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I. Bevezetés

Az utbébbil évek egylk kiemelkedlen fontos kutatési
tertilete az életfolyanmatcok szabllyozisa, azok térbeli és
1d8bell OGsszerendezettsdégének megvaldsulisa. A molekuléiris
biolégia, elsSsorban & gonctikllrondelkestk azzal a leheti-
séggel, hogy ezeket a folyaratokat a szabilyozisi prograrot
hordozd anyag, a LNS szintdyén vizsgdlia. Eiszen igen nagy
felbontéképessiggel rendelkezd tudoményig, amely sgyrészt
igen ritka l)"-k)"-an gyekoriséggal beklvetkes? események
in vivo regisstriliséra képes, nésrxréaszt a felbontdhiépessége
egyetlen bégispir megviltozésirs terjed ki. A génmilkddés
szabdlyozdsaval foglalkosé els?® elmélet & Jaceob és aoaod'
nevéhez fizgldl operon elmélet volt, amely az Eychorichia
coli baktérium tejcukorbontsd ensimel milkSdiésének és szabllyozi-
sénak kérdését tisstiszta. ¥ég nma is a lac overon az &lUvi-
l8g egyik legjcbban ismert sszabllyozési egysége /4,19,39/.

2z E.coli \ fig feldpitése, fejlidése &z &letciklusa
egyike a legtibbet tanulmiényozottaknak és legiobben ismertek-
nek., A \ fég a méreékelt [temperilt/ baktericfigok ceoportii-
ba tartezik, ami azt jelentl, hogy a fertlzés utin a ffignak
xét lehetaégez &letutia van: .

1./ Litikus ut: A bekerxiilt fig DNS replikélédik, meg-
szintetizilddnak a.!iqtchérjék. nadd a flqg réazzek Ussgedl-~
lésa utén 2 baktériumsejt a lizozis hatisira feloldddik
és az utddfiégok kiezabadulnak.

2./ Lizogén ut: A f8g DNS beéplill a beaktérium krowosszd-

méba &8 azzal egylitt replikélédik. A lizogén baktérium-



sejtben a figgenom jelenlétére csak a lizogén sejtek immu-
nitésa és induké&lhatbsaca utal; illetve néhiny baktérium
esetében a lizogén konverzidé jelensége. A lizogén bak-~
tériumsejtben tald&lhatd, annak DNS-ével reciprok rekombi-
n&cié sordn tsszekapcsolbdott represszdlt dllapotban 1&vD
figgenonot nevezzilk profignak.

Szenzitiv baktériumnak temperélt féggal vald fertd-
zésekor eldre nen meghat&rozhatb az, hogy a litikus vagy
a lizogén ut jatszddik-e le, nert ez két egyméssal ellen-
tétes folyamat egyensulydtél fiqgg, amié befolyé&solnak
mind a fertlzés kérllményei, mind a baktérium és a fig
gencotipusa, illetve a baktériumsejtek "fiziocldgiis alla-
pota"” is /[12/.

A mérsékelt fagok kozlll az E.coli X fag lizogén al-
lapoténak sgzabdlyozési rendszere a legrészletesebben tanul-
pényozott €és a legjoblan iznert folyamat. Lizogén &llapot
esetén haror "részfolyamat”"-rél érdemes beszé&lniink:

l./ A lizogén allapot kialakulésa

2./ R lizogén &llapot fenntartisa

3./ A lizog&n Allapot nagszlnése
l.1. A lizogén allapot kialakuléisa
2 lizogén &llapot kialakulésfhoz tulajdonképpen szin-

tén két lépés szlikséges, az egyik a2 figgenom integrilédisa
a baktériumkromoszéméba [int gén/ [/2/, a misik pedig a



represszor fehérje szintézisének megindulésa /10/.

Nem lizogén baktériumseijt fertdzésekor a CI reguli-
torgén transzkripcidéja a ore /promoter for repressor
establishment / promotertSl indul, de a megfelell sebes-
ségli transzkripcibéhoz a CII &s CIII gének termékére /8/
is sziilkség van /pozitiv kontroll/. A pre transzkripciéval
200-300 lesz a sejtenkénti represszorok szé&ma.

A cro gén ebben a folyamatban negativ szabdlyozdként
szerepel - gétolja CI rmilk8déeét [13,14/.

A N gén viszont pozitiv szabélyozd szerepet t8lt be
a korai oének miik&désében, tehit a lizogén &llapot nem
alakul ki, ugvanis k&z6mb#siti a baktérium 8 -faktorst,
antitermindtorként szerepel, jelenlétében mind a bal, mind
a jobb ir&ényu transzkrivrcid tovébb folyik.

Bizonvos vizscgélatok szerint a Pe promotert5l kiinduléd
RNS szintézis kettls szerepli: elsd esetben egy 81 bizis-
parnyi un. OOpRNS szintetiz&lddik, amely a DNS replikécidbban
“primer"-ként szerepel és a fig litikus ciklusba valé belé-
pését eredméﬁyezi. De kiil8nleges kériilmények kdz8tt az RNS
szintézis nem &11 le, hanem tovdbb folytatédik és igy a
cro-n, CII-n é&s CIII-n keresztiill mintegy "atvezeti" a fig
genomot a lizogén ciklusba /17/. Ennek a mechanizmusnak a
teljes megérté@&séhez azonban szillkséges bizonyos, ebben a
régidban térképezett muténsok /pl. cy, sar/ részletesebb
tanulményoczisa [29,43,44/.



1.2. A lizogén &llapot fenntartisa

Ha a lizogén &llapot mér kialakult, a CII'és a CIXI

gén transzkripciéjat a represszor fehérje ledllitja, st
aktiv represszor molekulik jelenlétében maginak a CI gén-
nek a transzkripcicéia is vAltozik. Ilyenkor az &tirddss a
gén jobb végéhez k&zel esd prm promotertfl indul /promoter
for represszor maintance/, aninek kdvetkeztében a represszor
szint kb. tizedrészére cs8kken, ami azonban elegend® a 1li~-
zogén &llapot fenntartéséhoz /29/. A prm promotert®l kiin-
dulé transzkripcié autogén kontroll alatt &11, teh&t maga

a géntermék szabélyozza sajit génje Stirédisénak mértdkét

olymédon, hogy az &llenddé szinten maradjon [36/.

Lizogén dllapot fenntartdsa K. coli A fagban

represszor

B

S = m-RNS




1.3. A 1izogén allapot megesziintetése

A lizogén baktérium indukcidja elCidézhet® pl. UV
sugérzéssal, kiilonb8z20 vegyszerekkel, hlhatéssal, cde az
adott fégra jellemzl gyakorisdggal bekdvetkezhet spontén
is [/7,12/.

A "megsziintetd" funkcié a cro gén milkkidésével kapcso-
latos, mert a gén &ltal kécdolt fehérje a CI gén jobbk és bal
oldali operatoré&hoz kétddve a korail fehérjék szintézisét
kb. tizedrészére csbtkkenti, segitl az OOpRNS &tirddasit
/30-50-szeresére emelkedik/ és megindul az ori pontbél a=z
O és P gének [DNS replikécid génijeil/ Atirdcdésa. Ezeknek a
folyamatoknak a hatfisadra a fég é€letciklusa a litikus ut fe-
1é tolédik el [27/.

UV sugdrzés vagy vegyszeres [altaléban antikiotikum/
hatésra bek&vetkezT indukcié esetén azt tapasztaltik, hogy
a lizogén Allapot megsziintetését a represszor fehérjének a
proteclitikus elhasitise inditja neg, ebben az esethen a
folyamat fehérjeszintézist igényel [endopeptiddz/ [37,40,41/.
Lidvel induké&lhatd mutanscknil pedig azt tapasztaltik, hogy
a represszor fehérije egy kritikus himérséklet felett nemnm
képes megfelel? ideig és mértékben a DNS megfeleld szakaszi-
hoz k&tddni, a bekdvetkezd allonterikus vidltozés miatt, ami
lehetdvé teszi az addig represszidlt gének megnyilvanulisit,
és ezzel a fagnak a litikus ciklusba vald atlépését [26/.

A A indukcidéjst bizonyos baktérium nutdcldék képesek megaka-

dSlyozni /recA” 111. ind~ baktérium/.



2. A lizogén baktérium immunitésa

A baktérium lizogenitidsinak egyik jellemz&ije az
immunitdsa, az azonos, vagy homoimmunis faggal vald feliil-
fertGzhetetlensége. Ilyenkor a fé&g DNS bejut ugyan a bak-
tériumsejtbe, de lizist nem tapasztalunk, mert a profég
&ltal termelt represszor fehérje -~ immunitdsi anyag - a
fellilferttzd fag génjeinek megnyilvanulasit is megakadalyoz-
za. Az un. lawbdoid fagokbdl [X, 424, @80 pl./ keresztezés-
sel sikeriilt olyan hibrideket létrehozni, amelyek mds im-
munitasi anyagot termelnek, tehit reguldtor génjlik a mésik

424 .ib). A A és a P22 fag,

faghél szarmazik /pl. \ imm
bdr mas-mis baktériumot fertdznek, géntérképlik hasonldsaga
azonban lehettvé tette, hogy olyan figot hozzanak létre,
amelynek immunitési, korai kontroll és DNS replikéciés
génjei A\ -bbl, mig a tdbbi a P22-b&1 szérmazott. /[1,15,16,
45/.

A t8bbi lambdoid - E.coli - figbdl eltérSen a P2 jel-
zéslinek csak egy C /reguldtor/ génje van, tehét feltehetlen
jobban hasonlit a reguldciés mechanizmusa a Rhizobium figo-

kéhoz.

3. A A. f&g regulidtor génje és a represszor fehérjé

A mérsékelt fagok tarfoltija zavaros, a bennilk taldlhatd
lizogén baktérium miatt, mig azok, amelyek valamilyen muté-
cid miatt képtelenek lizogenizdlni a baktériumot tiszta
tarfoltot adnak. A X fagban a tiszta tarfoltot adé mutécidk

h&rom génhez lokalizdlhatdk: CI, CII, CIII-hoz, ill. van



egy negyedik csoport, az un. cy régidba tartozdk. Ezek
k&z{il a CI reguldtorgén és annak ternéke jitssza a leg-
fontosabb szerepet [/8§,12,14,18,22,44/. A fag represszor

18tét és szerepét zigdtikus indukcidval bizonyitotték /[19/.
3.1. A regulator gén /CI gén/

A kiil8nb8zd tipusu mutinsock vizsgdlatival megdllapitot-
tik, hogy a megvaltozott represszor szintézist harom régidban
bekdvetkezett mutdcidé ckozhatja:

1. Struktur gén mutdcidja

2. Az operator génben bekdvetkezett mutdcid

3. A promoter gén megviltozisa
3.1.1. A represszor fehérje struktur génje

A struktur gén a represszor fehérje aminosav sorrend-
jére vonatkozd informacidédt hordozé DNS szakasz. A fagkromo-
szbma jobb karjan helyezkedik el, a 31.106 dalton nagységu
‘K DNS molekulénak kb. 2 $-nyi része. A géntérképe egy A
/bal/ és egy B [jobb/ oldali régidra bonthatd, az izolilt
mutdnsok eltérl viselkedése alapjén: az "A" mutinsok:
h8indukcidja fehérjeszintézist nem igényel, mig a "B"
muténsok: fehérjeszintézist giatld anyagok jelenlétében nem
induk&lhatdék /24,15,5/.



3.1.2. Az operétor gén

A fagban a CI gén jobb és bal oldaldn is taldlunk
operédtor régidkat [/ 75-75BP hosszusiguak/. Mindké&t oldalon
3~3 represszor k&tChelyet azonositotéak, anelyek 17 bézis-
pér hosszugasu, majdnem ttkéletesen palindrom szekvenciik,
rendkiviil hasonlé felépitéssel. Szimmetriaviszonyaikbél k&-
vetkezden elsfsorban dimérek megkltésére alkalmasak. A rep-
resszor kdtShelyeket €6-7 hazispirnyi A-T gazdag térkitdlts
/"spacer” | régidk véalasztjék el egymistdl. Az egyes operi-
tor helyek milkdésbeli eltérést mutatnak, ami egyfajta

szablilyozést tesz lehetdvé miAr ezen a szinten is. Az O l-hez

R
2 legnagyobb a represszor aktivitfsa,-de &ltaldban is igaz,
hogy az O affinitisa 5-10x erUsebb az OL-énél— az ide

k8t8dbtt represszor molekulék csBkkentik cro és ndvelik CI

gén transzkripcidjit. O annyi miik8désbeli kiildnbséget

R2
mutat, hogy magasabb represszor koncentriciénidl td1ltddik

fel, mig O_.~hoz csak akkor két&dnek a represszorok, ha a

R3
masik két kétlhely mar telitdddtt, teh&t a represszor kon-
centrécidé nagyon magas. A bal oldali operdtorok miik&dése
ezzel teljesen megegyezik, csak OLB szerepét nem tisztéztik
még. A virulens muténsokat vizsgdlva azt tapasztaltik, hogy
ezek O

0 és OR ~h&z lokalizflhatdk [25,26,28/.

1t ~13 2

3.1.3. A promoter §én

A promoter régidk meghatéroz&sa nehezebb feladat volt,

mint az operitoroké. Elméletileg azok ugy definiflhaték, mint



azok a DNS szekvenciék, amelyek nélkilldzhetetlenek az

RNS polimeraz felismeréséhez, kd6tOdéséhez és a transzkrip-
cid iniciidlésdhoz. Az eddigi vizsgidlatok alapjén a A fagbhan
az operétor és a promoter régifk atfedSek. A bal oldali
promoter az oLl— 0L2 kézdttd “spaéer“ régiéba térképezhetd
/PL/, mig a jobb oldali prm promctert az Opy~Og4 Szakaszok

kbzé térképezték [36/.
3.2. A A fag represszor fehérjéje

A CI gén terméke az un. represszor fehérje vagy immuni-
tdsi anyag 27.000 molekulasulyu, monomer szerkezetil, sava-
nyu protein. In vivo és in vitro egyarént megfigyelték,
hogy egy monomer - cligomer egyensuly alakul ki, ahol az
oligomer /d& vagy tetramer/ az aktiv forma, ez képes az
operatorhoz kdtddni. Stabil lizogén sejtekben kb. 200 monomer
represszor molekula talilhatd sejtenként. A fehérje-DNS

910719/, Az eddigivvizsgalatok

k6tSdése rendkivil erds /K =10
alapjan feltételezik, hogy & represszor molekula N-terminilis
vége k&tSdik specifikusan a DNS-hez, ennek ismert az elsd

51 amincsava, ami viszont fGleg bdzikus aminosavakat tartal-
maz. A A fagndl a CI gén esetében kimutattak interallélikus
komplementécidot, amely szerint a regulltor gén "A" régidja
és "B" régidja kdzitt bizonyos k&riilmények kdzdtt igen erds

mitk8déskiegészités figyelhetd meg /24,23/.
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4. A Rhizobium meliloti 16-3 fag jellemzése

A bakteriofagot talajmintidbdl 1960-ban Ord8gh és
czende izolaltas [/35/. A temperalt figok csoportjiba tar-
tozik, vad tipusunak tekintijilk azt, amely 28°-on &s 36°C-on

egyarant zavaros tarfoltot ad,

A fag az E.coli A fagjshoz hasonld felépitésii, elektron-
mikroszképos felvételeken j61 elkiilnithetd a sokszégletil
fej, a farok és a farki rostok is j61 lathatdk néhany eset-

ben; megallapithatd hogy nagységa is hasonld a fighoz.




A fejben taldlhatdé nukleinsav kétfonalas DNS, amely

szintén rendelkezik un. ragadds véggel. Nagvsica kb. 32Md,
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valé 8sszehasonlités alapjan td8rtént /S/.

»

A 16-3 faghdl izolalhatdkolyan mutinsok, ahcl a mutécid e

C regulédtor génben k8vetkezett be; ezek a htmérséklet fiiog-
vényében mutatnak fenotipusos valtozést; - ti muté&nsck. Vannak
olyanok, ahol ez feltétlenné v&lik, tehdt a fig fenotipusa
bdrmely hOmérséklete tiszta tarfoltot mutat; - ilyenek pl.

az sp és az U sorozat mutédnsai. SOt ide tartoznak a deléciés
mutansok is, amelyekben a DNS kisebb-nagyobb darabja hidny-
zik. A kOvetkezT &bran néhény muténs térképhelyzetét mutat-

juk be,
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Regulécio Korai funkcidék-replikécié KésBi funkcidk-morfogenezis Lizis 8C.
0.-20.perc utéan 50.perc utén perc utéan
Represszor/C/ Oper&tor Farok

Sp4 CK Cti4 U6 Ol ts5124 ts216 ts5116 ts5226 02 ts518 ts5218 ts5222 ts2/ ts5113

/// e NN

LA

N

NWe 0w
o ol S
QO & vt

A fagkromoszdma nagyobb részét kitevd - korai funkcib,
késti funkcid, lizis - elsBscrban ts [hTérzékany/ muténsok
ismertek. Funkcionilis analizissel &llapitottdk meg, hogy

a teljes faggenom 43 cisztront alkot. A rekombindcidés ana-
lizissel kapott kromoszdématérkép hossza pedjig 4C térképegy-
ség. /11,20,30,31,32,33,34,35,38,42/ |

5. Célkitiizések

Vizsgalataink célja a Rhizobium meliloti 36 jelzésl mér-
sékelt fig regulitor génjének vizsgfilata volt. A kisérletek
alapjéul a 1l6-3 faggal végzett kisérletek szolgiltak, amely

szerint a két fig heteroimmunis /Szende, Plant and Soil, 1962/,
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azonban a 1l6-3 f&g a 36 jelzésll figgal rekombinil /Deék,
Orosz/ azcnos immunitisi anyagra érzékeny, tehdt homcimmunis,
ami arra utal, hogy a két fAggenom majdnem vagy teljesen meg-
egyezik, tehdt a kapott eredmények Usszevethetfk. A 16-3 fég-
nak hérom hdvel 1nduké1hat6£/til muténsa ismert /ti3, tid, ti5/
/Crosz, Sik/. Az ezekkel végzett vizsgélatok alapjén tudjuk,
hogy a ti mutéciék a figkromoszdma bal szélén 1é&vs C gén-

be térképezhetlk, egyméssal nem konmplementilnak, tehé&t azonos
cisztronba tartcznak. Fenotipusuk, himérséklet érxrzékenységiik
alapjén azonban jé61 elkiil¥nithetdk egymistdl [/31,32/. Mi a
kisérleteinket a 3€ jelzésli figbdl NTC kezelés utén izolile
ti muténsokkal végeztik, és a kivetkezfket tlztilkk ki célul:

- a mutdnsck fenotipusos &s hOindukcids jellemzése

a2 mutédcids pontok elhelyezése a genetikai térképen
~ kettds [ti~ti/ nmutdnsok vizsgllata
- ti mutdnsokkal lizogenizdlt sejtek immunitésénak vizs-

gélata

a ti muténsok konplementdcidés vizsgélata

6. RAnyagok &és médszerek

BaktériumtSrzsek: Rhizobium meliloti 41 prototrdéf, vad
tipusu baktérium /izoldlta Szende, Urddgh,
1960/.
Lizogén t8rzsek: R.m.41 [16~-3/; [ti3/; [tid/;
/ti5/; |Aal); |a2/; |B2/; |B3/; |B4/; |B6/].
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Fagtbrzsek: 16-3: a Rhizobium meliloti 41 mérsékelt, vad
tipusu fagja
36: a 16~3-mal homoimmunis, mérsékelt, vad tipusu
fag [Szende, Ordodgh/
A 16-3 fag hovel induk&lhatdé mutansai: ti3, tid
ti5 /Orosz L./
A 36 fag hovel induk&lhaté muténsai: Al, A2, B2, B3,
B4, B6
A 16-3 fag virulens muténsai: wl, w2, 24/4 /Orosz ) A |
A 16-3 fag kettTs muténsai: tid-sp3, tid-spd,
ti4-U6 [Orosz L./
A 16-3 f&g deléciéds rutansai: A5, A3l, A32, sp2,
A30, A45, A70, I3, J7 jorosz L., Javor Je :

Ascher %. nem k8z8lt munkdja 1975-76/.

Sp4 Sp3 - K .. - .
* — b 7 ﬁg * B 'a %6
3 }
u,u,. K
L ?Q | ;L? qg ¢3
: ! }
U, K 5 y
i s
J i i
/)\_
432
i I w— Y
J 38 [ —1430,444
S | 445,470
J3] ‘ —~

[

L31A3 AB A15 A42 446 A51 J7

s
Uy
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Taptalajok: YTB [teljes/ tépoldat: lg NaCl, 10g tripton,
lg éleszt8kivonat, desztillilt vizzel kiegészitve

1000 ml-re + 1lml 1M CaCl, + 1 ml 1M MgSO‘;

2
pH=7,2-re beidllitva NaOi-val.
YTA alapagar: YTB tépoldat + 1,4 % Difco agar
YTA fedSagar: YTB tapoldat + 0,6 & Difco agar
NTC oldat: 1000 p/ml NTG trisz-maleinsavas
pufferben [ph=6,1/.
Phizobium meliloti 41 baktérium szaporitfésa: YTB tépoldatban,
28°C—on, leveglztetéssel [lé&sd &bra/
Fagszaporitas: R.m.41 baktérium 0,5 ml-ével beoltunk 4,5 ml
YTB té&poldatot és ehhez adunk vagy 0,1 ml fag-
szuszpenzidt, vagy eqgy a sziladrd téptalaj felllle-
téxdl kivagott egyedi tarfoltot.
Baktériumszam meghatarozésa:
1./ szilérd téptalaj feliiletére szélesztett, meg-
felel®en higitott baktériumszuszpenzidbél
48 O6ra mulva kindvl telepek széamébol
2./ Spektrofotometrids eljéréssal - az 540 nm-n
mért elnyelés alapjén kalibrécids gbrbe
segitségével meghat&rozhatdé a sejtszém [ml
Fagszuszpenzid tOménységének meghatirozdsa: Adams [1989/

Bacteriophages c. k&nyvében iSIrt kettls-—agar

nédszerrel
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Lizogén baktérium izoldlasa: A baktériumpézsitra cseppentett
fagbél kapott zavaros tarfoltbél /28°C~on/ kiemelt
baktériumokat szélesztettilk, majd a kindv8 egyes te-
lepeket teszteltilk: steril fogpiszk8léval érzékeny
baktériumpézsitra vittiik, ahol a megjelend litikus
udvar a profag jelenlétére utal.

Lizogén baktériumok hdindukecids vizsgélata:

1./ Lemezen: a megfelel®en kihigitott lizogén bak-
tériumszuszpenzidt 36°C-ra elCnelegitett YTA lemez
feltiletére szélesztettlk, megfeleld ideig /o,l,
2,3....24 6raig/ 36°c-os termosztatban tartottuk,
majd nem-indukdld homérsékletre 128°C-ra/
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helyeztilkk a lemezeket &s a 48 6ra elteltével
kindv8 telepek szamébdl hatiroztuk meg a hiin-~
dukeid kinetik&jit.

2./ Folyadékban: 10 ml YTB folyadékot becoltottunk
lizogén baktériumszuszpenzidval ugy, hogy az
OD540-0,2—0,4 legyen, ezutén a szuszpenzibt 36°C-o0s
vizfiirdSben, levegOztetés mellett szaporitottuk
és ag 0D54o viltozdsit mértilk mechatirozott idd-

kHz8nként. Ennek valtozidsabll a kalibricisds gir-
be segitségével megéllapithatd a hdindukcid mér-
téke.

Bakteriofégok keresztezése: a keresztezendt fégokat 1 ml
térfogatban kevertilk Ussze 15—5.1091 majd 1 ml lo-
garitmikus fazisban levd R.m.41 baktériumot adtunk
hozzé. 20 percig jégen &llni hagytuk - fégok adszor-
be&ldédasdhoz szlikséges 180 - ezutfin a szuszpenzidt
lecentrifugdltuk /20 perc; 4000 ford. szdm/ kétszer
1-1 ml YTB-ben &tmostuk, az (ledéket szintén 1 ml
YTB~ben vettik fel, 1l000-szeresére higitottuk, majd
28%°-on levegiztetéssel 300 percig szaporitottuk.
1/10 térfogatnyi kloroform hozziéadisa utin megha-
taroztuk a szill¥i €s rekombinins tipusu fégok szémit
féagtitrilassal.

ti muténsokkal lizogenizdlt sejtek immunitésénak mérése:

1 ml friss lizogén baktériumot lecentrifugéltunk,

1 ml YTB-ben felszuszpendiltuk és hozzdadtunk 0,1 ml
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virulens fagot [wl, w2 vagy 24/4/ olyan t&ménységﬁ
szuszpenzidbdél, hogy a multiplicitas 1;5 111, 10
legyen. 20 percig A4l1llni hagytuk jégen, lecentri-
fugéltuk, l-1 ml YTB-vel kétszer atmostuk, szintén
1 ml YTB-ben vettilk fel, majd 1000-szeresére higitot-
tuk és 28°C-on leveqgtztetéssel 300 percig szarori-
tottuk. 1/10 térfogatnyi kloroform hozzdadésa utin
meghatiroztuk a kiszabadult fégok szamét.

ti muténsok folyadék komplementéciéio:
a friss lizogén baktériumot lecentrifugéltuk, 0,9 ml
YibB tapoldatban felszuszpenddltuk, majd a vizsgéalni
kivant masik fi&gmutinsbdl 0,1 ml-t adtunk hozz&, ugy
hogy a multiplicitias 5-10 kdz86tt legyen. 30 percig
&4l1lni hagytuk jégen, majd lecentrifugdltuk, és 1-1 ml
YTB-vel kétszer atmostuk. Az {illedéket 1 ml YTB-ben
felszuszpendéltuk és 30 perxcig 28°c-on leveatztetéssel
szaporitottuk. Ezutén 36°C-ra eldmelegitett YTB-vel
lO~-szeresére higitottuk és a tovébbiakban 36°C-on le-
vegbztetéssel szaporitottuk. A 1lO0-szeres higitfs 14%6-
pontijit tekintettik t=O-nak, é€s ettdl kezdve meg-
hatarozott iddkdzdnként mértilk a szuszpenzid optikai
denzitésat 540 nm-nél, és ennek ndvekedéséblTl ill.
cs8kkenésébdl kdvetkeztettlink a lizogén &llapot fenn-
naradasara vagy a szuszpenzid lizisének bekdvetkezésére.

Kaiser és Levine féle komplementicidés eljdrés: a két vizsgé-
landd fag keverékét cseppentjllk az érzékeny baktérium-
pézsitra /Orosz L. diplomadolgozat 1966/. ti mutfinsok

esetében ezzel az eljérissal csak a lizogén &llapot
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kialakitisanak képessége vizsgalhaté.

7. Eredmények
7.1. HOvel induk&lhatd muténsok fenotipusos jellemzése

Rhizobium meliloti 41 36 jelzési fagjabsél 100 ¥ /ml
NTG kezelés utén ti /h8vel indukdlhatd/ muténsokra szelek~
téltunk, a kdvetkezl médon: a 36°C-on tiszta tarfoltot adé
fagokat egyedenként teszteltiik 28°c-on. Azok, amelyek ezen
a hOmérsékleten zavaros tarfoltot adtak, voltak a szé&munkra
megfeleld ti muténsck. 5577 mutageniz&lt fiagot vizsgdltunk
meg, ezek k8z8tt 36°C-on tiszta tarfoltu volt 458 /8,21.10 2
gyakorisig/ mig ezek k&ziill ti-nek bizonyult 6 muténs, ami

a tiszta tarfoltuakra vonatkozatatva 1,31.10—2, az Bsszes

2 muticidés gyako-

megvizsgilt figra vonatkozdan pedig 1,08.10
risdgnak felel meg.

A R.m. 41 baktérium 36 jelzésii fagjabdl izolalt ti
muténsok a kdvetkezOk: Al; A2; B2; B3; B4; B6.

A fenotipus vizsgilat célja annak megdllapitisa volt,
hogy melyik az a hOmérséklet, ahol a fég dltal termelt rep-
resszor aktivitésa olyan mértékben csdkken, hoéy a fég kép-
telen a lizogén allapot létrehozdséra, vagy tartdés fenntar-
tédsdra, tehdt fenotipusosan tiszta lesz. A ti muténsckat
megtitréltuk 28, 30, 32, 34 és 36°C-on, &s megvizsgaltuk
az egyedi tarfoltok fenotipusit. Usszehasonlitisul elvégez-
tem a kisérletet a 16-3 jelzésli f4g 3 ti mutd&nsival [ti3,
tid4, ti5/, ami az Usszehasonlitést nagymértékben megkdnnyi-

tette,
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A hémérséklet érzékenység jol jellemezhetd a kritikus
homérséklettel, ami alatt azt a hOmérsékletet értjiik, ahol
a vizsgdlt mutins mar tiszta tarfoltu fenotipust mutat

/1. téblazat/.
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Vizsg&lataink sorén hérom ilyen hOmérsékleti értéket talal-
tunk, amelynek alapjén a mutdnsok a kdvetkezTképpen csoporto-

1

sithatdk:
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Kritikus homérséklet: 32°C: ti4; A2; B2; E6

34%: t13; 21

36°C: ti5; B3; B4
Azonban az azonos csoportba tartozd mutinsok h®mérséklet
érzékenysége sem teljesen azonos, igy feldllithatunk egy
érzékenységi sorrendet, amelyre az azonos csoportba tartozd
tarfoltok vizuflis Usszehasonlitésa ad lehetTséget. Igy a
kdvetkezT sorrendet kapijuk:

32°%: B6} B2) A2) tid4

34°%c: A1) ti3

36°c: ti5) B3) B4
/pl.: Gyengén zavaros tarfolt /ti5/ zavaros tarfolt /B3/

erdsen zavaros tarfolt [E4//.

7.2. A mutansok h@indukcidéjanak vizsgdlata

A h8indukcids vizsgidlatokat eldszdr szildrd téptalaj
feliiletére szélesztett lizogén baktériummal végeztiik el. Az
ilyen eljérassal kapott eredmények azonban $sszehasonlitésra
nem alkalmasak, mert a héindukcids gdrbék lefutisa kisérlet-
-sorozatonként valtozott; az azonban a 2. tiblizat adataibdl
léthatdé, hogy a ti muténssal lizogeniz&lt baktérium hlvel
induké&alhaté.

Egyuttal megvizsgéltuk az un. “maradék" baktériunot is,
amely 24-48 Ora alatt sem induk@alédott, tehé&t telepet képezett

a lemezen. A vizsgilat a kdvetkezd eredményt adta:
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Megismételtilk a hfindukcibds kisérletet folyadékban,
szintén 36°C-on. Az igy kapott eredményeket a 3. tdblazatban
foglaltuk Gssze. Az itt feltlintetett értékek a t=0 idfpontra

vonatkoztatott relativ OD 40 értékeket jelentik. A t=C 135~

5
pontban a lizogén baktérium szuszpenzidk 00540~t 0,100-0,120
k8zbtti értékre allitottuk be. Az l. &brén l&thatdé, hogy az
indukcidhoz 1ill. a lizis megindulaséhoz 220-310 perc kézdtti
148 sziikséges, azonban sem ebb3l, sem a hiindukcids gBrbék
lefutésébél nem tudunk kdvetkeztetni arra, hogy a bekdvetkezett

muté&cid a represszor molekula funkciondlisan mennyire fontos

részét érintette.
7.3. A mut@cibdk térképhelyzetének megillapitésa

A ti muté@nsck genetikai térképezését ismert helyzeti
/Orosz L. nem k&zdlt adatok/ delécidés muténs sorozat segit-
ségével végeztik el, ami lehetdvé tette a muténsok hozzlren-
delését a genetikai térkép egy-egy szegmentjéhez; amit két

delécids muténs hatéroz meg. Delécids térképezés esetén,
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amennyiben a delécid atfedi a pontmutinst /a/, a ke-
resztezésbll szdrmazd utédfégok kdzdtt vad tipusu rekombi-
nénst nem taldlunk; mig, ha a vizsgilt pontmuténs kiviil
esik a delécién /b/, az utddok k8z8tt bizonyos gyakorisiggal
vad tipusu rekombinédnsckat taldlunk.

aQ./ A
Fa/ [AY
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A megfelelT és a tadblazatban feltlintetett keresztezések
elvégzése utédn a ti muténsainkat a f&g C /regulitor/ génjé-
nek egy-egy szegmentjéhez rendelhettik - a B6 jelzésii muténs
kivételével. /4. t8blézat: a + jelek mellett feltiintetett
adatok a vad tipusu rekombinénsok szémét jelentik/ |

A B6 jelzésii muténs helyzetének egyértelmli megillapitésé-
heoz néhény hirompontos keresztezést kellett végeznilnk, mert
a delécids térképezés ebben az esetben nem adott egyértelmil
eredményt. Ugyandgy jértunk el az A2 muténs esetében is, bér
itt elsfsorban a kapott eredmények helyességének ellenfrzése
volt a cél /Orosz L. kandidatusi értekezése, Rostés K, diploma-
dolgozat/. A keresztezések kiértékelésénél a vad fenotipusu‘
rekombinins kategdria gyakorisigibdl a két ismert helyzetil
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mutécibhoz viszonyitva megéllapithaté a kérdéses pont

helyzete: legyen A és E a két ismert pont, mig Xl; X

2

és x3 az ismeretlen pont ~ ill. annak hérom lehetséges helye:
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A vad tipusu rekombin&nsok széma a kbvetkezOképpen alakul:

vagy a'8%xI > a*s*x}

3

A kettls muténsokkal végzett keresztezések a kdvetkezd ered-

nényt adtik:

A2 x tid4
x ti4
X tid

B6 x ti4
x tid

x ti4

Ebben az

- Bp3

esetben

spd
ueé

sp3
spéd
Ué

tit= t14*%; a2%;

- 5,4.107°

- 6,1.107° c*t1 gyakorissg
- 2,1.3074

- s5,8.10°4

- 4,0.107° c*e1’ gyakorisag
- 1,7.107°

"

= sp3+; spl*; U6+

+. pe*

A delécidés térképezés és a hdrompontos keresztezés adatai

alapjan a 36 jelzésii fdg ti mutdnsait a kdvetkezfképpen tudtuk

elhelyezni a géntérképen: [/l. Abra/.
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7.4. Génen beliili szupresszid

A kisérletsorozatnil abbél - 16-3 figndl Orosz L.

dltal tapasztalt - feltevésbOl indultunk ki, hogy két ti

mutécid egylittesen a represszor fehérje teljes inaktivélsd-

disdhoz vezet, tehdt két ti mutins keresztezésekor bizonyos

gyakorisiggal feltétlen [tiszta tarfoltu/ muténsckat kell

kapnunk :

A létrehozott kettls ti mutinsok szerkezetét delécids-rekom-

bin&cibés analizissel a kdvetkezT elv alapjén igazolhatjuk:

o .
-1 Ld.n
s A
v

ct

ol l.._h
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—
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-—--—ws
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4

A keresztezésbTl kapott utédok

gehe
¥

= g
]

——u-c-cu—wo-?

k8zdtt a 28°C-on zZavaros

tarfoltot addé rekombininsoknak azt a ti muticidét kell tartal-
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mazniuk, amelyet a delécid Atfedett. Ennek igazolésa - a

ti mutdcidk azonositésa - a kritikus hOmérsékletek kiildnbd-

20sége alapjan lehetséges., Csak abban az esetban fogadtuk

el, hogy a létrehozott muténs valéban ti-ti szerkezetili volt,

ha mind a két mutécidt sikeriilt ilven mbédon azonositani.

Az elvégzett keresztezések k¥zilil azonban néhény kombi-
néciéban ner sikertilt az utddfagok k¥zitt tiszta tarfoltu-~
akat taldlni /5. tablazat/. Ezen keresztezések tibbségében
az egyik sziil0 a B6 jelzésili muténs volt. Ezek alapjén felté-

telezhetd, hogy az a molekularész, amelyet a muticid érint

kitlintetett szerepet jétszik a fag requléacidban.

4 a6 4
E: 5 k . 3. oL k) ?
i1 ' | Osszes tag i ten fap {"c" fagok §
§. Keresztezeés | - % . T - ﬁ
:“w ) 2-— 7 (\1 .;. i 7 "_‘/8.:-. orisaga "E
: :‘]x.m.w:am s 2 5 3
| ti3 x 5,0 | 4,9.10 | 0,01 :
; X A2 e q 1,04.1¢ { 0,054 . i
! X B2 M i 9,5.10, ¥ 0,017 i
; x B3 e {1 6,9.107 0,01 5
i x B5 1.1 g B ' - ;
i ’ i . i
f A1 x a2 3,9 { 1,3.107 { 0,003 j
! x B2 5,8 | 1,2.10° 0,003 '
4 x B3 1,5 § 2,5 101 i 0,02
] A € S = -
i a2 x B2 - 48,0 | 1,4.10% 0,029 :
( x B3 24,0 i 1,9.10 0,082 :
in X ;?/f: 22’0 t ;qu'-/?“4clg i 0,0ﬁ'l
3 x 86 52,0 1,6.10 0,0003
! B2 x B3 74,0 8,1.107 0,011
i B2 x B4 52,0 1,410 i 0,027
i B3 x Bé6 18,0 R ” e L
i BT x B6 9,0 - -
i

A "e" f4g. spontdn eléfordul¥si gyakorisdga a sziléi tipu-
sokban minden esetben kisebb volt mint 10 -,

5. tabldzat
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7.5. A ti muténsck immunitisdnak vizsgilata

Az @l0z0 vizsgélatokbsl kitilint, hogy a 16-3 és a 36 fég
regulétor génje azonos, igy a hib&s represszort termeld 36
fagmuténsok jellemzéséhez felhaszndlhattuk a 16-3 f&g virulens
/operator/ mutdnsait. A vizsgdlatot a ti muténsokkal lizogeni-
z41lt sejtek virulens muténssal vald fellllfertSzésével végez-
tik el. Homoimmunis fagok esetén a baktériumsejtben levd
represszormolekulak meggitolijék a felillfertdzl fégok szapo-
rodését, A‘virulens fagok azonban nem €rzékenyek a represszor-
ra, ezért ezek lizogén baktériumon is képesek bizonycs nérté-
kil szaporodésra. A virulencia az oper&tor gén muticidjinak
kbvetkezménye; az opérétor lékusz represszor kdétd helyének
bézisszekvenci&ja valtozik meg, oly mddon, hogy a represszor
nolekuldt nem vagy csak cstkkent mértékben képes megkstni.
Kisérleteinkben a wl, w2 [/Orosz L./ és 24/4 [Dallmann G./
jelzésl virulens faggal fertlztitkk fellll a 36ti muténsokkal
lizogenizalt baktériumot, oly mbdon, hogy a virulens fig
rultiplicitéséat valtoztattuk /m.o.i.=1; 5 ill. 10/. A kisér-
letek kiértékelésénél a fellilfertSzitt baktérium populécid
étlagos fé&ghozamat vettilkk figyelembe. 2 vad tipusu, 16-3 fig-
gal lizogeniz&lt baktérium volt az egyik, amig a 16-3 ti3
muténssal lizogenizélt baktérium volt a kisérlet misik kont-
rollja, amelyekhez az 1izol&lt ti muténsck érzékenysége vi-
szonyithaté. Az adatokat a 6. tiaklizatban tiintettiik fel,
ahol a relativ &tlagos burst a lizogén baktériumonként kisza-

badulé fagok szamét jelenti.
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2 3/a és 3/b abrén és a tablazat adataibdl is 461 lat-
hatdé, hogy a ti mutdcid minden esetben megndveli a sejtek é&r-
zékenys€gét a virulens figgal szemben. A kiil8nb828 ti muticidk
nem azonos mdédon viselkednek a felillfertTzd virulens féagok-
kal szemben, aminek egyrészt oka a wl, w2 és 24/4 kiil8nbdz0~-
sége, mésrészt a ti mutinsok eltérd érzékenysége [pl.: B6 és
Al kiemelkedd érzékenysége/.

7.6. A 36 fig ti mutinsainak komplementicids vizsgilata

A ti mutdnsok funkciconfdlis vizsgflatiét komplementicidval
kiséreltilk meg. A csepp-komplementicidés eljirdssal kapott
eredmény alapjén a mutinsck semmilyen kombinéciéban sem
komplement&lnak, ami megfelel annak, hogy az Usszes ti mu-
tans egy cisztronba /C gén/ tartozik /ugyanezt az eredményt
adta a Levine-féle eljérés is/. Rz E.coli A fagjén&l azonban
leirtak egy olyan eljérést, ami lehetOséget nyujt az inter-
allélikus komplementécid kimutatéséra, i1ll. figyelembe veszi
a lizogénia jelenségének Usszetettségét. Ebben az esetben
a komplementécié kimutatésa azon alapszik, hogy a lizogén
baktérium életben maradésa jéval érzékenyebb nérdszém, mint
a lizogén allapot kialakitésa. Olyan kiriilmények kizltt,
amikor a baktériumsejt citoplazmédjéiban mindkét hdérzékeny
represszor jelen ven és nagas himérsékleten mégsem k¥vetke-
zik be & lizogén baktérium indukcidja, azt allithatijuk, hogy
a két muténs fag komplementél - egyiittesen képesek a lizogén

&llapot fenntartésara.
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A 3. és a 3/4.8brén lathatd azon vizsgilatok eredménye,
amelyeknél a komplementécié és a felillfertdz& fig multipli-
citésénak viszonyit néztik.

g1 . /@\\\_ | A o

3/A. dbra Rm.41/ti3/ lizogén vaktérium és B6 fdg komplemen-
tdcibéjdnak iddébeli valtozdsa - kiilonbdz8 multipli-

citdssal t6rténd feliilfertdzés esetén

A komplementfcidés vizsgilatot ugy végeztilk, hogy minden
heteroldég szuperinfekcidhoz mindkét fig homoldg szuperinfek-
cidéja szolgilt kontrollként. A lizogén baktériumnak 9.prof&gga1
azonos figgal vald fellilfertfzését homolbg, eltérbvel vald
fellllfertOzését pedig heteroldg szuperinfekcibénak nevezzilk.

Az adatckat a 7/a és 7/b téblézat tartalmazza.

A 8. téblazatban Usszefoglaltuk a komplementiécids vizsga-

latok eredményét. LAthatd, hogy a komplementicid bizonyos

]



'R.m,dl/Al/ - _ R.m.41/452/

: y - . o
po| ool [ m | | | 1-_“3 Y E R R L
0 %190 1,0 |1,0 | 1,0 | 1,0 1,0T 1,0.‘ Q 1,0 3,0 B0 |1,0 |1,0 1,0
3 21;01 1,30 [1,02 | 1,03 | 0,92 | 1,95| 1,41 30 1,31 (1,42 | 1,34 2465| 3,26 1,341
4 .il,46 0,89 1503 ,o,éo o,sé 1,81| 1,24 | 14§ %57 3,44 | 1,33 | 5,14 | 6,68 1,49
5 ||1,06 | 0,76 | 0,97 0,58 | 0,52 | 1,17 1,59 501 1,99| 2,04, 2,oé 9,59 (12,41 2,00
6 lo,60 | 0,82 | 0,69 0,63 | 0,53 | 1,01 1,5}__ . ;6 ,“?’Z? ,}’32 2,82 |15,7 |19,8 | 3,06

Rem, 41/82/ . Rom, 41./%53/ /tid/  /+i5/

0 |10 | 3,0 |10 Po |30 |10 |30 ol Bl Rl Tl i S il
3 Lo50 | 0,93 [1,16 |1,24 | 1,06 |1,47 1,60.  3 | 1,52 1,41 | 1,77] 1,68 {1,109 |1,09
4 | 0,64 | 0,96 |1,19 |1,62 | 1,66 |1,84 | 2,07 4 | 0,95 1,07 | 0,95| 1,10} 0,89 |0,95
B §0,73 | 1,14 11,02 - " - 2,51 __2,86 | 15 0,46 0,43 1 0,52 10,49 G,58 | 0,71
6 {0,80 | 1,24 |0,96 | 2,79| 2,68 |3,11 |3,70 | 6 i 0,48] 0,50 | 0,56| 0,54 0,64 |0,70

T/a. &bra : komplementdcids vizsgdlatok Bsszefoglald tdblizatai

> RO D & . o N . - -,
/ az adatok a t=0 iddépontra vonatkoztatott relativ 0D, ,. értékek /




R. 1. 41/33/ - " Rem, 41/34/

9 ). ¥ % : - e

% g : ’ . . %

' Al A2 B2- B3 B4 B‘o $i3 : o /n/ | Al 22 B2 4 B3 B4 : 86 ti3
5 ! h/ f I S _ - . s I e e S ettty “«—-.':.«*:‘:’_
. _ i ‘ |
B-1 31,01 1,9 1.8 |1,0 1,0 1,0 1,0 4 0 #12,0 1.0 1,0 1,0 1,0 | 3,0 11,0

6 || 1,43| 1,44 | 1,34 1,02 | 1,52 | ~. | 0,01 <6 é 1,47 1,42 |. 0,98{ 1,06 | 1,75 - | 2,82

Rem, 41-/t13/

\ . ' %

g | AL | a2 | B2 B3 | B4 B6 | ti3-| - My 4 A B 13 15 B6 %13

{
! 5

e : CRE SRS e et e == TS T

} _ 4 ; %
l1,0 [1,0 1,0 |1,0 1,0 1,0 1,0 0 §.1,0 |1,0 |1,0 [1,0 1,0 [1,0

1l ) ) =

3 | 0,89|1,34 | 1,05 |1,42 10,95 | 1,40 | 1,65 3 § 1,171,122 |1,00 | 1,19 |1,11 1,60 |1

4 ¢ 1,44 1,15 1,16 | 1,71 | 1,42 |1,36 | 2,02

4 | 0,51 11,49 10,94 1,05 |1,%4 | 1,66 1,97

L R
6 1,35 | 1,40 (1,52 | 2,00 1,5

i 0,811 1,25| 0,80{0,97 |0,92 | 1,76 | 2,26 5 § 2,700 2,27 (1,34 | - - | 0,75 1,83

16 §o0,79] 0,91 0,85 0,79 [0,81 | 1,02 | 2,48 : kil | |
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esetekben un. pozicid-effektust mutat, tehdt fligg attdl,

hogy melyik muténs a profidg é&s melyvik a fellilfertdzd fag.

8. Eredmények megbeszélése és k38vetkeztetések

Rhizobium meliloti 41 baktérium 36 jelzésl figjdnak c

/regulator/ génjében NTG kezelés utén 1,,08.10"3

gyakoris&ggal
induk&aldédik olyan mutdcid, amelynek hatisira a represszor
fehérje hdérzékennyé valik. Szelekcids technikiankbdl k¥vet-
kezik, hogy ezeknek a gén olvan pontiait kell érinteniiik,
amelyek a lizogén &llapothoz sziikséges térszerkezet funkcio-
nédlisan t8bbé—-kevésbé fontos részét érintik.

2 fehérje hbérzékenyséauének egyik jellemz¥je a kritikus
hOmérséklet, tehidt az 2 hifok, ahol a represszor fehérje mir
~ térszerkezetének megviltozésa miatt - nem képes biztositani
a lizogén &allapot fennmaradésft. A 36 fig ti mutinsai esetében
azt tapasztaltuk, hogy a kritikus hdmérséklet 32°¢ volt az A2,
B2, B6; 34°C az Al és 36°C a B3 &s B4 mutins esetében. Azon-
ban ezeken a kategdridkon beliil is feldllithatunk egy érzé-
kenységl sorrendet, ami a tényleges viszonyokat jobban tik-
rdzi, de hatrénya, hogy a kiértékelés vizuilisan t¥rténtk, tehit

bizonyos mértékig szubjektiv. Usszehasonlitisul érdemes a

16-3 fag ti nmuténsait is elhelyezni a sorozatban:
B6) B2) A2 ti4 ; A1) ti3 ; ti5 ) B3 ) B4

A genetikail térképezéshez a 16-3 fagb6l izoldlt, C génben
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delécidés muténsokat hasznéltuk fel. Ezek segitségével a
muticidk & reguldtor gén egy-egy szegmentjéhez rendelhetlk.
A delécidés rekombindcibés analizis is egyik kizonyitéka annak,
hogy a két fag reguldtor génje homoldg, vagy az eltérés any~
nyira csekély és funkciondlisan lényegtelen, hogy ilyen médon
nem mutathatd ki. A kapott eredményeket &sszehasonlitva a
16-3 faggal, azt tapasztaltuk, hogy a ti5 mutféns azonos szeg-
mentben helyezkedik el mint a 36 fagbdl izoldlt B3 és B4
jelzésli muténs, sOt hdindukcids jellemz&ik is 36°c~on meg-
egyeznek. A ti3 muténssal azonos szegmentbe térképezddik az
Al és szintén azonos - 34°C-on - induk&lédnak. A ti4 mut&ns-
sal azonos szegnentbe térképezldik a B2 muténs €é€s mindkettd
kritikus hOmérséklete 32°C, de &rdekes médon az ebbe az induk-
cibés osztilyba tartozd mésik két mutins, a B6 &és az A2 ettdl
eltérben a C gén bal szélére térképezddik. Ennek a két mutans-
nak a térképezéséhez felhaszniltunk kettds mutinsokat is [tid-
~spd; tid-sp3; tid4-U6/, mert nem rendelkeztiink megfeleld delé-
cidkkal. A fenotipus, a hlérzékenység é&s a mutécidk térkép-
helyzetének Usszevetése utin megillapithatjuk, hogy ezek kd-
z6tt korrelécid van; meghatérozott részen bekvetkezett muté-
cié hasonlé hUérzékenységhez és fenotipushoz vezet. Ez alél
azonban kivételt képeznek azok a muticilk, amelyek a gén
"elejét" - bal szélét érintik, tehit esetlinkben az A2 és B6.
Az ilyen mdédon jellemzett ti mutidnsainkat felhaszniltuk
arra, hogy beldlik kettds /ti-ti/ mutinsokat hozzunk létre.
Egek fenotipus@nak a 16-3 figndl végzett vizsgilatok alapjén
tiszta tarfoltuaknak kell lenniilik. Az ilyen figok szerkezetét

delécids rekombinficibés analizissel igazcltuk &s felhasznlltuk
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a ti muténsok kritikus hOmérsékletének kiildnbdzlségét is.

A kapott eredményekbll leszlirhetjilk, hogy a két ti mutdacid
egylittes ellfordulésa ugyanazon a figkromoszdmin a represszor
fehérje teljes inaktivaliédasit jelenti. Néhdny kombinacidéban
azonban a vart eredménytfl eltérlen a keresztezés utddai
k8z8tt nem taldltunk muténs fenotipusut. Ezekben a kereszte-~
zésekben az egyik sz{ll0 mindig a B6 jelzésli mutans volt, ami
ennek a mutdcidénak a kill¥nleges szerepére mutat. Térképhely-
zete alapjén - és més vizsgéilatokbdl is feltehetd, hogy ez,

a C gén bal s82élérfl &tirdédd meolekularész /C-termindlis/ bizo-
nyos milkbdésbeli autonémidval rendelkezik &s kitiintetett sze-—
repet jatszik a regulécidés funkcid megvaldsitéssban.

A lizogén baktériumck immunitésénak vizsgdlatét a 16-3
virulens muténsaival vald fellilfert®zéssel oldottuk meqg. Az
immunitisi anyag hatékonységénak megvialtozisat egyrészt a vad
tipusu /16-3/ faggal, mésrészt ennek ti3 mutinsival lizoge-
nizalt baktériumhoz viszonyitottuk. Vizsgdlataink alapjin
megallapithatjuk, hogy a 36 fig C génjében bekdvetkezett ti
mutécidé a wl, w2 &€s 24/4 jelzésll figgal szemben vald ellenflld-
képességet lecsOkkentette, tehfit a fellllfertlz® f&g multipli-
citésénak fililggvényében kevésbé volt inmunis, mint a vad tipusu
fiaggal lizogenizdlt baktérium. Ebben az esetben is a C gén
bal szélén bekdvetkezett B mutdcid okoz erdteljes immunités
cs8kkenést, de érdekes médon ebthen az esetben igen érzékeny
az Al muténs is, ami viszont térképhelyzetét tekinte a C gén/
jobb siélén helyezkedik el. Ezek alapjén fel kell tételeznfink,
hogy az ezeknek a régidéknak megfeleld meclekularészek sze-

repet jatszanak a represszor DNS-hez vald kapcsoldédéséban.
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Az izolalt ti muténsok funkcionflis vizsgilatdt komp-
lementécidés analizissel végeztilk el. A "hagyominyos”-Levine
és Kaiser féle komplementécids eljirds ebben az esetben is
negativ eredményt adott, a 16-3 ti muténsaihoz hasonléan,
illetve azt mutatta, hogy a regulétor gén egyetlen cisztron.
Ezeken kiviil azonban elvégeztiink egy olyan komplementéciés
vizsgélatot, amely lehetlséget nyujt a génen beliili, inter-
allélikus komplementécid vizsgidlatira. Ennek az eljfréasnak
masik elOnye, hogy figyelembe veszi a lizogén funkcid U8ssze-
tettségét, é€s nem annak kialakulésit, hanem fennmaradisit
nutatja ki. Igy sikeriilt megéllapitanunk, ﬁoqy a 36 fig C gén-
jének terméke @eetenként komplementé&lhatija egymést. A komp-
lementdcidé azonban un. pozicidé-effektust mutatott, azaz elté-
rést tapasztaltunk attél fligghen, hogy melyik muté&ns volt a
profég és melyik a felillfert$zd. Ebben az esetben a gén bal
szélén levd mutdcidk [B6 és A2/ mutattdk ezt a jelenséget,
ami szintén alitémasztja azt a feltevést, hogy a represszor

fehérje C-terminéilis része funkciondlisan igen jelentls.
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Usszefoglalas

Az értekezésben a Rhizobium meliloti 36 jelzésii tempe-
ré&lt f&g hvel indukialhatd, regulitor gén mutinsainak vizs-
gélatiardél szé&moltunk be. A kisérletek eredményei és a belTliik
levonhatd k&vetkeztetések az aldbbiakban foglalhaték Yssze:

A muténs represszorok hGérzékenységilk alapjén osztilyoz-
hatdk, sbt, az egyes osztilyokon belill is feldllithatunk egy
érzékenységi sorrendet.

A mutlcidk térképhelyzete és a represszor hBérzékenysége
k8z6tt korrelidcid van, ez aldl a C gén elején bekdvetkezett
muticidk képeznek kivételt, ezek fokozott hiérzékenységet
mutatnak.

A kettTs ti mutansok vizsgilatidbdl megéillapithatd, hogy
a regulator g¢gén adott helyén bekdvetkezett muticid [/BE6/ auto-
nom médon nyilvé&nul wmeg, ami az érintett molekularész milkd-
désbeli autonémiidjara utal.

A ti muténsokkal lizogeniz&lt baktériumok immunitédsinak
vizsgélatakor azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusu fégokhoz
viszonyitva minden esethen cs®kkent az immunités. Fokozott
immunitis cstkkenést két esetben tapasztaltunk: a B6 muténs
esetében, ami a C gén bal szélére és az Al muténs esetében,
ami viszont a C gén jobb szélére térképezddik.

A 36 fag ti muténsai esetében kimutathatdé a C cisztronon
bellli, tehat interallélikus komplementicid speciflis esete,
amikor a milkddés kiegészités a mir kialakult lizogén &llapot

fenntartisidban nyilvénul meg.
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Usszegezésiil megillapithatjuk, hogy korrelécid van a
muticid térképhelyzete, a muténs hlérzékenysége, immunitis
valtozésa, illetve komplementicibds képessége kdz8tt. Az
'1mmun1tés szenpontj&bsl ki kell emelni a regulitor gén két
szélére térképezddd muténsck fokozott érzékenységét, inter-
allélikus komplementficid szempontjdbdl pedig a reguldtor gén
bal szélén bekdvetkezett mutdcidk &ltal okozott viselkedést,
ami feltétleniill tovabbi -~ elsTsorban biokémiai - vizsgidlatokat

igényel.
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ROviditések

R.m.41 # Rhizobium meliloti 41 baktériumtSrzs
R.m.41/16~-3/= 16~-3 figgal lizogeniz&lt R.m.41
ti= "thermo-inducible" = hivel induk&lhatd

C; CI; CII; CIII = regulitor gének jeldlése

OL’ 0R = bal 111. jobk oldali operétor régidk

PL; PR

m.0.1.= a fertdzés multiplicitisa [=multiplicitas/

= bal 111, jobb oldali promoter ré&gidk

°D5¢3- 540 nn~-n mért optikal denzités

ODt-x

rel OD =

ODtﬂ)
% faktor = a fehérjeszintézishez nélkiil8zhetetlen fehérije
>\ = az Escherichia coli temperilt ficia
P22 = a Salmonella typhymurium temperilt fSogia
P2 = Escherichia coli féagja
A 1A, = delécidbs muténs jelzése
ts = "thermo-sensitive" = h&érzékeny
U: UV-vel indukélt R.m.41. 16-3 muténsok

sp: spontén R.m.41 16-3 mutdnsok
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