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Bevezetés

Az utébbi években a géneket a nukleinsav molekulak szakaszaival azo-
nositottak, felderitették a bioldgiai jelrendszert, a genetikai kédot és a dekédo-
las mechanizmuséat. A genetikai informacié aramlas hosszi evoliciés fejlédés
eredményeként érte el jelenlegi szintjét. Nagyon valészini, hogy a genetikai
rendszer legdsibb struktiraja a fehérje, és az RNS-ek is korabban jottek 1étre
és vettek részt a genetikai tizenet ,,kozlekedtetésében”, mint a DNS.

A DNS a jelenleg ismert egyetlen makromolekula, mely a sejt élete
folyman nem valtozik, tehat dllandé informaciét reprezental. A sejt DNS tar-
talma egyben a sejt legjellemzsbb allanddja. A sejt élete soran valtozé sebes-
séggel és mennyiségben szintetizal6dé és lebomlé RNS mozgé informaciét kép-
visel. .

Annak ellenére, hogy a természetes génkicseréldés molekularis mecha-
nizmusa nem kellképpen ismert, a kutatas jelenlegi stadiumaban az ember
olyan ismeretek és technikai lehet§ségek birtokaba jutott, melyek segitségével
a genetikai informécié megvaltoztatasara képes.

Az altalanos rekombinaciét molekularis aspektusbél megkozelitve jelen
munkaban a természetes génkicserélddésben résztvevd enzimeket ismertetjik
és a rekombinaci6 egyik specifikus 1épését tisztazzuk a baktériumok rekombina-
ciés enzimének, az ATP-fiiggé DNaznak ATPazra és DNazra tortént elkiiloni-
tése alapjan.

Genetikai informacié6 atvitele

A DNS minden sejt alapvetd genetikai anyaga, mely nukleotid triplettek-
ben kédolva a sejt programjanak hordozéja. Az informécié atadasa szakaszosan
megy végbe, amelyet az alabbi vazlat szerint ad meg a genetika kézponti dog-
méaja (18):

DNS — RNS — Fehérje

Az informacié megdrzés és atvitel £6 folyamatai a masolas (replikacié),
az informacié atirasa hirvivé RNS formajaba (transzkripcid), és végiil a hirvivé
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RNS altal szallitott informacié leolvasasa, a genetikai ,,iizenet” dekédolasa a
riboszéméan a fehérje bioszintézis soran (transzlacio).

Az RNS virusok léte nyilvanvaléva tette az RNS — DNS atmenetet.
A DNS-t8l DNS-re torténd informacioé atvitel korfolyamatanak, valamint az
RNS - DNS iranydu forditott atiras (reverz transzkripcié) figyelembevételével
(4,69) a fenti séma az alabbiak szerint médosul:

DNS* DNS 2= RNS7 * RNS — Fehérje .

A Gamow altal feltételezett DNS -~ Fehérje atmenet (28) még kisérletes
bizonyitasra szorul. Nincsenek adatok a genetikai informacié egyéb iranyu
(Fehérje — DNS, Fehérje — RNS, Fehérje < Fehérje) aramlasarol.

A DNS = DNS informacié atadas egytk médja a mar emlitett replikdcié.
A folyamat soran mindkét DNS molekularél masolat késziil. Az ilyen tipusu
informécié atvitel a genetikai anyag generaciokon torténé fenntartasat jelenti,
és felelds az adott faj tulajdonsagaiért.

A DNS = DNS informacié atvitel masik médja arekombinacié, lehetgséget
nyujt a genetikai anyag tovabbi gazdagitasara. A szilGi gének kicserélgdésének
eredményeként 1dj tulajdonsagd hibrid jon létre. A rekombinaciénak ezt a
modjat szexudlis konjugdcionak nevezziik. Prokaryotakra elsGsorban nem a
szexualis konjugacié, hanem az ivartalan osztédas informacié atviteli forma
jellemz§. Baktériumokon figyelték meg a rekombinéacié mas tipusat, a transz-
dukciét; baktérium DNS darabok fag fertGzéssel bejuthatnak masik sejthe és
rekombinalédnak a sejt DNS-ével. A rekombinacié legszemléletesebb megnyil-
vanulasa a bakterialis transzformdcié, melynek soran a kilsé kozeghdl szarmazo
DNS bejut a baktériumba és beépil a gazdasejt DNS-ébe. A rekombindciés
repair egyfajta DNS ,hiba javit6” mechanizmus a gének kombinalédasanak
djabb példaja. Azibolyan tili sugarzast kovetd tilélés és a genetikai rekombi-
naci6 kozotti kapesolatot bakteriofag rendszerben észlelték elgszor (49). E hiba
javité folyamat soran ép gének vagy génszakaszok keriilnek az egyik DNS
lancrél a masikra.

A genetikai informaéci6 atvitel és bgvités problémaival kapcsolatos isme-
reteink zome, mikroorganizmusokon végzett vizsgalatokon alapulnak. Ezek a
folyamatok magasabb rendd noévényi és allati sejtekben a prokaryotiakhoz
hasonléan, de lényegesen bonyolultabb formaban mennek végbe. A rekombina-
cios kisérletek kapesan a DNS replikacié és repair kutatasoknak egyarant
nagy lendiiletet adott genetikailag hidnyos torzsek izolalasa és alkalmazasa.
Az eukaryota rekombinaciés kisérletek jelentds hatranya, hogy ilyen mutansok
nem allnak rendelkezésre.

Noha a genetika alapvetd jelensége maga a rekombinacié, az intenziv
kutatasok ellenére a gének kicserélédésének molekularis alapjairél kevesett
tudunk, a kromoszémik szervezédésének komplex problémaja ma még megol-

MTA Biol. Oszt. Kaézl. 24, (1981)




A BAKTERIALIS REKOMBINACIO ENZIMEI 131

datlan kérdés. A rekombinacié altalanos élettani megnyilvanulésai eltéré mole-
kularis mechanizmust takarhatnak. Ezt tiikkrozi CLARK (16) megfogalmazasa is:
,»»A rekombinacié olyan folyamatok csoportja, amelyek soran DNS szakaszok
hatnak egymasra, ennek eredményeként vagy a bazis sorrend, vagy gének,
génszakaszok kapcsolata valtozik meg.”” Az j definicié elveti a rekombinacié
egységes mechanizmusarél vallott felfogast, nem zérja ki a rekombinacié elaga-
20, kor-koros, valtakozé mechanizmusanak lehet§ségét sem. A lehetdségeknek
megfelelGen a rekombinaciés modellek szama meglehetsen nagy. Ezek ismer-
tetése nem célunk, csupan hivatkozunk a legismertebb hipotetikus modelleket
bemutaté és azokat 6sszefoglalé munkakra (30, 33, 52, 65, 66). Egyszeri alta-
lanositas molekularis szinten mégis elvégezhets. A homolég DNS szakaszok
kicserélgdésének molekuléaris mechanizmusat a ,,torés-tijra egyesités” és a DNS
fonalak szelektiv masolasardl szolé ,,szétvalasztas” elméletek magyarazzak.
Az els elmélet szerint a DINS szakaszok kicserélgdése fiiggetlen a kromoszémak
megkett6z6désétdl, a masodik elmélet szerint az a DNS szintézissel kapcsolatos.
Lambda faggal végzett kisérletek bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozéan,
hogy a rekombinicié kromoszémak torése és tjra egyesiilése titjan torténik.
Az altalanos rekombinacié DRAKE (24) szerinti hipotetikus sémaéja egy ,,torés
Gjra-egyesitése’” mechanizmust mutat be (1. abra).
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1. @bra. Az altalanos rekombindcié DRAKE (24) szerint. 1. egyszala torések keletkezése A és B
duplexen, 2. egyszilu szakaszok keletkezése letekeredéssel vagy nukledzos emésztéssel, 3. sz-
szekapesolodas, 4. repair, 5. lanczaras
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Az abra szerint a rekombinécié kezdetekor egy- vagy kétszali torések
jonnek létre a sziilGi duplexeken, majd egyszald szakaszok képzddnek a torések
mentén. Ez utébbiak képzédésének feltétele a Warson— Crick-féle dupla
spiral (74) széttekerése vagy nukleazos emésztése. Ezt kovetfen az egyszald
régick komplementer szakaszai osszekapcsolédnak, majd pétlélagos nukleotid
eltavolitas vagy betoldas utan ép, duplaszald rekombinans DNS molekula
jon létre. Elméleti meggondolasok alapjan valészini, hogy egyszald DNS sza-
kaszok cseréje joval lassibb folyamat, és hosszi homolég szakaszokat tételez
fel, szemben a hasonlé méretd duplaszali DNS cseréjével. Ez utébbi folyamat
azért lehet gyorsabb, mivel a kicserélt régiokban csupan az egyszali végek
homolégidja sziikséges. E. coliban a rec F és rec BC reakciéutak koziil a rec F
kozvetiti a hosszd, egyszali szakaszok cseréjét, mig a rec BC reakciéut féleg
duplaszald, és igen rovid egyszali DNS darabok kicseréléséért felelgs (51).
Az életképes rekombinansoknak mintegy 999,-a rec BC, 19,-a rec F reakeciéuit
soran képzddik. A rec BC reakeciénit kulcsenzime a rec B és rec C gén terméke,
az exonukleaz V. Az E. coli rec génjeire és nukleazaira a kés6bbiek soran vissza-
tériink.

A rekombinaciéban résztvevo enzimek

1. Dezoxiribonukleazok

2. DNS polimerazok

3. DNS ligazok

4. DNS konformaciét befolyasolé fehérjék

A felsorolasbal feltételezhet, hogy a rekombinécié tobb 1épéses folyama-
taban multienzim komplex lehet a leghatékonyabb. A folyamat egyes részletei
mar viszonylag ismertek, méas analég folyamatok, nevezetesen a replikacié és
repair révén, e folyamatokban ko6zos enzimeik (DNaz, polimeraz, ligaz) alapjén,
mig mas, a DNS konformacié valtozasaval kapcsolatos részletekre az utébbi
évek kutatasai deritettek fényt. A rekombinaciés folyamat specifikus enzimei a
nukleizok és a DNS konformaciét befolyasolé fehérjék, ezeket részletesebben
az E. coli példajan mutatjuk be.

1. Dezoxiribonukleazok

A nukelazoknak jelentds biolégiai szerepet tulajdonitanak a DNS repair-
ben, rekombinaciéban és az idegen eredeti DNS lebontasaban (restrikcid).
A nukleazoknak két nagy csoportjat kilonboztetik meg, endo- és exonuklea-
zokat.

Az endodezoxiribonukledzok a DNS-re specifikus bazis szekvenciat ismerik
fel, és ezek mentén hasitjak a foszfodiészter kotést. A bazis szekvencia felismeré-
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se a legspecifikusabb a restrikciés enzimeknél. Tagabb értelemben az Gsszes
szekvenciara specifikus DNazt restrikciés endonukledznak neveznek, fiiggetle-
niil attél, hogy részt vesznek a baktériumba bejuté idegen eredetii DNS lebon-
tasaban vagy sem. Ezek az enzimek dltalaban a duplex hat nukleotidjat isme-
rik fel, szemben a kevésbé specifikus endonukledzokkal, melyek szekvencia
felismerd képessége mindossze 3—4 nukleotidra terjed ki (39). A DNS endonuk-
leolitikus hasitasa valészintileg a DNS repairben, rekombinéciéban, restrikcié-
ban egyarant e folyamatok kezdetét jelenti.

Az exodezoxiribonukledzok képviselik a DNéazok masik csoportjat. Jellemzs
tulajdonsaguk, hogy csak olyan DNS hidrolizisét katalizaljak, amely a nukleaz
szamara hozzaférhetd végallé nukleotidokat tartalmaz, ahonnan a DNS folya-
matos emésztését elkezdik (39). Ez a kiilonbség az endo- és exonukleazok kozott
lehetdséget nyujt megkiilonboztetésiikre: kor-koros egy- vagy kétszali DNS-t
csak endodezoxiribonukleaz hasit. Az E. coli dezoxiribonukleazokat az 1. tab-
lazatban foglaljuk Gssze. Az exonukleazok rendszerint a 3’ hidroxi végen ta-
madjak a DNS-t (kivétel az exonukledaz V és exonukleaz VII) és mononukleoti-
dokat hasitanak le, vagy az 5’ foszfat végrdl szabaditanak fel di- vagy oligo-
nukleotidokat.

A nukleazok kozos jellegzetessége, hogy specifikusan vagy egyszald, vagy
kétszala DNS-t bontanak, bar ez a megkiilonboztetés nem minden endonukleaz

1. tablazat
E. coli dezoxiribonukleazok
Nukleaz 3 S";‘:"" S Hatésméd iy Irodalom
Exonukleéz I xon A ‘ egyszéahi 3’—5 | 5’-dNMP és 5’- ! 44, 46
sbhe B | terminalis pNpN |
Exonukledz IT* ‘

(DNS polimeraz I) | pol A egy- és kétszala 3’—5" | 5’-dNMP | 12, 47,62
Exonukledz II1 xth kétszala 3’—5" | 5’-dNMP 1 58, 59
Exonukleaz IV — oligonukleotidok - — | 35
Exonukledz V rec B egy- és kétszala 3’—5" | oligonukleotidok | 29, 76

rec C 5'—3 |
Exonukleaz VI* pol A kétszal 5—3 | 5°-dNMP és | 22, 37,

(DNS polimeréaz I) oligonukleotidok | 38, 63
Exonukleaz VII — egyszala g:—g: { oligonukleotidok | 14
Exonukledz VIII | rec E | kétszdld — | oligonukleotidok | 42
Endonukleaz I — egy- és kétszala — | oligonukleotidok | 45
Endonukleéaz II - egy- és kétszala —__ oligonukleotidok 26
Rec BC endonukleaz — egyszili — l oligonukleotidok 29

* DEUTSCHER és KORNBERG (22) javaslatéra az exonukleaz II és exonukleaz VI elneve-
zéseket nem hasznéljuk, mivel azok a DNS polimeraz I aktivitas részét képezik.
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esetében érvényes. Az exonukleazok, mint emlitettiik, bazis szekvenciara nem
specifikusak, miikodésiik csak elGzetes endonukleaz hasitas, esetleg egyéb DNS
karosodasbél szarmazé egy- vagy kétszali torés utan lehetséges. Ezért az exo-
nukleolitikus DNS bontast sok esetben masodlagosnak tekintik, bar jelenlétiik
az emlitett folyamatokban nem kétséges.

Mar a genetikai rekombinaciéval kapesolatos korai modellek feltételezik
a DNS nukleazos bontasat (33, 52). Azonban nincsenek adataink arrél, hogy a
rekombinéciés folyamat beinditasaban konkrétan milyen endonukleazok vesz-
nek részt, nem tudjuk azt sem, hogyan keriilnek kapcsolatba ezzel a folyamattal.
Az 1. tablazatban felsorolt exonukleazok koziil a rec BC enzim emelhetd ki.
Az exonukleaz V vagy rec BC enzim rekombinaciés kozti termékek képzésében
vesz részt (27), szerepére a DNS konformacié valtozasat befolyasolé fehérjék
ismertetésénél visszatérink.

2. DNS polimerazok

A DNS polimerazok a komplementer DNS szalat hasznaljak templatként
a replikaciéban, repairben és rekombinaciéban. Ez utébbi folyamat soran a
homolég egyszali komplementer szakaszok oGsszekapcsolasat kovetGen a hi-
anyz6 DNS szakaszok betoldasat DNS polimerazok végzik. A DNS polimeraz
reakciéval kapcsolatban hivatkozunk a kérdést a DNS bioszintézis aspektusa-
bél 6sszefoglalé munkikra (39, 41, 60).

3. DNS ligazok

Két DNS véget a DNS ligaz képes ésszekapesolni, 3 hidroxi és 5’ foszfat
csoportjaik foszfodiészter kotésének képzését katalizalva (48). A kotés létre-
jottéhez sziikkséges energiat E. coli esetében NAD *, T4 fag altal indukalt ligaz
esetében ATP hidrolizise szolgaltatja. DNS ligaz nélkiilozhetetlen a duplaszald
DNS egyszali toréseinek javitasaban, egyenes alakd duplex ,,ragadés™ végei-
nek (,,sticky” end) bazis parosodasat kovets kor-kords duplaszald DNS létre-
hozasaban, polimerazzal egyiittmi{ikodve DNS bioszintézishen, DNS szakaszok
osszekapesolasaban a genetikai rekombinaciéban.

4. DNS konformaciét befolyasolé fehérjék

a) Fehérjék, melyek kozvetleniil a DNS kiolvadasat (melting) okozzak,
mint az RNS polimeraz, vagy melyek specifikusan kotddnek egyszali DNS
szakaszokhoz (helix destabilizalé proteinek, roviditésiikk: HDP).
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b) Enzimek, melyek atmeneti egyszali torést kovetSen megbontjak a
zart, kor-koros szupertekercs szerkezetet (relaxalé enzim = swivelase).

¢) Olyan enzimek, melyek a relaxalt, zart, kor-koros DNS duplexbél ne-
gativ szuperhelikalis csavarodassal szupertekercset hoznak létre (tekercseld
enzim = gyrase).

d) Az ATP hidrolizisét és a duplaszali DNS kozvetlen széttekeredését
(letekerd enzim — unwinding enzim), illetve a komplementer egyszild szaka-
szok Osszekapesolasat (osszekapesolé enzim — windase) katalizalé enzimek.

A DNS konformaciot befolyasolé fehérjék kozil a HDP nem segiti el a
természetes, nativ szalak elvalasztasat, igy valészintileg nem ez az enzim szere-
pe a sejtben. Valészintibbnek latszik a denaturalt struktira rogzitésében kifej-
tett hatasa. Szintetikus szubsztraton rovid AT gazdag szakaszokhoz kotédve
viszont fellazitja a duplaszald struktirat (19). A relaxalé enzim a szupertekercs
megbontasaval csupan el6késziti a kett§s spiral széttekerését. A tekercseld
enzim negativ szuperhelikalis szerkezetet hoz létre a relaxalt, zart, kor-koros
DNS-en. Jelenleg intenziv kutatasok targyat képezi az, hogy milyen médon
fejti ki ezt a hatast, és milyen kapcsolatban van ez a rekombinaciéval és replika-
ciéval. Jelenlegi feltevés szerint a tekercselé enzim hozna létre a replikacio,
illetve a rekombinécié soran a hélix forgasaval fellazitott szerkezetbél a negativ
szupertekercset. A tekercselésnek a rekombinéaciéban jatszott szerepe vitatott
kérdés. SmiTH és mtsai (68) szerint gyrase csak a transzkripciohoz sziikséges.
MizucHI és mtsai (53) feltételezik a rekombinécié negativ szuperhelikalis DNS
sziikségletét, és a tekercsel§ enzim szerepét a duplex szalainak elkiilonitésében.
BEATTIE és mtsai 1gy vélik, negativ szupertekercsek megkonnyitik egyszali
DNS darabok felvételét (9).

A duplex felgombolyitasa energiaigényes folyamat, az ezzel kapcsolatos
DNS konformacié valtozast eredményezs reakeidk fiiggenek a sejt ATP tartal-
matol. Ha a sejt nem rendelkezik megfeleld energiakészlettel, a DNS szuper-
tekercsek gyorsan eltiinnek, s a DNS konformacié valtozasaval osszefiiggd
reakciok nem jatszédnak le. Ez a szabalyoz6 mechanizmus 6nmagatél értet6ds
prokaryota sejtekben. Eukaryota sejtekben a tekercseld enzimet nem talaltak
meg, és jelenlétét nem is feltételezik. Valészintileg az eukaryota ,,bemetszi-za-
r6” (,,nicking-closing”) enzim elegendd a replikécié soran keletkezett pozitiv
szupertekercsek eltavolitasahoz. A prokaryota szupertekercsek helyett eukary-
otakban nukleoszémakat talalunk. Feltételezik, hogy egy-egy DNS tekeredés
a nukleoszéma koriil megfelel egy-egy szuperhelikilis huroknak (21). Abbél a
ténybdl kiindulva, hogy az eukaryota DNS nem tartalmaz szupertekercset,
adédik a feltevés, hogy az eukaryota duplex nincs széttekeredésre kényszeritve,
ezért replikaciéban és rekombinéciéban letekerd enzimek részvétele kétséges.

A prokaryota rekombinians DNS molekula képzddésének feltétele egy-
szali DNS szakaszok keletkezése, letekeredéssel vagy nukleazos emésztéssel (1.
abra). Ilyen vonatkozasban a felsorolt enzimek kézil a leteker§ enzimeknek
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kitiintetett szerepiilk van. A letekerd enzimek a DNS szalak széttekeréséhez
sziikséges energiat ATP, dATP, esetleg egyéb nukleotid trifoszfat hidrolizisével
nyerik. Az E. coli letekers fehérjék koziil (13) a DNS unwinding enzim, a rep
protein és a rec BC nukleaz valésziniileg részt vesz a rekombinéciéban.

Az E. coli DNS-t letekerd enzimek vagy helikazok (2) egyszaldi DNS-re
specifikus ATPazok, melyek az egyszald szakaszokhoz kotddnek, innen kezdik
letekerni a duplaszald DNS-t (3). A DNS replikéaciét és rekombinaciot kédolé
gének mutaciéja nem befolyasolja a helikazok aktivitasat (1), bar kézenfekvé
lenne szerepiik ezekben a folyamatokban. In vivo szerepiik egyelére nem tisz-
tazott.

A rep protein egyike azon E. coli fehérjéknek, amely bizonyos fagok
(pl. X 174) replikaciéjahoz sziikséges (20). Rep protein hiinyos sejtekben a
gazdasejt DNS-ének replikacidja is lassibb (43). A rep protein tisztitasa soran
deriilt ki, hogy az valéjaban egy egyszali DNS-re specifikus ATPaz (61), mely
a g X 174 DNS replikativ forméjanak (kor-koros duplex) széttekerésében vesz
részt. Az enzim preferencialisan kapcsolédik a 0X 174 DNS replikéciés villahoz.
Katalitikus aktivitasdhoz az ATP energiajara, @ X 174 cisztron A fehérjére
(nukleaz), DNS polimeraz III holoenzimre, HDP-re, Mg?* ionokra és a négy
dezoxiribonukleozid trifoszfatra van sziiksége (43).

Rec BC nukleaz

Minden mutécié, mely az E. coli rec génjeit (A, B, C, D, E, F, G, H, J, K)
éri, csokkent rekombinaciés készséget eredményez, ugyanakkor a plazmid at-
orokitést (rezisztencia-, sex faktor) nem befolyasolja. A rec mutéansok a csokkent
rekombinaciés gyakorisag mellett, szimos pleiotrép tulajdonsaggal rendelkez-
nek: érzékenyek ibolyan tili besugarzassal, rontgen- vagy gammasugarzassal
szemben (49), profigjuk nem indukalhaté (11, 31), érzékenyek mutagénekkel
szemben (34, 72), temperalt faggal nem tehet&k lizogénné (32, 67). Ezek a tulaj-
donsagok alkalmasak a rec— mutansok megkiilonboztetésére és magyarazattal
szolgalnak a rec gének szamat illetden. A rec mutaciékon kiviil ismeretesek
olyan genetikai karosodasok, melyek a rekombinéaciéval csak kézvetett médon
allnak kapcsolatban. Szamos ibolyan tuli fényre érzékeny mutéansnak besugar-
zas utdn sem csokken jelentds mértékben a rekombinaciés készsége. E. coli
esetében legalabb hat ilyen uvr gént irtak le (17).Ismeretesek mas, vegyiiletekre
érzékeny mutaciok is (rac, sbe, lex sth.), melyek nukleaz aktivitasa valtozatlan,
a rekombinacié gyakorisagat attételesen befolyasoljak, feltehetden azért, mert
nem a rekombinacié ,,f6 dtjan’ fekszenek.

Az E. coli rec mutacidk koziil arec A, B és C génekrdl tudunk a legtobbet.
A rec A gén mutéciéja a rekombinécié gyakorisiganak csokkenésén kiviil, az
exonukleaz V aktivitas kiesését is eredményezi. A rec A, B és C mutansok tulaj-
donsagait a 2. tablazat tiinteti fel. A rec A gén mutaciéjanak eredménye a re-
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2. tablazat

E. coli rec™ mutansok sajatsagai

” Rec A- [ Rec B~ Rec C-
Muténs (»sreckless™) (»»cautious’) (»»cautious™)
Recombinécié gyakorisaga drasztikusan | csokkent csokkent
csokkent
Erzékenység ultraibolya sugérzas,
rontgen, mitomycin és alkylalé magas fokozott fokozott
vegyiiletek irdant
DNS bontas ultraibolya besugirzas utan | fokozott | csokkent csokkent
Egyszila torések repairje nem képes képes javitani | képes javitani
javitani
A fag spontén produkciéja alacsony : normilis normalis
2= . | S| g
Exonukledz V aktivitas | fokozott csokkent csokkent

kombinacié drasztikus csokkenése, magas sugarérzékenység és a sugarkaroso-
dott DNS gyors bontasa. E tulajdonsigok miatt a rec mutaciét gatlastalannak
(;;reckless™) is nevezik, szemben a rec B és rec C évatos (,,cautious”) mutacié-
val. A rec A génrél feltételezik, hogy olyan fehérjét hataroz meg, mely a DNS
bontasat, igy az exonukleaz V aktivitasat is szabalyozza. Ujabban kimutattak,
hogy a rec A protein katalizalja komplementer egyszali DNS szakaszok 6ssze-
kapcsolasat egy olyan reakciéban, mely az ATP hidroliziséhez kotott (75).
A rec A gén termék hatasa felteheten ellentétes a letekerd enzimek hatasaval.
A rec A protein 6sszekacsolé hatasabél adédéan duplex DNS szakaszok képzs-
dését katalizalva, jelentfs szerepet jatszana a rekombinédciéban és repairben
egyarant (10).

A rec B, rec C mutansok csokkent rekombinaciés készséget mutatnak,
szintén érzékenyek ibolyan tili és rontgensugarzassal szemben, és alacsony
exonukledz V aktivitassal rendelkeznek (5, 56). Ebbél adédott a feltevés, hogy
arec B és rec C gének az exonukleaz V struktiir génjei (5). A rekombinaciéban
feltételezett szerepe miatt az enzimet az E. coli rekombinéaciés enzimének te-
kintik (76). Az E. coli exonukleaz V, mas néven rec BC enzim egy ATP-fiiggd
DNaz, melynek szamos hatasa kozott duplaszald és egyszali exonukleolitikus
(29, 54, 56), egyszali endonukleolitikus (29) és DNS-fiiggé ATPaz aktivitas
(25, 29, 54, 56) egyarant szerepel. Az ATP-fiiggé DNaz aktivitast szimos bak-
térium toérzsben megtalaltak (5, 15, 25, 29, 54, 56, 73, 76), eukaryotiakban nem
irtak le. Az ATP-fiigg6 DNaz rekombinaciéval val6 kapesolatat més baktériu-
mok esetében is igazoltak (15, 73).
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A bakteriofagok koziil a lambda rekombinaciés rendszer és az exonukleaz
V kapcsolatat vizsgaltak behatébban (66). A lambda fag rekombinaciéjahoz
nines sziikség exonukleaz V-re. Ennek kett6s magyarazata van. Az egyik az,
hogy a lambda fagnak sajat rec génjei vannak, a red X és a red B. Red X egy

ismert funkciéjd exonukleazt hataroz meg, mely in vitro rekombinéaciés rend-

ATP-FUGGO DNAZ
|

#

DEAE-CELLULOZ KROMATOGRAFIA

/

DNS-FUGGO ATPAZ DNAZ
(letekerés) (egyszalu DNS bontasa)
\

=
\ /,/
ATP-FUGGO DNAZ AKTIVITAS
HELYREALLITASA

2. dbra. ATP-fiigg6 DNaz inaktivalédasa és aktivitasanak helyreallitasa. B. cereusbél izolalt

ATP-fiigg6 DNaz (6) DEAE-celluléz kromatografiaval DNS-tél fiiggé ATPazra és egyszali

DNS-re specifikus DNdzra kiilonithetd (7). Az elvalasztott enzimek tjraegyesitésével az ATP-
fiiggd DNaz aktivitas helyreallithaté (7)

szerben is hatékonyan miikodik. Red B egy ismeretlen funkeiéji fehérjét kodol,
melynek feltételezett szerepe azonos lenne az E. colirec A gén ellenérzé funkeis-
javal. A masik ok, amiért az exonukleaz V hatéstalan fag jelenlétében, az, hogy
olyan gént (gam) is hordoz (17, 67), melynek terméke semlegesiti az exonukleaz
V aktivitast. Gam* faggal fertézott sejtek nem képesek rekombinalédni.
Gam~ red— fagot hasznalva fertézésre, a rekombinacié exonukledaz V figgd
volt (71). Ez az eredmény is alatimasztani latszik az exonukledz V rekombina-
cids szerepét.

Bacillus cereusbdl izolalt és részlegesen tisztitott ATP-fiiggé DNazzal (6)
igazoltuk az enzim mar emlitett és sokat vitatott multifunkcionalis sajatsagait.
Részlegesen tisztitott enzimet DEAE-celluléz oszlopon kromatografalva nagy
kromatografias felbontéképesség alkalmazasaval DNS-fiiggé ATPazok és egy-
szalid DNS-re specifikus DNaz elkiiloniilését tapasztaltuk. Egyidejiileg az ATP-
fiiggd DNaz aktivitas elt{inését regisztraltuk. Az elkiilonitett DNS-fiiggé ATP-
azok és a DNaz djraegyesitésével az ATP-fiiggé DNaz aktivitas helyreallithato
volt (7). A DNaztél elkiillonitett DNS-fiiggd ATPaz a duplex denaturalasat
katalizalta (8). Az eredmények, melyeket sematikusan a 2. abra foglalja 6ssze,
arra utalnak, hogy az ATP-fiiggd DNaz aktivitast tobb enzim koélesonhatasa
hozza létre. Feltételezziik, hogy a rekombinaciéban a duplex széttekerését az
egyszali szakaszokhoz kapesolodo letekerd ATPazok végzik, majd az ily médon
keletkezett egyszald DNS darabokat az ezekre specifikus nukleazok bontjak.
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Az ATP-figgs DNaz aktivitast ATPaz és DNaz enzimek kolecsénhatésa-
ként értelmezve szimos, az exonukleaz V aktivitassal kapesolatos probléma
valik érthetgvé:

1. Az elkiilonitheté ATPaz és DNaz funkcié, melyet méasok is leirtak
(36), két enzim feltételezése esetén egyértelmiivé valik.

2. Az ATP-t6l figgé DNaz DEAE-celluléz kromatografias tisztitasa
soran tapasztalt inaktivalédasa (6, 23, 55, 56, 64) az ATPaz és DNaz teljes
elkiilonitésével, illetve ezen enzimek kélesonhatasaban feltehetSen szerepet
jatszo cellularis DNS eltavolitasival magyarazhaté. Erthetévé valik az is,
hogy az elektroforetikusan homogén DNaznak (57) miért nines ATP-tél fiiggs
nukleaz aktivitasa.

3. A csak nativ DNS-en mérhetd ATP-fiiggé DNaz aktivitas mellett,
mindig detektalhaté ATP-t6l fiiggetlen DNaz aktivitas is (6, 23). Ez utébbi
aktivitast a nativ DNS egyszili szakaszainak tulajdonitjuk. Exonukleaz V
aktivitas csak olyan nativ DNS-en mérhetd, melynek egyszali végei vannak.
Zart, kor-koros duplexen nem mérheté ATP-fiiggs DNaz aktivitas (29).

l "

3. dbra. Az altaldnos rekombinéciéban résztvevd enzimek. Az egyes lépésekben feltételezett

enzimek: 1. szupertekercs szerkezet megbontdasa — relaxilé enzim, 2. egy- és kétszali bemet-

szések — endonukledzos hasitas, 3. letekeredés — DNS fiigg6 ATPaz, 4. széttekeredett sza-

kaszok védelme — HDP, 5. komplementer egyszali végek bazis parosoddsa — dsszekapcso-

16d6 enzim, 6. nukleotid betoldds — polimeraz, 7. lincziras — ligdz, 8. rekombindns szuper-
tekercs kialakuldsa — gyrase

MTA Biol. Osst. Kizl. 24, (1981)




140 BANFALVI GASPAR, CSUZI SANDOR ES ANTONI FERENC

4. A denaturalt DNS-en masok altal is észlelt nagyfoku hidrolizis (29, 54,
56) annak kovetkezménye, hogy a DNaz valéjaban egyszald DNS-re specifikus
enzim.

A részreakciokra bonthaté6 ATP-fiigg6 DNaz ATP igényéért, azaz a nativ
DNS energia igényes széttekeréséért a letekerd ATPaz tehetd felel§ssé. Felté-
telezhet§ szerepénél fogva mem hagyhaté figyelmen kiviill a rekombinéciés
mechanizmus targyalasakor sem. Az altalanos rekombinacié 1. abran bemuta-
tott sémajan a rekombinacios DNS szakaszok keletkezésére vonatkozé alter-
nativ lépéseket, a letekerést és a nukledzos emésztést egyarant valészintinek
tartjuk. Feltételezziik, hogy az ATP igényes részleges denaturalas az elsédleges
reakcid, és azt koveti a letekert egyszali DNS nukleazos emésztése. A rekombi-
naciés sémanak ez a pontositasa osszhangban van a DNS-t6l fiiggd ATPazok
(2, 40), és az ATP-t6l fiiggs DNazok (50, 64) duplex szétteker hatasarél vallott
felfogasaval, a DNazok rekombinaciéban jatszott szerepével, és kikiiszoboli az
ATP-fiige6 DNazok multifunkcionalis hatasat.

A bemutatott séma az osszetett rekombinacids folyamatnak csupan egy
részlete, igy korantsem teljes. Nem veszi szamitasba a folyamatban résztvevd
egyéb fehérjéket. Ezek szerepét sematikusan a 3. abra segitségével szemléltet-
jiik. Feltételezhet§, hogy a relaxalé enzim kor-koros DNS-sé ,,teritiki” a szu-
perhelikalis DNS-t. A relaxalt DNS-en egyszali bemetszéseket hoznak létre
az endonukledzok, majd a térések mentén a duplex széttekeredik a letekers
ATPazok hatasara. A HDP, melyet a 3. abran apré korok formajaban tiintet-
tiink fel, a komplementer szalakra tapadva sztérikusan gatolja a bazis paroso-
dast a levalt szakaszokkal, illetve védi az egyszali végall szakaszokat a nuk-
leaz emésztésével szemben. A letekert szalakat egyszald DNS-re specifikus
DNaz bontja, majd heteroduplex régiék jonnek létre. A komplementer régiék
Osszekapcsolasaban feltételezhetd a rec A protein szerepe. A felesleges nukleo-
tidokat a DNaz tavolitja el. A hianyzé nukleotidok pétlasarsl a polimeraz
gondoskodik, majd ligaz hatasara zarul a rekombinans molekula. A relaxalt
duplexet végiil a gyrase gombolyitja fel szuperhelikalis struktirava.
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