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SZEREPE A REPLIKACIOBAN

STAUB MARIA, az orvostudomdnyok kandiddtusa
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A genetikai informéciét tarolé makromolekulanak, a DNS-nek a felfe-
dezése utan tobb mint egy évtized volt sziikséges ahhoz, hogy mérni tudjak
azt a katalitikus reakciot, amely kis molekulasiilyid prekurzorokbél a mintaban
elirt program szerint megszintetizalja a sziiléi sejt DNS-ének pontos ma-
solatat.

Az enzimet, amely dezoxiribonukleozid trifoszfatokb6l DNS-t tud ké-
sziteni, A. Kornberg 1956-ban fedezte fel E. coli-ban, és DNS polimeraznak
nevezte el. A pontos, enzimkatalégus szerinti neve dezoxinukleozid trifoszfat:
DNS dezoxinukleotidil-transzferaz (E. C. 2.7.7.7.).

A katalizalt reakcichoz az enzimen kiviil sziikség van a négy dezoxi-
ribonukleozid trifoszfatra (ANTP-k), Mg?* ionokra, minta DNS-re (templat),
amir8l az enzim hd masolatot készit, és az tin. indité (primer) révid DNS
szakaszra, mivel az enzim 4j lanc kezdésére nem képes. Mindezek jelenlétében
a nukleozid trifoszfatokat, a mintaban eldirt rendben foszfodiészter-kotésekkel
kapesolja az indité 3’OH végéhez, mikézben pirofoszfat (PP;) hidrolizal, mint
azt a reakcié sémaja mutatja az 1. dbran. Az enzimaktivitas mérés dgy tor-

ténik, hogy a radioaktiv dNTP-k beépiilését mérjiik a DNS-be.
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1. Gbra. A DNS polimerézok iltal katalizalt reakcié (A DNS polimeréz az ,,indit6” DNS szé-
lat 5’—3” irdnyban hosszabbitja)
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196 STAUB MARIA

Az egyszerii szervezetek, mint a prokariotak, harom DNS polimerazzal
rendelkeznek, amelyeknél a katalizalt reakcié (ami in vitro mérhetd), altala-
nossagban ugyanazzal a formulaval irhaté le, mint a fenti 4bran lathaté.
Ugyanez mondhaté el a virusok, fagok, st az eukariota DNS polimerazok
katalitikus reakei6jarol is. Kozos tulajdonsaguk a DNS polimerazoknak, hogy
Zn?* jont tartalmaznak (Mildvan és Loeb 1979).

Annak ellenére, hogy a DNS polimeraz reakcié ennyire univerzalis az
élgvilagban, az enzimek kozt lényeges kiilonbség van, fiziko-kémiai tulajdon-
sagaikban, mas fehérjékhez, enzimekhez valé kapcsolatukban, ami sejten be-
lili szerepiiket is meghatarozza.

Az emlos DNS polimerdzok

Hasonléan a baktériumokhoz, az eml8s sejtek is tébbfajta DNS poli-
merazzal rendelkeznek. Ezek szama és elnevezése nagyon valtozé volt 1975-ig,
amikor az enzimekkel foglalkozé munkacsoportok egységes némenklatdrat
javasoltak, amit ma is hasznalunk (Weissbach et al, 1975- Weissbach 1977),
tdjabb kiegészitéssel. Az eml8s sejtek harom f6 DNS polimerazzal rendelkez-
nek, amelyeket a felfedezésiik sorrendjében o, § és » DNS polimeraznak nevez-
tek el. Az utébbi 2—3 évben timuszban és csontvelGsejtekben egy negyedik
DNS polimerazt is talaltak, amit § polimeraznak neveznek.

Az egyes polimerazok DNS replikaciéban betsltstt szerepét prokariétak-
ban a DNS polimeraz hidny mutéansok segitségével tisztaztak. Emlés sejtek-
ben ilyen hidny mutansokkal nem rendelkeziink, ezért a funkcié tisztazasat
mas tton kellett megkozeliteni. A DNS replikédcié az eukariotikban a sejt-
ciklusnak csak egy révid, meghatarozott részében, az S fazisban zajlik. Ebben
a fazisban a DNS szintézis a genom tébb részén egyszerre folyik, mintegy 104
replikon miikodhet egyszerre egy sejtben. Ezek ,,bekapesolasa” szigordan
meghatarozott sorrendben torténik. A replikonokban a DNS révid fragmen-
tumokban szintetizalédik (Okazaki fragmentumok), amelyek egy része 5—15
egységbdl all6 RNS oligonukleotid szakaszokkal kezdddik. A hirom DNS
polimeraz koziill a nagy molekulasilyd (2—5x10%) « polimerdz mennyisége
parhuzamosan valtozik a DNS szintézis intenzitasaval, mig a kis molekula-
silyd (3—5x10%) § polimeraz aktivitasa allandé a G, és S fazisi sejtekben.
Az egyes polimerazokkal szemben kifejlesztett specifikus inhibitorok, vala-
mint az enzimek aktivitisanak a valtozésa a sejtciklus alatt vittek kézelebb
az enzimek funkcigjanak megismeréséhez.
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« DNS polimerdiz

Oszt6d6 sejtekben, proliferalé szévetekben ennek a polimeraznak a leg-
nagyobb az aktivitdsa. Szinkronizilt HeLa sejttenyészetekben aktivitasa tiz-
szeresére né a G,—S fazis atalakulas alatt (Spadari és Weissbach 1974), mito-
génnel stimulalt vér (Tyrsted, G. és Munch Petersen, 1977) és tonsilla lympho-
cytikban (Staub és mt. 1976) is az « polimeraz aktivitdsa né 5—6-szorosan.

Az enzimet specifikusan gatolja egy tetraciklikus diterpén, az aphidicolin
(cephalosporium aphidicola terméke), képletét mutatja a 2. abra. Izolalt sejt-
magok, SV40 virus replikaciés komplexének DNS szintézisét csak aphidicolin-
nal lehetett gatolni, nem gatoltdk a dNTP-k inkorporaciéjat a dideoxi-nukleo-
zid trifoszfat analégok (ddNTP-k), amelyek a f polimeraz gatlészerei.

Az o polimeraznak a DNS replikaciéban betoltott szerepét tamasztotta
ala az enzimnek az a képessége is, hogy RNS primert tud hasznalni a katalizalt
reakciéban (Spadari és Weissbach 1975). Ennek az enzimnek a polimerizéciés
sebessége (30 nukleotid/sec) kozeliti meg a kromoszéma replikonokban a
replikaciés villa haladasi sebességét (50— 60 nukleotid/sec). A HeLa sejt teljes
genomjanak (3 X 10° bazispar) replikaciéja 1,5x 10° nukleotid/sec polimeriza-
ciés sebességet feltételez, amit biztositani tud a sejtben levé 6 10* molekula
« DNS polimeraz. A kiilonb6z6 DNS polimerazok szamat, polimerizaciés
sebességét és funkciéjat mutatja be az I. tablazat (Weissbach 1979).

HO~ ™
HOH,C 3

2. dbra. Az o DNS polimerdz specifikus gétlészere az aphidicolin

1. tablazat

Emléos DNS polimerazok

DNS Molekulik szama Polimerizéci6 sebes- :
polimerazok a sejtben | sége Bankeld
! —— > 3
a 6x 104 30 nukl/sec Replikaciés DNS szintézis RNS
primerrel
B TX 10 2,5 nukl/sec Repair, ldnc hosszabbitds
y 4104 4,0 nukl/sec mitochondrium, adenovirus DNS szintézise
(standard displacement)
6 - — 5’ — 3’ exonukledz aktivitds miatt a repli-
kdcié hiiségéért lehet felelgs
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198 STAUB MARIA

A DNS replikacié rendkiviil komplex folyamat, a DNS polimerazokon
kiviil szimos mas funkeciéji fehérjére is sziikség van. E. coliban eddig hisz
fehérjérsl bizonyitottak, hogy résztvesznek a DNS replikaciéban, ezek koziil
harom fehérje rendelkezik DNS polimeraz aktivitassal. Kevesebbet tudunk az
eml6sok replikaciés fehérjéirsl, de kimutattdk, hogy a replikaciés « DNS
polimeraz aktivitasat itt is befolyasoljak az n. ,,hélix destabilizalé” fehérjék,
az RNS primer szintéziséért felel§s enzim (primase) sth.

Csirke embriéban egy specialis protein kinazt is leirtak, amelyik fokozza
az « polimeraz aktivitasat (Danse 1981).

Az enzim lehetséges regulaciéja szempontjabol emlitésre mélté a di-
adenozin tetrafoszfat (Ap4A), amely az « polimeraz egyik alegységéhez kots-
dik. A di-adenozin tetrafoszfat sejtenbeliili koncentraciéja a DNS szintézissel
parhuzamosan valtozik, az S-fazis elején n§ (Grummt 1980).

Az o DNS polimeraz negyedleges szerkezetérdl még nem alakult ki egy-
séges kép az irodalomban. Az eddigi adatok arra mutatnak, hogy az enzim
tobb alegységbdl épiil fel.

Sok vita forrasa volt az « DNS polimerazlokalizéciéja a sejtben. Hossw
ideig csak a citoplazméaban tudtiak kimutatni, majd vizmentes kozeghen pre-
paralt sejt magokban is sikeriilt « polimeraz aktivitdst mérni.

A legutolsé adatok szerint, indirekt immun-fluoreszcenciaval, az « DNS
polimeraz legnagyobb részét a perinuklearis zénaban talaltak fotalis borju
fibroblasztokban (Brown 1981), a magban ezzel a mddszerrel nem talaltak
enzimet. A szerz6k feltételezik, hogy a perinuklearis « DNS polimeraz tagja
annak a ,,multienzim komplexnek”™, amely képes elvégezni a nukleotidok re-
dukecigjat, foszforilaciéjat és polimerizaciojat, a DNS replikacié szamara spe-
cialis ,,metabolikus csatornat” képezve a sejtmag—citoplazma hataron (Reddy
és Pardee 1980).

Néhany eml6s sejtbdl az o polimerazt homogén allapotig megtisztitot-
tak. Egyik esetben sem tendelkezik az enzim nukleidz aktivitassal, szemben
a bakterialis porimerazzal. Az « polimeraz aktivitasat minden SH blokkolé
reagens gatolja. Tisztitott human « polimeraz tulajdonsagait, reakciémecha-
nizmusat Korn és mtsai (1981) tanulményoztdk részletesen. Szerintik az
enzimen két nagy affinitasi kétShely van az egyszali DNS templat és ugyan-
annyi a primer szamara. A nagy affinitasi enzim-nukleinsav kolesonhatasnak
szerepe lehet a specifikus start és stop helyek felismerésében. KB sejtekbél
izolalt o polimeraz ,,processziv reakcié”” mechanizmusanak tanulmanyozasa
(Fisher és Korn 1981a, b) azt mutatta, hogy az enzim el§szoér a templatot,
majd a primert és végiil a dNTP-ket koti. Az enzim a templatrél esak 15—30
nukleotid ésszekapcsoldsa utan disszocial le. Ezt a disszociaciét fokozzik a
poliaminok, PPi és az 1) lanc hossza (Detera 1981). A hélix destabilizalé fehér-

------

keznek a jelenlétiikben.
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3. dbra. A replikdciés villa az eukariota kromoszémdn az o« DNS polimerazzal

Osszefoglalva az « DNS polimeraz a replikaciéért felelss enzim az euka-
riotakban, baktériumokban ezt a funkciét a DNS polimeraz IIT t6lti be. A
kromoszéma replikaciéban, a replikaciés villaban az«DNS polimerazt mutat-
ja be a 3. abra. A kromatinban a kettds szald DNS nukleoszéméakka rende-
zédve foglal helyet, a ,,nukleoszéma core” koré feltekerve hozza létre a
kromatin jellemz§ elektronmikroszképos, gyongyfiizérre emlékeztets képét.

A nukleoszéma ,,core” partikulakat a (H2A), (H2B), (H3), (H4), hisz-
tonokbél 4ll6 szimmetrikus szerkezetli oktamer hozza létre. (Mirzabekov
1981). A nagyobb molekulasilyi H1 hiszton a nukleoszéma partikulak kozott
foglal helyet (az abran nem lathatd). Emlés sejtekben a DNS szintézissel par-
huzamosan halad a hisztonok szintézise, az ij DNS azonnal nukleoszémakka
rendez8dik az dj hiszton molekulakkal, mint ez a 3. abran is lathaté. A nukleo-
széma szerkezet csak rovid szakaszokon, a replikaciés villa kézelében sziinik
meg a replikéciét inicialé (nincs abrazolva) és a hélix destabilizalé (HD-fehérje)
fehérjék hatasara. Megszintetizalodik az RNS indité, (feltehet§en egy DNS
fiiggd RNS polimeraz ,,pimase” segitségével, amely nem azonos a transz-
kupliés RNS polimerazokkal), amelyhez az « DNS polimeraz dNTP-ket kapesol,
a sziil6i DNS-nek megfelel sorrendben és elkésziilnek az din. naszcens DNS
(vagy Okazaki) fragmentumok. Ezeknek az dsszekapcsolasat a DNS ligazok
(Lig I) végzik. A vezetd szalon” indul meg a szintézis, ezért ott a nukleoszéma
érés el6bbre halad, mint a ,kovetd szalon” (De Pamphilis és Wassarman

1980).
f DNS polimeraiz

A sejt ciklus alatt az aktivitasa allandé. Oszt6dé sejtekben az osszes
DNS polimeraz aktivitas kb. 1/10-ét teszi ki a f polimeraz. Molekulasilya
3—5x 104, bazikus fehérje, minden sejtben szorosan kotddik a kromatinhoz,
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csak magas s6 koncentraciéval extrahalhaté a sejt magokbél. Hasonléan az
o polimerazhoz nincs nukleaz aktivitasa, SH blokkolékkal, aphidicolinnal nem
gatolhaté és kevésbé érzékeny az arabinozil-nukleotidokkal szemben, mint az
o enzim. Aktivitasat erdsen gatoljak a 2’°, 3’-didezoxinukleotid analégok (2.
tablazat).
2. tablazat
Szelektiv DINS polimerdz inhibitorok

a p ¥ 8
aphidikolin + 4+ = s e 1L
NEM i = il L
ara-CTP +++ = - Al
dd-TTP — +++ O S

A B DNS polimeraz, a DNS templaton az egyszali DNS szakaszok teljes
hosszat lemésolja, az dj DNS szakaszok hosszabbak, mint az o polimeraz
esetében (Korn 1981).

Abban az esetben, ha templatként un. ,,aktivalt” DNS-t hasznalnak, a §
polimeraz teljesen kitolti az aktivalt DNS-en a ,,hianyokat” (gap-eket), ame-
lyeket az ,,aktivalas’ soran DNAz kezeléssel, mesterségesen allitottunk el§. A
p polimeraz egy-egy processziv ciklus alatt (mig az enzim nem disszocial le
a templat DNS-rél) t6bb nukleotidot kapesol 6ssze, mint az o polimeraz, ki-
kolti mindig a teljes gap-et. Az enzimnek ez a tulajdonsaga hivta fel a figyel-
met a DNS javité mechanizmusokban betoltétt szerepére. A DNS karosita-
sokat (alkilalé szerek, UV-, rtg- és gamma besugarzas, kémiai mutagének sth.)
a sejt ugy javitja ki, az esetek tobbségében, hogy specifikus nukledzok kivag-
jak a hibas DNS szakaszt és ennek nyoman keletkeznek hidnyok, gap-ek, eze-
ket képes pétolni a § DNS polimeraz az in vitro kisérletek tanulsaga szerint.
Az in vivo kisérletek egyes esetekben aldtdmasztottak a f polimeraz szerepét
a DNS repairban (Pedrali 1974), mig méasok UV besugarzas utan nem talaltak
p polimeraz aktivitas névekedést (Wicker 1979). Bleomycinnel okozott DNS
torések kijavitasaban eléggé meggy6zGen bizonyitottnak latszik a f§ polimeraz
szerepe (Coetzee 1978, Castellot 1978). Kémiai carcinogen kezelés utan f poli-
meraz aktivitas novekedést talaltak majban (Kaufman 1979), valamint virussal
indukalt hepatomaban (Staub és mtsai 1982). Egy sor kémiai carcinogén in
vitro, elsésorban az « polimeraz aktivitasat gatolja patkany maj polimerazok
esetében (Chan és Beckar 1981).

Mai ismereteink szerint nem zarhaté ki, hogy a DNS polimeraz f a
replikaciés DNS szintézisben is részt vesz a lanc elangaciéban, valamint az sem

hogy az « polimeraz is mfikédhet a DNS repairban. Ugy latszik, hogy bizonyos
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funkciékban helyettesithetik egymast a DNS polimerazok, mig masokban nem.
Igy a 3 polimeraz nem helyettesitheti az o polimerazt a nascens DNS  frag-
mentek iniciadlasdba. A prokariotdkban a g DNS polimerazhoz hasonlé funk-
ciét tolt be a DNS polimeraz I, ériasi kiilonbség a két enzim kozott, hogy az
utébbi kétféle exonukleaz aktivitassal is rendelkezik, amelyeknek a szerepe
bizonyitott a javité funkciéban.

y DNS polimerdz

Az eml§s sejtekben a mitochondriumok is tartalmaznak DNS polimerazt,
amit hosszi idén keresztiill mitochondrialis (mt) polimeraznak neveztek és
elvalasztottak az « és 8 polimeraztél. Az mt DNS polimerazon kiviil egy ne-
gyedik enzimet is talaltak, amely kb. 19,-at teszi ki az 6sszes DNS polimeraz
aktivitasnak, ezt nevezték y DNS polimeraznak. Ez utébbi enzim molekula-
silya az o polimerazhoz all kozel. Legjellemzdbb tulajdonsaga volt, hogy in
vitro kériilmények kozott szintetikus ribo-oligonukleotid (pl. poli(rA)oligo-
(dT)5) templatrél DNS masolatot tudott késziteni in vitro kériilmények
kozott.

Ez a tulajdonsag hasonléva tette az onkogén RNS virusokra jellemzé
reverz transzkriptazhoz, amely a virus RNS-rgl, dNTP-k jelenlétében DNS
mésolatot készit. Hosszi ideig azt hitték, hogy az emlds y DNS polimeraz
azonos valamely RNS virus reverz transzkriptazaval, ezt azonban a katalizalt
reakcié in vitro templat affinitdsan kiviil semmi nem tamasztotta ala. Ma
mar tudjuk, hogy a DNS polimerazok templatok iranti affinitasat a kérnyezet,
a jelenlevé egyéb fehérjék, bazikus anyagok stb. ergsen befolyasoljik. Az
utobbi években pl. kimutattiak, hogy bizonyos kériillmények kozstt a f DNS
polimeraz affinitasa nagyobb a szintetikus poliribonukleotid templat irant,
mint a y polimerazé (Yamaguchi és mtsai 1980), tehat a y polimeridz nem
valédi RNS fiiggd DNS polimeraz, mint azt még néhany évvel ezeltt hitték
(Weissbach A. 1975). Azéta kideriilt, hogy a  DNS polimeraz azonos a mito-
chondriumok DNS polimerazaval (Bolden 1977; De Pamphilis és Wasserman
1980). A sejtben, a mitochondriumban és a sejtmagban is kimutathaté.

A 9y DNS polimeraz inhibitor érzékenységét mutatja a 2. tablazat, lat-
haté, hogy az enzim kiilonlegesen érzékeny ddNTP analégokra. Ennek segit-
ségével deriilt fény arra, hogy a y polimeraz nemcsak a mitochondrialis DNS
szintéziséért felel§s, hanem a sejtmagban, segitségével duplazédik az Adeno-
virus (Ad5 és Ad2 is; Van der Vliet és Kwant 1981).

Mint tudjuk emls sejtekben, ugyanigy mint prokariotakban a DNS dn.
szemikonzervativ médon duplazédik, azaz mindkét sziilé6i DNS szélon a ma-
solas egyszerre torténik ellentétes iranyban. A két DNS szil villa alakban
szétnyilik.
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Széttekerd fehérjék, hélixdestabilizalé fehérjék stb. hatasara (Banfalvi
és mtsai) helyet biztositva a replikacié inicialasat, a masolast, a lanc elongaciét
végz6 enzimek szaméra (polimerazok). A szétnyilt DNS lancok hozzak létre
az tn. replikacios villat, ami autoradiografiaval j6l kévethets, hogyan halad
végig a sziil6i kett6s szald DNS molekulan (3. 4bra). Mitochondriumokban és
az adenovirusok esetében a DINS replikacié6 nem a szemikonzervativ mecha-
nizmussal torténik, hanem az tn. ,strand displacement™ (ldnc kiszoritas)
mechanizmussal. Ennek lényege, hogy a DNS replikacié aszimmetrikusan
folyik, el6bb csak az egyik szal duplazédik meg, majd ezt koveti a masik DNS
szal duplazédasa. A ,,strand displacement’ replikaciét a mitochondrium DNS
esetében és a sejtmagban az adenovirus DNS esetében is p polimeraz végzi. A
y polimerazrél kimutattik, hogy valamennyi DNS polimeréaz kéziil a leghosz-
szabb szakaszokat szintetizalja, miel6tt ledisszocial a templatrél ,.legprocesz-
szivebb”. A mitochondrium DNS kettds szali cirkularis molekula (kb. 10 000
nukleotidbél all), ahol elészor a belsé gyfiriit hasznalja mintanak a y polime-
raz, majd annak csaknem teljes replikaciéja utan (75—799,) kezdi el a kiilsé
DNS gyfiri masolasat (Weissbach 1979) (4. abra).

Az Adenovirus linearis duplaszali DNS-t (Ad-DNS) tartalmaz, amely
kb. 30 000 nukleotidbél ll és fert6zés utan a gazdasejt magjaban replikalédik.
A replikaciés komplexeket izolaltak, kérdés volt, hogy az « vagy y DNS poli-
meraz késziti-e az Ad-DNS-t. A virus DNS replikaciét di-dezoxi-ribonukleozid
trifoszfatok teljesen leéllitottdk, ami a y polimeraz jelenlétére utalt, mig aphi-
dicolin nem gatolta a folyamatot. Az Ad-DNS replikaciés komplexbdl azéta
izolaltak és identifikaltak is a » DNS polimerazt, amely tulajdonsagaiban azo-
nos a mitochondrium DNS-t replikalé enzimmel (Van der Vliet és Kwant
1981). Ki kell hangsilyozni, hogy nem minden DNS virus, amely a gazdasejt

zdrt szUldi cirkuldris dDNS

zart dDNS, D - hurokkal

a D-hurok kiterjed
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4. dbra. A mitochondridlis DINS replikaciéja a y DNS polimerazzal (Weissbach 1979)
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5. dbra. Az adenovirus replikdciéja » DNS polimerdzzal (Winnacker 1978)

magban replikalédik, szaporodasa tortémik a ,,strand displacement’ mecha--
nizmussal (5. abra), a y DNS polimeraz segitségével. Az SV-40 DNS virus is
a magban szaporodik, de annak replikaciéjaban az « DNS polimeraz vesz
részt, szaporodasat gatolja az aphidicolin.

A magi y DNS polimeraz szerepe a normal replikéciés folyamatban nem
ismert, nem valészindi, hogy egy esetleges adeno-virus fertzésre varva van a
sejtbhen.

A ,lanc kiszoritas’” mechanizmussal torténé DNS replikaciét sem mu-
tattak ki eddig az emlds sejtekben. Kimutattak azonban egyszali DNS régié--
kat (ssDNS) human sejtmagokban, amelyeknek a szerepe szintén ismeretlen,
Weissbach (1979) feltételezi, hogy ezek az egyszali DNS szakaszok, meg-
hatarozott génekrsl a p DNS polimeraz segitségével, a ,.standard displace-:
ment”” mechanizmussal késziilt masolatok. Ezen az iiton egy-egy specialis
funkeié ellatasara egy génrdl tobb masolat is késziilhet, a gén amplifikalédik,.
anélkiil, hogy az egész genom megduplazédna. A limfocitak altal a tapfolya--
dékba leadott kis molekulasilyd DNS egyik lehetséges funkciéjaul szintén
specialis immun-gének amplifikaciot feltételezték (Rogers 1976).

6 DNS polimerdz

A bakterialis DNS polimerazokkal ellentétben az eddig targyalt emlds:
DNS polimerazok nem rendelkeznek exonukleaz aktivitassal. A bakterialis.
DNS polimeraz I és IIT 3°—5" exonukleaz aktivitasarél bizonyitottak, hogy a
replikacié pontossagaért felelgs, hibas, nem a mintanak megfeleld nukleotid:
beépitése esetén azt azonnal kimetszi (,,hiba javit6” nukleaz).

Az utébbi években alacsonyabbrendi eukariotakban (Chang 1977) és

emlds sejtekben is izolaltak 3’—5’ exonukleaz aktivitassal rendelkezé DNS.
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polimeréazokat. Csontveld sejtekbdl és timuszbél az «, 8 és y DNS polimerazok
mellett kimutattak és tisztitottak egy negyedik DNS polimerazt, amelyik leg-
jobban az « polimerazhoz hasonlit, SH reagensekkel szemben azonban tizszer
érzékenyebb (lasd gatolhatésagat a 2. tablazatban).

Ellentétben az o polimerazzal 3°—5’ exonukleaz aktivitassal is rendel-
kezik. Feltételezik, hogy a nukleaz aktivitasra ebben az esetben is a hibatlan
DNS replikaciéhoz van sziikség (Lee 1981).

Termindlis dezoxinukleotid transzferaz (TdT')

A DNS polimerazok kozott kiilonleges helyet foglal el, a katalizalt
reakcié és a szévet specifitiasa miatt. A terminalis dezoxinukleotid transzferaz.
hasonléan a tébbi DNS polimerazhoz dNTP-k, Mg>* ion és 3’OH véggel
rendelkez6 DNS vagy oligonukleotid jelenlétében foszfodiészter kotésekkel
kapesolja 6ssze a dNTP-ket, mikozben PPi szabadul fel. A nukleotidok poli-
merizaciéjahoz nincs sziikség templat DINS-re. Az enzimet 1964-ben Bollum
irta le borji timuszban (Bollum 1964) és bizonyitotta, hogy az enzim nem
azonos a polinukleotid foszforilazzal.

A TdT-re a figyelmet az els6 DNS rekombinaciés kisérletek hivtik fel
(Jakson 1972). A TdT-vel komplementer polinukleotid végeket szintetizaltat-
tak, az dsszekapesolasra kijelslt kiilonb6z6 speciesekbdl szarmazé DNS frag-
mentekre (génekre). A komplementer egyszald DNS végek tették lehetdvé,
hogy a kijelolt gént hozza kapcsoljak a hordozé (vektor) DNS-hez. Az enzim
a DNS rekombinéciés technolégia (génsebészet) ma is egyik legfontosabb
eszkodze, kiilonésen, amikor in vitro, biokémiai médszerekkel szintetizalt gént
akarunk valamilyen célbél bevinni més organizmusba.

A terminalis dezoxinukleotid transzferaz ,,ijra felfedezésének’ masik
datuma 1973, amikor McCaffery (és mtsai) egy akut limfoblasztos leukémia-
ban szenvedd beteg fehérvérsejtjeiben nagyon magas TdT aktivitast talalt.

Hamarosan kideriilt, hogy az enzim csak limfoid sejtekben fordul els. A
limfoid rendszer szerteagazé funkciéji sejtjei koziil TdT aktivitast csak a
differencialatlan limfocitdkban tudtak kimutatni. A TdT* sejteket immun-
fluoreszcencia médszerrel, borji timuszbél tisztitott, homogén enzimmel szem-
ben termeltetett anti-TdT immunglobulinok segitségével mutatjak ki. A méd-
szer szerint a timuszban féleg a kortikalis limfocitak tartalmaznak TdT-t (6sz-
szes sejt 65%-a), a csontvel6ben a sejtek 1-—59%,-a bizonyult TdT *-nak. A
timuszon és a csontveldn kiviil mas limfoid szervekben nem talaltak TdT-t
tartalmazé sejtet. A limfocita differencialédasa soran a TdT sejtek és egyéb
limfocita differencialédéasi markerek valtozasit mutatja a 6. abra.

Lathaté, hogy TdT * sejtek csak primér immun szervekben, a timuszban
és a csontveldben vannak (Bollum 1981), ahol az immunopoezis és hemopoezis
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PRE-LIMFOCITAK
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csontveld pre-B-limfocitdk B limfocita sor

6. dbra. A T és B limfocitdk differencidléddsa, a TdT+ sejtek megjelenése (Bollum 1981)

zajlik. Bollum immunfluoreszcencias adatai szerint a pre-B limfocitak is tar-
talmaznak TdT-t (Bollum F. J. 1979). Az enzim megjelenését, illetve eltiiné-
sét egyéb differencialédasi markerek megjelenése, ill. elt{inése kiséri (6. dbra).
A TdT pozitiv sejtek szamanak, illetve az enzim aktivitdsanak mérését, ma a
leukémiak differencial diagnosztikajaban alkalmazzak. Kiilondsen jelentds a
granuloid leukémidk krizisében annak eldéntése, hogy myeloblasztos vagy
limfoblasztos krizissel allunk-e szembe. A TdT aktivitas megjelenése a limfo-
blasztos krizis mellett szél, ami az alkalmazott terapiat is meghatarozza. Kli-
nikai hasznalatra a TdT jelenlétének mérésére enzimkit-ek vannak mar keres-
kedelmi forgalomban.

A terminalis transzferaz a génatvitel egyik fontos eszkéze, marker enzim
a leukémiak és limfomak differencial diagnosztikajaban, de még ma is homily
fedi a sejten feliili funkeciét. Szamos spekulcié sziiletett az enzim lehetséges
szerepérdl, ezek koziil kett§t mutatok be.

A DNS replikacié enzimeir6l mind a baktériumokban, mind az eukari-
otadkban kimutattak, hogy nem, vagy rosszul miikddnek hibas templat jelen-
létében. A DNS polimeraz « in vitro aktivitasa jelent§sen csokken, ha a minta
DNS-ben timin-diméreket hoztak 1étre UV besugéarzassal (Yoshida S. és mtsai
1981). Ezt az aktivitas csékkenést terminalis transzferaz adasaval ki lehetett
kiiszobolni. A szerzék feltételezik, hogy a terminalis transzferaz a hiba helyén,
templattél fiiggetlen dezoxioligonukleotid részt készit, segitve ezzel az « poli-
merazt a DNS mintaban levé hiba , kikeriilésére’” (by pass). A DNS polimeraz
és a terminalis dezoxiribonukleotid transzferaz lehetséges egyiittmiikodését
mutatja a 7. dbra.

A két enzim ,,koopericiéja’” nem ad magyarazatot a terminalis transz-
ferdz szigord szévet specifitisidra, mivel a hatas nemcsak limfoid sejtekbdl
szarmazé o DNS polimeraz esetében figyelheté meg.
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7. dbra. A terminilis dezoxinukleotid transzferdz lehetséges szerepe a DNS repairben
(Yoshida 1981)

Az immunrendszer egyediilallé, legtobbet vizsgalt és napjainkig sem
megoldott funkcidja, az a képessége, hogy az antigének sokasdgara mas-mas
fehérje szintézisével képes valaszolni. Az immunolégiai diverzitas magyara-
zatara legaltalanosabban a ,,germ-line’” teériat fogadjak el, tankonyvi adat-
ként targyaljak, amelynek lényege, hogy minden lehetséges antigénre
vilaszolni képes limfocita, preformaltan jelen van a szervezetben, az ingerre
a kijelolt limfocita elszaporodik és termeli az ellenanyagot. A teéria azonban
nem ad valaszt egy sor problémara, ezért ijabb és djabb teéridk latnak nap-
vilagot szinte évenként. A terminalis transzferaz abszolit limfoid specifitasa-
nak leirasa utan D. Baltimore (1974) az immunvéalasz diverzitasaban fontos
szerepet tételezett fel ennek az enzimnek.

Az enzim templattél fiiggetleniil épit be dNTP-ket a DNS-be, mutacié-
kat 4j informaciét hordozé szekvencidkat hozhat igy létre, ami molekuléris
alapja lehet az antigénre adott gyors valasznak, a szomatikus szinten létrejott
diverzitasnak, molekularis kulesat adva a szomatikus mutéciés tedérianak. Az
immunvalasz realizalasdhoz, az immunglobulinok szintéziséhez még egy sor
mas enzim is sziikséges, ezeket napjainkig sem sikeriilt kimutatni, az elkép-
zelést nem sikeriilt tovabbfejleszteni.

A 6. abran azt lathattuk, hogy a TdT jelen van a pre-T és pre-B limfo-
citdkban egyarant, amelyek egymastél feliileti markerek alapjan kiilénitheték
el (lasd TL antigén, Ia antigének stb.). A limfocitak érése soran ezekbdl a sej-
tekbél alakulnak ki az érett T és B limfocitak (helper, szupresszor, killer T
limfocitak és immunglobulint termeld B limfocitak), amelyek mar nem tartal-
mazzak a TdT-t. Az elmilt években valt ismertté, hogy a limfocitak differen-
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8. d@bra. Az aktiv immunglobulin kénnyi és nehéz lianc gének kialakuldsa a limfocitdk differen-
cialédasa sordan (Adams 1980)

cialédasa soran azon id§ alatt, amikor a sejtek még TdT-t tartalmaznak a
DNS ,.atrendezésen’ (rearrangement, gene conversion) megy at, az immun-
globulinok variabilis (v) és konstans (c) régiéit kodolé DNS szakaszok egy-
mashoz koézelebb keriilnek a genomban, V—J—Cpu gének kivalasztasa és egy-
mas mellé illesztése zajlik a differencialédas soran (8. abra), nemcsak a pre-B,
hanem a pre-T limfocitakban (Molgaard 1980, Adams 1980) is.

Ezeket az eseményeket a kettds szali, folyamatos DNS szal specifikus
hasitasa és 1) szakaszok illesztése, kapcsolasa kell hogy kisérje, ami feltehe-
téen atmenetileg szabad 3’0H-DNS végeket is eredményez. Ehhez a DNS
véghez tud a TdT nukleotidokat kapesolni megvaltoztatva ezzel a genomot.
Az enzim szerepére a differencialédasban Dosch és mtsai (1980) megfigyelése
utal, amely szerint dezoxi-guanozin (dG) gatolta a szupresszor T limfocitak
kialakuldsat. Immunizalas soran, valamint sejtkultirakban a TdT* sejteket
a dG elpusztitotta, még a TdT - sejtekre semmilyen hatassal nem volt. A hatas
oka feltehetden az, hogy a terminalis transzferaz a DNS-ben a 3’0H végekhez
dGMP-t polimerizal, amit a sejt nem tud kikiiszébélni (Bollum 1981). Mind-
ezek a megfigyelések arra mutatnak, hogy a terminalis transzferaz a limfocita
differencialédas soran lejatsz6dé DNS atrendezfdésében jatszhat szerepet
(Bollum 1981).

A borjitimuszbdl tisztitott terminalis transzferaz esetében vizsgaltak a
katalizalt reakcié gatolhatésagat ismert DNS polimeraz inhibitorokkal. Ki-
deriilt, hogy szemben a t6bbi DNS polimerazzal a terminalis transzferaz reak-
ci6t gatolja az ATP (Modak 1978), dATP (Modak 1979) és szelektiven gétolja
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a diadenozin tetrafoszfat (Ap4A) (Ono K. 1980). Az utébbi vegyiilet az amino-
sav aktivalas ellentétes iranyu reakecioja soran keletkezik a sejtekben, in vivo
koncentraciéja a sejteiklussal valtozik, G, fazisu sejtek Ap4 A hatéasara osztédni
kezdtek. Az emlitett gatlasokat in vitro mért reakciéban figyelték meg, hogy
a sejtben milyen lehetséges regulaciés funkciéjuk van, arra csak feltételezések-
kel rendelkeziink.

Felmeriil a kérdés, hogy a timusz és a csontvel§s TdT aktivitasa hogyan
valtozik a korral, a timusz funkcié csékkentésével és az egész immunrendszer
involicijaval. Az indirekt immunfluoreszcencia médszerrel Bollum (1979)
kimutatta, hogy patkanyban a sziiletés elgtti néhany napban a TdT* sejtek
szama ugrasszertien megemelkedik a timuszban és a csontveldben. A maximu-
mot a sziilés utani 2. héten éri el, majd 7—=8 héten keresztiil allandé marad. A
timuszban és a csontvel6ben megjelené TdT* sejteket ,,stabil’” sejtpopulécié-
nak nevezi a szerz. A sziiletés uténi els§ és masodik hét kozott egy tn. ,,tran-
zient” TdT * sejtpopulacié jelenik meg a vérben, a majban, ahonnan a 2—3.
hét végére ezek a sejtek el is tiinnek. A lépben is kimutattak 1—29, TdT+*
sejtet, ezeknek az eltinése lassibb (Bollum 1979).

A TdT+ pozitiv sejtek kimutatasanak médszerét érzékenyebbé tették
Pahwa és mtsai (1981) és az 1ij mddszerrel vizsgaltak a TdT * sejtek valtozasat
a korral, egér, az emberi timuszokban és csontvelében. Azt talaltak, hogy a
TdT enzim mennyisége valtozik a TdT* sejtekben. A sejtpopulacié 5—109%,-
aban van magas TdT aktivitas, ezek limfoblasztok, mig a tébbi TdT+ sejt-
ben az aktivitas alacsony (ilyen a sejtek 60—759%,-a timus kortexben). A csont-
vels TdT* sejtjei nem képeztek E-rosettat, nem aktivalhaték mitogénekkel,
minden tulajdonsigukban immun-inkompetens sejteknek mutatkoztak. A
TdT* sejtek szdma és a TdT enzim 6sszaktivitasa a korral ecsokken a timusz-
ban is a csontvelében is. Erdekes megallapitisa a szerzének, hogy a TdT
aktivitassal parhuzamosan nem valtozik a vizsgalt szervezetekben a sejtek
specifikus fajsilya, azaz a nagysag és siirliség profilja a sejtpopulaciénak
(Pahwa et al. 1981). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy nem egy specialis sejt-
populacié (TdT sejtek) tiinik el a szovetbdl, hanem a sejt sz{inik meg tovabb
TdT-t termelni. Ez tjra arra hivja fel a figyelmet, hogy a TdT csak akkor van
jelen a pre-T, ill. pre-B limfocitakban, amig arra sziikség van a sejtnek a diffe-
rencialédas alatt.

Osszefoglalds

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy jelenlegi tudasunk szerint min-
den eml§s sejt legalabb harom DNS polimerazzal rendelkezik, amelyek koziil az
a polimeraz a genom DNS replikaciéért, a § polimeraz a repairért és az «

P

chondrium DNS és vele hasonlé mechanizmussal duplazédé virus DNS-ek
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replikaci6éjaért a y DNS polimeraz felelgs. Eddig csak néhany szévetben mutat-
tak ki a 6 DNS polimerazt, amely nukleaz aktivitdssal is rendelkezik és felte-
hetden a DNS pontos masolasaban van szerepe. Kiilonleges helyet foglal el a
DNS polimerazok kozétt a Terminalis nukleotid transzferaz, amely csak lim-
foid sejtekben fordul el§ és feltehet§en a limfocita differencialédasaban jatszik
szerepet.

DNS virussal fert6zott emlés sejtekben djabb DNS polimerazok is meg-
jelenhetnek nagyobb DNS virusok esetében, vagy a gazdasejt enzimei repli-
kaljak a virus DNS-t.
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