili kénforrasként nem képesek
hasznositani (Banszky és mtsi, 2003).

Sejten beliili kénfelesleg esetén a kén kén-hidrogén formajaban
kijut a sejtbol. Ez a jelenség komoly iz- és aroma problémakat okozhat
a sorgyartas, illetve a boraszat teriiletén. A borban talalhaté almasav
nagy hatasfoki mikrobiologiai lebontasa elvileg kétféleképpen
lehetséges: 1., a tejsavbaktériumok (elsdsorban az Oenococcus oenos) a
malolaktikus fermentacidja soran az almasavbol tejsav keletkezik 2., a
Schizosaccharomyces pombe €lesztégomba maloetanolos fermentacidja
soran az almasavbol alkohol és CO, képzddik. Manapsag a boraszatban

a malolaktikus fermentacio terjedt el. Ennek az eljarasnak a hatranya,
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hogy magas SO, koncentracional, alacsony pH-nal, alacsony
hémérsékleten és magas alkohol tartalomnal nem megy végbe, mig a
maloetanolos  fermentaci6 alacsony pH-nal és magas SO,
koncentracional is folyik. A maloetanolos eljaras hatranya viszont,
hogy az almasav lebontdsa soran a bor gylimdlcsds ize is eltlinik,
valamint, hogy a fermentacid soran nemkivanatos kéntartalmu iz- és
aromaanyagok keletkeznek, tobbek kdzott kén-hidrogén. A gyiimolcsos
iz megtartasara megoldast jelentene az un. rogzitett sejtek alkalmazasa.

A szulfat asszimilacidés ut elsé Iépéseinek enzimeit a szulfat
toxikus analogjai (pl. szelenat, kromat, molibdenat) is ,igénybe
veszik®, amelyek bizonyos koncentracio felett a sejtek szamara toxikus
hatdsuak lehetnek. A szelenat ion S. cerevisiae-re gyakorolt toxikus
hatdsanak mechanizmusa mar jol ismert. A szelendt ion a sejtben a
szulfat asszimilacids uton keresztlil a sejt szdmara toxikus hatasu
szelenitté (SeOs”) redukalodik. A szelenit toxikus hatésa a redukcios Gt
soran keletkezett nagy mennyiségi H,O, illetve O, ionnak
tulajdonithat6é (Pinson €s mitsi, 2000). A szelenit ion tolerancia a sejt
detoxikacios mechanizmusatol fiigg. E folyamat soran a szelenit ion
nem enzimatikus Uton a redukalt glutationnal 1ép reakcidoba, amelynek
soran elemi szelén (Se”) keletkezik (Gharieb és mtsi, 1995). A szelén
altalanos toxicitasa abbol adodik, hogy a kéntartalmu aminosavakba
beépiill a kénatom helyére. A szelént tartalmazé aminosavak
megvaltoztathatjak a fehérjék harmadlagos szerkezetét, igy az adott

fehérje (enzim) inaktivalédhat (Lauchi, 1993).
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Az eukaridta mikoorganizmusoknal a szulfat hasznositas és a
szelenat érzékenység kozotti szoros kapcsolatra eldszor 1968-ban Arst
mutatott ra Aspergillus nidulans-sal végzett kisérletei soran. A szulfatot
hasznositd torzsek szaporodasat a szelenat gatolja, a szulfatot
hasznositani nem képes torzsek viszont szelenat-rezisztenssé valtak.
Surdin-Kerjan és csoportja eredményei szerint a Saccharomyces
cerevisiae szulfat asszimilacidés génjeiben sériilt Osszes mutansa
kiilonb6z6 foku szelenat-rezisztenciaval rendelkezik.
Schizosaccharomyces pombe-nél elészor kutatocsoportunk izolalt majd
jellemzett szelenat-érzékeny mutansokat. Ertekezésem f6 célja ezeknek
a szelenat-rezisztens/szulfatot nem hasznosito torzseknek fizioldgiai és
molekularis bioldgiai jellemzése volt, majd pedig annak vizsgélata,
hogy ezek a mutdnsok rogzitett sejtes rendszerben kevesebb kén-

hidrogént termelnek-e, mint a vad tipusu torzsek.

1.2. Célkitiizések

1. A tanszéki munkacsoport altal kordbban izolalt szelenat-
rezisztens/szulfatot nem hasznositdé mutansoknal a sériilt gén
azonositasa klonozassal. Ennek érdekében ki kellett dolgozni egy
nagyhatékonysagll transzformacios eljarast, amely a mutansnak
Schiz. pombe génbankkal valo transzformalasat szolgalta.

2. A szulfat redukcids ut sériilt enzimét kodold gén izolalasa,
szubklonozasa, azonositdsa majd jellemzése.

3. A klonozott gén S. cerevisiae-ben vald kifejezédésének vizsgalata.
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4.

A klonozott gén szelekcids markerként vald felhasznalhatosaganak
vizsgalata klénozo vektor kifejlesztéséhez.

Annak vizsgalata, hogy a vad tipusu és a szelenat-rezisztens
torzsek ATP-szulfurilaz enzimaktivitasa és kén-hidrogén termelése
valtozott-e.

A szelenat-rezisztens mutansok inaktivalt génjének lokalizalasa a
Schiz. pombe géntérképén, annak vizsgalata, hogy allélikus lehet-e
a korabban Kohli és mtsi (1975) altal térképezett Schiz. pombe
metl-met5 gének valamelyikével.

Rogzitett sejtes rendszerben megvizsgalni a szelenat-rezisztens
mutansok  boraszatban  bioldégiai  almasavbontasra  valo

alkalmazhatosagat.

2. Anyagok és modszerek

2.1. A vizsgalt torzsek

A munkam soran hasznalt torzsek:
-Schiz. pombe torzsek
a., szelenat-rezisztens torzsek: 0-82 h™ ade5™ Se®-2; B-579

h™SeR-2; 0-121 htrplargl Se®-2; L-972 h™ Se®-2

b., metionin auxotrof térzsek : 3-112 h” metl-1; 16-
635 h' met2-2; 3-117 h'" met3-1; 20-763 h" met4-6; 0-
162 h™ met5-1

c., klonozo torzs: D-18 ura4”
-S. cerevisiae ATP-szulfurilazban sériilt torzs: CC371-4B Mata.
his3 leu2 ura3 met3
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2.2. A felhasznadlt plazmidok, génbankok

A klonozasi kisérletekhez a Schiz. pombe pUR18N shuttle vektort,
¢s az ezzel kialakitott génbankokat hasznaltam. A klonozott génnek S.
cerevisiae-ben valod klonozasahoz a Yeplacl81 autonom replikéacioju

vektort hasznaltam.

2.3. A kisérleti modszerek rovid bemutatdasa

A vizsgalati modszerek kivalasztasanal egyrészt az irodalomban
kozolt  vizsgalati modszereket alkalmaztam, masrészt ezeket
tovabbfejlesztettem, illetve ujakat dolgoztam ki.

A Schiz. pombe génbank sziiréshez a Benkd Zsigmond és mitsi
altal készitett és publikalt (Benké ¢és mtsi, 1998) génbankokat
hasznaltam.

Mivel egyik altalunk izolalt szelenat-rezisztens torzs sem
hozdozta az ura4” auxotréfia mutaciot, ezért elso 1épésként egy ura4’,
szelenat-rezisztens torzs eléallitasa volt a cél, amelyet a 0-82 ade5™ Se®-
2 és a D-18 wura4” torzsek protoplaszt fuzidja, majd ezt kovetden
benomilt tartalmazé taptalajon valdé mitotikus szegregacié utan
izolaltam.

Az irodalomban k6zolt Schiz. pombe transzformacios eljaras nem
bizonyult elég hatékonynak, ezért 0j eljaras kidolgozasara volt sziikség.
A nagyhatékonysagu elektro-transzformacios eljaras kidolgozasanal a
kovetkezo kezeléseknél kaptam a legnagyobb hatékonysagot: 1., 10
mM ditiotreitol, 0,1 M litium-acetat, 100 mM Tris, 5 mM EDTA

(pH8,5) 2., 100 pg/mL sejtfalbontd enzim (lysing enzyme, Sigma).
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A klonozott DNS szakasz nukleotid sorrendjét Perkin-Elmer
automatikus DNS szekvenator (ABI373 model) segitségével, a dideoxi
lancterminaciés modszerrel a Szegedi Biologiai Kézpontban hataroztak
meg. A szekvenalds soran hasznalt primereket mindig a mar
megszekvenalt DNS  szakasz  nukleotid sorrendje  alapjan
szintetizaltattam. A szekvenciat a  BLASTN, BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a FramePlot 2.3.2.
(http://www.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frameplot.pl; Ishikawa és Hotta,
1999), valamint a ClustralW
(http://decypher.stanford.edu/index by algo.htm, Thompson és mitsi,
1994) programok segitségével értékeltem ki.

Mind a Schiz. pombe-ben, mind pedig a S. cerevisiae-ben torténo
klonozasnal a plazmid izolaldsdhoz az Escherichia coli-ban vald
felszaporitast hasznaltam, amely a Schiz. pombe esetében sokkal kisebb
hatékonysagunak bizonyult.

A kén-hidrogén termelés mérés esetében (Jiranek és mtsi, 1995) a
tapkozegbol  felszabadulé  kén-hidrogént  kadmium-hidroxidot
tartalmazo csapdaba vezettem el. A kén-hidrogén és a kadmium-
kék szinreakcid utan a kékszin intenzitasabol kovetkeztettem.

Az ATP-szulfurilaz enzimaktivitas mérésére a Segel és mtsi (1987)
altal leirt modszert hasznaltam. Ennek a lényege, hogy az ATP-
szulfurilaz az ATP molekulabol pirofoszfatot szabadit fel, amelyet a
pirofoszfataiz enzim tovabb hidrolizal. A felszabadult foszfatot

szinreakcioval mutattam ki, és mennyiségét fotométerrel mértem. A

10
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szinreakcid  stochiometrikus, 1igy a szinképzés aranyos az
enzimaktivitassal.

A rogzitett sejtek készitésénél a sejtszuszpenzidt 1:3 aranyban
Na-alginat oldattal Osszekevertem, majd 0,2 M-os CaCl, oldatba
csepegtetve megszilarditottam. Két oras varakozast kovetden a rogzitett
sejteket steril desztillalt vizzel atmostam.

A borbol illetve az almasav taplevesbdl kivett mintdk almasav
tartalmat L-almasav teszttel (Boehringer Mannheim) a gyartd utasitasa

szerint hataroztam meg.

3. Az eredmények osszefoglalasa

Munkédm elején egy szelenat rezisztens/szulfatot nem
hasznosité mutans (0-82 h ade5™ Se®-2) és egy ura4” mutaciot hordozo
taptalajon szelenat-rezisztens, uracil hianyos rekombinans torzset (S
18-82 ura4  Se®-2) izolaltam, amely alkalmas volt ura4 szelekcios
markert hordozé vektorral vald transzformaciora. A Schiz. pombe
¢lesztdgombanal  leggyakrabban  hasznalatos és  legnagyobb
hatékonysaggal miikodé transzformacios eljaras a litium-acetatos
transzformacié. Mivel az Ujonnal izolalt torzs esetében nem sikertiilt
elég nagy  transzformaciés  gyakorisagot  elémem,  ezért
elektroporacioval probalkoztam. A klonozd gazdaként alkalmazni
kivant S 18-82 ura4™ Se®-2 torzsre kidolgoztam egy nagyhatékonysagt
transzformacids eljarast. Elektroporacio elott a sejtfal szerkezetének
fellazitasa érdekében a sejteket detergens, sejtfaloldd enzim és litium-

acetat kiilonboz6 kombinacioival kezeltem. A  litium-acetatos
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transzformacidhoz képest valamennyi kezelés esetében nagyobb
hatékonysag novekedést értem el. A legjobb eredményt ad6 kezelés a
transzformacios gyakorisagot 6.10* transzformans/pug DNS értékre
novelte, amely mar elegendének tekinthetd a génbankkal wvald
transzformaciohoz.

A két legnagyobb transzformacioés gyakorisagot biztosito
elektrokompetens sejteket harom kiilonb6z6 inzert méretli Schiz. pombe
génbankkal transzformaltam, majd egyediili kénforrasként szulfatot
tartalmaz6é minimal taptalajon pozitiv transzformédnsokat izolaltam. A
transzformansoknal a komplementalodott szulfat hasznositasért felelos
gén expresszidja biztositotta a jO szaporodast. A transzformdnsok
szelenat-érzékenysége megegyezett vad tipus szelenat-érzékenységével.
Az egyik pozitiv transzformansbol (C7 klon) plazmidot izolaltam, majd
megszekvenaltattam a klonozott genomialis DNS szakaszt. Homolog
szekvencidkat keresve a klonozott DNS szakasz szekvenciajat
Osszevetettem a BLASTN, BLASTX adatbazisokban talalhatd Schiz.
pombe szekvencidkkal. Az emlitett adatbazisokban egy homolog DNS
szekvenciat talaltam (kozmid 1228), amely teljes hossziusagban (4477
bp) tartalmazta a C7-es plazmidban klonozott genomialis DNS
szakaszt. A kozmid 1228 a a Schiz. pombe “GENOM PROJECT”
részeként lett megszekvenaltatva (Woods és mtsi, 2002). A homologia
alapjan talalt kozmidok kromoszéman valé elhelyezkedéseibol
megallapithatd, hogy a C7 klonban klonozott DNS szakasz kozel a

centromérahoz a II. kromoszéma bal “karjan” talalhato.
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A C7-es plazmidban klonozott, kozel 4,5 kbp hossz DNS
szakaszon két ORF-et talaltam. Szubklonozassal bebizonyitottam, hogy
a két ORF kozil a mas élolények ATP-szulfurilazaival nagyfokt
homologiat mutatd gén felelés a szulfatot nem hasznosito/szelenat-
rezisztens fenotipusért. A Schiz. pombe ATP-szulfurilaz génjét sual
génnek neveztem el.

Az 1473 bp hosszi sual gén ORF szekvencidja egy 490
aminosavbol allo fehérje kodolasara képes. A gén kezdd kodonja a
metionint kédoldo ATG, STOP kodonja pedig a TAA. A gén intront nem
tartalmaz. Az sual gén 3’ végén egy adeninben (A) és timinben (T)
gazdag szakasz talalhatd: a gént kdvetd 210 nukleotid hosszi szakasz
A+T tartalma 73 %. A gén STOP kodonja (TAA) utan 17 bp-ra egy 11-
szer ismétlddd AT szakasz talalhato.

Az Sualp-ben megtalalhatok azok a szubsztrat kotésében
szerepet jatszé konzervativ szekvenciak (°VxAFQxRNP, “GRD-
loop”), amelyeket mas ¢él6lényeknél jellemzett ATP-szulfurilaz
enzimek is tartalmaznak. Az sual génnél viszont a GRD szakaszt
megel6z6 aminosavban (V-valin) eltérés figyelhetd meg: a legtobb
eukariota €l6lényeknél leirt ATP-szulfurilaz enzimekhez képest az sual
génben a 286-0s pozicidban valin helyett izoleucin (I) talalhatd. Az
sual gén altal kodolt fehérjének nagysaga 54,7 kDa.

A szelenat-rezisztens torzsek gyakorlatilag nem mutattak
ATP-szulfurilaz enzimaktivitdst, mig a transzformansoknal az

enzimaktivitas a vad tipusra jellemz6 értékre nott.
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Az sual mutaciot hordozd Schiz. pombe torzseket az sual
gént tartalmazo vektorral transzformaltam. A transzformacio sikeres
volt, ami azt bizonyitja, hogy az sual gén mint egyediili szelekcios
marker hasznalhatdo klonozé vektorokban. Ennek elénye, hogy a
kloénozd cisztein auxotréf gazdak tetszéleges torzsekbdl pozitiv
szelekcioval szelenat-rezisztencia alapjan izolalhatok, a
komplementacioval kapott transzformansok pedig ugyancsak pozitiv
szelekcioval szulfatot, mint egyediili kénforrast tartalmazo minimal
taptalajon izolalhatok. A transzformansok nem szelektiv kiirdlmények
kozott torténd szaporitdsa soran a plazmidvesztés a szelenat-
rezisztencia megjelenésével kimutathatd, illetve kvantitativan is
meghatarozhato.

A klonozott sual gént S. cerevisiae bifunkcionalis vektorba
vittem at, amellyel az ATP-szulfurilaz génben sériilt S. cerevisiae met3
mutans torzset transzformaltam. A heteroldg transzformacié sikeres
volt, a Schiz. pombe ATP-szulfurildz génje képes volt komplementalni
a S. cerevisiae ATP-szulfurilaz génben sériilt mutanst, terminacios
szignaljai biztositottak a szaporodashoz sziikséges génexpressziot.

Az els6 kénmetabolizmusban sériilt mutansokat Kohli €s mtsi
izolaltak 1975-ben, akik 5 lokuszhoz térképezték a mutansokat. Az 5
kiilonb6z6 metionin  hianyos  torzsnél megvizsgaltam, mely
kénforrasokat képesek egyediili kénforrasként hasznositani. Ezek,
valamint a kromoszomakon elfoglalt helyiik, a Schiz. pombe publikalt
genom szekvencia adatok alapjan megallapitottam, hogy egyik sem

allélikus az sual génnel.
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Az eredmények alapjan valdszini, hogy a metl és met2
mutansoknal a két kiilonb6z6 homocisztein-metiltranszferaz, a met3-nal
a cisztation-y-szintdz, a met4 mutansndl a homoszerin-O-
acetiltranszferaz a met5-nél pedig a metil-tetrahidrofolat-reduktaz gént
inaktivaltak. Valoszini, hogy az utdbbi a Naula és mtsi (2002) altal
met9-ként leirt génnel allélikus.

Doktorandusz tarsam, Banszky Luca doktori munkaja soran
szabad sejtes kisérletekkel vizsgalta a szelenat-rezisztens és szelenat-
érzékeny torzsek almasavbontd képességét illetve kén-hidrogén
termelését. A szabad sejtes eljaras hatranya, hogy az almasavtartalom
kivant szintre csokkentése utan a Schiz. pombe sejteket a borbol nehéz
eltavolitani, igy a borban nem kivanatos mindségi elvaltozasokat
okozhatnak. Ezen akadaly kikiiszobolésére rogzitett sejtes rendszerben
vizsgaltam egy sual mutans almasavbontasat, illetve kén-hidrogén
termelését. Szerves és szervetlen kénforrast tartalmazo tapkozegben
kimutattam, hogy a mutinsok a vad torzsekkel ellentétben nem
termeltek mérhetd mennyiségli kén-hidrogént. Az almasavbontd
képességben és a bor aromaspektrumanak valtozasaban nem volt

kimutathato kiilonbség a mutans €s a vad tipusu térzsek kozott.
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4. Uj tudomanyos eredmények

o Sikerilt a Schiz. pombe gombara kidolgoznom egy
nagyhatékonysagi transzformacids eljarast, amely génbank
szkrinelésére is hasznalhato.

o FElsoként sikeriilt klonozni és jellemezni a Schiz. pombe ATP-
szulfurilaz enzimét kodolé gént, amelyet sual-nek neveztem el.

o Az sual génnek szelekcidos markerként vald alkalmazasaval egy
olyan vektort sikeriilt 1étrehozni, amely ketts pozitiv szelekciot
tesz lehetévé: mind a szelenat-rezisztens klonozoé gazdatorzsek,
mind pedig a prototrof transzformansok pozitivan szelektalhatok,
valamint a transzformansok plazmidvesztése is egyszeriien €s
mennyiségileg meghatarozhato.

o Az sual gén S. cerevisiae-ben vald klonozasaval bizonyitottam,
hogy a Schiz. pombe sual génje képes komplementalni a S.
cerevisiae met3 mutanst. Ez az ATP-szulfurilaz gének konzervativ
1étét mutatja.

o Sikeriilt megallapitanom, hogy a Kohli és mtsi altal leirt metionin
auxotrof torzsek egyikében sem az ATP-szulfurilaz gént
inaktivaltak.

e Kén-hidrogén termelés mérésével bizonyitottam, hogy a szelenat-
rezisztens torzsek a vad tipusu parjukkal ellentétben sem szerves
vagy szervetlen kénforrast tartalmazo taptalajban, sem pedig
borban nem termelnek kimutathatdé mennyiségben kén-hidrogént.

o Rogrzitett sejtekkel elvégzett kisérletekkel bizonyitottam, hogy a
rogzitett sejtek mind szerves vagy szervetlen kénforrast tartalmazé
taptalajban, mind pedig borban jobban bontjak az L-almasavat mint

a szabad sejtek.

16



Simonics Tibor

5. Az eredmények tovabbfejlesztési és hasznositasi
lehetoségei

e Olyan Schiz. pombe klonoz6é vektorok készitése, amelyek
szelekcios markerként csak az sual gént tartalmazzék. Ezek a
vektorok hasznalhatok lehetnének Schiz. pombe génbankok
készitésénél is.

e Az sual gén promdter részének és az enzim szubsztratkdtésben
szerepet jatszo motivumainak tovabbi jellemzése.

e Az sual” mutins torzsek jol bontottdk az almasavat és nem
termeltek mérhetd mennyiségli kén-hidrogént, ezért ezeket a
torzseket a bordszatban magas almasavtartalma borok L-
almasavtartalmanak a csokkentésére lehetne alkalmazni.

e A boraszatban rogzitett sejtes sual’ mutansok alkalmazasa
javasolandd, ugyanis a rogzitett sejtek a szabad sejtekkel
ellentétben jobban bontottdk az L-almasavat és a borbdl valo
eltavolitasuk is konnyeben megoldhato. Mivel a sejtek rogzitése
koltséges, ezért flokulald sual™ mutansok izolalasaval ez a 1épés is
leegyszeriisithetd. A boraszati alkalmazhatésagot laboratoriumi,
féliizemi, majd tizemi 1éptékben sziikséges vizsgalni.
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