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Az utébbi években a molekuléris biolégiai kutatasok jelentfs része a
valédi sejtmaggal rendelkez eukaridta szervezetek génszerkezetének megisme-
rését szolgalta. A baktériumok és virusok, tehat a prokaryotik genetikai szer-
vezbdése elég jol ismert, de ezeken az organizmusokon kapott eredmények nem
alkalmazhaték kozvetleniil az eukariétakra, mivel ezek a szervezetek genetikai-
lag sokkal bonyolultabbak és génjeik miikodését is eltérd molekuldris mecha-
nizmusok szabalyozzak.

Mivel az eukariétik (novények, allatok) kromoszémain egy idépontban
sok gén miikodik, célszeri ezek koziil csak néhanyat kivalasztani és ezek szer-
kezetét vizsgalni. Ilyen jellegii vizsgalatokra csak olyan fajok alkalmasak, ame-
lyek genetikéja j6l ismert. Ezért valasztottuk vizsgalati objektumként az ecet-
muslicat vagy masként a Drosophila melanogastert. Genetikailag eldnyos tulaj-
donségai koziil csak az alacsony kromoszémaszamot (n = 4) és a r6vid genera-
ciés idét (10 nap), valamint a kénnyi laboratériumi tenyészthet8séget kell
megemliteni.

A Drosophila larvak nyalmirigysejtjeiben éridskromoszémak alakulnak
ki. Ezekben a diploid sejtek kromoszémaihoz képest ezerszeres DNS mennyiség
talalhaté, igy a kromoszémak finomabb szakaszai is j6l lathaték és analizal-
haték (1. abra). J6l megfigyelhets, hogy a kromoszéméan vékonyabb, vasta-
gabb savok kovetkeznek egymas utan. Valészinii, hogy ezek mindegyikéhez
csak egy tulajdonsigot kédolé gén tartozik (Jupp és mtsai 1972). A sdvok
morfolégiailag eltérSek és mintazatuk allandé, igy az egyes gének helyzete az
oridskromoszéman jol meghatarozhaté. Minden egyes savot egy harom tagi
kédszammal jeloliink (pl. 87A7 stb.). A nyélmirigy kromoszéméakon nemcsak
az egyes géneket lehet azonositani, hanem az esetek egy részében ezek miiko-
dése is megfigyelhets. Ezeken a helyeken a DNS erdsen fellazul és jellegzetes
duzzanatok, n. ,,puffok” keletkeznek (1. abra). Ezek helyzete és mérete jel-
lemz§ a fajra, ill. a fejlédési stadiumra is. Ez egyiittal azt is jelzi, hogy az
egyedfejlédés folyaman a gének egy része differencialtan mikodik (BEER-
MANN 1972).

Bizonyos Drosophila gének miikodését egyszerii mesterséges beavatko-
zassal is kivalthatjuk. Ha a larvakat rovid ideig 37 °C h§mérsékletre helyezziik,

MTA Biol. Osat. Kosl. 24 (1981)



326 GAUSZ JANOS

majd az izolalt nyalmirigyek kromoszéomait megvizsgaljuk, 9 specifikus helyen
puffok figyelhet6k meg, tehat 9 4j gén kapesolédott be (Ritossa 1962, Asn-
BURNER 1970). Mivel az 1ij puffokat hével indukaltuk, hé-sokk puffoknak nevez-
ziik 8ket. Az ij gének bekapcesolasaval egyidejiileg a legtobb addig meglevé
puff \'fisszafejlﬁdik, vagyis a legtobb addig mikodd gén ,kikapesol”. Ezzel
egyidejiileg biokémiailag kimutathaté valtozasok is lejatszédnak. A hékezelés
6—8 14j mRNS és azonos szamu protein nagy mennyiségi szintézisét valtja ki
(T1ssIERES és mtsai 1974), mig az addig képz§ds sokféle mRNS és protein szin-
tézise megsziinik, ill. visszaszorul (McKENziE és mtsai 1975, SPRADLING és
mtsai 1977). Fontos megemliteni, hogy a génmiikodés citolégiailag csak a nyal-
mirigysejtekben mutathaté ki, viszont a keletkez§ RNSek és fehérjék szintézi-
sét minden megvizsgalt szovettipusban észlelték. Igy joggal feltételezhetd,
hogy a magas hémérséklet minden szovetben ugyanazon gének miikodését
indukalja. Ezeket a géneket alkalmasnak talaltuk arra, hogy a gén és a réla
képz&dé mRNS, ill. az arrél leforditott protein kozotti gén—termék viszonyt
analizaljuk.

Amikor 1976-ban elkezdtiik vizsgalatainkat, a h§-sokk jelenség bioké-
teinek kédolasaért felels génekrsl. Ezért célul tiiztik ki, hogy ezen gének
koziil néhanyat genetikai médszerekkel analizaljunk. Egy gén szerkezetét, ill.
miik6dését ugyanis csak akkor tudjuk megérteni, ha ezt a gént mutaciéval
»elrontjuk” és a mikodésképtelen mutans szerkezetét osszehasonlitjuk a funk-
cionalis vagy mas széval vad tipusi génnel. Természetesen nem mertiik volna
ezt a megkozelitést valasztani, ha nem szamithattunk volna biokémikus kollé-
gaink segitségére, mivel ilyen tipusu analizist csakis komplex interdiszciplinaris
kutatas keretében (biokémikusok és genetikusok egyiittmiikodésével) lehet
végrehajtani.

A hével indukalhaté hé-sokk puffok koziil 9-et sikeriilt eddig azonositani,
mi ezek kozil kettdt (a 87A és 87C kodjelticket) valasztottuk ki, mivel egy-
mashoz kozel helyezkednek el és igy egyiittes vizsgalatukhoz nem kellett kiilon
genetikai rendszert kifejleszteni.

A genetikai kisérletekben el8szor azt a célt tiiztiik ki, hogy a két hg-
sokk puff képzgdéséért felelgs géneket eltavolitsuk a kromoszémardl. Ezt elv-
ben legegyszertibben deléciés kromoszémak elgallitasaval érhetjilk el. Ennek
érdekében kifejlett imagokat Rontgen sugarzassal kezeltiink, hogy kromoszoé-
ma toréseket idézziink eld. Igy olyan deléciés kromoszémakat hoztunk létre,
amelyekbél a puffok képzidéséért felelés gének hianyoztak (2. abra). A nyél-
mirigy kromoszémak esetében a diploid szervezetekre jellemz§ apai, ill. anyai
eredet{i homolég kromoszémak gy parosodnak egymassal, hogy a két kromo-
szoma egynek tilinik. Deléciés torzsekben az egyik kromoszéma-szalrél egy
géncsoport hidnyzik, mig a masik sértetlen, a hianyzé szekvenciakkal szem-
kozti rész egy hurkot képez. A savok jellegzetes morfolégiaja alapjan az is
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1. dbra. Drosophila melanogaster nyialmirigy 2. dbra. Df/3R/karrIW/TM3 deléciés nydalmi-
6ridskromoszémak hg-indukalt puffjai (Asu-  rigy kromoszéma citolégizi képe. A kontroll
BURNER 1970) kromoszéma szil hurkot képez

meghatarozhatdé, hogy egy deléciés torzsben pontosan milyen gének hianyza-
nak. Megfelel§ szelekcios rendszerrel sok kiilonb6z6 méretd deléciés kromoszo-
mit szelektalva olyan torzseket allitottunk el§, amelyekbdl a delécidk kiilon-
b6z6 géneket tavolitottak el (Isu-Horowicz és mtsai 1979 a, GAusz és mtsai
1979). Mivel a hé-sokk gének esetében a gén aktiv allapota is jol lathaté puff
formajaban, egy olyan deléciés kromoszoman, amelyen hé-sokk puff nem
indukalhaté, az annak képzddéséért felelGs génnek hianyoznia kell (3. abra).

A 3a. abran jol lathaté, a két hé-sokk puff képzddése az egyik szalon,
mig a masikon csak a 87C puff lathato, tehat a 87A képzddéséért felelés gén
hianyzik. A 3b. abran viszont a deléciés szalrél a 87C puff képzidéséért felelds
gének hianyoznak. A 3c. abra pedig olyan deléciét mutat, amelyben mindkét
hé-sokk puff képzédéséért felelds gének hianyoznak. A kiilonb6z8 delécids
torzsek segitségével igy lehetségessé valt, hogy a hé-sokk puff képzddéséért
felel6s savokat — tehat a géneket — azonositsuk. Igy, ma mar tudjuk, hogy
ezek a 87A7, ill. 87Cl savokban talalhaték.
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3. dbra. Hokezelt larvik nydlmirigy kromoszéméinak citolégiaj képe. a) 87A puffot eltavolits,

deléci6, Df3R/229, b) 87C puffot eltivolits delécié, Df/3R/kar®/ ¢) mindkét hg-sokk puffot elt4-

volité delécié DfJ3R/229 Df/3R/kar3j. A nyil a hidnyz6 puff helyét jelsli, a hdromszog a kontroll
kromoszéma 2 h§ indukélt puffja kézott helyezkedik el

Szerettiik volna megillapitani, hogy ez a két h§-sokk puff milyen hé-sokk
proteinek kédolasaért felelds. Ezekhez a vizsgalatokhoz is delécids torzseket
hasznaltunk (4. abra).

87A 87Cl
cu 1 lkar ry
500 517 520

4. dbra. A hé-sokk proteinek analiziséhez felhasznélt deléciok citologiai kiterjedése
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A 229 jelii torzsbél csak a 87A hé-sokk puff, a kar3/ jeliibél csak a 87C
hé-sokk puff, mig a kar'” jelibsl mindkettd hianyzott. Erre a célra azonban
olyan deléciés allatokat kellett hasznilni, amelyekben mindkét kromoszéma-
homolégrél hidnyoztak a puff-képzédéséért felelds gének. Ilyen embridkat
valasztottunk ki és a hékezelés el6tt, ill. utan proteinjeiket elektroforézist
kovetd autoradiografiaval vizsgaltuk (5. abra).

Jo6l megfigyelhetd, hogy hékezelés nélkiil mindegyik deléciés torzsben
azonos a protein-mintazat. Ugyanakkor az is latszik, hogy a hdkezelt allatok-
ban gyakorlatilag csak h§-sokk proteinek képzédnek. Azonos hé-sokk protei-
nek talalhaték a vad tipusd, valamint a 87A, ill. a 87C puff-hianyos térzsekben.
Az egyetlen eltérést az utolsé két oszlopban latjuk (5m és 5n abra), egyetlen -
protein hianyzik azokbél az allatokbél, ahol mindkét (a 87A és a 87C) h§-sokk
gén hianyzik. Ez a protein kb. 70 000 dalton mélsilyd, igy ezt 70 hsp-nek
nevezziik. Ebbél a kisérletbdl az is kovetkezik, hogy mind a 87A, mind a
87C hé-sokk puff azonos proteint kédol, és a két gén barmelyikének a hidnyat
a meglevd masik képes miikodésével ellensilyozni (Ism-Horovicz és mtsai
1979a).

A genetikus torekvése arra iranyul, hogy az éltala vizsgalt gén miikodé-
sét mutaciéval megakadalyozza és az dj mutans fenotipusbél kovetkeztessen
az eredeti funkciéra. Ez esetiinkben nem latszott konnyi feladatnak. Elsé

abcdefghi jkimn

5. dbra. Héindukélt protein szintézis embriékban, amelyekbdl az egyik vagy mindkét 87 ho-
indukélt puff képzddésért felelés gének hidnyoznak. Egyedi embriékat 25 percig inkubaltunk
22°,ill. 36 °C hémérsékleten és S¥-metioninnal jeloltiik ket 30 percig 25 °C hdmérsékleten. A
proteineket extrahéltuk, majd 119,-0s SDS-akrilamid gélen szeparaltuk és autoradiogréafiaval
tettiik létilft6"é. Nem hégkezelt: (a és b) Df/3R/229, (c és d) Df/3R/kar®) (e és f) Df3R/229
Df/3R/kar®) embriék. Hékezelt: (g és h) vad tipusi (i és j) Dfj3R/229, (k és 1) Df/3R/kar®,
(mn és n) Df/3R/229 Df/3R/kar®’ embriék. A nyil mutatja a 70 hsp
helyét a gélen
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6. abra. Mutéans torzs (mwhe) hGindukélt 87A és 87C puff képzddése 37 °C hokezelés utan.
A nyil mutatja a kontrollhoz képest kisebb méretti 87A puffot

eredményeink kissé kiabranditéak voltak, mivel nagyon nehéz egy olyan gén
mutaciés valtozasat kimutatni, amelybél tobb példany is van a haploid genom-
ban. Munkankkal egyidében mas, kiilfoldi laboratériumokban a 70 hsp-t kédol6
géneket sikeresen izolaltak génsebészeti médszerekkel (SCHEDL és mtsai 1978,
CrAtG és mtsai 1979) és szerkezetiiket analizadlva megerdsitették, hogy a 87A
és a 87C puffok a 70 hsp-t kédoljak. Bebizonyitottdk tovabba, hogy a 87A
helyen legalabb kett§, mig a 87C helyen legalabb harom 70 hsp-kédolé gén
talalhaté (HOLMGREN és mtsai 1979, Ism-Horowicz és mtsai 1979b). Mivel
a 70 hsp gének szama néhany esetben variaciét mutatott (MirRAULT és mtsai
1979), arra gondoltunk, hogy talan olyan &llatok is elfordulnak, amelyekben a
70 hsp gének esetleg kevesebb példanyban vannak jelen. Feltételeztiik, hogy a
70 hsp struktirgének szamanak csokkenésével aranyosan csokkent mértéki
gén-aktivitas kisebb hé-sokk puff mérettel jellemezhetd. Sok kiilonb6z6 eredeti
laboratériumi torzset vizsgaltunk at és végil sikerilt is egy olyan torzset
talalni, amelyben kisebb méretii h§-sokk puff képzddott a 87A kromoszémalis
helyen (6. abra).

Ez a csokkent génmiikodés feltételezésiink szerint egy spontdn mutacié
eredménye. Ilyen muticié természetesen tobbféle okbél is létrejohet, bar a
kovetkezs két lehetdség tlint a legvaldszindibbnek: (1) a kisebb génaktivitast
okozhatja a 2 struktirgén egyikének hianya, vagy (2) mindkett§ megvan, de
aktivitasuk kisebb. Ezen lehetségek kozott csak gy tudtunk kiilonbséget
tenni, hogy meghataroztuk a mutans torzsben a 70 hsp gének szamat.
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7. @bra. 70 hsp gének szimanak meghatdrozasa mutans (mwhe) és kontroll (kar"J) torzsben.

Xhol és EcoRI restrikciés enzimekkel emésztett DNS-t agaréz gélen kiilonitették el és a 70

hsp géneket az 56H8 klonozott hdsokk génbdl szirmazé radiocaktiv prébdval mutattuk ki. A

nyil jelzi, hogy a mutéans torzsbhgl szarmazé egyik 87A gén helyett egy kisebb méretii (2,0 kb.)
fragmentum talalhaté
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8. dbra. A mutans (pHSI) és vad tipusi (122) plazmidokban izolalt 87A specifikus 70 hsp gének

fizikai térképének 6sszehasonlitdsa. A nyillal jelolt szakasz a 70 hsp struktérgént jelzi (Zc),

mig a Znc, x és y jelii szakaszok a 70 hsp struktirgének kozotti egyéb DNS szekvencidkat jel6-

lik, amelyek valésziniileg a transzkripci6 reguldciéjdban jelentések. Az RI, Bam, Pst, Xho és

Sal pedig egyes restrikcié enzim hasitdsi helyeket jelslnek. Jél megfigyelhet, hogy a pHSI

muténs torzsb@l szdrmazé 70 hsp gének egyike rovidebb és a 2 struktidrgén kozotti DNS
szekvencidk is hidnyoznak
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A muténs torzsbdl (mwhe) DNS-t izolaltunk és megfeleld médszerekkel
agaréz gélen autoradiografiaval elkiilonitettiik az egyedi 70 hsp struktirgéne-
ket kiilonb6z8 méreti DNS-darabok formajaban (7. abra).

A kontroll térzshen (kar3"“) jol lathaté 4 eltérd DNS darab, amely valé-
jaban 5 70 hsp gént mutat. A muténshél szarmazé (mwhe) DNS-ben az egyik
gén helyett egy sokkal kisebb méretidi DNS darab talalhaté. Ezek az eredmé-
nyek arra utalnak, hogy a spontdn mutéicié eredményeként a 87A-ban talal-
haté 2 gén egyike részben elveszett. A tovabbiakban ezt a hibas szerkezeti
gént szerettiik volna részletesen megvizsgalni és 6sszehasonlitani a miikod&ké-
pes génnel.

Génsebészeti technikak alkalmazasaval izolaltuk a muténs torzsbhél szar-
maz6 87A 70 hsp géneket és az izolalt klon (pHS]I) fizikai térképét 6sszehasonli-
tottuk egy vad tipusd gén (122) méir ismert szervezddésével (GoLpscEMIDT-
CrErMONT 1980). Az eredmények azt mutatjak, hogy a mutédns torzsben az
egyik 70 hsp struktirgén sokkal révidebb (8. dbra), és ez magyarazhatja a
nyalmirigy kromoszémakon megfigyelt kisebb génaktivitast. Tovabbi vizsga-
latainkban részleteiben is sikeriilt bizonyitani, hogy a hibas génrgl nem torté-
nik transzkripcié és igy transzlacié sem (UDVARDY és mtsai 1981).

Osszefoglalés

Genetikai és biokémiai médszerek alkalmazasaval olyan Drosophila
géneket analizaltunk, amelyek hékezeléssel aktivalhaték. Ezek kozil kett6-
nek megallapitottuk a kromoszémaélis helyét; bizonyitottuk, hogy ez a két gén
azonos proteint kédol. Sikeriilt olyan spontan mutédciét szenvedett torzset
talalni, amelyben az egyik 70 hsp sturktdrgén hibiasan mikodik.

A tovabbiakban szeretnénk tisztazni a hé-sokk proteinek cellularis sze-
repét. Genetikai médszerekkel, a 70 hsp struktirgének szamit tovabb esok-
kentve lehetségessé valt 70 hsp struktirgén mutansok elGallitasa és igy a
hé-sokk proteinek funkcionalis analizise (GAUSZ és mtsai 1981).

Az utébbi években tobb kézlemény szamolt be arrél, hogy hé-sokk
proteinek a legkiilonb6z6bb eukariota szervezetekben is képzédnek, pl. nyalka-
gombékban (Loomis és WHEELER 1980), am&bakban (Warsa 1980), élesztd-
ben (MCALISTER és FINKELSTEIN 1979), emlGs- és madarsejtkultirakban (KEL-
LEY és SCHLESINGER 1978). Jelenleg altalaban elfogadott nézet, hogy ezek a
proteinek szerepet jatszanak abbaun, hogy a magasabb rendfi szervezetek alkal-
mazkoduni tudjanak a szélsdséges kérnyezeti viszonyokhoz (ASHBURNER és
BoNNER 1979). Természetesen ezeket a feltételezéseket tovabbi vizsgalatokkal
kell igazolni; reméljiik, hogy tovabbi eredményeink nemcsak Drosophilara,
hanem mas szervezetekre is kiterjeszthet8k lesznek.

Az eldadasban ismertetett munkaban a kovetkezd kutatok vettek részt:
az SZBK Genetikai Intézetébdl: Bencze Gabor, Gyurkovics Henrik, Gausz
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Janos, valamint Abdel Fattah Awad, az SZBK Biokémiai Intézetébél Udvardy
Andras, Csordas-Téth Eva, Siimegi Janos, Torok Istvan, kiilfoldi kollégaink
kozil pedig David Ish-Horowicz,! Paul Schedl? és Jeanette Holden? nevét kell

megemliteni.
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