
1 1502,

Egy cisztron funkciöelemzése genetikai utón

Egyetemi doktori dolgozat

Készítette; Dudás Brigitta
József Attila tudományegyetem 

Genetikai tanszéki Csoport

Szeged
1976





1. Bevezetés 1. oldal

1.1. A lizogén állapot kialakulása

1.2. A lizogén állapot fenntartása

1.3. A lizogén állapot megszüntetése

2. A lizogén baktérium immunitása

3. A X fág regulétor génje és 

fehérje

3.1. A regulator gén /Cl gén/

3.1.1. A represszor fehérje Struktur génje

3.1.2. Az operátor gén

3.1.3. A promoter gén 

fág represszor fehérjéje

4. A RhizoLium meliloti 16-3 £5g jellemzése

5. Célkitűzések

2.

!•4.

5. И

6. И

a repró.or
»*6.

7. П

7. II

8. tt

8. П

aX3.2. 9.

10 . •f

19. II

6. Anyagok és módszerek

7. Eredmények

7.1. HSvel indukálható mutánsok fenotipusos 

jellemzése

7.2. A mutánsok höindukciójának vizsgálata

7.3. A mutációk térképhelyzetének megállapítása 24.

7.4. Génen belüli szuoresszlé

13. «I

?0. И

и20.

23. П

н

н32.

7.5. A ti mutánsok immunitásának vizsgálata

7.6. А 36 fág ti mutánsainak komplementéciós 

vizsgálata

8. Eredmények megbeszélése és következtetések

34. »I

39. ff

44. «

9. összefoglalás 48.



10. IrodaloE^jegyzék &Э. oldal
11. Rövidítések 55. Cl

Köszönetnyilvánítás 56. П



/

\
I. Ев Ve* в téli

/

Az utóbbi évek egyik kieiaelkeaóen fontéi kutatási 

területe ez életfolyamatok szabályozása, ezoV térbeli éa 

időbeli basierendezettségének regvalóeulása. A riolekulári« 

biol6<jle, elsősorban fi genetika, rendelkezik ezzel <a leheti

•éggel, hogy ezeket я folyaratokat e «szabályozási r-tcgrer.ot 

hordozó anyag, a DNS szintjén vizsgálja. Siezen igen nagy 

felbontóképességgel rendelkező tudományág, imly egyrészt 

igen ritka 8-as gyakorisággal bekövetkező események

in vivo regisztrálására képes, Másrészt a felbontóképessége 

egyetlen bázispár megváltozására terjed ki. A gém üköd és 

szabályozásával foglalkozó első elmélet a Jacob Is «Monod 

nevéhez fűződő орехon elmélet volt, ly az Escherichia 

coli baktérium tejcukorbontó enzimei működésének és szabályozá­

sának kérdését tisztázta. íiég rua is a lac operán az élővi­

lág egyik legjobban ismert ezabélyozáei egysége /4,19,39/,

Az E.coli \ fé<f felépítése, fejlődése éa életciklusa 

egyike a legtöbbet tanú Irányozott aV.nak és legjobban ismertek­

nek. A \ fág a mérsékelt /tezperált/ bakteriofágok csoportjá­

ba tartozik, aiai azt jelenti, hogy a fertőzés után a fágnak 

két lehetséges életútja van:

1. / bitlkus úti A bekerült fég Ш8 replikálódik, &eg- 

azinteti*!lódnak a fágfehérjék, majd л fág részek összeül* 

lésa ut&n a baktériumáéjt a liaozir hatására feloldódik

és az utódfágok kiszabadulnak.

2. / Llzogén utt A £&g DNS beépül a baktérium кroeiosló­

méba és azzal együtt replikálódik. A lizogén baktériu®-
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sejtben a f&ggenom jelenlétére csak a lizogén sejtek immu­

nitása és indukálhatósága utalj illetve néhány baktérium 

esetében a lizogén konverzió jelensége. A lizogén bak­

tériumáé jtben található, annak DNS-ével reciprok rekombi­

náció során Összekapcsolódott represszált állapotban lévő 

f&ggenomot nevezzük profágnak.

Szenzitiv bak téri um-nak temperált fággal való fertő­

zésekor előre nem meghatározható az, hogy a litikus vagi' 

a lizogén ut játszódik-e le, sert ez két egymással ellen­

tétes folyamat egyensúlyától függ, ar.it befolyásolnak 

mind & fertőzés körülményei, mind a baktérium és a fág 

genotípusa, illetve a Lak téri um.se jtek "fiziológiás álla­

pota" is /12/.

A mérsékelt fágok közül az E.coli \ fág lizogén ál­

lapotúnak szabályozási rendszere a legrészletesebben tanul-

)

mányozott és a legjobLan ismert folyamat. Lizogén állapot 

esetén három "részfolyamat"-ról érdemes beszélnünk*

1. / A lizogén állapot kialakulása

2. / A lizogén állapot fenntartása

3. / A lizogén állapot aagszünése

1.1. A. lizogén állapot kialakulása

A lizogén állapot kialakulásához tulajdonképpen szin­

tén két lépés szükséges, az egyik a fággenoía integrálódása 

a baktérium-kromoszómába /int gén/ /2/, a másik pedig a
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fehérje szintézisének megindulása /10/.represszor
Nem lizogén baktériumsejt fertőzésekor a Cl regulá-

torgén transzkripciója a ore /promoter for repressor 

establishment / promotertcl indul, de a megfelelő sebes­

ségű transzkripcióhoz a CXI és Cili gének termékére /8/ 

is szükség van /pozitív kontroll/. A pre transzkripcióval 

200-300 lesz a sejtenként! represszorok száma.

A cro gén ebben a folyamatban negativ szabályozóként 

szerepel - gátolja CT működését /13,14/.

A N gén viszont pozitív szabályozó szerepet tölt be 

a korai gének működésében, tehát a lizogén állapot nem 

alakul ki, ugyanis közömbösíti a baktérium -faktorát, 

antitenrinátorként szerepel, jelenlétében mind a bal, mind 

a jobb irányú transzkripció tovább folyik.

Bizonyos vizsgálatok szerint a po promotertől kiinduló 

RNS szintézis kettes szerepű: első esetben egy 81 bázis- 

párnvi un. oopBNS szintetizálódik, amely a DNS replikációfcan 

"primer“-ként szerepel és a fág litikus ciklusba való belé­

pését eredményezi. De különleges körülmények között az PNS 

szintézis nem áll le, hanem tovább folytatódik és Így a 

cro-n, CII-п és ClII-n keresztül mintegy "átvezeti" a fág 

genomot a lizogén ciklusba /17/. Ennek a mechanizmusnak a 

teljes megértéséhez azonban szükséges bizonyos, ebben a 

régióban térképezett Biutánsok /pl. cy, sár/ részletesebb 

tanulmányozása /29,43,44/.
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1.2. A lizogén állapot fenntartása

Ha a lizogén állapot már kialakult, a CII és a Cili 

gén transzkripcióját a represszor fehérje leállítja, sőt 

aktiv represszor molekulák jelenlétében magának a Cl gén­

nek a transzkripciója is változik. Ilyenkor az étirócíás a 

gén jobb végéhez közel eső orr., promotertől inéul /promoter 

for represszor maintance/, aminek következtében a represszor 

szint kb. tizeérészére csökken, ami azonban elegendő a li­

zogén állapot fenntartásához /29/. A ont; promotertől kiin­

duló transzkripció autogén kontroll alatt áll, tehát maga 

a génte rínék szabályozza saját génje átiródásénak mértékét 

olymódon, hogy az állandó szinten maradjon /36/.

Lizogén állapot fenntartása E. coli ^ fágban
represszor

О

s. PLoL VrCl génekего

■с

:
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1.3. A lizogén állapot megszüntetése

A lizogén baktérium indukciója előidézhető pl. UV 

sugárzással, különböze vegyszerekkel, hőhatással, oe az

adott fégra jellemző gyakorisággal bekövetkezhet spontán

is /7,12/.

A "megszüntető*1 funkció a cro gén működésével kapcso­

latos, mert a gén által kócolt fehérje a Cl gén jobb és bal 

oldali operátorához kötődve a korai fehérjék szintézisét 

kb. tizedrészére csökkenti, segíti az oopFNS átiródását 

/30-5G-szeresére emelkedik/ és megindul az őri pontból az 

О és P gének /DNS replikádé génjei/ átiródása. Ezeknek a 

folyamatoknak a hatására a fág életciklusa a litikus ut fe-

lé tolódik el /27/.

UV sugárzás vagy vegyszeres /általában antibiotikum/

hatásra bekövetkező indukció esetén azt tapasztalták, hogy 

a lizogén állapot megszüntetését a represszor fehérjének a 

proteolitikus elhasitása indítja meg, ebben az esetben a 

folyamat fehérjeszintézist igényel /endopeptidáz/ /37,40,41/. 

hővel indukálható mutánsoknál pedig ezt tapasztalták, hogy 

a represszor fehérje egy kritikus hőmérséklet felett nem 

képes megfelelő ideig és mértékben a DNS megfelelő szakaszá­

hoz kötődni, a bekövetkező allonterikus változás miatt, ami

lehetővé teszi az addig represszált gének megnyilvánulását, 

és ezzel a fágnak a litikus ciklusba való átlépését /26/.

A X indukcióját bizonyos baktérium mutációk képesek megaka­

dályozni /recA ill. ind baktérium/.
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2. A lizogén baktérium immunitása

A baktérium lizogenitásának egyik jellemzője az 

immunitása, az azonos, vagy homoimmunis fággal való felül- 

fertözhetétlensége. Ilyenkor a fág DNS bejut ugyan a bak­

tériumsejtbe, de lizist nem tapasztalunk, írtért a profág 

által termelt rapresszor fehérje - immunitás! anyag - a

fűlülfertöző fág génjeinek megnyilvánulását is megakadályoz­

za. Az un. lambdoiű fágokből /Л» 424, ф&О pl./ keresztezés­

sel sikerült olyan hibrideket létrehozni, amelyek más im­

munitás! anyagot termelnek, tehát regulátor génjük a másik 

fágból származik /pl. A imm , stb/. А Л és a F22 fág, 

bár más-más baktériumot fertőznek, géntérképük hasonlósága 

azonban lehetővé tette, hogy olyan fágot hozzanak létre, 

amelynek immunitás!, korai kontroll és DNS replikációs 

génjei \ -ból, mig a többi a P22-b61 származott.

45/.

/1,15,16,

A többi lambdoid - E.coli - fágból eltérően а P2 jel­

zésűnek csak egy C /regulator/ génje van, tehát feltehetően 

jobban hasonlít a regulációs mechanizmusa a Rhizoblum tago­

kéhoz .

3. A \ fág regulátor génje és a represszor fehérje

A mérsékelt fágok tarfoltja zavaros, a bennük található 

lizogén baktérium miatt, mig azok, amelyek valamilyen mutá­

ció miatt képtelenek lizogenizálni a baktériumot tiszta 

tarfoltot adnak. A \ fágban a tiszta tarfoltot adó mutációk 

három génhez lokalizálhatoks CI, CII, CIII-hoz, ill. van



7

egy negyedik csoport, az un. cy régióba tartozók. Ezek 

közül a Cl regulátorgén és annak terméke játssza a leg­

fontosabb szerepet /8,12,14,18,22,44/. A fág represszor 

létét és szerepét zigótikus indukcióval bizonyították /19/.

3.1. A regulátor gén /Cl gén/

A különböző tipusu mutánsok vizsgálatával megállapítot­

ták, hogy a megváltozott represszor szintézist három régióban 

bekövetkezett mutáció okozhatja:

1. Struktur gén mutációja

2. Az operátor génben bekövetkezett mutáció

3. A promoter gén megváltozása

3.1.1. A represszor fehérje Struktur génje

A Struktur gén a represszor fehérje aminosav sorrend­

jére vonatkozó információt hordozó DNS szakasz. A fágkromo- 

szóma jobb karján helyezkedik el, a 31.106 dalton nagyságú 

X DNS molekulának kb. 2 %-nyi része. A géntérképe egy A 

/bal/ és egy В /jobb/ oldali régióra bontható, az izolált 

mutánsok eltérő viselkedése alapján: az "A" mutánsok: 

höindukciőja fehérjeszintézist nem igényel, mig a "B” 

mutánsok: feliérjeszintézist gátló anyagok jelenlétében nem 

indukálhatok /24,15,5/.
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3.1.2. Az operátor gén

fágban a Cl gén jobb és bal oldalán is találunkA

operátor régiókat / 75-75BP hosszúságúak/. Mindkét oldalon
t

3-3 represszor kötőhelyet azonosítottak, amelyek 17 bfizle- 

pár hosszugásu, majdnem tökéletesen palindrom szekvenciák, 

rendkívül hasonló felépítéssel. Szimmetriaviszonyaikból kö­

vetkezően elsősorban dimérek megkötésére alkalmasak. A rep- 

resszor kötőhelyeket 6-7 házispárnyi А-T gazdag térkitöltő 

/"spacer1’/ régiók választják el egymástól. Az egyes operá­

tor helyek működésben eltérést mutatnak, ami egyfajta 

szabályozást tesz lehetővé már ezen a szinten is. Az 0R^-hez 

a legnagyobb a represszor aktivitásaidé általában is igaz, 

hogy az Qj. affinitása 5-lOx erősebb az CT-énéi- az ide 

kötődött represszor molekulák csökkentik cro és növelik Cl

gén transzkripcióját. annyi müködésbeli különbséget

mutat, hogy magasabb represszor koncentrációnál töltődik

fel, mig Ori3~hoz csak akkor kötődnek a represszorok, ha a 

másik két kötőhely már telítődött, tehát a represszor kon­

centráció nagyon magas. A bal oldali operátorok működése 

ezzel teljesen megegyezik, csak GT3 szerepét nem tisztázták 

még. A virulens mutánsokat vizsgálva azt tapasztalták, hogy

ezek 0^; 0^2 C^-höz lokalizálhatók /25,26,28/.

3.1.3. A promoter $én

A promoter régiók meghatározása nehezebb feladat volt, 

mint az operátoroké. Elméletileg azok úgy definiálhatók, mint
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azok a DNS szekvenciák, amelyek nélkülözhetetlenek az 

RNS polimeráz felismeréséhez, kötődéséhez és a transzkrip­

ció iniciálásához. Az eddigi vizsgálatok alapján a \ fágbán 

az operátor és a promoter régiók átfedoek. A bal oldali 

promoter az 0^- közötti "spacer" régióba térképezhető 

/PL/, mig a jobb oldali prm promcfcert az 0r2~°R3 szakaszok 

közé térképezték /36/.

3.2. A X fág represszor fehérjéje

A Cl gén terméke az un. represszor fehérje vagy immuni- 

tási anyag 27.000 xuolekulasulyu, monomer szerkezetű, sava­

nyú protein. In vivo és in vitro egyaránt megfigyelték, 

hogy egy monomer - oligomer egyensúly alakul ki, ahol az 

oligomer fáé-, vagy tetramer/ az aktiv forma, ez képes az 

operátorhoz kötődni. Stabil lizogén sejtekben kb. 200 monomer 

represszor molekula található sejtenként. A fehérje-DNS 

kötődése rendkívül erős /Kf=10~&-10 

alapján feltételezik, hogy a represszor molekula N-terminális 

vége kötődik specifikusan a DNS-hez, ennek ismert az első 

51 aminosava, amd viszont főleg bázikus aminosavakat tartal­

maz. A X fágnál a Cl gén esetében kimutattak interallélikus 

komplementációt, amely szerint a regulátor gén "A" régiója 

és "B" régiója között bizonyos körülmények között igen erős 

müködéskiegészités figyelhető meg /24,23/.

-10/. Az eddigi Vizsgálatok
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4. A Rhizobivm mellloti 16-3 fág jellemzése

A bakteriofágot talajmintából 1960-ban ördögh és 

Szende izolálta /35/. A temperált fágok csoportjába tar­

tozik, vaa tipusunak tekintjük azt, amely 26°C-on és 36°C-on 

egyaránt zavaros tarfoltct ad.

A fág az E.coli X fágjához hasonló felépítésű, elektron­

mikroszkópos felvételeken jól elkülöníthető a sokszögletű 

fej, a farok és a farki rostok is jól láthatók néhány eset­

ben; megállapítható hogy nagysága is hasonló a \ fSghoz.
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A fejben található nukleinsav kétfonalas DNS, amely 

szintén rendelkezik un. ragadós véggel. Nagysága kb. 32Md, 

aminek megállapítása restrikciós térképezéssel, a \ fággal 

való összehasonlítás alapján történt /9/.

A 16-3 fágból izolálhatok.olyan mutánsok, ahol a mutáció e 

C regulator génben következett be; ezek a hőmérséklet függ­

vényében mutatnak fenotipusos változást; - ti mutánsok. Vannak 

olyanok, ahol ez feltétlenné válik, tehát a fág fenotipusa 

bármely hőmérséklete tiszta tarfoltot mutat; - ilyenek pl. 

az sp és az ü sorozat mutánsai. Sőt ide tartoznak a deléciős 

mutánsoK is, aiüelyekben a DNS kisebb-nagyobb darabja hiány­

zik. A kővetkező ábrán néhány mutáns térképhelyzetét mutat­

juk be.
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Lizis 8C.Késői funkciók-morfogenezisKorai funkciók-replikációReguláció

perc után50.perc után0.-20.perc után

FarokRepresszor/С/ Operátor
/

01 ts5124 ts216 ts5116 ts5226 02 ts518 ts5218 ts5222 ts2'ts5U3
ts6/ts4/h<sts,

Sp4 CK Cti4 U6
L51Ant

3,5
5,9
7,4
9,0

13,8
22,0

2,9-
5,2-
7,0

19,0

A fágkromoszóma nagyobb részét kitevő - korai funkció, 

késői funkció, lizis - elsősorban ts /hőérzékeny/ mutánsok 

ismertek. Funkcionális analízissel állapították meg, hogy 

a teljes fággenom 43 cisztront alkot. A rekombinációs ana­

lízissel kapott kromoszómatérkép hossza pedig 4C térképegy­

ség. /11,20,30,31,32,33,34,35,30,42/

5. Célkitűzések

Vizsgálataink célja a Phizobium meliloti 36 jelzésű mér­

sékelt fág regulator génjének vizsgálata volt. A kísérletek 

alapjául a 16-3 fággal végzett kísérletek szolgáltak, amely 

szerint a két fág heteroiimunis /Szende, Plant and Soil, 1962/,



13 -

azonban a 16-3 fág a 36 jelzésű fággal rekcrcbinál /Deák,

Orosz/ azonos immunitást anyagra érzékeny, tehát homoimmunis, 

ami arra utal, hogy a két fággencm majdnem vagy teljesen meg­

egyezik, tehát a kapott eredmények Összevethetők, A 16-3 fág­

nak három hővel indukálható /ti/ mutánsa ismert /ti3, ti4, ti5/ 

/Grosz, Sik/. Az ezekkel végzett vizsgálatok alapján tudjuk, 

hogy a ti mutációk a fágkronoszóra bal szélén lévő C gén­

be térképezhetök, egymással nem komplementsInak, tehát azonos 

cisztronba tartoznak. Fenotipusuk, hőmérséklet érzékenységük 

alapján azonban jól elkülöníthetők egymástól /31,32/. Mi a 

kísérleteinket a 3€ jelzésű ffigból NTC kezelés után izolált 

ti mutánsokkal végeztük, és a következőket tüztük ki célul:

- a mutánsok fenotipusos és hőindukciós jellemzése

- a mutációs pontok elhelyezése a genetikai térképen

- kettős /ti-ti/ mutánsok vizsgálata

- ti mutánsokkal lizogenizált sejtek immunitásának vizs­

gálata

- a ti mutánsok kompleruentációs vizsgálata

6. Anyagok és módszerek

Baktériumtörzsek« Rhizofoium meliloti 41 prototróf, vad

tipusu baktérium, /izolálta Szende, ördögh, 

i960/.

Llzogén törzsek: F.m.41 /16-3/; /ti3/; /ti4/; 

/ ti5 / ; /АЦ; /А2/; /Б2/; /ВЗ/; /В4 /; /В6/.

--r
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Rhizobium meliloti 41 mérsékelt, vadFágtörzseks 16-3s a
tipusu fágja
36: a 16-3-mal homoimmunis, mérsékelt, vad tipusu 

fág /Szende, ürdögh/

Л 16-3 fág 

ti5 /Orosz L. /
fág hővel indukálható mutánsai: Al,

hovel indukálható mutánsai: ti3, t!4

A2, B2, B3,A 36

B4, Б6 

A 16-3 

A 16-3 fág 

ti4~U6 /Orosz L./

A 16-3 fág deléciós mutánsai:

fág virulens mutánsai: wl, w2, 24/4 /Orosz 1»./ 

kettős mutánsai: ti4-sp3, ti4-sp4,

A5, A31, A32, sp2,

Jávor J.АЗО, A45, A70, J3, J7 /Orosz L
közölt munkája 1975-76/.

• f

Ascher 21. nein

5p3 u7 f/4
í7 /

A" ^5
-F—

% ^
;• ii

кЩ0 % i / 3

К ti5U2 u ил1\
í.

о
A 32 
A 48

Sp 2

iá30. A44J 2 ;

3 A45.Á70
J3

í
Á31 A3 A8 A13 A42 A45 A51 J7

f
45
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Táptalajok: YTB /teljes/ tápoldat; lg baCl, 10g tripton,

lg élesztők!vonat, desztillált vízzel kiegészítve 

ÍOOO ml-*re + Írül Hí CaCl2 + 1 ml 1M bigSO^ ; 

pH*= 7,2-re beállítva NaOH-val.

YTA alapagar: YTB tápoldat + 1,4 % Difco agar 

YTA fedöagar: YTB tápoldat + 0,6 % Difco agar 

NTG oldat: ÍOOC л/ml ííTG trisz-maleinsavas 

puff erben /ph«=6,l/.

Khizobium xneliloti 41 baktérium szaporítása: YTB tápoldatban, 

28°C-on, levegőztetéssel /lásd ábra/

Fágszáporitás: R.m.41 baktérium 0,5 ml-ével beoltunk 4,5 ml 

YTB tápoldatot és ehhez adunk vagy 0,1 ml fág- 

szuszpenziőt, vagy egy a szilárd táptalaj felüle­

téről kivágott egyedi tarfoltot.

Baktériumszám meghatározása:

1./ szilárd táptalaj felületére szélesztett, meg­

felelően higitctt baktériumszuszpenzlóból

48 óra múlva kinőve telepek számából 

2./ Spektrofotometriás eljárással - az 540 nm-n

mért elnyelés alapján kalibrációs görbe

segítségével meghatározható a sejtszám /ml

Fágszuszpenzió töménységének meghatározása: Adams /1569/
>$Bacteriophages c. könyvében leirt kettös-agar

módszerrel



<)
1Г\-

tq
rí

•rt
r4

OJ
1Л

о
о

о
1Г\

xl
<я

n
e*

Л
p-i

о
о

о
о

Г-1
CY!

о
;а



17

Д
OD>4-0

1*0

se ,its zára/ml

kalibrációs ■ öroéie fоtometriás an tör-lihizobiuia meliloti 41 

kéne sc.it szám meghat ár ozás hoz

\

Lizogén baktérium izolálása: A baktériuropázsitra cseppentett 

fágból kapott zavaros tarfoltból /28°С-оп/ kiemelt 

baktériumokat szélesztettük, majd a kinövő egyes te­

lepeket teszteltük: steril fogplszkálóval érzékeny 

baktériumpázsitra vittük, ahol a megjelenő litikus 

udvar a profág jelenlétére utal.

Lizogén baktériumok hőindukciós vizsgálata:

1./ Lemezen: a megfelelően kihigitott lizogén bak-

tériumszuszpenziót 36rC-ra előmelegített YTA lemez 

felületére szélesztettük, megfelelő ideig /o,l,

24 óráig/ 3fcCC-os termosztátban tartottuk, 

majd nem-indukáló hőmérsékletre /28°C-ra/

2,3 « • • •
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helyeztük a lemezeket és a 48 óra elteltével 

kinövő telepek számából határoztuk meg a hőin­

dukció kinetikáját.

2.1 Folyadékban; lO ml УТЕ folyadékot beoltottunk 

lizogén baktériumszuszpenzióval úgy, hogy az

■0,2-0,4 legyen, ezután a szuszpenziőt 36°C-os 

vízfürdőben, levegőztetés mellett szaporítottuk 

változását mértük meghatározott idő­

közönként. Ennek változásából a kalibrációs gör­

be segítségével megállapítható a hőindukció mér­

téke .

ÖL 540

és az OD540

Bakteriofágok keresztezése: a keresztezendő fágckat 1 ml
9térfogatban kevertük Össze /5-5.10 / majd 1 ml lo­

garitmikus fázisban levő R.m.41 baktériumot adtunk 

hozzá. 20 percig jégen állni hagytuk - fágok adszor- 

beálódásához szükséges idő - ezután a szuszpenziót 

lecentrifugáltuk /20 perc; 4000 ford, számi/ kétszer 

1-1 ml YTB-ben átmostuk, az üledéket szintén 1 ml

YTB-Ьеп vettük fel, lOOO-ezeresére hígítottuk, majd 

28°C-on levegőztetéssel 300 percig szaporítottuk. 

1/10 térfogatnyi kloroform hozzáadása után megha­

tároztuk a szülői és rekombináns tipusu fágok számát 

fágtitrálással.

ti mutánsokkal lizogenizált sejtek immunitásának mérése:

1 ml friss lizogén baktériumot lecentrifugáltunk,

1 ml YTE-ben felszuszpendáltuk és hozzáadtunk 0,1 ml
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virulens fágot /wl, w2 vagy 24/4/ olyan töménységű 

szuszpenzióból, hogy a multiplicitás lj5 ill. ÍO 

legyen. 20 percig állni hagytuk jégen, lecentri­

fugáltuk, 1-1 ml YTB-vel kétszer átmostuk, szintén 

1 írd YTB-ben vettük fel, majd 1GC0-szeresére hígítot­

tuk és 26°C-on levegőztetéssel 300 percig szaporí­

tottuk. 1/10 tórfogatnyi kloroform hozzáadása után 

meghatároztuk a kiszabadult fágok számát, 

ti mutánsok folyadék komplemontáció j íb;

a friss lizogén baktériumot lecentrifugáltuk, 0,9 ml 

YTb tápoldatban felszuszpendáltuk, majd a vizsgálni 

kívánt másik fágmutánsból 0,1 ml-t adtunk hozzá, úgy

hogy s BiUltiplicitás 5-10 között legyen. 30 percig 

állni hagytuk jégen, majd lecentrifugáltuk, és 1-1 ml 

YTB-vel kétszer átmostuk. Az üledéket 1 ml YTB-ben 

felszuszpenciéltuk és 30 percig 26°C-on levegőztetéssel 

szaporitörtük. Ezután 36cC~rö előmelegített YTB-vel 

10-szeresére hígítottuk és a továbbiakban 36°C-on le­

vegőztetéssel szaporítottuk. A Ю-szeres higitás idő­

pontját tekintettük t*=0-nak, és ettől kezdve meg­

határozott időközönként mértük a szuszpenzió optikai 

cienzitását 540 rnn-nél, és ennek növekedéséből ill. 

csökkenéséből következtettünk a lizogén állapot fenn­

maradására vagy a szuszpenzió lizisének bekövetkezésére.

Kaiser és Levine féle komplementáci6s eljárás: a két vizsgá­

landó fág keverékét cseppentjük az érzékeny baktérium­

pázsitra /Orosz L. diplomadolgozat 1966/. ti mutánsok 

esetében ezzel az eljárással csak a lizogén állapot
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kialakításának képessége vizsgálható.

7. Eredmények
7.1. Hovel indukálható mutánsok fenotipusos jellemzése

Fhizobium meliloti 41 36 jelzésű fágjából ÍOO X1 /ml 

NTG kezelés után ti /hovel indukáIható/ mutánsokra szelek­

táltunk, a következő módon: a 36°C-on tiszta tarfoltot adó 

fágokat egyedenként teszteltük 28°C-on. Azok, amelyek ezen 

a hőmérsékleten zavaros tarfoltot adtak, voltak a számunkra 

megfelelő ti mutánsok. 5577 mutagenizőlt fágot vizsgáltunk

ezek között 36°C-on tiszta tarfoltu volt 458 /8,21.10 ^

gyakoriság/ mig ezek közül tij^nek bizonyult 6 mutáns, ami
-2a tiszta tarfoltuakra vonatkoztatva 1,31.10 , az összes

megvizsgált fágra vonatkozóan pedig 1,08.10 ^ mutációs gyako­

riságnak felel meg.

A R.ir. 41 baktérium 36 jelzésű fágjából izolált ti 

mutánsok a következők: Al; A2; B2; B3; B4; B6.

A fenotipus vizsgálat célja annak megállapítása volt, 

hogy melyik az a hőmérséklet, ahol a fág által termelt rep- 

resszor aktivitása olyan mértékben csökken, hogy a fág kép­

telen a lizogén állapot létrehozására, vagy tartós fenntar­

tására, tehát fenotipusosan tiszta lesz. A ti mutánsokat 

megtitráltuk 28, 30, 32, 34 és 36°C-on, és megvizsgáltuk 

az egyedi tarfoltok fenotipusát. összehasonlításul elvégez­

tem a kísérletet a 16-3 jelzésű fág 3 ti mutánsával /ti3, 

ti4, ti5/, ami az összehasonlítást nagymértékben megkönnyi-

meg,

tette.
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A hőmérséklet érzékenység jól jellemezhető a kritikus 

hőmérséklettel, ami alatt azt a hőmérsékletet értjük, ahol 

a vizsgált mutáns mar tiszta tarfoltu fenotipust mutat 

/1. táblázat/.

??.«№»»« 7 ■■TV;

■
%t

A1 i 12 f a?. B3 *• 9 54
'•-■a«sí. •

4 - I3a,

t. I t

c ■(ű

A
1.táblázat : Tart olt :: cnptipus.ok /c=clear=tiszta tarfolt, 

c=turbId-z.i,.yaros tsrfolt /
Sik 0?- 1970« : Orosz L * 5

Vizsgálataink során három ilyen hőmérsékleti értéket talál­

tunk, amelynek alapján a mutánsok a kővetkezőképpen csoporto­

síthatók:
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Kritikus hőmérséklet: 32°C: ti4; A2; B2; Б6

34°C: ti3; Al 

36°C: ti5; БЗ; Б4

Azonban az azonos csoportba tartozó mutánsok hőmérséklet 

érzékenysége sem teljesen azonos, Így felállíthatunk egy 

érzékenységi sorrendet, amelyre az azonos csoportba tartozó 

tarfoltok vizuális összehasonlítása ad lehetőséget. így a 

következő sorrendet kapjuk:

32°C: B6) B2) A2> ti4 

34°C: Al) ti3 

36CC: ti5) B3) B4

/pl.: Gyengén zavaros tarfolt /ti5/ zavaros tarfolt /ВЗ/

erősen zavaros tarfolt /Ь4//.

7.2. A mutánsok hcindukciójának vizsgálata

A hoindukciős vizsgálatokat először szilárd táptalaj 

felületére szélesztett lizogén baktériummal végeztük el. Az 

ilyen eljárással kapott eredmények azonban összehasonlításra 

nem alkalmasak, mert a hcindukciós görbék lefutása kisérlet-

-sorozatonként változott; az azonban a 2. táblázat adataiból

látható, hogy a ti mutánssal lizogenizált baktérium hővel

indukálható.

bgyuttal megvizsgáltuk az un. “maradék" baktériumot is, 

amely 24-48 óra alatt sem indukálódott, tehát telepet képezett 

a lemezen. A vizsgálat a következő eredményt adta:
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Ir tT '
mrradák 

baki; éri иш. I ti3 jí ;• tib * ái s A2 ВбB2 Eb B4 ■ s
MH3W'• г; -эт-л.-г,-

“

ü Iizogén/fá-M 
I got teriuel.iii ' 
I baktérium 

%-ban

;;
■ *I

I 1ÍC0 1 1100 163 1 21 -1 51.8« Vй eЭ•Lw з-

Megismételtük a hoindukciós kísérletet folyadékban, 

szintén 36°C-on. Az Így kapott eredményeket a 3. táblázatban 

foglaltuk össze. Az itt feltüntetett értékek a t»0 időpontra

értékeket jelentik. A t«0 idő-vonatkoztatott relativ OD540
pontban a llzogén baktérium szuszpenziók 0Г -t 0,100-0,120540
közötti értékre állítottuk be. Az 1. ábrán látható, hogy az

indukcióhoz ill. a lizis meginduláséhoz 220-310 perc közötti 

idő szükséges, azonban sem ebből, sem a hőindukciós görbék

lefutásából nem tudunk következtetni arra, hogy a bekövetkezett

mutáció a represszor molekula funkcionálisan mennyire fontos

részét érintette.

7.3. A mutációk térképhelyzetének megállapítása

A ti mutánsok genetikai térképezését ismert helyzetű 

/Orosz L. nem közölt adatok/ deléciős mutáns sorozat segít­

ségével végeztük el, ami lehetővé tette a mutánsok hozzáren­

delését a genetikai térkép egy-egy szegmentjéhez; amit két 

deléciós mutáns határoz meg. Deléclós térképezés esetén,



' f

■ Р
-

■ 
■ 

Íí
-i
 

c
- 

-к
.-ж

"T
*1

!
 

■

:
11 

H
 

ci
-

• 
CD

 
p
-

P
 
t
i 

o
J

a
 ' 

!—
f

I :
M

ci
­

tri
jx

>
b

t-Ь
 

ы
 

P
- 

pb
 

fi
i 

и
C

T 
ü

H
‘ 

ci
-

tö
(T

i
P-

L
_
l.

' G
i

I 
.

N
Г0

' Í
V)

V
\|

p
 :

'
C

T 
. 

.
:

c
r P

eh
J

úz
»
-

i'—
*И

1»
Г|

^И
 .rn

il.c
'fo

»
©

 
C

_’
.

HJ
 

©
■

I ч
л 

!i ■-:
 

, i
 го

 л<
i 

. I 
vő

 in
 

! ч
л 

' 
н*

| c
fi

ГО
 ÍS

 f 
j
í
V

k'
ÍI

v
}

' I
«

Н
о

•'
3 «

«
©

P
 

C
:

M
1 !

—
I 

M
!-

* 
1 

x
j

- 
I X

 
О

 l 
M

~
V

j

« 
M

'o
 
fi 

e
bM

“ 
1X
 

Г
 

и
О

м
 

О
 

í 
b

 
S

O
. 

’

M
С+

ei
- 

H
*

I
P

i
Í 

О
!

О
I О

::
■-

у
о

о
ГП

£2
.

ГП
ГП

»
 j хаы

ла
лк

л
ж

а
е

яи
в
^ ̂«

H
ae

at
ei

w
cs

M
M

E
s 1

с
 ;■

!;
О
 

■ »
О

©
м

О
 

.|
.

о
н-

Й
eh

P
f

V*
.

ft
,4

ft
ад

cd
■ O

t
. 

TJ
 

• .O
.e

h,
 -

C
T

P
 

■
.e

h 
.

P
 

■ .
D

J
P

J .
P

c; О F
f

P c
t

. 
i! О

i
H

*
I 

■
Pb

b
.O

i
>d

.
8 

О
 ■

о .
:: =

eh
V

O
5 

\_r
t

H о C
T

. 
.c

!. H- CD
 

■ 
M

•.



p

кi г
OD ODrel rel

B2

ti

&
A,

o;n OD .*

%

t CKT/* ;-.з».

f I 4 I I im I I in uhui им ~i I I и iiiiiiiiin in I II iwni II irninr 'I ~~rirrm~Tiirif[iTri;nwniTt~‘7

о c-ÍX .

■ • -• —.тдиета«»»«твжпггдстяагг-а-и>-т.-.г^ -.^■-Гнм^ячV

• ti «“£jS* С:-'-'-".jSb
V

2.ábra : Hoindukció folyadékban

«



ч



28 -

amennyiben a deléció átfedi a pontmutánst /а/, a ke­

resztezésből származó utódfágok között vad tipusu rekonibi- 

nánst nem találunk; mig, ha a vizsgált pontmutáns kiviül 

esik a deléción /Ь/, az utódok között bizonyos gyakorisággal 

vad tipusu rekombinánsokat találunk.

a./' b * /
ÍJ*

J— Г
■SEV

Г*"“** ~ :;i+— — tiI *
■ 5

Ä3*. «sm* er» á'>» Or»»

S*.
. . w;L'i о j.

A megfelelő és a táblázatban feltüntetett keresztezések 

elvégzése után a ti mutánsainkat a fág C /regulátor/ génjé­

nek egy-egy szegmentjéhez rendelhettük - а B6 jelzésű mutáns 

kivételével. /4. táblázat: a + jelek írellett feltüntetett 

adatok a vad tipusu rckombinánsok számát jelentik/

А B6 jelzésű mutáns helyzetének egyértelmű megállapításá­

hoz néhány hárompontos keresztezést kellett végeznünk, mert 

a deléciós térképezés ebben az esetben nem adott egyértelmű 

eredményt. Ugyanigy jártunk el az A2 mutáns esetében is, bár 

itt elsősorban a kapott eredmények helyességének ellenőrzése 

volt a cél /Orosz L. kandidátusi értekezése, Rostás K. diploma- 

dolgozat/. A keresztezések kiértékelésénél a vad fenotipusu 

rekomblnáns kategória gyakoriságából a két ismert helyzetű
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mutációhoz viszonyítva megállapítható a kérdéses pont

helyzete: legyen A és В a két ismert pont, mig X^; X2 

és X az ismeretlen pont - ill. annak három lehetséges helye: 3

A

»
« ~Г “Г ~'Г

2- ~ Г,.:.- -* tsда* ca» Сг» ca»

2 ..1

A vac tipusu rekombinánsok száma a következőképpen alakul:

A+B+X+ vagy A+B+X* A+B+X+»1 2

A kettős mutánsokkal végzett keresztezések a következő ered­

ményt adták:

A2 x ti4 - sp3 5,4.lO-5 

6,1.10~5 

2,1.10~4

5,8.10~4 

4,0.10~5 

1,7.10~3

EbLen az esetben C+ *= sp3+; sp4+; U6+

ti+= ti4+; A2+? B6+

*4" 4-C ti gyakoriságx ti4 - sp4

x ti4 - U6

B6 x ti4 - sp3

C+ti+ gyakoriságx ti4 - sp4

x ti4 - U6

A deléciós térképezés és a hárompontos keresztezés adatai 

alapján a 36 jelzésű fág ti mutánsait a következőképpen tudtuk 

elhelyezni a géntérképen: /1. ábra/.
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7.4. Génen belüli szupresszió

A kisérletsorozatnál abból - 16-3 fágnál Orosz L. 

által tapasztalt - feltevésből indultunk ki, hogy két ti 

mutáció együttesen a represszor fehérje teljes inaktivéló- 

dásához vezet, tehát két ti mutáns keresztezésekor bizonyos 

gyakorisággal feltétlen /tiszta tarfoltu/ mutánsokat kell 

kapnunk:

ti1T
“ - "I

■ s
■ I ■

— «. ti^*-oÍ2 ; dőltét len /tiszta táríöltu./
ke 11 ős műtáns'

ti2

A létrehozott kettős ti mutánsok szerkezetét deléciós-rekom­

binációs analizissel a kővetkező elv alapján igazolhatjuk:

ti ti tip-1 о
x

4». «. ti2 ■
■I

3L• „ „ «.8* r nV
ők 9

A keresztezésből kapott utódok között a 26°C-on zavaros 

tarfoltot adó rekombinánsoknak azt a ti mutációt kell tártál-
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mázniuk, amelyet a deléció átfedett. Ennek igazolása - a

ti mutációk azonosítása - a kritikus hőmérsékletek különbö­

zősége alapján lehetséges. Csak abban az esetben fogadtuk 

el, hogy a létrehozott mutáns valóban ti-ti szerkezetű volt, 

ha mind a két mutációt sikerült ilyen módon azonosítani.

Az elvégzett keresztezések közül azonban néhány kombi­

nációban ner sikerült az utédfágok között tiszta tarfoltu- 

akat találni /5. táblázat/. Ezen keresztezések többségében 

az egyik ezülő а B6 jelzésű mutáns volt. Ezek alapján felté­

telezhető, hogy az a molekularéez, amelyet a mutáció érint 

kitüntetett szerepet játszik a fág regulációban.

—г
"c" fágok 

gyakorisága
összes fág 

,!in6
I!c,( fágKeresztezés

. Ц '
■ 4ti3 x Al 

x A 2 
x 32 
x 33 
x 35

5,0 4,9.10'*' 
1,04.10^ 
9,5.10j 
6,9.104

0,01 
0,054 ■ 
0,017 
0,01

1,9
5,6

; g
3Al x A 2 

x 32
x B3 
x 134 . 
x 36

5,9
3.8

1.3.10 
1,2.10^
2,5.10-;
1.1.10

i 0,003 
I 0,003 

0,02 
í 0,003

:
1,3 4. 3,7 
4,7

1,4.lof 
1,9.10^
1,44.191,6.104

8,1.IO?
• 1,4.106

A2 x 32 ' 
x 33 
x 34 
x B6

48,0
24,0
22,0
52,0

ij 0,029
I 0,082 
1 0,061 
I 0,0003
I 0,011

0,027

■.

В 2 x 33 
x В 4 
x 36 
x 36

74,0
52,0
48,0

B2
33

3 B‘4 9,0

А «с” fág spontán előfordulási gyakorisága a szülői típu­
sokban minden esetben kisebb volt mint 10 .

5. táblázat
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7.5. A ti mutánsok immunitásának vizsgálata

Az alozo vizsgálatokból kitűnt, hogy a 16-3 és a 36 fág 

regulátor génje azonos, Így a hibás represszort termelő 36 

fágmutánsok jellemzéséhez felhasználhattuk a 16-3 fág virulens 

/operátor/ mutánsait. A vizsgálatot a ti mutánsokkal lizogeni- 

zált sejtek virulens mutánssal való felülfertSzésével végez­

tük el. Homoimmunis fágok esetén a baktériumoséjtben levő 

represszoriaolekulák meggátolják a felülfertőző fágok szapo­

rodását. A virulens fágok azonban nem érzékenyek © represszor- 

ra, ezért ezek lizogén baktériumon is képesek bizonyos mérté­

kű szaporodásra. A virulencia az operátor gén mutációjának 

következménye; az operátor lőkusz represszor kötö helyének 

bázisszekvenciája változik reg, oly módon, hogy a represszor 

molekulát nem vagi’- csak csökkent mértékben képes megkötni. 

Kísérleteinkben a wl, w2 /Orosz L./ és 24/4 /Dallmann G./ 

jelzésű virulens fággal fertőztük felül a 36ti mutánsokkal 

lizogenizált baktériumot, oly módon, hogy a virulens fág 

multiplicitását változtattuk. /m.o.i.«l; 5 ill. 10/. A kísér­

letek kiértékelésénél a felülfertozott baktérium, populáció 

átlagos féghozamát vettük figyelembe. A vad tipusu, 16-3 fág­

gal lizogenizált baktérium volt az egyik, amig a 16-3 ti3 

mutánssal lizogenizált baktérium volt э kísérlet másik kont-

■

I

rollja, amelyekhez az izolált ti mutánsok érzékenysége vi- 

szonyitható. Az adatokat a 6. táblázatban tüntettük fel, 

ahol a relativ átlagos burst & lizogén baktériumonként kisza­

baduló fágok számát jelenti.
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rel. átlagos burst
/1°еД a

■ ;
R* Ш.41/ВЗ/R.Ш.41/В2/

100 T100 < -*

■

1

i I#. t
10 *}JR tt?" <7110 J. Xj XI

obi 4йs í /X //, >Xf^r v 
I/O\\ xX

1 x>
x

XCH XX >>a.x . IX>11;
i íx /.V

' ч •;xíín XM ■>*1—w.
in. 0*1.

10510 11 5
Л

R. m. 41/В6/R. m. 41/Б4/

ICO100 —

ráX/ >-XexXXIжШ /!>■]x \
\\Ш !0 x10T m ,rЯл

Xш X>[l

>1fX
ixi-Y/Am

XX!
' xfrX«---- li • rvSí

я N.x04 m■A
; \ .
íx F!ШXXr7?yj :X>iASBi

' X : XT ~Y6~ 10 m. o. 1.51

3/b . álra : lizogén baktérium felülfertőzése virulens ír al
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А 3/а és 3/b ábrán és a táblázat adataiból is jól lát­

ható, hogy a ti imitáció minden esetben megnöveli a sejtek ér­

zékenységét a virulens fácgal szemben. A különböző ti mutációk 

nem azonos módon viselkednek a felülfertőző virulens fágok- 

kal szerben, aminek egyrészt oka a wl, w2 és 24/4 különböző­

sége, másrészt a ti mutánsok eltérő érzékenysége /pl.: B6 és 

A1 kiemelkedő érzékenysége/.

7.6. A 36 fág ti mutánsainak komplementációs vizsgálata

A ti mutánsok funkcionális vizsgálatát komplementációval 

kíséreltük meg. A csepp-komplerrentációs eljárással kapott 

eredmény alapján a mutánsok semmilyen kombinációban sem 

komplementéinek, ami megfelel annak, hogy ez összes ti mu­

táns egy cisztronba /С gén/ tartozik /ugyanezt az eredményt 

adta a Levine-féle eljárás is/. Az E.coli A tágjánál azonban 

leírtak egy olyan eljárást, airi lehetőséget nyújt az inter- 

allélikus komplementáció kimutatására, ill. figyelembe veszi 

a lizcgénia jelenségének összetettségét. Ebben az esetben 

a komplementáció kimutatása azon alapszik, hogy a lizogén 

baktérium életben maradása jóval érzékenyebb mérőszám, mint 

a lizogén állapot kialakítása. Olyan körülmények között, 

«útikor a baktériumsejt citoplazmájában mindkét hőérzékeny 

represszor jelen van és magas hőmérsékleten mécsem követke­

zik be a lizogén baktérium indukciója, azt állíthatjuk, hogy 

& két mutáns fág komplementál - együttesen képesek a lizogén

állapot fenntartására.
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A3, és a 3/4. ábrán látható azon vizsgálatok eredménye, 

amelyeknél a koiaplementáció és a felülfertözo fág multipli­

citásának viszonyát néztük.

A
CL54-

5 -I
!

' 5

2 -

•10
20

0 /©/
V^*1 SS

1 t/h/

3/4. ábra R.-m.41/ti3/ lizogén baktérium és Вб fág komplemen- 

tációjának időbeli változása - különböző multipli­
citással történő felülfertőzés esetén

А копрlementációs vizsgálatot úgy végeztük, hogy minden 

heterológ szuperinfekcióhoz mindkét fág homológ szuperinfek­

ciója szolgált kontrollként. A lizogén baktériumnak a profággal 

azonos fággal való felülfertözését homológ, eltérővel való 

felülfertözését pedig heterológ szuperinfekciónak nevezzük.

Az adatokat a 7/a és 7/b táblázat tartalmazza.

A 8. táblázatban összefoglaltuk a komplementációs vizsgá­

latok eredményét. Látható, hogy a komplementáció bizonyos



.

• R.m. М/kl/ R.m.4l/A2/

t t
AX - A 2 B6B2 B3 B4 ti3 A2- B6A1 B2 B3 B4 . ti3/h/

•^КеЯВЛ-Р -•-í-VW. ■rr*r»KfiefíSíSiVíí*

0 1,0 1,0 1,0 1.0 ■ 1,0 1,0 1,0 Q 1,0 1,0 ■ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0i

3 1,01 1,30 1,02 1,03 0,92 2,65 3,261,95 1,41 3 1,31 1,42 1,34 2,061,34

1,46 0,560,604 0,89’ 1,03 6,681,81 1,24 4 1,57 1,44- 1,33 5,14 1,49 2,37

1,06 0,76 .5 0,97 0,58 0,52 1,17 1,59 1,99 2,04. 2,025 9,59 12,41 2,00 3,17

6 ..0,69 0,630,80 0,82 6 2,73 3,060,53 1,01 1,81 1,32 2,82 15,7 19,8 3,82

R.m. 41/В2/ R.m,4l/feií3/ ' /ti4/ /ti5/

t t
B6 ti 4 ti 5Ál ti5 ti3 ti3 ti 4A 2 B2 B3 ti334 XhLJJiL" ■=lsssp~x чгячагкяsec

0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 J0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

1,16 1,681,06 1,603 0,50 3 1,52 1,771,41 1,19 1,090,93 1,24 1,47

0,96 0,961,62 1,66 0,894 0,95 1,07 1,100,64 2,071,840,98 1,194

0,465 0,492,86 0,43 0,52 0,58 0,711,02 50,73 1,14 2,51

60,96 2,68 0,56 0,64. 1,246 0,80 2,79 3,11 .3,70 0,48 0,50 0,54 0,70

7/a. ábra : komplementáciös vizsgálatok összefoglaló táblázatai

/ az adatok a t=0 időpontra vonatkoztatott relativ QD értékek /540
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R.rn. 41/В2/ R.m.4l/BV
Т- I

/к/ 1 A1
I wgagggg  ̂? -

t A2 36A1 B2- B3 B4 ti3 A 2 B2 B6B3 B4 ti3
/h/ :

.yssaasssssssE ■тасз 3SSSS33SSSg&r

: 1.0 ' 1.01,0 1 »o 1,0о 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0о 1,0 1,0 1*0 1,0.

i;o93 1,41 1,05 1,15 1,21 2,02 1,711,241,253 1,10 1,35 1,35 2,12 1,37

1,20 1,624 j 1,80 1,74. 1,31 1,41 1,851,62 1,961,594 1,52 1,20 l,-95 1,30

5 2,25 1,31 2,011,765 1,14

6 661,43 1,44 1,75 2,821,34 1,02 1.06. 1,52 0,91 1,47 •1,42 ■ 0,98 ?

R.m. 4l/ti3/
Rom„4l/B6/
t 1 t

A1 B6A 2 B2 B3 B4 ti3/В/ fBoA1 A2 B2 B3 B4 ti3M ... ...

0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,01,00 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0. 1,0I
3 1,17 1,601,12 1,10 1,19 1,111,65 1,983 0,89 1,34 1,05 1,42 ■ 0,95 1,40

_ Í

1,16 1,361,714 1,44 1,15 1,42 2,021,660,940,51 1,494 1,05 1,14 1,97

0,97 1,76 2,261,255 0,81 0,80 0,92 5. 1,70 1,27 1,34 0,75 1,83

6 : 0,862,001,35 1,40 1,52 1,54 0,716 0,79 0,91 0,85 0,79 0,81 1,02 2,48

7/b. ábra
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acsess»:..-luíini- ацими ,nm >11II, '-w* . -.«■ vi4Ea=fflu»«aí 'ff
• §

baktéríö^
;'K4trst*«a*ire-

/В6/
:-

1 /А2/
з»жактаг'5зааг5УЛЕаюсгr

; /Б4/

■

/ВЗ/
!?

/В2/
шэкзагасявдекдедоа^; г гжггв«,-

/А1/

g

/tip/

8. táblázat; г Komplenientációs vizsgálatok összefoglalása
= van komplementáció 

0 = nincs ко imp le ment áció 

Ш = eltérés a reciprok tesztben ■■■.'■
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esetekben un. pozíció-effektust mutat, tehát függ attól, 

hogy melyik mutáns a profág és melyik a felülfertező fág.

8. Eredmények megbeszélése és következtetések

Phizobium meliloti 41 baktérium 36 jelzésű fágjának C 

/regulator/ génjében NTG kezelés után 1,08.10 ^ gyakorisággal 

indukálódik olyan mutáció, amelynek hatására a represszor 

fehérje hőérzékennyé válik. Szelekciós technikánkból követ­

kezik, hogy ezeknek a gén olyan pontjait kell érinteniük, 

amelyek a lizogén állapothoz szükséges térszerkezet funkcio­

nálisan tübbé-kevésbé fontos részét érintik.

A fehérje höérzékenységének egyik jellemzője a kritikus 

hőmérséklet, tehát az a hőfok, ahol a represszor fehérje már 

- térszerkezetének megváltozása miatt - nem képes biztosítani 

a lizogén állapot fennmaradását. A 36 fág ti mutánsai esetében 

azt tapasztaltuk, hogy a kritikus hőmérséklet 32°C volt az A2,

B2, B6; 34°C az Al és 36°C a B3 és B4 mutáns esetében, 

ban ezeken a kategóriákon belül is felállíthatunk egy érzé­

kenységi sorrendet, ami a tényleges viszonyokat jobban tük­

rözi, de hátránya, hogy a kiértékelés vizuálisan történik, tehát 

bizonyos mértékig szubjektív. Összehasonlításul érdemes a 

16-3 fág ti mutánsait is elhelyezni a sorozatban:

Azon-

B6 > B2 ) A2 ) ti4 ti5 ) B3 ) B4A1 ) ti3; »

A genetikai térképezéshez & 16-3 fágból izolált, C génben
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deléciós mutánsokat használtuk fel. Ezek segítségével a 

mutációk a regulátor gén egy-egy szegmentjéhez rendelhetők.

A deléciós rekombinációs analízis is egyik tizonyitéka annak, 

hogy a két £ág regulátor génje homológ, vagy az eltérés any- 

nyira csekély és funkcionálisan lényegtelen, hogy ilyen módon 

nem mutatható ki. A kapott eredményeket összehasonlítva a 

16-3 fággal, azt tapasztaltuk, hogy a ti5 mutáns azonos szeg­

mentben helyezkedik el mint a 36 fágból izolált B3 és Ь4 

jelzésű irután3, sőt hőindukciős jellemzőik is 36°C-on meg­

egyeznek. A ti3 mutánssal azonos szegmentbe térképeződik az 

Al és szintén azonos - 34°C-on - indukálódnak. A ti4 mutáns­

sal azonos szegmentbe térképeződik а B2 mutáns és mindkettő 

kritikus hőmérséklete 32°C, de érdekes módon az ebbe az induk­

ciós osztályba tartozó másik két mutáns, а Б6 és az A2 ettől

eltérően a C gén bal szélére térképeződik. Ennek a két mutáns­

nak a térképezéséhez felhasználtunk kettős mutánsokat is /ti4~ 

-sp4; ti4-sp3; ti4-L6/, mert nem rendelkeztünk megfelelő délé- 

dókkal. A fenotipus, a hőérzékenység és a mutációk térkép­

helyzetének Összevetése után megállapíthatjuk, hegy ezek kö­

zött korreláció van; meghatározott részen bekövetkezett mutá­

ció hasonló hőérzékenységhez és fenotipushoz vezet. Ez alól 

azonban kivételt képeznek azok a mutációk, amelyek a gén 

"elejét" - bal szóiét érintik, tehát esetünkben az A2 és B6.

Az ilyen módon jellemzett ti mutánsainkat felhasználtuk

arra, hogy belőlük kettős /ti-ti/ mutánsokat hozzunk létre. 

Ezek fenotipusának a 16-3 fágnál végzett vizsgálatok alapján 

tiszta tarfoltuaknak kell lenniük. Az ilyen fágok szerkezetét 

deléciós rekombinációs analízissel igazoltuk és felhasználtuk
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a ti mutánsok kritikus hőmérsékletének különbőzőségét is.

A kapott eredményekből leszűrhetjük, hogy a két ti mutáció 

együttes előfordulása ugyanazon a fágkromoszómán a represszor 

fehérje teljes inaktiválódását jelenti. Kéhány kombinációban 

azonban a várt eredménytől eltérően a keresztezés utódai

között nemi találtunk mutáns fenotipusut. Ezekben a kereszte­

zésekben az egyik szülő mindig a B6 jelzésű mutáns volt, ami 

ennek a mutációnak a különleges szerepére mutat. Térképhely­

zete alapján - és más vizsgálatokból is feltehető, hogy ez, 

a C gén bal széléről átiródó molekularész /C-terminálÍ3/ bizo­

nyos müköuésbeli autonómiával rendelkezik és kitüntetett sze­

repet játszik a regulációs funkció megvalósításában.

A lizogén baktériumok immunitásánál- vizsgálatát a 16-3

virulens mutánsaival való felülfertőzéssel oldottuk meg. Az

immunitás! anyag hatékonyságának megváltozását egyrészt a vad 

tipusu /16-3/ fággal, másrészt ennek ti3 mutánsával lizoge- 

nizált baktériumhoz viszonyítottuk. Vizsgálataink alapján 

megállapíthatjuk, hogy a 36 fág C génjében bekövetkezett ti 

mutáció a wl, w2 és 24/4 jelzésű fággal szemben való ellenálló­

képességet lecsökkentette, tehát a felülfertőző fág multipli­

citásának függvényében kevésbé volt immunis, mint a vad tipusu 

fággal lizogenizált baktérium. Ebben az esetben is a C gén 

bal szélén bekövetkezett B6 mutáció okoz erőteljes immunitás 

csökkenést, de érdekes módon ebben az esetben igen érzékeny 

az Al mutáns is, ami viszont térképhelyzetét tekinte a C gén 

jobb szélén helyezkedik el. Ezek alapján fel kell tételeznünk, 

hogy az ezeknek a régióknak megfelelő molekularészek sze­

repet játszanak a represszor DNS-hez való kapcsolódásában.
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Az izolált ti mutánsok funkcionális vizsgálatát komp- 

lementációs analízissel végeztük el. A "hagyományos"-Levine 

és Kaiser féle komplementéülős eljárás ebben az esetben is 

negativ eredményt adott, a 16-3 ti mutánsaihoz hasonlóan, 

illetve azt mutatta, hogy a regulátor gén egyetlen clsztron. 

Ezeken kívül azonban elvégeztünk egy olyan komplementációs 

vizsgálatot, amely lehetőséget nyújt в génen belüli, inter- 

allélikus komplementáció vizsgálatára. Ennek az eljárásnak 

másik előnye, hogy figyelembe veszi a lizogén funkció össze­

tettségét, és nem annak kialakulását, hanem fennmaradását 

mutatja ki. így sikerült megállapítanunk, hogy a 36 fág C gén­

jének terméke esetenként komplementálhatja egymást. A komp­

lementáció azonban un. pozició-effektust mutatott, azaz elté­

rést tapasztaltunk attól függően, hogy melyik mutáns volt a 

profág és melyik a felülfertőző. Ebben az esetben a gén bal 

szélén levő mutációk /В6 és А2/ mutatták ezt e jelenséget,

ami szintén alátámasztja azt a feltevést, hogy a represszor 

fehérje C-terminális része funkcionálisan igen jelentős.
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összefoglalás
I

Az értekezésben a Rhizobium meliloti 36 jelzésű tempe­

rált fág hovel indukálható, regulátor gén mutánsainak vizs­

gálatáról számoltunk be. A kísérletek eredményei és a belőlük 

levonható következtetések az alábbiakban foglalhatók összes

A mutáns represszorok hcérzékenységük alapján osztályoz­

hatók, sőt, az egyes osztályokon belül is felállíthatunk egy 

érzékenységi sorrendet.

A mutációk térképhelyzete és a represszor hőérzékenysége 

között korreláció van, ez alól a C gén elején bekövetkezett 

mutációk képeznek kivételt, ezek fokozott hőérzékenységet 

mutatnak.

A kettős ti mutánsok vizsgálatából megállapítható, hogy 

a regulátor gén adott helyén bekövetkezett mutáció /Б6/ auto­

nom módon nyilvánul meg, ami az érintett molekularész műkö­

désben autonómiájára utal.

A ti mutánsokkal lizogenizált baktériumok immunitásának 

vizsgálatakor azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusu fágokhoz 

viszonyítva minden esetben csökkent az immunitás. Fokozott 

immunitás csökkenést két esetben tapasztaltunk: a B6 mutáns 

esetében, ami a C gén bal szélére és az Al mutáns esetében, 

ami viszont a C gén jobb szélére térképeződik.

A 36 fág ti mutánsai esetében kimutatható a C cisztronon 

belüli, tehát interallélikus komplementáció speciális esete, 

amikor a működés kiegészítés a már kialakult lizogén állapot 

fenntartásában nyilvánul meg.
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összegezésül megállapíthatjuk, hogy korreláció van a 

mutáció térképhelyzete, a mutáns hőérzékenysége, immunitás 

változása, illetve komplementációs képessége között. Az 

immunitás szempontjából ki kell emelni a regulátor gén két 

szélére térképeződő mutánsok fokozott érzékenységét, inter- 

allélikus koir.plementáció szempontjából pedig a regulátor gén 

bal szélén bekövetkezett mutációk által okozott viselkedést, 

arai feltétlenül további - elsősorban biokémiai - vizsgálatokat 

igényel.
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Rövidítések

R.m.41 Iь Khizobium neliloti 41 baktériumtörzs

R.m.41/16-3/- 16-3 fággal lizogenizélt R.m.41

ti® "thermo-inducible" * hővel indukálható

C? CI; CII; Cili = regulator gének jelölése 

0^; 0R * bal ill. jobb oldali operátor régiók 

P^; P,, » bal ill. jobb oldali promoter régiók 

m.o.i.“ a fertőzés multiplicitása /»multiplicitás/ 

ODj.^« 540 nm-n mért optikai denzitás

OD t«“X
rel OD »

ODt«o

$ faktor * a fehérjeszintézishez nélkülözhetetlen fehérje 

* az Escherichia coli temperált fágja 

P22 * a Salmonella typhymurium temperált fágja 

P2 « Escherichia coli fágja 

Д;A, * deléciós mutáns jelzése 

ts ** “thenro-sensitive" » hőérzékeny

X

üi UV-vel indukált R.m.41. 16-3 mutánsok

spj spontán R.m.4.1 16-3 mutánsok

)
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