
Final report 

 

Our plan was  to achieve a better understanding of how  repair mechanisms are  selected at  the 

stalled  replication  fork.  Normally,  our  DNA  is  continuously  damaged  by  endogenous  and  exogenous 

agents. The damaged DNA  can  cause  significant problems  for  the  cell at  the S phase of  the  cell  cycle 

because often replicative DNA polymerases cannot handle the damaged template, thus, the replication 

fork stalls. Prolonged stalling can  induce apoptosis and cell death, but the error‐prone rescue (damage 

bypass) of  the  replication  fork may  result  in point mutations or genome  instability, which can  lead  to 

cancer  formation and progression. Therefore,  it  is essential  to minimalize error‐prone damage bypass. 

Several DNA  repair mechanisms have evolved  to  rescue  the  stalled  replication  fork,  e.g.,  the damage 

tolerance pathway (DDT), the Fanconi anemia (FA) pathway, and homologous recombination (HR), which 

can bypass the lesion in an error‐prone or error‐free manner. Currently, there is not enough information 

about  the mechanism of  selection between  these DNA  repair mechanisms.  Since  the outcome of  the 

bypass  affects  cancer  formation  and  progression,  it  is  very  important  to  clarify  these  regulatory 

mechanisms.  

PCNA  SUMOylation  is an  important mechanism  inhibiting unexpected HR events.   Although we 

have previously demonstrated  its  importance  in  the  inhibition of HR  in human  cells,  the biochemical 

mechanism has not been clarified. As planned, we reconstituted the human D‐loop extension system in 

vitro, modelling  replication‐associated DNA  synthesis, which  is  the  potential  site  of  action  of  SUMO‐

PCNA. We  tested human orthologues of  the yeast Srs2 protein, namely, PARI, FBH1, and RTEL1  in this 

system because Srs2 is known to contribute to SUMO‐PCNA‐dependent HR inhibition in yeast. Only one 

of  them, PARI, was able to  inhibit HR  in  the presence of either PCNA or SUMO‐PCNA. Both the PCNA‐

binding motif (PIP) and the SUMO‐binding motif  (SIM) of PARI were necessary  for HR  inhibition. RTEL1 

and FBH1 did not affect replication‐associated DNA synthesis  in our  in vitro model system. These data 

are published in the attached article (Burkovics et al. Nucleic Acids Res. 2016 Apr 20;44(7):3176‐89).   

The  other  part  of  the project  focused on  the  function  of Ub‐PCNA.  There  are more  and more 

proteins that have Ub‐PCNA‐binding specificity. We and others have described SPARTAN, the protein in 

the  focus of our  research. Another Ub‐PCNA‐binding protein  is Mgs1  in yeast and WRNIP1  in humans. 

Additionally, in our current research project we identified a new Ub‐PCNA‐binding protein, FAN1. 

FAN1  is an  interesting protein because  it  is a  structure‐specific endonuclease. Previously,  it has 

been published as a new and  important member of  the Fanconi anemia  (FA) pathway  [1‐8], which  is 

responsible  for  interstrand  crosslink  (ICL)  repair  and  causes  a  rare  genetic  disorder  called  Fanconi 

anemia, which, for example, displays a cancer‐prone phenotype. Based on major facts: 

 FAN1 can interact with the ubiquitylated form of FANCD2, which is the major component of the 

FA pathway in which it recruits downstream effectors to ICLs, 

 FAN1‐deficient cells are extremely sensitive to crosslinking agents in vivo, and 

 FAN1  has  a  structure‐specific  nuclease  activity  which  is  able  to  process  ICL‐containing  DNA 

substrates. 
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Summary 

 

 We clarified the biochemical basis of how homologous recombination is inhibited at the stalled 

replication fork.  

 We explored a new FAN1‐dependent ICL repair pathway and characterized its biochemical 

mechanism 

 We determined a DNA‐binding motif of SPARTAN and analysed its in vivo function. 

 We analysed the ZBTB1 BRCA1 interplay in the DNA damage tolerance pathway in vivo. 
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