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1 Bevezetés

A genetikai informacio lemésolasa, vagyis a replikacid, minden
az egyik legalapvetobb életjelenségek egyike. A hibds vagy be nem
fejezett replikacio a kromoszomak téréséhez és a genetikai informacio
sériiléséhez vezet. Ezt genomi instabilitdsnak nevezziik, ami a sejtek
tumoros elvaltozaséhoz vezethet.

Kiils6 és belsé mutagén hatasok a DNS kémiai tulajdonsagainak
megvaltozasat okozzak. Mivel a replikativ polimerazok képtelenek
felismerni a sériilt templéatot, ez a replikéacios villa elakadasahoz vezet.
Az elakadt replikacios villa Osszeomlasa esetén kettGsszal-torés
kovetkezik be, ami az egyik legveszélyesebb DNS-karosodas. Az
elakadt replikacios villa védelmét, illetve a replikacié folytonossagat
biztositani hivatott molekularis mechanizmusokat @sszefoglal6an
DNS hiba tolerancia (DDT) Gtvonalaknak nevezziik.

Az elakadt replikacios villa Ujraindithatd az elakadast okoz6
1€zi6 mogott. A kovetd szalon a DNS szintézise nem folyamatos,
hanem szakaszosan, korilbelil 200 bazispar hosszu Okazaki
fragmentumonként torténik, igy elakadas esetén a kovetkezé Okazaki
fragmentum szintézise biztositja a replikacié folytonossagat. Ezzel
szemben a vezet6 szalon, ahol a DNS szintézise folyamatos, az elakadt
replikécids villa Gjrainditasat a PRIMPOL fehérje biztositja, ami, a
DNS polimerazok kozott egyediilallé modon, képes a de novo DNS-
szintézisre. A replikacio Ujrainditasa esetén az Uj szal folytonossaga

megszakad, igy egyszalld DNS-t tartalmazd szakaszok, hézagok



jelennek meg. Ezeket a sejtciklus késébbi fazisaban az tgynevezett
posztreplikativ (PRR) DDT mechanizmusok javitjak ki.

A transzléziés szintézis (TLS) sordan az elakadt replikacids
polimerazok helyét atveszik specialis, Ugynevezett transzlézios
polimerazok. Ezek, kdszonhetben specialis aktiv centrumuknak és a
3’->5" exonukledz aktivitas hianyanak, képesek folytatni az Uj DNS-
szalak hosszabbitasat. Jelenleg 6t olyan human polimerazt ismeriink,
aminek 6 feladata transzlézios szintézis: REV 1, Pol0, Polk, Poli és a
Poll. A templat mindsége irant mutatott rugalmassagnak az ara a
pontossag csokkenése: a TLS-polimerazok akér tobb nagysagrenddel
tobb hibat vétenek a DNS szintézis soran, amik rdgzilésik esetén
mutacioként jelennek meg. Mindazonaltal minden TLS-polimeraz
bizonyos DNS hibékat, mas néven léziokat, képes hiba nélkil méasolni.
Ezeket ,,rokon” 1ézioknak nevezziik. A mutaciok elkeriilése érdekében
a TLS egy gondosan szabalyozott folyamat, ami aktiv a sejtciklus S
(replikativ TLS) és G2/M (PRR TLS) fazisaban is.

A posztreplikacios hézagokat a TLS mellett a templatvaltas
(TSw) dtvonala javitja ki. Els6é 1épésként az EXOl1 és MREI1
exonukleazok valamint a DDXI11 helikaz 5° és 3’ iranyban is
Kiszélesitik a egyszali DNS szakaszt. A hézag betdltése homoldg
rekombinacidval  torténik, templatként a  testvérkromatidat
felhasznalva. A templatvaltas rekombinacios 1épését a kettds szala
DNS torés javitdsanak (DSBR) kulcsfehérjéi végzik, agy mint a
BRCAL, BRCAZ2, valamint a RAD51 és homoldgjai.

Az elakadt replikécids villa 6sszeomlasa megakadalyozhat6 a

villa visszaforditasaval, felhasznalva, hogy a frissen szintetizalt szalak
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egymas komplementerei. A villa visszaforditasat a SWI/SNF
fehérjecsaladba tartoz6 HLTF, ZRANB3 és SMARCAL1L
transzlokazok hajtjdk végre a rekombinaciés faktor RAD51
segitségével. Az igy kialakult, a szakirodalomban ,csirkelabnak”
nevezett négyadgl DNS struktira fokozottan Kitett az exonukledzok
altali degradacionak. Ezt RAD51 akadalyozza meg, ami a BRCAL1 és
BRCA2 fehérjék hatasara nukleoprotein filementeket formal a frissen
szintetizalt szalakkal. A replikacios villa stabilizalasa lehetéséget
nyudjt a DNS hibajavité Gtvonalaknak a 1ézi6 javitasara. A négyagu
struktarat ekkor a RECQ1 és a WRN helikazok visszaalakitjak a
klasszikus haromagu struktiraba, lehetdséget adva a replikacio
folytatasara.

A replikécios polimerazok elakadasa szétkapcsolja a replikacios
villat és a kett6s szal felnyitasaért felelos CMG-helikaz komplexet. Az
ennek eredményekent kialakul6 hosszu, egyszali DNS szakaszokat
RPA fehérjék stabilizdljadk. A DNA-RPA nukleofilamentek
inicializdljadk a DDT utvonalak kezdeti Iépéseit. Kbzponti szerepet
toltenek be DNS polimeraz kofaktor PCNA fehérje poszttranszlacids
modifikaciéi. A monoubikvitinacidja a K164-es pozicidban aktivalja,
mig a deubikvitincidja terminalja a TLS-t. A monoubikvitinalt
PCNA-an K63-as lanchosszabitas soran kialakulé poliubikvitin lanc,
illetve az azonos pozicidban torténé SUMOilacié szabalyozza a
templatvaltas illetve a villa visszaforditast.

Az utdbbi években egyre tébb eredmény mutatja, hogy a DDT
Gtvonalak fontos szerepet jatszanak a rédkos elvaltozésokat

kialakuldsdban. Habar TLS miikodése noveli a mutdcidk
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megjelenésének kockazatat, a megfeleld polimerazok hidnya még
mutagénebnek bizonyulhat. Régota ismert példa a Poln szerepe az
UV-sugarzds miatt kialakul6 CPD 1éziokon keresztiil torténd
replikaciéban, ugyanis a hidnya egy XP-V korképhez vezet és noveli
a melandma kialakulasanak kockézatéat. Hasonl6 kapcsolatot tartak fel
a REV1 és a Polt mutacidi, valamint bizonyos raktipusok kozott.
Habar ilyen mindségben védik a sejteket a tumoros elfajulastol,
protektiv hatasukat kifejtik azon kemoterapiaban hasznalt agensekkel
szemben is, amik DNS léziok kialakulasaval fejtik ki terapias
hatasukat. Példaként emliteném a ciszplatint, egy tiidé-, here- és
petefészekrakok, valamint pediatrias daganatok kezelésében hasznalt
kemoterapias szert, ami GG és AG dinukleotidok keresztkotésével
formadl DNS léziokat és indukal apoptézist. A PCNA-
monoubikvitilacidja, valamint a REV1 és Poln a ciszplatin elleni
rezisztencia kialakulasaban bizonyos tumorok esetében.

A kialakul6 mutaciok a genetikai informécié valtozasa és a
szekvenciakontextusa alapjan mintazatokba rendezhetéek. A mutagén
hatasok, illetve a DDR és DDT Utvonalak egyuttes hatdsa egyedi
mutacios mintazatok megjelenését okozza, amiknek kiilonb6zo aranyu
keveréke alakitja ki a sejtvonalakra, tumorokra vagy akér fajokra
jellemz6é mutacios spektrumokat. Ezek a komponensek matematikai
modszerekkel (peldaul nem-negativ matrix faktorizacioval — NMF)
kinyerhetéek. A sokezer megszekvenalt tumor minta analizisébol
kinyert komponenseket (szignatlrakat) specialis adatbazisokban
taroljak, amik kozil a legismertebb a COSMIC.



2 Célkitdzesek

A PhD kutatasom soran az alabbi célokat tliztem Kki:

1)

2)

3)

4)

A DDT utvonalak fontosabb szabalyzdfehérjéinek kittése,
illetve modositisa a human hTERT RPE-1 TP53"
sejtvonalban CRISPR-rendszer segitségével.

A mutanst sejtvonalak vizsgalatdval a DDT (tvonalak
szerepenek  meghatdrozdsa a spontdn  mutagenezis
folyamataban, teljes-genom szekvenalas, illetve gépi tanulési
algoritmusok segitségével.

Annak meghatarozdsa, hogy az RPE-1 sejtvonalakbdl
szarmazd eredmények mennyiben hasznalhatok fel mas
human sejtvonalakban lejatszéd6 folyamatok magyarazatara,
illetve ezen folyamatok evolucios konzervaltsaganak
vizsgalata DT40 csirke sejtvonalak elemzésével.

A ciszpaltinhoz kdthetdé mutaciés mintazatok DDT-
fliggésének vizsgalata RPE-1 sejtvonalakban, teljes-genom

szekvenalas segitségevel.



3 Moddszerek

3.1 Sejtkultura és kezelések

Az RPE-1 sejteket DMEM/F12 médiumban, 10% FBS, 1%
PenStrep és 0.01 mg/ml Hygromycin B jelenlétében, a HMEC sejteket
MEGM Mammary Epithelial Cell Growth Medium BulletKit
hasznalataval tenyésztettem, 37 C°-on, 5% CO jelenlétében.

A spontan mutagenezis vizsgalatahoz a sejteket 60 napig
tartottam kultdraban a két egysejt-klonozas kozott. A ciszplatin-
indukalt mutagenezis vizsgalata sordn a 60 nap alatt a sejteket négy

alkalommal kezeltem 2um ciszplatinnal, 1 6réan at.
3.2 CRISPR-mutagenezis

A gén-specifikus oligonukleotikdokat az pSpCas9(BB)-2A-
GFP plazmidba klénoztam, majd 4D-Nucleofectorral transzfektaltam
az RPE-1 sejtekbe. Egy nap elteltével a sikeres GFP+ sejteket FACS
segitsegével szelektaltam majd 96-lyukd mikrolemezre Ultettem Ki.
Amint a sejtszam lehetové tette, a kulturakbdl genomot izolaltam és
Phire Tissue Direct PCR Master Mix segitségével amplifikaltam a
CRISPR-el megcélzott genomi szakaszokat. A génkiutott klénokat
T7-esszével  szelektdltam, majd a  Sanger-szekvenalassal
azonositottam és lehetdség esetén westernblottal igazoltam. A PCNA
modifikaciéhoz a CRISPR konstrukciéhoz 100 um ssDNS templatot
adtam, majd a transzfekci6 utan a sejteket 50um scr7-el kezeltem. A

templat tartalmazott egy Esp3l endonukleéz hasitd helyet, igy a sikeres
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integraciot T7-esszé helyett az amplikonok Esp3l-emesztésével

azonositottam.
3.3 Westernblot

A sejteket 4x Laemmli pufferben inkubaltam 100 C°-on, 5
percig. A lizdtumokat Mini-PROTEAN TGX Precast fehérje gélen
vélasztottam el, majd PVDF membranra vittem at. Blokkolas utan a
membranokat 4 C°-on ON inkubaltam az els6dleges ellenanyagban
(1:2000), majd szobahémérsékleten a HRP-kotott masodlagos
ellenanyagban (1:20000). A blokkolashoz 5%, TBST-ben oldott
tejport hasznaltam. Ugyanebben higitottam az ellenanyagokat is.
TBST-ben valé mosas utan a HRP-szignalt ClarityTM Western ECL

szubszrattal és ChemiDox MP Imaging rendszerrel hivtam el6.
3.4 Citotoxicitas vizsgalat.

384-lyukd mikrolemezre lyukanként 250 sejtet Gltettem ki,
amiket ciszplatinnal kezeltem csokkené dézisban, 10um és 4.5 nm
koncentracié kozott. 120 ora utan az €16 sejtek aranyat PrestoBlue
festékkel, EnSpire plate reader segitsegével hataroztam meg. Az IC50
értéket a tulélési gorbébdl hataroztam meg, R programnyelv

segitségével.
3.5 Teljes-genom szekvenalas és analizis

Sejtvonalanként és kezelésenként 3-3 szubklént és 1-1
parentalis klont szekvenaltattam Illumina NovaSeq gépen, 2x150 bp

paired-end formatumban, 30x atlag lefedettséggel. A nyers

8



szekvenalasi fajlokat FastQC, Trimmomatic, Samblaster és GATK
programok segitségével dolgoztam fel és illesztettem a GRCh38
referencia genomra. Az egyedi mutécidkat IsoMut program
segitségével azonositottam. A  mutaciés mintdzatokat R
programnyelven, MutationalPatterns ~ csomag  segitségével

analizaltam.
3.6 Hosszu delécidk és képiaszam valtozasok detektalasa

A hosszu delécidékat GRIDSS2 programmal azonositottam, az
alapértelmezett paramétereket hasznalva. A kopiaszam valtozasok
(CNA) detektalasara egy laborunk altal fejlesztett algoritmust
hasznéltam, ami a lefedettség valtozéasaibol és egyedileg valasztott
SNP-k allélfrekvenciaib6l hatdrozza meg az adott genomi szakasz

ploiditasat a parentalis klonhoz viszonyitva.



4  Eredmeények

4.1 DDT-mutans sejtvonalak |étrehozasa

hTERT RPE-1 TP537 sejtvonalban CRISPR-rendszer
segitsegével Kiltéttem a REV1 TLS-polimerdzt, a PRIMPOL
repriming enzimet, illetve bejuttattam egy amonisav cserét okozo
mutaciot a PCNA fehérjébe, ami megakadalyozza annak
ubikvitilaciojat a 164-es szd&mu lizinjének (K164R mutacio). Az
egyszeres mutansok mellet létrehoztam az 6sszes lehetséges kétszeres

muténst. Tovabba kiutdttem a REV3L extenzor TLS-polimerazt.
4.2 Spontan mutagenezis vizsgalata

Két egysejt-kldnozas kozott a sejteket 60 napig ndvesztettem.
Amint a sejtszam lehetdséget adott ra, sejtvonalanként harom
parhuzamos kultdrat inditottam. A 60 nap leteltével Ujra klénoztam a
sejteket, majd amint a sejtszam lehetové tette, sejtvonalanként 3-3
klonbol genomot izoldltam, majd a parentalis mintaval egytt
megszekvenaltattam. A nyers szekvenalasi adatok feldolgozésa utan
egyedi mutéciokat kerestem az izogenikus mintakban. A REV1 és
REV3L hianya minden genotipusban csdkkentette a pontmutéciok
(SBS-ek) szaméat. Mig a rovid inszercidk szdma némileg csokkent a
PRIMPOL és PCNA-muténs sejtekben, a rdvid deléciok egyedil a
PCNAKIRREV1 tértek el szignifikansan a kontroll sejtvonaltol.
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4.3 AREV1, REV3L és a PRIMPOL befolyasoljak a spontan

mutagenezist

Nem-negativ matrix faktorizacié segitségével két komponensre
(SBS-A és SBS-B), bontottam a DDT-mutans sejtek SBS spektrumait.
Amikor a két komponenst a COSMIC adatbazisban tarolt ismert
szignatirakhoz hasonlitottam, az SBS-A magas koszinusz
hasonlésdgot mutatott, amiket a reaktiv oxigén szabadgyokok
mutagén hatasadhoz kotott SBS18 és SBS36 szignaturakkal, mig az
SBS-B legjobban az SBS3 és SBS40 szignatirakhoz hasonlit, amiket
HR-deficiens tumorokban irtak le. Fontos megjegyezni, hogy a
sejtvonalak egyike sem volt kitéve oxidativ hatasnak, illetve egyik
sem hordoz HR gént érint6 mutaciot.

A sejtvonalakban a de novo szignatirak aranyat a REV1, REV3L
és PRIMPOL gének statusza hatarozta meg. A REV1 és REV3L-
kiltés minden sejtvonalban az SBS-B majdnem teljes eltlinését
okozta, mig a PRIMPOL hianya csokkentette az SBS-A-t az SBS-B
rovasara. Az eredmények alapjan kijelenthet6, hogy az RPE-1
sejtekben a HRD-szerli szignatirat okozé mutacidos folyamat a
REV1/Pol{ komplex miikddéséhez kothetd.

4.4 Az SBS-A és SBS-B altalanosan megtalalhatd human

sejtvonalakban

Az RPE-1 sejtekbdl nyert de novo szignatlrak megkiséreltem
rekonstrudlni 19 humaén sejtvonal publikusan elérheté SBS

spektrumat. 12 sejtvonal esetében nagy pontossdggal (koszinusz
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hasonlésadg > 0.9) tudtam rekonstrudlni, mig a maradék 7 sejtvonal
olyan hipermutator fenotipusokat (MMR-deficiencia vagy APOBEC
mutagenezis) mutatott, ami specifikus SBS szignatira megjelenése
mellett nagysagrendekkel novelték a mutaciok szamat. A 12-bdl 3,
BRCA1l vagy BRCAZ2-deficiencidt mutaté sejtvonal spektrumat
pusztan az SBS-B-vel sikerilt rekonstrualni, megerésitve a
kapcsolatot a REV1/Pol(-fiiggé SBS-B-vel és a HRD kozott.
Vizsgéltam tovabba egy masik hTERT-immortalizalt sejtvonal, a
HMEC mutaciés mintazatat. Az SBS-A és SBS-B ujfent elégséges
volt a harom péarhuzamos klén SBS spektrumainak nagypontossagu
rekonstrukcidjahoz (koszinusz hasonldsag > 0.94).

Hogy lefedjem az Osszes ismert DDT Utvonalat, kiltottem a
HLTF transzlokazt a hTERT RPE-1 TP53" ésa hTERT RPE-1 TP53
I~ PCNAK4R hattérben, valamint vizsgaltam hTERT RPE-1 TP53"
BRCAL1™ sejtvonalat. Mind BRCAL, mind a HLTF hianya novelte
pontmutaciok szamat, mégpedig az SBS-B-fliggé modon. Utdbbi
esetében a fenotipus PCNA-ubikvitilacié-fiiggé modon jelent meg.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy az RPE-1-bél
szarmaz6 SBS-A és SBS-B olyan mutéciés folyamatok eredményei,

amik altalanosan el6fordulnak human sejtvonalakban.
4.5 AREV1/Poll szerepe evollciosan konzervalt

A csirke limfoblasz eredeti DT40 REV1- és BRCAI-
sejtvonalak vizsgalata megmutatta, hogy bar a NMF soran nyert de
novo szignatirdk nem mutattak hasonlésagot a human sejtekbdl

nyertekkel, eloszlasuk hasonl6 logikat mutat: két szignaturaval
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rekonstrualhaté a vadtipus SBS spektruma, amik kozil az egyik,
REV1-mutans sejtekben nem megfigyelhetd szignatira felelds a
BRCA1-kiiitott sejtekben megjelené emelkedett SBS-mutagenezisért,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy a REV1 szerepe e HRD-szerii

mutagenezisben evollcidsan konzervalt.
4.6 ATLS segiti a repeat-szekvenciak pontos masolasat

Az indel spektrumok vizsgalata megmutatta, hogy a TLS fontos
szerepet jatszik a DNS repeat-ek replikacidjaban. A PCNAKI6®R
mutacié minden genotipusban csokkentette az egy bazispar
hosszlisagti deléciok szamat, féleg az A/T homopolimer repeat-eknél.
Tovabba a TLS teljes gatlasa a PCNAKRREV1 sejtvonalban
megndvelte az repeat szekvencidkban az A/T, illetve a 2 és 3 bp hosszU
deléciok szamat. Ez a mintdzat hasonlit a korabban ID4-ként leirt
COSMIC indel szignaturara, amit korabban az TOPL, illetve RNase-H2
miikodésével is Osszefliggésbe hoztak, habar azok egymastol és a most az
altalam leirt mintazattol és némiképp eltérek, felvetve a lehetdségét,
hogy tobb eltérd6 muticidos folyamat is okozhat ID4-szeri indel
szignatarat.

Az 1D4 megjelenése a PCNAKRREV1”  sejtvonalban
magyarazhatd azzal, hogy a TLS mindkét ismert aganak kilitése aktival

egy Uj, eddig tartalék mechanizmust.
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4.7 A REV1/Poll védi a sejteket a hosszU deléciok

kialakuldsatol

A GRIDSS analizis megmutatta, hogy a REV1 vagy REV3L
hidnyaban minden sejtvonalban delécidk jelennek meg egy specifikus,
korllbelul 5-50 kilobazisos mérettartomanyban. A legtdbb deléciot a
REV3L" sejtvonalban figyeltem meg, azt sugallva, hogy a fenotipus
elsédleges forrasa a REV3L hidnya, amit REV1-muténs sejtekben a

polimeraz REV1-fiiggd toborzasanak hianya okoz.

4.8 A REV1 és a PRIMPOL fehérjék megakadalyozzak a

genomi instabilitast

Két sejtvonal mutatott szignifikdnsan emelkedett szamu CNA-
t,a BRCA1” és a REV1"PRIMPOL". Mig a BRCA1 esetében régota
ismert, hogy hianya genomi instabilitdst okoz a homoldg
rekombinécid hianyaban aktivalodé NHEJ kdvetkeztében, az REV1 és
PRIMPOL egyidejii hianyanak ilyen hatasa eddig nem volt ismert.

Mivel mindkét fehérje szerepet jatszik az replikacid
fenntartasaban, kézenfekvé magyarazat, hogy a mindketté hianyaban
a megnd a elégteleniil replikalodott genomi szakaszok szama, ami
mitotikus szegregacios hibakhoz vezet. Alternativ magyarazat, hogy a
TLS és repriming hianyaban a villa visszaforditas 1ép mitkodésbe. A
visszaforditott villak szdmanak novekedése egytt jar az 6sszeomlo
villak szaméaval, amik kromoszoma-toréshez és genomi instabilitdshoz

vezetnek.
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4.9 A DDT szerepe a ciszplatin-indukalt mutagenezisben

A ciszplatin-kezelt hTERT RPE-1 TP53”7, hTERT RPE-1
TP53"PRIMPOL” és hTERT RPE-1 TP537 BRCA1' sejtvonalak
mutécids elemzése megmutatta, hogy, a megfelelé kezeletlen
mintakkal 6sszehasonlitva, mind a pontmutécidk, mind révid deléciok
szama tobbszorosére nétt a kezelés hatasara. Az SBS spektrumok
analizise alapjan a pontmutaciok féleg C>A, C>T és T>A baziscserék
voltak, jellemzéen GG vagy AG dinukleotidokat tartalmazé
tripleteknél, mutatva, hogy megjelend pontmutaciok egyértelmiien
kotédnek a ciszplatin altal formalt genomi 1ézidkhoz. Hogy ndveljem
a NMF pontossagat, az RPE-1 kezelt és kezeletlen mintdk mellé
publikusan elérhetd ciszplatin kezelt HepG2, MCF-10A, TK6 és
DT40 adatokat adtam. A kinyert négy komponens kézll az SigD a
kezeletlen mintdkban mutatott jelentds kontribuciot, igy ezt
tekintettem a hattér mutagenezisnek. A SigA, SigB és SigC ciszplatin
indukalt szignatirak, amik eltéré aranyt keveréke volt felelds a
ciszplatin-kezelt mintakban talalt pontmutaciokért. Mig a PRIMPOL
hidnya nem véltoztatta meg a mutagenezist a kontrollhoz képest, a
BRCAL™ sejtekben szignaturdk aranya jelentésen eltért. Az SBS-
spektrumok dimenzidredukcidja harom kiilonbozd algoritmussal
(PCA, UMAP és tSNE) ravilagitott, hogy a sejtek szoveti eredete
jobban meghatérozta a ciszplatin-indukalt mutaciés mintajukat, mint
PRIMPOL vagy a BRCAL fehérjék hianya.

Az azonositott rovid indelek talnyomd tébbsége 1 bp hossz

delécio illetve inszercié volt, utdébbiak esetében A/T inszercidok. A
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szekvencianalizis megmutatta, hogy mig az A/T deléciok fdleg
homopolimer repeat-ekben torténtek, addig a C/G deléciok féleg GG
vagy AG dinukleotidok szomszédsadgaban. A nagyszamu AJ/T
inszerci6 ennél egyedi szekvenciakontextust mutatott, ugyanis szinte
kizarélag GGTT > GGTITT mutaciot foglaltak magukba, ami egy

specifikus molekularis folyamatot sejtet.
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5 KoOvetkeztetések

1)

2)

3)

4)

5)

A REV1 kozponti szerepet tolt be a human sejtek spontan
mutagenezisében, megakadalyozva a hosszi deléciok
kialakulasat, valamint esszencidlis a SBS mutagenezis HRD-
szer(i komponenséhez. Ezen funkcidjat valosziniileg a Poll

TLS-polimeréz toborzéasan keresztul fejti ki.

A TLS teljes gatlasa a RPE-1 PCNAK®4RREV 17 sejtvonalban
egy, a két egyszeres mutansban nem megfigyelheté mutagén
folyamat megjelenését okozza, ami A/T delécidk, valamint 2,

illetve 3 bazisparos deléciok megjelenésével jellemezhetd.

A REV1 a PRIMPOL-al kdzdsen védi a genom integritasat. A
RPE-1 PRIMPOL"REV1” kettds mutansban megfigyelhetd
genomi instabilitds lehetséges magyardzata, a REV1 és
PRIMPOL egyidejii hianya esetén megnd az elégteleniil
replikalédott genomi szakaszok és/vagy a visszafordult

replikacios villak szama.

Az SBS és CNA események szama alapjan a REV1 fontosabb
szerepet jatszik a TLS inicializalasaban, mint a PCNA-
ubikvitilacidja.

A ciszpaltin-kezelés emelkedett SBS-mutagenezist és az 1
bazisparos indelek szamanak novekedését okozza szekvencia-

specifikus modon.
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