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Bevezetés 

Az u t ó b b i években a géneket a nukle insav moleku lák szakaszaival azo-
nos í t o t t ák , fe lder í te t ték a biológiai j e l r endszer t , a gene t ika i kódot és a dekódo-
lás mechan izmusá t . A genet ika i in fo rmác ió áramlás hosszú evolúciós fe j lődés 
e r edményekén t érte el je lenlegi sz in t j é t . Nagyon va lósz ínű , hogy a gene t ika i 
rendszer legősibb s t r u k t ú r á j a a fehér je , és az RNS-ek is ko rábban j ö t t e k lé t re 
és v e t t e k részt a genet ikai üzenet „köz leked te t é sében" , m i n t a DNS. 

A D N S a jelenleg i smer t egyet len makromoleku la , mely a s e j t élete 
fo lymán n e m vál tozik, t e h á t állandó in formáció t r ep rezen tá l . A sejt D N S ta r -
ta lma egyben a sejt legje l lemzőbb á l l andó j a . A sej t é lete során vál tozó sebes-
séggel és mennyiségben szintet izálódó és lebomló R N S mozgó in formáció t kép-
visel. 

A n n a k ellenére, h o g y a te rmészetes génkicserélődés molekuláris mecha -
nizmusa n e m kel lőképpen ismert , a k u t a t á s jelenlegi s t á d i u m á b a n az ember 
olyan i smere tek és t e c h n i k a i lehetőségek b i r tokába j u t o t t , melyek segítségével 
a genet ika i információ m e g v á l t o z t a t á s á r a képes. 

Az á l ta lános r ekombinác ió t molekulár i s a spek tusbó l megközelí tve je len 
m u n k á b a n a te rmészetes génkicserélődésben rész tvevő enzimeket i s m e r t e t j ü k 
és a r ekombinác ió egyik specif ikus lépését t i sz tázzuk a b a k t é r i u m o k r e k o m b i n á -
ciós enz imének , az A T P - f ü g g ő D N á z n a k ATPázra és D N á z r a tö r tén t e lkülöní-
tése a l a p j á n . 

Genetikai in fo rmác ió átvitele 

A D N S minden s e j t a lapve tő gene t ika i anyaga , m e l y nukleotid t r i p l e t t e k -
ben kódo lva a sejt p r o g r a m j á n a k ho rdozó ja . Az in formáció á tadása szakaszosan 
megy végbe , amelyet az a lábbi vázla t szer int ad meg a genet ika közpon t i dog-
m á j a (18): 

DNS R N S — Fehér je 

Az információ megőrzés és á tv i t e l fő fo lyamata i a másolás (repl ikáció) , 
az in fo rmác ió át írása h í rv ivő RNS f o r m á j á b a ( t ranszkripció) , és végül a h í rv ivő 
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R N S által szá l l í to t t információ leolvasása, a genetikai „ ü z e n e t " dekódolása a 
r iboszómán a f e h é r j e bioszintézis során ( t ranszláció) . 

Az R N S vírusok léte ny i lvánva lóvá t e t t e az R N S —>- D N S á t m e n e t e t . 
A DNS-től D N S - r e tör ténő információ á t v i t e l k ö r f o l y a m a t á n a k , va lamin t az 
R N S - - D N S i r á n y ú ford í to t t á t í r á s (reverz t ranszkr ipció) f igye lembevé te léve l 
(4,69) a fen t i s é m a az a lább iak szerint módosu l : 

DNS f f D N S RNS%* R N S -> Fehér je . 

A G a m o w által fe l té te leze t t DNS —>- F e h é r j e á tmenet (28) még kísérletes 
b izonyí tásra szorul . Nincsenek ada tok a gene t ika i információ egyéb i r á n y ú 
(Fehér je —>- D N S , Fehér je —»• R N S , Fehér je -<—>- Fehér je ) á ramlásáró l . 

A D N S ;=í DNS információ á tadás egyik módja a már e m l í t e t t replikáció. 
A folyamat s o r á n mindkét D N S molekuláról másola t készül. Az ilyen t í p u s ú 
információ á t v i t e l a genetikai a n y a g generációkon tör ténő f e n n t a r t á s á t je len t i , 
és felelős az a d o t t f a j tu l a jdonsága ié r t . 

A DNS D N S információ á tvi te l másik módja a rekombinác ió , lehetőséget 
n y ú j t a gene t ika i anyag t o v á b b i gazdagí tására . A szülői gének kicserélődésének 
e r edményekén t ú j t u l a jdonságú hibrid j ö n lé t re . A rekombinác iónak ezt a 
m ó d j á t szexuális konjugációnak nevezzük. P r o k a r y o t á k r a elsősorban nem a 
szexuális k o n j u g á c i ó , hanem az ivar ta lan osz tódás információ átvitel i f o r m a 
jel lemző. B a k t é r i u m o k o n f igye l t ék meg a rekombinác ió más t í p u s á t , a transz-
dukciót; b a k t é r i u m DNS d a r a b o k fág fer tőzéssel b e j u t h a t n a k másik sej tbe és 
r e k o m b i n á l ó d n a k a sejt DNS-éve l . A rekombinác ió legszemléletesebb megnyil-
vánulása a bak te r i á l i s transzformáció, melynek során a külső közegből származó 
D N S bejut a b a k t é r i u m b a és beépül a g a z d a s e j t DNS-ébe. Л rekombinációs 
repair e g y f a j t a D N S „hiba j a v í t ó " mechan izmus a gének kombiná lódásának 
ú j a b b pé ldá ja . Az ibolyán túl i sugárzás t k ö v e t ő túlélés és a genet ika i rekombi-
náció között i kapcso la to t bak t e r i o f ág rendsze rben észlelték először (49). E h iba 
j a v í t ó f o l y a m a t során ép gének vagy génszakaszok kerü lnek az egyik D N S 
láncról a m á s i k r a . 

A gene t ika i információ á tv i t e l és bőví tés problémáival kapcsola tos isme-
re te ink zöme, mikroorgan izmusokon végzet t vizsgálatokon a l apu lnak . Ezek a 
fo lyamatok m a g a s a b b rendű növényi és á l la t i sej tekben a p r o k a r y o t á k h o z 
hasonlóan, de lényegesen b o n y o l u l t a b b f o r m á b a n mennek végbe . A rekombiná-
ciós kísérletek kapcsán a D N S replikáció és repair k u t a t á s o k n a k egya rán t 
n a g y lendüle te t ado t t genet ikai lag hiányos tö rzsek izolálása és a lka lmazása . 
A z eukaryota rekombinációs kísér le tek je len tős h á t r á n y a , hogy i lyen m u t á n s o k 
n e m állnak rendelkezésre . 

Noha a gene t ika a l apve tő jelensége m a g a a rekombináció , az in tenz ív 
k u t a t á s o k e l lenére a gének kicserélődésének molekuláris a lap ja i ró l kevese t t 
t u d u n k , a k r o m o s z ó m á k szerveződésének k o m p l e x prob lémája m a még megol-
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(latlaii ké rdés . A rekombinác ió á l ta lános é l e t t an i megnyi lvánulása i e l térő mole-
kuláris mechan izmus t t a k a r h a t n a k . E z t t ü k r ö z i C L A R K (16) megfoga lmazása is: 
„ A rekombinác ió olyan fo lyama tok c s o p o r t j a , amelyek so rán DNS szakaszok 
h a t n a k egymásra , ennek e redményekén t v a g y a bázis sorrend, vagy gének , 
génszakaszok kapcsola ta vál tozik m e g . " Az ú j definíció e lvet i a r ekombinác ió 
egységes mechan izmusáró l val lot t f e l fogás t , n e m zárja ki a rekombináció e lága-
zó, kör-körös , vá l takozó m e c h a n i z m u s á n a k lehetőségét s e m . A lehe tőségeknek 
megfelelően a rekombinác iós modellek s z á m a meglehetősen nagy. Ezek i smer-
tetése n e m célunk, c supán h iva tkozunk a legismertebb h ipo te t ikus mode l l eke t 
b e m u t a t ó és azokat összefoglaló m u n k á k r a (30, 33, 52, 65, 66). Egyszerű á l ta-
lánosí tás molekuláris sz in ten mégis e lvégezhető . A homológ DNS szakaszok 
kicserélődésének molekulár i s mechan izmusá t a , , törés-ú j ra egyesí tés" és a D N S 
fonalak szelekt ív másolásáról szóló „ s z é t v á l a s z t á s " e lméle tek m a g y a r á z z á k . 
Az első e lmélet szerint a D N S szakaszok kicserélődése függe t l en a k r o m o s z ó m á k 
megket tőződésétől , a másod ik elmélet sze r in t az a DNS szintézissel kapcso la tos . 
Lambda fágga l végzet t kísér letek b i zony í t éko t szo lgá l ta t t ak arra v o n a t k o z ó a n , 
hogy a rekombinác ió k romoszómák tö rése és ú j ra egyesülése ú t j án t ö r t é n i k . 
Az á l ta lános rekombinác ió D R A K E (24) szer in t i h ipo te t ikus sémája egy , , törés 
ú j ra -egyes í tése" mechan izmus t m u t a t be (1. ábra) . 

1. ábra. Az általános rekombináció D H A K E ( 2 4 ) szerint . 1 . egyszálú törések keletkezése A és В  
duplexen, 2. egyszálá szakaszok keletkezése letekeredéssel vagy nukleázos emésztéssel, 3. ösz-

szekapcsolódás, 4. repai r , 5. lánczárás 
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Az ábra sze r in t a r ekombinác ió kezde t eko r egy- v a g y kétszálú tö ré sek 
j ö n n e k létre a szülői duplexeken , m a j d egyszálú szakaszok képződnek a tö ré sek 
m e n t é n . Ez u t ó b b i a k képződésének fe l té te le a WATSON—ŰRICK-féle d u p l a 
s p i r á l (74) szé t tekerése vagy nukleázos emész tése . Ezt k ö v e t ő e n az egyszálú 
r ég iók komplemen te r szakaszai összekapcsolódnak, ma jd pót ló lagos nuk leo t id 
e l távol í tás v a g y betoldás u t á n ép, dup laszá lú rekombináns DNS moleku la 
j ö n létre. E lmé le t i meggondolások a lapján valósz ínű, hogy egyszálú D N S sza-
k a s z o k cseréje j ó v a l lassúbb f o l y a m a t , és hosszú homológ szakaszoka t té te lez 
fe l , szemben a hason ló mére tű duplaszálú D N S cseréjével. E z u tóbb i f o l y a m a t 
a z é r t lehet g y o r s a b b , mivel a kicserélt r é g i ó k b a n csupán az egyszálú végek 
homológiá ja szükséges . E. coliban a rec F és rec ВС r eakc ióu t ak közül a rec F 
közve t í t i a bosszú , egyszálú szakaszok cse ré jé t , míg a rec ВС reakcióút fő leg 
duplaszálú , és igen rövid egyszá lú DNS d a r a b o k kicseréléséért felelős (51). 
A z életképes r e k o m b i n á n s o k n a k mintegy 9 9 % - a rec ВС, 1 % - a rec F r eakc ióú t 
s o r á n képződik. A rec ВС r e a k c i ó ú t kulcsenzime a rec В és rec С gén t e r m é k e , 
a z exonukleáz V . Az E. coli rec génjeire és nuk leáza i r a a később iek során vissza-
t é r ü n k . 

A rekombinációban résztvevő enzimek 

1. Dezoxir ibonukleázok 
2. DNS pol imcrázok 
3. DNS l igázok 
4. DNS konformác ió t befolyásoló f e h é r j é k 

A felsorolásból fe l té te lezhető , hogy a rekombinác ió t ö b b lépéses f o l y a m a -
t á b a n mul t ienzim komplex l ehe t a l egha tékonyabb . A f o l y a m a t egyes részletei 
m á r viszonylag ismer tek , más ana lóg f o l y a m a t o k , nevezetesen a replikáció és 
r e p a i r révén, e f o l y a m a t o k b a n közös enzimeik (DNáz , pol imeráz, ligáz) a l a p j á n , 
m í g más, a D N S konformáció vál tozásával kapcsola tos részle tekre az u t ó b b i 
é v e k kuta tása i de r í t e t t ek f é n y t . A rekombinációs folyamat speci f ikus enzimei a 
nuk leázok és a D N S konformác ió t befolyásoló fehér jék , ezeke t részletesebben 
a z E. coli p é l d á j á n m u t a t j u k b e . 

1. Dezoxir ibonukleázok 

A uuke lázoknak jelentős biológiai szerepet t u l a j d o n í t a n a k a DNS repa i r -
b e n , rekombinác ióban és az idegen eredetű D N S l ebon tá sában (restrikció). 
A nukleázoknak k é t nagy c s o p o r t j á t kü lönböz te t ik meg, endo - és exonukleá-
z o k a t . 

Az endodezoxiribonukleázok a DNS-re spec i f ikus bázis szekvenciá t i smer ik 
fe l , és ezek m e n t é n has í t ják a foszfodiészter k ö t é s t . A bázis szekvencia fel ismeré-
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se a legspecif ikusabb a restr ikciós enz imeknél . T á g a b b ér telemben az összes 
szekvenciára specifikus D N á z t restr ikciós endonuk leáznak neveznek, függe t le -
nül a t tó l , hogy részt vesznek a b a k t é r i u m b a be ju tó idegen eredetű D N S lebon-
t á s á b a n v a g y sem. Ezek az enzimek á l t a l á b a n a dup lex h a t nuk leo t id j á t isme-
r ik fel, szemben a kevésbé specifikus endonuk leázokka l , melyek szekvencia 
fel ismerő képessége mindössze 3—4 nuk leo t i d r a ter jed k i (39). A DNS e n d o n u k -
leoli t ikus has í tása valószínűleg a DNS repa i rben , r ekombinác ióban , res t r ikció-
ban e g y a r á n t e fo lyama tok kezdeté t j e l e n t i . 

Az exodezoxiribonukleázok képvisel ik a DNázok m á s i k csopor t já t . J e l l emző 
t u l a j d o n s á g u k , hogy csak o lyan DNS hidrol ízisét k a t a l i z á l j á k , amely a nukleáz 
számára hozzáférhe tő végál ló nuk leo t idoka t t a r t a lmaz , a h o n n a n a D N S folya-
ma tos emésztésé t elkezdik (39). Ez a kü lönbség az endo- és exonukleázok közöt t 
lehetőséget n y ú j t megkü lönböz te t é sük re : kör-körös egy- vagy kétszá lú DNS- t 
csak endodezoxi r ibonukleáz hasí t . Az E. coli dezoxir ibonukleázokat az 1. táb-
l á za tban fogla l juk össze. Az exonukleázok rendszer int a 3 ' hidroxi v é g e n tá-
m a d j á k a D N S - t (kivétel az exonukleáz V és exonukleáz V I I ) és mononukleo t i -
doka t h a s í t a n a k le, v a g y az 5 ' foszfát végről s z a b a d í t a n a k fel di- v a g y oligo-
nuk leo t idoka t . 

A nukleázok közös jellegzetessége, hogy speci f ikusan vagy egyszálú , vagy 
kétszálú D N S - t b o n t a n a k , b á r ez a megkülönböz te tés n e m minden endonuk leáz 

1. t á b l á z a t 

E . coli dezoxiribonukleázok 

Nukleáz 
Struktur 

gén 
DNS 

szubsztrát Hatásmód 
Savoldékony 

DNS Irodalom 

Exonukleáz I xon A 
sbc В 

egyszálú 3'—5* 5 ' - d N M P és 5'-
terminál is pNpN 

44, 46 

Exonukleáz I I * 
(DNS polimeráz I) pol А egy- és ké tszá lú 3' —5' 5 ' - d N M P 12, 47,62 

Exonukleáz I I I x t h kétszálú 3'—5' 5 ' - d N M P 58, 59 

Exonukleáz IV — oligonukleotidok - — 35 

Exonukleáz V rec В 
rec С 

egy- és ké t szá lú 3'—5' 
5'—3' 

oligonukleotidok 29, 76 

Exonukleáz VI* 
(DNS pol imeráz I) 

pol А kétszálú 5'—3' 5 ' - d N M P és 
oligonukleotidok 

22, 37, 
38, 63 

Exonukleáz V I I — egyszálú 3'—5' 
5'—3' 

oligonukleotidok 14 

Exonukleáz V I I I rec Е kétszálú oligonukleotidok 42 

Endonukleáz I — egy- és ké t szá lú - oligonukleotidok 45 

Endonukleáz I I — egy- és ké t szá lú — oligonukleotidok 26 

Ree ВС endonukleáz — egyszálú — oligonukleotidok 29 

* DEUTSCHER é s K O R N B E R G ( 2 2 ) j a v a s l a t á r a a z e x o n u k l e á z I I é s e x o n u k l e á z V I e l n e v e -
zéseket nem használjuk, mive l azok a DNS pol imeráz I ak t iv i t á s részét képezik. 
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ese tében é rvényes . Az exonuk leázok , mint e m l í t e t t ü k , bázis szekvenciára n e m 
speci f ikusak, m ű k ö d é s ü k csak előzetes endonuk leáz hasítás, ese t leg egyéb D N S 
károsodásból szá rmazó egy- v a g y kétszálú t ö r é s u t án lehetséges . Ezért az exo-
nukleol i t ikus D N S bontást sok ese tben másodlagosnak t e k i n t i k , bár je len lé tük 
az emlí te t t f o l y a m a t o k b a n n e m kétséges. 

Már a gene t ika i r ekombinác ióva l kapcso la tos korai mode l l ek fel tételezik 
a D N S nukleázos bontásá t (33, 52) . Azonban nincsenek a d a t a i n k arról, hogy a 
rekombinác iós f o l y a m a t b e i n d í t á s á b a n k o n k r é t a n milyen endonukleázok vesz-
n e k részt, nem t u d j u k azt s e m , l i o g y a n kerülnek kapcsola tba e z z e l a fo lyama t t a l . 
A z 1. t á b l á z a t b a n felsorolt exonuk leázok közü l а rec ВС e n z i m emelhető k i . 
A z exonukleáz V v a g y rec ВС e n z i m rekombinációs közti t e r m é k e k képzésében 
vesz részt (27), szerepére a D N S konformáció vál tozásá t befo lyásoló f ehé r j ék 
ismerte tésénél v issza térünk. 

2. DNS polimerázok 

A DNS pol imerázok a k o m p l e m e n t e r D N S szálat h a s z n á l j á k t e m p l á t k é n t 
a repl ikációban, repairben és r ekombinác ióban . Ez utóbbi f o l y a m a t során a 
h o m o l ó g egyszálú komplemente r szakaszok összekapcsolását követően a hi-
á n y z ó DNS szakaszok be to ldásá t D N S pol imerázok végzik. A D N S polimeráz 
reakc ióva l k a p c s o l a t b a n h i v a t k o z u n k a kérdést a DNS bioszintézis aspektusá-
bó l összefoglaló m u n k á k r a (39, 41 , 60). 

3. DNS ligázok 

Két DNS v é g e t a DNS ligáz képes összekapcsolni, 3' h i d r o x i és 5' foszfá t 
c s o p o r t j a i k foszfodiészter k ö t é s é n e k képzését ka ta l i zá lva (48). A kötés létre-
j ö t t é h e z szükséges energiát E. coli esetében N A D + , T4 fág á l t a l indukál t ligáz 
e s e t é b e n ATP hidrolízise s zo lgá l t a t j a . DNS ligáz né lkülözhe te t len a duplaszálú 
D N S egyszálú tö rése inek j a v í t á s á b a n , egyenes a l a k ú duplex „ r a g a d ó s " végei-
n e k („s t i cky" end) bázis p á r o s o d á s á t követő kör -körös dup laszá lú DNS létre-
h o z á s á b a n , pol imerázzal e g y ü t t m ű k ö d v e DNS bioszintézisben, D N S szakaszok 
összekapcsolásában a genetikai r e k o m b i n á c i ó b a n . 

4 . DNS konfo rmác ió t befolyásoló fehérjék 

a ) Fehér jék , melyek k ö z v e t l e n ü l a DNS kio lvadásá t (mel t ing) okozzák, 
m i n t az RNS pol imeráz , vagy m e l y e k spec i f ikusan kötődnek egyszálú D N S 
szakaszokhoz (ftelix destabilizáló p r o t e i n e k , röv id í t é sük : HDP) . 
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b) Enz imek , melyek á t m e n e t i egyszálú t ö r é s t köve tően megbon t j ák a 
zá r t , kör-körös szuper tekercs szerkezetet ( r e laxá ló enzim = swivelase). 

c) Olyan enzimek, melyek a relaxált , z á r t , kör-körös D N S duplexből n e -
ga t ív szuperhel ikál is csavarodással szuper tekercse t hoznak lé t re ( tekercselő 
enzim = gyrase). 

d ) Az A T P hidrolízisét és a duplaszálú D N S közvetlen szé t tekeredésé t 
( letekerő enzim = unwinding enzim), illetve a komplemente r egyszálú s z a k a -
szok összekapcsolását (összekapcsoló enzim = windase) ka ta l i zá ló enzimek. 

A DNS konformác ió t befolyásoló f e h é r j é k közül a H D P n e m segíti elő a 
te rmészetes , n a t í v szálak e lvá lasz tásá t , így valószínűleg nem ez az enzim szere-
pe a se j tben . Valósz ínűbbnek lá t sz ik a d e n a t u r á l t s t ruktúra rögzítésében k i f e j -
t e t t ha t á sa . Sz in te t ikus szubsz t rá ton rövid A T gazdag szakaszokhoz k ö t ő d v e 
viszont fe l laz í t ja a duplaszálú s t r u k t ú r á t (19). A relaxáló enz im a szuper tekercs 
megbontásáva l c supán előkészíti a ket tős s p i r á l szét tekerését . A tekercse lő 
enzim negat ív szuperhelikális szerkezetet hoz l é t re a r e laxá l t , zár t , kör -körös 
DNS-en . Je lenleg intenzív k u t a t á s o k t á r g y á t képezi az, h o g y milyen m ó d o n 
fe j t i ki ezt a h a t á s t , és milyen kapcso la tban v a n ez a rekombinációval és r ep l iká -
cióval. Jelenlegi fel tevés szer int a tekercselő enzim hozná l é t r e a repl ikáció , 
i l letve a rekombinác ió során a hél ix forgásával fel lazí tot t szerkezetből a n e g a t í v 
szuper tekercse t . A tekercselésnek a r ekombinác ióban j á t s z o t t szerepe v i t a t o t t 
kérdés . S M I T H és mtsa i (68) szer int gyrase c s a k a t ranszkripcióhoz szükséges . 
M I Z U C H I és m t s a i (53) fel tételezik a r ekombinác ió negatív szuperhelikális D N S 
szükségletét , és a tekercselő enz im szerepét a d u p l e x szála inak e lkülöní tésében. 
B E A T T I E és m t s a i úgy vélik, nega t ív szuper tekercsek megkönny í t ik egyszá lú 
D N S darabok fe lvéte lé t (9). 

A duplex fe lgombolyí tása energiaigényes folyamat , az ezzel kapcso la tos 
D N S konfo rmác ió vál tozást e redményező r e a k c i ó k függenek a sej t ATP t a r t a l -
mátó l . Ha a se j t nein rendelkezik megfelelő energiakészlet te l , a DNS s z u p e r -
tekercsek gyorsan e l tűnnek, s a DNS kon fo rmác ió vá l tozásáva l összefüggő 
reakciók nem j á t s z ó d n a k le. E z a szabályozó mechanizmus önmagá tó l é r t e t ő d ő 
p roka ryo ta s e j t ekben . E u k a r y o t a se j tekben a tekercselő e n z i m e t nem t a l á l t á k 
meg, és je lenlé té t nem is fel té telezik. Valószínűleg az e u k a r y o t a „bemetsző-zá-
r ó " („nicking-closing") enzim elegendő a repl ikác ió során kele tkezet t p o z i t í v 
szuper tekercsek e l távol í tásához. A p r o k a r y o t a szuper tekercsek helyett e u k a r y -
o t á k b a n nuk leoszómáka t t a l á l u n k . Fe l té te lez ik , hogy egy-egy DNS t e k e r e d é s 
a nukleoszóma körü l megfelel egy-egy szuperhel ikál is b u r o k n a k (21). A b b ó l a 
t énybő l k i indu lva , hogy az euka ryo ta D N S n e m t a r t a l m a z szuper tekercse t , 
adódik a fe l tevés , hogy az e u k a r y o t a dup lex n incs szét tekeredésre kényszer í tve , 
ezért rep l ikác ióban és rekombinác ióban l e t e k e r ő enzimek részvétele kétséges . 

A p r o k a r y o t a r ekombináns DNS m o l e k u l a képződésének feltétele egy-
szálú DNS szakaszok keletkezése, le tekeredéssel vagy nukleázos emésztéssel (1. 
ábra) . Ilyen vona tkozásban a felsorolt e n z i m e k közül a l e t eke rő enz imeknek 
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k i t ü n t e t e t t szerepük v a n . A letekerő enz imek a D N S szálak szé t tekeréséhez 
szükséges energiá t ATP, d A T P , esetleg e g y é b nukleot id t r i foszfát hidrolízisével 
nyerik. Az E. coli l e tekerő fehérjék k ö z ü l (13) a D N S unwinding e n z i m , a rep 
protein és a rec ВС nuk leáz valószínűleg r é s z t vesz a r ekombinác ióban . 

Az E. coli DNS-t l e t eke rő enzimek v a g y helikázok (2) egyszálú D N S - r e 
specifikus ATPázok , m e l y e k az egyszálú szakaszokhoz kö tődnek , i n n e n kezdik 
letekerni a duplaszálú D N S - t (3). A D N S replikációt és rekombinác ió t kódoló 
gének m u t á c i ó j a nem befo lyásol ja a he l i kázok a k t i v i t á s á t (1), bár k é z e n f e k v ő 
lenne sze repük ezekben a f o l y a m a t o k b a n . I n vivo sze repük egyelőre n e m tisz-
tázo t t . 

A rep protein egyike azon E. coli f ehér jéknek , a m e l y bizonyos fágok 
(pl. 0 X 174) repl ikáció jához szükséges (20) . Вер p ro t e in hiányos s e j t e k b e n a 
gazdasej t DNS-ének rep l ikác ió ja is l a s s ú b b (43). A rep p ro t e in t i sz t í tása során 
derült ki , h o g y az v a l ó j á b a n egy egyszálú DNS-re spec i f ikus ATPáz (61), mely 
а 0X 174 D N S repl ikat ív fo rmá jának (kör-körös duplex) szét tekerésében vesz 
részt . Az e n z i m preferenciá l isan kapcsolódik a oX 174 D N S replikációs v i l l ához . 
Ka ta l i t i kus ak t iv i t ásához az ATP e n e r g i á j á r a , 0X 174 cisztron A f e h é r j é r e 
(nukleáz), D N S polimeráz I I I holoenzimre, HDP-re , M g 2 + ionokra és a négy 
dezoxiribonukleozid t r i f o s z f á t r a van szüksége (43). 

Ree ВС nukleáz 

Minden mutáció , m e l y az E. coli r ec gén je i t (А, В, C, D , E, F, G, H , J , K) 
éri, csökkent rekombinác iós készséget e redményez , u g y a n a k k o r a p l a z m i d át-
örökítést (rezisztencia-, sex f ak to r ) nem befo lyásol ja . A rec mutánsok a c s ö k k e n t 
rekombinác iós gyakoriság mel le t t , számos pleiotrop tu la jdonságga l r ende lkez -
nek : é rzékenyek ibolyán t ú l i besugárzással , röntgen- v a g y gammasugárzássa l 
szemben (49), p rofág juk n e m induká lha tó (11, 31), é rzékenyek m u t a g é n e k k e l 
szemben (34, 72), t emperá l t fággal nem t e h e t ő k lizogénné (32, 67). Ezek a t u l a j -
donságok a lka lmasak a r e c - mutánsok megkü lönböz te t é sé re és m a g y a r á z a t t a l 
szolgálnak a rec gének s z á m á t illetően. A rec mutác iókon kívül i smere t e sek 
olyan gene t ika i károsodások , melyek a rekombinác ióva l c s a k közvetet t m ó d o n 
ál lnak kapcso l a tban . Számos ibolyán tú l i f é n y r e érzékeny mu tánsnak b e s u g á r -
zás u tán sem csökken j e l e n t ő s mér tékben a rekombinációs készsége. E. coli 
esetében l ega l ább ha t i lyen u v r gént í r tak le (17). I smere tesek más, vegyü le t ek re 
érzékeny m u t á c i ó k is (rac, sbc , lex stb.), m e l y e k nukleáz ak t iv i t á sa v á l t o z a t l a n , 
a rekombinác ió gyakor iságá t át tételesen befo lyásol ják , fe l tehe tően azé r t , m e r t 
nem a r ekombinác ió „ fő ú t j á n " fekszenek. 

Az E. coli rec mutác iók közül a rec А, В és С génekről t u d u n k a l e g t ö b b e t . 
A rec A gén mutác ió ja a rekombináció gyakor i ságának csökkenésén k í v ü l , az 
exonukleáz V ak t iv i t á s k iesésé t is e redményezi . A rec А, В és С mutánsok t u l a j -
donságait a 2 . t áb láza t t ü n t e t i fel. A rec A gén m u t á c i ó j á n a k eredménye a re-
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2. táblázat 

E. coli r e c - mutánsok s a j á t s á g a i 

Mutáns 
Rec A -

(„reckleas") 
Нес B -

(„cautious") 
Rec C-

(„cautious") 

Recombináció gyakorisága draszt ikusan 
csökkent 

csökkent csökkent 

Érzékenység u l t ra ibolya sugárzás, 
röntgen , mi tomycin és alkyláló 
vegyületek i ránt 

magas fokozott fokozott 

D N S bontás u l t ra ibolya besugárzás u t á n fokozott csökkent csökkent 

Egyszá lú törések r epa i r j e nem képes 
jav í tan i 

képes j a v í t a n i képes j a v í t a n i 

A f á g spontán produkció ja alacsony normális normális 

Exonukleáz V ak t iv i t á s fokozott csökkent csökkent 

kombinác ió d rasz t ikus csökkenése , magas sugárérzékenység és a sugárkároso-
d o t t D N S gyors bon tá sa . E t u l a j d o n s á g o k m i a t t a rec m u t á c i ó t gá t l á s t a l annak 
(„reckless") is nevez ik , szemben a rec В és r e c С óvatos ( „cau t ious" ) m u t á c i ó -
va l . A rec A génről fel tételezik, hogy olyan f e h é r j é t ha tá roz m e g , mely a D N S 
b o n t á s á t , így az exonukleáz V a k t i v i t á s á t is szabályozza. Ú j a b b a n k i m u t a t t á k , 
h o g y a rec A p r o t e i n ka ta l i zá l j a komplemen te r egyszálú D N S szakaszok össze-
kapcso lásá t egy o lyan r e a k c i ó b a n , mely az A T P hidrolíziséhez kötöt t (75). 
A rec A gén t e r m é k hatása f e l t ehe tően e l lenté tes a letekerő enz imek h a t á s á v a l . 
A rec A prote in összekacsoló h a t á s á b ó l a d ó d ó a n duplex D N S szakaszok k é p z ő -
dését ka ta l izá lva , jelentős s ze r epe t j á t szana a r ekombinác ióban és r epa i rben 
e g y a r á n t (10). 

A rec B, r ec С m u t á n s o k csökkent rekombinác iós készséget m u t a t n a k , 
sz in tén érzékenyek ibolyán t ú l i és röntgensugárzássa l s zemben , és a l acsony 
exonukleáz V ak t iv i tássa l rende lkeznek (5, 56) . Ebből a d ó d o t t a feltevés, h o g y 
a rec В és rec С gének az exonuk leáz V s t r u k t ú r génjei (5). A r ekombinác ióban 
fe l té te lezet t szerepe miat t az enz ime t az E. coli rekombinációs enzimének t e -
k i n t i k (76). Az E. coli exonuk leáz V, más n é v e n rec ВС enz im egy A T P - f ü g g ő 
D N á z , melynek számos h a t á s a közö t t dup laszá lú és egyszálú exonukleol i t ikus 
(29, 54, 56), egyszálú endonukleol i t ikus (29) és DNS-függő ATPáz a k t i v i t á s 
(25, 29, 54, 56) e g y a r á n t szerepel . Az A T P - f ü g g ő DNáz a k t i v i t á s t számos b a k -
t é r i u m törzsben megta lá l t ák (5, 15, 25, 29, 54 , 56, 73, 76), e u k a r y o t á k b a n n e m 
í r t á k le. Az A T P - f ü g g ő DNáz rekombinác ióva l va ló kapcso la t á t más b a k t é r i u -
m o k esetében is igazol ták (15, 73) . 
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A b a k t e r i o f á g o k k ö z ü l a l a m b d a r e k o m b i n á c i ó s r e n d s z e r és az e x o n u k l e á z 
V k a p c s o l a t á t v izsgál ták b e h a t ó b b a n (66) . A l a m b d a f á g r e k o m b i n á c i ó j á h o z 
nincs s z ü k s é g exonukleáz V - r e . E n n e k k e t t ő s m a g y a r á z a t a van . Az e g y i k az, 
bogy a l a m b d a fágnak s a j á t rec génjei v a n n a k , a red X és a red В. R e d X egy 
i smer t f u n k c i ó j ú e x o n u k l e á z t ha tá roz m e g , mely in v i t r o r e k o m b i n á c i ó s r e n d -

ATP-FÜGGŐ DNÁZ 

DEAE-CELLULOZ KROMATOGRAFIA 

DNS-FUGGO ATPAZ 
(letekerés) 

DNAZ 
(egyszálú DNS b o n t á s a ) 

ATP-FÜGGŐ DNÁZ AKTIVITÁS 
HELYREÁLLÍTÁSA 

2. ábra. ATP-f i iggő DiSáz inak t ivá lódása és a k t i v i t á s á n a k helyreál l í tása . B. cereusból izolált 
ATP-függő D N á z (6) DEAE-ce l lu lóz k r o m a t o g r á f i á v a l DNS-től f ü g g ő ATPázra és egyszálú 
DNS-re spec i f ikus DNázra k ü l ö n í t h e t ő (7). Az e lvá l a sz to t t enzimek újraegyesí tésével az ATP-

f ü g g ő D N á z akt iv i tás helyreál l í tható (7) 

szerben is h a t é k o n y a n m ű k ö d i k . Red В e g y ismeret len f u n k c i ó j ú f e h é r j é t kódo l , 
me lynek f e l t é t e l eze t t sze repe azonos l e n n e az E. coli rec A gén ellenőrző f u n k c i ó -
j á v a l . A m á s i k ok, amié r t az exonukleáz V h a t á s t a l a n f á g j e l en lé tében , a z , hogy 
o lyan gén t ( g a m ) is ho rdoz (17, 67), m e l y n e k te rméke semleges í t i az e x o n u k l e á z 
V a k t i v i t á s t . G a m + f á g g a l f e r tőzö t t s e j t e k nem k é p e s e k r e k o m b i n á l ó d n i . 
G a m ^ r e d - f á g o t h a s z n á l v a fer tőzésre , a r ekombinác ió exonukleáz V f ü g g ő 
vol t (71). E z az e r e d m é n y is a l á t á m a s z t a n i lá tszik az e x o n u k l e á z V r e k o m b i n á -
ciós s ze repé t . 

Bacillus cereusból i zo lá l t és rész legesen t i sz t í to t t A T P - f ü g g ő D N á z z a l (6) 
igazol tuk az enz im már e m l í t e t t és soka t v i t a t o t t mu l t i f unkc ioná l i s s a j á t s á g a i t . 
Részlegesen t i s z t í to t t e n z i m e t D E A E - c e l l u l ó z oszlopon k r o m a t o g r a f á l v a nagy 
k r o m a t o g r á f i á s f e lbon tóképesség a l k a l m a z á s á v a l D N S - f ü g g ő A T P á z o k és egy-
szálú D N S - r e specif ikus D N á z e lkü lönülésé t t a p a s z t a l t u k . Egy ide jű leg az A T P -
függő D N á z ak t iv i t á s e l t ű n é s é t r e g i s z t r á l t u k . Az e l k ü l ö n í t e t t D N S - f ü g g ő A T P -
ázok és a D N á z ú j raegyes í t é séve l az A T P - f ü g g ő DNáz a k t i v i t á s h e l y r e á l l í t h a t ó 
vol t (7). A D N á z t ó l e l k ü l ö n í t e t t D N S - f ü g g ő ATPáz a d u p l e x d e n a t u r á l á s á t 
ka t a l i z á l t a (8). Az e r e d m é n y e k , me lyeke t s e m a t i k u s a n a 2 . áb ra fog la l j a össze, 
a r r a u t a l n a k , hogy az A T P - f ü g g ő D N á z a k t i v i t á s t t ö b b enz im k ö l c s ö n h a t á s a 
hozza l é t r e . Fe l t é t e l ezzük , h o g y a r e k o m b i n á c i ó b a n a d u p l e x s z é t t e k e r é s é t az 
egyszálú szakaszokhoz k a p c s o l ó d ó l e t e k e r ő ATPázok v é g z i k , ma jd az i ly m ó d o n 
k e l e t k e z e t t egyszálú D N S d a r a b o k a t az ezekre spec i f ikus nukleázok b o n t j á k . 
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Az ATP-függő D N á z akt ivi tás t A T P á z és D N á z enzimek kölcsönhatása-
ként é r te lmezve számos, az exonukleáz V ak t iv i tássa l kapcsolatos p rob léma 
válik é r t h e t ő v é : 

1. Az e lkülöní the tő ATPáz és D N á z funkció, me lye t mások is l e í r tak 
(36), ké t enz im fel tételezése esetén egyé r t e lművé vá l ik . 

2. Az ATP-től f ü g g ő DNáz DEAE-ce l lu lóz k roma tog rá f i á s t i sz t í t ása 
soráu t a p a s z t a l t i nak t ivá lódása (6, 23 , 55, 56, 64) az ATPáz és D N á z tel jes 
elkülönítésével , illetve ezen enzimek k ö l c s ö n h a t á s á b a n fel tehetően szerepet 
já tszó celluláris DNS e l távol í tásával m a g y a r á z h a t ó . É r t h e t ő v é vá l ik az is, 
hogy az e l ek t ro fo rc t ikusan homogén D N á z n a k (57) m i é r t nincs ATP- tő l függő 
nukleáz ak t iv i t á sa . 

3. A csak na t ív D N S - e n m é r h e t ő ATP-függő D N á z ak t iv i tás mel le t t , 
mindig de t ek t á lha tó A T P - t ő l függet len D N á z a k t i v i t á s is (6, 23). Ez u tóbb i 
ak t iv i t á s t a na t ív D N S egyszálú szakasza inak t u l a j d o n í t j u k . E x o n u k l e á z V 
akt iv i tás csak olyan n a t í v DNS-en m é r h e t ő , melynek egyszálú végei v a n n a k . 
Zár t , kör -körös duplexen n e m mérhető ATP-függő D N á z akt iv i tás (29). 

3. ábra. Az á l ta lános r ekombinác ióban r é s z t v e v ő enzimek. Az egyes lépésekben fe l té te leze t t 
enzimek: 1. szuper tekercs s z e r k e z e t megbontása — relaxáló enz im , 2. egy- és ké t szá lú bemet -
szések — endonukleázos h a s í t á s , 3. letekeredés — DNS függő A T P á z , 4. s zé t t eke rede t t sza-
kaszok véde lme — H D P , 5. komplemente r egyszá lú végek báz is párosodása — összekapcso-
lódó enzim, 6. nukleotid b e t o l d á s — polimeráz, 7. lánczárás — l igáz, 8. rekombináns szuper-

tekercs k ia l aku lása — gyrase 
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4. A d e n a t u r á l t DNS-en m á s o k által is észlelt nagyfokú hidrolízis (29, 5 4 r 

56) annak köve tkezménye , hogy a D N á z v a l ó j á b a n egyszálú D N S - r e specif ikus 
enz im. 

A részreakciókra b o n t h a t ó ATP-függő D N á z ATP igényéér t , azaz a n a t í v 
D N S energia igényes szét tekeréséér t a le tekerő ATPáz t ehe tő felelőssé. Fe l t é -
te lezhető szerepénél fogva n e m hagyha tó f igye lmen kívül a rekombinác iós 
mechan izmus t á rgya lásakor sem. Az á l ta lános rekombináció 1. á b r á n b e m u t a -
t o t t s émáján a rekombinációs D N S szakaszok keletkezésére vona tkozó a l t e r -
n a t í v lépéseket , a letekerést és a nukleázos emésztés t e g y a r á n t valószínűnek 
t a r t j u k . Fe l té te lezzük , hogy az A T P igényes részleges dena tu rá l á s az elsődleges 
reakció , és az t köve t i a le teker t egyszálú D N S nukleázos emésztése . A rekombi -
nációs s é m á n a k ez a pontos í tása összhangban v a n a DNS-től f ü g g ő ATPázok 
(2, 40), és az A T P - t ő l függő D N á z o k (50, 64) d u p l e x széttekerő ha t á sá ró l va l lo t t 
fe l fogásával , a D N á z o k rekombinác ióban j á t s z o t t szerepével, és kiküszöböli az 
ATP-függő D N á z o k mul t i funkcioná l i s h a t á s á t . 

A b e m u t a t o t t séma az össze te t t rekombinác iós f o l y a m a t n a k csupán egy 
részlete, így k o r á n t s e m tel jes. N e m veszi s zámí t á sba a f o l y a m a t b a n rész tvevő 
egyéb f e h é r j é k e t . Ezek szerepét semat ikusan a 3. ábra segítségével szemléltet-
j ü k . Fe l té te lezhe tő , hogy a r e l axá ló enzim kör -körös DNS-sé „ t e r í t i k i " a s z u -
perhelikális D N S - t . A re laxál t DNS-en egyszálú bemetszéseket hoznak l é t r e 
az endonukleázok , m a j d a tö ré sek mentén a dup lex szé t tekered ik a le tekerő 
ATPázok h a t á s á r a . A H D P , m e l y e t a 3. á b r á n ap ró körök f o r m á j á b a n t ü n t e t -
t ü n k fel, a k o m p l e m e n t e r szá lakra t a p a d v a sz té r ikusan gá to l ja a bázis pároso-
d á s i a levált szakaszokkal , i l le tve védi az egyszálú végálló szakaszoka t a n u k -
leáz emésztésével szemben. A le teker t szá laka t egyszálú D N S - r e specif ikus 
D N á z b o n t j a , m a j d l ie teroduplex régiók j ö n n e k létre. A k o m p l e m e n t e r régiók 
összekapcsolásában fe l té te lezhető a rec A p ro t e in szerepe. A felesleges nukleo-
t i d o k a t a D N á z t ávo l í t j a el. A hiányzó nuk leo t idok pót lásáró l a pol imeráz 
gondoskodik, m a j d ligáz h a t á s á r a zárul a r ekombináns mo leku la . A re laxá l t 
dup lexe t végül a gyrase gombo lv í t j a fel szuperhel ikál is s t r u k t ú r á v á . 
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