BALANSZER KROMOSZOMA IZOLALASA ES FELHASZNALASA
FEJLODESGENETIKAI VIZSGALATOKHOZ CAENORHABDITIS
ELEGANS ONTERMEKENYITO RENDSZERBEN

Doktori értekezés

Irta:
Dedk Péter
MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont
Genetikai Intézet
Rovargenetikai Csoport

Szeged, 1981

L1456



Els8sorban kdszdnettel tartozom témavezetdmnek,
Dr. Fodor Andrédsnak, elméleti és mddszertani ismereteim
megalapozédsdért.

Koszbnetet mondok Dr. Alfoldi Lajos professzornak,
az SZBK és a Genetikai Intézet igazgatdjdnak, hogy bizto-
sitotta a kutatdshoz sziikséges munkafeltételeket.

Koszonetet mondok a Rovargenetikai Csoport munkatdr-
sainak és vezet8jének, Dr. Kiss Istvdnnak, akikkel eredmé-
nyeimet dllandéan megbeszélhettem, s ezek a megbeszélések
rendkiviil hasznos hozzdjdruldst jelentettek - - eredménye-
im értékeléséhez.

K6szonom Dr. Orosz Ldszldénak, hogy genetikai szemléle-
tet adott.

Koszonet illeti Kulcsdr Erike aszisztenst, lelkiisme=
retes munkdjédért, tovdbbd Dusha BEélat, az %lusztréciék

/
gszakszerii elkészitéséért.



TARTALOMJEGYZEK

Oldal
BEVEZETES......QOO..'OO".‘.‘...OO......‘.'.... 1‘

TRODALET MPPEEINTES s sanannssnnsssssnsmansnsane Do
1. A C. elegans onmegtermékenyitd fonalféreg
JOLNOMUBEE 5 6 ¢ o 6680085 8085 6d & &6 §o0b b o he s 3
1.1 A C, elegans morfologidjasssisssssvvnsnsns 3.
1l.2. A C. elegans egyedfejl8déS€.ccececvcccscas 5
1.3. A C. elegans 8za8p0r0ddSB.ccecscececccceccet 8.
1.4. A C. elegans, mint genetikai objektum..... 9.
2. Az egyedfejl8désben szerepet jdtszd gének
jellemzése;................................. 10,
2.1. Kondiciondlt letdlis mutdcidk..ccceceesees 10,
2.2. Recessziv letdlis mutdcidkecescscococccass 12,
2.3« A balanszer KromoSzOMB.cccsesecossscoscsss 13
ANYRGOK BS MODSZERER, ;s ssssssssenssassssnsssss Bba
Lo MYREOK s s s sssnnvnspsssasnownsnsnassunannnsss L
2: Nematods 18P2968kes s snvwsdvisvincsssssnannsdie Lba
3. Torzsek fenntartdsa, keresztezések,
rekombindcidés értékek szdmolds@....ccecce00.. 18,
4. Balanszer kromoszdme izoldldsa Rontgen-
BUEATZASBB]l s s nenwssss sevsabunnnbsssssvannons 1a
5. EMS~el indukdlt letdlis mutdcidk izoldlédsa.. 21.
6, Kromoszdima fe8téBesssvessssssnnssssancnssvis L2
EREDMENYEK: e e sevoocsccscaccccasssesssssossecsses 230
1. Crossing-over Szupresszor azonositédsa

azXkromoszdma’.n.o.aooo-oo..oo.coooa-oooococ 23‘



2. A Bal-X~-1l kromoszdéma alkalmas recessziv letdlis

mutdcidk kiegyensulyozdS4r@cceeccececccecccccoccces 33
FREDMERYEE MBGTTTATASA, o s wsavwbenvassanssvaseconnsen  Dhe
l. Az SZT1 jellemzési adatainak értelmezése......... 34.
2. A Bal-X~1 interkromoszémdlis hatéds@.......ccc.... 35.
3. Elképzelések a C. elegans kromoszdémdk

centromerjeinek elhelyezkedésére......cecceecceee 37,
4. Recessziv letdlisok fenntartds@....ccccecececceee 38,

IRODALOMJEGYZEK..O....‘.-.0...‘....‘....O".‘..O.... 40.



BEVEZETES

A magasabbrendii é181ények egyedfejl8dése a sejtek meg-
80kszorozdddsdbdl és differencidlédédsdbdl, a szovetek és
szervek morfogeneziséb8l 411. E bioldgiai folyamatok gene-
tikailag meghatdrozottak; az un. "differencidlis génakti-
vitds" eredményei. Mésképpen ugy is mondhatjuk, hogy a8z e-
gyedfejl8dés egy genetikai program megvaldsulédsdnak folya-
mata. E program logikdjdrdl azonban még nagyon kevés in-
formdcidnk van.

Az egyedfejl8dés tanulmdnyozdsdra - mint 4ltaldban a
bioldégia lényegi Osszefiiggéseinek megértéséhez - a megfe-

lel8 médszer a genetikai analizis. Ennek lényege, hogy a

programban résztvevd gének koziil minél tdbbet mutdcidk ré-
vén azonositunk, szerepiiket, szabdlyozdsviszonyaikat tisz-
tdzzuk. Munkédnk sikere érdekében azonban csakis véges szé-
mu események tanulmdnyozdsdra vdllalkozhatunk. Ezért az

egyedfejl8dés egy adott problémdja megértésének egyik leg-
fontosabb feltétele a megfeleld modell kivédlasztdsa., Fej-
18désgenetikai vizsgdlatokra jelenleg egyik legalkalmasabb
kisérleti objektum - f8leg SYDNEY BRENNER munkdjédnak ko-

szonhet8en - a Caenorhabditis elegans (tovdbbiakban C.

elegans) dntermékenyit8 fonalféreg. E fajt igazi eukarié-
ta volta mellett a relative egyszerii sejtes felépités és
a genetikai analizisre vald alkalmassdg jellemzi,

Mdsik fontos, metodikai probléma a fejl8désben fontos
gének mutdcidkkal vald azonositdsa, és a mutdnsok fenn =-

tartdsa. Mivel az ilyen génfunkcidk nélkiilozhetetlenek az



dllat szdmdra, mutdcidjuk rendszerint az egyed pusztuléd-
sdt eredményezi, tehdt az ilyen mutdcidknak nincs 1l4thaté
fenotipusa. Ezek "ldthatévd tételéhez" sziikségesek fenoti-
pusosan jél elkiilonithet8, a vizsgdlt génekkel kapcsolt,
un., marker mutdcidk, melyek a fejlddés szempontjdbsl ko-
zombosek, Biztositani kell tovdbb4d, hogy & letdlis mutd -
cidk jeltlése a vizsgdlat sordn végig megmaradjon, vagyis
a letdlis mutdcidk heterozigéta formdban fenntarthatdk
legyenek a rekombindcidé veszélye nélkiil. Ezt rekombindcié
gdtld, balanszer kromoszdmdk létrehozédsédval lehet elérni.

Er8feszitéseink a C. elegans genetikai rendszerének
ilyen irdnyu kibSvitésére irdnyulnak. Célul tiiztiik ki egy,
az ivari (X) kromoszdma nagy részét rekombindcid gdtlés
révén kiegyensulyozd balanszer kromoszdma elSdllitdsdt és
jellemzését, valamint az X kromoszdéma e régidjdban loka -
lizdlhatdé recessziv letdlis mutdcidk izoldldsdt és rész -

leges jellemzését.



IRODALMI ATTEKINTES

1. A C, elegans ontermékenyitd fonalféreg jellemzése

A C, elegans egy szabadon €18, talajlakdé, ontermékenyi-

t8 fonalféreg faj. Standard, szabdlyozhatd laboratdriumi
koriilmények k&zott konnyen, és olcsén tarthaté. Elényds
tulajdonsidga, hogy sejtjei, bels§ szervei €18 dllatban ko-
zonséges fénymikroszkdppal tanulmédnyozhatdak. ELLSWOOTH
DOUGHERTY (1959, 1963) javasolta el8szor gonetikai vizsgéd-
latok objektumaként. Ivaros szaporodédsit, citoldgidjét és
a gametogenezisét el8szor HONDA (1925) illetve NIGON (1949,
1955, 1965) tanulményoztdk.

SYDNEY BRENNER (1973, 1974) dolgozta ki a faj formdlis
genetikdjdt, uttor§ munkdja eredményeként bebizonyosodott,

hogy a C. elegans megfeleld modellje az egyedfejlédésre,

-differencidlddédsra és viselkedésre képes eukaridta dllati
szervezeteknek, s jelenleg egyik igen fontos kisérleti ob-
jektum az dllati egyedfejl8dés és viselkedés genetikai a-

lapjainak tanulményozdsdban.

l.1. C. elegans morfoldgidja

Egy feln8tt egyed kb. 1 mm hosszu és 70 um dtmérdji,
és mindossze 810 szomatikus sejtb8l 411 (Sulston, 1977).
Egyszerii, a Rhabditiddkra jellemz8 felépitésii (Chitwood,
1950). Hengeres testét egy kiils§ hipodermdlis sejtfal bel-

s8 izomsejt sorokkal egyiitt alkotja. Széjnyi{}ésa a garaé-
7
ba torkollik (1. dbra). A garat szabdlyozza a t4pldlék
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1. dbra C. elegans himnds (feliil) és him (alul) egyed

sematikus képe.

dramldsit a bélben. Az idegrendszer sejtjeinek nagyobb ré-
sze az idegrostnyaldbok dltal a garat koriil alkotott ideg-
gyliriiben vagy agyban helyezkedik el. Az idegsejtek - érzdk
és mozgatdk egyardnt - ganglionokba csoportosulnak. A hasi
idegkdteg olyan mozgatd neuronokbsl 811, melyek a testizom-
zatot idegzik be (White, 1976). Kezdetleges, néhdny sejt-
b8l 4116 kivélasztd és érzékszerveik vannak. Az onterméke-
nyit8 himnd8sek (hermafroditédk) szaporitdé szerve két visz-
szahajld karbdl 411. Mindkett8 egy-egy petefészekb8l pete-
vezetékb8l, himivarsejt tdroldbsl és méhbdl 411. A gondd-
karok kozds vulvdban végz8dnek, ezen keresztiil rakja le az

dllat a petéit. A természetes populdcidkban igen ritkan



el8forduld himeknek egy heréjiik és parzdszerviik van, ondd-

vezet§jiik a végbélhez kapcsolddva kloakdt alkot (1. 4bra).

l1.2. A C. elegans egvedfejlddése

A C. elegans nidvekedését és szaporoddsdt kiilonbsz8 hé-
mérsékleteken BYERLY és mtsi (1975, 1976a, 1976b) részlete-

sen tanulmdnyoztdk (2. &bra)
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2. dbra A C. elegans életciklusa. A zdrdjelben 1év§
szdmok az egyes ldrvastddiumok hosszdt adjék

meg Srakban.

A novekedés sebessége 25 °C-on kb. 2,1-szerese a 15 °C-on
mérhetd értéknek. Egyedfejl8dését posztembridlis  (Sulston
és Horwitz, 1977; Sulston, 1976) és embridlis (Deppe és
mtsi, 1978; Schirenberg és mtsi, 1978) szakaszokon rgézfég\

tesen, azaz nejtszinten leirtdk. A cambridgei és gdttlnge-f
N oy
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ni kutatdék kozds munkdjdnak eredményeként gyakorletilag az
adult valamennyi szomatikus és gonddsejtjének eredetét,
sejtfdjdt, ("cell lineage"-t) ismerjiik (Schirenberg és
Sulston, 1980). Ezeket a vizsgdlatokat az tette lehetdvé,
hogy az dllat valamennyi sejtje csaknem az egyedfejlddés
teljes szakaszdn un. Nomarski optikdval ldthatd, lehet8ség
van az igy nyert képek rigzitésére, az eredmények szdmitd-
gépes analizisére és elektronmikroszkdpos képekkel vald
dsszevetésére. Régi megfigyelést (Boveri, 1892) erdsitet-
tek meg ezek a vizsgdlatok: az egyedfejl8dés igen konzer-
vativ, a sejtek osztdddsdnak szdma és az utddsejtek pozi-
cidja dllatrdl dllatrae invaridbilis, s8t, a sejtosztddd -
sok id8pontjdt perc pontossiggal megismerhetjiik. A 25 o
on minddssze 11,5 Srdt igényl8 embriondlis fejl8dés egy
kb. 4 dra tartamu proliferdcids, s az azt kovet§ morfoge-
netikai szakaszra tagolddik. El8szor egyenlétlen, aszink-

ron sejtosztdddsokkal un. 8ssejtek vagy stem-sejtek ala -

kulnak ki (3. dbra). Ezek azutdn a stem-sejtre jellemz§
id8k5z6kben és szdmban szinkron, szimetrikus osztdddsok -
kal kiilonbdz8 szoveteket hoznak létre. Igy a proliferdci-
6s szakasz végére kb. 550 sejtes ébrény alakul ki; ebben
példdul 32 sejt az izomzat &se, egy-egy sejt a him illet-
ve n8i csiravonal 8se, egy-egy pedig a him illetve néi
gondd 8ssejtje. Az elsd stddiumos (L1l) ldrva 550 sejtbdl
411, ez a sejtszdm himn8seknél 810-re, himeknél 940-re
megy fel. A himn8sben termelt petesejteket a spermatdro-
16ban vagy a sajdt, vagy & him d41tal (a vulvédn 4t) be =

juttatott spermiumok termékenyitik meg. Az emridfejlédés



azonnal megindul, noha a két sejtmag csak késdbb egyesiil.
A fiatal (55-65 d6réds) adult petéit kb. 30-32 sejtes std-
diumhan rakja le.

A posztembriondlis fejlddés négy, egymdstiél kétdrds
nyugalmi periddussal és vedléssel elvdlasztott ldrvasza-
kaszban (L1-L4) zajlik le 48-50 éra alatt. Kdzben kiegé-
sziilnek a szomatikus strukturdk (elsdsorban az ivarérett
d41lat nemi funkcidihoz sziikséges izom és idegelemekkel),

illetve a kdzel 2000 csirasejt differencidlddik.
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3. dbra C. elegans szdveteinek differencidlddédsa a

stem-sejtekbdl. (Schierenberg nyomén)

Oocitdt az dllat egész élete sordn termel, a spermiumkép-
z8dés azonban befejez8dik a ldrvaélettel, igy az utddszd-

mot a spermatdroldban 1lévd himivarsejtek szdma limitdlja.

.



Az utddszédm Snmegtermékenyiilés esetén 250-350 kozdtt lehet.
Kedvez8tlen kdrnyezeti feltételek kozdtt alternativ
fejl8dési mintdzat észlelhetd: az L2 ldrvdk szemianabidti-
kus tartds 1ldrvdv4d (dauer-ldrvdv4d) alakulnak. Ebben az 41~

lapotban nem tdpldlkoznak, és hénapokig életképemek. A
szdjlireg zdrtsdga és a kutikula specidlis szerkezete ellen-
"4116v4 teszi ezeket a ldrvakat pl. detergensekkel szemben
is (Cassada és Russell, 1975). Kémiai inger (t4p1416k) ha-
tdsdra az dllatok L4 1ldrvdkkd vedlenek, ez a folyamat irre-
verzibilis. Dauer-ldrvékkal konnyen és jél szinkronizdlha-
t6 a populdcié. Elettanilag pedig a dauerek a novénypara-

zits fonalférgek infektiv ldrvdinak megfeleldi.

1.3. A C. elegans szaporoddsa

A C. elegans a természetben mint onmegtermékenyitd her-
mafrodita szaporodik. A himnds dllat termel mind petesejte-
ket, mind spermiumokat. Természetes populgéiékban a hermaf-
roditdk utddai kozott kb. 0,3 %-os gyakorisdggal fordulnak
el8 himek is, s ezek morfoldgiailag jé1 elkiilonithet8ek a
himn8sekt81l. A himek pdrzdaszerviik segitségével a hermafro-
ditdkat meg tudjdk a vulvdn keresztiil termékenyiteni, és
keresztutddokat hoznak létre. Egy-egy himnds keresztutdda-
inak szdma akdr 800-1000 is lehet. A himeknek csak egy iva-
ri kromoszdémijuk (X) és 6t pdr un. autoszdémidjuk (A) van
(X0;5AA), mig a hermafroditdknak az 6t pdr autoszéma mellett
két X kromoszdémijuk ven (XX;5AA) (Nigon, 1949). Mivel a

keresztutddok fele him, ezért a himek és a hermafroditdk



filyamatos keresztezésével fenntarthaté sok himet produkd-

16 torzs.

l.4. A C, elegans mint genetikai objektum

Az dllatok kéﬁféle szaporoddsméd ja nagyon eldnycs a ge-
netikai analizis szempontjdbdl. Az Onmegtermékenyitd szapo-
roddsméddal az dllatok utédpopuldcidi gyorsan homozigdtdk-
kd tehet8k; igen kdnnyii izogén vonalekat létrehozni. Uj re-
cessziv mutdcidk izoldlédsa ugyancsak egyszerii, mivel a mu-
tdcidra kezdetben heterozigéta egyed utdédai k6zott automa-
tikusan szegregdldédnak homozigétdk, igy a muténs fenotipus
detektdlhatdé anélkiil, hogy hosszadalmas édestestvér keresz-
tezéseket kellene végezni. Az Onmegtermékenyit$ szaporo -

ddsmédnak koszdnhet8en a C., elegans szdmos olyan mozgédssé-

riilt mutédnsai, amelyek mechanikai okok miatt nem tudnak pé-
rosodni, de egyébként fertilisek, szaporithatdk.

Minden genetikai munkdnak (géntérképezés, komplementd-
cids analizis, stb.) része a gének dtvitele egyik egyedb8l

a misikba. A himek révén ez a C. elegansndl is lehetséges.

Molekuldris genetikai kutatdsok szempontjédbdél eldnye

a C. elegansnak viszonylag kis genomja. Haploid DNS tar -

talma sejtenként 81107 bdzispdr, ami kb, 20-szor nagyobbdb
az E, coli genomjdndl. DNS-ének kb. 83 %-a egyedi (unique)
| székvencia (Sulston és Brenner, 1974). A 2000 strukturgén
ma mintegy 10 %-dnak ( 250 gén) alléljeit illetve geneti-
kai lokalizdcidjdt ismerjiik. Ezek zome ldthaté (alig t&bb,

mint 20-féle) fenotipusvdltozdst okoz; ezekre a genom te-
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litett. Az eddig megismert ldthatd és indiszpenzibilis
funkcidju gének nem egyenletesen oszlanak el az egyes kro-
moszdémédkon, hanem csoportokat (klasztereket) alkotnak.

A C, elegans anatémiai, élettani és genetikai egyszerii-

sége lehet8vé teszi az egyedfejlddés teljes programjédnak,
valamint olyan magasan szervezett strukturdk miikodésének

megértését, mint az idegrendszer és az izom miikodése.

2. Az egyedfejl8désben szerepet jdtszd gének jellemzése

A C, elegans fejl&désében, szaporodédsdban, sejt és

szupracelluldris fizioldgiai folyemataiban szerepet jéat-
sz4 indiszpenzibilis funkcidju gének szdma alacsony :
becslések szerint kb. 2000 (Brenner, 1974). Redlis remény
van tehdt arra, hogy legtdbbjiiket azonositani, szerepiiket,
miikodésiik szabdlyozdsdnak elveit megismerhessiik. Mivel az
dllatok felépitése viszonylag egyszerii, a fejlédési min-
tdzat pedig konzervativ, igy lehet8ség nyilhat a teljes
genetikai program, a differencidlis génexpresszid részle-
tei, a kompartmentalizdcid biokémiai alapjainak feltdrdsa-
ra. Az egyedfejl8dés logikdjdrdl, szekvencidlis eseményei-
r8l megfeleld fejl8dési mutédnsok analizisével kaphatunk

informdcidkat.

2.1. Kondiciondlt letdlis mutdcidk

Az egyedfejl8désben szerepet jadtszd gének mutdcidinak
zome letdlis, vagy kondiciondlt letdlis. Az eszencidlis

gének mutdcidinak azonositdsdra egyik elterjedt megkdzeli-
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tés kondiciondlt letdlis vagysteril muténsok izoldlésa,
melyek k&ziil a h8érzékeny mutdnsok a leginkdbb haszndla-
tosak. H8érzékeny mutédnsokat haszndltak madr fel genetikai
analizis céljaira mind prokariotdkban (pl. Edgar és
Lielausis, 1964; Jarvik és Botstein, 1975), mind eukario-
tdkban (Suzuki és mtsi., 1976; Hartwell, 1974), beleértve

természetesen a C. eleganst is (pl. Epstein és Thomson,

1974; Hirsh és Vanderslice, 1976; Riddle, 1977, 1980).
Ezekre az jellemz8, hogy a mutans fenotipus (letdlisok e-
setében: a haldl) csak bizonyos (restriktiv) koriilmények
k6zo6tt nyilvdnul meg, mig permissziv koriilmények kozott a
vad tipusu allél fenotipusa jut kifejezésre (Suzuki, 1970).

A permissziv hémérséklet C. elegansnil 15-16 °C, a

restriktiv hémérséklet pedig 25 °C. A kondiciondlt letdli-
sok homozigéta formédban tenyészthet8k, térképezhetSk és
komplementdcidval tanulmdnyozhatdk. A kondiciondlt letdlis
allélekkel jelolt gének id&beli és térbeli fdkuszdldsdra,
azez els8dleges hatShelyének és aktiv szakaszdnak (fenokri-
tikus szakaszdnak, elvben a termoszenzitiv periddusédnsk,
vagy TSP) megdllapitdsdra van lehet8ség.

Bizonyos tényezd8k azonban bonyolitjdk a kondiciondlt
letdlisokkal végzett analizist. Ilyen pl. az embriogenezis
korai szakaszdban érvényesiil§ anyai hatds, ami bizonyos
gének hibdinak kovetkezményeit elfedheti. Szémos esetben
eltér8 egy-egy géntermék keletkezésének (génexpresszid) és
felhaszndldsédnak id8pontja, s igy a mérhet8 (pl. TSP) és a
valésdgos fenokritikus periddus nem feltétleniil esik egybe.

Ezenkiviil bizonyos mutdcidk nem teljes recessziv (hipomorf) "

® s
P
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jellege is zavarhatja az egyértelmii kiértékelést (Meenly

és Herman, 1979; Garcia-Bellido, szdébeli k&zlés).

2.2. Recessziv letdlis mutdcidk

A felsorolt nehézségek miatt a fejl8désgenetikai kuta-
tdsokban elényben részesiilnek az un. "null-allélek" és a
kis delécidk, melyek segitségével megbizhatébban lehet hi-
dnyzd génproduktumok azonositédsa. Az ilyen recessziv letéd-
lis mutdnsokkal kapcsolatosan két probléma meriil fel. Az
els$ a mutdnsok fenntartdsa. A heterozigéta hermafrodita
autoszegregdcidés utédainak kétharmada heterozigéta a letd-
lis allélra, mig egyharmada homozigéta a normdlis allélek-
re. Igy a torzset dllanddan szelektdlni kell a heterozigéd-
tdkra, ami nem mindig oldhaté meg kdnnyen, sokszor &llandé
utédtesztet igényel. Ezt elkeriilhetjiik, ha a kérdéses gén
normdlis alléljét hordozd kromoszdémdt cisz helyzetben meg-
jelsljiik egy szorosan kapcsolt - 1l4thaté - recessziv muté-
cidval. Igy a letdlis allélt is hordozd, valamint a homo -
zigdéta vad tipusu utddok kdnnyen megkiilonboztethetSek, mi-
vel az utébbiakban a recessziv marker-mutdcié fenotipusa
megnyilvanul.

A misik probléma a letdlis mutdnsok genetikai térképe-
zésénél és komplementdcidés analizisénél jelentkezhet., Mi-
vel valamennyi komplementdlandd mutdnat sziikségszeriien he-
terozigéta torzsben tartumk fenn, ezért a komplementdcids
analizishez meg kell jeldlni a letdlis alléleket egy-egy,

szorosan kapcsolt cisz helyzetii, recessziv, 1l4thaté mutéci-
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éval, mert ez az egyetlen lehet8ség a transz heterozigdték
felismerésére. Ha pl. "c" a jele egy recessziv lathatd, "a"
és "b" pedig egy-egy komplementdlandd recessziv letdlis mu-~
tdcidnak, akkor a transz heterozigéta C fenotipusdnak meg-
jelenése, vagy hidnya F,-ben az "a" és "b" komplementdcid-
viszonyaitdél fiigg. A jeldlésekre sziikség van mind a kétfak-
toros, mind a hdromfaktoros térképezésekben is. Nyilvénva-
146, hogy a letdlis allélek jelclésére haszndlt mutdcidk és
azok vad alléljei - ha kis mértékben is - rekombindldédni
fognak, igy elvesztik szerepiiket, és elveszhet a letdlis
allél is. Ennek kikiisztbdlésére a kromoszdéma-idtrendez8dé-
sek rekombindcidt csokkent8 szerepét haszndlhatjuk fel. Ezt
a technikédt els8sorban a Drosophila genetikusok dolgoztdk
ki (1l4sd pl. Roberts, 1976)

2.3. A balanszer kromoszdma

Az aldbbiakban megkisérlem ©sszefoglalni a rekombindci-
6t gdt1ld un. balanszer kromoszdémékkal kapcsolatos ismerete-
ink rovid Osszefoglaldsdt, elsdsorban Lindsley és Grell
(1968) konyve alapjédn.

Balanszer néven foglaljuk Ossze mindazon kromoszdéma-&dt-
rendez8déseket, amelyek csdkkentik, vagy gdtoljdk a geneti-
kai rekorbindcid gyakorisdgdt a genom egy veliik homoldg ré-
gidéjédban, heterozigdta dllapotban. Kozds vondsuk, hogy tar-
talmaznak dltaldban legaldbb egy ldthatd fenotipusu domi-
nédns, és egy, vagy tobb recessziv mutdcidét. A balanszer
kromoszdma lehet inverzid, szabad duplikdcié és transzlo-

kdcidé eredménye is. Osztdlyozdsuk az dtrendez8dések termé-
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szete, az dtrendez8dott kromoszdmdk, valamint letalitdst
okozé tulajdonsdguk alapjdn torténik.

Inverzids balanszerek koziil leghaszndlatosabb tipusok.
a kovetkez8k: (a) "Basc" tipus esetén mindkét ivar életké-
pes és fertilis; (b) "Binsn" tipusndl a hemizigéta him élet-
képes és fertilis, a homozigdta néstény steril; (c¢) "C1B"
tipusuakndl a heterozigéta néstény életképes. Autoszdmés
balanszerek kozott vannak olyanok (pl. SM1, TM3), melyek
t6bb inverzidt tartalmaznak, igy az adott kromoszdéma tel-
jes hosszdban gidtolt lehet a rekombindcid.

Transzlokdciés balanszerek nem homoldg kromoszdémidk ter-
mindlis darabjainak kolcsonos kicserél8désével jonnek létre.
A transzlokdlddott szegment és az eredeti kromoszéma ko-
zott a genetikai rekombindcié gyakorisdga elhanyagolhatd,
ami f8leg a kromoszdémdk pdrosoddsi nehézségeivel magyardz-
hatdé. Rekombindcid gdtlds szempontjdbdl tehdt csak a hete-
rozigéta transzlokdcidk johetnek szdmitdsba. A transzlokd-
cidkra dltaldban rendellenes meiotikus szegregdciés minté-
zat jellemz8, ami az eredeti és az 4dtrendez8dstt kromoszd-
médk kozotti eltér8 pdrosodds kovetkezménye. Elméletileg a
kovetkez8 hdromféle hasaddsi tipus létezik: "alternate",
"adjacent-1" és "adjacent-2". Ezek eredményeként aneuploid
és ortoploid gamétdk képz8dnek, melyek életképesek, de az
egyesiilésiikkel képz8d8 zigétdk nagy része életképtelen
(14sd pl. Roberts, 1976). Szintén meiotikus zavarokra u-
tal az X-autoszdéma transzlokdcidkat gyakran kisér8 X kro-
moszéma non-diszjunkcidé jelensége, melynek eredményeként

megndhet a himek (hemizigétdk) ardnya az utddok kozdtt.
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Drosophildban szinte valamennyi lehetséges balanszer
tipust el8d1litottdk; ennek elvi akaddlya nincs. Tovdbbiake

ban ismertetem a C. eleganson izoldlt balanszer kromoszdémi-

kat. Eddig 17 4dtrendez8dést azonositottak, melyek zome az

X kromoszdéma valamely régidjdt magdba foglald transzlokéi-
13dott, vagy szabad duplikdcidé. Ezeket parcidlis triploid
(duplikdcids heterozigéta), vagy parcidlis tetraploid (dup-
likdcidés homozigdéta) formiban tartjdk fenn, attdél filiggden,
hogy van-e a duplikdcidnak letdlis illetve sterilitést oko-
z6 effektusa. A szabad duplikdcidk rekombindcié gdtld haté-
sa csak a veliik homoldg szakaszokra szoritkozik, mig a
transzlokdlédott darabok ezen feliil azon a kromoszdéma ka-

ron is hatékonyak, amelyre Athelyez8dtek.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Anyagok

a) NG agar: 3 g NaCl-t, 2,5 g bactopeptont (Difco) és
17 g bacto-agart (Difco) kell oldani 975 ml desztilldlt
vizben, majd az oldatot autokldvozni kell. Ezutédn 1 ml eta-
nolban oldott koleszterolt (5 mg/ml), nisztatint, 1 ml 1 M

CaCl-t, 1 ml 1 M MgSO,-t és 25 ml 1 M K-foszfat puffert

_ 4
(pH 6.0) adunk hozz4 a felirt sorrendben. Ez Brenner (1974)
médiumdnak kissé médositott vdltozata.

b) M9 puffer oldat: 6 g Na,HPO,~t, 3 g KH,PO,-t, 5 g

NaCl-t és 0,25 g MgSO -7H2O-t oldunk egy liter desztillalt

4
vizben, és autokldvozzuk.

2. Nematoda torzsek

Laboratdériumunkban meglév8 C, elegans var. Bristol vad

tipusu (N2) és mutdns t8rzseit S. Brennert8l kaptuk. A kii-
16nb5z8 torzsek elnevezésében a nematoddkra leirt egységes
genetikai nomenklaturdt kévetjiik (R. Horvitz és mtsi, 1979).
A kiilonbsz6 gének megjelolésére hdrom betiibSl és arab szd-
mokbsl 4116 nevet haszndlnak. A hdrom betii a génre jellemz§
f6 fenotipus-kategdéria roviditése, a szidmok pedig az azonos
kategdridn beliili gének megkiilonboztetésére szolgdlnak.
Pé1ddul "unc-54" egy olyan génnek a neve, melynek hibdja
rendezetlen (uncoordinated) mozgdst eredményez.

Mivel csaknem minden génnek t&bb alternativ vdltozata
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létezik, ezért sziikséges feltiintetni a felhaszndlt alléle-
ket is. Az unc-54(el190) és az unc-54(el301) jeltléssel az
unc-54 gén két alléljét kiillonboztetjiik meg. A vad tipusu
gén jelolése: unc-54", vagy unc-54(+). Rémai szémokkal je-
151jiik az adott gént hordozd kromoszdémdt (X; I-V). A nomen-
klaturdnak megfeleld8en az dllatok fenotipusdt a dolgozatban
mindig nagybetiivel irom (DPY=dumpy, UNC=uncoordinated,
LON=long).

A dolgozatban szerepld§ lathatd mutdnsok kapcsoltségi

viszonyait mutatja a 4. dbra.

ows et

bli-3 /runc-13

1 unc-35 unc-11 unc-75 unc-59  unc-54

u dpy-10 unc-52
—_—
012345
*/s RECOMBINATION

I unc-45  dpy-1 dpy-18 unc-64  unc-67

v dpy-9 dpy-4

= -1 unc-51
v unc-60 dpy.
78 unc-6 457 unc-9
nc-18
X uncd  dpy-3 unc-20 / lon-2 7dp -6 unc-58 | unc-84 unc-3 let-2

4. dbra A dolgozatban emlitett gének kapcsoltsdgi vi-

szonyai. Brenner,(1974)nyomin.

A felhaszndlt allélek a kovetkez8k: bli-3(e767), unc-35
(e259), unc-11(e47), unc-75(e950), unc-59(e261), unc-54
(e190), dpy-10(e223), unc-52(e444), unc-45(e296), dpy-1

(el), dpy-18(e364), unc-64(e246), unc-67(e713), dpy-9(el2),



dpy-4(ell66), unc-60(e677), dpy-11(e224), unc-51(e369),
unc-1(e94), dpy-3(e27), unc~20(ell2), unc-78(el217), dpy-8
(e1321), dpy-8(e60), lon-2(e678), unc-6(e78), dpy-7(e88),
unc-18(el74), dpy-6(els), unc-58(e665), unc-9(el0l), unc-84
(e1412), unc-3(el51), let-2(el470).

A himeket folyamatos N2 him X N2 hermafrodita testvér-

keresztezésekb8l nyertiik.

3. Torzsek fenntartdsa, keresztezések, rekombindcids érté-

kek szadmolédsa

Genetikai és egyéb kisérletekhez az 4llatokat 18 °C-os
szobdban monoxénikusan, 9 cm Atmér8jii petricsészékbe 6ntott
NG agaron tartjuk, melyhez E. coli OP50 baktériumot adunk

(Brenner, 1974). Ez utdébbi a tédpldlékforrds a fonalférgek
szidmdra. A hosszabb ideig nem haszndlt torzseket folyékony
nitrogénben tdroljuk, ennek metodikdja Brenner (1974) cik-

kében taldlhatd.

A keresztezéseket petricsészékben (4 cm dtmérdjii) végez-
tem, Az dllatokat egyenként vékony, hével sterilezett pla-
tinatiivel raktam lemezekre., Egy-egy lemezre 4-5 hermafrodi-
tdt és 15-25 himet tettem, a kisérlett8l filiggfen. A himeket
dltaldban 1-2 nappal a keresztezés utdn eltdvolitottam, a
a petéz8 hermafroditdkat pedig naponta friss lemezre tet-
tem. A termoszenzitiv mutdnsokat 24,5 °C-on tartottam, a
keresztezéseket is ezen a hémérsékleten végeztem. Az utéd-
dokat a keresztezést kdvet8§ 2-4, napon szédmoltam és oszté-
lyoztam.

A kiilonboz8 kett8smutdns torzseket a Brenner (1974) 41~
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tal leirt mddszerrel allitottam eld.

A peterakds és a peteletalitds mértékét a kidvetkez§ -
képpen hatdroztam meg: 10-10 hermafroditdt 4 cm ¢ petricsé-
székbe raktam, melyek pepton szegény NGM-et tartalmaztak.
E18z8leg vékony csikban E.coli szuszpenzidét szélesztettem
ki. Az dllatokat 4 Srdn 4t petéztettem, majd eltdvolitva
8ket, megszdmoltam a baktérium pédzsitra lerakott petéket.
(Gyakorlatilag az ¢sszes pete itt taldlhatd) Az utdédokat
1-3 nappal kés8bb szdmoltam.

Az dllatok illetve a peték megfigyelését és szAmoldsit
Zeiss sztereomikroszkdp segitségével végeztem.

Rekombindciés és az un. "pszeudolinkage" értékeket
(14sd EREDMENYEK) cisz heterozigdétdk utdédainak leszdmolésa

utdn hatdroztam meg, Brenner (1974) leirdsa alapjén.

4. Balanszer kromoszdma izoldldsa Rontgen-sugdrzdssal

R. Herman (1978) médszerének felhaszndldsdval izoldltam
rekombindcidt gdtldé dtrendez8dést az X kromoszémédn. Az el-
kiilonités elvi alapja az, hogy rekombindcidé gdtldé Atrende-
z8dés jelenlétére homoldg kromoszdémdin hédrom megfeleld
pontban jeldlt (transzheterozigdta) sziil§ utddai kozott a
rekombindns kategdridk hidnydbdél lehet kovetkeztetni. Az
izoldldsi kisérlet sémdjdt mutatja az 5. 4dbra.

Petéz8 dpy-8 unc-3 hermafroditdkat lon-2 himekkel ke-
reszteztem. Egy nap elteltével a hermafroditdkat friss le-
mezre raktam dt, és egy napig petéztettem 8ket, a himeket

pedig eltdvolitottam., A keresztezésb8l szdrmazdé utddok ge-
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e1321 e151

e678

DPY-8 UNC-3 LON-2
' = ffe =
Dp;_8e1321 urIc-ae's‘
opy-ge132!
LON_'2e678
400 (+) g’

do”

7000R
unc-3®], 1~

' L

steril szegregalt
rekombinansokat

295 61

}

jelalt
44

SZT1

5. dbra X kromoszdmids balanszer izoldldsi sémdja

(magyardzat a szovegben)

notipusa dpy-8 + unc-3/+ lon-2 +, fenotipusa pedig vad. Igy

kdnnyen megkiilonbdztethet8ek az autoszegregdciébdl szdrma-

z6 kett8smutdns utddoktdl.

50 = az el8bbi keresztezésbsl

szdrmazd - 55-60 drds vad tipusu hermafroditdt Rontgen-su-

gdrzdssal kezeltem (7000 R, 1000 R/perc, 10 cm tdvolség,

0,5 mm Al-sziird). 10-10 besugdrzott dllatot 4 4ra mulva

petegyiijtd lemezekre raktam dt, majd
tdvolitottam Sket. 400 vad tipusu Fy
16n agarlemezre tettem, ezek utddait

az volt, hogy olyan lemezt taldljak,

egy nap elteltével el-
dllatot egyenként kii-
megvizsgdltam, A cél

melyen csak DPY UNC

és normdlis illetve LON egyedek vannak. 295 lemezen az dlla-

tok sterilek voltak, 61 lemezen a vad tipusuakon kiviil ta-

ldltam rekombindns, vagyis csak DPY,

vagy csak UNC dllato-
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kat. Ezek kOziil t6cbb lemezen nem volt DPY UNC utdd, ezeken
természetesen mir az F, hermafrodita rekombindns volt. 44
lemezen nem taldltam rékombinénsokat, azonban a lemezek
tobbségén kevés, csak 10-15 F, utdéd volt. Ezeken a lemeze-
ken az F3 és F4 generédcidét is megvizsgdltam, végiil egyet-
len lemez maradt, melyen tovdbbra sem taldltam rekombinéns
egyedet. Kett8smutdnssal vals visszakeresztezés utdn tor-
zget inditottam, amit azdéta 8-10 naponként vad tipusu her-
mafroditdk uj lemezre rdkdsdval tartunk fenn. A torzs je-
1516sét a kés8bbi vizsgdlatok (14sd EREDMENYEK) utdn, va-
lamint az uj nevezéktan (R.Horvitz és mtsi., 1979) figye-

lembe vételével SZTl-nek adtuk meg.

5. EMS-el indukdlt letdlis mutdcidk izoldldsa

A mutagenezist Brenner (1974) dltal leirt mdédon végez~
tem. Fiatal SZT1 hermafroditdkat NGM agarlemezr8l M9 puf-
ferrel lemostam, majd iilepedés utdn 3 ml M9 pufferbe vittem
dt, és a szuszpenzidhoz 1 ml frissen készitett 0.2 M-os
EMS oldatot adtam (végkoncentrdcié 0.05 M). Az 4llatokat
szobah8mérsékleten 4 Srdn 4t tartottam az oldatban, majd
ismételt leiilepités és M9 pufferrel t6rténd Adtmosds utédn
pipettdval NGM agarlemezre vittem 4t 8ket. Az €18 vad ti-
pusu hermafroditdkat platina tiivel friss lemezre raktam
dt. 6=8 6ra mulva petegyiijtd lemezekre keriiltek, minden
lemezre egy dllat. Egy-egy mutagenizdlt sziilének 5-10 F
utddjdt egyenként kiilon-kiilon lemezre tettem, és az F,

nemzedékben DPY UNC hermafroditdk hidnydra szkrineltem.
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6. Kromoszdma festés

Fiatal hermafroditdkat néhdny percre baktérium-mentes
agarlemezre tettem, majd kis vizcseppben tdrgylemezre rak-
tam 4t. Az dllatokat egy fed8lemezzel szétnyomtam, majd a
prepardtumot folyékony nitrogénbe médrtottam néhdny médsod-
percre. A fed8lemez lepattintdsa utdn Herman (1979) 41ltal
leirt fixdldsi és festési eljdrdst kdvettem. A prepardtu-
mot Carnoy fix4lé oldatba (6 rész etanol, 3 rész kloroform,
1 rész ecetsav) tettem 30 percre, majd 50 %-os etanollal
és 0.15 M NaCl, 0.03 M KC1 és 0.01 M K-foszfdt (pH 7) puf-
ferrel torténd lemosds utdn 1 mg/ml-es Hoechst 33258 flu-
oreszcensz festékkel 20 percig festettem. A gyorsprepardtum
elkészitése utdn a kromoszdémiket fluoreszcensz lémpéval
felszerelt Leitz ORTHOPLAN mikroszkdéppal vizsgdltam. A fel-
vételek elkészitéséhez BG-12, UG-l sziir8ket és ILFORD HP5S

27 dines filmet haszndltam,
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EREDMENYEK

1. Crossing-over szupresszor azonositdsa az X kromoszdémén

Az 1. tdbldzatban foglaltam Ossze a dpy-8 + unc-3/+lon-2+
hermafrodita sziil8k utddainak kiilonboz8 fenotipus szerinti

megoszlasat.

1. TABLAZAT

dpy-8 + unc-3/+ lon-2 + genotipusu hermafroditdk utddai

utédok fenotipusa

torzs
vad lon dpy unc dpy unc
Kez;éizien 388/0 210/0 176/0 110/0 93/0

SZT1 1181/0 0/208 308/107 0/0 0/0

A tortvonal el8tt a himnések, mogdotte pedig a himek szdmAt
adtam meg,

Noha az UNC fenotipusu utddok hdnyada valamivel kevesebb
az elméletileg vdrtndl, a rekombindnsok (DPY és UNC) gya-
korisdga az ismert genetikai térkép (Bremner, 1974) alap-
jén vdrt értékeknek megfeleld8. A DPY és az UNC utddok eld-
forduldsi gyakorisdga (21 %) a két pont térképtédvolsdgi-
val ardnyos, és a dpy-8 valamint az unc-3 pontok k&6zotti
crossing-over eredménye. Az SZT1 torzset dpy-8 + unc-3/

/+ lon-2 + s8ziil8k Rontgen-sugir kezelése utdn szelektdl-

tam, annak alapjdn, hogy a be nem sugdrzott sziildkkel el-
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lentétben nem szegregdltak sem DPY, sem UNC utddokat. Meg-
lepetésre LON hermafrodita utddaik sem voltak, ellenben
10-15 % LON és DPY UNC him utéduk volt (14sd 1. t4blédzat).
A crossover szupresszor lokalizdcidjédnak megdllapité-
séra SZT1 hermafroditdkat lon-2/0 himekkel, az SZT1 (LON)
himeket pedig kezeletlen dpy-8 unc-3 homozigéta himn8sek-
kel kereszteztem. A vad tipusu hermafrodita utddokat
egyenként lemezre raktam, és ezek utddait megvizsgdltam.

A fenotipus megoszldst mutatja a 2. tdblézat.

2. TABLAZAT

SZT1 X kromoszdémédit hordozé hermafroditdk utédainak megosz-

1l4s viszonyai

utddok fenotipusa

torzs
vad lon dpy unc dpy unc
(SZT1)lon=-2
dpy<8 vne-35 °ve/0  0/69 154/47 1/0 0/0
(szT1)
dpyzi’n‘i?‘} 292/0  139/0 121/0 78/1  71/0

A tortvonal el8tt a himndsek, mdgditte pedig a himek szamét
adtam meg.

Szdmomra mindkét keresztezésbdl azok az utddok voltak ér-
dekesek, amelyek mind a dpy-8 unc-3 -al, mind a lon-2 -vel

jeldlt kromoszdmidt hordoztdk, mert ezen kromoszdémdk egyike
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(els8 esetben a dpy-8 unc-3, mdsodikban a lon-2), az SZT1
torzsb8l szdrmazott. A crossover szupresszor jelenlétét
ugy ellendriztem, hogy megdllapitottam a DPY és az UNC 41~
latok frekvencidjdt a hibridek utddpopuldcidiban. Az ered-

mények azt mutatjdk, hogy & crossover Szupresszor mindig

a lon-2 -vel jelslt kromoszdméhoz kapcsolddik. A rekombi-

nédcidé gdtlids az izoldldsi sémidbdl addddan domindns. Az

SZT1 vad tipusu hermafroditdk tovdbbi két sajdtsdga a ma-
gas zigdta-letalitds, valamint az utdédok kozdtt a himek
el8forduldsdnak magas gyakorisdgi értéke (10-15 %). A 2.
tdblézat mutatja, hogy a visszakeresztezések utédn az
SZT1(lon-2) kromoszdémidt hordozd egyedek utédainak kevesebb,
mint 0.1 %=-a rekombindns.

Annak eldontésére, hogy az SZT1 torzs kiilonleges vi-
selkedésében csak az X kromoszdéma dllapota jatszik-e sze-
repet, vagy mds kromoszdémdé is, a torzsb8l spontdn kiha-
sadé LON himeket kereszteztem &t kiilonbdz8 kettdsmutédns
hermafroditdaval. E kettdsmutdnsok homozigdtdk voltak az
unc-3 gén egy mutdcidjdra, és egy-egy - kiilonbozd autoszd-
mékhoz kapcsolt - dpy mutdcidra. A vad tipusu hermafrodi-
tdkat kiemeltem, és megszdmoltam a LON, DPY, UNC és
DPY UNC him utddokat. (A hermafroditdkndl torzitja a szdm=-
ardnyokat az a tény, hogy a lon-2 homozigdtdk életképtele-
nek.) Az eredményeket a 3. tdbldzat foglalja Ossze. Egyet-
len eset kivételével a LON és a DPY, illetve az UNC és a
DPY UNC fenotipusu him utddok ardnye megfelelt a szabad
kombindcidé alapjédn elméletileg vdrhatd 3:1 ardnynak. A ki-

vételt az unc-3 dpy-5 (I)/(SZT1l)lon-2 hermafroditdk képvi-
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3. TABLAZAT

Az X kromoszdéma és az autoszdmdk kapcsoltsdgi viszonyai
Bal-X-1 kromoszdéma jelenlétében.

him utdédok fenotipusa

t6rzsek

VAD ppYt UNC DPY UNC

(SZT1) lon-2

el onl V. 554 161 371 109
(szZT1) lon-2

v g T IV, 159 48 70 | 24
(821T1) lon-27117 504 76 162 49
unc-3; dpy-1l B

(S2T1) lon=2 11 504 61 138 38

unc-3;dpy-10

(82T1) lon-2 1 505

unc-3; dpy-5 - 45 79

* A DPY fenotipusu egyedek genotipusa lon-2/0; dpy/dpy,
azonban a dpy gén elnyomja a lon megnyilvdnulédsdt (re-

cessziv episztdzis)

selték; ezek utédai koziil hidnyzott az egyik rekombinéns
(DPY) fenotipusu him kategdéria. Ez arra utal, hogy a hete-
rozigéta anydban a lon-2(X) és a dpy-5(I) szorosan kapcsol-

tak, ebb8l kovetkez8en az SZT1 torzs egy X és I. kromoszd-

ma kozotti transzlokdcidt tartalmaz.

Mivel az SZT1 toérzsben 1év8 és lon-2 -vel jeldlt kro-

mogzdéma-aberricié (nevezziikk a tovdbbiakban Bal-X-1 -nek)
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jelenlétéven a homoldg X kromoszdémdn 1év8 unc-3, és a
(nem SZT1 eredetii) I. kromoszdémdn lokalizdlt dpy-5 gén
nem rekombindldédik, alkalmas markereknek latszanak a to-
vdbbi vizsgdlatokhoz.

A munkahipotézis az volt, hogy a Bal-X~-1l kromoszéma
két komponensb8l (egy X eredetii T*-bdl, és egy I. kromoszé-
mdb4l szirmazé TL1-b81) 411, melyek befolydsoljdk a Bal-X-1
kromoszdéma sorsdt a meiozis sordn. Tételezziik fel, hogy Tl
és a normdlis I. kromoszdéma szétvdldsa fiiggetlen T* és a
normdlis X szétvdldsdtdl. Mds széval az "alternate" és az
"adjacent-1" tipusu szétvdlds egyenld valdsziniiségil, az
"adjacent-2" tipusu hasadds valészinilsége pedig elhanya-
golhatdan kicsi (Roberts, 1976).

A 6. dbra azt mutatja, milyen genotipusu gamétdk és
milyen genotipusu zigétdk vdrhatdk a (SZT1l) lon-2 +/+ unc-3;
dpy-5/+ hermafroditdk autoszegregdciéjdbél. Az aneuploid
(11—t hordozé - T* hidnyos, vagy TX-et hordozd és 7! hig-
nyos) gamétdk egyesiilhetnek és életképes zigétdkat hozhat-
nak létre; a csak Tl-t vagy csak T*.et tartalmezd zigdtdk
viszont életképtelenek.

A hipotézis helyességét ellendrz8 kisérletben 50 vad
tipusu (SZT1) lon-2 +/+ unc-3; dpy-5/+ heterozigéta him-
nds utddait teszteltem le. Vad tipusu és DPY UNC himnds
utdda mindegyiknek volt, mds fenotipusu viszont nem, ami
azt jelenti, hogy a T1/T1; T%/unc-3 és a T1/dpy-5; TX/1%

zigdétdk valdban életképtelenek.
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UNC-3 DPY-5| X DPY-5 |unc-3 T!
v 4 +
UNC-3 DPY-5 v uD i +
T DPY-5 + + + Vv
UNC3 Tl + + v +

6. dbra Az utédok elméletileg vdrhatd autuszegregdci-
éja & (S2T1)1lon-2 +/+ unc-3; dpy-5/+ hermaf-
roditdkb8l. Jelslések: V=vad tipusu, UD=unc
dpy, +=€életképtelen zigdta.

A 6. édbrdn 14thatd, hogy a zigétdknak 5/16-a volt é-
letképes. Ezt ugy igazoltam, hogy megszdmoltam & lerakott
petéket és a kifejlédott dllatokat; azt tapasztaltam,
hogy az SZT1 torzs dltal rakott petéknek csak kb. 1/3-a
kelt ki (ldsd 4. tdblézat).

A ki nem kelt, de zigdtdkat tartalmazd peték még 2-3
nappal a lerakds utdn is szdmolhatdak, mivel ezeket ellen-
4116 hdrtya (corion) burkolja. Ezzel ellentétben a meg-
termékenyitetlen peték a lerakds utdn néhdny perccel

szétfolynak (Hirsh és Vanderslice, 1976).
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4.TABLAZAT

dpy-8 + unc=-3/+ lon-2 + hermafroditdk petéinek kelési gya-
korisdga és utédszéma

e kelési étlagos+
wdrag gyakoriség utdédszdm
Kezeletlen
anlil &k 703/707 311 (5)
SZT1 385/1233 94 (8)

*z4rSjelben azoknak az 4llatoknak a szdma szerepel, ame-
lyeknek az utddait szdmoltam.

A 6. 4brdn lidthatd, hogy elméletben a transzlokdcids
heterozigdéta : nem transzlokdcidés tipus arédnya 4:1, s a-
dataim ezzel jé egyezést mutatnak (14sd 1. t4bldzat).

Az SZT1 t6rzsben transzlokdcidés homozigdtdkat (LON
himn8seket) nem taldltam. Ez a recessziv letalitds nem
szegregdl lon-2 -t81, és mivel a (feltehet8en rl/1;
T*1lon-2/0 genotipusu) spontdn kihasadd LON himek élet-
képesek és fertilisek, feltételezhet8, hogy a hiba a 7l
kromoszdémén van, Hogy ez a hiba magédnak a transzlokdcid-
nek a sajdtsdga~e, vagy egy mdsik Rontgen-sugdr 4ltal
indukdlt vdltozds kovetkezménye-e tovdbbi vizsgdlatok
sordn donthetd el.

A Bal-X-1 kromoszdma hatdsosan gdtolja a rekombindci-
6t az X kromoszdéma kb. kétharmaddn, a dpy-8 -tdl jobbra,

és szoros kapcsoltsdgot mutat dpy-5 -el. Annak a kérdésnek
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a megvalaszoldsdra, hogy az I. kromoszdmdnak mekkora sza-
kasza van "pseudo-linkage'-ben a lon-2 génnel az SZT1
torzsben, megvizsgaltam tobb X és I. kromoszdmds gén re-—
kombindcids viszonyait. Az adatokat az 5. tébldzat tar -

talmazza.

5. TABLAZAT

Rekombindcids értékek SZT1 kromoszdmdt hordozdé hermafrodi-
takban.

heterozigdta géntérképbdl keresztezési
sziilék szamitott adatokbdl szdm.
P P

+ AB201)lon=-2 4+

dpy-8 + unc-b et 0-003
oEE 0292
(SZT})&;2:§8+;dp;-5 0.5 ' 0.001
(SZTi)loE;E-;;unz_ls 0.5 0.016
102-2;dp;-10 unz_4 0.02 0.019-0.030
gslezlon-e;dp;_lo un:—4 ellie 0.041-0.059
loE-Z;dp;_4 unz-26 0.035 0.038-0.045
(S2T1)lon-2.__ + -2 u.a. 0.050-0.064

- ’dpy-4 unc-26
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heterozigdta géntérképbdl keresztezési
sziil8k szdmitott adatokbdl szdm.
B 4
(SZ2T1)lon-2,_ + 4
lon-2 . + + u.a. 0.046-0.057

+ ’dpy-17 unc-69

(SZ2T1)lon=-2. + +
+ ’dpy~5 unc-=75

0.095 0.140

Az utddszdm a felirds sorrendjében a kidvetkez8 volt: 873,
504, 654, 649, 1065, 1031, 1332, 1824, 977, 2056.

L4ithaté, hogy néhdny, a dpy-5 kdzelében lokalizdlt gén
valdban szorosan kapcsolt az X kromoszdma kivdlasztott
markerével. Ugyanakkor a dpy-5 =-t8l jobbra, tavolabb elhe-
lyezked8 unc-75(e950) génnel kapcsolatban ezt nem tapasz-

taltam. Ezen adatok alapjdn arra lehet kidvetkeztetni, hogy

az I. kromoszdéménak viszonvylag kicsi - a feltételezett

centromer koriili szakaszae vesz részt a transzlokdcidban,

az ett8l tdvolabbi markerekkel jelolhetd§ szakaszok nem.

A feltételezett toréspont az I. kromoszdéma bal végén van.

Az dtrendez8dések interkromoszdémdlis hatdsa a rekombi-
ndcidéra Drosophildban igen gyakori (Hinton, 1965; Lucchesi,

1976). Annak eldontésére, hogy ez a jelenség a C. elegans-

ban is igy van-e, megvizsgdltam a kiilonb6z8 kromoszdémdkon
a crossoverek gyakorisdgdt az SZT1 jelenlétében. A kapott
eredményeket szintén az 5. tébldzat tartalmazza. Ldthatd,

hogy a kromoszdma-dtrendez8dés megnovelte a rekombindci-
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6t a II., ITII, és IV. kromoszdémds gének kozott is.

Herman (1979) 4ltal izoldlt kromoszdéma-dtrendezddések
koziil t6bb citoldgiailag is kimutathatd. Ezért, valamint
a keresztezési adatok esetleges aldtdmasztdsa végett,
Hoechst 33258 festés utédn fluorescens mikroszkdéppal meg-
vizsgdltam az SZT1 torzs vad tipusu hermafroditdinak ooci-

tdiban a prometafdzisos kromoszdémdkat (7. &bra)

7. dabra Hoechst 33258 festékkel kezelt C. elegans
kromoszémdk fluorescens mikroszkdéppal vizs-
gédlve. a) N2 himn&sek kariotipusa. b) SZT1
himndsek kariotipusa. Nagyitds: 2000x,

A kontrollként szerepld N2 himnds dllatok oocitdinak
kariotipusa 6 kézel azonos nagysdgu bivalens kromoszdémi-
bdél 411, ez megegyezik a kapcsoltsdgi csoportok szamaval
(Brenner, 1974). Az SZT1 heterozigdtdk kromoszdmdi koziil
egy j6val kisebb a tobbinél, melyek azonos nagysaguak.

Az utdébbi citoldgiai fenotipus minden bizonnyal a transz-

lokdcid kdvetkezménye.
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2. A Bal-Y-l kromoszdéma alkalmas recessziv letdlis mutd-

cidk kiegvensulyozdsara

A rekombindcidt gdtld kromoszdémdk izoldldsdnak egyik
célja az, hogy recessziv letdlis mutdcidkat lehessen se-
gitségiikkel heterozigdéta torzsben vdltozatlanul fenntarta-
ni. Annak eldontésére, hogy az SZT1 t6rzs alkalmas-e erre,
vagy sem, X kromoszémds ladthatdé fenotipusu markerekhez
(dpy-8, unc-3, unc-58) kapcsolt recessziv letdlis mutdci-
0k izoldldsédt és fenntartdsdt prdébdltam meg segitséglikkel.
E c€1bdl Bal=-X-l heterozigdtdkat EMS illetve 1,2,7,8-die-
poxioktdn (DEO) kezelésnek vetettem ald. Az EMS kezelt
dllatok genotipusa dpy-8 + unc-3/(SZT1)lon-2 + +, a DEO
kezelteké pedig + unc-58/(SZT1)lon-2 + volt. Az els8 e-
setben a vad tipusu Fy hermafroditdkbdél kldnokat inditot-
tam, majd ezek utddait DPY UNC fenotipusra teszteltem. A
masodik esetben kozvetleniil a mutagenizélt dllatok utdda-
it teszteltem az UNC fenotipus hidnydra, mivel unc-58
egy szemidomondns mutdcid. Az ellendrz8 tesztek ujbdsli
elvégzése utdn 43 mutdns tdrzset alapitottam; 36 letdlis
mutdciét EMS-el, 7-et pedig DEO-val indukdltam, ez utdb-
biak - a mutagén jellegét, valamint az izoldlds mdédjét
figyelembe véve - delécidt hordozdk lehetnek. A mutédnsok
részletes jellemzése, térképezése, komplementdcids anali-

zise folyamatban van.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

1. Az SZT1 jellemzési adatainak értelmezése

Az SZT1 az X és I. kromoszdémédk kozotti transzlokdcio
eredménye. Hatdsosan gdtolja a rekombindciét az X kromo-
széma mintegy 2/3 részén, a dpy-8 és let-2 kozotti régi-
éban (8. ébra). FeltehetSen hasonldé hatdst fejt ki az I.
kromoszdéma bal végén is, ezt azonban megfeleld genetikai
markerek hidnydban nem tudtam részletesen megvizsgdlni.

Roberts (1970) Drosophilédn kapott adatokbdl azt a ko-
vetkeztetést vonta le, hogy transzlokdecidés heterozigdtdk
utddai kozdtt a rekombindnsok szédménak csokkenését nem
az aneuploid szegregdnsokban bekdvetkezett crossover-ré-
gié elvesztése okoiza, hanem az, hogy a tdréspontok kor-
nyezetében nem tud szinapszis kialakulni a homoldg kro -
moszdma részek kozott.

Az SZT1 pontos természete ismeretlen; lehet reciprok
transzlokdcid, vagy az X kromoszdéma egy darabjénak nem
reciprok beépiilése az I. kromoszdmdba, illetve ennek for-
ditottja. Amikor az dtrendezd8dott kromoszdma 1l &g TX ré-
szeire utalok, akkor TX jelentheti az X delécidjdt, vagy
egy I. kromoszdéma darab inszerciéjdt az X-be, vagy akar
mindkett8t. A T* és a ol természetesen csak egyiitt for -
dulhat el az életképes diploid sejtben. Az eredmények
alapjdn nyilvdnvald, hogy az életképes dllatok vagy egy
haploid dézist hordoznak rl_p81 és T*-b81, vagy egyet sem.
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Elméletileg is ez az eredmény vdrhatd, hiszen mds kombi-
ndcidk letdlis duplikdcidt vagy delécidt jelentenének.

A citoldégiai vizsgdlatok, f8leg a kromoszdmdk kis mé-
rete miatt csak az dtrendez8dés tényét tdmasztjdk ald,
de kozvetlen informdcidt annak pontos természetér8l nem
szolgdltatnak. Elektronmikroszkdépos felvételek t&bb in-
formdciét adhatnédnak, azonban ilyen prepardtumok elkészi-
tése fonalférgeken technikailag még nincs kidolgozva.

Meghatdrozva az SZT1 hermafroditdk letdlis petéinek
és szegregdlt utddainak ardnydt, arra lehet kovetkeztet-
ni, hogy a kromoszémdk diakinézisbeli szétvdldsa flleg
"alternate" és "adjacent-1l" mintdzat alapjdn torténik,
mig az "adjacent-2" szegregdcid ritkédbb lehet.

Az SZT1 torzsben transzlokdcidét hordozd homozigdta
4llatok nem jelennek meg az utddok kdz6tt. Ennek okai a
kévetkez8k lehetnek: (1) a torés helyén, vagy (2) ettdl
fliggetleniil bekovetkez8 recessziv letdlis mutdcid; (3) a
torés pozicideffektusa. A Bal-X-1l esetében ezek koziil
bdrmelyik fenndllhat. Ha azonban letdlis mutdcidrdl van
sz6, az csak a 7l en lehet, mivel a Tl/normélis I.; T™*/0

genotipusu dllatok fertilis himekként jelennek meg.

2. A Bal-=-X-1 interkromoszdémédlis hatdsa

Az SZT1 torzsb8l spontdn kihasadd 10-15 % him csakis
az X kromoszdéma nondiszjunkcidjdval johetett 1étre. Ez az
esemény 2-3 nagysidgrenddel gyakoribb ebben a tdrzsben,

mint a vad tipusu dllatokndl. Drosophildban is megfigyel=-
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ték, hogy X-autuszdéma transzlokdcié gyakran X-X nondisz-

junkcidéval jdr (Chandley, 1965), s8t, genetikailag kevés-
bé ismert fajokndl éppen ennek a jelenségnek a segitségé-
vel azonositottak transzlokdcidkat (Laven, 1971).

Az 5. tdbldzatban 14thatd, hogy Bal-X-1 kromoszdmét
hordozé dllatokban a normdlis autoszdémdkon megnd a rekom-
bindcids gyakorisdg. Drosophildban megfigyelték, hogy ez
a hatds heterozigdtdkban pozitiv korreldcidét mutat az in-
tersticidlis szakasz - a toréspont és a centromer kozotti
régié - hosszdval. Rovid intersticidlis szakasz, vagy ho-
mozigdta transzlokdcidé csdkkentheti a rekombindcidt
(Hinton, 1965; Williamson, 1966). Meiotikus crossing-over-
re gyakorolt hatdst leirtak méds kromoszéma-dtrendez8dések
esetén is (Lucchesi, 1976). A jelenségnek két elképzelhe-
t8 magyardzata van.

Az els8 modell szerint (Mather, 1936; Roberts 1969)
egy-egy fajt adott rekombindcids érték jellemez, ennek
fenntartdsdért meghatdrozott mennyiségii anyag (pl. enzim)
felelds. Mivel a genom strukturdlisan heterozigéta szeg-
mentjeiben a rekombindcidé gdtolt, a genom egyéb részeire
a rendelkezésre 8116 enzimkészlet relative nagyobdb ha-
nyada jut, €és ez megndveli a rekombindcidt.

A mdsik modell Lucchesi és Suzuki (1968) nevéhez fii-
z8dik. Szerintiik (a) a meiotikus profdzis kdzben van egy
olyan stddium, amikor a homoldg kromoszémdk pdrba dllnak.
A rekombindcid ekkor jatszddik le a szorosan Osszetapadt

kromoszdmdk kozott; {b) ennek a stddiumnak akkor van vé-
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ge, mikor a genom egy bizonyos része szinaptikus 4dllapot-
ba jutott; (c) olyan faktorok, melyek késleltetik a kromo-
sz8médk pdrosoddsidt, megnyujtjdk e stddium idejét is, igy

a mdr parosodott részeken tdbb crossing-over jatszddhet 1le.

3. Elképzelések a C. elegans kromoszdmidk centromerjeinek

elhelvezkedésére

A C. elegans kromoszdémdinak szerkezetér8l, - igy ter-

mészetesen a centromerek jellegér8l és lokalizdcidjardl -
szerzett ismereteink hidnyosak. Az eddig izoldlt 1l4thaté
mutdcidk a kromoszdmidkon nem teljesen random oszlanak
meg, hanem - taldn az X kromoszdéma kivételével - egy~-egy
régidéba felhalmozdédva géncsoportokat alkotnak. Brenner
(1974) feltételezte, hogy ezek kizelében helyezkedik el
a centromer. Herman (1978) kordbbi kisérleteib8l arra
kévetkeztetett, hogy az X kromoszdéma céntromerje az unc-6
kdzelében lehet, vagyis az X metacentrikus (14sd 8. &b~
ra). Azonban az a tény, hogy az 4ltala ujabban izoldlt
szabad duplikdcidk néhdny kivételtdl eltekintve az X kro-
moszdéma jobb disztdlis régidjdt (unc-3, unc-7) tartal-
mazzdk, arra utal, hogy & centromer legveldsziniibb helye
az X kromoszéménak ez a része, tehdt a kromoszdéma akro-,
vagy telocentrikus (Herman, 1979).

Az SZT1 viselkedéséb8l nyert adatok alapjdn nem lehet
pontosan megadni az X centromerjének helyét; nem cédfolha-

td a Herman dl1tal felvetett két lehetséges centromer ré-
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gid egyike sem. A 8. dbra az SZT1 heterozigdtdk transzlo-
kdcids kromoszdémdinak pachiténbeli konfigurdcidjdt dbré-

zolja az X kromoszdma két feltételezett centromer-pozici-

6javal.
T%0- l 0 [ T Tﬂ —o— 1.

8. &dbra SZT1 heterozigdtdk transzlokdcidés kromoszd-

' midinak lehetséges pachiténbeli konfigurdci-
dja. Jelolések: O0=X kromoszéma centromerje,
O=I.kromoszdéma centromerje, d,l,u=kiilonbo-
z8 fenotipusu markermutdcidk.

Tovébbi lehet8ség, hogy az X kromoszdéme (és feltehetd-
en az autuszémék is) policentrikus, mint ahogy ezt a 14-

ban é18sktdd Parascaris equorum nematdéddban taldltdk,

vegy diffuz centromerje van, amire szintén taldltak mér
példdt, mind a novény~ és dllatvilédgban (John és Lewis,
1965). Megfeleld elektronmikroszképos technika kidolgozd-

sa megoldhatja ezt a kérdést is.

4, Recessziv letdlisok fenntartédsa

Az dltalam izoldlt recessziv letdlis mutédnsok fenntar-

tdsa a Bal-X-1 balanszer kromoszdéma segitségével mér tcbb,



-39~

mint 50 generdcidn keresztiil sikeres volt.Bal-X-1l kromoszd-
médval tartjuk fenn a laboratdériumunkban meglév8, kordbban
duplikdcidkkal kiegyensulyozott letdl-mutdnsokat is, mint
pl. let-7(mn 110), let-2(el470), let-15(eld71). Igy a ké-
s8bbiekben diploid dllatokban tanulmidnyozhatjuk ezeket a
géneket.

Tovédbbi terveink kozt szerepel a Bal-X~1l 4ltal kiegyen-
sulyozott régié telitése recessziv letdlis és steril mu-
t4cidkkal, ezek komplementdcidés analizisének és térképe-
zésének elvégzése, és az igy azonositott gének szerepének
tanulmdnyozdsa. Ez kett8s haszonnal jérhat: (1) jelentds
szdmu indiszpenzibilis gén funkcidjédra és szabdlyozdaséra
nézve nyerhetiink informdcidét; (2) eldsnthetd lesz, hogy
e gének elh%?gzkedése az X kromoszdémédn random, vagy CSO-

portos megoszldst mutat.
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