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A genetikai információt tároló makromolekulának, a DNS-nek a felfe-
dezése u tán több mint egy évtized volt szükséges ahhoz, hogy mérni t u d j á k 
azt a katali t ikus reakciót, amely kis molekulasúlyú prekurzorokból a min tában 
előírt program szerint megszintetizálja a szülői sejt DNS-ének pontos má-
sola tá t . 

Az enzimet, amely dezoxiribonukleozid trifoszfátokból DNS-t t ud ké-
szíteni, A. Kornberg 1956-ban fedezte fel E . coli-ban, és DNS polimeráznak 
nevezte el. A pontos, enzimkatalógus szerinti neve dezoxinukleozid tr i foszfát : 
D N S dezoxinukleotidil-transzferáz (E. C. 2.7.7.7.). 

A katalizált reakcióhoz az enzimen kívül szükség van a négy dezoxi-
ribonukleozid tr ifoszfátra (dNTP-k) , Mg2+ ionokra, minta DNS-re (templát), 
amiről az enzim hű másolatot készít, és az ún . indító (primer) rövid DNS 
szakaszra, mivel az enzim ú j lánc kezdésére nem képes. Mindezek jelenlétében 
a nukleozid tr ifoszfátokat , a min tában előírt rendben foszfodiészter-kötésekkel 
kapcsolja az indító 3 'OH végéhez, miközben pirofoszfát (PP|) hidrolizál, mint 
azt a reakció sémája muta t j a az 1. ábrán. Az enzimaktivitás mérés úgy tör-
tén ik , hogy a radioakt ív dNTP-k beépülését mér jük a DNS-be. 
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1. ábra. A DNS polimerázok által katalizált reakció (A DNS polimeráz az „indító" DNS szá-
lat 5'-»3' irányban hosszabbítja) 
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Az egyszerű szervezetek, mint a prokarioták, három DNS polimerázzal 
rendelkeznek, amelyeknél a katalizált reakció (ami in vi tro mérhető), általá-
nosságban ugyanazzal a formulával í rható le, mint a fenti ábrán lá tható . 
Ugyanez mondható el a vírusok, fágok, sőt az eukariota DNS polimerázok 
katal i t ikus reakciójáról is. Közös tulajdonságuk a DNS polimerázoknak, hogy 
Zn 2 + iont ta r ta lmaznak (Mildvan és Loeb 1979). 

Annak ellenére, hogy a DNS polimeráz reakció ennyire univerzális az 
élővilágban, az enzimek közt lényeges különbség van, fiziko-kémiai tulajdon-
ságaikban, más fehéijékhez, enzimekhez való kapcsolatukban, ami sejten be-
lüli szerepüket is meghatározza. 

Az emlős DNS polimerázok 

Hasonlóan a baktér iumokhoz, az emlős sejtek is többfa j ta DNS poli-
merázzal rendelkeznek. Ezek száma és elnevezése nagyon változó volt 1975-ig, 
amikor az enzimekkel foglalkozó munkacsoportok egységes nómenklatúrát 
javasol tak, amit ma is használunk (Weissbach et al, 1975- Weissbach 1977), 
ú j a b b kiegészítéssel. Az emlős sejtek három fő DNS polimerázzal rendelkez-
nek, amelyeket a felfedezésük sorrendjében a, ß és y DNS polimeráznak nevez-
t ek el. Az utóbbi 2—3 évben t imuszban és csontvelősejtekben egy negyedik 
D N S polimerázt is ta lá l tak, amit ô polimeráznak neveznek. 

Az egyes polimerázok D N S replikációban betöl töt t szerepét prokarióták-
b a n a DNS polimeráz hiány mutánsok segítségével t isztázták. Emlős sejtek-
ben ilyen hiány mutánsokkal nem rendelkezünk, ezért a funkció t isztázását 
más ú ton kellett megközelíteni. A DNS replikáció az eukariotákban a sejt-
ciklusnak csak egy rövid, meghatározot t részében, az S fázisban zajlik. Ebben 
a fázisban a DNS szintézis a genom több részén egyszerre folyik, mintegy 104 

replikon működhet egyszerre egy sejtben. Ezek „bekapcsolása" szigorúan 
meghatározot t sorrendben tör ténik . A replikonokban a DNS rövid fragmen-
t u m o k b a n szintetizálódik (Okazaki f ragmentumok) , amelyek egy része 5—15 
egységből álló R N S oligonukleotid szakaszokkal kezdődik. A három DNS 
polimeráz közül a nagy molekulasúlyú ( 2 — 5 x l 0 5 ) a polimeráz mennyisége 
párhuzamosan változik a DNS szintézis intenzitásával, míg a kis molekula-
súlyú (3—5хЮ 4 ) ß polimeráz aktivitása állandó a G j és S fázisú sej tekben. 
Az egyes polimerázokkal szemben kifejlesztett specifikus inhibitorok, vala-
min t az enzimek akt ivi tásának a változása a sejtciklus a la t t vit tek közelebb 
az enzimek funkciójának megismeréséhez. 
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a DNS polimeráz 

Osztódó sejtekben, proliferáló szövetekben ennek a polimeráznak a leg-
nagyobb az aktivitása. Szinkronizált HeLa sejttenyészetekben akt ivi tása tíz-
szeresére nő a Gx—S fázis átalakulás a la t t (Spadari és Weissbach 1974), mito-
génnel st imulált vér (Tyrsted, G. és Munch Petersen, 1977) és tonsilla lympho-
cytákban (Staub és mt . 1976) is az a polimeráz akt ivi tása nő 5—6-szorosan. 

Az enzimet specifikusan gátolja egy tetraciklikus diterpén, az aphidicolin 
(cephalosporium aphidicola terméke), képletét m u t a t j a a 2. ábra. Izolált sejt-
magok, SY40 vírus replikációs komplexének DNS szintézisét csak apliidicolin-
nal lehetet t gátolni, nem gátolták a dNTP-k inkorporációját a dideoxi-nukleo-
zid tr ifoszfát analógok (ddNTP-k), amelyek a ß polimeráz gátlószerei. 

Az a polimeráznak a DNS replikációban betöl tö t t szerepét t ámasz to t ta 
alá az enzimnek az a képessége is, hogy R N S primert t ud használni a katalizált 
reakcióban (Spadari és Weissbach 1975). Ennek az enzimnek a polimerizációs 
sebessége (30 nukleotid/sec) közelíti meg a kromoszóma replikonokban a 
replikációs villa haladási sebességét (50—60 nukleotid/sec). A HeLa sejt teljes 
genomjának (3 X 10® bázispár) replikációja 1,5 XlO5 nukleotid/sec polimerizá-
ciós sebességet feltételez, amit biztosítani tud a sej tben levő 6 x l 0 4 molekula 
a DNS polimeráz. A különböző D N S polimerázok számát, polimerizációs 
sebességét és funkcióját mu ta t j a be az I . táblázat (Weissbach 1979). 

2. ábra. Az a DNS polimeráz specifikus gátlószere az aphidicolin 

1. táblázat 

Emlős DNS polimerázok 

DNS 
polimerázok 

Molekulák száma 
a sejtben 

Polimerizáció sebes-
sége 

Funkció 

a 6 x i o 4 30 nukl/sec Replikációs DNS szintézis RNS 
primerrel 

ß 7 x 104 2,5 nukl/sec Repair, lánc hosszabbítás 

V 4 XlO4 4,0 nukl/sec mitochondrium, adenovirus DNS szintézise 
(standard displacement) 

Ô 5' — 3' exonukleáz aktivitás miatt a repli-
káció hűségéért lehet felelős 
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A DNS replikáció rendkívül komplex fo lyamat , a DNS polimerázokon 
kívül számos más funkciójú fehérjére is szükség van . E. coliban eddig húsz 
fehérjéről bizonyítot ták, hogy résztvesznek a D N S replikációban, ezek közül 
három fehérje rendelkezik DNS polimeráz aktivitással . Kevesebbet tudunk az 
emlősök replikációs fehérjéiről, de k imuta t t ák , hogy a replikációs a DNS 
polimeráz aktivi tását i t t is befolyásolják az ún. ,,hélix destabilizáló" fehérjék, 
az RNS primer szintéziséért felelős enzim (primase) stb. 

Csirke embrióban egy speciális protein kinázt is leírtak, amelyik fokozza 
az a polimeráz akt ivi tását (Danse 1981). 

Az enzim lehetséges regulációja szempontjából említésre méltó a di-
adenozin tetrafoszfát (Ap4A), amely az a polimeráz egyik alegységéhez kötő-
dik. A di-adenozin te t rafoszfát sejtenbelüli koncentrációja a D N S szintézissel 
párhuzamosan változik, az S-fázis elején nő (Grummt 1980). 

Az a DNS polimeráz negyedleges szerkezetéről még nem alakult ki egy-
séges kép az irodalomban. Az eddigi adatok arra muta tnak , hogy az enzim 
több alegységből épül fel. 

Sok vita forrása volt az a DNS polimeráz lokalizációja a sejtben. Hossú 
ideig csak a ci toplazmában tud ták kimutatni , m a j d vízmentes közegben pre-
parált sejt magokban is sikerült a polimeráz akt ivi tás t mérni. 

A legutolsó adatok szerint, indirekt immun-fluoreszcenciával, az a DNS 
polimeráz legnagyobb részét a perinukleáris zónában talál ták fötális bor jú 
f ibroblasztokban (Brown 1981), a magban ezzel a módszerrel nem talál tak 
enzimet. A szerzők feltételezik, hogy a perinukleáris a DNS polimeráz t ag ja 
annak a „multienzim komplexnek", amely képes elvégezni a nukleotidok re-
dukcióját , foszforilációját és polimerizációját, a D N S replikáció számára spe-
ciális , ,metabolikus csa to rná t" képezve a sejtmag—citoplazma ha tá ron (Reddy 
és Pardee 1980). 

Néhány emlős sejtből az cc polimerázt homogén állapotig megtisztítot-
ták . Egyik esetben sem tendelkezik az enzim nukleáz aktivitással, szemben 
a bakteriális porimerázzal. Az a polimeráz akt iv i tásá t minden SH blokkoló 
reagens gátolja. Tiszt í tot t humán a polimeráz tulajdonságai t , reakciómecha-
nizmusát Korn és mtsai (1981) tanulmányozták részletesen. Szerintük az 
enzimen két nagy affinitású kötőhely van az egyszálú DNS templá t és ugyan-
annyi a primer számára. A nagy affini tású enzim-nukleinsav kölcsönhatásnak 
szerepe lehet a specifikus start és stop helyek felismerésében. K B sejtekből 
izolált a polimeráz „processzív reakció" mechanizmusának tanulmányozása 
(Fisher és Korn 1981a, b) azt m u t a t t a , hogy az enzim először a templátot , 
ma jd a primert és végül a dNTP-ket köti . Az enzim a templátról csak 15—30 
nuklcotid összekapcsolása után disszociál le. Ez t a disszociációt fokozzák a 
poliaminok, PPi és az ú j lánc hossza (Detera 1981). A hélix destabilizáló fehér-
j ék csökkentik az enzim disszociációját a templátról és hosszabb láncok kelet-
keznek a jelenlétükben. 
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vezető szál 

éret len nukteoszóma 

kővető szál 

» e-okozoky fragment RNSinditówl, oí-Poi í DNS polimeráz 

HD-not hélix destabilizáló fehérje ug-i D N S l i g á z I 

3. ábra. A replikációs villa az eukariota kromoszómán az a DNS polimerázzal 

Összefoglalva az a DNS polimeráz a replikációért felelős enzim az euka-
r io tákban, baktér iumokban ezt a funkciót a DNS polimeráz I I I tö l t i be. A 
kromoszóma replikációban, a replikációs villában a z a D N S polimerázt muta t -
ja be a 3. ábra . A kromat inban a ket tős szálú DNS nukleoszómákká rende-
ződve foglal helyet, a ,,nukleoszóma core" köré feltekerve hozza létre a 
kromatin jellemző elektronmikroszkópos, gyöngyfüzérre emlékeztető képét. 

A nukleoszóma ,,core" par t ikulákat a (H2A)2 (H2B)2 (H3)2 (H4) 2 hisz-
tonokból álló szimmetrikus szerkezetű oktamer hozza létre. (Mirzabekov 
1981). A nagyobb molekulasúlyú H l hiszton a nukleoszóma par t ikulák között 
foglal helyet (az ábrán nem látható). Emlős sejtekben a DNS szintézissel pár-
huzamosan halad a hisztonok szintézise, az ú j DNS azonnal nukleoszómákká 
rendeződik az ú j hiszton molekulákkal, mint ez a 3. ábrán is látható. A nukleo-
szóma szerkezet csak rövid szakaszokon, a replikációs villa közelében szűnik 
meg a replikációt iniciáló (nincs ábrázolva) és a hélix destabilizáló (HD-fehérje) 
fehérjék hatására . Megszintetizálódik az RNS indító, (feltehetően egy DNS 
függő RNS polimeráz „pimase" segítségével, amely nem azonos a transz-
kupliós R N S polimerázokkal), amelyhez az oc DNS polimeráz dNTP-ket kapcsol, 
a szülői DNS-nek megfelelő sorrendben és elkészülnek az ún. naszcens DNS 
(vagy Okazaki) f ragmentumok. Ezeknek az összekapcsolását a D N S ligázok 
(Lig I) végzik. A vezető szálon" indul meg a szintézis, ezért ott a nukleoszóma 

érés előbbre halad, mint a „követő szálon" (De Painphilis és Wassarman 
1980). 

ß DNS polimeráz 

A sejt ciklus a lat t az aktivitása állandó. Osztódó sejtekben az összes 
DNS polimeráz akt ivi tás kb. 1/10-ét teszi ki a ß polimeráz. Molekulasúlya 
3 — 5 x l 0 4 , bázikus fehérje, minden sej tben szorosan kötődik a kromatinhoz, 
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csak magas só koncentrációval extrahálható a sejt magokból. Hasonlóan az 
к polimerázhoz nincs nukleáz aktivi tása, SH blokkolókkal, aphidicolinnal nem 
gátolható és kevésbé érzékeny az arabinozil-nukleotidokkal szemben, mint az 
a enzim. Akt ivi tásá t erősen gátol ják a 2', З'-didezoxinukleotid analógok (2. 
táblázat) . 

2. táblázat 

Szelektív DNS polimeráz inhibitorok 

a p У в 

aphidikolin + + + — — +++ 
NEM • + + - + +++ 
ara-CTP + + + - — + + + 
dd-TTP — + + + + + + 

A ß DNS polimeráz, a DNS templáton az egyszálú DNS szakaszok tel jes 
hosszát lemásolja, az ú j DNS szakaszok hosszabbak, mint az a polimeráz 
esetében (Korn 1981). 

Abban az esetben, ha templá tként ún. „ a k t i v á l t " DNS-t használnak, a ß 
polimeráz teljesen kitölti az akt ivál t DNS-en a „h iányoka t" (gap-eket), ame-
lyeket az „ak t ivá lás" során DNáz kezeléssel, mesterségesen ál l í tot tunk elő. A 
ß polimeráz egy-egy processzív ciklus alatt (míg az enzim nem disszociál le 
a templát DNS-ről) több nukleotidot kapcsol össze, mint az a polimeráz, ki-
költi mindig a tel jes gap-et. Az enzimnek ez a tulajdonsága hív ta fel a figyel-
met a DNS jav í tó mechanizmusokban betöl töt t szerepére. A DNS károsítá-
sokat (alkiláló szerek, UV-, rtg- és gamma besugárzás, kémiai mutagének stb.) 
a sejt úgy jav í t ja ki, az esetek többségében, hogy specifikus nukleázok kivág-
ják a hibás DNS szakaszt és ennek nyomán keletkeznek hiányok, gap-ek, eze-
ket képes pótolni a ß DNS polimeráz az in v i t ro kísérletek tanulsága szerint. 
Az in vivo kísérletek egyes esetekben a lá támaszto t ták a ß polimeráz szerepét 
a DNS repairban (Pedrali 1974), míg mások UV besugárzás u t án nem ta lá l tak 
ß polimeráz akt iv i tás növekedést (Wicker 1979). Bleomycinnel okozott DNS 
törések ki javí tásában eléggé meggyőzően bizonyí tot tnak látszik a ß polimeráz 
szerepe (Coetzee 1978, Castellot 1978). Kémiai carcinogen kezelés u tán ß poli-
meráz aktivitás növekedést ta lá l tak májban ( K a u f m a n 1979), va lamint vírussal 
indukált hepa tomában (Staub és mtsai 1982). E g y sor kémiai carcinogén in 
vi tro, elsősorban az a polimeráz akt ivi tását gátol ja patkány m á j polimerázok 
esetében (Chan és Beckar 1981). 

Mai ismereteink szerint nem zárható ki, hogy a DNS polimeráz ß a 
replikációs DNS szintézisben is részt vesz a lánc elangációban, va lamint az sem 
hogy az a polimeráz is működhet a DNS repairban. TJgy látszik, hogy bizonyos 
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funkciókban helyettesí thetik egymást a DNS polimerázok, míg másokban nem. 
Így a ß polimeráz nem helyettesítheti az oc polimerázt a nascens D N S ' f r a g -
mentek iniciálásába. A prokariotákban a ß DNS polimerázhoz hasonló funk-
ciót tö l t be a DNS polimeráz I, óriási különbség a két enzim között, hogy az 
utóbbi kétféle exonukleáz aktivitással is rendelkezik, amelyeknek a szerepe 
bizonyított a javító funkcióban. 

y DNS polimeráz 

Az emlős sej tekben a mitochondriumok is t a r ta lmaznak DNS polimerázt , 
amit hosszú időn keresztül mitochondriális (mt) polimeráznak neveztek és 
elválasztottak az a és ß polimeráztól. Az mt DNS polimerázon kívül egy ne-
gyedik enzimet is t a lá l t ak , amely kb. 1%-á t teszi ki az összes DNS polimeráz 
akt ivi tásnak, ezt nevezték y DNS polimeráznak. Ez u tóbbi enzim molekula-
súlya az x polimerázhoz áll közel. Legjellemzőbb tulajdonsága volt, hogy in 
vitro körülmények közöt t szintetikus ribo-oligonukleotid (pl. poli(rA)oligo-
(dT)12) templátról D N S másolatot t udo t t készíteni in vitro körülmények 
között . 

Ez a tu la jdonság hasonlóvá te t te az onkogén R N S vírusokra jellemző 
reverz t ranszkriptázhoz, amely a vírus RNS-ről, dNTP-k jelenlétében DNS 
másolatot készít. Hosszú ideig azt hi t ték, hogy az emlős y DNS polimeráz 
azonos valamely R N S vírus reverz t ranszkriptázával , ezt azonban a katal izál t 
reakció in vitro t emp lá t affinitásán kívül semmi nem támasztot ta alá. Ma 
már t u d j u k , hogy a D N S polimerázok templátok iránti aff ini tását a környezet , 
a jelenlevő egyéb fehér jék, bázikus anyagok stb. erősen befolyásolják. Az 
utóbbi években pl. k imu ta t t ák , hogy bizonyos körülmények között a ß DNS 
polimeráz affinitása nagyobb a szintetikus poliribonukleotid templát i ránt , 
mint a y polimerázé (Yamaguchi és mtsai 1980), t ehá t a y polimeráz nem 
valódi R N S függő D N S polimeráz, mint azt még néhány évvel ezelőtt h i t t ék 
(Weissbach A. 1975). Azóta kiderült, hogy a y DNS polimeráz azonos a mito-
chondriumok DNS polimerázával (Bőiden 1977; De Pamphilis és Wasserman 
1980). A sejtben, a mitochondriumban és a se j tmagban is k imuta tha tó . 

A y DNS polimeráz inhibitor érzékenységét m u t a t j a a 2. táblázat , lát-
ható, hogy az enzim különlegesen érzékeny ddNTP analógokra. Ennek segít-
ségével derült fény arra , hogy a y polimeráz nemcsak a mitochondriális DNS 
szintéziséért felelős, hanem a sej tmagban, segítségével duplázódik az Adeno-
virus (Ad5 és Ad2 is; Yan der Yliet és Kwan t 1981). 

Mint tud juk emlős sejtekben, ugyanúgy mint prokar iotákban a D N S ún . 
szemikonzervatív módon duplázódik, azaz mindkét szülői DNS szálon a má-
solás egyszerre tör ténik ellentétes i rányban. A két DNS szál villa a lakban 
szétnyílik. 
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Széttekerő fehérjék, hélixdestabilizáló fehérjék stb. ha tására (Bánfalvi 
és mtsai) helyet biztosítva a replikáció iniciálását, a másolást, a lánc elongációt 
végző enzimek számára (polimerázok). A szétnyílt DNS láncok hozzák létre 
az űn. replikációs villát, ami autoradiográfiával jól követhető, hogyan halad 
végig a szülői ke t tős szálú D N S molekulán (3. ábra). Mitochondriumokban és 
az adenovírusok esetében a D N S replikáció nem a szemikonzervatív mecha-
nizmussal tö r tén ik , hanem az ún. „s t rand displacement" (lánc kiszorítás) 
mechanizmussal. Ennek lényege, hogy a D N S replikáció aszimmetrikusan 
folyik, előbb csak az egyik szál duplázódik meg, majd ezt követ i a másik DNS 
szál duplázódása. A „strand displacement" replikációt a mitochondrium DNS 
esetében és a se j tmagban az adenovirus D N S esetében is y polimeráz végzi. A 
y polimerázról k imuta t ták , hogy valamennyi DNS polimeráz közül a leghosz-
szabb szakaszokat szintetizálja, mielőtt ledisszociál a templátról „legprocesz-
szívebb". A mitochondrium D N S kettős szálú cirkuláris molekula (kb. 10 000 
nukleotidból áll), ahol először a belső gyűrűt használja min tának a y polime-
ráz, majd a n n a k csaknem tel jes replikációja u t án (75—79%) kezdi el a külső 
D N S gyűrű másolását (Weissbach 1979) (4. ábra). 

Az Adenovirus lineáris duplaszálú DNS-t (Ad-DNS) ta r ta lmaz , amely 
kb . 30 000 nukleotidból áll és fertőzés u tán a gazdasejt magjában replikálódik. 
A replikációs komplexeket izolálták, kérdés vol t , hogy az a vagy y DNS poli-
meráz készíti-e az Ad-DNS-t. A vírus DNS replikációt di-dezoxi-ribonukleozid 
trifoszfátok tel jesen leállították, ami a y polimeráz jelenlétére u ta l t , míg aphi-
dicolin nem gáto l ta a fo lyamatot . Az Ad-DNS replikációs komplexből azóta 
izolálták és ident i f ikál ták is a y DNS polimerázt, amely tu la jdonságaiban azo-
nos a mitochondrium DNS-t replikáló enzimmel (Van der Yliet és Kwant 
1981). Ki kell hangsúlyozni, hogy nem minden DNS vírus, amely a gazdasejt. 

zdrt szülői c i r k u l á r i s dDNS 

zart dDNS, D - h u r o k k a l 

a D - h u r o k k i t e r j e d 

megindul a másik DNS szál 
rep l ikác ió ja 

4. ábra. A mitochondriális DNS replikációja a y DNS polimerázzal (Weissbach 19791 
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5. ábra. Az adenovirus replikáeiója y DNS polimerázzal (Winnacker 1978) 

magban replikálódik, szaporodása történik a „ s t r a n d displacement" mecha-
nizmussal (5. ábra), a y DNS polimeráz segítségével. Az SV-40 D N S vírus is 
a magban szaporodik, de annak replikációjában az а DNS polimeráz vesz 
részt, szaporodását gátolja az aphidicolin. 

A magi у DNS polimeráz szerepe a normál replikációs fo lyamatban nem 
ismert , nem valószínű, hogy egy esetleges adeno-vírus fertőzésre várva van a 
sej tben. 

A „lánc kiszorí tás" mechanizmussal tör ténő DNS replikációt sem mu-
t a t t a k ki eddig az emlős sejtekben. Kimuta t t ak azonban egyszálú DNS régió-
kat (ssDNS) humán sej tmagokban, amelyeknek a szerepe szintén ismeretlen, 
Weissbach (1979) feltételezi, hogy ezek az egyszálú DNS szakaszok, meg-
ha tározot t génekről a у DNS polimeráz segítségével, a „s tandard displace-
m e n t " mechanizmussal készült másolatok. Ezen az úton egy-egy speciális 
funkció ellátására egy génről több másolat is készülhet , a gén amplifikálódik, 
anélkül, hogy az egész genom megduplázódna. A limfociták által a tápfo lya-
dékba leadott kis molekulasúlyú D N S egyik lehetséges funkciójául szintén 
speciális immun-gének amplifikációt feltételezték (Rogers 1976). 

ô DNS polimeráz 

A bakteriális D N S polimerázokkal ellentétben az eddig t á rgya l t emlős 
DNS polimerázok nem rendelkeznek exonukleáz aktivitással. A bakteriális 
DNS polimeráz I és I I I 3'—5' exonukleáz aktivitásáról bizonyították, hogy a 
replikáció pontosságáért felelős, hibás , nem a min tának megfelelő nukleotid 
beépítése esetén azt azonnal kimetszi („hiba j a v í t ó " nukleáz). 

Az utóbbi években alacsonyabbrendű eukariotákban (Chang 1977) és 
emlős sejtekben is izoláltak 3'—5' exonukleáz aktivitással rendelkező DNS-
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polimerázokat. Csontvelő sejtekből és timuszból az a, ß és y DNS polimerázok 
mellett k imuta t t ak és t iszt í tot tak egy negyedik D N S polimerázt, amelyik leg-
jobban az a polimerázhoz hasonlít, S H reagensekkel szemben azonban tízszer 
érzékenyebb (lásd gátolhatóságát a 2. táblázatban) . 

El lentétben az a polimerázzal 3 '—5' exonukleáz aktivitással is rendel-
kezik. Feltételezik, hogy a nukleáz aktivi tásra ebben az esetben is a hibátlan 
DNS replikációhoz van szükség (Lee 1981). 

Terminális dezoxinukleotid transzferáz (TdT) 

A DNS polimerázok között különleges helyet foglal el, a katalizált 
reakció és a szövet specifitása miat t . A terminális dezoxinukleotid transzferáz, 
hasonlóan a többi D N S polimerázhoz dNTP-k, Mg 2 + ion és 3 ' O H véggel 
rendelkező DNS vagy oligonukleotid jelenlétében foszfodiészter kötésekkel 
kapcsolja össze a dNTP-ke t , miközben PPi szabadul fel. A nukleotidok poli-
merizációjához nincs szükség templát DNS-re. Az enzimet 1964-ben Bollum 
írta le bor jú t imuszban (Bollum 1964) és bizonyítot ta , hogy az enzim nem 
azonos a polinukleotid foszforilázzal. 

A TdT-re a f igyelmet az első D N S rekombinációs kísérletek hívták fel 
(Jakson 1972). A TdT-vel komplementer polinukleotid végeket szintetizáltat-
tak, az összekapcsolásra kijelölt különböző speciesekből származó D N S frag-
mentekre (génekre). A komplementer egyszálú D N S végek t e t t ék lehetővé, 
hogy a kijelölt gént hozzá kapcsolják a hordozó (vektor) DNS-hez. Az enzim 
a DNS rekombinációs technológia (génsebészet) ma is egyik legfontosabb 
eszköze, különösen, amikor in vitro, biokémiai módszerekkel szintetizált gént 
akarunk valamilyen célból bevinni más organizmusba. 

A terminális dezoxinukleotid transzferáz „ ú j r a felfedezésének" másik 
dá tuma 1973, amikor McCaffery (és mtsai) egy a k u t limfoblasztos leukémiá-
ban szenvedő beteg fehérvérsej t jeiben nagyon magas TdT akt iv i tás t talált. 

Hamarosan kiderül t , hogy az enzim csak limfoid sejtekben fo rdu l elő. A 
limfoid rendszer szerteágazó funkciójú sejtjei közül TdT akt ivi tás t csak a 
differenciálatlan l imfocitákban t u d t a k kimutatni . A TdT + se j teket immun-
fluoreszcencia módszerrel, borjú t imuszból t iszt í tot t , homogén enzimmel szem-
ben termel te te t t ant i -TdT immunglobulinok segítségével muta t j ák ki . A mód-
szer szerint a t imuszban főleg a kortikális limfociták tar ta lmaznak TdT- t (ösz-
szes sejt 65%-a), a csontvelőben a sejtek 1—5%-a bizonyult T d T + -nak. A 
timuszon és a csontvelőn kívül más limfoid szervekben nem ta l á l t ak TdT-t 
tar ta lmazó sejtet. A limfocita differenciálódása során a TdT sej tek és egyéb 
limfocita differenciálódási markerek változását m u t a t j a a 6. ábra . 

Lá tha tó , hogy T d T + sejtek csak primér i m m u n szervekben, a t imuszban 
és a csontvelőben v a n n a k (Bollum 1981), ahol az immunopoezis és hemopoezis 
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PRE-LIMFOCITAK 
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6. ábra. A T é s В l i m f o c i t á k d i f f e r e n c i á l ó d á s a , a T d T + s e j t e k m e g j e l e n é s e ( B o l l u m 1 9 8 1 ) 

zajlik. Bollum immunfluoreszcenciás adatai szerint a pre-B limfociták is tar -
ta lmaznak TdT-t (Bollum F. J . 1979). Az enzim megjelenését, illetve eltűné-
sét egyéb differenciálódási markerek megjelenése, ill. eltűnése kíséri (6. ábra) . 
A TdT pozitív sejtek számának, illetve az enzim aktivi tásának mérését, ma a 
leukémiák differenciál diagnosztikájában alkalmazzák. Különösen jelentős a 
granuloid leukémiák krízisében annak eldöntése, hogy myeloblasztos vagy 
limfoblasztos krízissel állunk-e szembe. A TdT akt ivi tás megjelenése a limfo-
blasztos krízis mellett szól, ami az alkalmazott te rápiá t is meghatározza. Kli-
nikai használatra a T d T jelenlétének mérésére enzimkit-ek vannak már keres-
kedelmi forgalomban. 

A terminális t ranszferáz a génátvitel egyik fontos eszköze, marker enzim 
a leukémiák és l imfomák differenciál diagnosztikájában, de még ma is homály 
fedi a sej ten felüli funkció t . Számos spekuláció született az enzim lehetséges 
szerepéről, ezek közül ket tő t muta tok be. 

A DNS replikáció enzimeiről mind a baktér iumokban, mind az eukari-
o tákban k imuta t ták , hogy nem, vagy rosszul működnek hibás templát jelen-
létében. A DNS polimeráz a in vitro aktivitása jelentősen csökken, ha a min ta 
DNS-ben t imin-diméreket hoztak létre UV besugárzással (Yoshida S. és mtsai 
1981). Ez t az aktivitás csökkenést terminális transzferáz adásával ki lehetet t 
küszöbölni. A szerzők feltételezik, hogy a terminális transzferáz a hiba helyén, 
templát tó l független dezoxioligonukleotid részt készít, segítve ezzel az « poli-
merázt a DNS min tában levő hiba „kikerülésére" (by pass). A DNS polimeráz 
és a terminális dezoxiribonukleotid transzferáz lehetséges együt tműködését 
m u t a t j a a 7. ábra. 

A két enzim „kooperációja" nem ad magyarázatot a terminális t ransz-
feráz szigorú szövet specifitására, mivel a ha t á s nemcsak limfoid sejtekből 
származó oc DNS polimeráz esetében figyelhető meg. 
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7. ábra. A terminális dezoxinukleotid transzferáz lehetséges szerepe a D N S repairben 
(Yoshida 1981) 

Az immunrendszer egyedülálló, legtöbbet vizsgált és napjainkig sem 
megoldott funkciója, az a képessége, hogy az antigének sokaságára más-más 
fehérje szintézisével képes válaszolni. Az immunológiai diverzitás magyará-
zatára legáltalánosabban a ,,germ-line" teóriát fogadják el, t ankönyvi adat-
ként t á rgya l ják , amelynek lényege, hogy minden lehetséges antigénre 
válaszolni képes limfocita, preformáltan jelen van a szervezetben, az ingerre 
a kijelölt l imfocita elszaporodik és termeli az ellenanyagot. A teória azonban 
nem ad választ egy sor problémára, ezért ú jabb és ú j a b b teóriák lá tnak nap-
világot szinte évenként. A terminális transzferáz abszolút limfoid specifitásá-
nak leírása u t á n D. Balt imore (1974) az immunválasz diverzitásában fontos 
szerepet tételezet t fel ennek az enzimnek. 

Az enzim templát tól függetlenül épít be dNTP-ket a DNS-be, mutáció-
kat ú j információt hordozó szekvenciákat hozhat így létre, ami molekuláris 
alapja lehet az antigénre ado t t gyors válasznak, a szomatikus szinten létrejött 
diverzitásnak, molekuláris kulcsát adva a szomatikus mutációs teóriának. Az 
immunválasz realizálásához, az immunglobulinok szintéziséhez még egy sor 
más enzim is szükséges, ezeket napjainkig sem sikerült k imutatni , az elkép-
zelést nem sikerült továbbfejleszteni. 

A 6. áb rán azt l á tha t tuk , hogy a TdT jelen van a pre-T és pre-B limfo-
citákban egyaránt , amelyek egymástól felületi markerek alapján különíthetők 
el (lásd TL antigén, l a antigének stb.). A limfociták érése során ezekből a sej-
tekből a lakulnak ki az éret t T és В limfociták (helper, szupresszor, killer T 
limfociták és immunglobulint termelő В limfociták), amelyek már nem tartal-
mazzák a TdT- t . Az elmúlt években vál t ismertté, hogy a limfociták differen-
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V3 Vn az lg molekula variábilis régióját kódoló gének 
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a delécióra kerülő DNS 

8. ábra. Az aktív immunglobulin könnyű és nehéz lánc gének kialakulása a limfociták differen-
ciálódása során (Adams 1980) 

ciálódása során azon idő alatt , amikor a sejtek még TdT-t tar ta lmaznak a 
DNS „átrendezésen" (rearrangement, gene conversion) megy át , az immun-
globulinok variábilis (v) és konstans (c) régióit kódoló DNS szakaszok egy-
máshoz közelebb kerülnek a genomban, V—J—C/t gének kiválasztása és egy-
más mellé illesztése zajl ik a differenciálódás során (8. ábra), nemcsak a pre-B, 
hanem a pre-T l imfocitákban (Molgaard 1980, Adams 1980) is. 

Ezeket az eseményeket a ket tős szálú, folyamatos DNS szál specifikus 
hasítása és ú j szakaszok illesztése, kapcsolása kell hogy kísérje, ami feltehe-
tően átmenetileg szabad З 'ОН-DNS végeket is eredményez. Ehhez a DNS 
véghez tud a TdT nukleotidokat kapcsolni megvál toztatva ezzel a genomot. 
Az enzim szerepére a differenciálódásban Dosch és mtsai (1980) megfigyelése 
utal , amely szerint dezoxi-guanozin (dG) gátolta a szupresszor T limfociták 
kialakulását . Immunizálás során, valamint se j tkul túrákban a T d T + sej teket 
a dG elpusztí tot ta, még a T d T - sej tekre semmilyen hatással nem volt. A ha tás 
oka feltehetően az, hogy a terminális transzferáz a DNS-ben a 3 'OH végekhez 
dGMP-t polimerizál, amit a sejt nem tud kiküszöbölni (Bollum 1981). Mind-
ezek a megfigyelések arra muta tnak , hogy a terminális transzferáz a limfocita 
differenciálódás során lejátszódó DNS átrendeződésében já tszhat szerepet 
(Bollum 1981). 

A borjút imuszból t isztí tott terminális transzferáz esetében vizsgálták a 
katal izál t reakció gátolhatóságát ismert DNS polimeráz inhibitorokkal. Ki-
derült , hogy szemben a többi DNS polimerázzal a terminális transzferáz reak-
ciót gátol ja az ATP (Modak 1978), dATP (Modak 1979) és szelektíven gátol ja 

6 * Orvostudomány 33, 1982 



208 STAUB M Á R I A 

a diadenozin tetrafoszfát (Ap4A) (Ono К . 1980). Az utóbbi vegyület az amino-
sav aktiválás ellentétes i rányú reakciója során keletkezik a sej tekben, in vivo 
koncentrációja a sejtciklussal változik, fázisú sejtek Ap4A hatására osztódni 
kezdtek. Az említet t gátlásokat in vitro mért reakcióban figyelték meg, hogy 
a sejtben milyen lehetséges regulációs funkciójuk van, arra csak feltételezések-
kel rendelkezünk. 

Felmerül a kérdés, hogy a timusz és a csontvelő TdT aktivi tása hogyan 
változik a korral , a timusz funkció csökkentésével és az egész immunrendszer 
involúciójával. Az indirekt immunfluoreszcencia módszerrel Bollum (1979) 
k imuta t ta , hogy pa tkányban a születés előtti néhány napban a T d T + sejtek 
száma ugrásszerűen megemelkedik a t imuszban és a csontvelőben. A maximu-
mot a szülés u tán i 2. héten éri el, majd 7—8 héten keresztül állandó marad. A 
timuszban és a csontvelőben megjelenő T d T + sejteket „s tabi l" sejtpopuláció-
nak nevezi a szerző. A születés utáni első és második hét között egy ún . „ tran-
zient" T d T + sejtpopuláció jelenik meg a vérben, a májban , ahonnan a 2—3. 
hét végére ezek a sejtek el is tűnnek. A lépben is k imuta t t ak 1—2% TdT + 

sej tet , ezeknek az eltűnése lassúbb (Bollum 1979). 
A T d T + pozitív sejtek k imuta tásának módszerét érzékenyebbé tet ték 

Pahwa és mtsa i (1981) és az ú j módszerrel vizsgálták a T d T + sejtek változását 
a korral, egér, az emberi t imuszokban és csontvelőben. Azt ta lá l ták, hogy a 
T d T enzim mennyisége változik a T d T + sejtekben. A sejtpopuláció 5—10%-
ában van magas TdT aktivitás, ezek limfoblasztok, míg a többi T d T + sejt-
ben az akt ivi tás alacsony (ilyen a sejtek 60—75%-a t imus kortexben). A csont-
velő TdT+ se j t je i nem képeztek E-roset tá t , nem akt iválhatok mitogénekkel, 
minden tu la jdonságukban immun-inkompetens sejteknek muta tkoz tak . A 
T d T + sejtek száma és a TdT enzim összaktivitása a korral csökken a timusz-
b a n is a csontvelőben is. Érdekes megállapítása a szerzőnek, hogy a TdT 
aktivitással párhuzamosan nem változik a vizsgált szervezetekben a sejtek 
specifikus fa jsúlya , azaz a nagyság és sűrűség profilja a sejtpopulációnak 
(Pahwa et al. 1981). Ez arra enged következtetni , hogy nem egy speciális sejt-
populáció (TdT + sejtek) tűn ik el a szövetből, hanem a sejt szűnik meg tovább 
TdT- t termelni. Ez újra arra h ívja fel a figyelmet, hogy a TdT csak akkor van 
jelen a pre-T, ill. pre-B l imfocitákban, amíg arra szükség van a sejtnek a diffe-
renciálódás a la t t . 

összefoglalás 

Összefoglalva megál lapí that juk, hogy jelenlegi tudásunk szerint min-
den emlős sej t legalább három DNS polimerázzal rendelkezik, amelyek közül az 
a polimeráz a genom DNS replikációért, a ß polimeráz a repairért és az a 
polimeráz ál ta l megkezdett DNS f ragmentek elongációjáért felelős. A mito-
chondrium D N S és vele hasonló mechanizmussal duplázódó vírus DNS-ek 
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replikációjáért a y DNS polimeráz felelős. Eddig csak néhány szövetben m u t a t -
t ák ki a ő D N S polimerázt, amely nukleáz aktivitással is rendelkezik és felte-
hetően a D N S pontos másolásában van szerepe. Különleges helyet foglal el a 
DNS polimerázok között a Terminális nukleotid transzferáz, amely csak lim-
foid sejtekben fordul elő és feltehetően a limfocita differenciálódásában játszik 
szerepet. 

DNS vírussal fertőzött emlős sej tekben újabb DNS polimerázok is meg-
jelenhetnek nagyobb DNS vírusok esetében, vagy a gazdasej t enzimei repli-
kál ják a vírus DNS-t. 
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