l . o PV V Agentira na podporu vyskumu a vyvoja
h 4

Formular ZK

Zavereéna karta projektu

Nazov projektu Evidencné Cislo projektu ~ APVV -0057-10

Regulacia vyberu mechanizmov opravy dvojviaknovych ziomov DNA

Zodpovedny riesitel Mgr. Miroslav Chovanec, PhD.

Prijemca Ustav experimentalnej onkolégie SAV
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Nazov a stat zahraniéného pracoviska, ktoré spolupracovalo pri rieSeni
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3. Program molekularnej bioldgie, Sloan-Kettering centrum vyskumu rakoviny, New York,
USA

Udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo uzitkové vzory, ktoré su
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Najvyznamnejsie publikacie (knihy, élanky, prednasky, spravy a pod.) zhriiujuce
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1. VigaSova, D., Sarangi, P., Kolesar, P., Vlasakova, D., Slezakova, Z., Altmannova, V.,
Nikulenkov, F., Anrather, D., Gith, R., Zhao, X., Chovanec, M., Krej¢i, L. (2013) Lif1
sumoylation and its role in non-homologous end-joining. Nucleic Acids Res., 41:5341-5353.

2. Vigasova, D., Sarangi, P., Kolesar, P., Vlasakova, D., Zhao, X., Chovanec, M., Krej¢i, L.:
Lifl SUMOylation and its role in DNA double-strand break repair (poster). 6th DNA Repair
Workshop, Smolenice, 3.-7. jun 2012.

3. Vigasova, D., Sarangi, P., Kolesar, P., Vlasakova, D., Zhao, X., Krejci, L., Chovanec, M.:
SUMO regulates the ligation step of NHEJ (prednaska). 6th DNA Repair Workshop,



Smolenice, 3.-7. jun 2012.

4. Vigasova, D.: Post-translational modifications of the DNA ligase IV complex and their
impact on NHEJ (prednaska). Central European DNA Repair Meeting, Vieden, Rakusko, 8.
november 2013.
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Uplatnenie vysledkov projektu

Vysledky maju charakter novych originalnych poznatkov, preto ich uplatnenie mimo oblast
vedy, vyskumu a vzdelavania je zna¢ne limitované. AvSak oblast, ku ktorej prinalezia, je Uzko
spata s onkologickou klinikou, a tak ich potencial prispiet k novym smerovaniam, inovaciam a
koncepciam v tejto oblasti nie je vylu€ena. Predovietkym sa nam javi velmi nadejné ich
uplatnenie pri vyvoji novych terapeutickych stratégii, pretoze inhibicia procesu spajania
nehomologickych koncov DNA (NHEJ) cez nami objaveny mechanizmus (vid' nizsie), by pri
su¢asnom podavani Standardnej chemoterapie, mala vyrazne prispiet k lepsej lieCitelnosti
nadorov s defektom v homologickej rekombinacii. Takymi nadormi su napriklad nadory

s mutaciami v génoch BRCA1 a BRCAZ2.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Ako je spomenuté v Zaverecnej sprave o rieSeni projektu, ciele projektu sa nam takmer Uplne
podarilo splnit. Zmapovali sme Nejl-interakéni doménu v Srs2 proteine, ktora pokryva oblast
aminokyselin v pozicii 1169-1174. Zistili sme, Ze Lif1 protein nie je potrebny pre vytvaranie
komplexu Nej1-Srs2, hoci o potrebe Nej1 proteinu pre vytvaranie Lif1-Srs2 komplexu toto
tvrdenie zatial vyslovit nemdzeme. Zmapovovali sme interakéné domény v ramci Lif1-Srs2
komplexu, kde aminokyseliny v pozicii 883-906 v Srs2 proteine su zodpovedné za interakciu
s Lif1 a aminokyseliny v pozicii 169-196 v Lif1 proteine su zodpovedné ze jeho interakciu

s Srs2. Nepodarilo sa nam vsak zistit, ¢i dochadza k vytvaraniu Nej1-Srs2 a Lif1-Srs2
komplexov aj v pripade, Ze Nej1 a Lif1 spolu vzajomne neinteraguju. Nezistili sme ziadny
vplyv Nejl a Lifl proteinov na helikdzovu aktivitu Srs2 proteinu. Podrobne sme
charakterizovali DNA vazobnu aktivitu Lif1 proteinu, kde sme zistili, Ze protein sa viaze aj
jednovlaknovu DNA, ktoru vie aj anelovat. Zistili sme, Ze Lif1 protein podlieha SUMOyl&cii

v podmienkach in vitro a in vivo a identifikovali sme hlavné SUMQylacné miesto, ktorym je
lyzin v pozicii 301. Ukazali sme, Ze SUMOylacia Lif1 prebieha po€as v8etkych faz bunkového
cyklu a je zavisla na Siz E3 SUMO ligazach. Nema vSak vplyv na DNA vazobnu aktivitu Lifl
proteinu, ani nezohrava ulohu vo vytvarani komplexov tohto proteinu s dalSimi komponentmi
procesu NHEJ, a to Nej1, Dnl4 a Xrs2 proteinmi. Defektna SUMOyl&cia vSak vedie k vyrazne
zvySenej schopnosti proteinu oligomerizovat a zvySenej ucinnosti procesu NHEJ. Predstavuje
teda novy mechanizmus regulacie procesu NHEJ nezavisly od fazy bunkového cyklu.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

As mentioned in the Final report, all the project aims have more or less been accomplished.
We mapped the Nejl-interaction domain in the Srs2 protein, which lies between amino acids
1169-1174. We found out that Lif1 is not required for the Nej1-Srs2 complex assembly,
although we failed in addressing the question whether Nejl is required for the Lif1-Srs2
complex assembly. We also mapped the interaction domains within Lif1-Srs2 complex, where
amino acids 883-906 in Srs2 are responsible for its interaction with Lifl and amino acids 169-
196 in Lif1 are needed for its interaction with Srs2. We failed in unravelling of possibility that
physical interaction between Nejl and Lifl is indispensable for Nej1-Srs2 and Lif1-Srs2
complexes formation. We show no impact of Nejl or Lif1 on the helicase activity of Srs2. We
characterized in detail DNA binding activity of Lifl and report for the first time its single-strand
DNA binding and strand annealing activities. We discovered that Lif1 undergoes SUMOylation
both in vitro and in vivo and identified lysine 301 as the major conjugation site. Lifl
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SUMOylation occurs throughout the cell cycle and requires the Siz E3 SUMO ligases. It has
no impact on Lifl DNA binding activity and on ability of the protein to interact with other NHEJ
components, namely Nejl, Dnl4 and Xrs2. Abolition of SUMOylation leads to defective Lifl
self-interaction and increases efficiency of NHEJ. Hence, Lifl SUMOylation represents a new
regulatory mechanism that downregulates NHEJ in a cell cycle phase-independent manner.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
Mgr. Miroslav Chovanec, PhD. RNDr. Jan Sedlak, DrSc.

V Bratislave 25. 11. 2014 V Bratislave 25. 11. 2014

" podpis zodpovedného riesitela podpis Statutarneho zastupcu prijemeu
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