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Kivonat

A dolgozat alapjaul szolgdlé kutatas soran olyan élesztOtorzsek egylittes novekedését vizsgdltam
lemezolvasé segitségével, melyek hajlamosak flokkulaldsra, azaz folyadékban pelyheket képeznek.

Ez a tulajdonsdg megneheziti a populacié ndvekedésének lemezolvaséval torténd mérését,
ugyanis a mért optikai denzitas a sejtszammal nem feltétleniil lesz aranyos. Annak érdekében,
hogy lemezolvasé segitségével meghizhatébb eredményekhez jussunk, kiilonb6zo bedllitasok mel-
lett mértem flokkulens torzsek novekedését. Emellett a flokkulens (és nem flokkulens) torzsek
egylttes novekedésének vizsgdlatat is megkezdtem.

Jelen dolgozatban el6szor nagyivii irodalmi attekintést nytujtok az élesztékrol és felhasznalasukrdl.
Ezt kovetéen bemutatom a kisérletes munka folyaman hasznalt eljardsokat, és a kisérletek
eredményeit. Végiil az eredmények értékelését kovetden tovabbi terveimet mutatom be a mérések

javitasara és az egyiittes novekedés, valamint a populacidk kézotti kolecsonhatasok vizsgalatara.



1. Bevezetés

Az éleszték vizsgalata tobb okbdl is kiilondsen érdekes. Egyrészt széles korben és nagyon jol
hasznalhaték, mint eukaridta modellorganizmus, illetve tobb teriileten is jelentés a biotech-
noldgiai alkalmazasuk. Ezért is fontos, hogy molekuldris miikodésiik mellett kiemelt figyelmet
forditsunk mikrobialis kozosségekben betoltott szerepeikre és kolesonhatasaikra is.

Kiilonboz6 élesztotorzsek paronkénti kevert kultdrdinak segitségével vizsgdlhatd, hogy a
torzsek egylitt tenyésztése esetén hogyan hatnak egymas névekedésére a kiilonb6z6 populacidk.
Az eredmények alapjan matematikai modell allithato fel a sejtek kozotti kapesolatok szimulacidjara,
mellyel megbecsiilheté a populécié viselkedése.

Bizonyos élesztétorzsekre jellemzé az un. flokkuldcid, azaz folyadékban a sejtek Osszeta-
padva pelyheket képeznek. FEz a stratégia jellemzd a bor- és sorkészitésben haszndlt egyes
éleszt6torzsekre [1]. A flokkuldcidra vald hajlam bizonyos esetekben hasznos tulajdonsédg, mely
egyes kozegekben szelekcids elényt biztosithat az élesztOtorzs szdméara [2].

A laboratériumokban altaldnosan hasznélt (in. "haziasitott”) torzsek jelentds része nem
képes vagy nem hajlamos flokkulalasra [3]. Ennek a tulajdonsdgnak leginkédbb a szeszes italok
készitése soran van szerepe, ugyanis az erjedés végeztével a leiilepedett (vagy épp a megkotott
szén-dioxid miatt a felszinre 1szd) élesztéket konnyen, gazdasdgosan és kornyezetbarat médon
tudjék eltéavolitani [4][1].

Kiilonosen igaz ez a sorfézésre, melynek soran az ily mdédon kinyert élesztok egy részét
felhasznaljak a kovetkez6 fermentacidhoz. Raadasul a sor erjedéséhez viszonylag révid idore van
sziikség, igy fontos, hogy a felhasznalt éleszt6k gyorsan kiiiriiljenek az oldatbol [1].

A flokkulens élesztotorzseket kutatjak tehat a sorok minGségének fenntartdsa és javitasa
érdekében, de ezen tilmenden a flokkban kialakulé egytlittmiikodés, és altaldnossagban a létrejovo
sejt aggregatumok a multicellularitds felé vezetd evolicié kutatdsaban modellként alkalmaz-
hatéak [2] [3].

Az élesztOk folyadék tapkozeghen valé ndvekedésének mérésére jé eszkoz a lemezolvaso, de az
ertsen flokkulens torzsek esetén a laborban altalanosan hasznalt protokoll nagyon rossz mindségi
adatokat eredményezett. Ennek oka, hogy ez a tulajdonsig megneheziti a populicié nove-
kedésének lemezolvasdval torténd mérését, ugyanis a mért optikai denzitds a sejtszadmmal nem

feltétlentil lesz aranyos, mivel a sejtek nem homogén mddon helyezkednek el a médiumban.



A dolgozat felépitése

A dolgozatom folyamén el0szér bemutatom az dltalam megismert témahoz kapcsolédé irodal-
mat. Ennek soran dltaldnossdgban bemutatom az élesztéket, f6ként a sarjadzé élesztot (Saccha-
romyces cerevisiae), kitérve a populacidk viselkedésére. Ezt kovetéen ismertetem a flokkulacio
jelenségét, okait és gyakorlati jelent6ségét.

Az irodalmi attekintést kovetGen leirom a tervezés f6bb l1épéseit, majd a megvaldsitdas soran
alkalmazott eljarasokat és anyagokat. Ezutan bemutatom a kisérletek eredményeit, és az eredmények
értékelését. Végil ismertetem a jovobeli terveimet a mérések tovabbi javitasara és vizsgdlt

torzsek kozti kolesonhatasok tovabbi vizsgalatara.



2. Irodalmi attekintés

Az éleszték egysejtii, eukariéta mikrooriganizmusok. Mind élelmiszeripari, mind biolégiai szem-
pontbdl kiemelkedd jelentéséggel birnak, kiilondsen a Saccharomyces cerevisiae faj (sarjadzé
élesztd) [5].

Kiilonboz6 torzsei haszndlatosak a szeszes italok készitése sordn (sor- és borélesztdk), ahol az
etanol képzodéséért felelbsek, illetve kenyerek és mas kelt tésztdk kelesztéséhez, ahol elsésorban
szén-dioxid kibocsdtdsuk révén érik el a pékaruk levegds allagat [5]. Az altaluk végzett erjesztés
soran a fentieken til képzédnek olyan melléktermékek is, amelyeket izanyagként érzékeliink. Ez
a tulajdonsaguk a siitGiparban kevésbé lényeges, de sor- és borkészités folyaman a megfelel6

izhatds eléréséhez kiemelt fontossagu [6].

1. 4bra. ElesztSkolénidk elektronmikroszképos képei, bal oldalt a sejtek nem tapadnak
egymashoz, jobb oldalt a sejtek Gsszetapadnak (flokkuldlnak).
Forras: [D. C. Queller, “The social side of wild yeast,” Nature, vol. 456, no. 7222, pp. 589-590,

Dec. 2008 utan médositva.

2.1. Eleszt8, mint modellorganizmus

Az éleszték biolégiai fontossdga abbdl ered, hogy nagyon jél hasznalhatdak, mint eukaridta
modellorganizmus [5]. Ennek egyik lényeges oka, hogy habar eukaridta, tobb, a prokariétékhoz
hasonld elényos tulajdonsaggal bir, amelyek megkonnyitik a vele kapcsolatos munkavégzést.

Az éleszt6k genomja konnyen manipulalhatd, novekedésiik gyors, de alapvetd funkcidikban (pl.



sejtciklus) az emlés sejtekhez hasonléan viselkednek [5]. Ezen tilmenden a sarjadzé éleszté nem
patogén, azaz vizsgédlata sordn nincs sziikség kiilonleges 6vintézkedésekre [5].

A Saccharomyces cerevisiae torzsek tovabbi kiilonleges - és bioldgiai vizsgalatok szempontjabol
kedvez6 - tulajdonsdga, hogy mind diploid, mind haploid formaban stabilak és mitotikus osztodasra
képesek [5]. Mitotikus osztéddssal torténd ivartalan szaporoddsukat sarjadzasnak nevezzik. En-

nek sordn az anyasejt egy vele genetikailag megegyez6 lednysejtet hoz létre [7][8].

2.1.1. Ivaros szaporodas

Kedvez6 koriillmények kozt az élesztésejtek ivartalanul szaporodnak, de kedvezotlen koriillmények
kozott (tdpanyag- vagy oxigénhidnyos kornyezetben) a diploid sejtek képesek ivaros szapo-
rodasra, melyet sporuldciénak neveziink [5]. Ennek eredményeként négy darab haploid sejt
jon létre, melyeket spéraknak neveziink, mig a négy spéra egyiittesére tetrddként hivatkozunk

[5].
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2. dbra. A sarjadzé élesztd sejtciklusanak Osszefoglaldsa
Forras: C. Geijer, D. Joseph-Strauss, G. Simchen, N. Barkai, and S. Hohmann, “Saccharomyces
cerevisiae Spore Germination,” Dormancy and Resistance in Harsh Environments, pp. 29-41,

2010, doi: 10.1007/978-3-642-12422-85.
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2.1.2. Parosodasi tipusok

A sporék kétféle parosodési tipus (a és o) valamelyikébe tartoznak, két kiilonbozo tipus parosodédséval
ismét diploid sejt jon létre [9].

A pérosodési tipust a MAT gén kédolja, alléljai MATa és MAT«a [10]. A sarjadzé élesztd
vad tipusa képes a parosodasi tipusdt akar minden generaciéban megvaltoztatni szakasz speci-
fikus homolég rekombindcié segitségével, melynek soran a MAT allélt egy addig maéshol térolt
DNS szakaszra - a mésik MAT allélra - cseréli a sejt [10]. A pédrosoddsi tipus megvéltozasa
vizsgalataink szempontjabdl nehézségeket vetne fel, ezért a MAT cseréért felelés HO gént [10] a

csoport tagjai kordbban kititotték.

2.2. A populacié novekedése
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3. dbra. Az élesztékre jellemz6 novekedési gorbe. A vizszintes tengelyen az id6, a fliggélegesen
pedig az In OD mennyiség lathatd, amely a sejtszammal aranyos. Forrds: Hall, Barry G., et al.

”Growth rates made easy.” Molecular biology and evolution 31.1 (2014): 232-238.



Az élesztépopulicidk novekedésére jellemz6 tipikus gorbét a 3. dbran lathatjuk. A ndve-
kedés kezdetben lassi. Ezt a szakaszt ”lag” fazisnak nevezziik. A lassu szaporodas oka, hogy
a sejtek még nem alkalmazkodtak az 1j kozeghez [11]. Ennek végére a sejtek metabolizmu-
sukat tgy valtoztatjak meg, hogy az 1j kornyezetben is névekedni tudjanak, ezaltal atlépnek
az un. exponencidlis szakaszba [12]. Ennek sordn a sejtek szdma exponencidlisan névekszik
[11]. Ez a novekedési iitem hosszi tdvon nem fenntarthatd, és a tdpanyagok fogydsa, illetve
a melléktermékek megnovekedett koncentracidja miatt a novekedés egy id6 utan lassulni kezd,

mignem a populdcié mérete eléri a maximumot, és a névekedés lényegében leall [11][9].

2.3. A lag fazis hossza

Amint emlitettem a lag fazis az az idészak, melyben a sejtek az Gj kornyezethez még nem alkal-
mazkodtak, ezért nem képesek szaporodni. Uj szénforrasu kozegbe kertilve a lag fazis hossza tobb
tényez6tél is fiigg [12]. Ilyen tényezd tobbek kozt az, hogy az dtkeriilést megeléz6 idészakban
talalkozott-e az 0j tipusu szénforrdssal az élesztd, avagy sem, de ezen kiviil kiilonbségeket mutat-
nak a kiilonboz6 torzsek, mi tobb az azonos génallomanyu egysejt populacidékon beliil is vannak
eltérések az egyedi sejtek lag fazisainak hosszaban [12]. Kimutathat6, hogy a sejtek kozt jelentds
aranyban taldlhatok olyanok, amelyek sosem lépnek ki a lag fazisbdl, azaz nem alkalmazkodnak
az 4j kornyezethez (4. abra)[12]. Az \j szénforrashoz sziikséges alkalmazkodds sordn a sejtnek
meg kell termelnie a felhasznalasdhoz sziikséges enzimeket, ami id6t és energiat vesz igénybe
[12]. Ennek ellenére tgy tiinik, hogy a lag fézisbol kilépést leginkabb limitél6 tényez6 az, hogy
a sejtek 1j szénforrasa kozegbe keriilve aerob anyagcserébe kezdenek az addigi erjesztés helyett
[12]. Ennek legvaldészinitibb oka, hogy mig az erjesztéssel gyorsan nyerhetnek energidt, biologiai
oxidacid sordn egységnyi cukorbdl tobb energidt nyernek — bér lassabban [12].

Lathatjuk, hogy az egyes sejtek kiilonb6z6 gyorsasaggal képesek alkalmazkodni, s6t, vannak
olyanok, amelyek erre egy nap elteltével sem képesek. Felvetodik a kérdés, hogy mi az oka
a genetikailag homogén populacion beliili kiilonbségeknek. Nem taldltak Osszefiiggést sem a
sejtek koraval, sem a sejtciklusuk &dllapotéaval, azonban a jelenség magyarazhaté biolégiai zaj
jelenlétével [12]. Eszerint a sejtek viselkedése kozt genetikailag homogén, azonos kornyezetben
levé populaciéban is vannak sztochasztikus jellegii eltérések [12].

Ennek koévetkeztében allandé kornyezetben a sejtek egy adott hanyada kevésbé hatékonyan

miikodik, de egy esetleges valtozashoz gyorsabban tudnak alkalmazkodni, biztositva ezzel a
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4. dbra. Kétféle torzs novekedése maltdzos taptalajra keriilést kovetéen az idében, kiillonb6zo
idejii gliik6zon novekedést kovetben. A sejtek fluoreszcensen jeloltek, a fluoreszcens fehérje
termelését a Mall2 indukdlja, amely a lag fizis végén kovetkezik be, azaz a vilagitéd sejtek
sikeresen kiléptek a lag fazisbol. Az, A” torzs esetében fekete nyilakkal jelolték azokat a sejteket,
amelyek 24 ora elteltével sem alkalmazkodtak az 1j kornyezethez. Forras: Vermeersch, Lieselotte,

et al. "On the duration of the microbial lag phase.” Current genetics 65.3 (2019): 721-727.

populécié fennmaraddsat [12]. Ez a gondolat felveti a lag fézis evoliciés optimalizéltsdganak

lehetGségét, bar ez még nem bizonyitott [12].

2.4. Kolcsonhatasok a populaciéban

Az él6vilag més tagjaihoz hasonléan az élesztOk szamdra is kritikus, hogy a tulélésiik érdekében
a rendelkezésre all6 eréforrasokbdl tébbet és jobban tudjanak felhasznalni, mint azok, akikkel
ezeken az er6forrdsokon osztoznak. A hasonlé erdforrdsokat igényld egyedek illetve populdcidk
kozt versengés vagy egyiittmiikodés alakulhat ki.

Az élesztk kozotti egylittmiikodésre jé példa a flokkulacié, amely egy olyan egyiittmiikodés,
ami csak bizonyos mennyiségii résztvevé elérése esetén jar haszonnal [2].

A flokkulédlas viszont a legtobb torzs esetében egyfajta stresszreakcid, amelynek célja a

kedvezStlen koriilmények atvészelése, vagy a gyors iilepedés révén elhagydsa [3]. Kedvezd



koriilmények kozott tehat nem alakul ki ez a tipusi kooperacio a populécié tagjai kozt.

2.5. Flokkulacié

A flokkulacié (pelyhesedés) az élesztésejtek aggregécidja, melynek sordan akar tobb ezer sejtbél
all6 flokkok jonnek létre [13][1]. Adott esetben ezek szabad szemmel is ldthatéak (5). A labo-
ratériumi kortilmények kozt haszndlt torzsek jelent8s része elveszitette ezt a képességét [3], de az
élelmiszeriparban, kiilondsen a sorkészitéshez haszndlt éleszték korében a tulajdonsidg kiemelt

jelentéséggel bir [1].

5. dbra. Adott esetben a flokkok olyan nagyok, hogy szabad szemmel is lathatéak. A képen a

kisérletek soran hasznalt egyik flokkulens torzs! lathaté

A flokkulécié nélkiilozhetetlen a sorgyartasban, ugyanis ez biztositja a fermentécié végeztével
a felhaszndlt élesztd gyors lilepedését, kivéve a hagyomaéanyos felsé erjesztésti séroket, melyek
esetében a pelyhek a képzédott gazokat felfogjak, és a folyadék tetejére tsznak [1]. Mindez
azért bir nagy jelentéséggel, mert a sorkészités soran - mas erjesztési eljarasoktdl eltéréen - nem
pusztdn a hasznalt élesztd eltdvolitasara, de a visszanyerésére is torekednek [1].

Ezen tilmenden a flokkulens éleszték modellként szolgdlhatnak a kooperativ viselkedés evoluciéjanak

tanulményozéaséhoz is - habar a sarjadzé élesztének nincsen tobbsejtil leszarmazottja [3].

"UWOPS87-242.1 KanMx mCherry a egy éjszakén at SD-ben ndvesztett elékultirdja (ldsd: 4.2.2, 4.9)



2.5.1. Flokk képzdodés

Bizonyos mérettartomany folott a létrejove aggregatum, melyet flokknak neveziink, védelmet
biztosit a benne levé sejtek szamara a kémiai és bioldgiai stresszel szemben [3].

Lényeges megkiilonboztetés a flokk képzddés tekintetében, hogy a sejt csoportosulasok ho-
gyan jonnek létre: lehetséges egyrészt, hogy a képzddo leanysejtek egylutt maradnak az anyasejt-
tel (staying together, roviden ST), mésrészt lehetséges, hogy 6nallé sejtek késdbb aggregalédnak
(coming together, réviden CT) [2]. A staying together médon képz8dé csoportosuldsok geneti-
kailag erésen homogének, mig coming together mechanizmussal genetikailag heterogén flokkok
is létrejohetnek [2].

A soréleszték kozt két 6 fenotipust kiilonboztetnek meg flokkuldcié szempontjabdl: ezek a
Flol és a NewFlo fenotipusok [1][14]. A NewFlo fenotipusi élesztok csak az erjedés végeztével
flokkulalnak, mivel ebben az esetben az Gsszetapadast a nyers sorlében még jelen levé cukrok
gatoljak [14].

Ezzel szemben a Flol fenotipusu torzsek esetében a flokkuldcié mértéke nem fiigg az erjedés
allapotétdl [14]. A Flol fenotipus esetén a flokkok kialakuldsdhoz a sejtfelszini flokkulinok
manndz maradvanyokhoz kétnek, ezért a flokkulaciot ilyen esetekben a manndz képes géatolni
[14].

Az élesztbsejtek kozt megvalosuld kotédéshez mindkét esetben Ca?t ionokra van sziikség [14].
Sorkészétés szempontjabol egy kevésbé lényeges (vagy ismert) fenotipus esetén az élesztOsejtek
Ca?* jelenléte nélkiil, illetve mannéz jelenlétében is képesek flokkuldlni [1].

Mind a Flol, mind a NewFlo fenotipusok coming together médon képeznek flokkokat.

Sorgyartas soran kedvezd tulajdonsdgaik miatt elsésorban NewFlo fenotipusu élesztétorzse-

ket alkalmaznak [1].

2.5.2. Genetikai hattér

A flokkuldciéban részt vevé fehérjéket (flokkulineket) a FLO gének kédoljak [1]. Koziilik kettét
emelnék ki, ezek a FLO1 és a FLO11. A FLOL1 és kozeli rokonai (FLO5, FLO9 stb.) felelések
a coming together csoport képzédésért Flol fenotipus esetén [1]. A FLO1 nagy szdmban tar-
talmaz tandem ismétlédo szekvencidkat, ennek kovetkeztében tobb varidnsa 1étezik, melyek a
hosszukban kiilonboznek [1]. A FLO11 elsésorban a staying together csoport képzédésben jatszik

szerepet [2].
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Ezt a két gént un. zoldszakall génként azonositottak, mivel nem csak a csoport képzddésért
- igy a kooperacié kialakitasaért - felelések, de lehet6vé teszik a rokon felismerést is [3]. Zold-
szakall? génnek az olyan géneket nevezik, amelyek segitségével nem csak felismerhetd a maésik,
ilyen gént hordozé egyed, de egyiittmiikodésbe is tud lépni vele [2] [3]. Kiilonlegességiik, hogy
egyetlen allél megléte alapjan torténik a felismerés és a megkiilonbozteté bandsméd, azaz az
egylttmikodésben részt vevo egyedek kozt a genetikai hasonldsag valdjaban csak e gén tekin-
tetében szamit [3].

Amint emlitettem, a labortorzsek jelentGs része teljesen elveszitette a flokkulaciora vald
képességét [4]. Ennek hatterében sok esetben egy harmadik 1ényeges FLO gén, a FLO8 mutéciéja
vagy elvesztése all, ugyanis ez a FLO gén nem egy flokkulint, hanem a tébbi FLO gén atirédasahoz

sziikséges transzkripciés faktort kédolja [3].

2.5.3. Heterofil k6t6dés Flolp-vel

Annak ellenére, hogy a FLO1-et zdldszakall génként azonositottak, a réla atirédé Flolp flokkulin
nem Kkizarolag olyan sejtekhez képes kapcsolédni, amelyek szintén hordozzék, a rokonfelismerés
tehdt megenged? [2]. Feltételezik, hogy minél hosszabb a FLO1 gén (és ennek kovetkeztében az
atir6dé Flolp), anndl erésebb kotést képes létrehozni, mindemellett annél kevésbé szelektiven
kot6dik a Flolp-t szintén kifejezé sejtekhez [2].

Ez az oka annak, hogy egy nem flokkulens, azaz nem egyiittmiikdd6 (ebben a helyzetben
csald) sejt képes bekeriilni a flokkba és kihasznélni az édltala nyujtott elonyoket - mikézben az
egyluttmikodés arat, a flokkulinok szintézisének metabolikus koltségét nem fizeti meg, ezért
potencidlisan képes tilnéni a flokkulens torzset [2].

Ezzel szemben Ugy tinik, hogy a FLO1 gén hosszanak valtozékonysdga lehetové teszi, hogy
az adott kornyezethez alkalmazkodjon a flokkulens torzs, ily mddon tehat a flokkulens fenotipus
valtozé kornyezetekben stabil maradhat, és megfeleld koriillmények kozott stabil egytittélés johet
létre flokkulens és nem flokkulens torzsek kozt [2].

A sorgyartdsban ismert jelenség, hogy nem flokkulens torzsekbdl is képzédhetnek flokkok

flokkulens torzs jelenlétében [15]. Ezt a jelenséget ko-flokkulaciénak nevezik.

2A név eredete: R. Dawkins, The Selfish Gene. Oxford: Oxford University Press, 1976.
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2.5.4. Adhézidés erok a flokkban

A flokkulinok altaldnos felépitése az aldbbi: az N-terminalis a sejten kiviil helyezkedik el és
tartalmazza a szénhidrat (mannéz) kété domént, a C-termindlis a sejtfalhoz kotddik, a kettd
kozott pedig szerintben és treoninban gazdag tandem ismételt szekvenciak vannak, hosszi, hid-
roféb részt eredményezve [16]. Mechanikai behatdsok kovetkeztében a vizes oldatban alapvetéen
osszetekeredve jelen levé kozépsd, hidroféb szakasz képes kitekeredni [16]. Ijgy tlnik, hogy a
sejtek kozti adhézio 1étrehozasaban nem kizardlag a lektin-szerti kotések vesznek részt, hanem
a mechanikai behatasokra széttekeredd és egymassal Gsszekapcsolédé hidroféb fehérjerészek is
[16]. Ezt igazolni l4tszik, hogy a médium bizonyos mértékii agitaciéja noveli a flokkuldciét [15]

Ez a kotodési mechanizmus magyarazattal szolgdlhat arra, hogyan lehetséges a Flolp &ltal
megvaldsitott megenged6 rokonfelismerés, de némileg ellentmond annak a feltevésnek, miszerint
a fehérje kozépso szakaszaban levo nagyobb szamu tandem ismétlédo szekvencia ugyan erésebb

kotédést biztosit, de kevésbé szelektiv kotodést eredményez.

2.5.5. A ploidia szerepe a flokkulaci6é szabalyozasaban

A kisérletek soran alkalmazott UWOPS87.242.1 torzs esetén vizsgaltak a ploidia szerepét egyes,
a biofilm képzéssel kapcsolatos fenotipusok esetén. A torzs haploid forméban kiilondsen nagy
mértékben flokkuldl és tapad feliiletekhez [17]. Az elébbi tulajdonsdg inkabb a FLO1, az utébbi
inkdbb a FLO11 gén termékének jelenlétében jellemzé [18].

Erdekes médon a torzs irodalmi adatok [17] és sajat megfigyeléseink alapjén diploid formaban
csak enyhén flokkulal. Ezen tulmenden, egyes esetekben flokkulens torzsekre jellemzd, hogy

szilard taptalajon egyenetlen telepeket képeznek, de az UWOPS87.242.1-re ez nem jellemz6.

2.5.6. A flokkulacié mérése

A flokkuldcié mérése sokdig csak az ipari alkalmazédsokban volt fontos [15]. Ennek oka, hogy mig
a jelenség a sorgyartasban hasznos és nagy jelentoséggel bir, addig a laboratoriumi felhasznélas
soran bizonyos foki nehézségeket vet fel, igy a labortorzsek koziil a flokkulensek kiszelektalodtak
[17].

Soréleszték esetén a flokkuldciot Eszak-Amerikdban pl. az alabbi médszerrel mérik: a nyers
sorléhez hasonlé médiumban inkubaljak a torzseket, majd két mintat vesznek a folyadékbdl. Az

egyikben a tapoldatot olyan pufferre cserélik, amely a flokkuldciéhoz idealis kornyezetet teremt
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(Ca2T ionokban gazdag), a masikban pedig olyanra, amely akadélyozza a flokkuldciét, végiil
egy adott iilepedési id6t kovetben spektrofotometria segitségével megmérik a még oldatban levo
sejteket mindkét mintaban, majd az ardnyuk alapjan a torzseket harom kategéridba osztjdk:

nem flokkulens, flokkulens, erésen flokkulens [15].
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3. Tervezés

A kutatémunka folyaman olyan élesztétorzsek egylittes ndvekedését szerettem volna vizsgalni
(lemezolvasé segitségével), melyek hajlamosak flokkuldldsra. Ez a tulajdonsidg megneheziti a
populédcié noévekedésének lemezolvaséval torténé mérését, ugyanis a mért optikai denzités a
sejtszammal nem feltétlentil lesz aranyos, mivel a sejtek nem homogén moédon helyezkednek
el a médiumban, ahogy azt a 6. dbran is lathatjuk.

Ahhoz, hogy lemezolvasé segitségével megbizhaté eredményekhez jussunk, optimalizalni fo-
gom a jelenlegi protokollt flokkulens torzsek novekedésének méréséhez.

Az el6késziletek sordn a hasznalni kivant torzsek rendelkezésre 4ll6 transzformalt diploid-
jaibdl transzformalt haploidokat hoztam létre mindkét féle parosodasi tipusban. Ezt kovetden

kiilonboz6 paraméterek és bedllitasok mellett ndvekedésvizsgalatokat végeztem.

2,3

18

1,3

0,8

03

02

—G5 —G6 —G8 —G9

6. dbra. A lemezolvasé ”szokédsos” beallitdsok mellett erésen flokkuléls torzsekre ehhez hasonld,
lényegében hasznélhatatlan eredményt ad A vizsintes tengelyen a ciklusszam, a fiiggdleges ten-

gelyen az optikai denzitds lathato.
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4. Modszerek és elokészuletek

Ebben a fejezetben a megvaldsitas elokésziileteit és a kisérletek folyaman felhasznalt médszereket
fogom bemutatni.

A Kkitlizott cél érdekében a mérésekhez olyan élesztétorzseket vélogattunk Ossze, amelyek
kiilonb6z6 mértékben hajlamosak flokkuldlasra, illetve lehetéleg rendelkezésre all fluoreszcensen
jelolt kolénigjuk.

4.1. Felhasznalt torzsek

e UWOPS87.242.1: Hawaii kaktuszrdl izolalt torzs, haploid formaban erésen flokkuldl [17]
o M28-1B: sz016r6l izolalt torzs, megfeleld koriilmények kozt képes flokkulaciéra

e Sigmal728b: labortérzs, pszeudohifis ® novekedésre képes [19]

e BY4743: labortorzs, nem flokkulens

Mind a négy torzs esetén rendelkezésre allt haromféle transzformélt populacié:
e HO::KanMx::HO

e HO::Teflp-GFP-Cyclt-KanMx::HO

e HO::Teflp-mCherry-Cyclt-KanMx::HO

Az egyes transzformaciokat a dolgozat folyaman roviditeni fogom, rendre: KanMx, GFP,
mCherry.

A megfeleléen transzformalt haploidok létrehozasat és szelektaldsat kovetéen a lemezol-
vasdval végzett kisérletekhez f6ként fluoreszcensen jelolt, haploid a parosodasi tipusu élesztéket

hasznaltam.

3Ennek soran a létrejové lednysejtek az anyasejthez tapadva maradnak az osztédds befejését kovetSen is. A

sarj az anyasejten olyan teriileten fog képz&dni, hogy a kolénia névekedése szdl-szerti lesz [18].
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4.2. Tapkozegek
4.2.1. YPD (yeast peptone dextrose)

Tartalma: 1% élesztd kivonat, 2% pepton, 2% mikro agar (csak szilard taptalajhoz), 2% gliikéz?,

200 pg/ml geneticin, desztillalt viz.

4.2.2. SD (synthetic defined)

200 ml tapkozeg elkészitéséhez eldszor 170 ml desztillalt vizhez 4 g mikro agart (sziikség esetén),
illetve 0,34 g YNB-t (yeast nitrogen base) és 0,2213 g MSG-t (mono-sodium-glutamate) adunk,
majd autokldvval sterilizédljuk. Ezt kovetéen 20 ml aminosav mixet és 10 ml, autoklavozott 40%-
os gliikkéz oldatot adunk hozza, igy 2% gliik6zos SD-t kapunk. Felhaszndlas el6tt a céljainknak
megfeleléen 0,1% geneticint keveriink a tapkozegbe.

Az aminosav mix (AA mix) az alabbi 6sszetevékbdl all: 1,46 g dropout mix®, 0,38 g leucin,
0,076 g triptofan, 0,076 g uracil, 100 ml desztillalt viz.

Az SD - a YPD-vel ellentétben - szintelen, igy a lemezolvaséval torténd méréseket ilyen

tapkozegben végezzik.

4.2.3. Sporuléacios taptalaj

Tartalma: 88 ml viz, 2 g mikro agar, 10 ml aminosav mix, 2 ml 5M kalium-acetat.

4.3. Tarolas

Az élesztétorzseket hosszi tavon -80°C-on, 50%-os glicerinben taroljuk, igy biztosithatd, hogy
megérzik a mindségliket [20].
A rovid tédvi térolds 4°C-on tortént, szilard, 2% gliikkézos (rezisztens torzsek esetén geneti-

cines) YPD-n.

4.4. Sporulaltatas

A Saccharomyces cerevisiae kedvezétlen koriilmények kozott meiotikus osztddassal spérdkat

képez. Ennek eléréséhez a kordbban YPD-n felndvesztett élesztOket sporuldcids taptalajra

4A legtobb célnak megfelel a 2% gliikéz tartalom, de egyes esetekben més gliikkéz koncetriciéval vagy 2%

etanollal helyettesitjiik.
*Yeast Synthetic Drop-out Medium Sepplements (Y1771-20G)
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kenjiik 4t. Az autoklavval sterilizdlt tdptalajon szobahdémérsékleten legalabb 5 napig hagyjuk

noni Oket. A tetradok 1étrejottérdl mikroszkop segitségével bizonyosodunk meg.

4.5. Sporak szétszedése mikromanipulatoros mikroszképpal

A spérék szétszedéséhez el6szor le kell emészteni a tetradot koriilvevo burkot. Ehhez 200 pl
(desztillalt vizzel) 200-szoroséra higitott, 5 unit/ul-es zymolase-ba pipettahegy segitségével kis
mennyiségii éleszt6t oldottunk bele. Az elegyet vortexeltiikk, majd 30 percen at 30°C-on in-
kubaltuk. Felrazas utan a keverékbdl 30 pl-t geneticin nélkiili YPD lemez szélére kentiink, majd
a lemezt elhelyeztiik a mikromanipuldtoros mikroszkép alatt. A tii segitségével a tetradokat
a lemez addig nem hasznalt teriileteire vittiik, ahol szétraztuk Oket és egyenként elhelyeztiik
a spérékat. A folyamatot minden kiinduldsi élesztéfajta esetében hatszor elvégeztiik, hogy az
inszerteket tartalmazd egysejt kolonidk kozt nagy valdsziniséggel taldljunk mindkét parosodasi
tipusbdl. Ez azért sziikséges, mert az inszert és a parosodasi tipust kodolé MAT gén kiillonb6z6

kromoszéman helyezedik el.

4.6. Nyomdazas

Miutén felnGttek, a telepeket geneticint is tartalmazé taptalajra nyomdaztuk steril, szoszmentes

kend6 és nyomdazé segitségével.

4.7. Kol6nia PCR

Az S. cerevisiae parosodési tipusat a MAT gén kédolja [10], ezért a parosodési tipus megéllapitdsdhoz
ezt a DNS szakaszt sokszoroztuk fel PCR segitségével.

A PCR keveréket (master mix) jégen, sziirés pipettaheggyel készitjiik el. Tartalma 1 reak-
ciéra (50 pl keverék): 39,25 pul viz, 5 ul 1x DreamTaq puffer, 2,5 ul MAT primer mix 6 | 1 ul 10
mM dNTP, 0,25ul 5U/ul DreamTaq enzim. Az enzimet adjuk hozzd utoljara, eldtte az elegyet
vortexeljiik.

A kiszemelt koldnidkbdl kis mennyiségii élesztét pipettahegy segitségével PCR stripbe tettiink,

majd mikrohulldmu siitével roncsoltuk a sejteket (masfél percen at, 750 W-on). Ezt kévetéen a

5A MAT primer mix 10uM koncentriciéji a MAT1, MAT2 és MAT3 primerekre.
MAT1: AGTCACATCAAGATCGTTTATGG
MAT2: GCACGGAATATGGGACTACTTCG
MAT3: ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG
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master mixbol 50-50 pl-t pipettaztunk az egyes csovekbe, és elhelyeztiik 6ket a PCR gépben. A

reakciot az alabbi bedllitasokkal futtattuk:

95°C | 3 perc | 1 ciklus

95°C | 30 sec

58 °C | 30 sec | 30 ciklus

72 °C | 60 sec

72 °C | 5 perc | 1 ciklus

1. tdbldzat. A PCR reakci6 beéllitasai

4.8. Gélelektroforézis

A péarosodési tipust meghatarozé MAT allélokrol képz6dé PCR termékek hossza kiilonboz6 (MA-
Ta - 492, MAT«a 369 bp) igy gélelektroforézissel megallapithatd, hogy a felsokszorozott MAT
gén milyen parosodasi tipust kodol.

A mintakat 1,5%-os agaréz gélen, 1IxXTAE pufferben futtattuk. A mintak gélbe toltése el6tt
6l loading puffert (75 ul viz, 30 ul 1:33 SybrGreen DMSO, 7541 BlueJuice LB) adtunk hozzdjuk.
A keverékbél 20ul betdltését kovetéen 100 V-on, kb. 90 percig (amig megfelel6 mértékben
szétvaltak) futtattuk a mintakat.

A gélt UV fény segitségével értékeltiik ki.

4.9. El6kultiura készités

A novekedésvizsgalatokat megel6zoen elékultirat készitiink, olyan folyadék tapkozegben, ami-
ben a mérést szeretnénk végezni (dltaldban 2% glitk6zos) SD, lehetdség szerint geneticinnel, hogy
a mérés soran minimalizéljuk a befert6z6dés kockazatat).

Ehhez steril fiilke alatt 2 ml tapkozegbe élesztét oltunk. A sejteket egy éjszakan at, 30°C-
on, rdzatds (200 rpm, orbital) mellett hagyjuk néni. Ez a rdzatds megakaddlyozza a sejtek

iilepedését, de a flokkok kialakuldsdnak kedvez.
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4.10. Novekedésvizsgalat

El6szor a mar felnovesztett elékultirakon optikai denzitds mérést végziink. A flokkulens torzse-
ket ezt megel6zben vortexeljilkk és szuszpendaljuk, hogy a lehet6 leghomogénebb szuszpenzién
tudjuk az el6zetes mérést elvégezni.

Az optikai denzitas értékbdl kiindulva azonos toménységiire higitjuk az elékultirdkat, majd
96 lyukt lemezbe”, 190 ul SD tapoldatba (4.2.2) mériink a sejtes oldatbdl 10ul, az elézetesen
megalkotott elrendezésben. A mintdk optikai denzitésa igy a mérés elején 0,1 lesz.

A bemérés utdan a Tecan Spark 20M késziilékkel mérjitk (tovabbiakban: lemezolvasé) az
élesztOk novekedésének a mértékét abszorbancia és fluoreszcencia alapjan, 24 éra alatt (vagy
amig stacioner allapotba nem keriilnek).

Kiilonb6z6 lemezolvasé bedllitasokkal kisérleteztiink, annak érdekében, hogy a flokkulens

torzsek méréséhez legalkalmasabbat megtalaljuk.

4.10.1. Kevert kultiurak esetén

Két élesztotorzs (a példdban A és B) novekedésének egyiittes vizsgalatdt az aldbbi mdédon
végezzik:

Adott ardnyban sszekeverjiik az el6zetesen kihigitott két fluoreszcensen (kiilonbozden) jelolt
torzset, mindkét médon (A GFP - B mCherry, és A mCherry - B GFP).

Ugyanilyen aranyban keverjiik a torzseket énmagukhoz, tehat ha eredetileg 1:1 ardnyban
kevertiik 6ssze A-t és B-t, akkor 1:1 ardnyban &sszekeveriik A GFP-t és A mCherryt, illetve B
GFP-t és B mCherry-t. Ezeket kontrollnak fogjuk hasznélni.

Végil azt vizsgaljuk, hogy a fluoreszcens jel valtozasa mennyiben kiillénb6zo A és B ke-

verékében a kontrollhoz képest.

4.11. A lemezolvasd beallitasai
4.11.1. Altalanos esetben

A mérés alatt a lemezt 29°C-on tartjuk, és a kiolvasdsok kozott razatjuk (korkorosen, Smm-es
amplitudéval).
Egy ciklus alatt a miiszer megméri az egyes lyukakban az optikai denzitast 600 nm-en, és a

fluoreszcencidt GFP illetve mCherry tartoményon (GFP esetén: gerjesztés 485 + 5 nm, emisszié

"Greiner 96 Flat Black Ref: 655976
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5204 5nm, mCherry esetén: gerjesztés 585+ Snm, emisszié 620 + 7,5 nm).

Az egyes lyukak mérése soran a kiolvasas alapértelemzetten egy ponton, a lyuk kozepén
torténik. Egy mintaval altaldban 3-5 parhuzamos mérést futtatunk, annak érdekében, hogy
hiba esetén is elégséges informdaciéhoz jussunk. Emellett feltételezhet6, hogy az adott minta
a kiillonbozo lyukakban azonosan novekszik, igy az egyes lyukakban levé mintak atlagolasaval

altalanos leirast kaphatunk az adott mintarol.

4.11.2. Flokkulens torzsekre

Ugy talaltuk, hogy flokkulens torzsek esetén tobb mérési pont figyelembe vétele javit a mérési
eredményeken, ezért a lemezolvasé bedllitasait igy modositottuk.

Az bizonyult a legjobbnak, hogy 6t darab, kereszt alakban elhelyezkedd kiolvasas alapjan
a kiolvasott értékek atlagat feltételezziik helyesnek. TObb mérési pont felvétele természetesen
tovabb javitja az eredményeket, de a mérés idejét is nagyban megnoveli.

A mérések kozotti razatas paramétereinek megvaltoztatasaval is javuldst szerettiink volna
elérni.

Annak érdekében, hogy a gorbéket megfelel6 mértékben ”kisimitsuk”, mozgodatlagot szamoltunk.
Azt tapasztaltuk, hogy az egy pontot korbevevo 1-1 érték figyelembe vételével mar olyan gorbét

kapunk, amin a jel-zaj ardny kedvezo.

4.12. Kiértékelés

A lemezolvas6 a mérési eredményeket .xlsx file-ba exportalja. Az adatok utéfeldolgozasat Mic-
rosoft Excel segitségével végeztem el.

Ehhez a tapoldat altal keltett hattér jelet levontam.

A kevert kulturak névekedésének vizsgdlatdahoz 4 grafikont készitiink, ezek mindegyikén 2
gbrbével.

A fenti (4.10.1) példat folytatva A és B egyiittes novekedésének vizsgdlatdhoz elszor az A
GFP - B mCherry keverék fluoreszcenciajat abrazoljuk a GFP spektruméaban, majd ugyanezen
a grafikonon abrazoljuk a GFP jelet az A GFP - A mCherry lyukban. Hasonldéan, egy masik
grafikonon abrézoljuk az A GFP - B mCherry keverék fluoreszcenciajat az mCherry spektrumon
és a B GFP - B mCherry keverék mCherry jelét.

Az eljarast ismételjiik az A mCherry - B GFP keverékre.
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4.13. Felvételek késitése fluoreszcens mikroszképpal

A felvételeket olyan, egy napig novesztett folyadékkultiurakrol készitettiik, amelyekbe kezdetben
azonos mennyiségl élesztésejtet oltottunk a kétféle torzs elékulturajabol. A keverék egy részét
targylemezre pipettaztuk, ligyelve arra, hogy keriiljenek bele makroszkopikus flokkok.

A felvétel készitéséhez a kar esztergomi laborjdban talalhaté Nikon Eclipse Ti2 inverz bioldgiai
mikroszképot hasznaltam. Jellemz6en harom csatornan készitettiink képeket: a GFP jelrol
(FITC), az mCherry jelr6l (TRITC) és normal fénymikroszképpal. Az el6bbi kettd segitségével
a sejtekrél megéllapithatd, hogy melyik torzshoz tartoznak, az utébbival pedig jol lathatéva
valnak a sejtfalak.

A késziilt felvételeket Image J segitségével exportaltam.
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5. Eredmények

5.1. Tobb ponton mérés

A jobb mérési eredmények elérése érdekében egy adott lyukbdl tobb ponton tortént az optikai

denzités és a fluoreszcencia mérése.

=
i

optikai denzitas [1]
=

0,5
0
0 5 10 15 20 25
=5 mérési pont atlaga
-0,5 eltelt id6 [h]

kdzépsd mérési pont

7. dbra. Erésen flokkulens torzs (UWOPS87.242.1 GFP haploid a) optikai denzitdsa az eltelt id§
fiiggvényében. Az egy lyukon beliil torténd tobb mérés (kék) jobb novekedési gorbét eredményez,
mint kizérdlag a kozéps6 pont figyelembe vétele (narancssarga). A hibasidvok az 5 mérési pont
szorasat mutatjak.

Lathato, hogy a kb. 15. éraban kezd6do stacioner allapotban a ko6zépsé ponton torténd ki-
olvasas joval magasabb optikai denzitast mér, mint az atlag. Ennek legvaldsziniibb oka, hogy
az ekkorra mar makroszkopikus méretii flokkok a kozépsd teriileten iilepednek leginkabb ilyen

razatds mellett (Tipus: orbital, amplitidé: 5mm).
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5.2. Fluoreszcencia mérés

Megfelel6 tartomanyban nem csak az optikai denzitas, de a fluoreszcencia is ardnyos a sejtszammal.
Kezdeti megfigyeléseink alapjan 1gy gondoltuk, hogy a fluoreszcencia mérése jobb novekedési
gorbét fog eredményezni, mint az optikai denzitasé, ezen kiviil a populacidék kolcsonhatasanak

mérésekor csak erre tudunk hagyatkozn.
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(a) UWOPS87.242.1 mCherry haploid a fluoreszencidja az mCherry tartoményban az

egyes id6ben, mintdnként 5 mérési pont atlaga alapjan.
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(b) UWOPS87.242.1 GFP haploid a fluoreszencidja GFP tartoményban az id6ben,
mintdnként 5 mérési pont atlaga alapjan.
8. dbra. Az er6sen flokkulens UWOPS87.242.1 haploidok esetén az mCherry-vel jeldlt torzs

fluoreszenciaja az adott tartoményon szebb novekedési gorbét eredményez, mint a GFP-vel jelolt

torzs az adott tartomanyban.

Emellett az mCherry gorbe az optikai denzitasnél is jobb névekedési gorbét mutat
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5.3. Kulonboz6 razatasok

A lemezolvasé tobbféle razatdsra képes. Altaldnos esetben is erés razatdst alkalmazunk, de

abban reménykedtiink, hogy més tipusi rézatas javitani fog az eredményeinken.

_

| 7

02 /_\-—M

;A r A

1 3 5 7 ] 1 13 15 17 19 21 23
eltelt idé [h]

optikal denzités [1]
s
&

‘orbital'

‘linear' 'double orbital'

(a) Az UWOPS87.242.1 GFP a-t tartalmazé lyuk optikai denzitdsa az eltelt
id6 fiiggvényében, kiilonboz6 tipusi rédzatdsok mellett. A kezdeti szakaszban
linedris razatds mellett egyértelmlien magasabbak a kiolvasott értékek, de a

stacioner fazisban ez a kiilonbség mar nem jelenik meg.

1,2

08

06

optikai denzitas [1]

04

0,2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24
eltelt id6 [ora]

—Gsszes mérés  ——mozgbitlag

(b) Az UWOPS87.242.1 GFP a-t tartalmazé lyuk optikai denzitdsa az idd
fliggvényében, illetve az adatsor mozgdatlaga az egy adatpontot kornyez6 1-

1 mérés alapjan.

9. dbra. Er6sen flokkulens torzset tartalmazé lyuk optikai denzitdsdnak valtozasa a mérés alatt.
A mérés folyamdn egy cikluson belil (nagyjabdl 30 perc) elészor 10 perc ’orbital’ rézatast
kovetden torténik egy kiolvasds, majd 10 perc ’double orbital’ rdzatds utan egy ujabb kiol-

vasés, végiil 10 perc ’linear’ razatas és még egy kiolvasids. Minden kiolvasas a lyukon beliili 5

mérési pont atlaga.
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5.4. Kolcsonhatasok
A kolesonhatasok vizsgalatahoz Osszehasonlitottuk az egyes torzsek novekedését.

1,2

optikai denzitas [1]
=2 =
h [wi]

=
T

0,2

idé [h]

—5Sigma ——BY UWOPS

10. dbra. Az egyes torzsek esetén jellemzo optikai denzitas valtozas. Ez alapjan a nem flokkulens
BY4743 a novekszik leggyorsabban, és az erésen flokkulens UWOPS87.242.1 a leglassabban. Ez
alapjan azt varhatjuk, hogy a kevert kultirdkban az UWOPS87.242.1-el szemben a tobbi torzs
teret fog nyerni.

A nagyjébdl 15 érandl két torzsnél bekovetkezd esés legval6sziniibb magyardzata, hogy a lemezen
beliill nem volt egyenletes a razatés, ezért azon a tertileten, ahol ez a két torzs helyezkedett el,

rendellenes iilepedés kovetkezett be.

25



6000
9000

5000 8000

4000 7000
6000
3000 5000

2000 4000

fluoreszencia [1]

fluoreszencia [1]

3000
1000
2000

1000

25 0 »

idé [h] -1000 0 5 10 15 20 25
id6 [h]
——UW mCh - Sigma GFP  ——Sigma GFP - Sigma mCh
——UWGFP-SigmamCh ~ ——UW GFP - UW mCh

(a) GFP fluoreszencia a keverék (z6ld) és a kontroll (b) GFP fluoreszencia a keverék (z61d) és a kont-

(sziirke) lyukban, amennyiben a Sigmal278b GFP roll (sziirke) lyukban amennyiben az UWOPS
a jelolt 87.242.1 GFP a jelolt
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——UWGFP-SigmamCh  ——Sigma GFP - Sigma mCh ——UWmCh-SlgmaGFP ——UWGFP-UW mCh
(c) mCherry fluoreszencia a keverék (piros) és (d) mCherry fluoreszencia a keverék (piros) és
a kontroll (sziirke) lyukban, amennyiben a Sig- a kontroll (sziirke) lyukban, amennyiben az
mal278b mCherry a jelolt UWOPS 87.242.1 mCherry a jelolt

11. dbra. Az UWOPS 87.242.1 haploid a és Sigmal278b haploid a egyiittes novekedése 1:1
aranyu keverés esetén. A grafikonokon a torzsek roviditését tiintettem fel.

Az egyedi torzsek méréséhez hasonléan az mCherry jel jobb novekedési gorbét eredményez.
Lathato, hogy a keverékek esetében a fluoreszcens jel akkor is ugrdlni kezd, ha a fluoreszcens
jelen az eredetileg enyhén flokkulens Sigmal278b a bocsatja ki (a és c¢). Ez alapjan elképzelhetd,
hogy az UWOPS 87.242.1 flokkokba ezek is bekeriiltek.
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(a) GFP fluoreszencia a keverék (z6ld) és a kontroll (b) GFP fluoreszencia a keverék (z61d) és a kont-

(sziirke) lyukban, amennyiben a BY 4743 GFP a roll (sziirke) lyukban amennyiben az UWOPS

jelolt 87.242.1 GFP a jelolt
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~2000 146 [h] ids [h]
——BYmCh/UWGFP  ——BY GFP/BY mCh ——UWmCh/BYGFP  ——UWGFP/UW mCh
(¢) mCherry fluoreszencia a keverék (piros) és a (d) mCherry fluoreszencia a keverék (piros) és a

kontroll (sziirke) lyukban amennyiben a BY 4743 ~ kontroll (sziirke) lyukban yukban amennyiben az
mCherry a jelolt UWOPS 87.242.1 mCherry a jelolt

12. dbra. Az UWOPS 87.242.1 haploid a és BY4743 haploid a egyiittes névekedése 1:1 ardnyu
keverés esetén. A grafikonokon a torzseket els6 két betiijlikkel roviditettem.

Az egyedi tOrzsek méréséhez hasonléan az mCherry jel jobb novekedési gorbét eredményez.
Lathatd, hogy a keverékek esetében a fluoreszcens jel akkor is ugrdlni kezd, ha a fluoreszcens

jelen az eredetileg nem flokkulens BY4743 a bocsatja ki (a és c¢). Ez alapjan elképzelhetd, hogy
az UWOPS 87.242.1 flokkokba ezek is bekeriiltek.
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13. dbra. Az mCherry tartomanyban mért fluoreszcencia az UWOPS87.242.1 a és a BY4743
a aranya a kiilonbozé aranyd keverékeiben. A vizszintes tengelyen mindig az id6t dbrazoltam
oraban, a fiigg6leges tengelyen pedig a fluoreszcenciat. A piros gorbék dbrazoljak az mCherry
jelet a keverékben, a sziirkék pedig a kontrollban.

Az 1:1 ardanyud keverékrol késziilt méréshez hasonléan az UWOPS87.242.1 1atszolag ezekben az

esetekben is teret nyer a BY4743-al szemben.
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5.5. Fluoreszcens mikroszképos képek

A fluoreszcens mikroszkopos felvételekkel a 1étrejove flokkok szerkezetét szerettiik volna vizsgélni.
Az eredmények alapjdn ugy tlint, hogy a flokkokba az eredendden nem flokkulens torzsek sejtjei

is képesek beépiilni, ezt a feltevést szerettiik volna megalapozni.

(a) UWOPS 87.242.1 mCherry a (piros) és UWOPS 87.242.1 GFP a (z6ld) keveréke

(b) UWOPS 87.242.1 mCherry a (piros) és BY4743 GFP a (z0ld) keveréke

14. abra. Egy napon it egyiitt novesztett kultirabdl nyert flokkok mikroszképos képei. Mind a
kontroll, mind a kevert esetben el6fordul mindkét féle jelolt éleszté a flokkon beliil.

A képek fluoreszcens mikroszképpal késziiltek, 20-szoros nagyitason (4.13).



6. Eredmények értékelése

6.1. Novekedési gorbék erdsen flokkulens torzsek esetén

A mérési eredmények javitasdra ugy tinik, hogy az egyik hatékony megoldas tobb kiolvasast
végezni mind térben (7), mind idében (9). Ez azonban néveli a mérés erdforrds igényét, illet-
ve az atlagolds(ok) miatt informacidvesztés is bekovetkezhet, a mddszer tehat fenntartdsokkal
alkalmazandé.

Miésrészt ugy tlnik, hogy az mCherry jel erosen flokkulens torzsek esetén jobb novekedési
gorbét mutat, mint akér az optikai denzitds, akar a GFP tartomény beli fluoreszcencia (8). Ezek
alapjan a jovében erdsen flokkulens torzsek novekedés vizsgalatahoz erre fogok tamaszkodni.

A populécidk kozotti kolesonhatdsok megfigyeléséhez erésen flokkulens torzs esetén szintén
az mCherry-vel jelolt tipusokat fogom elsédlegesen hasznédlni. Ennek az egyik hatranya, hogy
két (az UWOPS87.242.1 haploidjaihoz hasonlé mértékben) flokkulens torzs esetén nem alkal-
mazhato, hiszen a torzsek jelentés hanyada csak fluoreszcensen jeldletleniil, illetve GFP-vel és

mCherry-vel jelolten all rendelkezésre.

6.2. A razatas hatasa a mérési eredményekre

A lemezolvasé hdrom tipust razatdsra képes. A nem-, illetve enyhén flokkulens torzsek felrdzasahoz
sziikséges amplitado és frekvencia mellett erésen flokkulens torzsek esetén nem mutatkozik
lényegi kiilonbség az egyes razatdsok mellett kapott eredményekben (9a).

A kezdeti (nagyrészt irrelevéns) szakaszban linedris razatds mellett kvetkezetesen nagyobb
értékeket mér a miszer, de ez a kiillonbség az exponencialis szakaszban megszlinik. Az exponen-
cidlis szakasz végét kovetden az egyes razatasok mellett lényegében ugyanolyan eredményeket
kapunk. Ennek vélhetéen az az oka, hogy a lyuk aljaban egy olyan nagy, biofilm-szerii flokk jott
létre, amelyet mar egyik tipusi razas sem tud megmozditani.

Mindez nem bir nagy jelentOséggel, hiszen a szamunkra legérdekesebb exponencialis szakasz-

ban nem mutatkozik szamottevo kiillonbség az egyes razatasok kozt.

6.3. Kolcsonhatasok vizsgalata

Pusztan a kiilon-kiilon mért optikai denzitdsok alapjan azt feltételeznénk, hogy mind a Sig-

mal728b, mind a BY4743 haploidjai gyorsabban nének az UWOPS87.242.1 haploidokn4l.
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15. dbra. Az egyes fluoreszcensen jelolt torzsek szazelékos ardanya az UWOPS87.242.1 mCherry
a és a BY4743 GFP a keverékében 16 ora elteltével. Sargaval az atlagos mCherry, zolddel az
atlagos GFP érték. Az azonos szinii, keret nélkiili oszlop a kontroll. A hibasdvok a szérast
mutatjak.

Az UWOPSR87.242.1 és a BY4743 aranya a kezdeti 1:1-r6l eltolédott, az UWOPS87.242.1 javara.

Ez éppen ellentétes azzal, amit a novekedési gorbék alapjan varnank.
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16. abra. Az egyes fluoreszcensen jelolt torzsek szazelékos ardanya az UWOPS87.242.1 mCherry
a és a Sigmal278b GFP a keverékében 16 dra elteltével. Sargaval az atlagos mCherry, zolddel
az atlagos GFP érték. Az azonos szinii, keret nélkiili oszlop a kontroll. A hibasavok a szérast
mutatjak.

Lathato, hogy a Sigmal278b aranya a keverékben jéval alacsonyabb, mint a kontrollban, de az

UWOPS87.242.1-n4l nem figyelhet6 meg ilyen nagy kiilonbség.
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Fzzel szemben az elsé kevert kultirds mérések azt mutatjak, hogy nagyjabdl a 16. érara az
UWOPS87.242.1 mindkét mésik torzzsel szemben teret tudott nyerni (11. és 12. 4dbra). Ezt az
eredményt viszont - a tovabbra is nagyfokd mérési bizonytalansag miatt - fenntartasokkal kell
kezelniink.

UWOPS87.242.1 jelenlétében a nem-, illetve kevésébé flokkulens torzsek fluoreszencens jele
is ugrdlni kezdett. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy a jelen levo flokkok inhomogén
modon arnyékoljak az egyébként homogénen jelen levd fluoreszcens jelet. Egy masik potencialis
magyarazat, hogy a flokkokba az egyébként nem flokkulens élesztok is képesek bekeriilni, és
a flokkon beliil uralkodé oxigénszegény kozegben [3] kevésbé képesek gyorsan néni. Az is le-
hetséges, hogy a flokkokba bekeriilt nem flokkulens élesztok fluoreszcencidja a flokk belsejébdl
kijutva gyengiil, és ez okozza a mért érték valtozasat.

A 15. és a 16. Aabrakon az egyes keverékekben a kiillonboz6 torzsek ardnyat lathatjuk a
mérés kezdetét kovetéen 16 oraval. Azért vélasztottam épp ezt az id6pontot, mert itt mér
megkezd6dott a stacioner allapot, de még nem indult meg a GFP jelre jellemzo, a 24 6ras
mérések végén bekovetkezd cstkkenés.

A diagramokon lathaté, hogy a keverékben az egyes torzsek szdzalékos ardnyanak Osszege -
az elvartakkal szemben - nem szdz. A 15. dbran szerepld keverékben az éleszték kb. 40%-a GFP
jelolt, és nagyjabdl 75%-uk mCherry jelolt, ez természetesen nem lehetséges, csakigy, mint a
16. abra esetében fenndllé 15%-os, illetve 65%-o0s ardny.

Megfigyelhet6, hogy az UWOPS87.242.1 a és a BY4743 a keverékeinek esetében a mérések
az UWOPS87.242.1 a ardnydnak nagyobb novekedését mutatjak, mint amekkora csokkenés a
BY4743 a aranyaban bekovetkezik (15. dbra). Ezzel szemben az UWOPS87.242.1 a és a Sig-
mal278b a esetében éppen forditott a helyzet: a Sigmal278b a ardnya hatarozottan nagyobb
mértékben csokken, mint amennyire az UWOPS87.242.1 a ardnya megnd. A flokkuldciobdl
adédo, fent emlitett potencidlis mérési nehézségeken til akar az is eléfordulhat, hogy a két torzs

tagjai nem ugyanolyan moédon épiilnek be az UWOPS87.242.1 a altal alkotott flokkokba.

6.4. Flureszcens mikroszképpal késziilt képek

A fluoreszcens mikroszképpal készitett képek alapjan az UWOPS87.242.1 haploidok flokkjaiba
mind a BY4743, mind a Sigmal728b haploidjai bekertilnek.

Ez is mérési bizonytalansaghoz vezethet a fluoreszcencia mérések soran, ugyanis az UWOPS87.242.1
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kontrollok flokkban vannak, mig a masik torzshoz tartozo kontroll a médiumban szabadon he-
lyezkedik el. Elofordulhat, hogy az UWOPS87.242.1-hez tartozé fluoreszcencia térnyerésének
oka nem az, hogy a torzs tilndvi a masikat, hanem az, hogy a flokkokba a masik torzs tagjai is
bekeriilnek, igy a fluoreszcens jeliik ”ledrnyékolodik”. Epp ezért a kolcsonhatas fenndllasanak

igazolasdhoz tovabbi kisérleteket kell végezniink.
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7. ésszefoglalés

A célkitlizésnek megfelelGen javitottunk erdsen flokkulens torzsek esetén a lemezolvasédval torténo
méréseken. Sajnos a szamunkra kritikus exponencialis szakaszban a leginkabb zajosak a mérések,
ezt a zajt sok esetben csak mozgodatlag szamitdssal tudtuk kielégitéen csokkenteni.

Az eddigi kisérletek alapjan erésen flokkulens torzsek esetén érdemes egy lyukon beliil tobb
mérési pontot figyelembe venni, és a sejtszammal korreldlé harom mérték (optikai denzitds és
fluoreszencia a GFP, illetve az mCherry tartomanyban) koziil els6dlegesen az mCherry fluor-
eszenciara tdmaszkodni.

Az els6 kevert kulturds mérések alapjan lehetséges, hogy a vizsgalt torzsek befolyasoljak
egymas novekedését, de ennek igazoldsira tovabbi kisérletekre van sziikség.

A fluoreszcens mikroszképpal késziilt felvételek alapjan az UWOPS87.242.1 altal képzett
flokkokba mas torzsek tagjai is bekeriilnek. Ez a kolcsonhatas tehat nagy valdszinliséggel fennall

a torzsek kozt.
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8. Jovobeli tervek

Szeretnénk a méréseken tovabb javitani, ehhez az egyes razatdasoknadl kitilepedett sejtréteget ala-
posan feltérképezni. A mérések ledllitasaval és sejtek megszamolasaval validalni a méréseinket.

Az egyiittes novekedés és az interakcidk tovabbi vizsgdlatdhoz el0szor tovabbi méréseket sze-
retnénk végezni, szintén lemezolvaséval, majd az eredményeket a fentiekhez hasonldéan sejtszamolassal
aldtamasztani, megkolonboztetve a flokkokat és a flokkokon kiviili sejteket.

Az interakcidkat tovabbd szeretném sorozatos atoltasok folyamén is vizsgalni.
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