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BEVEZETÉS

A magasabbrendü élőlények egyedfejlődése a sejtek meg­

sokszorozódásából és differenciálódásából, a szövetek és 

szervek morfogeneziséből áll. E biológiai folyamatok gene­

tikailag meghatározottak; az un. "differenciális génakti­

vitás" eredményei. Másképpen úgy is mondhatjuk, hogy az e- 

gyedfejlődés egy genetikai program megvalósulásának folya­

mata. E program logikájáról azonban még nagyon kevés in­

formációnk van.

Az egyedfejlődés tanulmányozására - mint általában a 

biológia lényegi összefüggéseinek megértéséhez - a megfe­

lelő módszer a genetikai analízis. Ennek lényege, hogy a 

programban résztvevő gének közül minél többet mutációk ré­

vén azonosítunk, szerepüket, szabályozásviszonyaikat tisz­

tázzuk. Munkánk sikere érdekében azonban csakis véges szá­

mú események tanulmányozására vállalkozhatunk. Ezért az 

egyedfejlődés egy adott problémája megértésének egyik leg­

fontosabb feltétele a megfelelő modell kiválasztása. Eej- 

lődésgenetikai vizsgálatokra jelenleg egyik legalkalmasabb 

kísérleti objektum - főleg SYDNEY BRENNER munkájának kö­

szönhetően - a Caenorhabditis elegáns (továbbiakban C. 

elegáns) öntermékenyitő fonalféreg. E fajt igazi eukarió- 

ta volta mellett a relative egyszerű sejtes felépítés és 

a genetikai analízisre való alkalmasság jellemzi.

Másik fontos, metodikai probléma a fejlődésben fontos 

gének mutációkkal való azonosítása, és a mutánsok fenn - 

tartása. Mivel az ilyen génfunkciók nélkülözhetetlenek az
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állat számára, mutációjuk rendszerint az egyed pusztulá­

sát eredményezi, tehát az ilyen mutációknak nincs látható 

fenotipusa. Ezek "láthatóvá tételéhez" szükségesek fenoti- 

pusosan jól elkülöníthető, a vizsgált génekkel kapcsolt, 

un. marker mutációk, melyek a fejlődés szempontjából kö­

zömbösek. Biztosítani kell továbbá, hogy a letális mutá - 

ciók jelölése a vizsgálat során végig megmaradjon, vagyis 

a letális mutációk heterozigóta formában fenntarthatok 

legyenek a rekombináció veszélye nélkül. Ezt rekombináció 

gátló, balanszer kromoszómák létrehozásával lehet elérni.

Erőfeszítéseink a C. elegáns genetikai rendszerének 

ilyen irányú kibővítésére irányulnak. Célul tüztük ki egy, 

az ivari (X) kromoszóma nagy részét rekombináció gátlás 

révén kiegyensúlyozó balanszer kromoszóma előállitását és 

jellemzését, valamint az X kromoszóma e régiójában loka - 

lizálható recessziv letális mutációk izolálását és rész - 

leges jellemzését.
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1. A C. elegáns önterméken.yitő fonalféreg .jellemzése

A C. elegáns egy szabadon élő, talaj lakó, öntermékenyi- 

tő fonalféreg faj. Standard, szabályozható laboratóriumi 

körülmények között könnyen, és olcsón tartható. Előnyös 

tulajdonsága, hogy sejtjei, belső szervei élő állatban kö­

zönséges fénymikroszkóppal tanulmányozhatóak. ELLSWOOTH 

DOUGHERTY (1959, 1963) javasolta először genetikai vizsgá­

latok objektumaként. Ivaros szaporodását, citológiáját és 

a gametogenezisét először HONDA (1925) illetve NIGON (1949, 

1955, 1965) tanulmányozták.

SYDNEY BRENNER (1973, 1974) dolgozta ki a faj formális 

genetikáját, úttörő munkája eredményeként bebizonyosodott, 

hogy a C. elegáns megfelelő modellje az egyedfejlődésre, 

differenciálódásra és viselkedésre képes eukarióta állati 

szervezeteknek, s jelenleg egyik igen fontos kisérleti ob­

jektum az állati egyedfejlődés és viselkedés genetikai a- 

lapjainak tanulmányozásában.

1.1. C, elegáns morfológiája

Egy felnőtt egyed kb. 1 mm hosszú és 70/um átmérőjű, 

és mindössze 810 szomatikus sejtből áll (Sulston, 1977). 

Egyszerű, a Rhabditidákra jellemző felépítésű (Chitwood, 

I95O). Hengeres testét egy külső hipodermális sejtfal bel­

ső izomsejt sorokkal együtt alkotja. Szájnyillása a garat- 

ba torkollik (l. ábra). A garat szabályozza a táplálék
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C. elegáns himnős (felül) és him (alul) egyed 

sematikus képe.

1. ábra

áramlását a bélben. Az idegrendszer sejtjeinek nagyobb ré­

sze az idegrostnyalábok által a garat körül alkotott ideg- 

gyürüben vagy agyban helyezkedik el. Az idegsejtek - érzék 

és mozgatók egyaránt - ganglionokba csoportosulnak. A hasi 

idegköteg olyan mozgató neuronokból áll, melyek a testizom- 

zatot idegzik be (White, 1976). Kezdetleges, néhány sejt­

ből álló kiválasztó és érzékszerveik vannak. Az önterméke- 

nyitő himnősek (hermafroditák) szaporitó szerve két visz- 

szahajló karból áll. Mindkettő egy-egy petefészekből pete­

vezetékből, himivarsejt tárolóból és méhből áll. A gonád- 

karok közös vulvában végződnek, ezen keresztül rakja le az 

állat a petéit. A természetes populációkban igen ritkán
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előforduló himeknek egy heréjük és párzószervük van, ondó­

vezetőjük a véghélhez kapcsolódva kloakát alkot (l. ábra).

1.2. A C. elegáns egyedfejlődése

A C. elegáns növekedését és szaporodását különböző hő­

mérsékleteken BYERLY és mtsi (1975, 1976a, 1976b) részlete­

sen tanulmányozták (2. ábra)

egg —
* (8hrs)( 8 hrs)

/
/

L1 (12 hrs)ADULT
25°C \

DAUER

L 2 ( 7 hrs )L4 (9 hrs)

( 7 hrs )

2. ábra A C. elegáns életciklusa. A zárójelben lévő 

számok az egyes lárvastádiumok hosszát adják 

meg órákban.

A növekedés sebessége 25 °C-on kb. 2,1-szerese a 15 °C-on 

mérhető értéknek. Egyedfejlődését posztembriális 

és Horwitz, 1977; Sulston, 1976) és embriális (Deppe és 

mtsi, 1978; Schirenberg és mtsi, 1978) szakaszokon

azaz-sejtszinten leirták. A cambridgei és göttinge-
V

(Sulston

tesen,
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ni kutatók közös munkájának eredményeként gyakorlatilag az 

aduit valamennyi szomatikus és gonádsejtjének eredetét, 

sejtfáját, ("cell lineage"-t) ismerjük (Schirenberg és 

Sulston, 1980). Ezeket a vizsgálatokat az tette lehetővé, 

hogy az állat valamennyi sejtje csaknem az egyedfejlődés 

teljes szakaszán un. Nomarski optikával látható, lehetőség 

van az igy nyert képek rögzítésére, az eredmények számitó- 

gépes analízisére és elektronmikroszkópos képekkel való 

összevetésére. Régi megfigyelést (Boveri, 1892) erősítet­

tek meg ezek a vizsgálatok: az egyedfejlődés igen konzer­

vatív, a sejtek osztódásának száma és az utódsejtek pozí­

ciója állatról állatra invariábilis, sőt, a sejtosztódá - 

sok időpontját perc pontossággal megismerhetjük. A 25 °C- 

on mindössze 11,5 órát igénylő embrionális fejlődés egy 

kb. 4 óra tartamú proliferációs, s az azt követő morfoge- 

netikai szakaszra tagolódik. Először egyenlőtlen, aszink­

ron sejtosztódásokkal un. őssejtek vagy stem-зеjtek ala - 

kulnak ki (3* ábra). Ezek azután a stem-sejtre jellemző 

időközökben és számban szinkron, szimetrikus osztódások - 

kai különböző szöveteket hoznak létre. így a proliferáci­

ós szakasz végére kb. 550 sejtes ébrény alakul ki; ebben 

például 32 sejt az izomzat őse, egy-egy sejt a him illet­

ve női csiravonal őse, egy-egy pedig a him illetve női 

gonád őssejtje. Az első stádiumos (Ll) lárva 550 sejtből 

áll, ez a sejtszám himnőseknél 810-re, hímeknél 940-re 

megy fel. A himnősben termelt petesejteket a spermatáro­

lóban vagy a saját, vagy a him által (a vulván át) be - 

juttatott spermiumok termékenyítik meg. Az emriófejlődés

s•



-7-

azormal megindul, noha a két sejtmag csak később egyesül. 

A fiatal C55—65 órás) aduit petéit kb. 30-32 sejtes stá­

diumban rakja le.

A posztembrionális fejlődés négy, egymástól kétórás 

nyugalmi periódussal és vedléssel elválasztott lárvasza­

kaszban (L1-L4) zajlik le 48-50 óra alatt. Közben kiegé­

szülnek a szomatikus struktúrák (elsősorban az ivarárett 

állat nemi funkcióihoz szükséges izom és idegelemekkel), 

illetve a közel 2ooo csirasejt differenciálódik.

Elsődleges Elsődleges Endoderma Másodlagos Másodlagos 
ektoderma mezoderma

elülső hipo- elülső test- 
dermisz
elülső idegek garat izom - 
garat ekto - zat 
derma

Ivarszervek
mezodermaektoderma

hátulsó hipo- hátul só test- Ivarsejtek 
dermisz izomzat belső szoma-
hátulsó idegek tikus struktúrák

bélizomzat

ft ft ft ft ft
© © ©

0
®© @Stem sejtek

Csiravooal —► PQ 1 P2 p3 —

3. ábra C. elegáns szöveteinek differenciálódása a 

stem-sejtékből. (Schierenberg nyomán)

Oocitát az állat egész élete során termel, a spermiumkép­

ződés azonban befejeződik a lárvaélettel, igy az utódszá­

mot a 3permatárolóban lévő himivarsejtek száma limitálja.
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Az utódszám önmegtermékenyülés esetén 250-350 között lehet.

Kedvezőtlen környezeti feltételek között alternativ 

fejlődési mintázat észlelhető: az L2 lárvák szemianabióti- 

kus tartós lárvává (dauer-lárvává) alakulnak. ЕЪЪеп az ál­

lapotban nem táplálkoznak, és hónapokig életképesek. A 

szájüreg zártsága és a kutikula speciális szerkezete ellen- 

,^ állóvá teszi ezeket a lárvákat pl. detergensekkel szemben 

is (Cassada és Russell, 1975). Kémiai inger (táplálék) ha­

tására az állatok 14 lárvákká vedlenek, ez a folyamat irre­

verzibilis. Dauer-lárvákkal könnyen és jól szinkronizálha­

tó a populáció. Élettanilag pedig a dauerek a növénypara­

zita fonalférgek infektiv lárváinak megfelelői.

Л..

Л4'

1.3. A C, elegáns szaporodása

A C. elegáns a természetben mint önmegtermékenyitő her- 

mafrodita szaporodik. A himnős állat termel mind petesejte- 

, két, mind spermiumokat. Természetes populációkban a hermaf- 

roditák utódai között kb. 0,3 %-os gyakorisággal fordulnak 

elő himek is, s ezek morfológiailag jól elkülöníthetőek a 

himnősektől. A himek párzószervük segítségével a hermafro- 

ditákat meg tudják a vulván keresztül termékenyíteni, és 

keresztutódokat hoznak létre. Egy-egy himnős keresztutóda­

inak száma akár 800-1000 is lehet. A himeknek csak egy iva­

ri kromoszómájuk (X) és öt pár un. autoszómájuk (A) van 

(X0;5AA), mig a hermafroditáknak az öt pár autoszóma mellett 

két X kromoszómájuk van (XX;5AA) (Nigon, 1949). Mivel a 

keresztutódok fele him, ezért a himek és a hermafroditák

r

j
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filyamatos keresztezésével fenntartható sok hímet produká­

ló törzs.

1.4. A C. elegáns mint genetikai objektum

Az állatok kétféle szaporodásmódja nagyon előnyös a ge-
*

netikai analízis szempontjából. Az önmegtermékenyitő szapo­

rodásmóddal az állatok utódpopulációi gyorsan homozigóták­

ká tehetők; igen könnyű izogén vonalakat létrehozni. Uj re- 

cessziv mutációk izolálása ugyancsak egyszerű, mivel a mu­

tációra kezdetben heterozigóta egyed utódai között automa­

tikusan szegregálódnak homozigóták, igy a mutáns fenotipus 

detektálható anélkül, hogy hosszadalmas édestestvér keresz­

tezéseket kellene végezni. Az önmegtermékenyitő szaporo - 

dásmódnak köszönhetően a C. elegáns számos olyan mozgássé­

rült mutánsai, amelyek mechanikai okok miatt nem tudnak pá­

rosodni, de egyébként fertilisek, szaporithatók.

Minden genetikai munkának (géntérképezés, komplementá- 

ciós analízis, stb.) része a gének átvitele egyik egyedből 

a másikba. A hímek révén ez a C. elegánsnál is lehetséges.

Molekuláris genetikai kutatások szempontjából előnye 

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

talma sejtenként 8*10' bázispár, ami kb. 20-szor nagyobb 

az E, coli genomjánál. DNS-ének kb. 83 %-a egyedi (unique) 

szekvencia (Sulston és Brenner, 1974). A 2000 strukturgén 

ma mintegy 10 %-ának ( 250 gén) alléljeit illetve geneti­

kai lokalizációját ismerjük. Ezek zöme látható (alig több, 

mint 20-féle) fenotipusváltozást okoz; ezekre a genom te-
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litett. Az eddig megismert látható és indiszpenzihilis 

funkciójú gének nem egyenletesen oszlanak el az egyes kro­

moszómákon, hanem csoportokat (klasztereket) alkotnak.

A C, elegáns anatómiai, élettani és genetikai egyszerű­

sége lehetővé teszi az egyedfejlődés teljes programjának, 

valamint olyan magasan szervezett struktúrák működésének 

megértését, mint az idegrendszer és az izom működése.

2. Az egyedfejlődésben szerepet játszó gének jellemzése

A 0. elegáns fejlődésében, szaporodásában, sejt és 

szupracelluláris fiziológiai folyamataiban szerepet ját­

szó indiszpenzibilis funkciójú gének száma alacsony : 

becslések szerint kb. 2000 (Brenner, 1974). Reális remény 

van tehát arra, hogy legtöbbjüket azonosítani, szerepüket, 

működésük szabályozásának elveit megismerhessük. Mivel az 

állatok felépítése viszonylag egyszerű, a fejlődési min­

tázat pedig konzervatív, igy lehetőség nyilhat a teljes 

genetikai program, a differenciális génexpresszió részle­

tei, a kompartmentalizáció biokémiai alapjainak feltárásá­

ra. Az egyedfejlődés logikájáról, szekvenciális eseményei­

ről megfelelő fejlődési mutánsok analízisével kaphatunk 

információkat.

2.1. Kondicionált letális mutációk

Az egyedfejlődésben szerepet játszó gének mutációinak 

zöme letális, vagy kondicionált letális. Az eszenciális 

gének mutációinak azonosítására egyik elterjedt megközeli-
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tés kondicionált letális vagysteril mutánsok izolálása, 

melyek közül a hőérzékeny mutánsok a leginkább használa­

tosak. Hőérzékeny mutánsokat használtak már fel genetikai 

analizis céljaira mind prokariotákban (pl. Edgar és 

Lielausis, 1964; Jarvik és Botstein, 1975), mind eukario- 

tákban (Suzuki és mtsi 

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

1974; Hirsh és Vanderslice, 1976; Riddle, 1977, 1980). 

Ezekre az jellemző, hogy a mutáns fenotipus (letálisok e- 

setében: a halál) csak bizonyos (restriktiv) körülmények 

között nyilvánul meg, mig permissziv körülmények között a 

vad tipusu alléi fenotipusa jut kifejezésre (Suzuki, 1970).

A permissziv hőmérséklet C. elegánsnál 15-16 °C, a 

restriktiv hőmérséklet pedig 25 °C. A kondicionált letáli­

sok homozigóta formában tenyészthetők, térképezhetők és 

komplementációval tanulmányozhatók. A kondicionált letális 

allélekkel jelölt gének időbeli és térbeli fókuszálására, 

azaz elsődleges hatóhelyének és aktiv szakaszának (fenokri- 

tikus szakaszának, elvben a termoszenzitiv periódusának, 

vagy TSP) megállapitására van lehetőség.

Bizonyos tényezők azonban bonyolitják a kondicionált 

letálisokkal végzett analizist. Ilyen pl. az embriogenezis 

korai szakaszában érvényesülő anyai hatás, ami bizonyos 

gének hibáinak következményeit elfedheti. Számos esetben 

eltérő egy-egy géntermék keletkezésének (génexpresszió) és 

felhasználásának időpontja, s igy a mérhető (pl. TSP) és a

1976; Hartwell, 1974), beleértve• f

valóságos fenokritikus periódus nem feltétlenül esik egybe.
и# >

Ezenkivül bizonyos mutációk nem teljes recessziv (hipomorf)
111 G*o i >

«w
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jellege is zavarhatja az egyértelmű kiértékelést (Meenly 

és Herman, 1979; Garcia-Bellido, szóbeli közlés).

2.2. Recesszivletális mutációk

A felsorolt nehézségek miatt a fejlődésgenetikai kuta­

tásokban előnyben részesülnek az un. "null-allélek" és a 

kis deléciók, melyek segítségével megbizhatóbban lehet hi­

ányzó génproduktumok azonosítása. Az ilyen recessziv letá­

lis mutánsokkal kapcsolatosan két probléma merül fel. Az 

első a mutánsok fenntartása. A heterozigóta hermafrodita 

autoszegregációs utódainak kétharmada heterozigóta a letá­

lis alléira, mig egyharmada homozigóta a normális allélek­

re. így a törzset állandóan szelektálni kell a heterozigó- 

tákra, ami nem mindig oldható meg könnyen, sokszor állandó 

utódtesztet igényel. Ezt elkerülhetjük, ha a kérdéses gén 

normális alléljét hordozó kromoszómát cisz helyzetben meg­

jelöljük egy szorosan kapcsolt - látható - recessziv mutá­

cióval. így a letális alléit is hordozó, valamint a homo - 

zigóta vad tipusu utódok könnyen megkülönböztethetőek, mi­

vel az utóbbiakban a recessziv marker-mutáció fenotipusa 

megnyilvánul.

A másik probléma a letális mutánsok genetikai térképe­

zésénél és komplementációs analízisénél jelentkezhet. Mi­

vel valamennyi komplementálandó mutánst szükségszerűen he­

terozigóta törzsben tartunk fenn, ezért a komplementációs 

analízishez meg kell jelölni a letális alléleket egy-egy, 

szorosan kapcsolt cisz helyzetű, recessziv, látható mutáci-
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óval, mert ez az egyetlen lehetőség a transz heterozigóták 

felismerésére. Ha pl. "c" a jele egy recessziv látható, 

és "b" pedig egy-egy komplementálandó recessziv letális mu­

tációnak, akkor a transz heterozigóta C fenotipusának meg­

jelenése, vagy hiánya F-^-ben az "a” és "b" komplementáció- 

viszonyaitól függ. A jelölésekre szükség van mind a kétfak­

toros, mind a háromfaktoros térképezésekben is. Nyilvánva­

ló, hogy a letális allélek jelölésére használt mutációk és 

azok vad alléljei - ha kis mértékben is - rekombinálódni 

fognak, igy elvesztik szerepüket, és elveszhet a letális 

alléi is. Ennek kiküszöbölésére a kromoszóma-átrendeződé­

sek rekombinációt csökkentő szerepét használhatjuk fel. Ezt 

a technikát elsősorban a Drosophila genetikusok dolgozták 

ki (lásd pl. Roberts, 1976)

"a"

2.3. A balanszer kromoszóma

Az alábbiakban megkísérlem összefoglalni a rekombináci­

ót gátló un. balanszer kromoszómákkal kapcsolatos ismerete­

ink rövid összefoglalását, elsősorban Lindsley és Grell 

(1968) könyve alapján.

Balanszer néven foglaljuk össze mindazon kromoszóma-át­

rendeződéseket, amelyek csökkentik, vagy gátolják a geneti­

kai rekombináció gyakoriságát a genom egy velük homológ ré­

giójában, heterozigóta állapotban. Közös vonásuk, hogy tar­

talmaznak általában legalább egy látható fenotipusu domi­

náns, és egy, vagy több recessziv mutációt. A balanszer 

kromoszóma lehet inverzió, szabad duplikáció és transzlo­

káció eredménye is. Osztályozásuk az átrendeződések termé-
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szete, az átrendeződött kromoszómák, valamint letalitást 

okozó tulajdonságuk alapján történik.

Inverziós balanszerek közül leghasználatosabb tipusok 

a következők: (a) "Base" tipus esetén mindkét ivar életké­

pes és fertilis; (b) "Binsn" tipusnál a hemizigóta him élet­

képes és fertilis, a homozigóta nőstény steril; (с) "C1B" 

tipusuaknál a heterozigóta nőstény életképes. Autoszómás 

balanszerek között vannak olyanok (pl. SMI, TM3), melyek 

több inverziót tartalmaznak, igy az adott kromoszóma tel­

jes hosszában gátolt lehet a rekombináció.

Transzlokációs balanszerek nem homológ kromoszómák ter­

minális darabjainak kölcsönös kicserélődésével jönnek létre. 

A transzlokálódott szegment és az eredeti kromoszóma kö­

zött a genetikai rekombináció gyakorisága elhanyagolható, 

ami főleg a kromoszómák párosodási nehézségeivel magyaráz­

ható. Rekombináció gátlás szempontjából tehát csak a hete­

rozigóta transzlokációk jöhetnek számításba. A transzloká­

ciókra általában rendellenes meiotikus szegregációs mintá­

zat jellemző, ami az eredeti és az átrendeződött kromoszó­

mák közötti eltérő párosodás következménye. Elméletileg a 

következő háromféle hasadási tipus létezik: "alternate", 

"adjacent-1" és "adjacent-2". Ezek eredményeként aneuploid 

és ortoploid gaméták képződnek, melyek életképesek, de az 

egyesülésükkel képződő zigóták nagy része életképtelen 

(lásd pl. Roberts, 1976). Szintén meiotikus zavarokra u- 

tal az X-autoszóma transzlokációkat gyakran kisérő X kro­

moszóma non-diszjunkció jelensége, melynek eredményeként 

megnőhet a himek (hemizigóták) aránya az utódok között.
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Dr os ophi Iában szinte valamennyi lehetséges balanszer 

tipust előállították; ennek elvi akadálya nincs. Továbbiak­

ban ismertetem a C. elegánson izolált balanszer kromoszómá­

kat. Eddig 17 átrendeződést azonosítottak, melyek zöme az 

X kromoszóma valamely régióját magába foglaló transzloká- 

lódott, vagy szabad duplikáció. Ezeket parciális triploid 

(duplikációs heterozigóta), vagy parciális tetraploid (dup- 

likációs homozigóta) formában tartják fenn, attól függően, 

hogy van-e a duplikációnak letális illetve sterilitást oko­

zó effektusa. A szabad duplikációk rekombináció gátló hatá­

sa csak a velük homológ szakaszokra szorítkozik, mig a 

transzlokálódott darabok ezen felül azon a kromoszóma ka­

ron is hatékonyak, amelyre áthelyeződtek.



-16-

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

1. Anyagok

a) NG agar: 3 g NaCl-t, 2,5 g bactopeptont (Difco) és 

17 g bacto-agart (Difco) kell oldani 975 ml desztillált 

vizben, majd az oldatot autoklávozni kell. Ezután 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 К-foszfát puffert 

(pH 6.0) adunk hozzá a felirt sorrendben. Ez Brenner (1974) 

médiumának kissé modositott változata.

b) M9 puffer oldat: 6 g Na2HP04-t, 3 g KH2P04-t, 5 g 

NaCl-t és 0,25 g MgS04»7H20-t oldunk egy liter desztillált 

vizben, és autoklávozzuk.

2. Nematoda törzsek

Laboratóriumunkban meglévő C. elegáns var. Bristol vad 

tipusu (N2) és mutáns törzseit S. Brennertől kaptuk. A kü­

lönböző törzsek elnevezésében a nematodákra leirt egységes 

genetikai nomenklatúrát követjük (R. Horvitz és mtsi, 1979). 

A különböző gének megjelölésére három betűből ás arab szá­

mokból álló nevet használnak. A három betű a génre jellemző 

fő fenotipus-kategória rövidítése, a számok pedig az azonos 

kategórián belüli gének megkülönböztetésére szolgálnak. 

Például "unc-54" egy olyan génnek a neve, melynek hibája 

rendezetlen (uncoordinated) mozgást eredményez.

Mivel csaknem minden génnek több alternativ változata
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létezik, ezért szükséges feltüntetni a felhasznált alléle­

ket is. Az unc-54(el90) és az unc-54(el30l) jelöléssel az 

unc-54 gén két allélj ét különböztetjük meg. A vad tipusu 

gén jelölése: unc-54+, vagy unc-54(+). Római számokkal je­

löljük az adott gént hordozó kromoszómát (X; I-V). A nomen­

klatúrának megfelelően az állatok fenotipusát a dolgozatban 

mindig nagybetűvel irom (DPY=dumpy, URC=uncoordinated, 

LON=long).

A dolgozatban szereplő latható mutánsok kapcsoltsági 

viszonyait mutatja a 4- ábra.

dyp-5 rdpy-14 
\ //unc-15

"чюс-13bli-3
unc-59 unc-54unc-35 unc-75unc-11I

unc-52dpy-10E
012345

7. RECOMBINATION

dpy-18 unc-64 ux-67unc-45 dpy-1Ш

фу-9 dpy-4ív

unc-51dpy-11unc-60V

7-Vunc\Trc j.—/r2 uir
unc-9иnc-18

y-6 unc-58X -84 unc-3 tet-2unc-1 dpy-3 unc-20

4. ábra A dolgozatban emlitett gének kapcsoltsági vi-

Brenner,(l974)nyomán.szonyai.

A felhasznált allélek a következők: bli-3(e767), unc-35 

(e259), unc-ll(e47), unc-75(e950), unc-59(e26l), unc-54 

(el90), dpy-10(e223), unc-52(e444), unc-45(e296), dpy-1 

(el), dpy-18(e364), unc-64(e246), unc-67(e713), dpy-9(el2),
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dpy-4(ell66), unc-60(e677), dpy-ll(e224), unc-5l(e369), 

unc-l(e94), dpy-3(e27), unc-20(ell2), unc-78(el217), dpy-8 

(el32l), dpy-8(e60), lon-2(e678), unc-6(e78), dpy-7(e88), 

unc-18(el74), dpy-6(el4), unc-58(e665), unc-9(elOl), unc-84 

(el412), unc-3(el5l), let-2(el470).

A hímeket folyamatos N2 hím x jjp hermafrodita testvér-

keresztezésekből nyertük.

3. Törzsek fenntartása, keresztezések, rekombinációs érté-

kek számolása

Genetikai és egyéb kísérletekhez az állatokat 18 °C-os 

szobában monoxénikusan, 9 cm átmérőjű petricsészékbe öntött 

NG agaron tartjuk, melyhez E. coli 0P50 baktériumot adunk 

(Brenner, 1974). Ez utóbbi a táplálékforrás a fonalférgek 

számára. A hosszabb ideig nem használt törzseket folyékony 

nitrogénben tároljuk, ennek metodikája Brenner (1974) cik­

kében található.

A keresztezéseket petricsészékben (4 cm átmérőjű) végez­

tem. Az állatokat egyenként vékony, hővel sterilezett pla- 

tinatüvel raktam lemezekre. Egy-egy lemezre 4-5 hermafrodi- 

tát és 15-25 hímet tettem, a kísérlettől függően. A hímeket 

általában 1-2 nappal a keresztezés után eltávolítottam, a 

a petéző hermafroditákat pedig naponta friss lemezre tet­

tem. A termoszenzitiv mutánsokat 24,5 °C-on tartottam, a 

keresztezéseket is ezen a hőmérsékleten végeztem. Az utó­

dokat a keresztezést követő 2-4. napon számoltam és osztá­

lyoztam.

7

A különböző kettősmutáns törzseket a Brenner (1974) ál-
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tál leirt módszerrel állítottam el6.

A peterakás és a peteletalitás mértékét a következő - 

képpen határoztam meg: 10-10 hermafroditát 4 cm 0 petricsé- 

székbe raktam, melyek pepton szegény NGM-et tartalmaztak. 

Előzőleg vékony csikban E.coli szuszpenziót szélesztettem 

ki. Az állatokat 4 órán át petéztettem, majd eltávolitva 

őket, megszámoltam a baktérium pázsitra lerakott petéket. 

(Gyakorlatilag az összes pete itt található) Az utódokat 

1-3 nappal később számoltam.

Az állatok illetve a peték megfigyelését és számolását 

Zeiss sztereomikroszkóp segítségével végeztem.

Rekombinációs és az un. "pszeudolinkage" értékeket 

(lásd EREDMÉNYEK) cisz heterozigóták utódainak leszámolása 

után határoztam meg, Brenner (1974) leírása alapján.

4. Balanszer kromoszóma izolálása Röntgen-sugárzással

R. Herman (1978) módszerének felhasználásával izoláltam 

rekombinációt gátló átrendeződést az X kromoszómán. Az el­

különítés elvi alapja az, hogy rekombináció gátló átrende­

ződés jelenlétére homológ kromoszómáin három megfelelő 

pontban jelölt (transzheterozigóta) szülő utódai között a 

rekombináns kategóriák hiányából lehet következtetni. Az 

izolálási kisérlet sémáját mutatja az 5. ábra.

Petéző dpy-8 unc-3 hermafroditákat lon-2 hímekkel ke­

reszteztem. Egy nap elteltével a hermafroditákat friss le­

mezre raktam át, és egy napig petéztettem őket, a hímeket

pedig eltávolítottam. A keresztezésből származó utódok ge-

f í?

4;«д
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6781321 UNC-3e151 LON-26DPY-8e

ff*
UNC-30151e1321DPY-8 1 7000 R

UNC-3e151DPY-8e'321

LON-2e678

^77 \\\\

400 (+)

11f
szegregeit 

rekombinón sokat
jelöltsteril

61 44295

SZT1

5. ábra X kromoszómás balanszer izolálási sémája 

(magyarázat a szövegben)

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

könnyen megkülönböztethetőek az autoszegregációból szárma­

zó kettősmutáns utódoktól. 50 - az előbbi keresztezésből 

származó - 55-60 órás vad tipusu hermafroditát Röntgen-su­

gárzással kezeltem (7000 R, 1000 R/perc, 10 cm távolság,

0,5 mm Al-szürő). 10-10 besugárzott állatot 4 óra múlva 

petegyüjtő lemezekre raktam át, majd egy nap elteltével el- 

távolitottam őket. 400 vad tipusu állatot egyenként kü­

lön agarlemezre tettem, ezek utódait megvizsgáltam. A cél 

az volt, hogy olyan lemezt találjak, melyen csak DPY UNC 

és normális illetve L0N egyedek vannak. 295 lemezen az álla­

tok sterilek voltak, 61 lemezen a vad tipusuakon kivül ta­

láltam rekombináns, vagyis csak DPY, vagy csak UNC állató-
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kat. Ezek közül több lemezen nem volt DPY ШС utód, ezeken 

természetesen már az F^ hermafrodita rekombináns volt. 44 

lemezen nem találtam rekombinánsokat, azonban a lemezek 

többségén kevés, csak 10-15 F^ utód volt. Ezeken a lemeze­

ken az F^ és F^ generációt is megvizsgáltam, végül egyet­

len lemez maradt, melyen továbbra sem találtam rekombináns 

egyedet. Kettősmutánssal való visszakeresztezés után tör­

zset indítottam, amit azóta 8-10 naponként vad tipusu her- 

mafroditák uj lemezre rákásával tartunk fenn. A törzs je­

lölését a későbbi vizsgálatok (lásd EREDMÉNYEK) után, va-

1979) figye-lamint az uj nevezéktan (R.Horvitz és mtsi 

lembe vételével SZTl-nek adtuk meg.
•»

5• BMS-el indukált letális mutációk izolálása

A mutagenezist Brenner (1974) által leirt módon végez­

tem. Fiatal SZT1 hermafroditákat NGM agarlemezről M9 puf­

fernd lemostam, majd ülepedés után 3 ml M9 pufferbe vittem 

át, és a szuszpenzióhoz 1 ml frissen készített 0.2 M-os 

EMS oldatot adtam (végkoncentráció 0.05 M). Az állatokat 

szobahőmérsékleten 4 órán át tartottam az oldatban, majd 

ismételt leülepités és M9 pufferrel történő átmosás után 

pipettával NGM agarlemezre vittem át őket. Az élő vad ti­

pusu hermafroditákat platina tűvel friss lemezre raktam 

át. 6-8 óra múlva petegyüjtő lemezekre kerültek, minden 

lemezre egy állat. Egy-egy mutagenizált szülőnek 5-10 F^ 

utódját egyenként külön-külön lemezre tettem, és az F^ 

nemzedékben DPY UNC hermafroditák hiányára szkrineltem.
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6. Kromoszóma festés

Fiatal hermafroditákat néhány percre baktérium-mentes 

agarlemezre tettem, majd kis vizcseppben tárgylemezre rak­

tam át. Az állatokat egy fedőlemezzel szétnyomtam, majd a 

preparátumot folyékony nitrogénbe mártottam néhány másod­

percre. A fedőlemez lepattintása után Herman (1979) által 

leirt fixálási és festési eljárást követtem. A preparátu­

mot Carnoy fixáló 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 К-foszfát (pH 7) puf- 

ferrel történő lemosás után l^ng/ml-es Hoechst 33258 flu- 

oreszcensz festékkel 20 percig festettem. A gyorspreparátum 

elkészitése után a kromoszómákat fluoreszcensz lámpával 

felszerelt Leitz ORTHOPLAN mikroszkóppal vizsgáltam. A fel­

vételek elkészítéséhez BG-12, UG-1 szűrőket és ILFORD HP5 

27 dines filmet használtam.
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EREDMENYEK

1. Crossing-over azupresszor azonosítása az X kromoszómán

Az 1. táblázatban foglaltam össze a dpy-8 + unc-3/+lon-2+ 

hermafrodita szülők utódainak különböző fenotipus szerinti 

megoszlását.

1. TÁBLÁZAT

dpy-8 + unc-3/+ lon-2 + genotipusu hermafroditák utódai

utódok fenotipusa
törzs

vad Ion dpy unc dpy unc

Kezeletlen
szülők 110/0 93/0388/0 210/0 176/0

0/0 0/01181/0 0/208 308/107SZT1

A törtvonal előtt a himnősek, mögötte pedig a himek számát 
adtam meg.

Noha az UNC fenotipusu utódok hányada valamivel kevesebb 

az elméletileg vártnál, a rekombinánsok (DPY és UNC) gya­

korisága az ismert genetikai térkép (Brenner, 1974) alap­

ján várt értékeknek megfelelő. A DPY és az UNC utódok elő­

fordulási gyakorisága (21 %) a két pont térképtávolságá­

val arányos, és a dpy-8 valamint az unc-3 pontok közötti 

crossing-over eredménye. Az SZT1 törzset dpy-8 + unc-3/

/+ lon-2 + szülők Röntgen-sugár kezelése után szelektál­

tam, annak alapján, hogy a be nem sugárzott szülőkkel el-
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lentétben nem szegregáltak sem DPY, sem UNC utódokat. Meg­

lepetésre LÓN hermafrodita utódaik sem voltak, ellenben 

10-15 % LÓN és DPY UNC him utóduk volt (lásd 1. táblázat).

A crossover szupresszor lokalizációjának megállapitá- 

sára SZT1 hermafroditákat lon-2/0 himekkel, az SZT1 (LÓN) 

himeket pedig kezeletlen dpy-8 unc-3 homozigóta himnősek- 

kel kereszteztem. A vad tipusu hermafrodita utódokat 

egyenként lemezre raktam, és ezek utódait megvizsgáltam.

A fenotipus megoszlást mutatja a 2. táblázat.

2. TÁBLÁZAT

SZT1 X kromoszómáit hordozó hermafroditák utódainak megosz­

lás viszonyai

utódok fenotipusa
törzs

dpy unc dpyvad Ion unc

(SZTl)lon-2 1/0 0/0602/0 0/69 154/47dpy-8 unc-3

(SZT1) 
dpy-8 unc-3 78/1 71/0292/0 139/0 121/0lon-2

A törtvonal elótt a himnósek, mögötte pedig a himek számát 
adtam meg.

Számomra mindkét keresztezésből azok az utódok voltak ér­

dekesek, amelyek mind a dpy-8 unc-3 -al, mind a lon-2 -vei

jelölt kromoszómát hordozták, mert ezen kromoszómák egyike

p - 4/
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(első esetben a dpy-8 unc-3> másodikban a lon-2), az SZT1 

törzsből származott. A crossover szupresszor jelenlétét 

úgy ellenőriztem, hogy megállapitottam a DPY és az UNC ál­

latok frekvenciáját a hibridek utódpopulációiban. Az ered­

mények azt mutatják, hogy a crossover szupresszor mindig 

a lon-2 -vei jelölt kromoszómához kapcsolódik. A rekombi­

náció gátlás az izolálási sémából adódóan domináns. Az

SZT1 vad tipusu hermafroditák további két sajátsága a ma­

gas zigóta-letalitás, valamint az utódok között a himek 

előfordulásának magas gyakorisági értéke (10-15 %). A 2. 

táblázat mutatja, hogy a visszakeresztezések után az 

SZTl(lon-2) kromoszómát hordozó egyedek utódainak kevesebb, 

mint 0.1 %-a rekombináns.

Annak eldöntésére, hogy az SZT1 törzs különleges vi­

selkedésében csak az X kromoszóma állapota játszik-e sze­

repet, vagy más kromoszómáé is, a törzsből spontán kiha­

sadó LÓN himeket kereszteztem öt különböző kettősmutáns 

hermafroditával. E kettősmutánsok homozigóták voltak az 

unc-3 gén egy mutációjára, és egy-egy - különböző autoszó- 

mákhoz kapcsolt - dpy mutációra. A vad tipusu hermafrodi- 

tákat kiemeltem, és megszámoltam a LÓN, DPY, UNC és 

DPY UNC him utódokat. (A hermafroditáknál torzitja a szám­

arányokat az a tény, hogy a lon-2 homozigóták életképtele­

nek.) Az eredményeket a 3. táblázat foglalja össze. Egyet­

len eset kivételével a LÓN és a DPY, illetve az UNC és a 

fenotipusu him utódok aránya megfelelt a szabad 

kombináció alapján elméletileg várható 3:1 aránynak. A ki­

vételt az unc-3 dpy-5 (l)/(SZTl)lon-2 hermafroditák képvi-

DPY UNC
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3. TÁBLÁZAT

Az X kromoszóma és az autoszómák kapcsoltsági viszonyai 
Bal-X-1 kromoszóma jelenlétében.

him utódok fenotipusa
törzsek

DPY+ DPY UNCUNCVAD

(SZTl) lon-2 v 
unc-3;dpy-ll

(SZTl) lon-2
unc-3; dpy-4

161 109371554

70 24IV. 159 48

(SZTl) lon-2 76 162•III. 226 49unc-3; dpy-1

(SZTl) lon-2
unc-3;dpy-lÖ

(SZTl) lon-2 j 
unc-3; dpy-5

61 38II. 204 133

79202 45

+ A DPY fenotipusu egyedek genotípusa lon-2/0; dpy/dpy, 
azonban a dpy gén elnyomja a Ion megnyilvánulását (re-

cessziv episztázis)

seiték; ezek utódai közül hiányzptt az egyik rekombináns 

(DPY) fenotipusu him kategória. Ez arra utal, hogy a hete- 

rozigóta anyában a lon-2(X) és a dpy-^(l) szorosan kapcsol­

tak, ebből következően az SZTl törzs egy X éa I, kromoszó- 

ma közötti transzlokációt tartalmaz.

Mivel az SZTl törzsben lévő és lon-2 -vei jelölt kro­

moszóma-aberráció (nevezzük a továbbiakban Bal-X-1 -nek)
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jelenlétében a homológ X kromoszómán lóvá unc-3, és a 

(nem SZT1 eredetű) I. kromoszómán lokalizált dpy-5 gén 

nem rekombinálódik, alkalmas markereknek látszanak a to­

vábbi vizsgálatokhoz.

A munkahipotézis az volt, hogy a Bal-X-1 kromoszóma 

két komponensből (egy X eredetű Tx-ből, és egy I. kromoszó­

mából származó T^-ből) áll, melyek befolyásolják a Bal-X-1 

kromoszóma sorsát a meiozis során. Tételezzük fel, hogy T^ 

és a normális I. kromoszóma szétválása független Tx és a 

normális X szétválásától. Más szóval az "alternate" és az 

"adjacent-1" tipusu szétválás egyenlő valószinüségü, az 

"adjacent-2" tipusu hasadás valószinüsége pedig elhanya­

golhatóan kicsi (Roberts, 1976).

A 6. ábra azt mutatja, milyen genotipusu gaméták és 

milyen genotipusu zigóták várhatók a (SZTl) lon-2 +/+ unc-3; 

dpy-5/+ hermafroditák autoszegregációjából. Az aneuploid 

(T^-t hordozó - Tx hiányos, vagy Tx-et hordozó és T^ hiá­

nyos) gaméták egyesülhetnek és életképes zigótákat hozhat­

nak létre; a csak T^-t vagy csak Tx-et tartalmazó zigóták 

viszont életképtelenek.

A hipotézis helyességét ellenőrző kísérletben 50 vad 

tipusu (SZTl) lon-2 +/* unc-3; dpy-5/+ heterozigóta him- 

nős utódait teszteltem le. Vad tipusu és DPY UNC himnős 

utóda mindegyiknek volt, más fenotipusu viszont nem, ami 

azt jelenti, hogy a T^/T1; Tx/unc-3 és a T^/dpy^; Tx/Tx 

zigóták valóban életképtelenek.

■a
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him- IT1 Txivarsejt Тх DPV-5 UNC-3 TUNC-3 DPY-5
pete

T1 Tx ++V+

+UD +UNC-3 DPY-5 V

Tx DPY-5 V+++

I V++UNC 3 T

6. ábra Az utódok elméletileg várható autuszegregáci- 

ója a (SZTl)lon-2 +/+ unc-3; dpy-5/+ hermaf- 

roditákból. Jelölések: V=vad tipusu, UD=unc 

dpy, +=életképtelen zigóta.

A 6. ábrán látható, hogy a zigótáknak 5/16-a volt é- 

letképes. Ezt úgy igazoltam, hogy megszámoltam a lerakott 

petéket és a kifejlődött állatokat; azt tapasztaltam, 

hogy az SZT1 törzs által rakott petéknek csak kb. 1/3-a 

kelt ki (lásd 4. táblázat).

A ki nem kelt, de zigótákat tartalmazó peték még 2-3 

nappal a lerakás után is számolhatóak, mivel ezeket ellen­

álló hártya (corion) burkolja. Ezzel ellentétben a meg- 

termékenyitetlen peték a lerakás után néhány perccel 

szétfolynak (Hirsh és Vanderslice, 1976).

i

ABW
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4.TÁBLÁZAT

dpy-8 + unc-3/+ lon-2 + hermafroditák petéinek kelési gya­
korisága és utédszáma

átlagos4"
utódszám

kelési
gyakoriságtörzs

Kezeletlen
szülék 311 (5)703/707

94 (8)385/1233SZT1

+Zárójelben azoknak az állatoknak a száma szerepel, 

lyeknek az utódait számoltam.
ame-

A 6. ábrán látható, hogy elméletben a transzlokációs 

heterozigóta : nem transzlokációs tipus aránya 4:1, s a- 

dataim ezzel jó egyezést mutatnak (lásd 1. táblázat).

Az SZT1 törzsben transzlokációs homozigótákat (LÓN 

himnéseket) nem találtam. Ez a recessziv letalitás nem 

szegregál lon-2 -tél, és mivel a (feltehetéen T^/I; 

Txlon-2/0 genotipusu) spontán kihasadó LÓN himek élet-

feltételezheté, hogy a hiba a T“*- 

kromoszómán van. Hogy ez a hiba magának a transzlokáció­

nak a sajátsága-e, vagy egy másik Röntgen-sugár által 

indukált változás következménye-e további vizsgálatok 

során döntheté el.

A Bal-X-1 kromoszóma hatásosan gátolja a rekombináci­

ót az X kromoszóma kb. kétharmadán, a dpy-8 -tói jobbra, 

és szoros kapcsoltságot mutat dpy-5 -el. Annak a kérdésnek

képesek és fertilisek,
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a megválaszolására, hogy az I. kromoszómának mekkora sza­

kasza van ,,pseudo-linkage,,-ben a lon-2 génnel az SZT1 

törzsben, megvizsgáltam több X és I. kromoszómás gén re­

kombinációs viszonyait. Az adatokat az 5. táblázat tar - 

talmazza.

5. TÁBLÁZAT

Rekombinációs értékek SZT1 kromoszómát hordozó hermafrodi- 

tákban.

keresztezési 
adatokból szám.

géntérképből
számított

heterozigóta
szülők

PP

+ (SZTl)lon-2 + 0.06 0.003dpy-8 + imc-6

(SZTl)lon-2 + +
+ dpy-7 unc-3 0.0080.192

(SZTl)lon-2 +. +
+ unc-58 ’dpy-5 0.0010.5

(SZTl)lon-2 +, +
unc-3’unc-15 0.0160.5+

lon-2 ++ O.OI9-O.O3O0.02; dpy-10 unc-4+

(SZTl)lon-2. ++ O.O4I-O.O59u.a.’dpy-10 unc-4+

lon-2. +_________
+ ’dpy-4 unc-26

+ 0.038-0.0450.035'P

(SZTl)lon-2. + + O.O5O-O.064u. a.’dpy-4 unc-26iúf- +
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keresztezési 
adatokból szám.

géntérképből
számított

heterozigóta
szülők

PP

(SZTl)lon-2 ++ 0.058-0.0670.048; dpy-17 unc-69+

0.046-0.057lon-2 + + u.a.
; dpy-17 unc-69+

(SZTl)lon-2. +__________
+ ’dpy-5 unc-75

+ 0.1400.095

Az utódszám a felirás sorrendjében a következő volt: 873, 
504, 654, 649, 1065, 1031, 1332, 1824, 977, 2056.

Látható, hogy néhány, a dpy-5 közelében lokalizált gén 

valóban szorosan kapcsolt az X kromoszóma kiválasztott 

markerével. Ugyanakkor a dpy-5 -tői jobbra, távolabb elhe­

lyezkedő unc-75(e950) génnel kapcsolatban ezt nem tapasz­

taltam. Ezen adatok alapján arra lehet következtetni, hogy

az I. kromoszómának viszonylag kicsi - a feltételezett

centromer körüli szakasza vesz részt a transzlokációban.

az ettől távolabbi markerekkel jelölhető szakaszok nem.

A feltételezett töréspont az I. kromoszóma bal végén van.

Az átrendeződések interkromoszómális hatása a rekombi­

nációra Drosophilában igen gyakori (Hinton, 1965; Lucchesi, 

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

ban is igy van-e, megvizsgáltam a különböző kromoszómákon 

a crossoverek gyakoriságát az SZT1 jelenlétében. A kapott 

eredményeket szintén az 5. táblázat tartalmazza. Látható, 

hogy a kromoszóma-átrendeződés megnövelte a rekombináci-
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ót a II III. és IV. kromoszómás gének között is.

Herman (1979) által izolált kromoszóma-átrendeződések
• *

közül több citológiailag is kimutatható. Ezért, valamint 

a keresztezési adatok esetleges alátámasztása végett, 

Hoechst 33258 festés után fluorescens mikroszkóppal meg­

vizsgáltam az SZT1 törzs vad tipusu hermafroditáinak ooci- 

táiban a prometafázisos kromoszómákat (7. ábra)

L -Ы

7. ábra Hoechst 33258 festékkel kezelt C. elegáns 

kromoszómák fluorescens mikroszkóppal vizs­
gálva. a) N2 himnősek kariotipusa. b) SZT1 

himnősek kariotipusa. Nagyitás: 2000x.

A kontrollként szereplő N2 himnős állatok oocitáinak 

kariotipusa 6 közel azonos nagyságú bivalens kromoszómá­

ból áll, ez megegyezik a kapcsoltsági csoportok számával 

(Brenner, 1974). Az SZT1 heterozigóták kromoszómái közül 

egy jóval kisebb a többinél, melyek azonos nagyságúak.

Az utóbbi citológiai fenotipus minden bizonnyal a transz­

lokáció következménye.
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2. A Bal-X-1 kromoszóma alkalmas recessziv letális mutá-

ciók kiegyensúlyozására

A rekombinációt gátló kromoszómák izolálásának egyik 

célja az, hogy recessziv letális mutációkat lehessen se­

gítségükkel heterozigóta törzsben változatlanul fenntarta­

ni. Annak eldöntésére, hogy az SZT1 törzs alkalmas-e erre, 

vagy sem, X kromoszómás látható fenotipusu markerekhez 

Cdpy-8, unc-3, unc-58) kapcsolt recessziv letális mutáci­

ók izolálását és fenntartását próbáltam meg segítségükkel. 

E célból Bal-X-1 heterozigótákat EMS illetve 1,2,7,8-die- 

poxioktán (DEO) kezelésnek vetettem alá. Az EMS kezelt 

állatok genotípusa dpy-8 + unc-3/(SZTl)lon-2 + +, a DEO 

kezeiteké pedig + unc-58/(SZTl)lon-2 + 

setben a vad tipusu F^ hermafroditákból kiónokat indítot­

tam, majd ezek utódait DPY UNC fenotipusra teszteltem. A 

második esetben közvetlenül a mutagenizált állatok utóda­

it teszteltem az UNC fenotipus hiányára, mivel unc-58 

egy szemidomonáns mutáció. Az ellenórzó tesztek újbóli 

elvégzése után 43 mutáns törzset alapítottam; 36 letális 

mutációt EMS-el, 7-et pedig DEO-val indukáltam, ez utób­

biak - a mutagén jellegét, valamint az izolálás módját 

figyelembe véve - deléciót hordozók lehetnek. A mutánsok 

részletes jellemzése, térképezése, komplementációs analí­

zise folyamatban van.

volt. Az elsó e-
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EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

1. Az SZT1 jellemzési adatainak értelmezése

Az SZT1 az X és I. kromoszómák közötti transzlokáció 

eredménye. Hatásosan gátolja a rekombinációt az X kromo­

szóma mintegy 2/3 részén, a dpy-8 és let-2 közötti régi­

óban (8. ábra). Feltehetően hasonló hatást fejt ki az I. 

kromoszóma bal végén is, ezt azonban megfelelő genetikai 

markerek hiányában nem tudtam részletesen megvizsgálni.

Roberts (1970) Drosophilán kapott adatokból azt a kö­

vetkeztetést vonta le, hogy transzlokációs heterozigóták 

utódai között a rekombinánsok számának csökkenését nem 

az aneuploid szegregánsokban bekövetkezett crossover-ré- 

gió elvesztése okozza, hanem az, hogy a töréspontok kör­

nyezetében nem tud szinapszis kialakulni a homológ kro - 

moszóma részek között.

Az SZT1 pontos természete ismeretlen; lehet reciprok 

transzlokáció, vagy az X kromoszóma egy darabjának nem 

reciprok beépülése az I. kromoszómába, illetve ennek for­

dítottja. Amikor az átrendeződött kromoszóma T^ Ó3 Tx ré­

szeire utalok, akkor Tx jelentheti az X delécióját, vagy 

egy I. kromoszóma darab inszercióját az X-be, vagy akár 

mindkettőt. A T1 és a T^ természetesen csak együtt for - 

dúlhat elő az életképes diploid sejtben. Az eredmények 

alapján nyilvánvaló, hogy az életképes állatok vagy egy 

haploid dózist hordoznak T -bői és T -bői, vagy egyet sem.
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Elméletileg is ez az eredmény várható, hiszen más kombi­

nációk letális duplikációt vagy deléciót jelentenének.

A citológiai vizsgálatok, főleg a kromoszómák kis mé­

rete miatt csak az átrendeződés tényét támasztják alá, 

de közvetlen információt annak pontos természetéről nem 

szolgáltatnak. Elektronmikroszkópos felvételek több in­

formációt adhatnának, azonban ilyen preparátumok elkészí­

tése fonalférgeken technikailag még nincs kidolgozva.

Meghatározva az SZT1 hermafroditák letális petéinek 

és szegregált utódainak arányát, arra lehet következtet­

ni, hogy a kromoszómák diakinézisbeli szétválása főleg 

"alternate" és "adjacent-1" mintázat alapján történik, 

mig az "adjacent-2" szegregáció ritkább lehet.

Az SZT1 törzsben transzlokációt hordozó homozigóta 

állatok nem jelennek meg az utódok között. Ennek okai a 

következők lehetnek: (l) a törés helyén, vagy(2) ettől 

függetlenül bekövetkező recessziv letális mutáció; (3) a 

törés pozicióeffektusa. A Bal-X-1 esetében ezek közül 

bármelyik fennállhat. Ha azonban letális mutációról van 

szó, az csak a T^-en lehet, mivel a T^/normális I.; Tx/0 

genotipusu állatok fertilis himekként jelennek meg.

2. A Bal-X-1 interkromoszómális hatásaÍ7

Az SZT1 törzsből spontán kihasadó 10-15 % him csakis 

az X kromoszóma nondiszjunkciójával jöhetett létre. Ez az 

esemény 2-3 nagyságrenddel gyakoribb ebben a törzsben, 

mint a vad tipusu állatoknál. Drosophilában is megfigyel-
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ték, hogy X-autuszóma transzlokáció gyakran X-X nondisz- 

junkcióval jár (Chandley, 1965), 3Ót, genetikailag kevés­

bé ismert fajoknál éppen ennek a jelenségnek a segítségé­

vel azonosítottak transzlokációkat (Laven, 1971).

Az 5. táblázatban látható, hogy Bal-X-1 kromoszómát 

hordozó állatokban a normális autoszómákon megnő a rekom­

binációs gyakoriság. Drosophilában megfigyelték, hogy ez 

a hatás heterozigótákban pozitiv korrelációt mutat az in- 

tersticiális szakasz - a töréspont és a centromer közötti 

régió - hosszával. Rövid intersticiális szakasz, vagy ho­

mozigóta transzlokáció csökkentheti a rekombinációt 

(Hinton, 1965; Williamson, 1966). Meiotikus crossing-over- 

re gyakorolt hatást leirtak más kromoszóma-átrendeződések 

esetén is (Lucchesi, 1976). A jelenségnek két elképzelhe­

ti magyarázata van.

Az elsi modell szerint (Mather, 1936; Roberts 1969) 

egy-egy fajt adott rekombinációs érték jellemez, ennek 

fenntartásáért meghatározott mennyiségű anyag (pl. enzim) 

felelés. Mivel a genom strukturálisan heterozigóta szeg­

mentjeiben a rekombináció gátolt, a genom egyéb részeire 

a rendelkezésre álló enzimkészlet relative nagyobb há­

nyada jut, és ez megnöveli a rekombinációt.

A másik modell Lucchesi és Suzuki (1968) nevéhez fű­

ződik. Szerintük (a) a meiotikus profázis közben van egy 

olyan stádium, and kor a homológ kromoszómák párba állnak.

A rekombináció ekkor játszódik le a szorosan összetapadt 

kromoszómák között; (b) ennek a stádiumnak akkor van vé­

ri-
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ge, mikor a genom egy bizonyos része szinaptikus állapot­

ba jutott; (c) olyan faktorok, melyek késleltetik a kromo­

szómák párosodását, megnyujtják e stádium idejét is, igy 

a már párosodott részeken több crossing-over játszódhet le.

3. Elképzelések a G. elegáns kromoszómák centromerjeinek

elhelyezkedésére

A C. elegáns kromoszómáinak szerkezetéről, - igy ter­

mészetesen a centromerek jellegéről és lokalizációjáról - 

szerzett ismereteink hiányosak. Az eddig izolált látható 

mutációk a kromoszómákon nem teljesen random oszlanak 

meg, hanem - talán az X kromoszóma kivételével - egy-egy 

régióba felhalmozódva géncsoportokat alkotnak. Brenner 

(1974) feltételezte, hogy ezek közelében helyezkedik el 

a centromer. Herman (1978) korábbi kisérleteiből arra 

következtetett, hogy az X kromoszóma centromerje az unc-6 

közelében lehet, vagyis az X metacentrikus (lásd 8. áb­

ra). Azonban az a tény, hogy az általa újabban izolált 

szabad duplikációk néhány kivételtől eltekintve az X kro­

moszóma jobb disztális régióját (unc-3, unc-7) tartal­

mazzák, arra utal, hogy a centromer legvalószinübb helye 

az X kromoszómának ez a része, tehát a kromoszóma akro-, 

vagy telocentrikus (Herman, 1979).

Az SZT1 viselkedéséből nyert adatok alapján nem lehet 

pontosan megadni az X centromerjének helyét; nem cáfolha­

tó a Herman által felvetett két lehetséges centromer ré-
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gió egyike sem. A 8. ábra az SZT1 heterozigóták transzlo- 

kációs kromoszómáinak pachiténbeli konfigurációját ábrá­

zolja az X kromoszóma két feltételezett centromer-pozici- 

ójával.

d T*d Xüu TiXo +
T)LT -o T* I.I. Hb+

ll

8. ábra SZT1 heterozigóták transzlokációs kromoszó­
máinak lehetséges pachiténbeli konfiguráci­
ója. Jelölések: 0=X kromoszóma centromerje, 

□=1.kromoszóma centromerje, d,l,u=különbö- 

ző fenotipusu markermutációk.

További lehetőség, hogy az X kromoszóma (és feltehető­

en az autaszómák is) policentrikus, mint ahogy ezt a ló­

ban élősködő Parascaris equorum nematódában találták, 

vagy diffúz centromerje van, amire szintén találtak már 

példát, mind a növény- és állatvilágban (John és Lewis, 

1965). Megfelelő elektronmikroszkópos technika kidolgozá­

sa megoldhatja ezt a kérdést is.

4. Recessziv letálisok fenntartása

Az általam izolált recessziv letális mutánsok fenntar­

tása a Bal-X-1 balanszer kromoszóma segitségével már több,
<4. s\-•>Л- >

4
'< ,y
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mint 50 generáción keresztül sikeres volt.Bal-X-1 kromoszó­

mával tartjuk fenn a laboratóriumunkban meglévő, korábban 

duplikációkkal kiegyensúlyozott letál-mutánsokat is, mint 

pl. let-7(mn 110), let-2(el470), let-15(el47l). így a ké­

sőbbiekben diploid állatokban tanulmányozhatjuk ezeket a 

géneket.

További terveink közt szerepel a Bal-X-1 által kiegyen­

súlyozott régió telitése recessziv letális és steril mu­

tációkkal, ezek komplementációs analízisének és térképe­

zésének elvégzése, és az igy azonosított gének szerepének 

tanulmányozása. Ez kettős haszonnal járhat: (l) jelentős 

számú indiszpenzibilis gén funkciójára és szabályozására 

nézve nyerhetünk információt; (2) eldönthető lesz, hogy 

zkedése az X kromoszómán random, vagy cso-) e gének elh

portos megoszlást mutat.

•ü U><
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