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STELLINGEN

. Her is aannernelijk dat het enzym DNA -polymerase niet alleen de polymerisatie van

desoxyribonucleotiden katalyseert, maar ook betrokken isbijde selectie van de te poly-
meriseren desoxyribonucleotiden.

J.F.Speyer, Biochem. Biophys. Res. Communs. 21, 6 (1965).

. Het verhoogde aantal mutanten in een populatie van de bacteriofaag T4, ontstaan na

vermeerdering in bacterién die gemerkt waren met deuterium, is geen bewijs voor de
mutagene werking van deuterium,

M. Konrad, Ann. N.Y. Acad. Sci. 84, 678 (1960)

. Ter verkrijging van enkelstreng DNA moleculen uit dubbelstreng moleculen verdient

de methode van de alkalische denaturatie de voorkeur boven hitte-denaturatie of be-
handeling met formaldehyde.

. Het begrip cistron kan niet afdoende op grond van complementatie worden gedefini¢erd.

. De waargenomen incorporatie van 3y -thymidine na UV bestraling van invitro gekweekte

zoogdiercellen behoeft niet te wijzen op een herstel van de UV schade.

D.E. Rasmussen en R.B. Painter, Nature &3_, 1360 (1964).

. De conclusie van Freifelder dat na rontgenbestraling van de bacteriofaag T7ineenan-

organische buffer de afname van het plagevormend vermogen veroorzaakt wordt door
dubbelstreng breuken in het DNA, is aan bedenkingen onderhevig.

D. Freifelder, Proc. Natl. Acad. Sci. US 54, 128 (1965).

. det werkingsmechanisme van gibberellinezuur kan berusten op een centrale werking.

L.G.Paleg, Ann. Rev. PlantPhysiol. 16, 291 (1965)

. Bij het maken van schattingen omtrent de door ioniserende straling teweeg gebrachte

genetische schade dient men zich meer dan tot dusver te realiseren dat er bij lage do-
seringen geen evenredigheid bestaat tussen de stralingsdoses en de aantallen daardoor
geinduceerde puntmutaties.

W.L. Russell en E.M. Kelly, Genetics 52, 471 (1965).
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Bij het aangeven van bacterieconcentraties in eenheden van optische dichtheid dient
ook de geometrie van de meetopstelling beschreven te worden,

Het verdient aanbeveling om een onderzoek in te stellen naar de eerste sexuele cycli
van het kind indien het kort na de geboorte behandeld is geweest met zogenaamde
anabole sterofden, of indien de moeder gebruik heeft gemaakt van anticonceptionele

steroiden of tijdens de graviditeit met sterofden behandeld is geweest.

Toepassing van de mogelijkheden, die aangegeven zijn in het besluit van 1 november
1965 tot wijziging van het academisch statuut, voor wat betreft de studierichting der
biologie, zal er toe kunnen leiden dat meer biologen betrokken zullen worden inde
studie van de "moleculaire biologie",

G. Veldhuisen,
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INLEIDING

l« Algemeen.

Om de kwaadaardige effecten, die ioniserende straling in het men-
selijk organisme kan teweegbrengen, op rationele wijze te kunnen be-
strijden, is het in de eerste plaats van belang inzicht te verkrijgen
in het mechanisme van de beschadigende werking van ioniserende stra-
ling op het genetisch materiaal van de cel.

In verband hiermee werd op het Medisch Biologisch Laboratorium van
de Rijksverdedigingsorganisatie T.N.O. (M.B.L.) een aantal jaren gele-
den een aanvang gemaakt met een onderzoek dat tot doel heeft inzicht
te krijgen in de structuur, fysisch-chemische en biologische eigen-
schappen van het materiaal dat de erfelijke eigenschappen van een or-
ganisme bepaalt.

Het is thans algemeen aanvaard dat dit materiaal desoxyribonucle-
inezuur (DNA) is (hoewel in enkele gevallen ook ribonucleinezuur (RNA)
in aanmerking komt) en de bewijzen hiervoor zijn in de laatste twee
decennia geleverd.

In 1944 ontdekten Avery c.s. (1) dat het zogenaamde "transforming
principle” van Griffith bestond uit DNA. Hiermede was de chemische
substantie aangewezen, die in staat is erfelijke eigenschappen van het
ene organisme naar het andere over te brengen. Hershey en Chase(2) pu-
bliceérden in 1952 hun experimenten waarin zij aantoonden dat tijdens
de infectie van de bacterie Escherichia coli door de bacteriofaag T2
slechts het DNA naar binnendringt, dat de vorming van genetisch iden-
tieke fagen induceert.

Bovengenoemde twee publikaties zijn de schoolvoorbeelden geworden
van de belangrijke rol van het DNA als drager van de erfelijke eigen-
schappen en Ze zijn een belangrijke stimulans geweest tot een nader
onderzoek van deze stof.

2. Probleemstelling.

Het op het M.B.L. verrichte onderzoek is er op gericht een moge-



lijk verband te vinden tussen de fysisch-chemische eigenschappen van

het DNA met eventueel hierin aangebrachte veranderingen en zijn (ver-

anderde) biologische activiteit.

In het vervolg zullen we dit onderzoek kortweg aanduiden met: DNA on-

derzoek. Hiervoor werd gebruik gemaakt van de bacteriofagen T2 en T4

op grond van de volgende overwegingen:

a) Van de bacteriofagen T2 en T4 zijn veel mutanten bekend en de lig-
ging van de mutaties op het chromosoom is door middel van kruisin-
gen vastgesteld.

b) De bacteriofagen T2 en T4 zijn vrij eenvoudig in voldoende hoeveel-
heden zuiver in handen te krijgen.

c) Bovengenoemde bacteriofagen bevatten één DNA molecule van het dub-
belstreng type.

d) De isolatie van het DNA uit de faag is eenvoudig en levert, als
men de nodige voorzichtigheid in acht neemt, homogene preparaten.

Bij de aanvang van het onderzoek was een systeem waarin de biolo-

gische activiteit van gezuiverd T2- of T4-DNA bepaald kon worden, niet
bekend. In dit proefschrift wordt onder de biologische activiteit ver-
staan het vermogen van DNA om in een cellulair of subcellulair systeem
aanleiding te geven tot het ontstaan van organismen die één of meer
genetische kenmerken bezitten, die oorspronkelijk in het toegevoegde
DNA aanwezig waren. Mijn voorgangers op het M.B.L., Ir. J.H. van de Pol
en Dr. G.A. van Arkel, hebben de grondslag voor dit onderzoek gelegd
(3,4). Uit publikaties van Spizizen(5) en van Fraser c.s.(6) was het
bekend dat er bij de inactivering van de bacteriofaag T2 door ureum
of door middel van een osmotische schok een structuur ontstaat, die
niet meer infectieus is voor bacterién, maar nog wel voor sferoplasten
(bacterién, die geheel of gedeeltelijk hun celwand missen en daardoor
gevoelig geworden zijn voor een osmotische schok). Een dergelijke
structuur wordt 77-deeltje genoemd. Op grond van enkele eigenschappen
die de 7-deeltjes bezaten had men het vermoeden, dat deze deeltjes
zouden bestaan uit het infectieuze DNA van de faag, al of niet gebon-
den met eiwitcomponenten. Elke behandeling van 77-deeltjes ter zuivering
van het DNA leidde echter tot verlies van het vermogen om na incubatie
met sferoplasten nakomelingen te produceren(7,8). Daarom werd getracht
gebruik te maken van de werking van één enkel gen als criterium voor
de biologische activiteit. Hiertoe werden sferoplasten gelijktijdig
geinfecteerd met 7-deeltjes van een faagmutant en met DNA geisoleerd
uit het standaardtype; na enige uren incuberen werden de nakomelingen
onderzocht op het voorkomen van bacteriofagen van het standaardtype.

Inderdaad is het van de Pol, Veldhuisen en Cohen gelukt op deze
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wijze de biologische activiteit van T4-DNA aan te tonen en zij noemden
dit proces faagtransformatie, in analogie met het verschijnsel bij
bacterién.

In de beginperiode gaf het systeem een zeer lage opbrengst aan fa-
gen en was slecht reproduceerbaar. Het in dit proefschrift beschreven
werk had voornamelijk tot doel zodanige veranderingen aan te brengen
dat het een betrouwbaar en bruikbaar hulpmiddel zou worden bij ons DNA
onderzoek.

De aan en met het faagtransformatie systeem verrichte werkzaamhe-
den zijn in dit proefschrift in negen hoofdstukken weergegeven. Na de
bespreking van enkele eigenschappen van DNA en van de levenscyclus van
de T-even bacteriofagen (T2, T4 en T6) wordt in hoofdstuk I een over-
zicht gegeven van de literatuur die betrekking heeft op het door ons
verrichte onderzoek. Tevens worden daarbij enkele andere systemen be-
schreven waarmede de biologische eigenschappen van DNA, geisoleerd uit
andere bacteriofagen, tot expressie gebracht kunnen worden.

Na een beschrijving van de gebruikte stammen, media en technieken
in hoofdstuk II, wordt in hoofdstuk III een aantal experimenten be-
schreven, welke een beeld vormen van de pogingen die ondernomen zijn
om tot het huidige faagtransformatie systeem te komen. In hoofdstuk IV
worden enkele eigenschappen van het systeem beschreven, zoals de kine-
tiek waarmee de nakomelingen ontstaan, de invloed van de tijd van toe-
voeging van 77-deeltjes en DNA aan de sferoplasten, en de relatie tus-
sen de concentratie van het toegevoegde DNA en de opbrengst aan ge-
transformeerde fagen. In hoofdstuk V wordt de overdracht van enkele
andere genetische eigenschappen dan de tevoren gebruikte rII-eigen-
schap beschreven. Hiermede eindigt de beschrijving van het systeem; in
de volgende hoofdstukken worden enkele toepassingen van dit systeem in
het DNA onderzoek beschreven.

In hoofdstuk VI wordt de invloed van het breken van DNA moleculen
op hun biologische activiteit nagegaan en in hoofdstuk VII de invloed
van verhitting van DNA preparaten op de biologische activiteit. In
hoofdstuk VIII worden experimenten vermeld waarin het effect van be-
straling met ultraviolet licht of van een behandeling met salpeterig-
zuur op de biologische activiteit van DNA werd onderzocht.

In hoofdstuk IX wordt een nabeschouwing over de faagtransformatie
gegeven.
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HOOFDSTUK

LITERATUUR

le Eigenschappen van DNA.

Het "slechts structureel belangrijke"(9) polymeer uit de dertiger
jaren is immiddels belangrijk genoeg gebleken om het onderwerp te wor-
den van een stroom van publikaties. Deze behandelen over het algemeen
één of meer van de volgende eigenschappen die in verband staan met de
centrale rol die het DNA in een organisme speelt.

lel De structuur van het DNA molecule.

DNA is een lineair macromolecule dat samengesteld is uit twee po-
lynucleotide strengen, die zodanig om elkaar gewikkeld zijn dat er een
schroeflijnstructuur ontstaat (de zogenaamde dubbelhelix).

Door Watson en Crick(10) werd voor het DNA molecule een ruimte-
lijke structuur voorgesteld, waarbij twee polynucleotide strengen met
tegengestelde polariteit (veroorzaakt door het feit dat, in eenzelfde
richting gaande, de nucleotiden in de ene streng met elkaar verbonden
zijn door 3-5-bindingen, en in de andere streng door 5-3-bindingen) om
elkaar gewikkeld zijn, waarbij de purine basen in de ene streng water-
stofbruggen vormen met de pyrimidine basen in de andere streng.

Praktisch al het in de natuur voorkomende DNA bezit bovengenoemde
dubbelstreng structuur, welke aan een DNA molecule een zekere stijf-
heid verleent. DNA moleculen in oplossing zijn wel eens beschreven als
"wormachtige ketens"(11,12). In een enkel geval, zoals bij de bacterio-
faag @X174, komt het DNA als enkelstreng structuur in de natuur voor.

In het DNA van de T-even bacteriofagen (T2, T4 en T6), waarvan in
dit proefschrift sprake is, komt in plaats van de base cytosine de ba-
se hydroxymethylcytosine (5-HMC) voor, waarbij aan de hydroxymethyl-
groep al of niet glucose gebonden kan zijn. Het glucosegehalte en de
verdeling van de glucose moleculen verschilt in de drie faagtypen
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T2, T4 en T6. In T4 is aan alle 5-HMC groepen één glucose molecule ge-
bonden, 70% in een a- en 30% in een [S-glucosidische binding.

De basensamenstelling van T4-DNA is complementair: adenine 32%,
thymine 33%, guanine 18% en 5-HMC 16% (110). Het molecuulgewicht van
T4-DNA bedraagt ongeveer 1,3x108 hetgeen overeenkomt met de aanwezig-
heid van 2x10° nucleotidenparen per molecule.

1«2 De wijze waarop het DNA molecule wordt gerepliceerd.

De genetische functie van DNA is er op gericht om door middel van
replicatie de informatie, die in het DNA molecule besloten ligt, over
te dragen aan de nakomelingen. De replicatie verloopt semiconservatief
(13), dat wil zeggen dat elke streng van het DNA molecule als een ma-
trijs fungeert waarop een nieuwe streng gevormd wordt. De complemen-
taire desoxyribonucleotiden die door middel van basenparing op hun
plaats komen, worden door het enzym DNA-polymerase aaneengekoppeld via
3-5-bindingen tot een complementaire streng. Op deze manier worden dus
uit één DNA molecule twee kopieén gevormd.

1«3 De wijze waarop de erfelijke informatie door de cel wordt overge-
nomen.

De erfelijke informatie, die in het DNA molecule aanwezig is,
dient tot expressie te kunnen komen. Hiervoor is de synthese van ei-
witten (enzymen) van primair belang. Het is vastgesteld dat eerst een
RNA molecule wordt gevormd, waarvan de basenvolgorde door het DNA mo-
lecule wordt gecodeerd. De basenvolgorde van dit RNA (het zogenaamde
boodschapper RNA) bevat weer een code die door de cel kan worden ver-
taald in een bepaalde aminozuurvolgorde van een eiwit molecule.

l.4 De eigenschap dat mutaties kunnen ontstaan in het DNA molecules

Daar de genetische informatie in de basenvolgorde besloten ligt
zullen veranderingen in deze volgorde in het algemeen een mutatie ten
gevolge hebben. Zulke veranderingen kunnen daaruit bestaan dat één of
meer nucleotiden ergens in de DNA keten worden toegevoegd, weggenomen
of door andere nucleotiden worden vervangen. Dit kan spontaan gebeuren
of een gevolg zijn van de inwerking van zogenaamde mutagene stoffen of
diverse soorten straling.
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1.5 De eigenschap dat DNA moleculen met elkaar kunnen recombineren.

Bij recombinatie tussen verschillende DNA moleculen ontstaat een
nieuwe nucleotidenvolgorde die gedeeltelijk overeenkomt met dievan een
DNA molecule van de ene ouder en gedeeltelijk met die van een DNA mole-
cule van een andere ouder. De moleculaire basis van dit proces is nog
niet opgehelderd. Alle waargenomen recombinatieverschijnselen kunnen
echter verklaard worden indien men uitgaat van één van de volgende
twee veronderstellingen:

a) twee DNA moleculen van verschillende ouders kunnen beide breken,
waarna complementaire stukken zich tot een nieuwe eenheid kunnen
verenigen. Dit duidt men aan als recombinatie door middel van breuk-
en-hereniging(Eng.: breakage and reunion).

b) er wordt een molecule uit geheel nieuw materiaal gevormd, waarbij
tijdens de synthese de beide ouderlijke moleculen afwisselend als
matrijs fungeren. Dit noemt men recombinatie door middel van ma-
trijskeuze (Eng.: copy choice).

2. Levenscyclus van de T-even bacteriofagen.

Door Delbriick werd omstreeks 1940 een school van onderzoekers ge-
vormd, die zich concentreerden op het onderzoek van de T-even bacte-
riofagen; dit heeft geleid tot de grondige kennis van deze virussen en
hun reproductie in de bacterie.

Aan de T-even bacteriofagen kan men een kop en een staart onder-
scheiden. De kop heeft ongeveer de vorm van een bipiramidaal hexagonaal
prisma; de staart is samengesteld uit een buis (Eng.: core) die aan de
kop bevestigd is en om deze buis bevindt zich een cilinder van dezelf-
de lengte, de zogenaamde schede (Eng.: sheath) welke contractiel is.
Aan het distale einde van de buis is een zeshoekige basis plaat beves-
tigd waaraan 6 fibrillen zijn verbonden.

Kort samengevat bestaat de levenscyclus van een T-even bacterio-
faag uit de volgende fasen: (de getallen gelden voor optimale kweek-
omstandigheden)

1) De fagen hechten zich met behulp van hun staartfibrillen aan de
celwand van de gastheer.

2) Door een nog niet opgehelderd injectiemechanisme wordt het faag DNA
via de staartbuis in de bacterie gebracht.

3) Het hierop volgende stadium, dat ongeveer 12 minuten duurt, wordt
de eclips genoemd: als men namelijk in deze periode de cel kunstmatig
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openbreekt, vindt men geen infectieuze faagdeeltjes. Het faag DNA in-
duceert de vorming van een groot aantal enzymen die nodig zijn voor de
synthese van nieuw faag DNA en nieuw faag eiwit. Tijdens deze periode
wordt het DNA van de gastheer afgebroken.

4) Na de eclips ontstaan de eerste intacte fagen en in de nu volgende
rijpingsperiode worden er uit de gevormde DNA moleculen en faag eiwit-
ten ongeveer 100-200 fagen geassembleerd.

5) Ongeveer 20-25 minuten na het begin van de infectie barst de bacte-
rie en komen de fagen vrij. De tijd die verloopt tussen infectie en
het barsten van de bacterie wordt de latente periode genoemd. De vrij-
gekomen fagen kunnen, indien groeiende bacterién aanwezig zijn, een
volgende cyclus beginnen. Vindt een dergelijk proces plaats op een vas-
te voedingsbodem, dan zullen er door het lyseren van de bacterién op
den duur zichtbare ophelderingen ontstaan in het bacteriedek; deze wor-
den plages genoemd. Daar één faag een plage kan vormen, is het tellen
van plages de meest gebruikte methode om het aantal fagen per ml sus-
pensie (titer) te bepalen. Vindt vermeerdering plaats in een vloeibare
cultuur, dan zullen op den duur alle daarvoor in aanmerking komende
bacterién lyseren en men krijgt een zogenaamd faag-lysaat, bestaande
uit fagen, bacterieresten en niet-gelyseerde ("dode" en resistente)
bacterién.

3. Biologische activiteit van geisoleerd bacteriofaag DNA.

Er zijn de laatste jaren vrij veel systemen beschreven waarmee
het mogelijk is de biologische activiteit van gezuiverd bacteriofaag
DNA aan te tonen. In deze systemen worden normale bacterién en proto-
plasten als gastheer gebruikt; hieraan wordt soms DNA zonder meer toe-
gevoegd, soms is de aanwezigheid van een hulpfaag vereist. Men kan de
bovengenoemde systemen in vier groepen indelen:

A) Protoplasten zonder hulpfaag. Hiermede is de biologische activiteit
aangetoond van het DNA van de bacteriofaag #X174, dat een enkelstreng
structuur bezit (14-17) en van het DNA van dezelfde faag in de dubbel-
streng structuur (het zogenaamde "replicative form" (RF)-DNA) (18). Ver-
der kon met dit systeem de biologische activiteit worden aangetoond
van DNA van de faag A(19,20), van T1-DNA(20) en van T7-DNA(21).

B) Protoplasten met hulpfaag. Dit systeem is toegepast om de biologi-
sche activiteit van T4-DNA aan te tonen(22,23) en zal in dit proef-
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schrift nader beschreven worden. De hulpfaag wordt hier toegevoegd als
7-deeltje.

C) Bacterién zonder hulpfaag. Hiervoor worden cellen gebruikt die tot
een transformeerbare soort behoren en in een competente toestand ver-
keren. Hiermede is de biologische activiteit aangetoond van het DNA
van de fagen HP1 en S2, die Haemophilus influenzae als gastheer hebben
(24, 25) en van de fagen SP8(26), SP50(27), SP82(28), ‘41, #25, $29(29)
en 2C(30), met Bacillus subtilis als gastheer.

D) Bacterién met hulpfaag. Met dit systeem werdde biologische activi-
teit aangetoond van A-DNA(31-35) en van het DNA van de faag SP8(28).
Hier berust de activiteit niet op de faagvorming door het DNA, maar op
de transformatie van de hulpfaag. De transformatie van T4, zoals deze
door van de Pol en van Arkel op het M.B.L. is ontwikkeld, heeft dus de
meeste gelijkenis met deze groep.

Het door Kaiser ontwikkelde systeem(31-35), waarmede de biolo-
gische activiteit van A-DNA bepaald kan worden, verdient een nadere
beschrijving. Hierbij worden cellen van de bacteriestam E.coli K12 ge-
infecteerd met de bacteriofaag A en daarna wordt DNA toegevoegd van
een genetisch verschillende mutant van A. De functie van de hulpfaag
is tweeledig: hij is op de één of andere wijze behulpzaam bij de pene-
tratie van het toegevoegde DNA en kan door recombinatie van zijn inge-
brachte genoom met bijvoorbeeld halve DNA moleculen de genetische ken-
merken van deze halve moleculen tot uiting brengen. Het is echter niet
duidelijk of de biologische activiteit van ongebroken moleculen ook
recombinatie met de hulpfaag vereist. Wel blijken alle kenmerken, die
op het toegevoegde DNA molecule liggen, in de nakomelingen aanwezig
te zijn. Uit de resultaten van Kaiser blijkt dat halve moleculen een
biologische activiteit bezitten die ongeveer 1% bedraagt van die van
ongebroken moleculen. Hoewel Kaiser een andere verklaring geeft, zou
dit ons inziens een aanwijzing kunnen zijn dat bij het tot uiting ko-
men van de biologische activiteit van halve en ongebroken moleculen
verschillende mechanismen betrokken zijn. In het systeem van Kaiser
zit dus een element dat een zekere overeenkomst vertoont met het T4-
faagtransformatie systeem, namelijk recombinatie van het toegevoegde
DNA met het genoom van de aanwezige hulpfaag.

Tenslotte dient vermeld te worden de vorming van A-fagen na toe-
voeging van A-DNA aan een geconcentreerd subcellulair systeem (36),
hoewel de efficiéntie hiervan bijzonder laag is.
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De met deze systemen bereikte efficiénties, dat wil zeggen het
aantal transformanten of nieuw gevormde fagen dat per toegevoegd faag-
equivalent ontstaat, zijn weergegeven in tabel I.

TABEL I

Vergelijking van de efficiénties van een aantal systemen waarin de
biologische activiteit van geisoleerd bacteriofaag DNA werd bepaald.

aantal infectieve centra per

DNA preparaat toegevoegd faagequivalent lit.ref,
1. @X174-DNA 1073-107¢ 67
2, A-DNA 1076 ' 20
3. T1-DNA 10”7 20
4. SP82-DNA 6x107 5" 28
5. SP50-DNA 10°7 27
6. HP1-DNA 6x10"3-10"4 24
1. \-DNA 1-5x1073 35
8. SP82-DNA 1,8x10” 4 28

In de nummers 1 tot en met 6 berust de biologische activiteit op faag-
vorming door DNA in sferoplasten (1 t/m 3) of in cellen (4 t/m 6). In
geval 7 en 8 berust de biologische activiteit op transformatie van een
gelijktijdig toegevoegde hulpfaag,

* Geldt voor 2 ug DNA (uit de helling van de concentratiewerkingscur-
ve blijkt namelijk dat het aantal infectieve centra ongeveer even-

redig is met de vierde macht van de DNA concentratie).

Met het in dit proefschrift beschreven systeem werd een effi-
ciéntie bereikt van 6x10'5/W, waarbij W de (onbekende) worpgrootte
van de transformant voorstelt (zie hoofdstuk IV). Ten opzichte van de
systemen waarin ook van een hulpfaag gebruik wordt gemaakt steekt ons
faagtransformatie systeem vrij ongunstig af. De verschillende systemen
laten zich echter moeilijk met elkaar vergelijken vanwege de verschil-
len in typen van de organismen die er bij betrokken zijn en in de spe-
cifieke experimentele omstandigheden waaronder de experimenten uitge-
voerd worden.
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Infectie van E.coli cellen met DNA geisoleerd uit de T-even fagen
is niet waargenomen. Waarschijnlijk is het passeren van de celwand door
DNA moleculen niet mogelijk. Een enkele maal is over de transformatie
van E.coli gerapporteerd(37-39) doch de experimenten moeten met een
zekere reserve bezien worden, te meer daar pogingen in andere labora-
toria zonder succes bleven. Een uitzondering moet gemaakt worden voor
het werk van Kaiser(31) en van Taylor en Yanofsky(40), die in staat wa-
ren E.coli K12 te transformeren met DNA, geisoleerd uit transducerende
fagen (resp. Adg en @80).

Verwijdering van de celwand leek daarom de aangewezen weg om de
cel beter toegankelijk te maken voor DNA moleculen. Er zijn verschil-
lende methoden beschreven om "protoplasten" van E.coli te bereiden; de
meest gebruikte zijn een behandeling van de cellen met lysozym in com-
binatie met ethyleendiaminetetra&zijnzuur (EDTA) (41-44) en het kweken
van cellen in aanwezigheid van penicilline(45-47). In een isotonisch
medium ontstaan dan bolvormige structuren, die gevoelig zijn voor os-
motische veranderingen. Op aanbeveling van Brenner c.s.(48) wordt de
term protoplast alleen gebruikt voor dat gedeelte van de bacterie, dat
binnen de celwand ligt, dus voor een structuur waarvan de celwand ge-~
heel afwezig is. De osmotisch gevoelige structuren die ontstaan na be-
handeling van Gram-negatieve bacterién met lysozym-EDTA of met peni-
cilline bevatten waarschijnlijk nog celwand materiaal en worden sfero-
plasten genoemd (49).

Als men E.coli eerst infecteert met faag en daarna de cellen om-
Zzet in sferoplasten met behulp van lysozym-EDTA verkrijgt men niette-
min normale faagopbrengsten; dit is een aanwijzing dat de faag zich
normaal vermeerdert in sferoplasten (43, 44, 50).

Over de vraag of sferoplasten van E.coli geinfecteerd kunnen wor-
den door intacte fagen, zijn de meningen verdeeld. Voor een overzicht
zij verwezen naar McQuillen(51).

Wel is het mogelijk sferoplasten te infecteren met een voorbehan-
delde faag die niet meer infectieus is voor cellen. Dergelijke experi-
menten werden uitgevoerd door Spizizen(5) en Fraser c.s.(6). Hun werk
vormt dan ook een belangrijk uitgangspunt voor het in dit proefschrift
beschreven systeem.

Spizizen bereidde sferoplasten van E.coli door behandeling van de
cellen met lysozym bij pH 9,0 en infecteerde deze vervolgens met ver-
hitte (15 min. bij 71°) en daarna aan een osmotische schok onderworpen
T2 fagen. De titer van een dergelijk preparaat, dat 2x1011 faagequi-
valenten bevatte, was <102/m1, maar na 60 min. incubatie met sferoplas-
ten van E.coli B of B/2 bedroeg de titer 103-109/ml. Voorbehandeling
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van het faagpreparaat met trypsine reduceerde de activiteit tot minder
dan 0,1%, terwijl na een behandeling met DNA-ase de activiteit tot
2,5% van de oorspronkelijke waarde was afgenomen. De oorzaak van deze
daling tot 2,5% is niet bekend; wel kon worden aangetoond dat dit niet
werd veroorzaakt door afbraak van DNA. Werd namelijk de incubatie met
DNA-ase in aanwezigheid van citraat (een remmer voor DNA-ase) uitge-
voerd, dan bedroeg de activiteit ook 2,5% van de oorspronkelijke waar-
de. Spizizen wijst op de mogelijkheid van contaminatie van het DNA-ase
preparaat met een proteolytisch enzym en concludeert uit zijn experi-
menten dat het voor sferoplasten infectieuze deeltje waarschijnlijk
bestaat uit DNA brokstukken, die bijeen gehouden worden door een ei-
witlaag, in overeenstemming met het feit dat geisoleerd DNA geen acti-
viteit meer vertoont.

Fraser c.s. (6) en Mahler en Fraser (8) bereidden hun sferoplasten
met behulp van de lysozym-EDTA methode en infecteerden deze met een
preparaat van T2-fagen, dat behandeld was met 8 M ureum. Door deze be-
handeling daalde de titer van 5x101%/m1 tot 5x102/m1, maar na in-
cubatie met sferoplasten waren er 6x107 fagen/ml aanwezig. De sfero-
plast infecterende structuur noemden zij 77-deeltje. Incubatie van een
suspensie van 77-deeltjes met DNA-ase en trypsine leidde tot respectie-
velijk 80% en 95% inactivering.

Uit een vergelijking tussen de verschillende eigenschappen van
het 7-deeltje, T2-faag en het transformerende DNA van Pneumococcus
concludeerden zij, dat een 7-deeltje een georganiseerde structuur
heeft, die naast DNA nog andere bestanddelen bevat(8).

De situatie is echter gecompliceerd, daar Dénes en Polgdr(47)
aantoonden dat intacte T2-faag zowel bacterién als sferoplasten infec-
teert en doet lyseren, terwijl Hofschneider (52) aantoonde dat intacte
T2-deeltjes adsorberen aan sferoplasten. Bovendien toonde Hofschneider
aan(53) dat 77-deeltjes van T2 zich kunnen vermeerderen in bacterién
die gewassen zijn in een TRIS-sucrose oplossing.

Hofschneider c.s.(54) en Miiller-Jensen c.s. (55) concluderen uit
hun onderzoekingen dat het 77-deeltje van T2 een faag is met een gecon-
traheerde schede.

Van Arkel en van de Pol hebben onderzocht welke omstandigheden
het gunstigst waren voor de vermeerdering van 7-deeltjes van T4-faag
in sferoplasten(7).-Het bleek dat de penicilline-sferoplasten een aan-
zienlijk betere opbrengst gaven dan op andere wijze bereide sferoplas-
ten (bijvoorbeeld 1000 maal groter dan met sferoplasten bereid volgens
Fraser c.s.)(6). Verder hebben van Arkel c.s. (3,4) aangetoond dat in
een sferoplast genetische recombinatie kan plaats vinden tussen
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7-deeltjes van twee verschillende mutanten van T4, waarbij de moge-
lijkheid uitgesloten was dat dit proces toe te schrijven zou zijn aan
infectie van nog aanwezige intacte cellen door normale fagen. Ook het
verschijnsel dat men aanduidt met de term "marker rescue”" kon door hen
worden aangetoond bij de infectie van sferoplasten door 77-deeltjes.



HOOFDSTUK i1

STAMMEN, MEDIA EN TECHNIEKEN

1) . Bacterién. De volgende stammen werden gebruikt: E.coli B, E.coli
K112-12(Ah)no.3 (in het vervolg E.coli K genoemd) en E.coli S (een
niet-lysogene E.coli K-12), welke werden verkregen van Dr.A.H.Doer-
mann. E.coli BB (B Berkeley) werd verkregen via Dr.S.Brenner en E.coli
CR63 werd ter beschikking gesteld door Dr.R.H.Epstein.

2) Bacteriofagen. Gebruikt werd de bacteriofaag T4B, afkomstig van
het laboratorium van Dr.S.Brenner. Met dit standaardtype heeft Ben-
zer zijn beroemde werk over de fijnstructuur van het rlI-gen verricht
(56-58). Er is echter nog een ander standaardtype in omloop, namelijk
T4D, waarmede Dr, A.H.Doermann en medewerkers recombinatie experimenten
verrichten. Weliswaar verschilt dit type in minstens drie eigenschap-
pen van T4B(59), maar we zijn er in ons onderzoek van uitgegaan, dat
beide stammen voldoende homoloog zijn om in één experiment te worden
gebruikt. In enkele experimenten werd namelijk DNA van T4B gebruikt om
een T4D-mutant te transformeren.

Van Dr.S.Benzer werden verkregen de rlI-mutanten: rjsqq, Iygg €0
Tysy; van Dr.R.S.Edgar de rI-mutant Tyg, €N Van Dr.R.H.Epstein de
amber-mutant amN135amB256 (een dubbelmutant), die in het vervolg am5
genoemd wordt, omdat de loci in gen nummer 5 liggen(60). Van Dr.C.Bresch
uit Keulen werden verkregen de mutanten Ty47 Toop Togse Tz200 Taqis
Ty114» Togq en de vijfvoudige mutant r; ,rgooToq1F 14 287 (i het ver-
volg Ty genoemd).

3) Media, De samenstelling van de gebruikte media is in Tabel II
weergegeven.

4) Isolatie van rlI-mutanten, De plage die door het standaardtype faag
T4B gevormd wordt in een bacteriedek van E.coli B heeft een diameter
van 1 & 2 mm; de opheldering is niet scherp begrensd, maar loopt ge-
leidelijk in het bacteriedek over. Met een frequentie van ongeveer
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TABEL II

Samenstelling van gebruikte media.

Medium no. 1, 2. 3. 4, 5, 6. 7. 8. 9. |10,
Agar g/1 20 10 6
CaClz 0,1M ml/1 1
cas.* g/1 15
Gelatine mg/1 10
Gistextract g/1 1,5 15
Glucose g/1 1 1 1 10
Glycerol g/1 24
KC1 g/1
KZHPO4 g/1 3,68
KH,PO, g/1 75 . 1,32
MgS0,. TH,0 g/1 20 , 1 20
Melkzuur 90% g/1 7
NaZHP04.12H20 g/1 | 318 26
NaCl g/1 50 5 8 8| 5 3,5
NaOH g/1 2,8
Na-citraat g/1 2 2
NH4CI g/1 100 0,86 1
Pepton g/1 10 5 50
Trypton g/1 10 10 | 10
Vleesextract g/1 5 1,5 15
PH 7,0|7,0|7,4) 6,8] 6,8 7,0

-7,3 -7,0(-7,0

1= Oplossing A
2= Oplossing B
Minimaal medium bevat per liter 40 ml A en 10 ml B,

vereiste hoeveelheid glucose toegevoegd uit een 50%-ige oplossing.

3= 3XD-medium,

Hieraan werd de

een modificatie van Brenner (persoonlijke mededeling

aan van de Pol) van het glycerol medium van Fraser en Jerrel(61l),
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MgSO4.7H20 werd afzonderlijk gesteriliseerd.

4= glycerol-lactaat medium volgens Hershey en Chase(2). Aan dit me-
dium werd nog Na2HP04.12H20 (5 ng P/ml) toegevoegd,

5= bouillonagar, gebruikt voor schuine-buis-cultures.

6= tryptonagar volgens Hershey en Rotman(62), gebruikt als onderlaag
agar bij faagtitraties.

-3
1]

bovenlaag agar voor faagtitraties,

8= tryptonwater.

9= "penassay”-bouillon

10= geconcentreerde ”penassay”-bouillon. Dit medium werd gesterili-
seerd door middel van filtratie,

Glucose werd afzonderlijk gesteriliseerd als een 50%-ige oplos-
sing gedurende 15 min. bij 1100. De media werden zo nodig met HC1 of
NaOH op de vereiste pH gebracht.

Agar, gistextract, pepton, trypton en vleesextract waren produk-
ten van Difco,

Cas.xis een afkorting voor eencaseinehydrolysaat dat vrij van vi-
taminen is.

Gedefosforyleerd caseinehydrolysaat werd als volgt bereid: Na
toevoeging van 15 g MgSO4.7H20 aan één liter van een 10%-ige oplos-~
sing van technisch caseinehydrolysaat werd de oplossing met geconcen-
treerde ammonia op pH 8 gebracht. Na twee uur bewaren bij kamertempe-
ratuur werd gecentrifugeerd en werd de bovenstaande vloeistof na toe-
voeging van 6,05 g TRIS op pH 7,2 gebracht met 2 N zoutzuur,

TABEL III

Het fenotype (plage morfologie) van r-mutanten
van T4 bij titratie op enkele E.coli stammen*.

faagstam plage morfologie bij uitzaaien op
E.coli B E.coli S E.coli K
T4 standaard standaard standaard standaard
T4 rI r T T
T4 rIl T standaard geen plages
T4 rIIl T standaard standaard

r is de vorm van een plage die een r-mutant op E.coli B geeft,

* Overgenomen uit Benzer (57).
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5x10"% komen er plages voor, die iets groter zijn en duidelijk op-
vallen door het feit, dat de rand wel scherp begrensd is. Dit zijn de
zogenaamde r-mutanten (afgekort van het Engelse "rapid lysis”); het
standaardtype wordt dan als r+ aangeduid.

Na het rein kweken van verscheidene Qnafhankelijk van elkaar ge-
isoleerde r-mutanten blijkt dat deze in drie groepen te verdelen zijn
op grond van hun gedrag bij titratie op verschillende stammen van
E.coli. In Tabel III wordt hiervan een overzicht gegeven.

De groep die op E.coli K geen plages vormt noemt men rIlI-mutanten.
Deze eigenschap maakt ze bijzonder geschikt als proefmateriaal, omdat
hierdoor selectie mogelijk is van rII+-fagen uit een groot aantal rIIl-
fagen. Het "oplossend vermogen" van deze selectie wordt onder meer be-
paald doer de terugmutatiefrequentie waarmee rII naar rII+ terugmu-
teert en door de mate‘waarin toch nog enige vermeerdering van rII-mu-
tanten in K cellen plaats vindt (de zogenaamde transmissie-coéffi-
ciént).

We hebben dan ook gebruik gemaakt van mutanten met een lage te-
rugmutatiefrequentie en een lage transmissie-coéfficiént. De in omns
werk veel gebruikte mutanten Toy €N Ty, die aan bovengestelde crite-
ria voldoen, zijn beide door ons geisoleerd en wel uit plages van het
standaardtype, die tevoren behandeld waren met salpeterigzuur, ter
verhoging van de mutatiefrequentie. De getallen 24 en 51 zijn eigen
isolatienummers en deze dienen dus niet verward te worden met de iso-
latienummers van Doermann.

Vermeerdering en zuivering van rII-mutanten geschiedde op dezelf-
de wijze als beschreven zal worden voor het standaardtype, alleen werd
als gastheer nu E.coli BB gebruikt, daar deze stam aan eventueel aan-
wezige rII+—fagen geen selectief voordeel biedt, hetgeen E.coli B wel
doet.

De bepaling van de titer van de rII+—fagen temidden van een grote
overmaat rII-mutanten vereiste soms de toepassing van een correctie.
In figuur 1 zijn een aantal experimenten weergegeven waarin werd nage-
gaan hoe de rII+—titer wordt beinvloed door de aanwezigheid van een
overmaat riI-mutanten en door de concentratie aan indicator cellen (in
dit geval E.coli K).

Als de titer van de indicator bacterién maar voldoende hoog is
heeft de aanwezigheid van 10° rII-mutanten per ml in een mengsel van
ri1* en rIl weinig of geen invloed op de rII+-titer, wanneer 0,1 ml
van dit mengsel wordt uitgezaaid. Daar de titer van de indicator cel-
len meestal varieerde tussen 6x10° en 1,5x1010 cellen per ml, behoefde
alleen dan deze correctiefactor gebruikt te worden wanneer het incuba-
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tiemengsel onverdund werd uitgezaaid en er een hoge opbrengst aan rII-
mutanten was.

"
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Figuur 1

De invloed van de titer van E,co0li K en van de hoeveelheid riI-mutan-
ten in een mengsel van rII+- en rII-fagen op de rII+-titer. Er werden
mengsels bereid, die steeds 2x103 rII+-fagen/ml bevatten en varierende
hoeveelheden rII-mutanten. Hiervan werd 0,1 ml in de bovenlaag agar
gemengd met 0,1 ml van een cultuur van E.coli K als indicator bacte-
rién waarvan de titer ook gevarieerd werd. De correctiefactor op de
horizontale as is het getal waarmee de verkregen rII+-titer moet wor-
den vermenigvuldigd om de ware rII+-titerin het mengsel te verkrijgen.
E.coli K met de volgende titers werd gebruikt: o 2x108/m1; o 5x108/mh
a 9x108%/n1; o 109/m1; w» 6x10%/m1; & 1,8x10'%/m1.

5) Kruising van rll-mutanten. Om enig idee te krijgen omtrent de lig-
ging van de loci in het rII-gen van de door ons geisoleerde rII-mutan-
ten werden ze gekruist met een aantal mutanten die in de literatuur
beschreven zijn. Daar kruisingsresultaten van bacteriofagen nogal be-
invloed worden door de omstandigheden waaronder de kruisingen worden
uitgevoerd, volgt hieronder de procedure.

Een gedurende de nacht bij 37° gekweekte cultuur van E.coli B in
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tryptonwater werd honderd maal verdund met vers tryptonwater en na
80 min. aereren bij 30° gecentrifugeerd. Het sediment werd opgenomen
in tryptonwater tot een concentratie van 2x108 bacterién/ml en L-
tryptofaan werd toegevoegd tot een concentratie van 20 ug/ml. Van de
te kruisen mutanten werden suspensies gemaakt die 3x10° fagen/ml be-
vatten. Gelijke volumina van de twee faagsuspensies werden gemengd en
0,5 ml van dit mengsel werd gevoegd bij 0,5 ml van de bacteriesuspen-
sie. Na 5 min. incuberen bij 37° werd het mengsel 10% maal verdund met
tryptonwater, waarna de incubatie nog 40 min. werd voortgezet. Daarna
werd geschud met chloroform en in het verkregen lysaat werd het aantal
rII- en rII+-fagen bepaald door titratie op respectievelijk E.coli B
en E.coli K. De recombinatiefrequentie werd berekend door twee maal de
rII+-titer (om ook de ontstane dubbelmutanten in rekening te brengen)
uit te drukken als percentage van het totaal aantal nakomelingen.

Op deze wijze werd de recombinatiefrequentie bepaald tussen de
door ons geisoleerde rsy- en r24-mutanten enerzijds en enkele door
Benzer (58) beschreven mutanten anderzijds. Uit de verkregen gegevens
werd ruwweg de ligging bepaald van de rs,- en ry,-loci ten opzichte
van de andere mutaties, en dit is schematisch weergegeven in figuur 2.

51 24
zZ | zZ
1 ) | L | N | | |
147 227 205 320 2N | 114 287
[ 7] I
221 :
©Z 2 |
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1272 , |
. A-cistron —————————sjee— B-cistron —e={
Figuur 2

Schematische weergave van de ligging van enkele kenmerken. Op de open
balk is de ligging van enkele kenmerken in het rII-gen van de bacte-
riofaag T4 aangegeven. De gearceerde balken illustreren naast de ver-
moedelijke plaats van de rg - en r,,-kenmerken ook de plaats en de
grootte van de deleties in de mutanten r221' rH88 en r1272_

De ligging van de loci van de door Benzer geisoleerde mutanten is
overgenomen uit Benzer (58), die de plaatsbepaling verricht heeft met
behulp van de druppeltest in combinatie met deletiemutanten. Met deze
methode wordt wel de juiste volgorde van de loci van de mutanten ver-
kregen, maar de onderlinge afstand tussen de loci is op deze wijze niet
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nauwkeurig te bepalen. Uit de door ons verkregen kruisingsresultaten
bleek dat ry, en r,, ongeveer op de aangegeven plaatsen moesten liggen.
Het feit dat terugmutanten van gy €0 Iy, niet zijn waargenomen
doet vermoeden dat dit deletiemutanten zijn. Uit de kruisingsresulta-
ten met ry, bleek, dat hier de mutatie geen uitgebreide deletie kan
Zijn; bij r,, bleek het niet mogelijk een dergelijke conclusie te
trekken door de ongunstige ligging van de mutatie in het rII-gen.

6) Vermeerdering en zuivering van de bacteriofaag T4B. Voor de be-
reiding van een T4-lysaat met een hoge titer werd gebruik gemaakt van
een opstelling zoals in figuur 3 is weergegeven. Dit is een vereenvou-

Figuur 3

Kweekapparaat voor de bereiding van faaglysaten. 1. Luchttoevoer,
2. Met watten gevuld luchtfilter. 3. Afvoer van de luchtstroom. 4. Con-
tactthermometer, in een met water gevulde buis, die het in- en uitscha-
kelen regelt van 5, Verwarmingslampen (Infraphil 150 W; Philips). Voor
een apparaat met een capaciteit van 5 1 zijn vijf lampen voldoende om

de temperatuur op 37° te handhaven,
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digde uitvoering van een door Fraser beschreven apparaat (64). In de
glasblazerij van het M.B.L. werden enkele van deze apparaten gemaakt
met capaciteiten van 51, 2 1, 1,2 1 en 0,5 1. Het belangrijkste voor-
deel van deze apparaten ligt in de zeer doeltreffende beluchting; dit
wordt veroorzaakt doordat de opstijgende luchtstroom een snelle circu-
latie van het medium te weeg brengt hetgeen een effectieve gasuitwis-
seling mogelijk maakt. Dit is belangrijk voor een goede faagproduktie.

Het kweekapparaat werd gevuld met 3XD-medium en geént met een ge-
durende de nacht gekweekte cultuur van E.coli B in hetzelfde medium
(50 ml1 ent op 5 1 medium). Als na enkele uren incuberen bij 37° een
concentratie van ongeveer 5x108 tot 10° bacterién/ml bereikt was, werd
een zodanige hoeveelheid T4B-faag toegevoegd, dat de multipliciteit
van infectie 0,01 bedroeg. Gelijktijdig werd L-tryptofaan toegevoegd
tot een concentratie van 20 ug/ml. Daarna werd de incubatie nog 4 uur
voortgezet, waarbij buitensporig schuimen werd onderdrukt door een an-
tischuimmiddel (Dow Corning Antifoam A Spray) in de hals van het appa-
raat te spuiten. Na afloop werd chloroform toegevoegd (300 ml per 5 1)
en de aeratie nog enkele minuten voortgezet. Als het lysaat erg vis-
keus bleek te zijn, werd een kleine hoeveelheid (ongeveer 10 mg per
5 1 lysaat) DNA-ase toegevoegd (Worthington Biochemical Corp., niet
gekristalliseerd).

Uit dit lysaat werd de faag gezuiverd door middel van gefractio-
neerd centrifugeren., Eerst werd in de International PR2 centrifuge ge-
centrifugeerd bij 4.000 omwentelingen per min. gedurende 20 min.; uit
het bovenstaande werd de faag afgescheiden door centrifugeren in een
preparatieve Spinco-ultracentrifuge (Model L) bij 15.000 omwentelingen
per min., gedurende 45 min. in rotor no. 21. Van het ontstane neerslag
werd een suspensie verkregen door het met 5 ml minimaal medium gedu-
rende een nacht te laten staan. Opgemerkt dient te worden dat het se-
diment niet mag worden opgeroerd, omdat dan de fagen beschadigd worden
en de oplossing viskeus wordt,

Vervolgens werd het gefractioneerd centrifugeren herhaald en het
faagsediment gesuspendeerd in 10-15 ml minimaal medium. Na een derde
cyclus was het faagsediment helder en de hieruit verkregen faagsuspen-
sie werd als 2zuiver beschouwd. Uit een cultuur van 5 1 werd op deze
wijze 0,5-1,5 g faag verkre<gen.

Suspensies van bacteriofagen werden bewaard bij een temperatuur
van 4°-8° in concentraties variérend van 5x10'2-1,5x10!% fagen per mi.
Tijdens langdurig bewaren nam de titer langzaam af; in een jaar daal-
de de titer tot ongeveer de helft.
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7y  Kweken en zuiveren van de faag T4B gemerkt met 32P, Voor de pro-
duktie van met 32p gemerkte faag werd een groei-apparaat met een capa-
citeit van 500 ml gebruikt. Het hiervoor gebruikte glycerol-lactaat
medium werd geént met 10 ml van een gedurende de nacht gekweekte cul-
tuur van E.coli B in hetzelfde medium; tegelijk werd 5 mC 32p toege-
voegd (geleverd als dragervrij fosforzuur door The Radiochemical Cen-
tre, Amersham, Engeland). Dit radioactieve fosforzuur werd van te vo-
ren in ongeveer 30 ml medium gebracht en enkele minuten bij 37° gein-
cubeerd in aanwezigheid van 1 mg katalase (Nutritional Biochemical
Corporation) om de aanwezige peroxyden af te breken. De bacteriegroei
werd gestimuleerd door toevoegen van gedefosforyleerd caseinehydroly-
saat tot een eindconcentratie van 0, 2%.

Als een bacterieconcentratie van 2-5x10% per ml was bereikt, werd
T4B- faag toegevoegd met een multipliciteit van infectie van 0,01 en
L-tryptofaan tot een concentratie van 20 ug/ml. Verder werd dezelfde
procedure gevolgd als bij de bereiding van niet-gemerkte faag, behalve
dat volstaan werd met twee cycli van gefractioneerd centrifugeren in
plaats van drie*.

Op deze manier werd een opbrengst verkregen van ongeveer 1013 fa-
gen, die bij de gebruikte specifieke radioactiviteit van het 32p grie
tot vier atomen 32P per faag bevatten.

8) Isolatie van DNA uit faag. Bij de isolatie van DNA uit faag werd
het voorschrift van Mandell en Hershey gevolgd(64). De faagsuspensie
werd verdund tot 2x10'2 fagen per ml in een oplossing van 0,1 M fos-
faatbuffer van pH 7,1 en 0,1 M NaCl. Aan een volume van deze suspensie
in een centrifugebuis werd een gelijk volume van gedestilleerde en met
water verzadigde fenol van 0° toegevoegd. Dit mengsel werd zo krachtig
mogelijk gedurende twee minuten met de hand geschud. Het schudden ge-
schiedde bij kamertemperatuur. Daarna werd gedurende 10 min. bij 4.000
omwentelingen per min. gecentrifugeerd bij 0° om de fenol-en de water-
laag van elkaar te scheiden. Na het verwijderen van de fenollaag (de
onderste laag) met een uitgetrokken pipet werd de procedure herhaald.

Na drie extracties werd de waterlaag, die het DNA bevatte, zeven-
maal geschud met een half volume peroxyde-vrije ether om de fenol te
verwijderen. Na de laatste ether extractie werd het laatste restje

* De heer F.J,A, Kouwenberg van het M.B,L. ontdekte dat een hogere op-
brengst aan faag werd verkregen, als het toevoegen van chloroform
uitgesteld werd tot deo volgende dag. Het lysaat werd dus gedurende
de nacht bewaard bij 4 en de volgende dag werd geschud met chloro-
form alvorens met de zuivering te beginnen.
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ether bij 37° afgeblazen. Na de DNA oplossing gemengd te hebben met
een gelijk volume 0,01 M fosfaatbuffer pH 7,1 werd gedurende 48 uur
gedialyseerd tegen 4 1 van dezelfde buffer, waarbij éénmaal werd ver-
verst.

Uitgaande van 2x1012 fagen per ml verkrijgt men een viskeuze DNA
oplossing met een concentratie van circa 0,6 mg/ml; deze concentratie
biedt volgens bovengenoemde auteurs bescherming tegen breuk van DNA
moleculen door schuifspanningen die kunnen optreden tijdens de isola-
tie. Een dergelijk DNA preparaat zou, eveneens volgens Mandell en
Hershey, nog 0,1-1% van de oorspronkelijke hoeveelheid faag eiwit be-
vatten.

Het is ook mogelijk om DNA te isoleren uit een faagsuspensie die
maar 2x10!! deeltjes per ml bevat zonder dat breuk optreedt in de DNA
moleculen (Goldberg, persoonlijke mededeling). Hierbij wordt de buis
met het fenol-faag mengsel onder een zodanige hoek op een horizontale
as bevestigd dat bij rotatie van deze as de aanwezige luchtbel oscil-
leert. Deze extractie wordt uitgevoerd door de as gedurende 15 min.
met een snelheid van circa 60 omwentelingen per min. te laten draaien.
Dit proces wordt tweemaal herhaald met verse fenol. Daarna wordt di-
rect gedialyseerd tegen 0,01 M fosfaatbuffer pH 7,1. Deze methode heb-
benh wij ook enige malen gebruikt.

De DNA concentratie in een oplossing werd altijd spectrofotome-
trisch bepaald, -gebruik makend van de relatie: aantal ug DNA per ml=
50x absorptie bij 260 mu (1 cm lichtweg). Deze waarde is gebaseerd op
het Na-zout van thymus-DNA.

Een DNA oplossing werd altijd gecontroleerd op het voorkomen van
intacte fagen door middel van titratie op indicator bacterién.

9) Het breken van DNA moleculen. Gebroken DNA moleculen werden op de

.volgende wijze verkregen. Een injectiespuit van 10 ml werd gevuld met
een DNA oplossing en met behulp van een schroefpers in een tijd van
12-14 sec. leeg gespoten door een injectienaald no. 20 (Acufirm). Een
DNA oplossing werd altijd tweemaal op deze wijze behandeld. Het ver-
kregen materiaal sedimenteerde bij centrifugeren in een sucrosegra-
diént in een nauwe band, hetgeen een aanwijzing is dat het materiaal
tamelijk homogeen is.

10) Behandeling van DNA en bacteriofaag met salpeterigzuur. Een DNA
oplossing van 80 ug/ml werd vijfmaal verdund met 0,1 M acetaat buffer
van pH 4,2. Deze oplossing werd op 37° gebracht en daarna werd van een
oplossing van 5 M NaNO, zoveel toegevoegd tot de eindconcentratie 0,1
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M NaNO2 was. Na diverse tijden werden monsters genomen; deze werden
viermaal verdund met 0,5 M TRIS-buffer van pH 8,0 en gedurende de nacht
gedialyseerd tegen 0,01 M fosfaatbuffer van pH 7,1 bij 4°.

De behandeling van faag met salpeterigzuur geschiedde op dezelfde
wijze, met dien verstande dat de dialyse achterwege werd gelaten, doch
de faagmonsters direct werden getitreerd om het aantal plagevormende
deeltjes te bepalen.

11) Bestraling van DNA en bacteriofaag met ultraviolet licht. De be-
straling met ultraviolet licht (UV) werd uitgevoerd met behulp van een
lagedruk kwiklamp (Philips 30 Watt TUV), die 90% van zijn stralings-
energie uitzendt bij een golflengte van 254 mu, De intensiteit van de
straling bedroeg op een afstand van 59 cm van de lamp 9 erg/mmz/sec.
Oplossingen van DNA en suspensies van faag in 0,01 M fosfaatbuffer
pH 7,1 werden in hoeveelheden van 2 ml op een horlogeglas bestraald
terwijl de oplossing geroerd werd met behulp van een magnetische roer-
der.

12) Bereiding van sferoplasten, Sferoplasten werden bereid uit E.coli
B98, een stam die beter voldoet in het transformatie systeem dan E.co-
1i B (zie Hoofdstuk III). De procedure verliep als volgt: E.coli B98
werd gekweekt op schuine-buis-cultures van bouillonagar en bewaard bij
4°, Vanaf deze cultuur werd overgeént in minimaal medium waaraan 0, 05%
glucose was toegevoegd. Na een nacht incuberen bij 30° als stilstaande
cultuur was de bacterie concentratie ongeveer 4 2 5x108 cellen per ml.
Hiervan werd 25 ml gefiltreerd door een Millipore filter (poriediame-
ter 0,45 1) en de verzamelde cellen werden opgenomen in 20 ml van bo-
vengenoemd medium. Na 20 min. incuberen bij 37° werd 15,6 ml van deze
celsuspensie gepipetteerd in een 200 ml erlenmeyer, die 2,8 g vaste, *
steriele sucrose bevatte. Hieraan werd toegevoegd 2 ml geconcentreerde
"penassay'"-bouillon en 1 ml van een penicilline oplossing die 14.000
eenheden per ml bevatte. Dezé cultuur werd gedurende 60 min. geschud
in een Warburg bij 30° met een frequentie van ongeveer 60 per min.

Bij waarnemen door de fasecontrast microscoop bleek dat de meeste
staafvormige cellen omgezet waren in bolletjes en na tellen met een
telkamer bleken er ongeveer 3x108 bolletjes per ml aanwezig te zijn.
De gevormde sferoplasten werden vervolgens "gewassen" op een Sephadex-
kolom. Hiertoe lieten we 3 g Sephadex G200 (Pharmacia) zwellen in
151 ml gedestilleerd water waaraan 8 ml oplossing "A" was toegevoegd.
Na sterilisatie gedurende 20 min. bij 110° werd 41 ml 2 M sucrose toege-
voegd en deze oplossing werd in een kolom gegoten van 3 x 30 cm.

Twintig ml van de sferoplastsuspensie werd op de kolom gebracht
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en vervolgens geélueerd met dezelfde oplossing als waarin Sephadex was
gesuspendeerd. Het ogenblik waarop de sferoplasten in het eluaat ver-
schijnen is duidelijk waarneembaar aan het troebel worden.

Al naar behoefte werd 10-20 ml sferoplastsuspensie opgevangen en
hieraan werd per 20 ml toegevoegd 2 ml geconcentreerde "penassay"-
bouillon en 1 ml penicilline oplossing (14.000 E/ml). Uit tellingen
met de telkamer bleek dat dan nog ongeveer 1,5x108 sferoplasten per ml
aanwezig waren. De sferoplasten werden daarna direct gebruikt voor de
proeven. Het enige uren laten staan van een sferoplastpreparaat ver-
mindert in sterke mate de opbrengst aan faag in het testsysteem.

13) Bereiding van 1-deeltjes, De desbetreffende faagmutant werd ver-
dund in 0,1 M fosfaatbuffer pH 7,1 tot 4x10!! fagen per ml. Van deze
faagsuspensie werd 0,37 ml onder voortdurend schudden toegevoegd aan
0,63 ml van een 9 M ureumoplossing in 0,1 M fosfaatbuffer pH 7,1 met
2% albumine (bovine albumin, Poviet, Amsterdam). Er werd voor gezorgd
dat alle faagdeeltjes in contact met de ureumoplossing kwamen. Na 10
min. incuberen bij 37° werd dit mengsel 10 maal verdund met bovenge-
noemde oplossing zonder ureum.
Suspensies van 77-deeltjes werden bewaard bij 4°.

14) Uitvoering van een faagtransformatie experiment. In een buisje van
17 x 60 mm werden achtereenvolgens 0,5 ml sferoplast- en 0,1 ml
m7-deeltjessuspensie gepipetteerd. Na 9-15 min. incuberen bij 37°,
waarbij geschud werd in een waterbad, werd 0,5 ml van de te testen DNA
oplossing toegevoegd. Na 3 uur incuberen bij 37° werd het lysaat uit-
gezaaid op de geschikte indicator bacterién. De biologische activiteit
van een bepaald DNA preparaat werd dan uitgedrukt in de verhouding:
aantal transformanten/totaal aantal nakomelingen. Dit getal werd aan-
geduid als de transformatie-index (T.I.).

Gebleken is dat de opbrengst van getransformeerde fagen ongeveer
parallel loopt met de totale faagopbrengst. Nu is deze faagopbrengst
nogal gevoelig voor kleine veranderingen in experimentele omstandighe-
den en derhalve zou ook de opbrengst aan transformanten variéren. Door
de transformatie-index te gebruiken als maat voor de biologische acti-
viteit in plaats van de absolute opbrengst worden deze schommelingen
enigszins genivelleerd.

De twee controle-experimenten bestonden uit een incubatie van
sferoplasten met DNA (dus geen 77-deeltjes) en een incubatie van sfero-
plasten met 77-deeltjes en buffer in plaats van de DNA oplossing.
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HOOFDSTUK 111

ONTWIKKELING VAN HET FAAGTRANSFORMATIE SYSTEEM

le Voorgeschiedenis.

Zoals in de inleiding reeds werd medegedeeld is het aan van de
Pol, Veldhuisen en Cohen als eersten gelukt door middel van faagtrans-
formatie biologische activiteit van gezuiverd T4-DNA aan te tonen(22).
Het destijds gebruikte testsysteem wordt hieronder in het kort weer-
gegeven.
Sferoplasten: Van een gedurende de nacht bij 37° in "penassay"-bouil-
lon gekweekte cultuur van E.coli B werden 3 delen gemengd met 7 delen
"penassay"”-bouillon, die 20% sucrose, 0,1% MgSO4.7H20 en 1.000 E peni-
cilline per ml bevatte. Na drie uur schudden bij kamertemperatuur wer-
den de gevormde sferoplasten gecentrifugeerd en opgenomen in 1/4 van
het oorspronkelijke volume "penassay"-bouillon, die nu 20% sucrose en
2% albumine bevatte.
m-deeltjes: Aan een lysaat van T4rII in 0,5% glucose bevattend mini-
maal medium met een titer van tenminste 101° fagen per ml werd ureum
toegevoegd tot een eindconcentratie van 6 M. De oplossing werd met
NaOH op pH 8,0 gebracht en gedurende 60 min. bij 37° geincubeerd. De
ureum werd verwijderd door dialyse tegen een oplossing van 0,1 M NaCl
en 0,02 M Na-citraat, waarbij de vloeistof zowel binnen als buiten de
dialyse huls in beweging werd gehouden.
DNA: DNA werd geisoleerd uit fagen van het standaardtype zoals is be-
schreven in Hoofdstuk I, 8.

Gelijke volumina DNA en 77-deeltjes werden gemengd en 0,5 ml van
dit mengsel werd gevoegd bij 0,5 ml van de sferoplastsuspensie; na 3
uur incuberen bij 37° in buisjes van 8x100 mm werden de nakomelingen
uitgezaaid op E.coli B en E.coli K. Tabel IV, welke gedeeltelijk is
overgenomen uit de desbetreffende publikatie, geeft een indruk van de
opbrengst.
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TABEL IV

Resultaten van het faagtransformatie systeem in de beginperiode. *

TT-preparaat DNA-preparaat rII-titer rII+-titer

9

Tsy controle 10 <5

T4r11¥-DNA(25 pe/ml) 5x108 300

id. 8 min. 78° 7x108 180

id. 8 min. 100° 6x108 260

id, +DNA-ase 1) 5x108 <5

id, +trypsine 2) 3x108 75

T4r.,.-DNA 109 25
357 8

Tas T4rII’ ~DNA 7x10 160

Tar,  -DNA 5x108 <5

1) Behandeld met 0,1 ug DNA-ase per ml gedurende 60 min. bij 3’7o in

3

aanwezigheid van 10°° M MgSO4; de enzymwerking werd beéindigd door

verhitting gedurende 8 min. bij 78°.

2) Behandeld met 10 pg trypsine gedurende 60 min. bij 37°; hierna werd
het enzym onwerkzaam gemaakt door toevoeging van diisopropyl fosforo-
fluoridaat tot 1072 M,

* Gedeeltelijk overgenomen uit van de Pol c.s. (22).

Hoewel het aantal transformanten laag was en de reproduceerbaar-
heid van de experimenten nogal te wensen overliet, bleek toch dat de
DNA preparaten biologische activiteit vertoonden in die zin dat zij de
vorming van rII+—fagen induceerden.

De verhittings experimenten wezen er op dat de biologische acti-
viteit niet werd veroorzaakt door intacte fagen. Verder bleek dat het
materiaal na de behandeling met trypsine nog actief was, hetgeen een
argument is tegen de noodzaak van de aanwezigheid van een eiwitcompo-
nent.

De experimenten met homoloog DNA (r35-DNA met 77-deeltjes van
T4r35) wezen er op dat de biologische activiteit niet toegeschreven
kon worden aan een aspecifiek effect van DNA.

Uit bovengenoemde resultaten bleek duidelijk dat het noodzakelijk
was om rlI-mutanten te gebruiken met een zeer lage terugmutatie-
frequentie, daar anders het DNA effect overheerst zou worden door het
optreden van spontane terugmutaties.
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Toen eenmaal was vastgesteld dat op deze wijze de biologische
activiteit van DNA preparaten kon worden aangetoond, konden de resul-
taten als maatstaf dienen voor de beoordeling van de invloed die het
aanbrengen van veranderingen in het systeem heeft op het aantal trans-
formanten.

Het bleek al spoedig dat een hoge opbrengst aan rII-fagen (108-109
fagen per ml) een noodzakelijke voorwaarde was voor het optreden van
rII*-transformanten.

Nu bevat het testsysteem twee componenten waarvan de structuur en
de eigenschappen nog verre van opgehelderd zijn, namelijk sferoplasten
en m-deeltjes. Getracht werd een testsysteem te verkrijgen met een ho-
gere efficiéntie, door variaties aan te brengen in de bereiding van
deze twee componenten.

2. Veranderingen in de bereiding van 77-deeltjes.

Door Dr.W.Th.Daems van het Laboratorium voor Electronenmicrosco-
pie der Rijksuniversiteit te Leiden werden met het electronenmicroscoop
opnamen gemaakt van een met ureum behandeld faaglysaat. Deze opnamen
vertoonden veel faagdeeltjes waarvan de schede gecontraheerd was en de
kop meestal geen DNA meer bevatte; deze structuren vormden rosetten
van ongeveer 4-10 faagdeeltjes, waarbij de staarteinden aan elkaar
kleefden(65). Deze vormen zijn ook waargenomen door Miiller-Jensen en
Hofschneider (55).

Hoewel directe aanwijzingen hiervoor niet bestonden, werd door
ons aangenomen dat DNA bevattende fagen met een gecontraheerde schede
in staat zijn sferoplasten te infecteren. Getracht werd de faagkop
tegen het verlies van DNA te beschermen door bij de behandeling met
ureum een stabiliserende stof toe te voegen. Het bleek dat de opbrengst
aan fagen na incubatie van sferoplasten met 77-deeltjes meestal groter
was wanneer de ureumbehandeling was uitgevoerd in aanwezigheid van 2%
albumine. Bovendien waren de albumine bevattende preparaten veel lan-
ger houdbaar.

Vervolgens werd een aanzienlijke verbetering bereikt door de 7-
deeltjes te bereiden uit gezuiverde faagpreparaten in plaats van uit
faaglysaten; van 77-deeltjes bereid uit een gezuiverd faagpreparaat
liep de activiteit bij bewaren langzamer terug dan die van 7-deeltjes
bereid uit een faaglysaat. Het bleek mogelijk te zijn om een preparaat
van 7-deeltjes in bevroren toestand bij -20° te bewaren, maar ook on-
der deze omstandigheden liep de activiteit langzaam terug en moest
maandelijks een nieuw preparaat gemaakt worden.
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Tenslotte werd voor de bereiding van 77-deeltjes de methode ge-
bruikt zoals reeds eerder werd beschreven in Hoofdstuk I,13. Met deze
methode werden veel betere opbrengsten aan sferoplast infecterende
deeltjes verkregen, zodat van faagsuspensies met een lagere titer kon
worden uitgegaan.

3. Veranderingen in de bereidingvan sferoplasten en in de praktische
uitvoering van het testsysteem.

Het slagen van bacterietransformaties is afhankelijk van het al
dan niet competent zijn van de cellen. Alleen wanneer bacterién in een
competente fase zijn wordt DNA opgenomen. Daar waarschijnlijk ook in
ons systeem het opnemen van DNA een voorwaarde is voor faagtransforma-
tie, werden media en omstandigheden op verschillende manieren gewij-
zigd om competente sferoplasten te verkrijgen. Ook hier werd weer een
verhoogde opbrengst aan getransformeerde fagen als criterium gebruikt.

Er zullen nu een aantal methoden worden beschreven die in de loop
van dit onderzoek gedurende kortere of langere tijd gevolgd zijn bij
de bereiding van sferoplasten en bij de uitvoering van de test. De
aangebrachte variaties in deze methoden hadden doorgaans betrekking op
één of meer van de volgende details: le variaties in de wijze waarop
de voorcultuur gekweekt werd; 2e variaties in de wijze waarop de sfero-
plasten werden behandeld; 3e variaties in de wijze waarop de uitvoe-
ring van de test plaats vond. Deze drie onderdelen zullen in het hier-
navolgende kort aangeduid worden als respectievelijk wvoorcultuur,
sferoplasten en test,

De uitgangssituatie was dus zoals beschreven in het eerste punt
van dit hoofdstuk, en we zullen dit aanduiden als methode 1.

Methode 2.

Voorcultuur : ongewijzigd.

Sferoplasten: als methode 1, maar na het centrifugeren werd het neer-
slag opgenomen in het sferoplastmedium volgens Fraser c.s. (44) met de
volgende samenstelling: 17% sucrose, 0,03 M TRIS, met HC1l op pH 8,0
gebracht.

Test: ongewijzigd.

Methode 3.
Voorcultuur : ongewijzigd.
Sferop sten: als methode 1, maar na het centrifugeren werden de sfero-
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plasten opgenomen in een medium met de volgende samenstelling: 27% su-
crose, 1073 M MgSO4, 0,03 M TRIS, met HCl1 op pH 8,0 gebracht.
Test: ongewijzigd.

Methode 4.

Voorcultuur : ongewijzigd.

Sferoplasten: als methode 1, maar het centrifugeren werd nu achterwege
gelaten en de sferoplasten werden zonder meer gebruikt. Deze verande-
ring werd aangebracht omdat het resuspenderen van het neerslag vaak
moeilijkheden gaf. Het hiervoor noodzakelijke op en neer pipetteren
van het neerslag leidde bovendien tot beschadiging van een gedeelte
der sferoplasten.

Test: ongewijzigd.

Methode 5.

Voorcultuur: E.coli B werd gekweekt in minimaal medium met 0,5% glu-
cose gedurende 6-8 uur bij 37° met aeratie; daarna werden de cellen
bewaard bij 4°. De ent voor deze kweek bestond uit een vijftigvoudige
verdunning van een dergelijke cultuur in bovengenoemd medium.
Sferoplasten: Drie delen van deze voorcultuur werden gemengd met 7 de-
len "penassay"-bouillon, die 20% sucrose, 0,1% MgS0,. TH,0 en 1.000 E
penicilline per ml bevatte. Na 2-3 uur schudden bij 34° in een Warburg
apparaat werden de sferoplasten gebruikt.

Test: ongewijzigd.

Methode 6.

Voorcultuur : als methode 5.

Sferoplasten: Om het verdunnen van de celsuspensie te voorkomen wer-
den de ingrediénten van de "penassay"-bouillon in geconcentreerde vorm
toegevoegd. Daartoe werd in een 200 ml-erlenmeyer 2,8 g vaste sucrose
gesteriliseerd (5 min. bij 120° in een autoclaaf). Daarna werden 15,6
ml van de bacteriecultuur, 2 ml geconcentreerde "penassay"-bouillon
(zie Tabel II,10) en één ml van een penicilline oplossing, die 14.000
E per ml bevatte, toegevoegd. Dit mengsel werd 2 uur geschud bij 34°,
waarna de sferoplasten gebruikt werden.

Test: ongewijzigd.

Methode 7.

Voorcultuur : als methode 5.

Sferoplasten: als methode 6.

Test: 0,5 ml van de te testen DNA-oplossing werd toegevoegd aan 0,5 ml
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sferoplasten en dit mengsel werd gedurende 30 min. bij 37° geincubeerd;
hierna werd 0,1 ml van het 77-deeltjes preparaat toegevoegd en de in-
cubatie gedurende 3 uur voortgezet.

Methode 8.

Voorcultuur: E.coli B werd gedurende 5 uur gekweekt in minimaal me-
dium met 0,05% glucose bij 37°, waarbij doorborreling met lucht plaats
vond. Deze cultuur werd gedurende de nacht bewaard bij 4°. De ent voor
deze kweek bestond uit een twintigvoudige verdunning van een identieke
celcultuur in bovengenoemd medium.

Sferoplasten: als methode 6.

Test: als methode 7.

Methode 9,

Voorcultuur: E.coli B werd gekweekt gedurende 7 uur in minimaal me-
dium met 0,05% glucose bij 37° als stilstaande cultuur (100 ml medium
in een 200 ml erlenmeyer). De ent bestond weer uit een twintigvoudige
verdunning van deze cultuur in vers medium.

Sferoplasten: als methode 6.

Test: als methode 7.

Methode 10.

Voorcul tuur: E.coli B werd gekweekt gedurende 16-18 uur bij 30° in mi-
nimaal medium met 0, 05% glucose als stilstaande cultuur. Voor een vol-
gende kweek werd deze cultuur vijftigmaal verdund met vers medium.
Sferoplasten: als methode 6.

Test: als methode 1.

Methode 11.
Voorcultuur: Het kweken van de voorcultuur geschiedde als beschreven
in methode 10, maar nu werden varianten van E.coli B gebruikt. Het is
bekend dat bij bacterietransformatie competente culturen gebruikt moe-
ten worden en dat het vermogen tot competentie een erfelijke eigen-
schap is(66,29). Dit bracht ons er toe ook in een populatie van E.coli
B te gaan zoeken naar varianten die als sferoplast beter geschikt zou-
den zijn als gastheer voor de faagtransformatie. Daartoe werd E.coli B,
na bestraling met ultraviolet licht ter verhoging van de mutatiefre-
quentie, verder gekweekt om eventuele mutaties gelegenheid te geven
tot fenotypische expressie te komen. De aldus verkregen kweek werd
uitgestreken op minimaal agar met 0,05% glucose.

Een honderdtal kolonies werd geisoleerd en gekweekt volgens me-
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thode 10 in buizen bevattende 10 ml minimaal medium met 0, 05% glucose.
Van elke cultuur werden sferoplasten bereid door bij elkaar te voe-
gen: 0,57 ml bacteriesuspensie, 0,1 ml geconcentreerde "penassay"-
bouillon, 0,05 ml van een penicilline oplossing die 14.000 E per ml
bevatte en 0,28 ml van een 50%-ige sucrose oplossing.

Na 2 uur schudden bij 37° werd aan elke buis toegevoegd 1 ml van
een DNA oplossing en 0,2 ml van de 77-deeltjes suspensie. Na incuberen
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Figuur 4

Opbrengst aan rII+-fagen na incubatie van 98 verschillende sferoplast-
preparaten met rII+-DNA en 77-deeltjes van r51. Op de horizontale a&s is
uitgezet het aantal plages. Deze aantallen werden ingedeeld in klassen
van 25 plages, De eerste klasse bestaat uit telplaten met 0 t/m 25
plages, de tweede klasse uit telplaten met 26 t/m 50 plages, enzo-
voorts, Op de verticale as is voor elke klasse uitgezet het aantal tot

die klasse behorende telplaten.
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bij 37° werd in elke buis het aantal transformanten bepaald door 0,1
ml van een vijfvoudige verdunning van het lysaat uit te zaaien op
E.coli K, Het resultaat is weergegeven in figuur 4.

Uit deze figuur blijkt, dat door een vrij groot aantal van deze
geisoleerde kolonies slechts weinig getransformeerde fagen werden ge-
produceerd, terwijl er ook enkele waren die veel transformanten pro-
duceerden en dus als geschikte gastheren voor het faagtransformatie
proces beschouwd moesten worden.

De mogelijkheid bestond, dat de cellen van de eerstgenoemde groep
niet geschikt waren 0f omdat zij geen sferoplasten zouden vormen, of
omdat de normale faagvermeerdering geremd zou zijn. Door de fasecon-
trast microscoop werden echter normale sferoplasten waargenomen, ter-
wijl in dergelijke gastheren een normale vermeerdering van rII-fagen
bleek plaats te vinden. (zie Tabel V, E.coli B(3) en B(4)).

TABEL: V

Faagopbrengst van sferoplasten van "geschikte™
en "niet-geschikte" gastheren na incubatie met
rII*-DNA en m-deeltjes van r

51°
gastheer ri1’-titer ril-titer transformatie
index x 10
E.coli B(1) 3,4x10% 5,7x10° 6,0
»  B(2) 1,8x10% 2, 7x10° 6,17
" B(3) 130 2,2x10° 0,06
»  B(4) 120 4,9x10% 0,02

B(l) en B(2) waren "geschikte” gastheren uit de klasse van resp. 900
en 700 plages van figuur 4; B(3) en B(4) waren ”"niet-geschikte” gast-
heren uit de klasse met 0 plages,

Uit deze resultaten werd de conclusie getrokken dat een populatie
van E.coli B bacterién varianten bevat die aan het transformatie pro-
ces weinig bijdragen en dat het wenselijk is om uit te gaan van een
populatie "geschikte" gastheren.

Het bovenbeschreven experiment werd herhaald, uitgaande van de
"geschikte" gastheer B(l), in de hoop bacterién te isoleren die nog
meer transformanten zouden produceren. Het resultaat hiervan is weer-
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gegeven in figuur 5. Uit deze figuur blijkt dat het percentage bacte-
rién dat geen of een zeer geringe bijdrage leverde in het faagtrans-
formatie proces sterk was verminderd. Evenwel bleken er toch aanzien-
lijke variaties te zijn in het vermogen tot de produktie van transfor-
manten. Het was niet mogelijk door deze herhaling van het experiment
een gastheer te isoleren die nog beter '"geschikt" was.

aantal telplaten

rrrrrr&rrrrr1r1 r1rr1r1 17 rvrJ1 111+ 111111171

T T
100 200 300 400 500 §00 700 800 900 1000
aantal plages per telplaat

Figuur 5

Opbrengst aan rII+—fagen na incubatie van sferoplasten van E.coli B(1)
met rII+-DNA en 77-deeltjes van Teye Van E,coli B(1), een "geschikte”
gastheer, werden 119 kolonies geisoleerd en afzonderlijk getest op
hun vermogen om faagtransformanten te produceren, Het resultaat is op

dezelfde wijze weergegeven als beschreven bij figuur 4.

Uit een vergelijking tussen de oorspronkelijke E.coli B en B(1)
bleek dat laatstgenoemde ongeveer vijfmaal meer transformanten produ-
ceerde dan E.coli B.

De situatie werd echter gecompliceerd toen bleek dat na enkele
weken aanhouden van een dergelijke "competente" stam in minimaal me-
dium, de "competentie" verloren was gegaan en er geen verschil meer
was tussen de oorspronkelijke E.coli B en E.coli B(1). Later werd ont-
dekt dat het voortdurend doorkweken in minimaal medium waarschijnlijk
de "competente" varianten onderdrukt. In volgende experimenten werd
een "competente" stam geisoleerd, naar zijn isolatienummer B98 ge-
noemd, die werd aangehouden op bouillonagar als schuine-buis-culture;
hieruit werd dagelijks geént in minimaal medium. Op deze wijze bleef
deze stam ongeveer drie- tot vijfmaal meer faagtransformanten leveren

dan de normale E.coli B.
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In methode 11 werd dus als verandering geintroduceerd het gebruik
van een speciale stam, namelijk E.coli B98, en een verandering in de
voorbehandeling van de bacterién, d.w.z. niet overenten uit een cul-
tuur van minimaal medium, maar vanaf bouillonagar.

Sferoplasten: als methode 6.
Test: als methode 7.

Methode 12.

Voorcultuur: als methode 11.

Sferoplasten: Er werd een techniek ontwikkeld om de gevormde sfero-
plasten enigszins te wassen. Zoals reeds is vermeld werden de sfero-
plasten beschadigd door ze te centrifugeren en weer te suspenderen.
Deze moeilijkheid werd ondervangen door de sferoplasten, welke zich in
14% sucrose bevinden, in een centrifugebuis op een oplossing van 18%
sucrose te brengen en dan zo te centrifugeren dat de sferoplasten
juist in de onderlaag terecht komen, maar nog geen neerslag vormen.
Door de bovenlaag te verwijderen werd een vrij schoon sferoplast-
preparaat verkregen, dat na toevoeging van geconcentreerde "penassay"-
bouillon in het testsysteem betere resultaten gaf dan een niet gecen-
trifugeerd preparaat. Betere resultaten werden echter verkregen door
de sferoplasten te "zeven" door Sephadex G 200.. Hiervoor werd de pro-
cedure gevolgd zoals beschreven in Hoofdstuk I, 12.

Test: Als methode 7, maar de uitvoering geschiedde nu in buisjes van
17x60 mm, die geschud werden in een bad van 37°.

Methode 13.

Voorcultuur: E.coli B98 werd gekweekt zoals beschreven in methode 11,
maar alvorens deze in sferoplasten om te zetten, werden de bacterién
van 25 ml van de cultuur eerst verzameld op een Millipore filter (po-
riegrootte 0,45 1) en gesuspendeerd in 20 ml minimaal medium met 0, 05%
glucose en hierin gedurende 20 min. bij 37° geincubeerd. Het verversen
van het medium door middel van filtratie bleek beter te voldoen dan
door middel van centrifugeren. Het gebruik van hogere celconcentraties
door de cellen in een kleiner volume op te nemen had alleen maar een
negatieve invloed op de opbrengst.

Sferoplasten: als methode 12,

Test: als methode 12,

Methode 14.
Voorcultuur : als methode 13,
Sferoplasten: als methode 12.
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Test: De sferoplasten werden eerst geinfecteerd met 77-deeltjes en on-
geveer 9-15 min. na de infectie werd DNA toegevoegd. Op de invloed van
de volgorde en de tijd van bijeenbrengen van de drie componenten zal in
Hoofdstuk IV nog nader worden ingegaan.

In dit Hoofdstuk zijn een aantal veranderingen in het faagtrans-
formatie systeem beschreven die zijn aangebracht sinds het tijdstip
dat door van de Pol de eerste faagtransformaties werden verricht. Het
verlaten van een methode was meestal noodzakelijk omdat om één of an-
dere, doorgaans niet aanwijsbare, oorzaak na verloop van tijd de op-
brengst aan transformanten afnam, of omdat de reproduceerbaarheid te
wensen overliet.

Want behalve het criterium van een verhoogde opbrengst aan ge-
transformeerde fagen was het nog belangrijker dat deze opbrengsten
voldoende reproduceerbaar waren.

Een verandering van methode kwam steeds na enig geéxperimenteer
tot stand en niet sprongsgewijze, zoals de beschrijving zou doen ver-
moeden, en het geheel van deze veranderingen strekt zich uit over een
periode van ongeveer vier jaar.

In tabel VI is een aantal waarnemingen verzameld die een indruk
geven van de invloed die de diverse veranderingen op de faagopbreng-
sten uitgeoefend hebben.

De veranderingen, die gehandhaafd werden en deel uit maken van de
huidige procedure kunnen in het kort als volgt worden weergegeven:
het gebruik van een celsuspensie, die was gekweekt als stilstaande
cultuur in minimaal medium met 0,05% glucose, vanaf methode 9;
het gebruik van de variant E.coli B98, vanaf methode 11;
het wassen van de sferoplasten met behulp van Sephadex G 200, vanaf
methode 12;
het wassenvan de bacterién alvorens deze om te zetten in sferoplasten,
vanaf methode 13;
preincubatie van sferoplasten en 77-deeltjes gedurende 9-15 min. al-
vorens DNA toe te voegen, vanaf methode 14.

Bacterietransformatie is afhankelijk van het competent zijn van
de bacterie. Over deze toestand van competentie is weinig bekend; al-
leen door het nauwkeurig volgen van kweekvoorschriften, die gegrond
zijn op praktische ervaringen, is het mogelijk reproduceerbare trans-
formatiepercentages te verkrijgen. Mogelijk speelt ook in het faag-
transformatie systeem de competentie van de cellen een rol.
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TABEL VI

Gemiddelde faagopbrengsten, verkregen bij
toepassing van de beschreven methoden.

Methode Aantal exp. rII+-titer rIi-titer T.I.xlO6
1 37 1, 7x102 4, 7x108 0,4
2 11 2 x102 9,7x10" 2,1
3 19 3,4x102 3, 6x108 1,0
4 11 4,4x102 2,5x108 1,8
5 14 4,9x102 3,4x108 1,4
6 22 8, 9x102 2, 0x108 4,4
7 59 1,1x10°3 2, 6x109 0,4
8 36 2,2x10° 2,9x109 0,7
9 11 1,8x10% 9,0x108 20

10 8 2,3x10% 1, 6x10° 14
11 12 3,1x10% 2,1x10° 15
12 44 5,9x10% 2,5x10° 24
13 15 1, 6x10° 2,9x10" 55
14 63 3,3x10° 3,3x10° 100

Van elke methode werden die experimenten verzameld die verricht
waren met oplossingen die 5 g DNA per ml bevatten., Alleen methode 1
en 2 bevatten experimenten die verricht werden met 10-40 wg DNA per
ml. Van het in de tabel weergegeven aantal experimenten werden de ge-
middelde faagopbrengsten berekend en hieruit werd de transformatie in-
dex (T.I.) bepaald.

Het gebruik van 77-deeltjes, bereid uit gezuiverde faagsuspensies,
werd ingevoerd tijdens methode 6.

44



HOOFDSTUK 1V

ENKELE EIGENSCHAPPEN VAN HET FAAGTRANSFORMATIE SYSTEEM

le Inleiding.

In dit hoofdstuk zullen enige experimenten worden beschreven die
tot doel hadden meer gegevens te verkrijgen over de eigenschappen van
het faagtransformatie systeem.

Allereerst werd nagegaan welke invloed veranderingen in de con-
centraties van 7-deeltjes, sferoplasten en DNA hebben op de opbrengst
aan fagen en transformanten. Vervolgens werd bestudeerd op welke wijze
de produktie van fagen en transformanten tot stand komt. Er werd hier-
bij uitgegaan van de gedachte dat de infectie van sferoplasten met
m-deeltjes en de daaropvolgende produktie van fagen op ongeveer de-
zelfde wijze zou verlopen als bij intacte fagen en bacterién. Dit im-
pliceert dus de aanwezigheid van een latente periode, gevolgd door een
plotselinge toename van het aantal fagen.

2. De invloed van variaties in de omstandigheden.
2.1 De invloed van de concentratie van de 7~deeltjes.

Zoals reeds in Hoofdstuk III,2 is uiteengezet, is de structuur
van het 77-deeltje nog niet met zekerheid bekend. Het aantal voor sfe-
roplasten infectieuze deeltjes is waarschijnlijk niet gelijk aan het
aantal aanwezige faagequivalenten, maar slechts een fractie daarvan.
Om een indruk te krijgen van de optimale concentratie van 77-deeltjes
in het testsysteem, werden bacteriofagen in toenemende concentraties
omgezet in 77-deeltjes en geincubeerd met sferoplasten. De resultaten
hiervan zijn weergegeven in figuur 6. Uit deze figuur blijkt dat de
opbrengst aan fagen en transformanten aanvankelijk toeneemt met het
aantal toegevoegde 77-deeltjes, een maximum bereikt en bij nog hogere
concentraties van 77-deeltjes weer afneemt. Het rechtlijnige verloop van
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het linker gedeelte van de curve met een richtingscoéfficiént= 1 wijst
er op dat bij de lagere concentraties de faagtiters evenredig toenemen
met de concentratie van de 7-deeltjes.
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Figuur 6

Relatie tussen de hoeveelheid toegevoegde 77-deeltjes en de opbrengst
aan rII- en rII+-fagen. Van een suspensie van r51-fagen werd een aan-
tal verdunningen gemaakt; vervolgens werden de fagen omgezet in
7r-deeltjes, Met elk preparaat werd een transformatie experiment uitge-
voerd (0,5 ml sferoplasten+ 0,1 ml 77-deeltjes + 0,5 ml DNA (5 ug/ml)).
Op de horizontale as is het aantal faagequivalenten uitgezet dat in
de test aanwezig was, op de verticale assen de opbrengst aan rII- en
. rII+-titer; °

r11t-fagen. o orII-titer.

Voor de bepaling van de biologische activiteit van DNA preparaten
werd steeds het equivalent van ongeveer 1,5x109 fagen als 77-deeltjes
aan het testsysteem toegevoegd. Bij deze concentratie wordt een maxi-
male opbrengst bereikt, hetgeen we kunnen beschouwen als een aanwij-
zing dat alle daarvoor in aanmerking komende sferoplasten geinfecteerd
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worden met één of meer rII-genomen, zodat eventueel opgenomen DNA mo-
leculen die het rII+-kenmerk (Eng.: marker) bevatten de gelegenheid
hebben om te recombineren met het rII-genoom.

In figuur 7 wordt op een iets andere wijze aangetoond dat de op-
brengst aan fagen recht evenredig is met de concentratie 77-deeltjes
waarmee de sferoplasten worden geincubeerd. In dit experiment werden
de sferoplasten geinfecteerd met een mengsel van gelijke hoeveelheden
van twee rII-mutanten. Uit het verloop van de curven blijkt dat bene-
den een incubatieconcentratie van ca. 4x10° faagequivalenten per ml
het aantal rII-nakomelingen in een vaste verhouding staat tot de con-
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Figuur 7

Relatie tussen de hoeveelheid 77-deeltjes van twee verschillende rII-
mutanten en de opbrengst aan rII+-recombinanten. Van een mengsel met
gelijke hoeveelheden Ty~ en r24-faag werd een aantal verdunningen ge-
maakt; vervolgens werden de fagen omgezet in 77-deeltjes en gelncubeerd
met sferoplasten als aangegeven bij figuur 6; in plaats van een DNA
oplossing werd 0,5 ml fosfaatbuffer toegevoegd. Op de horizontale as
is uitgezet het aantal faagequivalenten dat van elke mutant werd toe-
gevoegd, op de verticale assen de opbrengst aan rII(r51 + r24)- en
erIIT-titer.

rII -fagen. o———-——orII(r51 + r24)-titer;o
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centratie en dat het aantal door recombinatie gevormde rI1*-nakomelin-
gen evenredig is met het kwadraat hiervan (rechte lijnen met rich-
tingscoéfficiént 1 resp. 2). Dit stemt overeen met de verwachting,
daar het voor de vorming van een rII+-faag nodig is dat één sferoplast
door een 77-deeltje van beide mutanten geinfecteerd wordt; de kans
hierop is evenredig met het produkt van de twee concentraties.

2.2 De invioed van de concentratie van de sferoplasten.

Het is niet bekend of alle structuren, die door de fasecontrast
microscoop gezien, als sferoplast beschouwd worden, geinfecteerd kun-
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Figuur 8

Relatie tussen de sferoplast concentratie en de opbrengst aan fagen na
incubatie met 77-deeltjes en DNA, Van een preparaat, dat ongeveer 2x108
sferoplasten per ml bevatte, werden verdunningen gemaakt en deze wer-
den geincubeerd met 77-deeltjes van Tgy en ri1t-pNa (5 ng/ml). Op de
horizontale as is de incubatie-concentratie van sferoplasten uitgezet.
Op de verticale assen zijn de titers van de rIl-fagen en de rII+-
. rII+-titer; - - - -

orII-titer; e

transformanten uitgezet, o
theoretisch te verwachten curve voor een evenredige toename,
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nen worden met 77-deeltjes, of dat slechts een fractie van de sfero-
plasten hiervoor geschikt is. Een bepaling van het aantal infectieve
centra na infectie met 77-deeltjes zou hierover uitsluitsel kunnen ge-
ven, ware het niet dat deze bepaling op praktische moeilijkheden stuit,
zoals onder punt 3.2 van dit hoofdstuk beschreven wordt.

In figuur 8is een experiment weergegeven waarbij de invloed nage-
gaan werd van de sferoplast concentratie op de opbrengst aan rII- en
rII+—fagen. Uit deze figuur blijkt dat de opbrengst aan fagenniet hele-
maal evenredig is met de concentratie vam de sferoplasten. De oorzaak
hiervan is ons niet bekend, maar men kan zich voorstellen dat de sfero-
plasten beschadigd worden door het noodzakelijke verdunnen.

2.3 De invloed van variaties in de sucrose concentratie.
Bij de uitvoering van de test worden de sferoplasten gemengd met
een gelijk volume DNA, waardoor de sucrose concentratie daalt van 14%
TABEL VII

Invlioed op de faagopbrengst van de verandering van de
sucrose concentratie in het sferoplasten milieu.

eindconcentratie ritt-titer rII-titer T.1.x10

11, 5% 1,8x10°% 9 x107 20

10, 2% 9 x10° 1,9x108 47
8,9% 3,2x10% 4,1x108 68

7, 6% 3,5x10% 6,3x108 55

6, 4% 3,2x10% 9,4x108 34
5,1% 2,3x10% 6 x108 38

3, 8% 7,8x103 4,9x108 16
2,5% 5, 8x10° 5,3x108 11
1,3% 5, Tx102 1,3x108 4,4

Sferoplasten (waaraan steeds 0,1 ml W¥r51 was toegevoegd) en DNA wer-
den in zodanige verdunningen met elkaar gemengd, dat bij de aangegeven
eindconcentraties van de sucrose de eindconcentraties van elk van de
twee componenten steeds dezelfde was, De aanvangsconcentratie van de

sucrose was 14%.
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naar 7%. Onderzocht werd welke invloed deze verandering van de osmoti-
sche waarde heeft op de opbrengst.

In tabel VII zijn de resultaten weergegeven van een experiment
waarin de osmotische waarde van het medium werd gevarieerd.

Uit deze tabel blijkt dat de door ons toegepaste mengverhouding,
waarbij de eindconcentratie van de sucrose op 6,4% komt, gunstig is
voor een optimale opbrengst aan transformanten.

2.4 Invloed van de DNA concentratie opde opbrengst aan transformanten.

In een aantal experimenten werd nagegaan welke relatie er bestaat
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Figuur 9

Verband tussen de DNA concentratie en de opbrengst aan transformanten
in het faagtransformatie systeem. DNA geisoleerd uit rII+-fagen werd
in oplopende concentraties toegevoegd aan een mengsel van sferoplasten
en 77-deeltjes van rg;; na 3 uur incuberen bij 37° werd het aantal
rII- en rII+-fagen bepaald. Op de horizontale as is uitgezet de DNA
concentratie in het incubatiemengsel, op de verticale assen de op-
. rII+-titer;

brengst aan rII+—fagen en de transformatie index., e

a s transformatie index.
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tussen de concentratie van het toegevoegde DNA en het aantal gevormde
transformanten. Hiertoe werden concentratiewerkingscurven gemaakt,
waarvan er &én is weergegeven in figuur 9. Uit de helling van de curven
in deze figuur blijkt dat voor DNA concentraties tot 10 uxg/ml het aan-
tal transformanten evenredig toeneemt met de verhoging van de DNA con-
centratie., Bij DNA concentraties groter dan 20 pg/ml begint de curve
af te wijken. Het is echter moeilijk aan te tonen of er een plateauis,
daar DNA in hoge concentraties (>100 ug/ml) een remmende invloed heeft
.op het testsysteem; dit is merkbaar aan de verlaagde opbrengst aan
rII-fagen.

Voor experimenten waarin de invloed van fysische en chemische in-
grepen op de biologische activiteit van het DNA werd nagegaan, bedroeg
de concentratie van de te testen preparaten nooit meer dan 5 wxg DNA
per ml teneinde in het lineaire gedeelte van de activiteitscurve te
blijven.

2.5 Invloed van de tijd van toevoeging van DNA en 77-deeltjes aan de
sferoplasten.

Zoals in Hoofdstuk III onder methode 13 reeds beschreven is, ble-
ken de faagopbrengsten in het transformatie systeem goed reproduceer-
baar wanneer de DNA oplossing werd toegevoegd 9-15 min. na infectie
van de sferoplasten met 77-deeltjes.

In figuur 10 is een aantal experimenten verzameld waarin de
bovengenoemde volgorde en de daar tussen gelegen tijd gevarieerd werd.
Uit deze figuur blijkt het volgende:

a) Na toevoeging van 77-deeltjes volgt steeds een eclips die ongeveer
12-15 min. duurt, zowel in sferoplasten die van te voren geincubeerd
zijn met DNA (en zich dus in 7% sucrose bevinden) als in sferoplasten
waaraan nog geen DNA is toegevoegd (en zich dus in 14% sucrose bevin-
den).

b) De tijd, gemeten vanaf het moment dat 77-deeltjes toegevoegd worden,
waarop de eerste transformanten verschijnen varieert enigszins; in
sferoplasten, die 30 min. met DNA geincubeerd zijn geweest, verschij-
nen ze eerder dan in sferoplasten die 10 min. met DNA geincubeerd zijn
geweest.

¢) Toevoegen van DNA, 30 min. na het toevoegen van de 77-deeltjes,
leidt nog steeds tot de vorming van transformanten, hoewel op dat mo-
ment de faagproduktie al volop gaande is. In andere experimenten bleek
dat zelfs 60 min. na het toevoegen van 77-deeltjes aan de sferoplasten
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DNA nog in staat was het ontstaan van transformanten te induceren, zij
het met een opbrengst die ongeveer 10% bedroeg van de opbrengst onder
normale omstandigheden.
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Invioed van de tijd van toevoegen van 77-deeltjes respectievelijk DNA
op het ontstaan van ouderfagen en transformanten, &, b, ¢! sferoplas-
ten en DNA (5 ug/ml) werden in gelijke volumina met elkaar gemengd en
geincubeerd bij 37°. Na 10 min. (c¢), 20 min. (b) of 30 min. (a) werden
de 77-deeltjes toegevoegd (aangegeven met 1). e, f, g sferoplasten en
77-deeltjes werden gemengd in de verhouding 5 : 1 en geincubeerd bij
37°. Na 10 min. (g), 20 min. (f) of 30 min. (e) werd DNA (5 mg/ml)
toegevoegd (aangegeven meté ), d: sferoplasten, 77-deeltjes en DNA wer-

den gelijktijdig bij elkaar gevoegd. o . rII+-

o TII-fagen; e

fagen (transformanten).
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3. Enkele eigenschappen van het sferoplasten systeem.
3.1 Kinetiek.

In figuur 11 is weergegeven het ontstaan van rII- en rII+—fagen
als functie van de duur van de incubatie bij 37°. De uitvoering van
dit experiment geschiedde door na verschillende tijden uit het incuba-

e
]

¥ wg_. O/Q/
= 3 ~ 0
B ] o7
2 4

'IOB-_ °

3 o
? L]

6//
Iﬂ‘ | ./
3 /
3 [ ]
/
o
] /
1 ./
wé °
1 ona
10 1 T ®7 T T T T T
0 20 “« 60 80 100 120 140
tijd (min)
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Relatie tussen het aantal gevormde fagen en de incubatietijd. Tien ml
sferoplasten werden gemengd met 2 ml TT-deeltjes van r51; na 9 min.
werd 10 ml rII+-DNA (5 ng/ml) toegevoegd, Op de aangegeven tijden wer-
den monsters geschud met chloroform. Van de ontstane lysaten werden de
rII- en de rII+—titer bepaald, e . rII+-titer; °

orllI-titer,
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tiemengsel monsters te nemen en deze na schudden met chloroform te
titreren. Hierbij worden dus alleen intacte fagen gemeten en geen in-
fectieve centra (zie 3.2).

Na een eclips van 14 min. verschijnen de eerste rII-fagen, ter-
wijl de eerste transformanten na 30-35 min. verschijnen. Zowel de rII-
titer als de rII*-titer bereiken pas na ongeveer 3 uur een constante
waarde, Dit in tegenstelling tot de normale faag-bacterie infectie
waarbij, indien de faag wordt toegevoegd met een multipliciteit van
3-6, de faagtiter na ongeveer 30 min. een constante waarde bereikt
(zie figuur 12).
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Relatie tussen het aantal gevormde fagen en de incubatietijd. Een

8 cellen/

cultuur van E.coli B98 in tryptonwater werd verdund tot 2x10
ml en geinfecteerd met rsl-faag met een multipliciteit van 5 fagen

per bacterie., Op de aangegeven tijden werden monsters geschud en ge-

titreerd, o o r51-titer.

Dat de faagtiter pas na een lange tijd een constante waarde be-
reikt, wordt misschien veroorzaakt door het feit dat de infectie van
sferoplasten door 77-deeltjes niet zo snel verloopt, zodat na 30 min.
of zelfs na 60 min. na toevoeging van de 77-deeltjes nog steeds infec-
ties plaats vinden. Een aanwijzing voor een dergelijk vertraagd infec-
tie proces kon worden verkregen naar aanleiding van het verschijnsel
dat na infectie van een bacterie door een faag er een reactie optreedt
die tot gevolg heeft dat een tweede faag, die enige tijd later de bac-
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terie infecteert, uitgesloten wordt van de vermeerderingscyclus; gene-
tische kenmerken van deze tweede faag zijn niet of in sterk verminder-
de mate aanwezig in de nakomelingen. Onderzocht werd in hoeverre dit
uitsluitingsmechanisme ook werkzaam is bij de infectie van sferoplasten
door 77-deeltjes.

In tabel VIII is het resultaat van een dergelijk experiment weer-
gegeven.

TABEL VIII

Invloed op het percentage gevormde rII+—fagen van de tijd
verlopen tussen het toevoegen aan de gastheer van Ty en Toy.

+
Tijdsverloop Percentage gevormde rII -fagen in

1)

sferoplasten "s-cellen” bacterién

0 min, 1,5 % 3,2 % 3,5 %
5 min. 1,5 % 0,97% 0, 25%%
10 min. 1,5 % 0,95% 0,022%
20 min. 1,5 % 1,1 % 0,012%
30 min. 1,5 % 0,83% 0,004%
40 min. 1,45% 0, 82% 0,005%
50 min. - 0,49% 0,004%
60 min. 1,15% 0,54% 0,004%

De gastheer (bacterién of "s-cellen” resp. sferoplasten), in een
concentratie van 2x108 cellen per ml, werd geinfecteerd met r51 res-
pectievelijk 7-Tg; en na verschillende tijden werd een even grote hoe-
veelheid Tog respectievelijk W=r24 toegevoegd, Na 2 uur incuberen werd
in het lysaat het aantal rII- en rII -fagen bepaald.

1) ”S-cellen” zijn bacterién die op dezelfde wijze behandeld zijn als
de cellen die werden omgezet in sferoplasten, doch waarbij de peni-
cilline is weggelaten.

Uit tabel VIII blijkt dat gelijktijdige infectie van bacterién met
rsy €n r,, tot gevolg heeft, dat 3,5% van de nakomelingen zowel het
rsi*- als het r24+-kenmerk bezitten. Wordt echter de r,4-mutant op
latere tijdstippen toegevoegd, dan daalt dit percentage recombinanten
Zeer snel. Bij gebruik van sferoplasten als gastheer blijkt dit tijds-
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verschil nauwelijks enige invloed uit te oefenen op het percentage na-
komelingen dat beide kenmerken bezit.

Uit tabel VIIT blijkt echter dat ook de omstandigheden van in-
vloed zijn; wanneer bacterién op dezelfde wijze behandeld worden als
sferoplasten, met weglaten van de penicilline (in de tabel "s-cellen"
genoemd) dan is de invloed van het tijdsverschil op het percentage
rII+-fagen in de nakomelingen veel geringer dan bij gebruik van norma-
le bacterién. Waarschijnlijk heeft de aanwezigheid van sucrose een
vertragende invloed op het infectieproces.

3.2 Infectieve centra en worpgrootte.

Het verschijnen van intacte fagen na een eclipsperiode van onge-
veer 14 min. wijst er op dat er infectieve centra aanwezig zijn tij-
dens de eerste 14 min. na infectie. Deze moet men zich voorstellen als
sferoplasten waarin na infectie met 77-deeltjes het faaggenoom in vege-
tatieve toestand aanwezig is. Als men een dergelijke sferoplast uit-
zaait op een agarplaat (er voor zorgend hetzelfde osmotische milieu te
handhaven) dan zal ter plaatse de vegetatieve faag zich verder ontwik-
kelen en aanleiding geven tot het ontstaan van een aantal fagen die
bij verdere groei één plage zullen vormen.

In figuur 13 is een dergelijk experiment weergegeven, waarbij in
hetzelfde incubatiemengsel het ontstaan van infectieve centra en het
ontstaan van intacte fagen zijn gevolgd. (Het schudden met chloroform
vernietigt de vegetatieve faag.)

Opvallend was in dit soort experimenten dat gedurende de eerste
15 min. slechts een gering aantal infectieve centra gevonden werd. De
plages die men vindt na 20 min. behoeven niet afkomstig te zijn van
uitgezaaide infectieve centra, maar kunnen gevormd zijn door vrije
fagen die ontstaan zijn uit spontaan gelyseerde sferoplasten.

Eerder uitgevoerde experimenten, die nog verliepen volgens methode
13 van Hoofdstuk III (waarbij dus de sferoplasten eerst gedurende 30
min. werden geincubeerd met DNA alvorens 77-deeltjes werden toegevoegd)
gaven betere opbrengsten aan infectieve centra te zien. In figuur 14
is een dergelijk experiment weergegeven. Het aantal infectieve centra
dat in de eerste 10 min. gevonden werd, was te klein om de totale
faagopbrengst te kunnen verklaren. Men zou dan namelijk een worpgrootte
van 1.000-2.000 fagen per sferoplast moeten aannemen. Diverse varia-
ties in de titratie methode brachten hierin geen verbetering.
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Figuur 13

De vorming van infectieve centra en van intacte fagen als functie van
de incubatietijd., Tien ml sferoplasten werden geinfecteerd met 2 ml
TT-deeltjes van gy en na 9 min, werd 10 ml DNA (5 pg/ml) toegevoegd.
Op de aangegeven tijden werden monsters genomen; een deel van elk
monster werd direct getitreerd en een ander gedeelte na schudden met

chloroform, e . rII+-titer in chloroformlysaat; o orlIl-titer in

orli-ti-

-rII+-titer na directe titratie; ©
ter na directe titratie.

chloroformlysaat; =
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Figuur 14

De vorming van infectieve centra en van intacte fagen als functie van
de incubatietijd. Tien ml sferoplasten werden gemengd met 10 ml DNA
(5 tg/ml) en na 30 min, incuberen bij 3’7o werden 2 ml 77-deeltjes van
r51 toegevoegd, Op de aangegeven tijden werden monsters genomen; een
gedeelte van elk monster werd direct getitreerd en een ander gedeelte

na schudden met chloroform, e -rII+-titer in chloroformlysaat

o orII-titer in chloroformlysaat; = = rII+-titer na directe ti-

tratie; o orlII-titer na directe titratie.

58



Een van de moeilijkheden is dat de gevormde infectieve centra
zeer gevoelig zijn voor de manipulaties die nodig zijn om ze op een
telplaat te brengen, zoals uit het volgende moge blijken. In een aan-
tal experimenten werd 5 min. na infectie van sferoplasten met 77-deel-
tjes het mengsel gedurende 5 min. geincubeerd met een anti-T4-serum om
de nog vrije 7-deeltjes weg te vangen, en daarna zover verdund dat er
10-20 infectieve centra per buisje aanwezig waren (althans volgens de
titratie). Na 2 uur incuberen bij 37° werd dan het totaal aantal vrije
fagen bepaald. Door dit aantal te delen door het aantal infectieve
centra werd de worpgrootte bepaald: bij deze methode was de kans op
latere infecties niet meer aanwezig. Op deze wijze werden gemiddelde
worpgrootten gevonden, die varieerden van 500-6,000 per sferoplast.
(In vijf experimenten bedroeg de gemiddelde worpgrootte respectieve-
lijk 1.100, 500, 640, 6.000 en 5.000). Vooral de hoge waarden geven
waarschijnlijk niet de werkelijke toestand weer, maar moeten daaraan
toegeschreven worden dat bij het uitzaaien veel infectieve centra be-
schadigd of anderszins geinactiveerd worden, zodat ze geen aanleiding
geven tot het ontstaan van een plage. Dientengevolge waren er in de
incubatie buisjes meer infectieve centra aanwezig, dan volgens de ti-
tratie werd vastgesteld.

Een ons inziens betrouwbare bepaling van de worpgrootte werd als
volgt verricht: een preparaat van 77-deeltjes werd zover verdund, dat
50 van de 128 buisjes, waarin een hoeveelheid van deze verdunning werd
geincubeerd met sferoplasten, fagen bevatte. Aangenomen mag worden dat
in de meeste van deze 50 buisjes de fagen van één geinfecteerde sfero-
plast afkomstig waren. (Volgens de Poisson-formule zullen 8 buisjes
twee geinfecteerde sferoplasten bevatten.) Het aantal fagen per buisje
is dus een directe maat voor de worpgrootte. De op deze wijze bepaalde
grootte bedroeg gemiddeld 240; met als uiterste grenzen 10 en 580 en
een standaarddeviatie van 65%.

3.3 Secundaire vermeerdering van intacte fagen.

Hoewel het microscopische beeld van een sferoplastpreparaat wei-
nig normale bacterién vertoont, zou toch de mogelijkheid kunnen bestaan,
dat de in sferoplasten gevormde fagen zich zouden vermeerderen in de
nog aanwezige bacterién. Tabel IX geeft de resultaten weer van een
experiment waarin dit werd nagegaan.
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TABEL IX

Eventuele vermeerdering van fagen in sferoplastpreparaten.

Incubatiemengsel bevat: rII+-titer rIlI-titer

0,5 ml sferoplasten + 0,1 ml

m-Tg, + 0,5 ml buffer <10 2,0x10°
0,5 ml sferoplasten + 0,1 ml

m-Ts; + 0,5 ml rII -DNA(5 ug/ml) 4, x10% 8,4x10%
0,5 ml sferoplasten + 0,1 ml Tgy

(10915, /1) + 0,5 ml rII"-DNA(5 pg/ml) <10 4,0x10"7
0,5 ml sferoplasten + 0,1 ml 7-r5; *t

0,4 nl butfer + 0,1 ml Tarr1' (10%r11%/m1) 7, 6x10% 7,7x108

Uit deze tabel blijkt dat de toegevoégde intacte fagen zich niet
hebben vermeerderd in de sferoplasten, maar enigszins geinactiveerd
worden door de incubatie gedurende enige uren in dit medium.

Ook blijkt dat transformatie van normale r,,-fagen door r11+—DNA
niet optreedt.

3.4 Aanwijzingen dat uitsluitend DNA verantwoordelijk is voor het
ontstaan van transformantene.

Zoals beschreven is in Hoofdstuk III werden door van de Pol c.s. (22)
reeds experimenten verricht die ten doel hadden aan te tonen dat de
biologische activiteit, gemeten aan de vorming van transformanten,
veroorzaakt wordt door gezuiverd DNA. In het thans gebruikte systeem
werden dit soort experimenten nog eens herhaald, en de resultaten
hiervan zijn samengevat in tabel X.

Bij de uitvoering van deze experimenten werd vooral gedacht aan
de mogelijkheid dat de biologische activiteit veroorzaakt zou worden
door DNA moleculen waaraan nog eiwit componenten gebonden zouden zijn.
Incubatie van bacterién of sferoplasten met DNA preparaten leverde
nooit fagen op. Dit is een aanwijzing dat er geen intacte fagen of voor
sferoplasten infectieuze structuren meer aanwezig zijn. Uit de tabel
blijkt verder dat de biologische activiteit te niet gedaan wordt door
een voorafgaande incubatie van DNA met DNA-ase; behandeling met een
protease (subtilisine) en anti-T4-serum heeft echter geen invloed op
de vorming van transformanten. Uit deze resultaten volgt dat het on-
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waarschijnlijk is dat het eventueel aanwezige eiwit in een DNA-prepa-
raat een rol speelt en dat de biologische activiteit uitsluitend gele-
gen is in het al dan niet geheel intacte DNA molecule.

TABEL X

Invloed van enkele behandelingen van het DNA
op de biologische activiteit

Behandeling Percentage overblijvende
biologische activiteit

onbehandeld 100
30 min. 60° 100
10 min. 100° 5-10
subtilisine 1) 100
anti-T4-serum 2) 100
DNA-ase3) <10'2

1 Behandeld met subtilopeptidase A (bacterial proteinase NOVQO, NOVO
Industri A/S, Denemarken) in een concentratie van 10 ug/ml gedurende
30 min. bij 37°. Daarna werd het enzym onwerkzaam gemaakt door het
toevoegen van DFP tot 10-3 M.

2) pNa (100 ug/ml) werd gedurende 30 min. bij 37° geincubeerd met
anti-T4-serum 1:1,000, Daarna werd het mengsel 100 maal verdund en
werd de biologische activiteit bepaald. De gebruikte anti-serumconcen-
tratie was voldoende om bij intacte T4-fagen in 10 min. bij 37° een
inactivering tot < 10-3% teweeg te brengen,

3) DNA werd gedurende 30 min. bij 370 geincubeerd met 0,1 pg DNA-ase

3

per ml in aanwezigheid van 10°° M MgSO4. Vervolgens werd de enzym-

werking geremd door toevoegen van Na-citraat tot 10'2 M,

4. Bespreking van de resultaten.

Met het beschreven systematische onderzoek werdin de eerste plaats
getracht de optimale omstandigheden voor faagtransformatie te leren
kennen.

De opbrengst aan fagen in het transformatie systeem als functie
van het aantal toegevoegde 77-deeltjes begint bij een concentratievan
ongeveer 2x10° faagequivalenten per ml een verzadigingsniveau te be-
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reiken (zie figuur 6). Aangenomen dat alle sferoplasten bijdragen aan
de faagopbrengst , betekent dit, bij een concentratie van ongeveer
8x107 sferoplasten per ml, dat ongeveer 4% van de faagequivalenten
uit 77-deeltjes bestaat. Hierbij nemen we aan dat 77-deeltjes met een
efficiéntie = 1 sferoplasten infecteren.

Een tweede schatting van het aantal 77-deeltjes volgt uit de be-
paling van de worpgrootte zoals beschreven in 2.2 van dit hoofdstuk.
Uit de fractie buisjes die geen fagen bevatten kan met behulp van de
Poisson-formule het gemiddelde aantal 77-deeltjes berekend worden dat
per buis werd toegevoegd. Uit deze berekening volgt dat een 77~deeltjes
preparaat ongeveer 6x107 77-deeltjes per ml moest bevatten, dat wil
zZeggen, ongeveer 4% van het aantal faagequivalenten.

Een derde schatting kan verkregen worden uit de worpgrootte: uit
extrapolatie van het lineaire gedeelte van de curve in figuur 6 volgt
dat één faagequivalent ongeveer twee fagen produceert. Daar echter de
fagen alleen in worpen van gemiddeld 240 per sferoplast vrij komen,
moet 2/240 dat wil zeggen circa 1% van de faagequivalenten uit 77-deel-
tjes bestaan.

De schattingen van het percentage 77-deeltjes in een faagpreparaat
dat behandeld is geweest met ureum variéren dus van 1 - 4 %. Het is
echter de vraag of inderdaad alle sferoplasten bijdragen aan de faag-
opbrengst. Bij een gemiddelde worpgrootte van 240 fagen per sferoplast
Zou men dan een opbrengst van ongeveer 2x1010 fagen per ml mogen ver-
wachten, terwijl de maximale opbrengsten die verkregen zijn varieerden
van 6-8x10° fagen per ml. Het is dus heel goed mogelijk dat maar
30- 40% van de sferoplasten een bijdrage leveren aan de faagopbrengst:
hierdoor zou dus de eerste schatting verlaagd worden tot ook circa 1%.

De waargenomen invloed van de concentratie van sferoplasten op de
faagopbrengst, weergegeven in figuur 8, zou doen vermoeden dat er
sprake is van een zeker verzadigingsniveau dat wordt bereikt bij
1-2x108 sferoplasten/ml. Als evenwel sferoplasten bereid werden uit
meer geconcentreerde bacteriesuspensies ter verkrijging van hogere
sferoplast concentraties, dan was bij gebruik van deze preparaten de
opbrengst aan rII- en in sterkere mate die aan rII+-fagen verlaagd ten
opzichte van niet-geconcentreerde preparaten. Dit wijst er op dat de
gebruikte sferoplast concentratie optimaal is bij de toegepaste con-
centratie 77-deeltjes; incubatie van geconcentreerde sferoplastsuspen-
sies met hogere concentraties 77-deeltjes leidde ook niet tot een ver-
hoging van de opbrengst.

Een optimale opbrengst aan transformanten wordt verkregen als
tijdens het infectieproces een verandering van de osmotische waarde
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plaats vindt. Ook bij enkele andere in de literatuur beschreven sfero-
plasten systemen wordt dit toegepast. Zowel Guthrie en Sinsheimer (67)
als Strauss(68) mengen hun protoplasten, die zich in 10% sucrose be-
vinden, met een.gelijk volume DNA respectievelijk RNA, waardoor dus de
sucrose concentratie daalt tot 5%. Na enige tijd verhogen zij dan de
concentratie weer tot 10%. Ook in het hier beschreven faagtransforma-
tie systeem blijkt een verandering van de sucrose concentratie tijdens
de infectie een gunstige invloed uit te oefenen op de opbrengst van
zowel rlI- als de rII+—fagen. In andere experimenten, waarbij het toe-
gevoegde DNA 14% sucrose bevatte, was de faagopbrengst verlaagd tot
ongeveer 25% van de waarde verkregen bij gebruik van DNA zonder su-
crose.

Het verband tussen de DNA concentratie en het aantal gevormde
transformanten is lineair tot een DNA concentratie van ongeveer 5 ug/
ml, De efficiéntie waarmee transformanten gevormd worden is laag, ver-
geleken met de aanwezige hoeveelheid DNA. 1 xg DNA.vertegenwoordigt
het equivalent van 3x10° fagen. Bij gebruik van deze concentratie zijn
dus in het incubatiemengsel aanwezig: 8x107 sferoplasten en 3x10° DNA
moleculen die het rII+—gen bevatten, dat wil zeggen, ongeveer 40 rirt-
bevattende moleculen per sferoplast. Toch worden er bij deze DNA con-
centratie slechts 2x10° rII+~fagen gevormd. Als er één transformant
per sferoplast ontstaat, betekent dit een efficiéntie van ongeveer
6x10°5, Als er bovendien vermeerdering plaats vindt van de transfor-
manten in de sferoplasten, dan is de efficiéntie nog lager, namelijk
6x10-9/W, waarbij W de worpgrootte van de transformanten voorstelt.

De wijze waarop de rII-fagen verschijnen na infectie van sfero-
plasten door 7-deeltjes wijkt in sommige opzichten af van wat men
waarneemt bij infectie van bacterién door intacte fagen. Zo bereikt
bijvoorbeeld de kinetiek curve pas laat een plateau; een verklaring
hiervoor is misschien, dat de infectie van sferoplasten door 7-deeltjes
veel langzamer verloopt dan infectie van bacterién door fagen.

Immers, wanneer bacterién met een overmaat faag worden gemengd
zijn na 5 min. nagenoeg alle bacterién geinfecteerd. Na 5-10 min. is
dus in de meeste bacterién de vermeerderingscyclus gaande en na afloop
van de latente periode zullen de bacterién ongeveer gelijktijdig lyse-
ren, zodat de kinetiek curve vrij snel een plateau bereikt (zie figuur
12).

De experimenten, die weergegeven zijn in tabel VIII, laten zien
dat lange tijd na het toevoegen van 77-deeltjes aan sferoplasten nog
nieuwe 77-deeltjes toegevoegd kunnen worden zonder dat er iets van een
uitsluitingsmechanisme merkbaar is. Dit resultaat is te verklaren door
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aan te nemen dat het infectieproces van sferoplasten door 77-deeltjes
zeer langzaam verloopt zodat bijvoorbeeld 60 min. na het toevoegen nog
steeds genoeg sferoplasten geinfecteerd worden, om de dan toegevoegde
tweede faag voldoende gelegenheid te bieden tot recombinatie. Hierbij
moet echter opgemerkt worden dat het niet bekend is of het uitslui-
tingsmechanisme ook in sferoplasten functioneert.

Het traag verlopen van de infectie van sferoplasten door 77-deel-
tjes verklaart ook waarom het variérenvan de tijd en de volgorde waarin
DNA en 7-deeltjes aan de sferoplasten worden toegevoegd weinig invloed
heeft op de opbrengst aan rII- en rII+—fagen.

Gedurende een vrij lange periode in de ontwikkeling van het faag-
transformatie systeem werden de sferoplasten eerst gedurende 30 min.
geincubeerd met DNA alvorens 77-deeltjes toe te voegen. We stelden ons
hierbij voor dat penetratie van een sferoplast door een DNA molecule
langzaam zou verlopen en dat voor dit proces voldoende tijd gegeven
moest worden, zodat bij infectie van een sferoplast door een 77-deeltje
het transformerende DNA reeds aanwezig was. Het is echter de vraag wat
er met dit DNA molecule gebeurt als het een sferoplast binnendringt.
Ook is nog niet onderzocht welke veranderingen de DNA moleculen onder-
gaan tijdens 30 min. incubatie met sferoplasten. Gezien de grote hoe-
veelheid en verscheidenheid aan DNA-splitsende enzymen, die aanwezig
zijn in E.coli, is het niet onwaarschijnlijk dat DNA zowel in als bui-
ten de cel (door lysis van de sferoplast) aan afbraak onderhevig kan
Zijn voor het aan de transformatie reactie deelneemt.

Het toevoegen van DNA 10 min. na infectie van sferoplasten door
7m-deeltjes is geen garantie tegen bovengenoemd bezwaar, maar men kan
zich voorstellen dat de kans dat het DNA molecule wordt afgebroken
voordat het aan het transformatieproces deelneemt, kleiner is geworden.

Het langzame verloop van het infectieproces zou ook een mogelijke
verklaring zijn voor de lage opbrengst aan infectieve centra in die
experimenten, waarin het ontstaan van de fagen in het sferoplasten
systeem met de tijd gevolgd werd. Immers, alleen de infectieve centra
bepaald in de eerste 15 min. na infectie komen als zodanig in aanmer-
king, hierna zal de bepaling gestoord worden door de aanwezige vrije
fagen. De eindopbrengst van vrije fagen is echter afkomstig van alle
tijdens de incubatie gevormde infectieve centra, en dit verklaart
waarschijnlijk de berekende hoge worpgrootte.

Het lage aantal infectieve centra zoals dat in de figuren 13 en
14 tot uiting komt, kan dus twee oorzaken hebben, namelijk het ver-
traagde infectieproces, en de gevoeligheid van de infectieve centra
voor het uitzaaien.
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De berekening van de worpgrootte, waarbij gebruik gemaakt werd
van een bepaling van het aantal infectieve centra, bleek dan ook steeds
onwaarschijnlijk hoge waarden op te leveren. Een worpgrootte van 240,
zoals deze met behulp van een andere methode werd bepaald, is waar-
schijnlijk beter met de werkelijkheid in overeenstemming.

Nog belangrijker dan de bovenvermelde worpgrootte is het aantal
transformanten dat per geinfecteerde sferoplast gevormd wordt. Het is
immers van belang om te weten of het totale aantal transformanten ont-
staan is in enkele sferoplasten waarin de transformanten zich sterk
vermeerderd hebben, of in veel sferoplasten die slechts één of enkele
transformanten produceren. In het laatste geval zal de efficiéntie
waarmee DNA aan de eigenlijke transformatie deelneemt groter geweest
zijn dan in het eerstgenoemde geval,

De resultaten van de experimenten die hiervoor verricht werden,
waren echter dermate slecht reproduceerbaar, dat we geen betrouwbare
opgave kunnen doen van het gemiddelde aantal transformanten dat per
sferoplast ontstaat.

De mogelijkheid werd nagegaan of er faagvermeerdering optreedt
tijdens incubatie van intacte fagen met sferoplasten. Indien dit het
geval is zouden immers de verkregen opbrengsten aan fagen en transfor-
manten ten dele toegeschreven moeten worden aan een secundaire ver-
meerdering van de primair gevormde fagen, hetgeeneen juiste waardering
van de resultaten bemoeilijkt. Uit de experimenten die weergegeven
Zijn in tabel IX, en waarbij een bekende hoeveelheid intacte fagen aan
de sferoplasten werd toegevoegd, kon geconcludeerd worden, dat de faag-
opbrengst in het normale testsysteem ontstaat in sferoplasten en dat
daarna een secundaire vermeerderingscyclus in eventueel nog aanwezige
cellen niet optreedt.
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HOOFDSTUK V

TRANSFORMATIE VAN DE BACTERIOFAAG T4 DOOR DE OVERDRACHT
VAN EEN AANTAL VERSCHILLENDE KENMERKEN

le Inleiding.

Bij de tot nu toe beschreven experimenten werd hoofdzakelijk ge-
bruik gemaakt van de genetische eigenschap Tsy, €€n kenmerk dat in het
A-cistron van het rII-gen van de T4-faag ligt.

Het was van belang om in het faagtransformatie systeem ook andere
kenmerken te betrekken, enerzijds om na te gaan of de verkregen resul-
taten niet te wijten zijn aan een anomalie van het r51-kenmerk, ander-
zijds om na te gaan of gelijktijdige overdracht van twee kenmerken mo-
gelijk is. Daarom werden enkele andere rII-mutanten, een amber-mutant
en een rI-mutant in het onderzoek betrokken.

2. Transformatie van enkele ril-mutanten.

Door Benzer en andere onderzoekers zijn een groot aantal rII-mu-
tanten geisoleerd. Afgezien van de verschillende ligging van hun loci
op het chromosoom kunnen deze mutanten ook verschillen in de uitge-
breidheid van de mutatie; deze kan variéren van puntmutaties, waarbij
waarschijnlijk meestal slechts één nucleotidenpaar is veranderd, tot
deleties die zich over het gehele rIIl-gen uitstrekken.

In tabel XI zijn de resultaten weergegeven van een experiment
waarin de transformatie van een aantal verschillende rII-mutanten met
elkaar is vergeleken. Voor de ligging en grootte vandeze mutaties zij
verwezen naar figuur 2.

Uit tabel XI blijkt dat de grootte van de mutatie weinig invloed
uitoefent op het aantal rII+-fagen dat door de overdracht van het des-
betreffende rII*-kenmerk is ontstaan.

Daar de mutanten Teyy Tog €0 T 50, (die het gehele rII-gen
mist) met ongeveer gelijke efficiéntie getransformeerd worden, is het
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niet verwonderlijk dat de dubbelmutant Ig Tgq €VENZzZo met dezelfde ef-
ficiéntie getransformeerd wordt. De beide kenmerken worden waarschijn-
lijk door één DNA molecule in één reactie getransformeerd, zodat we
hier kunnen spreken van cotransformatie van de mutant T5iToye

TABEL XI

Vergelijking van het aantal rIIT-fagen dat gevormd werd bij
de transformatie van enkele verschillende rlI-mutanten.

modeellies von rirt-titer riI-titer T.1.x108
T 8, 8x10% 3, 6x10° 24

Tog 8, a4x10% 3,1x10° 27
TsiTay 8, 6x10* 3, 6x10° 24

300 5,2x10% 1,3x10° 40

Tuss 7,2x10% 5, 0x10% 14
Tyia72 6, 1x10% 3,0x10° 22

roo a,9x10% 2,0x10° 24
rap0(controle) 1,2x10° 1,5x10° 0,08

Bovenstaand experiment werd verricht volgens methode 11 (zie
Hoofdstuk II), Sferoplasten werden gemengd met rII+-DNA (5 1g/ml) en
na 30 min, incuberen bij 37o werden de 77-deeltjes toegevoegd. In het
controle-experiment voor r320 werd in plaats van DNAO,01 M fosfaatbuf-
fer van pH 7,1 toegevoegd.

Het gebruik van de dubbelmutant 1 % P schept de mogelijkheid na
te gaan hoeveel dubbeltransformanten er gevormd worden. Door namelijk
sferoplasten te infecteren met 77-deeltjes van de mutant Iy Ty, €N hier-
aan een mengsel toe te voegen van DNA moleculen die of het r51+—ken-
merk of het r24+—kenmerk bevatten (dus DNA geisoleerd uit respectieve-
lijk Io4 €0 T'gy), kunnen slechts dan rII+-transformanten ontstaan als
er recombinatie optreedt met beide DNA moleculen (zie figuur 15). In
tabel XII zijn de resultaten weergegeven van een dergelijk experiment.

Als de kenmerken r51+ en r24+ zich op verschillende moleculen be-
vinden, dan bedraagt het aantal gevormde transformanten nog maar onge-
veer 3% van het aantal dat gevormd wordt onder invloed van DNA molecu-
len die beide kenmerken bevatten. (Berekend op basis van de transfor-
matie index is dit getal 2,2%.)
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Schematische weergave van het ontstaan van dubbeltransformanten en co-
transformanten., De dik getrokken lijn stelt een gedeelte van het ge-
noom van het 77-deeltje voor, de dunne lijnen stellen gedeelten van de
toegevoegde DNA moleculen voor. De verticale stippellijntjes duiden de
plaats van een recombinatie aan.

TABEL XII
Vergelijking tussen het aantal rII+-fagen dat ontstaat

ten gevolge van cotransformatie en ten gevolge van
dubbeltransformatie van de mutant TgiTog4e

DNA ritt-titer rII-titer T.1.x106
rirt-pNa 2,1x10° 1,1x10° 190
r5q-DNA <10 1,3x10° -

T 54-DNA <10 1,4x10° -
rg1-DNA + r,,-DNA 6, 6x103 1, 6x10° 4,1

Het incubatiemengsel bevatte sferoplasten die geinfecteerd wer-
den met 77-deeltjes van r5lr24. Hieraan werden de aangegeven DNA pre-
paraten (5 pg/ml) toegevoegd.

Toch blijkt hieruit dat twee kenmerken, die vrij dicht bij elkaar
liggen op het chromosoom (4% recombinatie in de normale faagkruising),
onafhankelijk overgedragen kunnen worden aan één transformant door
twee verschillende DNA moleculen.
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3. Transformatie van een amber-mutant.

Behalve rII-mutanten is er in het hier beschreven faag-transfor-
matie systeem nog een andere groep T4-mutanten gebruikt, namelijk de
zogenaamde amber-mutanten (afgekort: am-mutanten). Deze mutanten zijn
ontdekt en beschreven door Epstein c.s. (60). De amber-mutanten worden
gekarakteriseerd door de eigenschap dat ze geen plages vormen op
E.coli B (hoewel deze bacterie wel geinfecteerd wordt door deze mu-
tanten), maar wel op E.coli CR63 (afgeleid van E.coli K). E.coli B
wordt in dit geval de beperkende (Eng.: non permissive) gastheer ge-
noemd en E.coli CR63 de niet-beperkende (Eng.: permissive) gastheer.

Door Epstein c.s. (60) is een groot aantal van deze amber-mutan-
ten geisoleerd en door middel van complementatie proeven was hij in
staat de mutaties in 47 verschillende genen te groeperen. Elk van deze
genen heeft een functie bij de ontwikkeling van de faag en het is nu
gebleken dat de volgorde van deze genen op het chromosoom ongeveer
overeenkomt met de volgorde waarin de verschillende functies verricht
worden, Zo heeft men onderscheid kunnen maken tussen vroeg en laat
functionerende genen. De eerstgenoemde groep is verantwoordelijk voor
de afbraak van het DNA van de gastheer, voor de synthese van faag DNA
en voor nog vele andere taken die verricht moeten worden in de eerste
minuten na infectie. De laat functionerende genen zijn verantwoorde-
lijk voor de synthese van faageiwitten en hun assemblage tot complete
deeltjes. Tevens bleek dat het op de juiste wijze functioneren van de
"yvroege" genen een voorwaarde is voor het doen functioneren van de
"late" genen.

Het onvermogen van een mutant om op E.coli B plages te vormen,
maakt het mogelijk met behulp van deze bacteriestam uit een overmaat
am-fagen de am+—fagen te selecteren. Dit was de reden om ook fagen met
het am-kenmerk in het faagtransformatie systeem te betrekken.

Evenals in het geval van de transformatie van de rII-mutanten
verdient het de voorkeur mutanten met een lage terugmutatiefrequentie
te gebruiken om ten opzichte van de controle een duidelijk effect van
DNA te kunnen demonstreren.

Nu is de amber-mutatie waarschijnlijk een puntmutatie, zodat men
terugmutanten kan verwachten. Men stelt zich namelijk voor dat CR63-
bacterién een "suppressor"” bevatten die de amber-mutatie onderdrukt,
en in de voorstelling die men heeft over het mechanisme van deze vorm
van suppressie, neemt men aan dat de amber-mutatie een puntmutatie
is(69,170).

Preparaten van amber-mutanten bevatten dan ook een bepaald per-
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centage terugmutanten, dat zo hoog is dat*het storend werkt in het
transformatie systeem. Deze moeilijkheid werd ondervangen door gebruik
te maken van een dubbelmutant, waarin de twee amber-kenmerken dicht
bij elkaar liggen. Dit is de mutant amN135amB256, waarvan de beide
loci in gen no. 5 liggen (zie Epstein c.s. (60)) die in het vervolg amb
genoemd zal worden. In de beperkende gastheer E.coli B is deze mutant
geblokkeerd in het proces dat de synthese van de faagstaart verzorgt.
Er vindt wel normale DNA synthese plaats en er worden ook faagkoppen
gevormd. De ligging van de kenmerken van deze dubbelmutant op het
chromosoom van T4 ten opzichte van die van enkele andere mutanten is
in figuur 16 weergegeven.

8 (rDd

am N 135 }ams
am B 256

rIA /_

rmB {

Figuur 16

Schematische weergave van de ligging van enkele kenmerken op het chro-
mosoom van de bacteriofaag T4,

Voor de transformatie van een am5-mutant geldt dezelfde procedure
als voor een rII-mutant. Sferoplasten van E.coli B worden geinfecteerd
met 77-deeltjes van amb en vervolgens wordt DNA met het am5 *-kenmerk
toegevoegd. Na 3 uur incuberen bij 37° worden de nakomelingen uitge-
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zaaid op E.coli B en E.coli CR63. In tabel XIII zijn de resultaten van
enkele experimenten weergegeven.

TABEL XIII

Transformatie van de am5-mutant door DNA van het standaardtype.

Titer na het uitzaaien op:

Experiment nummer E.coli B E.coli CR63
1 1,0x10° 3,5x10°

2 5,5x10° 1,1x108

3 3,5x10° 9, 6x10°
controle <10 <10

Sferoplasten van E.coli B werden geincubeerd met 77-deeltjes van
am5 en na 10 min. werd DNA (5 ug/ml) toegevoegd., In de controle expe-
rimenten werd in plaats van DNA 0,01 M fosfaatbhuffer van pH 7,1 toe-

gevoegd.

De zeer lage titers in het controle experiment bij uitzaaien op
E.coli CR63 weerspiegelen het onvermogen van de E.coli B sferoplast om
amb-fagen te produceren. Bij uitzaaien op E.coli B kan men uiteraard
geen vorming van plages verwachten. Uit deze tabel blijkt tevens, dat
onder invloed van DNA van het standaardtype (met het am5+-kenmerk) de
vorming van am5+-fagen plaats vindt, waaruit dus volgt dat ook de am5-
mutant getransformeerd kan worden.

Er is echter een verschil met het rII-systeem: daar kan de Tgy-
mutant zich onbelemmerd in de sferoplast vermeerderen en een groot
aantal nakomelingen leveren, waarvan er enkele eventueel getransfor-
meerd worden door het aanwezige DNA; in het amber systeem echter kan
de am-mutant in de sferoplast geen nakomelingen vormen;, er treedt al-
leen DNA synthese op en daarna stopt de vegetatieve ontwikkeling. In
het controle experiment wordt dan ook geen enkele intacte faag gevon-
den. Het toegevoegde am5+—DNA moet dus ook nog een extra functie ver-
vullen alvorens het aanleiding kan geven tot de vorming van transfor-
manten, namelijk de functie die in de amb geblokkeerd is en die waar-
schijnlijk de synthese van de faagstaart regelt.

Er zijn twee mogelijkheden: 1) het binnenkomende, toegevoegde DNA
van het standaardtype verzorgt eerst de synthese van de faagstaart en
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wordt dan betrokken bij het proces dat leidt tot de vorming van een
genetisch am5+—genoom; 2) het binnenkomende DNA recombineert eerst met
het am5-chromosoom, zodat een am5+-genoom ontstaat en daarna wordt de
functie van staartsynthese verzorgd.

De biologische activiteit van een DNA preparaat kan in dit geval
dus niet uitgedrukt worden als transformatie index, maar het aantal
gevormde am5+-fagen is een maat voor de biologische activiteit. Daar
am5+—fagen met gelijke efficiéntie plages vormen op E.coli B en op
E.coli CR63 zou men gelijke titers verwachten op deze twee stammen.
Uit tabel XIII blijkt echter dat de titer op CR63 ongeveer driemaal zo
hoog is als de titer op B. Er ontstaat dus kennelijk bij de transfor-
matie naast fagen van het standaardtype een nog groter aantal am5-fa-
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Figuur 17

Invloed van de DNA concentratie op de transformatie van de mutant am5,
Sferoplasten van E.coli B98 werden gedurende 10 min. bij 37° geincu-
beerd met 77-deeltjes van amb5, waarna am5+-DNA werd toegevoegd tot de
aangegeven concentraties., Na 3 uur incuberen bij 37° werden de nakome-
lingen uitgezaaid op E.coli B en op E.coli CR63. = a titer op E.coli
B;o
guur 9,

otiter op E.coli CR63; - - - - rII+-titer overgenomen uit fi-
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gen die niet op E.coli B maar wel op E.coli CR63 plages vormen. Men
kan zich voorstellen dat deze zijn ontstaan als gevolgvan fenotypische
menging van de aanwezige faagbestanddelen in de sferoplast van E.coli
B. Immers, het toevoegen van het complementerende am5*-DNA heeft tot
gevolg dat alle faagcomponenten normaal gesynthetiseerd zullen worden.
Tijdens het rijpingsproces, waarbij de DNA moleculen omgeven worden
door een eiwithuid, zal het echter heel goed mogelijk zijn dat DNA mo-
leculen met het am5-kenmerk worden ingebouwd, waardoor naast am5*- ook
een amb-faag zal worden gevormd.

' In figuur 17 is weergegeven de relatie tussen de DNA concentratie
en het aantal gevormde am5*- fagen. Tevens is in deze figuur weergege-
ven het aantal T -fagen dat onder invloed van gelijke concentratles

Tey *_DNA gevormd werd Hieruit blijkt dat het aantal am5* transforman-
ten eerder een verzadigingsniveau bereikt dan het aantal Tgy -trans-
formanten. In de figuur is ook nog de titer op E.coli CR63 weergegeven
(amb- en am5+-fagen); deze is steeds ongeveer driemaal zo hoog als de
titer op E.coli B (am5+-fagen).

In de hierna te beschrijven experimenten werd nog een ander ken-
merk gebruikt, namelijk de rI-eigenschap. De ligging van dit kenmerk
op het chromosoom van T4 is in figuur 16 weergegeven. Mutanten van het
rI-type vormen plages zowel op E.coli B als op E.coli K, en op beide
stammen zijn de plages groot en scherp begrensd; dientengevolge zijn
ze duidelijk te onderscheiden van de plages van het standaardtype. Het
rI-kenmerk is dus niet bruikbaar om selectieve vermeerdering toe te
passen, maar fagen, die dit kenmerk bezitten, zijn direct op de tel-
plaat te herkennen.

DNA, geisoleerd uit een gezuiverd preparaat van een rI-mutant
(r48), werd gebruikt voor de transformatie van Igy- €n van am5-mutan-
ten. r51+-transformanten die tevens het r 4 g-kenmerk bez1tten z1Jn
dus op E.coli K aan hun plagevorm te herkennen en evenzo zijn am5” -
transformanten, die het r48-kenmerk bezitten, op E.coli B en E.coli
CR63 te herkennen. In tabel XIV zijn de resultaten van een dergelijk
experiment weergegeven.

Uit deze waarnemlngen blijkt dat er zowel onder de r51 -transfor-
manten als onder de am5 -transformanten een bepaald percentage aanwe-
zig is dat tevens het r, g-kenmerk bevat. Dit rI-percentage bleek ech-
ter nogal te variéren in de diverse experimenten; voor de Tgy *-trans-
formanten varieerde het van 4-8%, en voor de am5'-transformanten van
20-40%.

Er zijn twee mogelijkheden waardoor de transformanten die het
r48-kenmerk bevatten kunnen ontstaan: 1) met het r51+— respectievelijk
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TABEL XIV

Transformatie van rg,- en am5-mutanten door r48-DNA.

Incubatiemengsel r51+-titer am5+-titer %r 1
sfer. 4+ 7 -Tpy + T o-DNA 2,1x10° 8
51 48 5
sfer. + 7 -amb5 + r48-DNA 2,9x10 33

Sferoplasten van E.coli B werden gedurende 10 min. bij 37° gein-
cubeerd met 77-deeltjes van rg, respectievelijk am5, waarna r, g-DNA
(5 ug/ml) werd toegevoegd. Na 3 uur incuberen bij 37° werden de nako-
melingen getitreerd op E.coli K (r51+-titer) respectievelijk op E.coli
B (am5+-titer). Op de telplaten werden de plages van het standaardtype
en van het rl-type afzonderlijk geteld. De laatste kolom vermeldt het
percentage rI-plages ten opzichte van het totaal aantal plages,

am5+—kenmerk wordt tegelijk het r48-kenmerk van het transformerende
DNA molecule opgenomen in het genoom van de ry,- respectievelijk am5-
mutant; .

2) na de opname van het r51+- respectievelijk am5+-kenmerk van het
transformerende DNA molecule wordt door recombinatie met een ander DNA
molecule het r g-kenmerk opgenomen. In het eerste geval zou men weer
van cotransformanten kunnen spreken, in het tweede geval van dubbel-
transformanten. De situatie is te vergelijken met de transformatie van
de mutant rg;Tg4, Mmaar de afstand tussen de kenmerken is veel groter.
De opzet van het experiment kan zodanig gewijzigd worden dat deze twee
kenmerken van twee verschillende DNA moleculen moeten worden opgenomen.
Dit werd als volgt bereikt: de mutant r,gam5 werd geisoleerd en ge-
kweekt; vervolgens werd hieruit het DNA geisoleerd. Met een mengsel
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cotransformatie dubbeltransformatie

Figuur 18

Voor verklaring zie figuur 15,

T4



van r,
meerd.

Zoals in figuur 18 is weergegeven, kunnen nu alleen maar r48am5+—
transformanten ontstaan na dubbeltransformatie. In tabel XV zijn de
resultaten van dit experiment weergegeven.

8am5—DNA en standaardtype DNA werd de mutant am5 getransfor-

TABEL XV

Resultaten van de transformatie van de mutant am5 volgens
de twee opstellingen zoals aangegeven in figuur 18.

+ .
DNA amb -titer %r1
4
r48-DNA 6,4x10 27
am5r g-DNA + standaardtype DNA 5,1x10% 2,2

Sferoplasten van E.coli B werden geinfecteerd met 77-deeltjes van
amb5 en na 10 min., incuberen bij 37° werden de aangegeven DNA prepara-
ten toegevoegd. Na 3 uur incuberen bij 37° werden de nakomelingen ge-
titreerd op E.coli B en onderzocht op het voorkomen van rI-mutanten.

Uit tabel XV blijkt dat het percentage dubbeltransformanten 2, 2%
bedraagt, een waarde die vergelijkbaar is met die van de dubbeltrans-
formatie van de nauw-gekoppelde kenmerken Igy N Tyy.

TABEL XVI

Transformatie van de mutant am5, waarbij het rI-kenmerk
of op het transformerende DNA molecule ligt, of op het
genoom van het 7-deeltje.

Incubatiemengsel am5+-titer %r1 %rI+
sfer. + 7-amb + r, -DNA 1, 6x10° 24
sfer. + 7-amSr,, + standaardtype DNA 2,5x10° 217

Sferoplasten van E.coli B werden geinfecteerd met 77-deeltjes van
am5 respectievelijk am5r48 en na 10 min, incuberen bij 37° werden de
aangegeven DNA preparaten toegevoegd.
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Nagegaan werd of het verschil maakte of een kenmerk overgedragen
werd in de mutant vorm of in de standaard vorm. De resultaten van een
dergelijk experiment, waarin de ligging van de kenmerken Iyg €N r48+
verwisseld is, zijn weergegeven in tabel XVI. In het eerste experiment
werd de mutant am5r48+ getransformeerd met am5+r48-DNA en in de nakome-
lingen het percentage r,g- fagen bepaald. In het tweede experiment werd
de mutant am5r48 getransformeerd met am5* r, -DNA en in de nakomelin-
gen het percentage r,g -fagen bepaald.

Transformatie van de mutant ambr,g door standaardtype DNA zal in
de meeste gevallen leiden tot de vorming van am5 Tyg” fagen, die op
E.coli B grote plages vormen, terwijl nu de kleine plages cotransfor-
manten representeren. Uit tabel XVI blijkt dat in beide gevallen het
percentage cotransformanten ongeveer gelijk is.

4, Bespreking van de resultaten.

De in dit hoofdstuk beschreven experimenten hadden tot doel ver-
schillende kenmerken in het faagtransformatie systeem te betrekken.
Daarvoor komen in aanmerking die eigenschappen, waarvoor selectiemoge-
lijkheden bestaan en waarvan de mutatie dermate stabiel is, dat het
effect van het toevoegen van DNA niet door een hoge terugmutatiefre-
quentie overheerst wordt. Aan deze eisen voldoen dus een groot aantal
rII-mutanten. De hier gebruikte rII-mutanten vormen een reeks, waarin
de grootte van de mutatie toeneemt en eindigt bij een deletie die het
gehele rII-gen omvat (r1272). Door Nomura en Benzer(71) en Bode(72) is
aangetoond dat deletie mutanten inderdaad een stuk DNA missen, en dat
een deletie niet toe te schrijven is aan een aantal veranderde nucleo-
tiden. De lengte van de r'ijoq9 deletie wordt geschat op ongeveer 2.000
nucleotiden. Het is daarom enigszins onverwacht dat al deze mutanten
met gelijke efficiéntie getransformeerd worden door hetzelfde DNA pre-
paraat. Hierbij moet direct worden opgemerkt dat het moeilijk is voor-
spellingen te doen, zolang het mechanisme van de recombinatie, waar-
door waarschijnlijk de transformanten ontstaan, nog onvoldoende bekend
is. Het zou evenwel een aanwijzing kunnen zijn dat voornamelijk grote
DNA fragmenten kunnen recombineren.

Een andere klasse van mutanten die voor ons doel geschikt is,
wordt gevormd door de amber-mutanten, alhoewel een dubbelmutant ge-
bruikt moest worden om de storende invloed van spontane terugmutaties
te onderdrukken. Door het transformerende DNA molecule te voorzien van
een kenmerk dat de plagemorfologie beinvloedt, bleek het mogelijk na
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te gaan welk gedeelte van de transformanten ook dit kenmerk had opge-
nomen, en of dit geschied was als cotransformatie of door middel van
dubbeltransformatie.

Transformatie van de mutant TgiToy4 door DNA van het standaardtype
levert ongeveer evenveel transformanten van het standaardtype op als
transformatie van de mutanten Tgy of Toge Het is dus redelijk te ver-
onderstellen, dat deze nauw-gekoppelde kenmerken gelijktijdig getrans-
formeerd worden, dat wil zeggen dat het cotransformatie percentage on-
geveer 100% bedraagt. Als de twee kenmerken verder van elkaar verwij-
derd liggen, zoals ryg en am5, dan bedraagt dit percentage 20-40% en
bij nog grotere afstand tussen de kenmerken, zoals bij.r51 en r48,be—
draagt dit percentage 4-8%. Deze percentages gelden voor een DNA con-
centratie van 5 ug/ml. Wordt in al deze gevallen de opstelling zo ge-
kozen dat de kenmerken op twee afzonderlijke DNA moleculen liggen, dan
bedraagt het percentage dubbeltransformanten steeds ca. 2%, onafhanke-
lijk of de kenmerken nauw-gekoppeld of niet-gekoppeld zijn. De vermel-
de percentages voor cotransformaties zijn dus in feite samengesteld
uit cotransformaties en dubbeltransformaties.

Van de bacteriofaag T4 zijn nog meer mutanten bekend die waar-
schijnlijk in dit faagtransformatie systeem gebruikt kunnen worden,
zoals bijvoorbeeld de temperatuurgevoelige mutanten die door Edgar be-
schreven zijn(73) en mutanten die zich kunnen vermeerderen op gasthe-
ren die resistent zijn tegen het standaardtype ("host range" mutanten).
Door geschikte keuzen te maken uit deze mutanten moet het in principe
mogelijk zijn om elk gebied van het T4-chromosoom met behulp van faag-
transformatié te onderzoeken.
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HOOFDSTUK VI

INVLOED VAN HET BREKEN VAN DNA MOLECULEN OP DE BIOLOGISCHE ACTIVITEIT

ie ln]eiding.

Wanneer bij de isolatie van DNA uit de bacteriofaag T4 de nodige
voorzichtigheid betracht wordt is het mogelijk om het totale chromo-
soom als één molecule te isoleren(64). Een dergelijk molecule heeft
een lengte van ongeveer 50 u(74) en een molecuulgewicht dat ca.
130x106 bedraagt (75). Daar een faagdeeltje gemiddeld 4x10% nucleotiden
bevat, stemt de gevonden waarde van 130x10° redelijk overeen met de
totale hoeveelheid genetisch materiaal die in een faagdeeltje aanwezig
is.

Deze grote moleculen zijn zeer gevoelig voor breuk door hydro-
dynamische krachten zoals die bijvoorbeeld optreden bij het roeren van
verdunde DNA oplossingen. Daar in het faagtransformatie systeem met
verdunde DNA oplossingen gewerkt wordt, die bovendien nog met behulp
van een pipgt aan het testsysteem worden toegevoegd, is het zeer waar-
schijnlijk dat de DNA moleculen al enige malen gebroken zijn voor zij
een sferoplast kunnen penetreren. Het is niet alleen van praktisch
belang om te weten in hoeverre deze breuken invloed uitoefenen op de
biologische activiteit, het is tevens interessant om na te gaan bij
welke molecuulgrootte van het DNA het transformerend vermogen verloren
gaat.

Het voorhanden zijn van faagmutanten met verschillende kenmerken
die al of niet ver uiteen liggen op het chromosoom schiep de mogelijk-
heid ook de invloed van het breken van DNA op de transformatie van die
faagmutanten te onderzoeken.

2. Het breken van DNA.
De hier beschreven experimenten werden verricht met DNA prepara-
ten die door een naald van een injectiespuit waren geperst, zoals be-

schreven in Hoofdstuk II, 9.
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Deze wijze van breken werd verkozen boven andere beschikbare
methoden (ultra-sonore trillingen, vernevelen, enzymatische afbraak)
omdat met de spuitmethode ervaring was opgedaan door Dr.J.B.T.Aten
voor wat betreft de invloed op het molecuulgewicht van het aldus be-
handelde materiaal (76). Bovendien is de spreiding in de grootte van de
DNA fragmenten kleiner dan bij toepassing van de andere genoemde me-
thoden.

Ter nadere karakterisering van de op deze wijze gebroken DNA
moleculen werd de techniek van zone-centrifugeren in een sucrose-gra-
diént toegepast.* Hieruit bleek dat deze preparaten een gewichtsgemid-
deld molecuulgewicht hadden van 4 & 5x10%. Een voorbeeld van een sedi-
mentatie patroon is weergegeven in figuur 19a.

3. Invioed van het breken van DNA op de overdracht van één kenmerk.

Nagegaan werd hoe groot de invloed van breuk is op het vermogen
van DNA om de faagmutanten Isyr Tygqq €0 amd te transformeren tot faag
van het standaardtype. Voor dit experiment werd DNA gebruikt dat ge-
isoleerd was uit het standaardtype faag en volgens de onder 2 beschre-
ven methode gedegradeerd was tot een gewichtsgemiddeld molecuulgewicht
van 4 &4 5x105. Uit tabel XVII blijkt dat de biologische activiteit
wisselvallig was.

TABEL XVII

Afname van de biologische activiteit ten gevolge van
het breken van DNA moleculen

kenmerk overblijvende biologische activiteit
+
Tey 100% - 60%
+
Tya72 40% - 5%
am5% 30% - 10%

Oplossingen van DNA van het standaardtype (5 pg/ml) werden door
een injectienaald geperst, De biologische activiteit van dit materiaal
werd vergeleken met die van onbehandelde preparaten,

*(Veel dank ben ik verschuldigd aan Drs. G.P. van der Schans, van
wiens ervaring en kennis ik mocht profiteren.)
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Figuur 19

a, Het centrifugeren in een sucrose-gradiént van gebroken en met 32P
gemerkt DNA van het standaardtype gedurende 16 uur bij 19,000 omwente-
lingen per min. en bij een temperatuur van 5°. Er werd 0,5 ml van de
DNA oplossing (80 ug/ml) op de gradiént gebracht. De radioactiviteit

van de afzonderlijke fracties werd bepaald en daarna werdende fracties
32
P

gedialyseerd en werd de biologische activiteit bepaald, ° o
(tellen/min. /0,1 ml); a

van de molecuulgewichten over de fracties (deze werden berekend door

atransformatie index; - - - - verdeling

Drs,G.P. van der Schans); b0 waarde van de biologische activiteit van
een niet-gebroken maar verder op identieke wijZe behandeld DNA prepa-
raat, (Het centrifugeren geschiedde in de SW25 rotor van de Spinco L,)

b. Het centrifugeren in een sucrose-gradieént van de fracties 9 en 17
uit figuur 19a gedurende 15 uur bij 20.000 omwentelingen per min. en
bij 5%, o o32p (tellen/min./0,1 ml),
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Het bleek echter steeds dat de biologische activiteit ten aanzien
van het r1272*-kenmerk gevoeliger was voor deze behandeling dan in het
geval van het r51+-kenmerk. Dit is begrijpelijk gezien het verschil in
grootte tussen het r51+— en het r1272+—kenmerk. Verder blijkt uit de
tabel dat bij transformaties, uitgevoerd met behulp van de mutant Tgy,
de biologische activiteit van een DNA preparaat vrij ongevoelig is
voor het uiteenvallen in brokstukken tijdens de manipulaties.

Getracht werd een relatie aan te tonen tussen het molecuulgewicht
en de biologische activiteit van gebroken DNA. Het op de boven be-
schreven wijze gedegradeerde materiaal is echter nogal heterogeen van
samenstelling. Daarom werd het volgende experiment uitgevoerd. Een met
32p gemerkt preparaat van DNA van het standaardtype (80 ug/ml) werd
door de spuit geperst en daarna gecentrifugeerd in een sucrose-gra-
diént. Na afloop werd de inhoud van de centrifugebuis in bovenwaartse
richting uit de¢ buis gestuwd waarbij fracties van 0,5 ml werden opge-
vangen; fractienumero 1 is dus afkomstig uit het gebied van de menis-
cus. De fracties die DNA bevatten, zoals werd geconstateerd op grond
van de 32P-activiteit, werden gedialyseerd tegen 0,01 M fosfaatbuffer
van pH 7,1. Hierna werd door verdunnen de DNA concentratie (berekend
op basis van het 32P-gehalte) in de fracties gelijk gemaakt. Vervol-
gens werd de biologische activiteit van het DNA in de diverse fracties
bepaald door middel van de transformatie van de faagmutant Igy. De re-
sultaten zijn weergegeven in figuur 19a. Uit deze figuur blijkt dat de
biologische activiteit begint af te nemen als het gewichtsgemiddeld
molecuulgewicht van het DNA molecule kleiner wordt dan 8x10%, Deze af-
name gaat vrij snel, zodat bijvoorbeeld de biologische activiteit van
DNA met een gewichtsgemiddeld molecuulgewicht van 3 & 4x108 ongeveer
10 maal kleiner is.

Om aan te tonen dat er tijdens het centrifugeren in de gradiént
inderdaad fractionering had plaats gevonden werden twee fracties (no.9
en 17) gemengd en opnieuw gecentrifugeerd, Het resultaat is weergegeven
in figuur 19b, waaruit blijkt dat de moleculen in deze fracties duide-
lijk verschillen in het gewichtsgemiddeld molecuulgewicht.

4. Invloed van het breken van DNA op de overdracht van twee kenmerken.

De invloed van het breken van DNA moleculen komt duidelijk tot
uiting bij de cotransformatie. Onderzocht werd wat de invloed is van
degradatie van DNA, geisoleerd uit de mutant r,g. Oop de transformatie
van de mutant ry, tot de cotransformant r51+r48.
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TABEL XVIII

Invloed van het breken van DNA op het percentage cotransformanten.

Exp. DNA rItt-titer %rI ril-titer
1 onbehandeld 2,1x10° 8 3,0x10°

gebroken 7, 0x10% i,1 3,5x10?

2 onbehandeld 1, 2x10° 3,1 2,5x10%

gebroken 8,0x10% 0,9 3,0x10?

3 onbehandeld 1,2x10° 4 2, 7x10?

gebroken 1,5x10° 1,1 3, 8x10?

r48-DNA (5 ng/ml) werd gefragmenteerd en daarna toegevoegd aan
sferoplasten van E.coli B98, die geinfecteerd waren met 77-deeltjes van
r51. Na 3 uur incuberen bij 37° werd het lysaat uitgezaaid op E.coli B
(om de totale faagopbrengst te bepalen) en op E.coli K, Alle plages op
K zijn afkomstig van r51+-transfor2anten. De zich hieronder bevindende
grote plages zijn van het type r51 r48.

TABEL XIX

Invloed van het breken van DNA op het percentage cotransformanten.

Exp. DNA am5*-titer %rl
1 onbehandeld 1,0x10° 43
gebroken 2, 8x10% 1,9
2 onbehandeld 3,3x10° 47
gebroken 4,5x10% 1,2
3 onbehandeld 5,9x10° 30
gebroken 8,5x10% 2

Gebroken r48-DNA (5 ng/ml) werd toegevoegd aan sferoplasten van
E.coli B98, die geinfecteerd waren met 7/-deeltjes van am5. Na 3 uur
incuberen bij 37° werd het lysaat uitgezaaid op E.coli CR63 en op
E.coli B. Alle plages op B zijn afkomstig van am5+-transformanten. De
zich hieronder bevindende grote plages zijn van het type am5+r48,
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Uit tabel XVIII blijkt dat degradatie het percentage cotransfor-
manten doet dalen van gemiddeld 5% tot gemiddeld 1%. Deze 1% moet waar-
schijnlijk worden toegeschreven aan de gevormde dubbeltransformanten
(zie Hoofdstuk V).

In een soortgelijk experiment werd de invloed nagegaan van het
breken van DNA, geisoleerd uit de faagmutant ryg» OD de transformat1e
van de mutant am5 tot de cotransformant am5 Tyg: De kenmerken am5 en

11ggen dichter bij elkaar op het chromosoom dan de kenmerken r51+
en r48.

Uit tabel XIX blijkt dat de biologische activiteit van DNA ten
aanzien van de transformatie van de faag amb tot de faag am5% door het
fragmenteren afneemt tot 10-30% van de oorspronkelijke waarde en dat
het percentage cotransformanten (am5+r48) afneemt van gemiddeld 40%
tot 1,7%. Zoals in Hoofdstuk V is uiteengezet, is deze 1,7% te verkla-
ren uit het optreden van dubbeltransformaties.

5. Bespreking van de resultaten.

Eén van de doelstellingen die geleid hebben tot de ontwikkeling
van het faagtransformatie systeem was de noodzaak bij het onderzoek
naar het verband tussen de chemische structuur en de biologische acti-
viteit van DNA over een methode te beschikken waarmede de laatstge-
noemde grootheid bepaald zou kunnen worden. Nu is het wenselijk en
waarschijnlijk zelfs noodzakelijk om dit chemische onderzoek te ver-
richten met zo klein mogelijke DNA moleculen. Met behulp van transfor-
matie van fagen met puntmutaties of kleine deleties zou het in prin-
cipe mogelijk moeten zijn om de biologische activiteit van kleine DNA
moleculen, met een lengte van enkele nucleotiden, aan te tonen.

Uit de voorgaande experimenten blijkt echter dat dit vooralsnog
onmogelijk is, en de situatie ziet er in deze nogal somber uit, daar
zelfs fragmenten met een molecuulgewicht van ongeveer 108 (dat wil
zeggen ongeveer 1.500 nucleotidenparen) nog slechts een zeer geringe
biologische activiteit vertonen.

De verlaging van de biologische activiteit ten gevolge van breuk
kan onder andere de volgende oorzaken hebben:

1) kleine DNA brokstukken zijn niet in staat een sferoplast binnen te
dringen;

2) kleine DNA brokstukken kunnen niet recombineren met het chromosoom
van de met ureum behandelde mutant.
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Bij bacterietransformatie, waar het transformerend vermogen van
DNA moleculen ook verloren gaat ten gevolge van breuk, wordt dit door
de onderzoekers toegeschreven aan het onvermogen van de fragmenten om
te adsorberen aan receptoren in de celwand van de bacterie(77,78).

Er zijn met het faagtransformatie systeem nog geen experimenten
verricht die tot doel hadden de opname van faag DNA door sferoplasten
te bestuderen, zodat op dit moment nog niet vastgesteld kan worden of
het niet waarnemen van biologische activiteit van kleine brokstukken
toe te schrijven is aan het onvermogen tot penetratie, of dat de moge-
lijkheid‘got recombinatie niet meer bestaat.

Uit de weergegeven experimenten blijkt dat het r1272+ -kenmerk ge-
voeliger is voor de breuk veroorzakende schuifspanningen dan het ry +
kenmerk, terwijl het am5 ~kenmerk een 1ntermed1a1re positie 1nneemt
Voor deze grotere gevoeligheid van het r1272 -kenmerk zijn onder meer
de volgende oorzaken aan te wijzen. De grootte van het r1272+-kenmerk,
dat het gehele rII-gen omvat, bedraagt naar schatting 1% van het to-
tale chromosoom, dat wil zeggen overeenkomend met een molecuulgewicht
van circa 1,3x106. Voor de transformatie van de mutant Tigny 18 het
dus noodzakelijk dat een DNA fragment met een molecuulgewicht van min-
stens 1, 3x106 opgenomen wordt. Van de brokstukken met een gewichts-
gemiddeld molecuulgewicht van 4 & 5x10°% die afkomstig zijn uit dat ge-
bied van het chromosoom dat het rII-gen bevat, zal circa 30% slechts
een gedeelte van het r1272+-kenmerk bevatten en dientengevolge de mu-
tant Tigq2 niet kunnen transformeren. Bovendien 1lijkt het aannemelijk
dat voor de reactie waarbij een transformant ontstaat uit een deletie-
mutant een veel groter DNA fragment nodig is dan overeenkomt met de
grootte van het kenmerk, zodat deze 30% slechts het minimum aangeeft.

Het experiment dat weergegeven is in figuur 19a doet de vraag
rijzen of aan de molecuulgrootte van biologisch actieve DNA moleculen
een ondergrens gesteld is van bijvoorbeeld 8x10%. De biologische acti-
viteit van materiaal in fracties met een nominaal lager molecuulge-
wicht zou dan toegeschreven moeten worden aan de aanwezigheid van gro-
te moleculen. Deze aanwezigheid blijkt uit de verdeling die verkregen
wordt na opnieuw centrifugeren van de fracties 9 en 17; de pieken zijn
breder dan men op grond van de aanwezigheid van homogeen materiaal zou
mogen verwachten. De verdeling over de fracties van moleculen met een
bepaald molecuulgewicht is complex in bovengenoemd experiment; het is
dan ook met de beschikbare gegevens niet mogelijk een eventuele onder-
grens te berekenen.

Het is echter ons inziens niet onredelijk om te veronderstellen
dat moleculen met een molecuulgewicht van circa 2-8x10% toch een, zij
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het ook lagere, specifieke biologische activiteit bezitten. Uit reeds
eerdef gepubliceerde(23) en andere, hier niet vermelde, experimenten
bleek dat preparaten van DNA fragmenten met een molecuulgewicht vari-
erend van 0,5—3x106, die als "tamelijk homogeen" beschouwd konden wor-
den, een duidelijk aantoonbaar transformerend vermogen bezaten.

Dat het percentage cotransformanten sterk verlaagd is bij gebruik-
van DNA fragmenten is geheel volgens de verwachting. Als bijvoorbeeld
de beide kenmerken Tyg €N am5* zich in één fragment zouden bevinden
impliceert dit op grond van de chromosoomkaart een molecuulgewicht van
15-20x10%. Moleculen van deze grootte zijn waarschijnlijk niet of nau-
welijks aanwezig in de preparaten met gebroken moleculen. De kans, dat
een molecule van deze grootte beide kenmerken bevat, is klein. Trans-
formanten die de beide kenmerken bevatten zijn dan ook waarschijnlijk
ontstaan uit dubbeltransformaties van de mutant door DNA fragmenten.

Niettemin is bovenstaande waarneming nog eens een demonstratie
van het feit dat genetische eigenschappen in gekoppelde toestand kun-
nen voorkomen en dat deze koppeling door mechanische breuk teniet ge-
daan kan worden.
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HOOFDSTUK VI

INVLOED VAN HITTE-DENATURATIE OP DE
BIOLOGISCHE ACTIVITEIT VAN Tu-DNA

le Inleiding.

Indien een DNA oplossing tot boven een bepaalde temperatuur wordt
verhit, worden de waterstofbindingen, die de complementaire basen in
de heide strengen met elkaar verbinden, verbroken. Bij deze vorm van
denaturatie worden de dubbelstreng moleculen, die zich in oplossing
gedragen als enigszins stijve, wormachtige ketens, veranderd in enkele
strengen, die de vorm aannemen van losse kluwens. Vooral door het on-
derzoek van Doty en Marmur is een dieper inzicht verkregen in het me-
chanisme van deze denaturatie. Voor een overzicht van dit werk zij
verwezen naar Marmur c.s. (79). Het optreden van deze denaturatie kan
op eenvoudige wijze geconstateerd worden doordat met het wegvallen van
de waterstofbruggen het ultraviolet-absorptiespectrum van de basen
verandert. Dit leidt tot een toename van de absorptie bij 260 mu. Deze
toename noemt men het hyperchrome effect. De temperatuur waarbij 50%
van het maximale hyperchrome effect bereikt wordt noemt men de smelt-
temperatuur en wordt aangeduid als Tm. De Tm is onder meer afhankelijk
van de basensamenstelling van de moleculen en van de ionensterkte van
de oplossing.

Het gevolg van denaturatie voor de biologische activiteit van DNA
in het bacterietransformatie systeem was reeds eerder onderzocht. Het
bleek dat het transformerend vermogen van gedenatureerd DNA nog enkele
procenten bedroeg van dat van natief DNA.

Als een oplossing, die gedenatureerde DNA moleculen bevat, enkele
uren bij een temperatuur gehouden wordt die ongeveer 25° lager is dan
de smelttemperatuur, en wanneer tevens de zoutconcentratie voldoende
hoog is (0,3-0,5 M NaCl), dan neemt men een geleidelijke daling waar
van de absorptie bij 260 mu; kennelijk worden er weer waterstofbruggen
gevormd. Dit proces noemt men renaturatie.

Men stelt zich hierbij voor dat de enkelstreng moleculen met el-
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kaar in interactie treden, waarbij kernen met een dubbelstreng struc-
tuur ontstaan, die zich geleidelijk uitbreiden, door een soort rits-
sluiting reactie, tot vrijwel het gehele molecule weer een dubbel-~
streng structuur heeft aangenomen.

Bij gebruik van bacterie-transformerend DNA gaat dit tevens ge-
paard met een terugkeer van de biologische activiteit tot ongeveer 40%
van de oorspronkelijke waarde(80).

Daar in het hier beschreven faagtransformatie systeem ook met
dubbelstreng DNA gewerkt wordt, is het interessant om na te gaan op
welke wijze hier de biologische activiteit beinvloed wordt door dena-
turatie en renaturatie van het DNA.
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Relatie tussen de biologische activiteit en de concentratie van DNA in
natieve en gedenatureerde toestand, Sferoplasten werden geincubeerd
met 77-deeltjes van rg; en daarna werd rII+-DNA toegevoegd tot de aan-
s gedenatureerd DNA,

gegeven concentraties, a———s natief DNA; a
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2. Faagtransformatie met gedenatureerd DNA.

De denaturatie werd als volgt uitgevoerd: een buisje, bevattende
3 ml van een DNA oplossing (5 png/ml) in 0,01 M fosfaatbuffer van pH 7,1
werd gedurende 10 min. in kokend water gehouden, waarna de inhoud uit-
gegoten werd in een bekerglas dat in ijswater stond. Een lage zout-
concentratie van de DNA oplossing en een snelle afkoeling zijn vereist
om de renaturatie van DNA moleculen tot een minimum te beperken.

In figuur 20 is weergegeven de relatie tussen de biologische ac-
tiviteit en de concentratie van DNA in de natieve zowel als in de ge-
denatureerde toestand. Uit deze figuur blijkt het volgende:

1) gedenatureerd DNA heeft een lagere biologische activiteit dan niet-
gedenatureerd DNA;

2) de concentratiewerkingscurve van gedenatureerd DNA verloopt minder
steil dan die van natief DNA; voor het lineaire gedeelte van deze cur-
ve geldt dat de daling van de biologische activiteit als gevolg van
verhitting sterker wordt bij toename van de DNA concentratie.

In tabel XX zijn de resultaten vermeld van een aantal experimen-
ten waarin de invloed werd nagegaan van denaturatie opde transformatie
van de mutant Tgy en op die van de mutant am5. Daarbij werd tevens
bestudeerd of de grootte van het DNA molecule nog een rol speelt bij
het door de denaturatie veroorzaakte effect.

TABEL XX

Biologische activiteit van DNA na denaturatie ten
opzichte van die van niet-gedenatureerd DNA.

+ +
DNA Tgy -kenmerk am5 -kenmerk
niet-gebroken 3-12% 6-11%
gebroken 20-40% * 10-30% *

De DNA concentratie bedroeg steeds 5 ug/ml. Het gewichtsgemiddeld
molecuulgewicht van het gebroken DNA bedroeg 4 a 5x106. *Deze percen-
tages zijn berekend ten opzichte van de biologische activiteit van ge-
broken, niet gedenatureerde DNA moleculen.

Uit deze gegevens blijkt, dat de afname van de biologische acti-
viteit ten gevolge van denaturatie voor het r51+- en het am5"-kenmerk
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even groot is; de spreiding in de resultaten is echter aanzienlijk. De
afname van de biologische activiteit ten gevolge van denaturatie blijkt
voor DNA fragmenten geringer te zijn dan voor niet-gebroken DNA.

De grote invloed van verhitting op de biologische activiteit van
DNA was aanleiding om te onderzoeken of er een verband bestond tussen
de afname van de biologische activiteit en de mate waarin het DNA op
grond van het vertoonde hyperchrome effect als gedenatureerd beschouwd
kon worden.
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Relatie tussen de temperatuur waarbij het DNA verhit is geweest en de
biologische activiteit, Monsters van 3 ml bevattende 5 pg/ml in 0,01 M
fosfaatbuffer van pH 7,1 werden gedurende 15 min. bij de aangegeven
temperatuur verhit en daarna snel afgekoeld, Van deze preparaten werd
de biologische activiteit voor het r51+-kenmerk bepaald, &

gemeten bij de desbe-

a.trans-
formatie index (c); e e hyperchroom effect,

treffende temperatuur (a); «x x hyperchroom effect, gemeten na af-

koeling van de monsters (b),

In figuur 21 zijn twee smeltcurven afgebeeld, a en b, die de re-
latie weergeven tussen het hyperchrome effect en de temperatuur. Curve
a is een normale smeltcurve, waarbij het hyperchrome effect werd ge-
meten bij de aangegeven temperatuur, terwijl curve b het hyperchrome
effect weergeeft na snel afkoelen van monsters die verhit waren ge-
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weest tot de op de horizontale as aangegeven temperatuur. Van de
laatstgenoemde monsters werd tevens de biologische activiteit bepaald
(curve c).

Uit het verloop van de curven b en ¢ blijkt dat gedeeltelijk ge-
denatureerde DNA moleculen, die na afkoeling weinig hyperchroom effect
meer vertonen, toch een sterk verlaagde biologische activiteit bezit-
ten. Er blijkt echter wel een nauwe samenhang te bestaan tussen de af-
name in biologische activiteit en de toename in hyperchroom effect,
gemeten bij de desbetreffende temperatuur.

Verder werd nagegaan welke invloed denaturatie had op het vermo-
gen van r,.-DNA om de fagen am5 en rg, te transformeren tot de cotrans-

+ +
formanten am5 Iyg €0 Tgy T 0.

TABEL XXI

Invloed van denaturatie op het percentage cotransformanten.

+ +
Exp. DNA %am5 L %r51 Ty4s
1 r g-DNA 29 3,3
idem-gedenatureerd 2 <0,186
2 r48-DNA 3
idem-gedenatureerd <0,27
3 r48-DNA 30
idem-gedenatureerd 1,4

r48—DNA (5 ug/ml) werd gedurende 10 min, bij 100° verhit en daar-
na snel gekoeld; vervolgens werd dit DNA toegevoegd aan sferoplasten
die geinfecteerd waren met 77-deeltjes van de mutant am5 respectievelijk
r51. Na incubatie werd in de nakomelingen het aantal am5+r48- respec-

X A +
tievelijk Tsy r48-fagen bepaald.

Tengevolge van de denaturatie was het totaal aantal transforman-
ten verlaagd tot 5 & 10% van het aantal dat verkregen was met natief
DNA (overeenkomend met de gegevens uit tabel XX). Uit tabel XXI blijkt
dat het percentage cotransformanten dat zich onder deze nakomelingen
bevond sterk verminderd was. Als de denaturatie alleen het transfor-
merend vermogen van het DNA zou beinvloeden, zou men voor de cotrans-
formanten de oorspronkelijke percentages mogen verwachten.

Uit bovenstaande experimenten komt duidelijk tot uiting dat door
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verhitting de biologische activiteit van DNA aanzienlijk verlaagd
wordt. Omdat in het bacterietransformatie systeem het door denaturatie
verloren gegane transformerend vermogen van DNA voor een groot deel
hersteld kan worden door renaturatie van het DNA, werd een dergelijk
experiment uitgevoerd met het faagtransformatie systeem.

Gedenatureerd DNA van het standaardtype werd onderworpen aan re-
naturatie omstandigheden; nagegaan werd wat de invloed hiervan was op
de biologische activiteit. De resultaten van enkele experimenten zijn
weergegeven in tabel XXII.

TABEL: XXII

Invloed van renaturatie op de biologische activiteit.

Exp. 1 Exp. 2
DNA T. 1. (x10%) % T, 1, (x10%) %
natief 113 100 286 100
gedenatureerd 15 13 34 12
gerenatureerd 10,6 9,4(5,4) 30 10,5(7)
controle (4 wur 58°) 198 170 425 150

DNA (5 upg/ml) in 0,3 M NaCl1-0,03 M Na-citraat werd gedurende 10
min. bij 100° verhit en daarna snel afgekoeld., Een gedeelte werd lang-
zaam afgekoeld tot 58° en 4 uur bij deze temperatuur gehouden. De con-
trole werd niet gedenatureerd, maar wel 4 uur bij 58° gehouden. Na
dialyse tegen 0,01 M fosfaatbuffer van pH 7,1 werd de biologische
activiteit ten aanzien van het r51+-kenmerk bepaald, De tussen haakjes
weergegeven percentages Zijn berekend op de transformatie index (T.I.)
van de controle.

Uit deze resultaten blijkt dat renaturatie geen of slechts een
verlagende invloed uitoefent op de biologische activiteit. Het is op-
vallend dat de transformatie index van een DNA preparaat dat 4 uur bij
een temperatuur van 58° is geweest hoger is dan die van een onbehan-
deld preparaat. Een zelfde effect werd waargenomen door Brody c.s. (20)
voor de infectiviteit van A-DNA. Men dient echter te bedenken dat het
niet geheel gerechtvaardigd is de overige resultaten op deze controle
te betrekken, aangezien in het experiment de invloed van het verblij-
ven bij 58° zich ook tot gedenatureerde moleculen uitstrekt, terwijl
in de controle alleen natieve moleculen aanwezig zijn.
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Zoals reeds is vermeld zijn alle in dit proefschrift beschreven
experimenten uitgevoerd volgens methode 14 van Hoofdstuk III. Hiernaast
is tiidens de ontwikkeling van dit testsysteem een groot aantal ex-
perimenten, die betrekking hadden op de invloed van denaturatie op de
biologische activiteit, verricht volgens methode 8; daarmee werden ge-
heel andere resultaten verkregen. Uit deze experimenten bleek namelijk,
dat gedenatureerd DNA een 5 & 10 maal hogere biologische activiteit
vertoonde dan natief DNA en dat deze stijging gecorreleerd was met een
toename in de absorptie van licht met een golflengte van 260 mu(81).
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Relatie tussen de biologische activiteit van rII+-DNA en de tempera-
tuur waarbij het DNA verhit is geweest, bepaald volgens twee verschil-
lende testmethoden. o
de 8 van Hoofdstuk III; a
figuur 21,

o transformatie index bepaald volgens metho-

s transformatie index overgenomen uit

In figuur 22 is een dergelijk experiment weergegeven, waarin tevens de
curve van de biologische activiteit uit figuur 21 is opgenomen. De ocor-
zaak van het tegengestelde effect van verhitten op de biologische
activiteit, gemeten volgens deze twee testsystemen, is niet opgehel-
derd. Nadat de volgens methode 8 verrichte experimenten over de invloed
van denaturatie op de biologische activiteit van DNA waren afgesloten,
werd de aandacht geconcentreerd op andere problemen. Toen later in een
veranderd testsysteem het verschil in biologische activiteit van na-
tief en gedenatureerd DNA weer onderzocht werd, kwam de bovengenoemde
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verandering aan het licht. Uit figuur 22 blijkt dat de hoogste waarde
voor de biologische activiteit, verkregen volgens methode 8, nog al-
tijd kleiner is dan de laagste waarde bepaald volgens de nieuwere me-
thode. Het testsysteem volgens methode 8 was veel minder efficiént dan
het nieuwe systeem, en misschien heeft deze lage efficiéntie zich
juist doen gelden ten aanzien van het natieve DNA. Hoe dan ook, dit is
een duidelijke demonstratie van het feit dat uitspraken over de bio-
logische activiteit van T4-DNA zeer afhankelijk kunnen zijn van het
gebruikte testsysteem.

3. Bespreking van de resultaten.

In de beschreven experimenten wordt aangetoond dat denaturatie
van DNA moleculen leidt tot een verlaging van de biologische activi-
teit tot ongeveer 10% van de oorspronkelijke waarde.

De vraag is of deze overblijvende 10% het gevolg is van moleculen
die niet gedenatureerd zijn (hitte-resistent) of dat ook enkelstreng
moleculen biologisch actief zijn, zij het in mindere mate. Dezelfde
situatie doet zich voor bij transformerend bacterie DNA, dat na dena-
turatie nog 1-5% van zijn transformerend vermogen behoudt. Hierbij be-
staat nog onzekerheid of deze overblijvende activiteit toegeschreven
moet worden aan gedenatureerde moleculen, of dat gedeeltelijk gerena-
tureerde moleculen hiervoor verantwoordelijk zijn.

Bij de hier beschreven methode van denatureren is het niet erg
waarschijnlijk dat de DNA moleculen in hun natieve toestand blijven,
of na afkoeling renatureren, en het is dan ook onwaarschijnlijk dat de
overblijvende 10% biologische activiteit aan natieve moleculen toe te
schrijven zou zijn.

Uit figuur 21 blijkt dat er een duidelijke correlatie is tussen
het optreden van denaturatie, gemeten als extinctietoename bij de aan-
gegeven temperatuur, en de afname van de biologische activiteit. Bo-
vendien blijkt dat gedeeltelijk gedenatureerde DNA moleculen, die na
afkoeling nog slechts een gering hyperchroom effect vertonen, toch een
verlaagde biologische activiteit bezitten.

Blijkbaar hebben deze moleculen niet hun oorspronkelijke vorm
teruggekregen, maar bezitten zij een structuur die ongunstig is voor
het optreden van transformatie. Men zou hier kunnen denken aan mole-
culen waarin een zekere mate van intrastreng renaturatie heeft plaats
gevonden.
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Bij gebruik van gedenatureerd DNA in het transformatie proces
blijkt het aantal cotransformanten sterk verlaagd te zijn. Men zou
Zich kunnen voorstellen dat tijdens de denaturatie het DNA molecule
in kleine stukken uiteenvalt, waardoor de kenmerken gescheiden kunnen
worden; de kans hierop is des te groter naarmate zij op grotere af-
stand van elkaar gelegen zijn. Davison c.s. (82) postuleert dater op
verschillende plaatsen in het DNA molecule enkelstreng breuken voor-
komen in beide strengen. Deze breuken zullen weinig invloed hebben op
de koppeling van twee kenmerken, zolang het molecule door waterstof-
bruggen intact gehouden wordt. Na denaturatie zullen er echter gebro-
ken enkelstrengen ontstaan, met het gevolg dat twee kenmerken, die op
één molecule liggen, gescheiden kunnen worden.

De meeste onderzoekers(83-85) komen echter tot de conclusie, dat
het mogelijk is na denaturatie complete enkelstreng DNA moleculen te
verkrijgen, hetgeen dus betekent dat enkelstreng breuken in het DNA
molecule van T2 of T4 niet voorkomen. In dit geval blijft de mogelijk-
heid dat in het sferoplastpreparaat zoveel DNA-ase activiteit aanwezig
is, dat enkelstreng moleculen al diverse malen doorgeknipt zijn alvo-
rens zij op de juiste plaats zijn om te kunnen recombineren.

Het onderwerpen van gedenatureerd DNA aan renaturerende omstan-
digheden heeft geen enkele invloed op de biologische activiteit. Dit
is in tegenstelling met de renaturatie van transformerend bacterie
DNA, waar renaturatie juist een terugkeer van de biologische activiteit
tot gevolg heeft. Voor deze discrepantie is op dit ogenblik moeilijk
een verklaring te geven; mogelijk worden voor bacterietransformatie
geheel andere eisen aan het DNA gesteld dan voor faagtransformatie.
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HOOFDSTUK VI |

INVLOED VAN MUTAGENE AGENTIA OP DE BIOLOGISCHE ACTIVITEIT

le Invioed van UV bestraling.

Het is een bekend verschijnsel dat. bacterién en virussen geinac-
tiveerd worden door UV bestraling. Daar het absorptiespectrum van nu-
cleinezuren voor het ultraviolette gebied ongeveer samenvalt met het
actiespectrum van dit licht voor wat betreft de inactiveringvan micro-
organismen, is het waarschijnlijk dat beschadiging van DNA (en/of RNA)

fractie plagevormende fagen

T T T 1
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uv dosis (erg/mm?)

Figuur 23

Overlevingscurve van de bacteriofaag T4 van het standaardtype na UV
bestraling.
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de oorzaak is van deze inactivering. Men heeft ontdekt dat in een wa-
terige oplossing van thymine in bevroren toestand onder invloed van UV
bestraling thyminedimeren gevormd worden(86,87). Bestraling van DNA
leidt ook tot de vorming van thyminedimeren in het DNA molecule(88).
Dimerisatie van thymine is echter niet de enige verandering die door
UV bestraling in DNA wordt geinduceerd. Bekend zijn onder andere nog
de dimerisatie van cytosine en hydrateringsreacties bij uracil en cy-
tosine.

In dit hoofdstuk zullen enkele experimenten beschreven worden
waarin de invloed van UV bestraling op de biologische activiteit van
T4-DNA, zoals deze bepaald wordt in het faagtransformatie systeem,
vergeleken werd met de invloed van UV bestraling op het plagevormend
vermogen van de bacteriofaag T4. De UV bestraling werd uitgevoerd zo-
als is beschreven in Hoofdstuk II. Na bestraling van een suspensie van
T4-faag met toenemende doses UV werd de titer van de bestraalde sus-
pensie bepaald.

In figuur 23 is de relatie tussen de UV dosis en de overleving
van T4-fagen weergegeven. De uit deze experimenten berekende dosis van
bestraling waarbij 37% overleving wordt verkregen (de zogenaamde "mean
lethal dose", MLD, de dosis waarbij de fagen gemiddeld één letale
treffer hebben ontvangen) bedraagt 50 erg/mmz. Deze waarde is redelijk
in overeenstemming met de door Cavilla en Johns(89) gepubliceerde
waarde van 51,8 erg/mm2. *

Vervolgens werd de invlioed van UV bestraling op de biologische
activiteit van T4-DNA bestudeerd. In figuur 24 is het resultaat weer-
gegeven van een experiment, waarin de overleving van het r51+- en het
r1272+-kenmerk bepaald werd als functie van de UV dosis die het DNA
ontvangen heeft. Tevens is, ter vergelijking, de inactiveringscurve
van de bacteriofaag T4 voor hetzelfde dosisgebied in deze figuur op-
genomen,

De op DNA betrekking hebbende inactiveringscurven vertonen een
samengestelde vorm. Bovendien blijkt dat de grootte van het kenmerk
zich weerspiegelt in de gevoeligheid voor UV inactivering; het grotere
r1272+-kenmerk is gevoeliger voor UV bestraling dan het kleinere r51+-
kenmerk.

* De in de literatuur gepubliceerde waarden voor de MLD van T4 voor UV
lopen nogal uiteen, Adams(90) geeft voor T2 een waarde van 50 erg/mm
op en aangezien T2 ongeveer tweemaal gevoeliger is voor UV dan T4
zou dit voor T4 een MLD van circa 100 erg/mm? opleveren. Andere ge-
publiceerde waarden zijn 28,3 erg(91), 40 erg(92,93) en 45 erg(94).
Deze verschillen kunnen waarschijnlijk toegeschreven worden aan het
gebruik van verschillende stralingsbronnen,
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De vorm van deze inactiveringscurven is waarschijnlijk als volgt
te verklaren(95,96). Het verschijnen van de kenmerken rg; en r1272+
in de nakomelingen is eigenlijk een vorm van "marker rescue". Met deze
term wordt het verschijnsel aangeduid dat onder de fagen geproduceerd
door bacterién, die geinfecteerd werden met een mengsel van fagen van
twee genetisch verschillende typen, en waarbij het éne type geinacti-
veerd is, terwijl het andere type actief is, faagdeeltjes voorkomen
die de genetische kenmerken van het geinactiveerde type vertonen. Ook
bij-de door ons uitgevoerde inactiveringsexperimenten worden kenmerken
"gered" die zich op DNA moleculen bevinden die door UV bestraling be-
schadigd zijn. Zelfs faagtransformatie met niet-bestraald DNA is als
een vorm van "marker rescue" te beschouwen, omdat geisoleerd DNA
alléén niet in staat is in een sferoplast nakomelingen te vormen, maar

wel om één of meer van zijn kenmerken over te dragen aan het chromo-
soom van een 77-deeltje.
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Figuur 24

Invlioed van UV bestraling op de biologische activiteit van DNA voor

+ +
wat betreft de kenmerken Tpy N Tyjonmg o DNA werd bestraald in een
concentratie van 5 pg/ml. o

+
ooverleving van het Tgq -kenmerk;
[a]

o overleving van het r1272+-kenmerk; - - - - overleving van het
plagevormend vermogen van T4-fagen,

Als de veronderstelling, dat "marker rescue" tot stand komt door

genetische recombinatie, juist is, dan geschiedt waarschijnlijk ook de
faagtransformatie door middel van recombinatie.
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Als een DNA oplossing bestraald wordt, zullen de letale treffers
(Eng.: hits) over willekeurige plaatsen van het DNA molecule verdeeld
zijn., Treffers in het kenmerk zullen leiden tot een directe inactive-
ring van dit kenmerk zelf; treffers in de nabijheid van dit kenmerk
kunnen een indirecte inactivering veroorzaken indien namelijk de re-
combinatie met het chromosoom van de niet-bestraalde rII-mutant hier-
door verhinderd wordt. Ook wanneer buiten het kenmerk, doch in het
voor recombinatie gebruikte stuk van het DNA molecule, letale treffers
voorkomen zal inactivering het gevolg zijn. De kans op een letale
treffer in een gebied van een DNA molecule neemt toe met de lengte
ervan; derhalve zal de kans op indirecte inactivering van het kenmerk
groter zijn naarmate bij de recombinatie een groter stuk DNA wordt
opgenomen. De kans dat bij de recombinatie een lang stuk wordt opgeno-
men is groter dan de kans voor een kort stuk. Met andere woorden, in
de meeste gevallen is het doelwit (Eng.: target) voor de treffers
groot. In de minderheid van de gevallen zal bij recombinatie een klein
stuk van het DNA molecule worden opgenomen, waarvoor de trefkans klein
is. We mogen voor de inactiveringscurve dus het volgende verloop ver-
wachten: aanvankelijk een snelle inactivering van een aanzienlijke
fractie (de frequent voorkomende recombinaties, waarbij lange stukken,
die een groter doelwit vormen, betrokken zijn), vervolgens een gelei-
delijk minder steil worden (de recombinaties waarbij steeds kleiner
doelwit vormende stukken betrokken zijn) en tenslotte (misschien) een
rechtlijnig stuk met een flauwe helling waarin de inactivering wordt
weergegeven van recombinaties waarbij een stuk DNA betrokken is met
een lengte gelijk aan of slechts weinig langer dan die van het kenmerk.
Indien deze verklaring juist is, weerspiegelt het laatste deel van de
inactiveringscurve de gevoeligheid voor UV bestraling van dat gedeelte
van het DNA dat het kenmerk omvat en is de helling hiervan een maat
voor de grootte van het kenmerk.

Het verband tussen de mate van inactivering en de grootte van het
kenmerk is evenwel niet zo eenvoudig; uit figuur 24 kan men afleiden
dat het r1272+—kenmerk ongeveer viermaal gevoeliger is voor UV bestra-
ling dan het r51+-kenmerk. De verhouding van de grootte van deze beide
kenmerken is onbekend, maar bedraagt naar schatting 104 100. In enkele
experimenten waarin de inactivering van het rH88+-kenmerk werd nage-
gaan, bleek dat de gevoeligheid van dit kenmerk de helft bedroeg van
die van het r1272+'kenmerk. Deze waarde is wel redelijk in overeen-
stemming met de verhouding van de grootten.

De hier geschetste verklaring van de inactiveringscurven is ge-
baseerd op "marker rescue" experimenten met bacteriofagen(95,96). Ook
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daarbij verkreeg men samengestelde curven als de UV inactivering van
één bepaald kenmerk bestudeerd werd.

In bovengenoemde verklaring ligt min of meer de voorspelling be-
sloten dat UV inactivering van sterk gebroken moleculen een curve zou
moeten geven waarin het eerste steile gedeelte afwezig is, omdat de
transformanten uitsluitend door middel van recombinatie met kleine
brokstukken kunnen ontstaan. In figuur 25 is een dergelijk experiment
weergegeven, waarbij alleen naar de inactivering van het r51+-kenmerk
is gekeken. Het verloop van het eerste gedeelte van de curve wijst er
op dat, als een gevolg van het breken van de DNA moleculen, een gerin-
ge stimulering van de biologische activiteit wordt waargenomen bij
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De invloed van UV bestraling op de biologische activiteit van gebroken

DNA moleculen voor wat betreft het r +-kenmerk. Het DNA werd bestraald

51
in een oplossing met een concentratie van 5 ug/ml, o

°coverleving

+
van het Toy ~kenmerk,

lage bestralingsdoses, in plaats van een snelle inactivering. Deze
stimulering is echter zo gering dat op eventuele verklaringen van dit
effect hier niet nader ingegaan zal worden. De helling van het tweede
gedeelte van de curve is dezelfde als bij gebruik van niet-gebroken
moleculen.
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2. Invlioed van salpeterigzuur op de biologische activiteit.

Natriumnitriet is bij lage pH (4-4,5) een sterk mutageen agens.
Als men populaties van rII-mutanten van de bacteriofaag T2 inactiveert
met salpeterigzuur tot een overleving van 10'4, dan is het percentage
rII+—fagen in de overlevenden ongeveer 100 maal zo groot als in de
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Figuur 26

Inactivering van de bacteriofaag T4 van het standaardtype door salpe-
terigzuur., Een suspensie van T4-faag met een titer van 5x1010/m1 in
0,1 M acetaat buffer van pH 4,2 werd geincubeerd met 0,1 M NaNO2 bij
370. Op de aangegeven tijden werden monsters genomen en direct vijf-
maal verdund met 0,5 M TRIS buffer van pH 8,0; vervolgens werd de
ovérleving bepaald.

oorspronkelijke populatie(97). De mutagene werking is toe te schrijven
aan chemische reacties van salpeterigzuur met DNA. Men heeft kunnen
vaststellen dat deze reacties leiden tot deaminering van de basen.

Na deaminering van adenine ontstaat hypoxanthine, dat bij repli-
catie van dit DNA zal paren met cytosine; bij een volgende DNA repli-
catie zal cytosine paren met guanine, waardoor het oorspronkelijke
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adenine-thymine paar vervangen is door een guanine-cytosine paar. Op
analoge wijze zal na deaminering van cytosine uracil ontstaan, dat bij
DNA replicatie zal paren met adenine; bij een daaropvolgende replica-
tie zal adenine paren met thymine waardoor het oorspronkelijke guanine-
cytosine paar vervangen'is door een adenine-thymine paar. Deaminering
van guanine heeft waarschijnlijk geen gevolgen, omdat het ontstane
xanthine ook met cytosine zal paren. Of bovengenoemde reacties. muta-

fractie overleving
—o.l
. it
/ﬂu
_—o ;p
/

62

-4
10 T

T T )
0 30 60 90 120 150

minuten NO2

Figuur 27

Invlced van behandeling met salpeterigzuur op de biologische activi-

. + + +
teit van DNA voor wat betreft de kenmerken Tgy o rH88 en r1272 . DNA
werd behandeld met NaNO2 zoals beschreven in Hoofdstuk II, 10, ¢

+
inactivering van het Tsy -kenmerk; &
kenmerk; c——=0 inactivering van het r

o

+
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+ N
1272 -kenmerk; - - - - inactive-
ringscurve van T4 overgenomen van figuur 26.

ties dan wel letaliteit tengevolge zullen hebben is afhankelijk van de
plaats in het chromosoom waar de veranderde base zich bevindt en de
omstandigheden waaronder het organisme groeit. Een andere reactie van
salpeterigzuur met DNA die waarschijnlijk wel letaliteit tengevolge
zal hebben is de vorming van covalente bindingen tussen de beide poly-
nucleotide strengen (zogenaamde "cross-1links")(98). De invloed van
salpeterigzuur op de biologische activiteit van faag DNA werd bestu-

deerd om na te gaan of die vergelijkbaar was met de invloed van UV be-
straling.
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Behandeling van de bacteriofaag T4 en T4-DNA met salpeterigzuur
werd uitgevoerd zoals beschreven in Hoofdstuk II. In figuur 26 is een
representatief experiment weergegeven van de inactivering van de bac-
teriofaag T4 door salpeterigzuur. De overlevingscurve verloopt expo-
nentieel; in enkele experimenten echter vertoonde de curve een verloop
als gevonden bij inactivering met UV (zie figuur 23).

Uit figuur 27 blijkt de invloed van salpeterigzuur op de biologi-
sche activiteit van DNA, Bij dit experiment werd de inactivering be-
studeerd van de kenmerken r51+, rHsS+ en r1272+. Evenals bij UV bestra-
ling hebben ook deze inactiveringscurven een samengestelde vorm. Boven-
dien bestaat er ook nu een verband tussen de grootte van het kenmerk en
Zijn gevoedigheid voor salpeterigzuur: r1272+ is groter dan rHSB+ en
dit is groter dan r51+; in deze volgorde neemt de gevoeligheid af.

3. Bespreking van de resultaten.

In onze denkbeelden over de faagtransformatie hebben we in het
voorafgaande steeds aangenomen dat een transformant gevormd wordt door
middel van genetische recombinatie tussen het chromosoom van het
77-deeltje en het toegevoegde DNA. De in dit hoofdstuk beschreven expe-
rimenten ondersteunen deze zienswijze.

Algemeen aanvaardt men dat "marker rescue" van geinactiveerde
faag berust op genetische recombinatie. Het vergelijkbare gedrag van
de overleving na UV bestraling van kenmerken van geinactiveerde fagen
in een "marker rescue" experiment en de overleving van een kenmerk in
geisoleerd DNA bij faagtransformatie is een aanwijzing dat ook daarbij
genetische recombinatie optreedt. De vorm van de inactiveringscurven
kan verklaard worden door aan te nemen dat treffers in het DNA de kans
op recombinatie zullen verkleinen. Ook de overleving van bepaalde ken-
merken van transformerend bacterie DNA na UV bestraling vertoont een
dergelijk beeld, hetgeen eveneens op de bovengenoemde wijze verklaard
wordt.

We dienen er echter rekening mee te houden dat er waarschijnlijk
nog meer factoren zijn die de vorm bepalen van de inactiveringscurven
van transformerend faag DNA. Zo zou men het eerste (steile) gedeelte
van de curve kunnen verklaren uit de afname van de kloongrootte van de
rII+-fagen in de worp van een sferoplast. In de beschreven experimen-
ten werd steeds het aantal transformanten bepaald na enkele uren in-
cuberen bij 37°, dus nadat de sferoplasten gelyseerd zijn en hun fagen
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in het medium zijn vrijgekomen. Het is niet bekend hoeveel transfor-
manten er per worp aanwezig zijn, en of dit aantal verandert als ge-
transformeerd wordt met bestraald of anderszins behandeld DNA.

Een aanwijzing omtrent de kloongrootte van de gevormde faag-
transformanten kan misschien verkregen worden uit de door andere au-
teurs gepubliceerde resultaten met "marker rescue" experimenten. Hier-
bij worden steeds geinfecteerde cellen uitgezaaid (infectieve centra),
die een plage zullen vormen, onafhankelijk of er één of verscheidene
kopieén van het "geredde" kenmerk aanwezig zijn. Door Doermann(95)
werd aangetoond, dat het aantal kopieén van het "geredde" kenmerk, dat
in een worp aanwezig was, snel verminderde met toenemende UV dosis,
totdat een constante waarde bereikt werd van circa 1,5 kopie per worp.
Uit "marker rescue" experimenten zijn aanwijzingen verkregen dat be-
straalde faaggenomen niet vermeerderd worden in de gastheer(99). Als
we aannemen dat ook het aan de sferoplasten toegevoegde DNA zich niet
autonoom vermeerdert na penetratie, dan mogen we niet verwachten dat
de gemiddelde kloongrootte van getransformeerde fagen in een worp veel
groter zal zijn dan 1 & 2. Dit zou dus betekenen dat de vorm van de
inactiveringscurve niet verklaard kan worden uit de afname van de
kloongrootte van de transformant. Deze conclusie is echter zeer voor-
lopig en zal door experimenten geverifiéerd moeten worden. Zoals ech-
ter in Hoofdstuk IV reeds is uiteengezet, zijn de uitkomsten van de

bepalingen van de worpgrootte van de transformanten nog te onbetrouw-
baar om er verantwoorde conclusies uit te trekken.

103



HOOFDSTUK 1X

NABESCHOUWING

Met het in dit proefschrift beschreven faagtransformatie systeem
hebben we bereikt dat in sferoplasten van E.coli B de bacteriofaag T4
getransformeerd kan worden met behulp van geisoleerd DNA.

In Hoofdstuk VIII werd er op gewezen dat het faagtransformatie
systeem te beschouwen is als een vorm van "marker rescue". Het mecha-
nisme van "marker rescue" berust op genetische recombinatie en hier-
mede geraken we aan die eigenschap van DNA waarvan nog het minste be-
kend is. Het probleem van de genetische recombinatie bij de T-even
bacteriofagen is zowel fysisch-chemisch(92-94, 81) als genetisch(95)
bestudeerd. Voor het fysisch-chemisch onderzoek werd gebruik gemaakt
van twee fagen waarvan de ene gemerkt was met radioactief fosfor en de
andere met 5-broomuracil(5BU). De incorporatie in DNA van de base 5BU
verleent aan het DNA een hoger soortelijk gewicht zodat deze moleculen
in een dichtheidsgradiént te onderscheiden zijn van normale DNA mole-
culen. Na infectie van bacterién met deze twee fagen onder omstandig-
heden waarin geen meetbare DNA-synthese optrad werd uit deze geinfec-
teerde cellen het DNA geisoleerd en de associatie van de met 32p. en
5BU-gemerkte moleculen onderzocht. Het bleek dat kort na de infectie
de 32P- en 5BU-bevattende moleculen aan elkaar gekoppeld waren door
middel van waterstofbindingen. Aan het einde van de latente periode
waren de twee verschillend gemerkte moleculen met elkaar gekoppeld
door middel van covalente bindingen. De auteurs stellen het volgende
model voor: genetische recombinatie tussen twee dubbelstreng DNA mole-
culen verloopt in twee stappen: eerst samenvoeging van gedeelten van
twee ouderlijke DNA moleculen tot een zogenaamd "joint" molecule. Een
"joint" molecule bestaat uit één enkele lineaire structuur, doordat
elkaar overlappende homologe uiteinden van de ouderlijke componenten
met elkaar verbonden zijn door middel van waterstofbindingen. De au-
teurs zijn van mening dat breuken eerst dan ontstaan nadat er paring
is opgetreden tussen twee homologe gebieden van twee intacte moleculen:
met andere woorden, door deze paring worden breuken geinduceerd. Enige

104



tijd later in de latente periode worden door bepaalde reacties de bei-
de ouderlijke componenten covalent met elkaar verbonden.

Op grond van genetische experimenten komt men tot dezelfde con-
clusies. Hier heeft het onderzoek zich gericht op de structuur van de
partiéle heterozygoot omdat men aanneemt dat deze heterozygoot een
tussenstadium is in het recombinatie proces. De resultaten van het on-
derzoek van de segregatieprodukten van een partiéle heterozygoot heb-
ben geleid tot de veronderstelling dat de partiéle heterozygotie be-
rust op de aanwezigheid van een overlappend diploid segment in het
genetische materiaal. In figuur 28 zijn enkele mogelijkheden getekend
zoals deze voorgesteld zijn door Doermann(95).
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Schematische voorstelling van de structuur van enkele partiele hetero-

+ ‘. +
zygoten. a t/m f zijn r-kenmerken; a t/m f+ zijn hun r -allelen.

In model A heeft het diploide segment. 8én eindpunt in een gene-
tisch gemarkeerd gedeelte van het genoom; dat wil zeggen in dat gedeel-
te waar r-kenmerken aanwezig zijn (alle r-kenmerken in een nakomeling
kunnen geidentificeerd worden in tegenstelling tot de r+-kenmerken).
In model B liggen twee eindpunten van het diploide segment in het ge-
netisch gemarkeerde gebied. Om de segregatieprodukten van model B te
kunnen verklaren stelt Doermann model B' voor, waarin een stukje DNA
van de ene ouder gebruikt is om een discontinuiteit in het genoom van
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de andere ouder te overlappen. De modellen B en B’ zijn voor ons werk
interessant, omdat hiermede een mechanisme aangegeven wordt waarmede
de biologische activiteit van DNA brokstukken tot uiting kan komen.
In Hoofdstuk Vis beschreven dat DNA fragmenten biologisch actief zijn.
Volgens Doermann is de gemiddelde lengte van een diploid segment bij
een normale kruising ongeveer 1.500 nucleotiden lang, dat wil zeggen
de lengte van een brokstuk met een molecuulgewicht van circa 1x108,
Hoewel dit zeer speculatief is zouden we ons voor kunnen stellen, dat
nog kleinere brokstukken niet biologisch actief zijn, omdat ze vanwege
hun geringe afmetingen geen stabiel diploid segment kunnen vormen. We
zouden ons kunnen voorstellen dat voor het tot uiting komen van de
biologische activiteit van grotere brokstukken de vorming van een
diploid segment met het DNA molecule van het 77-deeltje een tussen-
stadium is. Hoe uit een dergelijke structuur recombinanten (of in ons
geval transformanten) ontstaan is het centrale probleem in het mecha-
nisme van de genetische recombinatie. Verschillende onderzoekers zijn
de mening toegedaan dat bij dit proces enzymen een rol spelen en dat
dit dezelfde enzymen zijn die ook bij herstel processen van beschadigd
DNA betrokken zijn (104-108). Hopelijk is het hier beschreven faag-
transformatie systeem zodanig te verbeteren en uit te breiden dat het
ook zal kunnen bijdragen tot het ophelderen van de bovengenoemde pro-
blemen.

In Hoofdstuk V werd ook het ontstaan van cotransformanten beschre-
ven en het verschijnsel dat door het breken van DNA moleculen de gene-
tische koppeling tussen de kenmerken te niet gedaan wordt. Dit is door
Goldberg (109) toegepast om een vergelijking te kunnen maken tussen de
genetische afstand en de fysische afstand (interval) die er is tussen
de kenmerken. Goldberg maakte hiervoor gebruik van twee Kenmerken die
in het rII-gen liggen (rqq en r73) en van het kenmerk ac 41, dat grenst
aan het rII-gen. De volgorde van deze kenmerken is: Iyng~Tng=8Cyy.
Transformatie van bijvoorbeeld de mutant r73ac+ met r73+ac—DNA levert
een aantal rII+-fagen waarvan een bepaald percentage (ongeveer 50%)
tevens het ac-kenmerk bevat (cotransformanten). In zijn experimenten
gebruikt Goldberg DNA moleculen die gedenatureerd zijn en vervolgens
gedurende kortere of langere tijd met DNA-ase zijn afgebroken; het
gevolg is dat het totaal aantal transformanten niet of nauwelijks ver-
mindert maar het percentage cotransformanten neemt exponentieel af.
Uit de helling van de curve die het verband weergeeft tussen het aan-
tal breuken per DNA molecule en het percentage cotransformanten kon
Goldberg berekenen dat het interval tussen r,, en ac,, ongeveer 0,5%
van de totale lengte van het chromosoom bedroeg. Werd dezelfde proef

106



uitgevoerd met DNA moleculen die gedenatureerd waren en vervolgens
mechanisch gebroken werden (homogenisator) dan bleek de helling van de
verkregen curve overeen te stemmen met een interval van 1,5% tussen de
kenmerken r,g €n ac,,.

Tevens kon Goldberg aantonen dat de som van de intervallen Tan -
Fgg 0 Tqg = 8C,, gelijk is aan het totale interval Tgq = 8C4 ;. Deze
experimenten zZullen uitgebreid worden met andere kenmerken die ver-
spreid liggen over het chromosoom, om zodoende een chromosoomkaart van
T4 te maken die gebaseerd is op fysische afstanden.
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SAMENVATTING

Bij de aanvang van het hier beschreven onderzoek was reeds vrij
veel bekend over de bacteriofaag T4, zowel wat zijn genetische eigen-
schappen betreft, als wat betreft de fysisch-chemische eigenschappen
van het DNA van dit organisme. Men was er echter nog niet in geslaagd
biologische activiteit aan te tonen van geisoleerd T4-DNA. In verband
met nadere onderzoekingen was het wenselijk dat een verband gelegd kon
worden tussen de fysische en chemische eigenschappen van geisoleerd
T4-DNA enerzijds en de biologische activiteit ervan anderzijds. Der-
halve werd een onderzoek opgezet dat tot doel had een methode te ont-
wikkelen waarmee de biologische activiteit van geisoleerd T4-DNA be-
paald kon worden. De resultaten hiervan zijn in dit proefschrift be-
schreven., Bij dit onderzoek, waarvan de grondslag werd gelegd door
J.H. van de Pol, G. Veldhuisen en J.A. Cohen, werd als criterium voor
biologische activiteit van T4-DNA gebruikt het vermogen om aanleiding
te geven tot faag transformatie; dat wil zeggen dat bij infectie van
een gastheer door een gemuteerde faag, die een bepaald kenmerk mist,
tesamen met geisoleerd DNA van de standaard faag, die dit kenmerk wel
bezit, er nakomelingen ontstaan met de eigenschappen van het standaard-
type. Voor de uitvoering van deze transformatie bleek het nodig de
celwand van de gastheer te verwijderen; dit geschiedde door bacterién
met behulp van de penicilline methode om te zetten in sferoplasten.
De te transformeren faagmutant werd door een behandeling met ureum
omgezet in een sferoplast-infecterende structuur, het zogenaamde 77-
deeltje. Enkele uren incuberen van sferoplasten met 7-deeltjes en met
DNA geisoleerd uit het standaardtype had tot. gevolg dat een gedeelte
van de nakomelingen, die bij dit proces gevormd worden één of meer
kenmerken bevatten die in het geisoleerde DNA aanwezig waren, dus ge-
transformeerd waren.

Het bleek mogelijk het faagtransformatie systeem te verbeteren
door veranderingen aan te brengen in de bereidingswijze van 77-deeltjes
en sferoplasten. Hierbij werd tenslotte een testsysteem verkregen dat
er in zijn standaarduitvoering als volgt uitziet:

Aan 0,5 ml van een sferoplastsuspensie van E.coli B98 - een variant
die ongeveer 3-5 maal meer transformanten oplevert dan de oorspronke-
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lijke E.coli B- (8){10'7 sferoplasten/ml) wordt 0,1 ml van een 77-deeltjes
preparaat van T4r51 (2x1010 faagequivalenten/ml) toegevoegd. Na 10-15
min. incuberen bij 37° wordt 0,5 ml T4rII+-DNA (5 ug/ml) toegevoegd en
na 2-3 uur incuberen bij 37° worden de ontstane fagen in de voor de
titratie benodigde verdunningen uitgezaaid op verschillende gastheren,
waarop de rg,- en r51+—nakomelingen onderscheiden kunnen worden. Ip
een representatief experiment werd gevonden dat van de circa 2x10%
r,,-nakomelingen er circa 2x10° getransformeerd waren tot T4r1It. De
efficiéntie, dat wil zeggen het aantal transformanten per toegevoegd
DNA molecule, bedraagt 6x10'5/W, waarbij W de (onbekende) worpgrootte
van de transformant voorstelt.

Aan de hand van een aantal experimenten waarin de invloed werd
nagegaan van de omstandigheden waaronder de faagtransformatie werd
uitgevoerd, benevens van de gebruikte concentraties aan 7-deeltjes en
sferoplasten, werd vastgesteld dat bovenstaande condities optimaal
waren voor het transformatie proces.

De opbrengst aan transformanten is evenredig met de DNA concen-
tratie tot een waarde van ongeveer 10-20 ug/ml; boven deze concentra-
tie wordt een verzadigingsniveau bereikt.

De produktie van fagen na het mengen van 77-deeltjes en sferoplas-
ten is in veel opzichten te vergelijken met het vermeerderingsproces
van intacte faag in normale bacterién (een latente periode van 15-20
min. en een worpgrootte van gemiddeld 240 per sferoplast). Het adsorp-
tie proces verloopt echter anders. De adsorptie van intacte fagen aan
bacterién is een proces van korte duur (na 5 min. is 95-99% van de
fagen geadsorbeerd), terwijl de adsorptie van 7-deeltjesaan sferoplas-
ten een proces is dat langzaam verloopt (60 min. na het toevoegen van
m-deeltjes aan sferoplasten vinden waarschijnlijk nog evenveel infec-
ties plaats als in het begin); het lijkt echter twijfelachtig of hier
nog van een adsorptie proces gesproken kan worden.

Omdat het transformatie proces weinig efficiént is, moest het
onderzoek beperkt blijven tot de overdracht van genetische eigenschap-
pen, die een lage terugmutatiefrequentie bezitten en bovendien de
mogelijkheid bieden de gevormde transformanten te selecteren uit een
grote overmaat niet-getransformeerde nakomelingen.

Als zodanig kwamen in aanmerking rII-mutanten en amber-mutanten.
Door transformerend DNA te gebruiken dat een kenmerk bevatte dat de
plagemorfologie bepaalt (DNA geisoleerd uit een rI-mutant) was het
mogelijk de gelijktijdige overdracht van twee kenmerken te bestuderen.
Hierbij kon onderscheid gemaakt worden tussen dubbeltransformanten
(transformanten waarbij de twee kenmerken van verschillende DNA mole-
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culen afkomstig zijn) en cotransformanten (transformanten waarbij de
twee kenmerken in één DNA molecule aanwezig waren en samen worden
overgedragen).

Nadat aldus een systeem ontwikkeld was waarin de biologische ac-
tiviteit van geisoleerd T4-DNA bepaald kon worden, werd de invloed op
de biologische activiteit nagegaan van het aanbrengen van veranderin-
gen in enkele fysische en chemische eigenschappen van het faag DNA.

De biologische activiteit veranderde niet als de DNA moleculen
gebroken werden tot brokstukken van ongeveer 10% van hun oorspronke-
lijke grootte. De biologische activiteit van nog kleinere brokstukken
was sterk verlaagd, brokstukken van ongeveer 1% van hun oorspronkelijke
grootte bezaten slechts een zeer geringe biologische activiteit. Te-
vens kon worden aangetoond dat het breken leidde tot de ontkoppeling
van de genetische kenmerken.

Denaturatie door middel van verhitting leidde tot een inactive-
ring van de biologische activiteit tot ongeveer 5 & 10% van de oor-
spronkelijke waarde. Het verhitten leidde ook tot het ontkoppelen van
kenmerken.

Renaturatie van gedenatureerd DNA leidde niet tot een herstel van
de biologische activiteit in tegenstelling tot de resultaten verkregen
met bacterie-transformerend DNA.

Bestraling met ultraviolet licht en behandelen met salpeterigzuur
deden de biologische activiteit afnemen. In beide gevallen werd een
dosis-effect curve verkregen die zeer steil begon, doch bij hogere
doses een vlakker verloop kreeg; hierbij bleek er een relatie te be-
staan tussen de helling van het tweede gedeelte van de curve en de
grootte van het overgedragen kenmerk. De vorm van deze inactiverings-
curven kon worden verklaard door aan te nemen dat faagtransformatie
een vorm is van "marker rescue", een proces dat berust op genetische
recombinatie. Ook de resultaten van de andere bovengenoemde experimen-
ten kunnen verklaard worden door aan te nemen dat faagtransformatie
een vorm is van "marker rescue", dat wil zeggen dat er genetische re-
combinatie plaats vindt tussen het genoom van het 7-deeltje en de toe-
gevoegde gebroken of niet-gebroken DNA moleculen.
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SUMMARY

The study of the bacteriophage T4 has greatly contributed to our
knowledge of the physico-chemical and genetical properties of the DNA
of this organism. However, no method was available to show the biolo-
gical activity of the isolated DNA of this phage. It seemed desirable
to try to correlate the physico-chemical properties of this DNA with
its biological activity. To this purpose a study was initiated in
order to develop a method to test the biological activity of isolated
T4-DNA; the results of this study are described in this thesis.

The work of VAN DE POL, VELDHUISEN and COHEN (22) led to a test
system in which phage transformation was applied as a test for the
biological activity of T4-DNA. This involved infection of a host with a
mutant phage, missing a particular character, along with DNA isolated
from a wild type phage possessing this character resulting in the
appearance of progeny phages with wild type characters. To this end
it was necessary to remove the cell wall of the bacteria; this was
done by converting the cells into spheroplasts by means of the peni-
cillin method. The phage mutant to be transformed was converted, by
treatment with urea, into a form that is able to infect spheroplasts
(the so-called 7m-particles).

A fraction of the progeny produced after 2 to 3 hours incubation
of spheroplasts with 77-particles and wild type DNA was composed of
transformed (wild type) phages, i.e. the particles possessed one or
more markers originally present in the isolated DNA.

Improvements in this system were obtained by introducing modifi-
cations in the preparation of 77-particles and spheroplasts. Eventually
the following system was adopted:

E.coli B98, a variant that produced about 3-5 times more transformants
than the original E.coli B, was used as a host. To 0.5 ml of a sus-
pension of spheroplasts of E.coli B98 (containing about 8x107 sphero-
plasts/ml) was added 0.1 ml of a suspension of 7-particles of the rII-
mutant Tgy (conta1n1ng 2x1010 phage aequlvalents/ml) After incubation
for 10 - 15.min. at 37°, 0.5 ml T4rII*-DNA (5 ng/ml) was added and the
mixture was incubated at 37° during 2 - 3 hours; this resulted in the
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production of about 2x10% rII-mutants per ml and about 2x10% r11*-
phages (transformants) per ml. The efficiency (the number of transfor-
mants per DNA molecule) was 6x10°3/W, in which W represents the mean
burst size of the transformants.

In a number of experiments it was shown that the conditions that
prevailed in the test system and the concentrations of 7-particles and
spheroplasts were optimal for the phage transformation process.

The yield of the transformants is linear with the DNA concen-
tration up to 10 - 20 ug/ml. At higher concentrations a saturation
level is attained.

In many aspects the production of phages initiated by mixing 77-
particles with spheroplasts can be compared with the phage formation
observed with intact phages and bacteria (a latent period of about
15 - 20 min. and a burst size on the average of 240). The adsorption
of 77-particles on spheroplasts is slow compared with the adsorption of
phages on bacteria. (60 min. after the addition of 7-particles to
spheroplasts as many infections will take place as shortly after the
addition.)

The low efficiency of the transformation experiments restricted
the study to the transfer of genetic markers with low reversion fre-
quencies and to those cases in which the transformants could be selected
from a great excess of progeny. rII-mutants and amber mutants proved
satisfactory. By providing the transforming DNA with a marker affecting
the plaque morphology (DNA isolated from an rI-mutant) it was possible
to study the simultaneous transfer of two markers. In this case we had
to distinguish between double transformants (transformants, resulting
from the independant transfer of two markers from two different DNA
molecules) and cotransformants (transformants resulting from the simul-
taneous transfer of two markers from one DNA molecule).

After developing the above-mentioned system, a study of the
influence of some physico-chemical treatments on the biological pro-
perties of phage DNA was made; this is described in the last three
chapters.

The biological activity was not influenced by shearing the mole-
cules to fragments of about 10% of the original length. Smaller frag-
ments of about 1% of the original length showed a much reduced biolo-
gical activity, if any. It was shown that shearing uncoupled the link-
age between markers.

Heat-denaturation resulted in a decrease of the biological acti-
vity to 5 to 10% of the unheated samples. This kind of denaturation
also caused the uncoupling of linked markers.
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Renaturation did not result in an increase of the biological
activity, in contrast with transforming bacterial DNA.

The biological activity of isolated T4-DNA was inactivated by UV
irradiation and by nitrous acid treatment. The inactivation curves
were compound; there was a relation between the slope of the second
part of the curve and the length of the transferred marker. The shape
of the inactivation curves could be explained by assuming phage trans-
formation as a special form of "marker rescue", a process based on
genetic recombination. Moreover the results of other above-mentioned
experiments can be explained by assuming phage transformation as a
special form of "marker rescue"”, i.e. genetic recombination between
the genome of the 77-particle and the intact or broken DNA molecules
added.
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