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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Dwuniciowe peknigcia DNA (double-strand breaks — DSB) naleza do najbardziej niebezpiecznych
uszkodzen DNA, ktére mogg prowadzi¢ do powstania aberracji chromosomowych lub apopto-
zy. DSB wywotuja czynniki fizyczne, chemiczne i biologiczne. Pojawienie si¢ DSB w jadrze ko-
morkowym wyzwala fosforylacje histonu H2AX w pozycji Ser139, fosforylowana posta¢ H2AX
okreslana jest jako YH2AX. W wyniku fosforylacji H2AX dochodzi do akumulacji czynnikéw
naprawczych w miejscu uszkodzenia DNA. Fosforylacja histonu H2AX odbywa si¢ poprzez en-
zymy z grupy kinaz biatkowych zblizonych do kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (phosphoinositi-
de 3-kinase related kinase — PIKK), do ktérych nalezy m.in. kinaza ATM (ataxia teleangiectasia
mutated). ATM jest uwazana za gtéwny fizjologiczny mediator fosforylacji H2AX pojawiajace;j
si¢ wskutek powstawania dwuniciowych pgknig¢ DNA. Wprowadzenie metod immunocytoche-
micznej oceny YH2AX poszerzyto znacznie mozliwosci badawcze i stato si¢ ztotym standardem
detekcji DSB. Metody te charakteryzuja si¢ duza czutoscia i w sposob swoisty pozwalaja wyzna-
kowac nawet pojedyncze DSB. Ocena fosforylacji H2AX znalazta zastosowanie w praktyce kli-
nicznej, YH2AX moze by¢ czutym markerem wczesnych nowotworéw oraz wskazZnikiem wraz-
liwosci komérek na radioterapi¢ lub chemioterapig.

dwuniciowe peknigcia DNA » YH2AX ¢ ATM e czynniki genotoksyczne
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Summary

Double-strand breaks (DSBs) are highly deleterious DNA lesions because they can lead to chro-
mosome aberrations or apoptosis. Various physical, chemical, and biological factors are involved
in DSB induction. The formation of nuclear DSBs triggers phosphorylation of H2AX at Ser139;
phosphorylated H2AX is named YH2AX. It is believed that histone H2AX phosphorylation is
required for the concentration of DNA repair proteins to the damaged chromatin. H2AX is pho-
sphorylated by members of phosphoinositide 3-kinase-related protein kinases (PIKKSs), such as
ATM (ataxia teleangiectasia mutated), which is the main mediator of H2AX phosphorylation in
response to DSB induction. The development of immunocytochemical methods of YH2AX de-
tection provided a convenient tool for research and is considered a gold standard for DSB ana-
lysis. These methods are sensitive and specific in the detection of a single DSB. Assessment of
H2AX phosphorylation can be used in clinical practice as a marker of premalignant lesions and
to predict cell sensitivity to radiotherapy and chemotherapy.
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1. StrukTurA DNA W KOMGORCE

W komorkach eukariotycznych DNA, ktére ma dlugosé
okoto 2 m, upakowane jest w jadrze komérkowym o Sred-
nicy 10 um dzigki tworzeniu ztozonej struktury — chroma-
tyny. Podstawowa jednostka chromatyny jest nukleosom,
sktadajacy si¢ ze 146 par zasad DNA nawinigtych na okta-
mer histonowy. W sktad okoto 100 kDa oktameru histo-
nowego wchodzg cztery rodzaje histonéw: H2A, H2B, H3
oraz H4, wystepujace w dwoch kopiach kazdy [11,25,34].
Poszczegdlne histony rdzeniowe sa zbudowane z domen
globularnych oraz tzw. ,,ogonéw histonowych”, ktére ule-
gaja modyfikacji (acetylacja, fosforylacja, metylacja), co
zmienia ich wzajemne oddziatywania i uktad w stosunku
do DNA, umozliwiajac reorganizacje chromatyny [26].
Poszczegdlne nukleosomy sa oddzielone od siebie tacz-
nikowymi fragmentami DNA o dtugosci 20-70 par zasad.
Odcinki te potaczone sa z histonem H1, ktérego obecnosé
ulatwia upakowanie poszczegdlnych nukleosoméw w posta-
ci widkna chromatyny o $rednicy 30 nm [33,34]. Struktura
chromatyny to nie tylko posta¢ upakowania DNA, reguluje
ona réwniez procesy replikacji i transkrypcji, stanowi ba-
rier¢ dla czynnikéw niszczacych DNA, a takze odgrywa
istotna rol¢ w regulacji ekspresji genéw [11,16,28].

2. Dwuniciowe PekniEciA DNA

Dwauniciowe peknigcie DNA (double-strand break — DSB)
jest typem uszkodzenia DNA, podczas ktérego dwie kom-
plementarne nici podwdjnej helisy DNA ulegaja jednocze-
snemu zniszczeniu w miejscach potozonych blisko siebie.
DSB nalezy do najbardziej niebezpiecznych uszkodzen
DNA. Przyjmuje sig, ze pojedyncze nienaprawione DSB
wystarcza do indukcji procesu apoptozy komérki [64,22].
Powstawanie DSB moze by¢ wywotane przez czynniki fi-
zyczne lub chemiczne. Tego typu zmiany moga réwniez
zaistnie¢ w prawidtowych komoérkach np. podczas rézni-
cowania limfocytéw czy komorek rozrodczych [48]. W ko-
morkach eukariotycznych DSB jest naprawiane przez ho-
mologiczna rekombinacje (homologic recombination — HR)
lub poprzez taczenie koinicéw niechomologicznych (non ho-
mologic end — joining — NHEJ). W mechanizmie HR do
naprawy DNA jest wykorzystywana informacja genetycz-
na siostrzanej chromatyny lub homologicznego chromo-
somu, podczas gdy NHEJ polega na bezposrednim facze-
niu uszkodzonych konicéw DNA [49].

Tlosciowe oznaczanie dwuniciowych pgknig¢ DNA powsta-
jacych w komorce opierato si¢ dotychczas na metodach, ta-
kich jak elektroforeza zelowa w zmiennym polu elektrycz-
nym (pulse-field gel electrophoresis — PFGE), test elucji
DNA czy tzw. test kometowy (single cell gel electropho-
resis — SCGE). Byly to metody o matej czutosci, nie po-

zwalaty tez na oceng lokalizacji uszkodzeri DNA w jadrze
komorkowym. Kilka lat temu odkryto, ze w komdrkach ssa-
kéw w odpowiedzi na powstanie DSB dochodzi do fosfo-
rylacji podtypu histonu H2A, zwanego H2AX, w pozycji
Ser139. Powstaje wowczas fosforylowana posta¢ H2AX
nazywana YH2AX [12,43]. Od tego czasu wielu badaczy
skupia si¢ na doktadnym poznaniu mechanizméw fosfo-
rylacji H2AX i jego roli w procesie reperacji uszkodzen
DNA. Wprowadzenie metod immunocytochemicznej oce-
ny fosforylowanego H2AX (YH2AX) poszerzylo znacznie
mozliwosci badawcze i stato si¢ ztotym standardem detek-
cji DSB [12,19]. Metody te charakteryzuja si¢ duza czuto-
Scig i w swoisty sposob pozwalaja wyznakowac¢ nawet po-
jedyncze DSB. Cytometryczna ocena YH2AX potlaczona
z analiza komoérkowej zawartosci DNA pozwala na analizg
stopnia uszkodzenia DNA w odniesieniu do faz cyklu ko-
moérkowego. Zastosowanie techniki mikroskopii fluorescen-
cyjnej pozwala na identyfikowanie pojedynczych ognisk
immunofluorescencji YH2AX odpowiadajacych obecnosci
pojedynczych DSB w jadrze komérkowym [43,46].

3. FosroryLacia H2AX

Sposréd czterech gitéwnych histonéw rdzeniowych two-
rzacych nukleosom, H2A wystepuje w najwigkszej liczbie
wariantow — H2A1, H2A2, H2AZ i H2AX. Histon H2AX
stanowi 2—25% catkowitej liczby histonéw H2A w komor-
ce, poszczegdlne histony H2AX uktadaja sig rownomiernie
w obrgbie catego genomu [39]. W odpowiedzi na uszko-
dzenie DNA, a zwlaszcza powstawanie jego dwuniciowych
peknigé, H2AX moze ulegaé fosforylacji w pozycji Ser139,
powstaje wéwczas fosforylowana postaé H2AX nazywana
YH2AX [43,46]. Fosforylacja histonu H2AX odbywa si¢
poprzez enzymy z grupy kinaz biatkowych zblizonych do
kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (phosphoinositide 3-kina-
se related kinase — PIKK), do ktérych naleza ATM (ata-
xia teleangiectasia mutated), ATR (ATM and Rad3-rela-
ted) i kinaza biatkowa zalezna od DNA (DNA-dependent
protein kinase — DNA-PK).

Kinaza ATM jest uwazana za gtéwny fizjologiczny media-
tor fosforylacji H2AX pojawiajacej si¢ na skutek powstawa-
nia dwuniciowych pgknigé DNA [18,24]. Aktywacja ATM
odbywa sig przez jej autofosforylacje w pozycji Ser1981, co
poprzedzone jest acetylacja z udziatem acetylazy histono-
wej Tip60 [54,55]. Fosforylacja powoduje rozdzial nieak-
tywnego dimeru lub multimeru ATM na pojedyncze mo-
nomery, ktére wykazuja aktywnos$¢ katalityczng. Gtéwna
role w procesie aktywacji ATM odgrywa tréjbiatkowy
kompleks MRN (MRE11-Rad50-NBS), ktéry rozpoznaje
uszkodzenie DNA, powoduje przesunigcie ATM do miej-
sca uszkodzenia, a takze indukuje zalezne od ATM pro-
cesy fosforylacji odpowiednich bialek [28,39,53]. Do sub-
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stratow, na ktore dziata aktywowane ATM naleza oprécz
H2AX biatko p53 oraz biatka zatrzymujace cykl komor-
kowy Chk2 i Chkl. W miejscu powstawania DSB zakty-
wowane ATM fosforyluje biatkka NBS1, SMC1, BRCAL.
Procesy te maja na celu zahamowanie postgpu cyklu ko-
morkowego oraz aktywacje¢ biatek odpowiedzialnych za
naprawe¢ DNA [50,60].

Wywotana powstawaniem DSB aktywacja ATM prowadzi
do fosforylacji histonéw H2AX potozonych proksymalnie
w stosunku do miejsca uszkodzenia DNA. Nastgpnie histon
H2AX taczy si¢ zdomeng BRCT biatka MDC1 (mediator
of checkpoint signaling protein 1), co stymuluje dalsza fos-
forylacje H2AX przez hamowanie jego defosforylacji oraz
poprzez ,,przyciaganie” w miejsce zachodzacych proceséw
nowych czasteczek ATM [52,53]. YH2AX akumuluje si¢
w miejscach uszkodzenia DNA, gdzie uruchamia kaskade
czynnikéw naprawczych — aktywuje biatka biorace udziat
w naprawie DNA, takie jak Rad50, Rad51 i BRCA1 oraz
wplywa na przebudowe chromatyny utatwiajaca przesu-
nigcie bialek naprawczych do miejsca uszkodzenia [6,13].
Ponadto fosforylacja histonu H2AX stanowi sygnat do po-
jawienia si¢ w miejscu uszkodzenia DNA biatka 532BP1
(p53 binding protein 1), ktére oprdcz istotnej roli w pro-
cesie akumulacji biatka p53, powoduje takze zahamowa-
nie postgpu cyklu komérkowego (checkpoint) do czasu
naprawienia zmian [2]. Procesy te okreslane sa jako od-
powiedZ na uszkodzenie DNA — DDR (DNA demage re-
sponse) i maja na celu skuteczng naprawe DNA poprzez
HR lub NHEJ lub jezeli naprawa nie jest mozliwa prowa-
dza do apoptozy komorki [12,16].

H2AX moze by¢ rowniez fosforylowany poprzez kinaze
ATR i kinazg DNA-zalezna. ATR fosforyluje H2AX w od-
powiedzi na jednoniciowe pgknigcia DNA (single-strand
break — SSB) i podczas stresu replikacyjnego (zatrzymanie
widetek replikacyjnych) [67,68]. DNA-zalezna kinaza jest
mediatorem fosforylacji H2AX, ktdéra pojawia si¢ komor-
kach poddanych stresowi hiperosmotycznemu i w odpowie-
dzi na fragmentacje DNA wywotang procesem apoptozy
[35,38,40]. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA spowo-
dowane promieniowaniem jonizujacym wszystkie kina-
zy — ATM, ATR i DNA-zalezne moga wspdlnie uczestni-
czy¢ w fosforylacji H2AX [51,66]. Niedawno odkryto, ze
oprécz PIKK istnieja inne kinazy fosforylujace H2AX, np.
JNK (Jun NH, — terminal kinase), kt6ra fosforyluje H2AX
w odpowiedzi na promieniowanie UVA, a takze w komér-
kach w ktérych zachodzi proces apoptozy [31,47].

4. CZYNNIKI POWODUJACE POWSTAWANIE DWUNICIOWYCH PEKNIEG
DNA 1 FosForyLACIE H2AX

Wsréd czynnikéw powodujacych powstawanie DSB, a co
za tym idzie fosforylacje H2AX, mozna wyrézni¢ czynniki
fizyczne, chemiczne i biologiczne. H2AX ulega fosforyla-
cji w warunkach fizjologicznych, np. podczas dojrzewania
limfocytéw w uktadzie immunologicznym w trakcie rekom-
binacji genéw taricuchéw immunoglobulin VDJ i przeta-
czania klas (class switching) taiicuchéw cigzkich, a takze
w miejscach tworzenia DSB w trakcie mejozy [20,21,57].
Czynniki powodujace tworzenie YH2AX mozna podzieli¢
réwniez na czynniki endogenne zwigzane z procesami za-
chodzacymi w komorce oraz czynniki egzogenne, dziataja-
ce zewnatrzkomorkowo [58,60,61]. Przyktady czynnikéw

uszkadzajacych DNA i powodujacych fosforylacje H2AX
przedstawiono w tabeli 1.

4.1. Czynniki endogenne

DNA w zywych komérkach podlega stalemu procesowi
oksydacyjnego uszkodzenia przez wolne rodniki tlenowe
(reactive oxygen species — ROS), ktére powstaja wewnatrz
komorki w wyniku proceséw przemiany materii [58,61].
Kumulacja tego typu uszkodzen prowadzi do procesow
starzenia si¢ komorki, moze by¢ réwniez odpowiedzialna
za indukowanie w komdrce proceséw transformacji no-
wotworowej [58]. Przyjmuje sig, ze podczas pojedyncze-
go cyklu komérkowego wskutek dziatania ROS powstaje
przynajmniej 5 000 jednoniciowych pekni¢g¢ DNA. Okoto
1% z nich przeksztalca si¢ w dwuniciowe pgknigcia DNA
(DSB), gtéwnie w czasie trwania procesu replikacji DNA,
podczas gdy pozostate 99% ulega naprawie. Tak wigc pod-
czas cyklu komérkowego w ludzkich komdérkach powstaje
srednio okoto 50 DSB (tzw. ,.,endogenne” DSB) w odnie-
sieniu do pojedynczego jadra komdrkowego. Kumulacja
uszkodzern DNA zwigksza mozliwos¢ indukcji procesow
nowotworowych w komérce [58,65].

Oceniajac fosforylacje H2AX, podobnie jak aktywacje
ATM, w komérkach prawidlowych i nowotworowych li-
niach komérkowych zaobserwowano, ze procesy te zacho-
dza konstytutywnie, bez udziatu czynnikéw egzogennych
ir6znia si¢ w zaleznosci od aktywnosci metabolicznej ko-
morek [58]. Ponadto wykazano, ze substancje antyutle-
niajace np. N-acetylocysteina znacznie zmniejszaja kon-
stytutywna fosforylacje H2AX i ATM [58]. Wydaje si¢ ze
fosforylacja H2AX i aktywacja ATM wyzwalane sa przez
endogenne oksydacyjne uszkodzenie DNA. Tak wigc im-
munocytochemiczne oznaczania stezenia YH2AX i fos-
forylacji ATM pozwalaja na oceng stopnia endogennego
uszkodzenia DNA, a takze umozliwiaja pomiar ochronne-
go efektu antyoksydantéw.

Konstytutywna aktywacja ATM i fosforylacja H2AX wy-
kazuja zwiazek z funkcja biatka pS3. Uwaza sie, ze p53
indukuje transkrypcje genéw zwiazanych z odpowiedzia
komoérki na stres oksydacyjny [44]. Ponadto fosforylacja
p53 w pozycji Serl5 powoduje jego bezposrednie tacze-
nie si¢ z miejscami pgknig¢ DNA, utatwiajac prawdopo-
dobnie procesy naprawcze DNA [1]. Komo6rki zawieraja-
ce prawidlowe biatko p53 maja zazwyczaj podwyzszony
poziom konstytutywnej fosforylacji H2AX w poréwnaniu
z komérkami, w ktorych biatko to jest zmutowane. Moze
to oznaczad, ze pS3 ulatwia fosforylacje H2AX, co mo-
bilizuje uktady naprawcze DNA przeciwko powstawaniu
DSB, a przez to przeciwdziata oksydacyjnemu uszkodze-
niu DNA [58,62].

4.2. Czynniki egzogenne

Jednym z pierwszych czynnikéw, co do ktérych stwierdzo-
no udzial w indukowaniu DSB byto promieniowanie joni-
zujace. Sposrdd réznych uszkodzen spowodowanych przez
promienie X, wlasnie powstawanie DSB wydaje si¢ najbar-
dziej istotne w mechanizmie uszkodzenia komérek rozrod-
czych, czy tez w naruszeniu ciaglosci genomu prowadza-
cym do nowotworzenia [57,60]. Odkrycie, iz spowodowana
promieniowaniem ekspresja YH2AX w komoérce wykazuje
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Tabela 1. Czynniki powodujace uszkodzenie DNA i fosforylacje H2AX

Czynniki fizyczne

+ promieniowanie X

« promieniowanie UVA, UVB, UVC
« wysoka temperatura

« niskie pH

« niedotlenienie

«wzrost ci$nienia osmotycznego

Czynniki chemiczne

» czynniki uszkadzajace DNA
+ bleomycyna
« tirapazamina
« kalicheamycyna
> czynniki alkilujgce DNA
« cisplatyna
» inhibitory syntezy DNA
« hydroksykarbamid
- afidikolina
> inhibitory syntezy RNA
« aktynomycyna D
» inhibitory topoizomerazy | i/lub Il

« kamptotecyna
« topotekan

+ etopozyd

- tenipozyd

« doksorubicyna
« mitoksantron
+ genisteina

« kwercetyna

> wolne rodniki tlenowe

> metale ciezkie
» dym tytoniowy

Procesy biologiczne > cykl komérkowy
> mejoza

> rekombinacja V(D))

» przetaczenie klas faricuchéw ciezkich immunoglobulin

> apoptoza

» procesy starzenia sie komérek

liniowa zalezno$¢ z dawka promieniowania, pozwolito na
rozpoczecie badani nad zastosowaniem YH2AX jako mar-
kera wrazliwosci na radioterapi¢ [43]. Podobnie do promie-
niowania X uszkodzenia DNA sa spowodowane przez pro-
mieniowanie UV. Wykazano jednak, iz fosforylacja H2AX
wywotana tym rodzajem promieniowania jest indukowa-
na gtéwnie przez ATR i kinazg¢ DNA-zalezna, a dopiero
wtérnie poprzez zaktywowane ATM [8,60].

Uszkodzenie DNA stanowi podstawowy mechanizm dzia-
tanie wielu lekéw przeciwnowotworowych, wsréd nich naj-
bardziej efektywne wydaja si¢ inhibitory topoizomerazy
I (kamptotecyna i topotekan) i topoizomerazy II (etopozyd,
tenipozyd, doksorubicyna, mitoksantron). Mechanizm ich
dziatania polega na stabilizacji komplekséw migdzy topo-
izomeraza a DNA, co uniemozliwia ponowne skrgcenie nici
DNA, a w rezultacie prowadzi do powstania DSB i apopto-
zy [60]. Bleomycyna i tirapazamina indukuja powstawanie
DSB przez wytwarzanie wolnych rodnikéw. Powstawanie
DSB w wyniku indukowania stresu replikacyjnego stanowi
mechanizm dziatania takich lekéw, jak hydroksykarbamid
czy afidikolin, ktére powoduja powstawanie DSB i YH2AX
w komoérkach w fazie S cyklu komérkowego [57]. W przy-

padku dziatania hydroksykarbamidu i afidikoliny, podobnie
jak w przypadku promieniowania UV, H2AX ulega fosfo-
rylacji gléwnie poprzez kinaz¢ ATR [66].

4.3. Apoptoza

W procesie apoptozy dochodzi do fragmentacji DNA, kt6-
ra prowadzi do powstania wielu DSB [23,36]. Klasyczna
metoda identyfikacji komoérek apoptotycznych — TUNEL
(Terminal deoxynucleotide transferase dUTP Nick End
Labeling) opiera si¢ na detekcji peknig¢ DNA — enzym
terminalna transferaza (TdT) dobudowuje znakowane nu-
kleotydy do wolnych koricéw wodorotlenkowych w miej-
scach powstawania DSB [30]. Tworzenie DSB wyzwala
fosforylacje H2AX, prowadzac do powstania w komdrce
YH2AX, ktory jest uwazany za wczesny marker apoptozy
[43]. YH2AX pojawia si¢ w komérkach apoptotycznych
jednoczesnie z aktywacja kaspazy 3 oraz przemieszcze-
niem fosfatydyloseryny na zewngtrzna blaszke btony ko-
morkowej [42,59,60].

Niedawno opublikowane badania wykazaty, ze za fosfo-
rylacje H2AX pojawiajaca si¢ w komoérkach apoptotycz-
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nych odpowiedzialna jest kinaza JNK (Jun NH, — terminal
kinase) [31,47]. Pod wptywem promieniowania UVA ki-
naza JNK ulega aktywacji i przemieszczeniu do jadra ko-
moérkowego, gdzie fosforyluje H2ZAX. Jednoczesnie JNK
aktywuje kaspaze¢ 3 i nukleazg CAD (caspase-activated
DNase), ktéra powoduje fragmentacje DNA, ale tylko
przy wspétudziale YH2AX. Tak wigc fosforylacja H2AX
wydaje si¢ niezbedna w procesie apoptotycznej fragmen-
tacji DNA, a apoptoza zachodzi dzigki wspéidziataniu
YH2AX i CAD [31].

Fosforylacja H2AX w komoérkach apoptotycznych jest duzo
bardziej intensywna w poréwnaniu z fosforylacja wywo-
tana przez genotoksyczne czynniki egzogenne. Ta duza
réznica w stopniu fosforylacji H2AX pozwala na odréz-
nienie komorek apoptotycznych od komérek z pierwotny-
mi uszkodzeniami DNA spowodowanymi przez czynni-
ki uszkadzajace, takie jak promieniowanie jonizujace czy
czynniki chemiczne [9,19]. Jednak w trakcie postgpu pro-
cesu apoptozy ekspresja YH2AX ulega znacznemu zmniej-
szeniu, a komodrki w pézZnej fazie apoptozy wykazuja niski
poziom fluorescencji YH2AX i nie moga by¢ wyrdzniane
przez ten marker [58].

5. H2AX A NowoTWORY

Ekspozycja na egzogenne lub endogenne mutageny po-
woduje przypadkowa aktywacj¢ onkogenéw, prowadzac
do stresu replikacyjnego (zatrzymania widetek replika-
cyjnych) i uszkodzenia DNA, co w rezultacie indukuje ka-
skade DDR. Przypuszcza sig, iz tego typu aktywacja me-
chanizméw DDR hamuje lub opéZnia rozwéj nowotworu
dziatajac jako bariera przeciwnowotworowa [3,17]. Jednakze
przedtuzona aktywacja moze czasami stymulowac przezy-
cie takich komoérek nowotworowych, ktére przetamuja te
barierg [3,15,50]. Opierajac si¢ na obserwacjach tego zja-
wiska rozpoczeto badania nad rola elementéw uktadu DDR
jako potencjalnych markeréw nowotworowych, z ktérych
YH2AX wydaje si¢ najbardziej czutym, wykrywanym pra-
wie w 100% we wczesnych nowotworach [27,45].

Fosforylacja H2AX jest rowniez badana pod katem zasto-
sowania w ocenie wrazliwosci komdrek na radioterapie lub
chemioterapi¢. Dzigki oznaczaniu YH2AX mozna przewi-
dywac efektywnos¢ radio- lub chemioterapii, a takze mo-
nitorowa¢ odpowiedZ pacjentéw na zastosowane leczenie
[10,63]. Badanie fosforylacji H2AX moze mieé réwniez
zastosowanie do przewidywania, czy okreslone terapie wy-
kazuja dziatanie toksyczne [14].

PobsumowaniE

Gen kodujacy histon H2AX (H2AFX) znajduje sie
w dystalnym obszarze ramienia q chromosomu 11 (region
11923.2-23.3) obok innych genéw pelniacych gtéwna rolg
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DNA damage rapa-
ir — DDR), takich jak ATM, MRE11A, CHEKI1. Mutacje
w tym obszarze genomu, zwlaszcza dotyczace kilku ge-
néw, zwigkszaja ryzyko transformacji nowotworowej [50].
Badania przeprowadzone na myszach wykazaty, ze ATM
1 H2AX dziataja synergistycznie w hamowaniu progresji
nowotworowej. Wykazano rowniez, ze utrata pojedyncze-
go allelu kodujacego H2AX zwigksza podatnos¢ na nowo-
twory u myszy z nieprawidlowosciami w obrgbie biatka
p53 [4,5,7]. U ludzi zmiany w liczbie kopii genu H2AFX
stwierdzono w raku piersi, a zmiany w obszarze promo-
torowym H2AFX wiazaty si¢ z wigkszym ryzykiem za-
chorowania na raka piersi i chtoniaki nieziarnicze [32,37].
Podwyzszony poziom endogennego YH2AX, podobnie jak
innych biatek bioracych udziat w DDR, takich jak fosfo-
rylowana posta¢ Chk2, p53 i 53BPP1 obserwowano u lu-
dzi w stanach przednowotworowych [15].

PismiennicTwo

H2AX wydaje si¢ jednym z najwazniejszych biatek odpo-
wiadajacych za funkcje genomu. Powstajaca w wyniku dwu-
niciowych peknig¢ DNA potranslacyjna modyfikacja H2AX
(fosforylacja), prowadzaca do powstania YH2AX, czyni
z niego giéwne biatko utatwiajace akumulacje czynnikéw
naprawczych w miejscu uszkodzenia. Nieprawidtowosci
w obszarze genomu kodujacym H2AX (chromosom 11q),
zwlaszcza potaczone z mutacjami dotyczacymi innych biatek
odpowiedzialnych za naprawe uszkodzein DNA, moga pro-
wadzi¢ do aktywacji procesu nowotworowego. Endogenny
YH2AX, ktérego zwigkszone stgzenie obserwuje si¢ w sta-
nach przedrakowych i nowotworach, moze stuzy¢ jako sku-
teczny marker nowotworowy. Ocena fosforylacji H2AX
moze by¢ réwniez czutym wskaznikiem wrazliwos$ci na ra-
dio- lub chemioterapig. Tak wigc doktadne poznanie funkcji
histonu H2AX moze si¢ przyczyni¢ do gtebszego zrozumie-
nia nie tylko mechanizméw odpowiedzialnych za utrzyma-
nie ciggtosci genomu, ale réwniez moze si¢ okazac istotne
pod wzgledem klinicznym w diagnozowaniu nowotworéw
1 terapii przeciwnowotoworowe;j.
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