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A mutagenezis fő forrása: a sérült DNS replikációja
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DNS polimerázok rekombinációs fehérjék



A DNS replikáció biokémiája?

110 fehérje!



DNS replikáció sejtlizátumban

Sowd and Fanning (2012) PLOS Pathogens

• hipotonikus sejtlizátum

• SV40 T antigén

• NTP-k, dNTP-k

• ATP regeneráló rendszer

• plazmid DNS templát, SV40 replikációs origóval



SV40 T antigén-dependens DNS replikáció sejtlizátumban

Dpn I



Dpn I

Ultraibolya léziót tartalmazó plazmid replikációja

UV fototermékek



A replikált plazmid szekvenciája megmutatja, melyik hibaelkerülő folyamat működött

TLS az alsó 

szálon
TLS a felső 

szálon templátváltás

1. Sanger szekvenálás

TLS a felső szálon

TLS az alsó szálon

templátváltás



TLS a felső szálon

TLS az alsó szálon

templátváltás

2. Újgenerációs 

amplikonszekvenálás

A replikált plazmid szekvenciája megmutatja, melyik hibaelkerülő folyamat működött



TLS a felső szálon

TLS az alsó szálon

templátváltás

3. Allélspecifikus qPCR

A replikált plazmid szekvenciája megmutatja, melyik hibaelkerülő folyamat működött



TLS a felső szálon

TLS az alsó szálon

templátváltás

3. Allélspecifikus qPCR2. NGS amplikonszekvenálás

A replikált plazmid szekvenciája megmutatja, melyik hibaelkerülő folyamat működött



Domén-domén kölcsönhatások célzása a transzléziós szintézisben

Yamanaka K, Chatterjee N, Hemann MT, Walker GC (2017) Inhibition of  mutagenic translesion

synthesis: A possible strategy for improving chemotherapy? PLOS Genetics 13(8): e1006842.

PCNAK164R fehérje PIR peptid

POLζ



Domén-domén kölcsönhatások célzása a transzléziós szintézisben

trunkált

REV3/REV7

PCNAK164R fehérje

POLζ

PIR peptid

POLζ

Yamanaka K, Chatterjee N, Hemann MT, Walker GC (2017) Inhibition of  mutagenic translesion

synthesis: A possible strategy for improving chemotherapy? PLOS Genetics 13(8): e1006842.

RIR peptid



mutagenikus

transzléziós szintézis

hibamentes

templátváltás

A sérült DNS replikációja: alternatívák

DNS polimerázok rekombinációs fehérjék



In vitro templátváltás?



In vitro templátváltás?

RecQ helikáz,

BLM helikáz



In vitro templátváltás?

RecQ helikáz,

BLM helikáz



Összefoglalás

• in vitro esszé a sérült DNS replikációjának követésére

• a transzléziós DNS szintézis működik

• a templátváltás valószínűleg nem működik

• a résztvevő fehérjék szerepe vizsgálható
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