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A BIOLOGIAlI SUGARSERULES MOLEKULARIS PROBLEMAI

A sugérsériilés szamos kérdést vet fol a bioldgia
minden szintjén, a molekulaszinten épp tigy, mint a
sejtek, szervek, egyedek szintjén, vagy a populacio
és végiilis a bioszféra szintjén. Jelen tanulmany
csupdn a primer jelenségeket magukban foglalé
molekularis folyamatokkal foglalkozik, amelyek-
hez egyébként azok a témék is kapesolédnak, ame-
lyeken a szerz6 munkatarsainak egy csoportjaval,
tobb mint 10 éve dolgozik. A tanulmany el6bb
attekinti a kérdéskor jelenlegi helyzetét, majd
roviden ismerteti az emlitett munkacsoport vizs-
galatait.

A teriilet jelenlegi helyzetének jellemzése

Az érdeklodés iranya

A sugarsériilés molekularis szinti problémaéi
koziil az érdeklédés elGterében a genetikus funkeié-
ban primer szerepet jatszoé nukleinsav [dezoxiribo-
nukleinsav (DNS), ill. ribonukleinsav (RNS)]
kérosodasa és az ezzel osszefiiggd kérdéskor all.
Ennek tobb oka van. Ilyen pl. az, hogy egy sejthen
egy génbdl csak egy, vagy néhany példiny fordul
el6, mig més, ugyancsak fontos alkotérész, pl.
egy enzim lényegesen nagyobb szamban talalhato
a sejtben. Ebbdl kovetkezik, hogy egyfajta enzim-
molekula teljes inaktivalasa adott besugarzas haté-
sdra kis valoszintiséggel kovetkezik be ahhoz ké-
pest, amivel egy génfunkcié kiesése jar. Vegyiik
hozza ehhez azt is, hogy ép gén esetében egy enzim-
fajta csaknem teljes elpusztuldsakor is érintetlen
az az informécio, amely alapjan Gj enzimmolekuldk
szintetizal6dhatnak. A mindennapi életben vi-
szonylag sok olyan fizikai és kémiai hatés ér ben-
niinket, amely elsGdlegesen inkabb a nukleinsavak-
ra és nem a fehérjékre hat. Erthet6 ezek utén az is,

Tarjén Imre székfoglalé el6addsa a Magyar Tudoményos
Akadémidn.

Tarjdn Imre
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hogy a sériilést el6idézs fizikai dgensek koziil az
ultraibolya (UV ) fény és az ionizdlé sugdrzdsok,
a kémiai agensek koziil pedig f6ként az alkilezd
szerek és a killonboz6 policiklikus aromds rendszerek
hatédsmechanizmusanak vizsgdlata tartozik a kiilo-
nosen, iddszer(i kérdések kozé. A jelen beszdmold
kozéppontjaban is a nukleinsavak sériilése 4ll.

Az 4gensek primer hatésaitél a végsd bioldgiai
konzekvencidkig hosszt az at. A kiilonb6z8 dgensek
koziil elGidézett folyamatlancnak azonban csak az
els6 lancszemei térnek el egymastdl, de még itt is
ismeretesek hasonld jelenségek. A lancszakaddsok
pl. ionizél6 sugdrzasok és kémiai dgensek hatdsira
egyarant bekovetkezhetnek. A replikdciéo és a
transzkripcid szintjén pedig mar a meglevé kiilonb-
ségek is elmosédnak a kiilonbozd dgensek okozta
hatdsok kozott. Krthets tehat, hogy barmelyik
agens elGidézheti a magasabbrend{i biolégiai kon-
zekvencidk mindegyikét, pl. mutdciét, malignus
transzformaciot, sejthalalt, sejtoregedést sth. Ezek:
a koriilmények indokoljak egyébként a kémiai
agensekkel kapesolatban hasznédlatos radiomimeti-
kwmol elnevezést is.

Kutatdsi feladatok

Az alapvetd feladatok hérom csoportra osztha-
tok:

1. Az agensek dltal létrehozott molekulaszerke-
zeti valtozdsok megismerése.

2. A repariciés folyamatok feltardsa.

3. A kiilonb6z6 molekulasériilések és a biolégiai
hatasok kozotti korreldciék kimutatésa.

A kovetkezGkben néhény megjegyzést fliziink
az emlitett feladatkorokhoz.

A bioldgiai hatés szempontjabol mai ismereteink
szerint lényeges tényez6 a DNS térszerkezetének
lokalis torzuldsa [5, 14]. Egy kémiai atalakulds is
gyakran ezaltal érezteti hatésat. — Az ismertebd
sérillések f6bb tipusait [42] az 1. dbra szemlélteti.
A két DNS lancban a cukor- és a foszfatesoportok-
ra, tovabba a bézisokra kezddébetiiik, a ldncok
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1. dbra. Az ismertebb sériilések f6bb tipusai

kozotti hidrogénhidakra pedig a pontsorok utalnak.
Az elnevezéseken kiviil az egyes sériiléstipusokat
egyszer(i szimbolika is jelzi. (Nem szerepel viszont
az abran, hogy a sériilés kovetkeztében a hibés
bézisnal, ill. annak kérnyezetében folszakadnak a
hidrogénhidak.) — Adott agens esetében tobbféle
gériilés is el6fordulhat, de mindig létezik egy ural-
kod6 folyamat. Pl. 260 nm-es UV fénnyel vald
besugérzaskor a pirimidin dimérek képzédése domi-
nal, nitrozometiluredval valé kezeléskor alkilezés-
sel kezd6d6 tobblépesds kémiai folyamat zajlik le.
(Sajat vizsgalatainkban ezek a sériilések jatszanak
szerepet, ezért kezdtitk a felsorolist is ezekkel.)
y-sugérzas esetén f6ként lancszakadas 1ép fol.
— Addicién nemesak spontan lezajlé kémiai folya-
mat értendd, hanem ide tartozik a fotoaddicié is. —
A bifunkcionalis alkilez6 dgensek hatasara kovalens
- kotés, 4n. cross-link alakul ki. Cross-link nemcsak
a két polinukleotid lanc kozott johet létre, amit
az abra is szemléltet, hanem egy ldncon beliil két
alkotérész kozott is kialakulhat. — A sugarsériilés-
sel kapcsolatban — miként més esetekben is, —
ismeretes a fotodindmias jelenség, amely most azt
jelenti, hogy a DNS-sel kolesonhatasba 16p6
(beékelédott) festékmolekula fényt abszorbedlvan
gerjesztddik, és igy jon létre cross-link.

A sériilésekre vonatkoz6 ismeretek jelenleg még
meglehetdsen felszinesek. Keveset tudunk adott
esetben a killonboz6 sériilések relativ mennyiségé-
r6l és a DNS-ben vald eloszlasukrél is, pl. arrédl,
hogy halmozottan vagy elszértan képzdédnek-e,
milyen kélesonhatasokban vesznek részt, 1éteznek-e
a sérthetGség szempontjabol kitiintetett helyek.
Mindezekb6l kovetkezik, hogy ma még keveset
tudunk mondani a DNS strukturdlis valtozdsai és a
bioldgiai hatédsok kozti kapesolatrél, amit a kuta-
téasi feladatok harmadik csoportjaként jeloltiink
meg.

MeglehetGsen hidnyosak ismereteink a mésodik-
ként megjelslt problémakorrel, a sériilések repard-

42

ldsaval kapesolatban is. Jelenleg a fejlédés az adat-
gylijtés stadiuméban van ezen a teriileten. Minden-
esetre lényeges koriilmény az, hogy az eddig felis-
mert repardciés lehetdségek sok szempontbdl ha-
sonlé vonéast mutatnak a prokaryota és az eukaryo-
ta sejtekben [23].

A legegyszeriibb ismert reparicié az enzimatikus
fotoreaktivdcid, amely esetében egy enzim és a 14t-
haté fény egyiittes hatésardl van sz6. Ez a folya-
mat kevéssé altalanos: eddigi ismereteink szerint
f6ként a ciklobutan tipust pirimidin diméreknek
monomerekké valé hasitdsaval kapcsolatos.

Jelentés reparéciés folyamat a kivdgdsos vagy
excizids repardcio, amelynek f6bb fazisait a 2. dbra
szemlélteti. A leglényegesebb mozzanat a baloldali
dbrarészleten lathaté, amely a hiba kivdgdséra

utal. Ezt a mozzanatot ugyancsak sztochasztikus

folyamatként tovabbi enzimatikus folyamatok, és-
pedig kimetszések és visszaépiilések kovetik, mig
végiil egy megfelel6 enzim kozremfikodésével a
lanc zdrul. Az excizids reparici6é eddig szinte min-
den vizsgdlt sejthen megfigyelhetd volt, és azt is
tudjuk, hogy tobbféle sériilés kijavitdsdra nyujt
lehetdséget. Nyilvan szerepet jatszik a hattér-
sugarzas és més kornyezeti hatésok 4ltal okozott,
vagy a termikus eredetii hibdk kijavitdsdban is.
Aziltal, hogy az exciziés repardcié mintegy végig-
kiséri a sejt életét, 6rzi a DNS struktira korrektsé-
gét és ezzel a genetikus informaciot.

bemetszés folepités

2. dbra. Az exciziés reparécié f6bb fdzisai

Ugyancsak altaldnos reparaciés folyamat a repli-
kdcio utdni rekombindcids repardcié [21]. A 3. dbran
az eredeti lancrészleteket a vastagabb, a repliké-
ci6 soran kialakult lancrészleteket a vékonyabb
vonaldarabok jelolik. A reparacié sebességét valo-
szinfileg a rekombindci6 szabja meg, ami feltehetd-
en kisebb valdszintiséggel zajlik le, mint a folyamat
bérmelyik méslépése. E viszonylag kis valdszintisé-
gli részfolyamat azt is posztullja, hogy a rekombi-
nécios reparaci6 kevéshé jelentds az excizi6s repard-
ciénél, jollehet ez is megfigyelhetd kiillonbozd tipu-
st sériilések esetében. A konkrét kvantitativ dssze-



hibas DNS rekombinacio
replikacio reszintézis

3. dbra. A posztreplikdciés rekombindcids repardeid
lényeges fézisai

hagonlitdsra azonban az eddigi adatok alapjin
nincs lehetség. Vegyiik észre, hogy a folyamat
kapesdn a hibds DNS megmarad, és csupin az
torténik, hogy kialakul egy ép DNS molekula is.
A folyamat tobbszori megismétlédése sordan tehat
a hibas DNS-ek szdma valtozatlan marad, de rela-
tiv szamuk egyre csokken, vagyis a hiba felhigul.

Vizsgalataink targya, célja és modszereink

A sugérsériilés molekularis szintli megkozelitése
is még sokféle lehet. Kutatési elképzeléseink kije-
161ésénél, a konkrét feladatok meghatarozisanal
tobb koriilmény, ill. szempont jatszott szerepet.
Taldn érdemes vézolni ezeket, hiszen ma is id§-
szerfiek és egyuttal egyfajta szemléletet, gondol-
kodési médot is titkroznek.

Az eredety kutaldsi irdny

Vizsgélataink targyaként a baktériumok viru-
sait, a bakteriofdgokat, ill. a fdg—baktérium-
komplexeket vélasztottuk [30]. Ugyanis:

a fagok mai ismereteink szerint a legegyszeriibb
biolégiai rendszerek, amelyek felépitése és funkcidi
viszonylag j6l ismertek, felépitésiik és funkcidik
kozotti kapesolatok is eléggé attekinthetSk (a 4. db-
ran egy T7 fag vazlatos felépitése lathato);

ugyanakkor a fagok sugérhatas szempontjabdl
a sejtek modelljeiként tekinthetdk;

a kisérleti feltételek velitk kapesolatban egzakt
moddon biztosithatok;

a vizsgalt populacié egyedeinek nagy szédma
tag teret biztosit a statisztikai kiértékelések szé-
mara;

az in vivo és in vitro korilmények kozott nyert
eredmények jol egybevethetdk;

a problémék tobb oldalrél valé megkozelit-
het6sége érdekes talalkozési lehetséget nytijt bio-
logus, kémikus, fizikus és matematikus szdméra
egyarant.

Egy fagfejben egyetlen nukleinsav molekula, és-
pedig vagy DNS, vagy RNS taldlhat6. Vizsgalata-
ink célja az, hogy a fag-DNS-ben, ill. a fag-RNS-

1*

ben kivaltott primer aktusokbol kiindulva koves-
siik a sugdrhatés teljes folyamatlancét egészen a
biologiai konzekvencidkig. Vizsgélatainkban azo-
kat a sériiléseket vettiik tekintetbe, amelyek kovet-
keztében a fag elveszti szaporodéképességét. Fipnek
tehat azokat a fagokat tekintettiik, amelyek egy
gazdasejtre jutva annak feloldésa révén szaporodni
képesek. Egy egyszer(i mikrobiolégiai médszer

_ felhasznéldséval, az un. tarfoltképzés vizsgalatéval

éppen ezeknek a szamét hatédroztuk meg.

Az §. dbra az 4ltalunk vizsgélt fagokat, ill. fag-
nukleinsavakat jelzi. A feltiintetett figok egy-egy
fagcsoport jellegzetes képviseldi [12, 38, 40]. A koz-
tik levé kiilonbség nukleinsavaik felépitésében
mutatkozik, aminek kvetkezményei természetesen
a biolégiai funkciékban is jelentkeznek. Elég arra
utalni, hogy a DNS-fagok esetében a DNS sérii-
1ések elsd funkciondlis konzekvencidi a transzkrip-
ci6 (vagy a replikécid) szintjén jelentkeznek, az
RNS-fagok esetében viszont az RNS sériilése koz-
vetleniil a transzlicié szintjén manifesztalédik.
A gazdabaktériumok az egyes figok esetében a
megfelel§ coli-baktérium torzsek voltak.

Vizsgalatainkban &gensként 254 nm hulldm-
hosszisagt UV fényt alkalmaztunk, kémiai inakti-
vécié céljara pedig monofunkeiondalis alkilezs szere-
ket, els6sorban nitrozometilureat (NMU) hasznal-
tunk, amely f6ként a guanin-bazisokat tamadja
meg. Az UV fény preferdlasit a rontgen- és a
radioaktiv sugarzasokkal szemben tobb korillmény
indokolja. Ilyen pl. az, hogy az elnyelt energia
viszonylag pontosan mérhetd, az elnyelés egyetlen
akiusban kovetkezik be, és ami ugyancsak figye-
lemre mélté: a 254 nm-es fényt a fehérjekopeny
gyakorlatilag dtengedi, ez a fény tehdt kozvetleniil
jut el a nukleinsavakhoz.

r-40-50nm -

4. dbra. A 'T7 fag vazlatos felépitése

7 bx 1% MS2
kettds lanci egyszdlu egyszald

DNS, DNS, RNS,
kb.50000  kb. 5500 kb. 3500

bazispar bazis * bdzis

9. dbra. Az éltalunk vizsgélt fadgok, ill. fdg-nukleinsavak

43



Ujabb kutaldsi irdny

Nyilvanvals, hogy bioldgiai szemponthdl a ter-
meészetes kornyezetben levé nukleinsavak tulajdon-
sagainak megismerése képezi az alapvetd problé-
mat. Fizikai és kémiai szempontbdl is érdekes azon-
ban a nukleotida bazisok és szdrmazékaik minden-
féle rendszerének megismerése. Ilyenek pl. az oldat-
ban levd nativ és denaturalt DNS és RNS, vagy a
bézisok oldatai, szintetikus polimerjei,  kristalyos
fazisai. Biol6giai szempontbol e rendszerek jelen-
t6sége abban all, hogy mint modellrendszerek ilyen
vagy olyan vonatkozasban segitséget nyujtanak a
természetes nukleinsavak tulajdonsagainak meg-
ismerésében, és a kiilonbozo6 rendszerek osszevetése
az élet alapjainak megértését is segiti. Pl.: miért
éppen a nativ struktira egzisztal, hogyan szolgalja
éppen ez a szerkezet a genetikus anyag védelmét a
sugarkarosodassal szemben [3, 20].

Az emlitett rendszerekrdl egyeldre keveset tu-
dunk, de feltétleniil érdekesek pl. a kovetkezs
eredmények. — A kristalyos fazishan UV fény ha-
tasara tobbféle dimer alakulhat ki, és ezek kisebb-
nagyobb tfialaka tartomanyokat képeznek, ame-
lyeket monomerek vesznek koriil [6]. A kiillonboz6
kristdlyos fazisok valdszintileg eutektikumot alkot-
nak. — Emlitésre mélt6 az is, hogy a fagfejben és
az oldatban levé nativ nukleinsavak (j6llehet
eltéré konformaciéjhak), fotoproduktumaik ming-
ségét. és mennyiségét illetGen hasonléan viselked-
nek. — A denaturadlt DNS és a szintetikus poli-
merek oldatban UV fény hatasara érzékenyebbek,
mint a nativ DNS [15].

1. tablazat
Biolégiai és kémiai eljarasok

Nagytisztasdga fagprepardatumok el6allitdsa (5 mg/ml)

Nagytisztasdga fag-DNS és fag-RNS el6allitdsa (2 mg/ml)

Tarfoltképz6 aktivitds egzakt meghatdrozisa (moédositott
eljards)

Inaktivacioés dézishatdsgorbék felvétele

Konstans paraméterekkel rendelkez6 gazdasejt-kulttrdk
el6allitdsa kemosztdtban

Magunk is végeztiink vizsgalatokat wvdkuum-
pdrologtatdssal létrehozott polikristdlyos bdzisokon,
koziiliik is az UV fényre kiilonosen érzékeny pirimi-
dineken. Ebben az esetben kozvetlen célunk az,
hogy egzakt és elméletileg is jol targyalhaté koriil-
mények kozott keressiink valaszt pl. arra a kérdés-
re, hogy miként véltozik meg a bazisok kozotti
kolesonhatas UV fény hatdsara.

M édszereink

Témaink, mint altalaban a molekularis szinti
szerkezetkutatasok, a megfelel§ biolégiai eljirdso-
kon kiviil igénylik a fizika és a kémia teljes eszkoz-
tarat, modszerkészletét. Az 1. tabldzatban oOssze-
foglaltuk az altalunk alkalmazott és tovabbfejlesz-
tett bioldgiai, valamint kémiai eljardsokat, a 2. tabld-
zatban pedig a fizikai (fizikai-kémiai) eljdrdsok
lathatok. Ez utébbi tablazat egyébként tajékoz-
tatast ad a bioldgiai sugdrsériilés tanulmanyozasa-
ban 4ltaldban hasznalt fontosabb mddszerekrdl.
Az altalunk alkalmazott, ill. hazai egyiittmiikodés-
ben rendelkezésiinkre allo eljarasokat dolt, a kiil-
foldi (f6ként szovjet és német) egyiittm(ikodéshen
alkalmazott modszereinket ritkabb szedés jelzi.

Eredményeink

Az ismertetésben teljességre nem torekszem,
csak néhany taldn éltaldnos jellegli megallapitést
emlitek, amelyek egyuttal példak kivannak lenni
a kigérleti és elméleti munkak egymést serkentd
kolesonhatéséara.

Ultraibolya fény hatdsa T'7 fagokra
Kb. 12 évvel ezeltti eredményt idéziink a 6.

abran, amelyen a 17 fag UV inaktivdiciés dozis-
hatdasgorbéje lathaté [28, 29]. Inaktivaciéon — mint

Fizikai (fizikai-kémiai) médszerek

ultraibolya,
vakuuwmultraibolya,
Optikai mnfravords,
spektroszkopia fluoreszcencia,
cirk. dikroizmus,
Raman (laser),
sz6ras <
Rayleigh
Mdgneses rezonania { mag-,
spektroszképia para-
rontgen-
(kisszogt),
Diffrakeids
mébdszerek elektron-,
neutron-
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2. tablazat
Mikrokalorimetria
Szeparécids kromatografia
modszerek szedimentdciod
Elektronmikroszképia
Viszkozimetria
sztochasztikus,
Elméleti kvantumkémiai,
moébdszerek
termodinamikai



mar emlitettem — a tarfoltképzd aktivitas elvesz-
tését értjitk. A vizszintes tengelyen a 254 nm hul-
lamhosszusagta UV besugarzés idétartama, a fiiggo-
legesen a tuléls fagok hanyada (N/N,), pontosab-
ban e hédnyados logaritmusa szerepel. Az abran
a kisérleteinkben alkalmazott UV fluxust (@)
is feltiintettiik.

Az inaktivaciés gorbe menetét természetesen
az abszorbealt fotonokon kiviil, adott fizikai és
kémiai feltételek kozott is, szdmos més tényezs
befolyéasolhatja, pl. a spontan inaktivécio, a spon-
tan reaktivacié, a multiplicitas-reaktivéicio, az
enzimatikus fotoreaktivacio, a gazdasejtek részérol
mutatkozé sotétreparacié. Az adott esethen kont-
roll-vizsgalataink alapjan mindezeket figyelmen
kiviil hagyhatjuk, kivéve a sotétrepardciot. Ez is
bénithaté azonban, ha a gazdasejteket koffeines
kezelésnek vetjiik ald. Tapasztalataink szerint a
koffein bénité hatésa a koffein-koncentréacié nove-
lésével telitéshez kozeledik. Az a gorbét sotétrepa-
racio jelenlétében, a b gorbét pedig olyan esetben
vettitk fol, amikor a sotétreparaci6 is figyelmen
kiviil hagyhaté. A b gorbe tehat még egyszeriibb
koriilményeket tiikroz, mint az a gorbe.

A kisérleti eredmények értelmezése céljabol
a DNS-ben lejatszod6 folyamatokra vonatkozolag
egyszerti, plauzibilis feltevésekkel élve egy sugdr-
kinetikai modellt alkottunk, amit matematikailag
is megfogalmaztunk. A kisérleti és elméleti ered-
mények osszevetése alapjan a kovetkez6ket mond-
hatjuk:

a) A vizsgalt inaktivicié egytaldlatos esemény,
vagyis egy fag egyetlen sériilése a tarfoltképzd
képesség elvesztéséhez vezethet.

b) Az alkalmazott UV fény nemcsak sérteni, de
a hibat kijavitani is képes, vagyis a folyamatban
un. direkt fotoreverzid is szerepet jatszik.

c) Egy ép fag a tarfoltképzés szempontjabdl tobh
mint 50 sérthetd helyet tartalmaz. Fels§ korlat a
modell alapjan nem adhaté meg, ilyen vonatkozas-
ban Osszefiiggéseink érzéketlenek.

d) Egy sérthetd hely csak kétféle allapotban
létezhet, éspedig vagy ép vagy sériilt allapotban.

e) Elég kis UV doézisokndl az egyes helyek egy-
mastol fiiggetlenil sériilnek, és a sériiltek egymas-
tol fiiggetleniil revertalédnak. Ilyen koriilmények
alltak fenn kisérleteinkben is.

f) A fotonok abszorpcidja, a sériilés, a sériilt
helyek reparicioja Poisson-folyamat szerint jat-
szodik le.

g) Meghataroztuk egy ép fag sériilési és egy sé-
riilt hely reverziés hatéaskeresztmetszetét. Ezek
konkrét értékeire késSbb visszatérek. Ugyancsak
meghatéroztuk azt a valdszinfiséget is, amivel a
gazdasejt a fag-DNS-ben egy sériilt helyet reparal-
ni képes. Ertéke kb. 0,35, tehat kereken minden
harmadik sériilés reaktivalodik.

h) Az elmélet alapjan folirhaté, hogy ¢ ideig tarté
besugarzas utdn mennyi a tarfoltképzés szempont-
jabol 0, 1, 2, k taldlattal rendelkezd fagok
szama [31]. Kisérletileg kozvetleniil csak a zérus
taldlatos, vagyis az ép fagok szama ellenérizhets,
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6. dbra. A 'TT fag UV inaktivéciés dézishatdsgorbéi

ezért az aldbbiakban csak ezt az Osszefiiggést
tiintettem fol, ezt is arra az esetre vonatkozélag,
amikor a sotétreparacié elimindlva van:

N [ o, + oge(ort o)t Js

N, g, + o
A kitev6ben szerepld s egy fagban el6forduld
sérthetd helyek szamat, a @ a beesS fotonfluxust
jeloli, a o pedig hatdskeresztmetszeteket jelez,
éspedig o, a sériilés, o, a fotoreverzi6é hataskereszt-
metszetét jelenti a DNS egyetlen sérthet6 ill. sériilt
helyére vonatkozélag.

Megallapitasaink inkabb problémafelvetd, mint
lezaré jellegliek, és — mint a kovetkezSkben lat-
ni fogjuk — az Gjabb eredmények részben igazol-
jak, részben kiegészitik azokat. Mar itt megemlit-
jikk, hogy mai ismereteink szerint a T7 esetében a
sériilés pirimidin dimérek képzbdésébdl all, és az
ilyen lehetdségek szama valéban tébb 50-nél.
Tovabbra is nyitott kérdés azonban az, hogy a
DNS mely helyein levé pirimidin-kett6sok ill. -cso-
portok dimerizacidja jatszik szerepet a tarfoltkép-
zés elmaradasaban [32, 33]. Erre a kérdésre is
kés6bb még visszatérek. ]

Ultraibolya fény hatdsa M S2 fagokra

A kisérleti eredmény a 7. dbrdn l4thaté. Ossze-
hasonlitds céljabodl feltiintettitk a T7 dézishatés-
gorbéjét is [16, 17]. Minthogy kiilonboz§ méretii
fagok (ill. fag-nukleinsavak) osszehasonlitdsarol
van sz0, célszerli a talélési ratat a besugarzasi id§
helyett az egy fdg dltal elnyelt fotonszém fiiggvényé-
ben folrajzolni. Az abszorpeids allanddék (abszorp-
ciés hataskeresztmetszetek) ismeretében az ilyen
abrazolas elvégezhet§ és ezt tettiik a 7. dbra ese-
tében is. (Az MS2-vel kapcsolatban nincs sotét-
reparacio, ezért a T7 esetében is az dbrén a sotét-
reparacié nélkiili folyamathoz tartozé gorbe szere-
pel.) A gorbék a két fag esetében hasonlo jellegtiek,
eltérés csak annyiban mutatkozik kozottiik, hogy
az MS2-nél a kezdeti, enyhe gorbiilet fokozatosan
megsziinik, a gorbe kiegyenesedik. Abrézoldsunk-
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7. abra. A T7 és az MS2 fadgok UV inaktivdcios dbzishatsis-
gorbéinek osszehasonlitdsa

ban a kiegyenesedés egyszer(i exponencidlis csok-
kenésre utal. Ez a koriilmény azt mutatja, hogy az
MS2 esetében nemcsak a T7-nél tapasztalt ,,rever-
zibilis”” fotosériilés fordul el6, hanem ,,irreverzibi-
lis” karosodas is létezik és fokozatosan ez vilik
dominanssé. A reverzibilis sériiléseket most is
pirimidin diméreknek tulajdonitjuk, az irreverzi-
bilisek pedig, tekintetbe véve, hogy az MS2 RNS
molekuldjdban timin helyett hidratéciéra hajla-
mos uracil-bazisok taladlhaték, hidratalt uracilok-
nak tekinthet6k. (A kordbbi irodalom [4, 27]
csak az utébbiak létezésére utal.)

Az MS2 dézishatasgorbéjének értelmezése cél-
jabol a sérthetd helyek haromféle tipusat kiilon-
boztetjiik meg [36]. Az els6be azokat soroljuk,
amelyek csak irreverzibilisen, a masodikba azokat,
amelyek csak reverzibilisen és a harmadikba,
amelyek mindkét mdédon sériilhetnek. Az els6 tipu-
st helyet reprezentalja pl. egy magényos uracil,
a masodikat pl. egy citozin-par, a harmadikat pl.
egy uracil —citozin-padr. Az tjabb irodalom [12]
szerint az MS2 primer szerkezete teljes egészében
ismeretes, igy az egyes sériilési kategéridkba sorol-
hat6 helyek egyszertien megszamlalhatok. A dézis-
hatdsgorbét leiré elméleti Osszefiiggést mar ezen
adatok ismeretében hatéroztuk meg. A jo egyezést
a kisérleti eredményekkel az el6z6 dbra mutatja,
a gorbét ui. a formula alapjan haztuk ki.

A meglehetésen bonyolult osszefiiggés felirdsat
mellézom, csak a hatéskeresztmetszetekre vonat-
kozo6 eredményekre térek ki, és ezeket osszehason-
litom a T7 esetében nyert eredményekkel. A cél az,
hogy valami kozelebbit megtudjunk a sérthetd
helyekrél. Milyen helyek sériilése manifesztalédik
a T7 esetében a transzkripcié szintén, és milyen
helyek sériilése jatszik szerepet az MS2 esetében
a transzlaciénal ? E16bb a dimerizacié szempontja-
b6l sz6bajovs helyekkel foglalkozom. Esszertinek
latszik posztuldlni, hogy egy dimer atlagos képzo-
dési hatéskeresztmetszete a két fag esetében egyen-
16. Tapasztalatunk szerint ui. az egy bézisra juté
dtlagos abszorpeiés 4llandé (abszorpeiés hatds-
keresztmetszet) a két fag esetében egyenld. Az em-
litett gondolat tehét tulajdonképpen azt fejezi ki,
hogy egy dimerizéciora alkalmas helyen egy elnyelt
foton kb. ugyanakkora atlagos valdszintiséggel
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hoz létre dimert a T7, mint az MS2 esetében. Ez a
gondolat pedig valéban elfogadhaté, és érdekes
konzekvenciaval jar. A dimerizacios hataskereszt-
metszetek ui. a két fag esetében akkor lehetnek
kozel egyenlék, ha mind a T7-nél, mind a MS2-nél
a dimerizaciora képes helyek ugyanakkora hinyada
felel6s a tarfoltképz6dés elmaraddsiért. Kz pedig
azt sugallja, hogy a dimerizicié egyforman jelent
,,végzetes” hibat a transzkripcié és a transzlicié
szempontjabol. A kérdés most mér az, hogy a
dimerizéciéra képes helyeknek hanyad része felelés
az inaktivicio létrejottéért. Valdszinti, hogy vala-
mennyi hely egyenértéki. E megéllapitdst mésok
[4, 27, 37] méréseire épitjiik, akik kémiai médszer-
rel meghataroztak egy adott UV ddzis hatédsdra
adott hosszisdgt nukleingavban képz8dott dimerek
szamat. Ha eme eredmény alapjan szémolt dime-
rizaciés hatdskeresztmetszetet osszevetjiik a tar-
foltképzés alapjan kapott hataskeresztmetszettel,
az adddik, hogy valamennyi hely, ahol dimer
képzbédhet, egyenértékii a tarfoltképzés szempont-
jabol. Mind az idézett szerz6knél, mind pedig sajit
vizsgalatainkban egy dimerképz&dés hataskereszt-
metszete nagysagrendben 10— cm?nek adédik,
ami kereken 100-szor kisebb, mint egy aromés
gylirti teriilete.

Erdekes eredmény az is, hogy a két fig esetében
a fotoreverzi6 hataskeresztmetszete is nagysag-
rendben megegyezik. A T7-nél csak néhanyszor
nagyobb értékkel taldlkozunk, mint az MS2-nél,
ami pl. magyardazhaté azzal, hogy egyszeres lanc
esetében a dimer stabilisabb mint kettés lanc
esetében. Egyébként a fotoreverzié hataskereszt-
metszete 2 -3 nagysdgrenddel nagyobb mint a
dimerizaci6é.

A hidrataciéval kapcesolathban ecsak annyit emli-
tek meg, hogy az ehhez tartozé hatéskeresztmet-
szet a MS2-nél a dimerizaciés hataskeresztmetszet-
tel azonos nagysdgrendii.

Elméletiink realitdasa mellett szol az is, hogy azt
sikerrel alkalmaztuk méasok 4altal més fagokon
és mds dézistartomanyokban kapott eredmények
értelmezésére is [18, 19, 31]. Itt most azonban
inkabb az elmélet jelenlegi hidnyossagairdl szélok.
Nem vettiik pl. tekintetbe azt a tapasztalatot, hogy
a dézis novelésével a T'7 esetében az tjabb sériilések
kialakuldsénak valészintisége n6. Ehhez kapcsol6d-
va indokolt azt is feltételezni, hogy a fotoreverzi6
viszont a sériilések felszaporodésaval egyre inkabb
,;megneheziil”’. Szamitdsaink szerint T7 esetében
az altalunk eddig alkalmazott kis dézisokndl a
sériilt helyek szdma nem éri el a sérthets helyek
19,-at sem. Ugy véljiik, hogy az emlitett effektusok
csak lényegesen nagyobb dézisoknal jelentkezhet-
nek jol észrevehet6 médon. — Valbszintinek tart-
juk azt is, hogy a sotétreparacié valdszinfisége a
sériilések szdméanak novelésével rohamosabban
csokken, mint ahogyan ezt a modellben eddig
tekintetbe vettiik. — Nyitott kérdés marad tovabb-
ra is, hogy sériilést ill. reverziot csak a sérthetd
tartomanyokban abszorbealt fotonok okozhatnak-e
vagy hatésosak lehetnek-e nagyobb tartomanyok-
ban abszorbealt fotonok is, foltéve, hogy energidjuk



valamilyen modon (pl. exciton formajaban) a sért-
hetd helyre vandorol [7].

Nyilvan elhanyagolast tartalmaz az a feltevés is,
hogy a sérthetd helyek sériilési valdszintisége
egyenls. Ez a kérdés érinti azt az alapvets problé-
méat, hogy milyen kolesonhatds van a nukleinsaw és a
fehérjeburok kozitt. Ekvivalensek-e tehat a burok
kozelében levd sérthetd helyek a buroktél tavolabb
levékkel 2 Err6l maris tudunk mondani valamit.
T7-en végzett mikrokalorimetrids és abszorpcids
vizsgélataink egybehangzoéan azt mutatjék, hogy
mig az oldatban levé nativ DNS esetében az 50
100 °C tartoményban csak egy fazisatalakulas lép
fel 87 — 87,5 °C-nal, addig a fagfejben levé DNS-hez
két jol megfigyelhetd fazisatalakulds tartozik,
az egyik 85 °C-nal a masik 89 °C-nal jelentkezik.
UV fénnyel (254 nm) besugarzott fagok esetében
az alacsonyabb hémérséklet 85 °C-rél 83,56 °C-ra
véaltozik, mig a 89 °C-os h6mérséklet valtozatlan
marad [22]. Az UV fény tehat féleg a gyongébb
kotéseknél hat, és fokozza a fehérjeburok éltal
létesitett follazuldst.

Nitrozometilurea hatdsa T7 és D®XI174 fagokra

A 8. dbra a DNS tartalma T7 és @X174 fagok
kémiai inaktivaciés dozishatasgorbéit mutatja ab-
ban az esetben, amikor az inaktivéciét nitrozome-
tiluredval (NMU) idéztiik el8 [34]. Az inaktivicié
most is, miként az UV besugarzas esetén, azt jelen-
ti, hogy a sériilt fag nem képes tarfoltképzésre.
(A T7 fag esetében sotétreparacié is el6fordul,
ezt azonban az idézett kisérleteinkben koffein
segitségével kizartuk.)

Az inaktivélést sztochasztikus folyamatként
tekintve sikeriilt a dézishatdsgorbéket kvantitative
értelmezni. Ennek soran felhasznaltuk mésok [39]
in vitro vizsgalataib6l ad6d6 ama felismerést, hogy
egy elindult kémiai sériilés 6nmagéitél tovabb mé-
lyiil: a sériilés alkilezéssel kezdddik, az alkilezést
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8. abra. NMU-val valé kezelés hatdsa T7 és ®X174
esetében

depurinezés, ezt pedig egyszeres lancszakadds
koveti sth. Az elméleti iton nyert osszefiiggésnek,
amit ebben az esetben sem ismertetek, a kisérleti
eredményekkel valé osszevetésébdl érdekes kovet-
keztetések vonhaték le [41].

Ugy latszik, hogy a sérthet8 helyek — bar reak-
ciokinetikailag hasonlé médon viselkednek — bio-
légiailag nem ekvivalensek, éspedig legaldbb hé-
romféle sérthet hellyel kell szdmolnunk. Léteznek
olyanok, amelyeknél mar az alkilezés inaktivacié-
hoz vezet, de vannak olyanok is, amelyeknél az al-
kilezés kevés, de a depurinez6dés mar elegendd
az aktivitds elvesztéséhez, és modelliink szerint
biztosan el6fordulnak még ,.ellenallébb™ helyek is,
amelyeknél legalabb egyszeres lancszakaddsnak
kell bekovetkeznie, hogy létrejojjon a biolégiai
sériilés. Vizsgalataink alapjan Ggy tlinik, hogy nem
sziikgéges feltételezni olyan sértheté helyeket,
amelyek egyszeres lancszakadds utén is aktivan
hagyjak a fagot. A sértheté helyeknek egyébként
kb. fele olyan, amelynek az alkilezése is mar in-
aktivaciohoz vezet, és a masik felénél, ha a depuri-
nezés még nem is, de az egyszeres ldncszakadds
mér minden esetben elegendé a fag inaktivacioja-
hoz.

Erdekes megéllapitdst tehetiink a sotétrepardcio-
val kapesolatban is. Vizsgdlatainkbél az adédik,
hogy ennek valosziniisége jelen esetben is kb.
ugyanakkora, mint az UV fénnyel okozott sérii-
lések esetében [35]. Bz a koriilmény igazolni lat-
szik azt a mas oldalr6l kapott eredményt, amely
szerint a gazdasejtben ugyanaz a reparaciés mecha-
nizmus javitja ki az UV fény, mint az NMU okozta
hibékat.

Ultraibolya fény hatdsamikrokristdlyos bazisrétegekre

Végezetiil a péarologtatéssal elGéllitott mikro-
kristalyos béazisrétegeken nyert eredményeinkrsl
szeretnék roviden szdlni. Eddigi tapasztalataink
f6ként a citozin és az uracil bazisokkal és ezek aza-
valamint metilezett szdrmazékaival kapesolatosak.
Megismertiik abszorpcids spektrumaikat az ultra-
ibolya és a .vakuumultraibolya tartoményban
(135 nm-t6l), és egyeseket felbontottunk egyszerti
savokra [13, 24, 26]. Példaként az 5-aza-citozin
abszorpeids szinképét és annak felbontésit muta-
tom be (9. dbra).

A spektrumok jellemzdit kvantumkémiai mddsze-
rekkel értelmeztik is. Meghatéroztuk az alap- és
gerjesztett dllapotok energidit, hulldmfiiggvényeit,
a dipdélatmenetek oszcillator-erdsségeit, az dbmeneti
momentumok iranyat [24, 26]. Példaként az 5-aza-
citozint emlitem, és energianivi-rendszerét a 10.
abrdn mutatom be. — A szdmoldsokat nemcsak a
kozonséges (vagyis oldatban is eléfordulé) 1-NH
tautomerre vonatkozélag, hanem mind az otféle
lehetséges tautomerrel kapesolatban elvégeztiik.
Csupén egyetlen kristalyfizikai megéllapitdst emli-
tek. Az abran a kisérleti adatokon és az 1-NH
tautomerre vonatkozé szédmoldsi eredményeken
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9. dbra. 5-aza-citozin abszorpciés szinképének felbontdsa

a— et SQVMax.
== SZamolt nivok
1-NH

szamolt nivok
7-OH

of —

10. dbra. 5-aza-citozin energianivérendszere

kiviil csak a 7-OH tautomer nivdi lathaték. A tobbi
tautomer nivéit nem tiintettem fel, ezek ugyanis
a kisérleti nivéktél nagymértékben kiilonboznek.
Ez pedig valdsziniileg azt jelenti, hogy az utébbiak
eléfordulasa a parologtatott mikrokristdlyos réteg-
ben nem lehet szdmottevd.

Vizsgalataink kiterjedtek a polikristalyos uracil-
rétegben UV fény (254 nm) hatéséra végbemend
folyamatok, vagyis a dimerizéacié tanulmanyozasé-
ra is [8, 9, 10, 11, 25]. Tapasztalataink szerint az
uracil vékonyrétegek abszorpciés spektruma a be-
sugérzds hatéséra jelentésen véltozik: a 260 nm
koriili abszorpcids sav fokozatosan csokken, mig
180 nm t4jékan ill. anndl rovidebb hulldmhosz-
szaknal 0j abszorpcios maximumok jelentkeznek.
A jelzett véltozast elsGsorban a fotodimérek kelet-
kezésével hozzuk kapcsolatba. Meghataroztuk a
dimerizécié doézisfiggését, és abbdl a fotodimeri-
zaciés hatéskeresztmetszetet.

Foltételezve, hogy fagok esetében is ciklobutan
(cisz head to head) tipusti dimerek képzdédnek,
hasonlitsuk 6ssze a kiilonb6z6 struktaraknal kapott
hatéskeresztmetszeteket. Mikrokristalyos uracil ré-
tegek esetében a dimerizacios hatéskeresztmetszet
két nagysagrenddel nagyobb, mint amit a vizsgalt
fagok esetében kaptunk, és amit az el6z6kben méar
emlitettem. Ez az eredmény meglepd, ha csak azt
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tekintjilk, hogy a bazis-sikok kozotti tavolsig
a kristalyban ugyanakkora, mint az RNS-ben.
Vegyiitk azonban szamba azt is, hogy fagokban
nemesak a hidrogén-hidak nehezitik, hanem a
cukor —foszfat gerinc is akadalyozza a dimerkép-
z6dést, mésrészt pedig, — és talan ez a lényege-
sebb tényezd, — a bazisok egyméashoz képest
elfoglalt térbeli helyzete is kedvez&bb a dimerizé-
ciéra az uracil kristdlyban, mint a nativ nukleotid
lancban. Erdekes az is, hogy a fotoreverzio,
vagyis a dimer —monomer atalakulds hataskereszt-
metszete a kristdlyos allapotban is ugyanakkora
nagysagrendbe esik, mint a két fig esetében. Ez
pedig arra utal, hogy a vizsgilt esetekben egy
dimernek monomerré valé visszalakuldsakor a
kiilonboz6 kornyezeti hatdsok nagyjabdl ugyan-
olyan konzekvencidhoz vezetnek.

A dimerizaciéra vonatkozdlag tovébbi informa-
ciokkal is szolgalnak kvantumkémiai szdmitdsaink.
Dimerizacidkor az egymds folotti bézis-sikok ko-
zotti tavolsag 3 —4 A-rél kb. felére csokken (és az
eredetileg parallel sikok egyméshoz kb. 30° alatt
hajlova vélnak). Kiszamoltuk tobb bézis és azok
szarmazékai esetében, hogy miként fiigg a bazis-
sikok kozotti tavolsagtél a szinglett alapallapot,
valamint az els6 gerjesztett szinglett ill. triplett
allapotok energiaja [10, 26]. Az eddig alkalmazott
m-elektron pertubdciés moédszer csak 2,4 A-nél
nagyobb tavolsagok esetében ad megbizhat6 ener-
giaértékeket, de ezekbsl kovetkeztetni lehet a
dimer-allapot szempontjabdl érdekes, kisebb tavol-
sdgoknal fenndll6 energiaviszonyokra is. A vizsgé-
latok magyardzatot adnak arra, hogy alapallapot-
ban kedvezdtlenek a viszonyok a dimerizaciora
(a dimerképzbdést ugyanis egy energiahegy akadé-
lyozza), kedvezd viszont a helyzet a dimerképzd-
désre, ha a rendszer megfelel§ energiaja foton
révén szinglett gerjesztett allapotba keriil, és akkor
is, ha ebbdl a triplett gerjesztett allapotba jut.
Ez utébbi atmenet bazisokon beliili spin — palya-
kolesonhatésok révén, vagy megfelel6 idegen ato-
mokkal, ill. molekuldakkal valé kolesonhatas kovet-
keztében johet létre (szenzibilizalt dimerizacio).
Rendezett bazis-struktiraban, amilyen kristalyos
fazisban, vagy polinukleotid lancokban (s6t to-
mény oldatokban is) talalhat6, ezek a folyamatok
jelentéktelenek, kovetkezésképp szinglett —szing-
lett atmenetek jatszak a fGszerepet a dimerizécio-
ban, hig oldatokban viszont kedvezd feltételeket
teremthetiink a szinglett —triplett dimerizacié
kialakulasara is. Ezek a vizsgdlatok magyaréazatot
adtak azokra a megfigyelésekre, amelyek szerint a
dimerizacios aktivitds rendezett struktdrakban
uracil egetében, hig oldatokban viszont 6-aza-ura-
cilndl a legnagyobb [10].

Befejezésiil visszatérek a bevezetGben emlitett
gondolathoz, amely a biolégiai sugarsériilés mole-
kuléris szint{i tanulmanyozasanak alapvetd jelentd-
ségét hangsulyozta. Eredményeink emlitésével
nem a kérdés fontossidgat akartam alatdmasztani,
ugy vélem, hogy ez nem szorul a mi tamogatasunk-
ra, csupan helykoordindtdinkat kivintam jelezni e
nagy teriileten.
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