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Genetiske faktorer

it Funktionelle
Pracision af DNA syntesen 1) Reparationsmeka nismer
2) Checkpoint mekanismer
3) Replikationsbevarelses
mekanismer

Baggrund:

Alle organismer lever med den konstante udfordring af sikre praecis transmission af DNA” et fra en generation
til den naeste. Under DNA replikationen er cellerne szerlig sarbare overfor forhindringer, der blokerer for
replikationen. Udfordringen er at kunne overkomme disse forhindringer uden, at det giver ophav til fejl i "'as"‘gshyen‘:‘::e":‘f DNA
arvematerialet, og dermed danner grundlag for genomisk ustabilitet, hvilket igen kan manifestere sig som en

gget risiko for udvikling af kraeft, aldring og genetiske sygdomme.

Endogene faktorer Skadede eller blokerede

Vi er interesserede i at undersgge, hvilke faktorer og mekanismer, der er ngdvendige for at opretholde et DNA bindende replikationsenheder

stabilt genom, nar replikationen udsaettes for stress f.eks. i form af skader i DNA” et. Specielt er vi interesseret proteiner 3

i hvordan en specifik form for skade, som forekommer ganske ofte i vores celler bliver afhjulpet. Det er en Replikations "slow zones” > \_

skade som fremkommer nar topoisomerase |, der er et enzym, som fjerner supercoils bl.a. foran Uszedvanlige DNA ) e -

replikationsforken, bliver fanget pa DNA  et. strukturer 3 e DNA skade/

Transkriptions > blokering

Vi undersgger primaert: AR

e Hvorledes repareres skaden eller fjernes forhindringen? Eksogene faktorer .
. . : : . o o Forkert processering af

e Aktiverer skaden/blokeringen cellens checkpoint mekanismer og i givet fald hvilke?

replikationsenhederne

Gamma bestraling

Mere praecis viden om de molekylaere processer og dermed faktorer, der hjelper med til at overkomme DNA‘“‘°°“(‘:;:;:;‘“'9 Sl
replikationsblokeringer vil medvirke til en bedre forstaelse for de mekanismer, der overvager” vort genom og Lavt nivay af nukleotider
dermed undertrykker udviklingen af krzeft, aldring og genetiske defekter. (HU)
Topoisomerase
giftstoffer

In vivo Flp-nick system i S. cerevisiae

Projekter:

Flp-nick : | dette system induceres et enkelt-strengs-brud i DNA’et, vha et protein (Flp), som
kigver en specifik sekvens (FRT). Flp bliver kovalent bundet til 3° enden af streng-bruddet.
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Dette system er bl.a. et modelsystem til at studere, hvorledes topoisomerase-DNA
klpvningskomplekser genkendes og fjernes af cellen. Da topoisomeraser er et cellulaert mal for
mange anvendte kemoteraputika, vil en forstaelse af de cellulzere processer som fjerner
klpvningskomplekser gge vores muligheder for design af mere malrettede
behandlingsstategier.

FRT  ARS607 >:§

1. Identificering af faktorer, der er involveret i fjernelse af det kovalente protein

2. Undersggelser af reparation af enkelt-strengs-bruddet (timing, effektivitet og celle cyklus fase
afhzengighed)

. Undersggelser af replisom stabiliteten ved skaden

4. Undersggelser af checkpoint pathways, som aktiveres p.g.a skaden
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Te kn i kke r 2D-gel analyse/ visualisering af Checkpoint analyse Mikroskopi/lokalisering
’ replikations intermediater Western blotting af faktorer til skaden
To-dimensionel replikationsgel elektroforese en teknik, som anvendes til at visualisere igangvaerende N e nal . " | ARSICEN wt tel1 S—
replikation og akkumulering af abnormale replikations intermediater. A - —
Y-fork o \ TOP1 SSssssansses ————— T —
Celle cyklus studier ved hjzelp af Fluorescence-activated cell sorting (FACS) anvendes til at fglge celle cyklus N Fip ik fe/14 top1T722A _ _ cal T B
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Chromatin Immunoprecipitation koblet med real time PCR analyse anvendes til at undersgge rekruttering a o \
faktorer til skaden/blokeringen.
. . o o . . . Spotassay
Mikroskopi anvendes ogsa til at undersgge rekruttering af faktorer til skaden/blokeringen.
Glucose Galactose

Southern blotting til undersggelse af dobbelt strengsbrud og enkelt strengs brud i cellen FIpH305L-nick wild-type

Spottests anvendes for hurtigt at identificere om en given faktor er ngdvendig for at cellen kan overleve FlpA30SL-nick rad52a

skaden FIpH305L-nick rad54A
10x dilution series 10x dilution series
Western blotting anvendes til at undersgge den cellulzere checkpoint respons
Knockout og epitope tagging af endogene gener i geer/siRNA knockdown i humane celler % Flp-nick — wt el ot teltd tofta
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Analyse af celle cyklus Southern blotting til studier af

progression DSB og SSB
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