NOTIZEN

Priifung zweier verschiedener wirtsinduzierter
Modifikationen des Phagen x auf Kooperation

H. Steicer und R. W. KarrLax

Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Frankfurt a. M.
(Z. Naturforschg. 20 b, 715—716 [1965] ; eingeg. am 23. Februar 1965)

Phage » grown on the Serratia-strain HY or CN shows
differently low efficiency of plating (EOP) on strain EQ due
to host induced modification. When EQ is infected with one
x-type alone the EOP increases with increasing multiplicity.
This “cooperation” of the intracellular phages may be due to
competition for the restricting cell component (e. g. enzyme).
Mixed infection with both x-types does not result in an ad-
ditional increase of the EOP as would be expected if “co-
operation” between the different modifications occurred. This
indicates that the EQ-cells contain different restricting cell
components each specifically attacking one phage type inde-
pedently of the other one.

Der temperierte Phage % von Serratia marc. zeigt!
mit den Wirtsstimmen HY, CN und EQ in unterschied-
lichem MaBe die Erscheinung der wirtsinduzierten Mo-
difikation (HIM). Sie duBert sich als * niedere Effek-
tivitdt der Plaquebildung (EOP) bei Plattierung des in
dem einen Stamm vermehrten Phagen auf einen anderen
Stamm. Nach den Arbeiten verschiedener Autoren ™ *
ist das Phagengenom (DNS) der Trager dieser Modi-
fikation; die DNS der nicht zur Entwicklung kommen-
den (restringierten) Phagenpartikel wird nach der In-
jektion in die Wirtszelle, wahrscheinlich enzymatisch,
zerstort 2. Im folgenden wurde gepriift, ob zwei ver-
schieden wirtsmodifizierte x-Phagen bei Mischinfektion
von Zellen eines dritten Wirts unabhéngig voneinander
restringiert werden oder sich gegenseitig beeinflussen,
z.B. durch , Kooperation“ eine hohere Vermehrungs-
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chance (EOP) erhalten, als wenn jede Sorte allein in-
fiziert.

Hierzu wurden x-Phagen in den beiden modifizieren-
den Wirtsstimmen HY bzw. CN vermehrt (x-HY bzw.
%+CN) und dann Zellen des Stammes EQ infiziert, der
beide x-Sorten verschieden stark restringiert. Neben
Mischinfektionen (jeder Phage mit mittlerer Multiplizi-
tit m =5) wurden EQ-Zellen mit gleicher sowie hoherer
(m=10) und niederer Multiplizitdit (m=0,05) mit
jeder Phagensorte allein infiziert und auf EQ plattiert.
Ferner wurden die Phagen ohne Priadsorption, also
mit m <1, auf EQ getitert, und schlieBlich »-HY,
»%+CN und »-EQ nach Prdadsorption (m=35) an ihre
jeweiligen (sie nicht restringierenden) Vermehrungs-
wirte auf diesen plattiert. Zur Infektion und Plattierung
dienten stationdre (15 Stdn. Bouillonkultur), zentrifu-
gierte und in Puffersaline resuspendierte Zellen (Titer
108/ml) ; nach der Pridadsorptionszeit von 15 min bei
30° waren > 90% der Phagen adsorbiert.

Die Ergebnisse (Tab.) zeigen zunichst, dal bei In-
fektion mit jeder Phagensorte allein der Anteil lytisch
reagierender (Plaques bildender) unter den infizierten
Zellen mit der Infektionsmultiplizitit m ansteigt. Bei
m=0,05 entspricht dieser Anteil etwa der EOP bei
Titerung ohne Praadsorption, was wegen des Vorwie-
gens von Ein-Partikel-Infektionen in beiden Fillen zu
erwarten ist. Mit zunehmend hoherer Multiplizitit (m
= 5 und 10) steigt die Lysishdufigkeit unter den In-
fizierten stark iiber diesen Wert, und zwar mit m =5
bei »-CN auf das 50-fache, bei »-HY auf das ca.
10-fache. Ein analoger Multiplizitatseffekt ist auch fiir
die Phagen /4 und ¢! beschrieben worden % 6. Der Ef-
fekt beruht nicht etwa auf einer Verschiebung des An-
teils der Lysen zu ungunsten der Lysogenisierungen;

EOP bei
Adsorp- Infektions- Anteil Lysen Vergleichs- Titerung
tionsbak- Phagentyp multiplizitat (Plaques) pro werte * ohne Pri-
terien m infizierte Zelle adsorption
EQ »+-HY 0,05 (1,0 - 0,4)-10-5 1-10-5 4-10-6
EQ »-HY 5 (1,1 &£ 0,1) - 104 5-10-5
EQ »-HY 10 (4,2 £+ 0,5) - 104 1-10-4
EQ »+CN 0,05 (7,2 £ 0,1) - 10-5 7,210 6-10-3
EQ » - CN 5 (3,5+0,1)-10-3 3,6 - 104
EQ »+CN 10 (7,2 £ 0,2) - 103 7,2-104
EQ »-HY + 545 (3,3 £ 0,1)-10-3 4,1-104
»+CN
HY x+HY 5 i (1,9£01)-1071 | [ |
CN » - CON 5 . (41+£01)-101 1
EQ %+ EQ 5 I (3,3+01)-101 | 1

Tab. 1. Ergebnisse der Versuche.
* Zu erwartende Lysishdufigkeiten bei Annahme der Infektion gleichartiger Zellen mit seltenen ,,ungewohnlichen“ Phagen.
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denn ein spezieller Versuch zur Bestimmung der Héu-
figkeit der Lysogenisierungen von »-CN in EQ bei
m=>5 und 10 ergab, dall diese erheblich unter 1073
liegen muB.

Die Uberwindung der Restriktion (welche zu phagen-
produktiver Lysis fiihrt) in einem kleinen Anteil der
Infektionen wird i.a. durch die Annahme erklart, daf}
ein entsprechend kleiner Teil der Zellen in einem ,un-
gewohnlichen® Zustand ist, der keine Restriktion be-
wirkt 7. Dann sollte jedoch der Anteil Lysen unter den
Infizierten gleich der Haufigkeit solcher ungewohnlicher
Zellen unter den Infizierten sein und somit unabhéngig
von m; dies trifft nicht zu. Nimmt man als Alternative
an, dafl die Phagenpopulation einen kleinen Teil (k)
Partikel enthilt, die sich auch in restringierenden Zel-
len entwickeln konnen (Restriktionsbrecher), so sollten
die Lysen unter den infizierten Zellen nach £ m/(1 —e ™)
fir km < 1 mit m ansteigen. Die danach zu erwarten-
den Werte sind in der vorletzten Spalte der Tabelle ein-
getragen. Im Vergleich zu ihnen steigen die gefunde-
nen Lysis-Haufigkeiten deutlich stirker an, bei »-CN
z. B. auf einen 10-fach hoheren Wert als den dann zu er-
wartenden. Auch diese Annahme erklart also die Beob-
achtungen nicht; es muf} ein zusitzlicher Effekt der Mul-
tiplizitat mitwirken. Dieser besteht darin, daf} die intra-
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Actinomycin D, das mit Zweifadenstrukturen der
DNS* und RNS? reagiert, hemmt die DNS-abhéngige
Synthese der RNS und die Replikation der zweifaden-
formigen RNS. Bei der Untersuchung der Actinomycin-
wirkung auf Influenza- und dhnliche Viren sind ver-
schiedenartige Resultate erzielt worden. Wiahrend die
Entwicklung der Influenzaviren und der klassischen Ge-
fliigelpestviren (KPV) in Gegenwart niedriger Konzen-
trationen des Antibiotikums gehemmt wird % 4, iiben
selbst hohe Konzentrationen keine Hemmwirkung auf
die Entwicklung des Virus der Newcastle disease
(NDV) aus®. Aus diesen Ergebnissen schlieflen die er-
wihnten Autoren3 4, dal}, im Gegensatz zu der Syn-
these der NDV-RNS, die Synthese der Virus-RNS bei
Influenzavirus und KPV von der Zell-DNS abhingig
sel.

Im vorliegenden soll iiber eine vergleichende Unter-
suchung der Wirkung von Actinomycin-D auf Influenza-
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zelluliren Phagengenome bei der Uberwindung der Re-
striktion sich irgendwie gegenseitig ,unterstiitzen®
(Kooperation). Das konnte vielleicht auf dem mit m
zunehmenden Wettbewerb um die (wenigen) Molekel
des Restriktionsenzyms beruhen ©.

Die gefundene Lysishdufigkeit bei der Mischinfektion
(3,3-1073%) zeigt nun gegeniiber der von x-CN allein
(3,5:1073) wie auch von »-HY allein (1,1-107%) kei-
nerlei Anstieg trotz hoherer Gesamtmultiplizitit (m=
5+45). Die in der Zelle zugleich vorhandenen »-HY-
Phagen sind also ohne merkliche Wirkung auf die
Uberwindung der Restriktion durch die »- CN-Phagen.
Somit geschieht eine Kooperation nur zwischen gleichen
Modifikationstypen, nicht jedoch zwischen verschieden
modifizierten Phagengenomen, und zwar weder eine all-
gemeine Kooperation noch speziell eine hinsichtlich des
Multiplizitdts-Effektes. Falls die Restriktion auf enzy-
matischer Zerstorung der Phagen-DNS beruht und der
Multiplizitats-Effekt auf Wettbewerb um die Enzym-
molekel, so zeigen die Befunde bei Mischinfektion, daf3
die EQ-Zelle anscheinend fiir jeden der beiden Modifi-
kations-Typen %-CN und x-HY ein besonderes Enzym
besitzt, so dafl immer nur eine Phagensorte um das fiir
sie allein spezifische Enzym kompetiert.

und Parainfluenzaviren berichtet werden. Wegen ihrer
verschiedenartigen Topographie der Synthese der
Nuclein- und Proteinkomponenten wurden die Viren
KPV (Stamm Weinbridge), Sendai (Stamm 960) und
NDV (Stamm 605) ausgewéhlt. Beim Sendaivirus wer-
den RNS und S-Antigen im Nucleolus synthetisiert % 6,
beim KPV im Zellkern? und beim NDV im Zell-
plasma 8, wihrend V-Antigen bei allen drei Virusarten
im Zellplasma gebildet wird. Die Entwicklung aller
drei Viren wurde in priméren, trypsinisierten Hiithner-
embryonalzellen untersucht. In den Kern- und Plasma-
fraktionen der infizierten Zellen (IDj, pro Zelle) wur-
den iiber einen Zeitraum von 12 Stdn. die RNS-Syn-
these mittels 1*C-Uridin, S-Antigen mit der Komple-
mentbindungs-Reaktion, V-Antigen mittels Himaggluti-
nin-Reaktion sowie der Infektionstiter durch Hiihner-
embryonen-Titration bestimmt. Actinomycin-D wurde
in Konzentrationen von 0,1 bis 10 y/ml gleichzeitig mit
dem Virus den Gewebekulturen hinzugefiigt. Als Kon-
trollen dienten virusinfizierte Kulturen ohne Actino-
mycin sowie nicht infizierte, aber mit Actinomycin be-
handelte Kulturen. Zwecks Vermeidung einer photo-
dynamischen Wirkung des Actinomycins wurden die
Kulturen im Dunkeln geziichtet.
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