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Streszczenie

Prawidtowe funkcjonowanie wszystkich organizmaywych zaley od zachowania
informacji genetycznej. Genom bez przerwy narg jest na atak ze stronyzniego rodzaju
czynnikdw genotoksycznych, pochodzenia wetraz lub zewntrzkomorkowego. Szybka
i skuteczna naprawa ka@ego uszkodzenia DNA jest zatem kluczowa dla zaemoav
integralndci informacji genetycznej. W toku ewolucji komorkozwingty mechanizmy
odpowiedzi na uszkodzenie DNA (arigNA damage response, DDR), w ktorych uczestnigz
réznorodne systemy naprawcze (m.in. BER, NER, HR, NHBdaz szlaki kaskad
sygnatowych. Substratem do naprawy jest uszkodzomaryca DNA, wysipujgca
w komorkach eukariotycznych w postaci chromatynyor& zbudowana jest z kwasow
nukleinowych oraz biatek. W niniejszej pracy doktaej skoncentrowano ¢ina badaniach
biatka HP1, wanego sktadnika chromatyny, w kongele uszkodzenia i naprawy DNA.

Heterochromatynowe biatka 1 (HP1) zasocjowane shromatyn. Czsteczka HP1
zbudowana jest z dwéch domen: Nakowej chromodomeny, ktora grie DNA poprzez
Me2K9H3 Iub Me3K9H3 oraz C-kmowe] domeny chromoshadow, zaarnma@anej
w tworzenie homo- oraz heterodimerdw, a z@koddziatywé z r&norodnymi biatkami
jadrowymi. HP1 wysipuje gtdwnie w heterochromatynie, &hgest réwnie¢ obecne
w euchromatynie, i uczestniczy w wielu procesaghigwych, m.in. w organizacji struktury
chromatyny, transkrypcji czy replikacji DNA. BiatkddP1 odgrywa istotrg role
w generowaniu i zachowaniu informacji epigenety¢gzn&/ momencie rozpogzia
doswiadczé opisanych w niniejszej pracy, w literaturze naukpwie byto zadnych
informacji na temat udziatu biatek HP1 w naprawilA Wyniki przeprowadzonych bada
pokazuj, iz w komorkach ludzkich wszystkie trzy izoformy biatkHP I, HP13 oraz HPY)
ulegap gromadzeniu w obszarach uszkadzBNA. Pomiary prowadzone przyzyciu
mikroskopu konfokalnego pozwolity wykagaiz proces rekrutacji zatly od temperatury
w sposOb charakterystyczny dla reakcji enzymatyclaniynie wynika z lokalnej agregaciji
uszkodzonej chromatyny ani ztezatrzymania replikacji. Nagromadzone w miejscu

uszkodzenia biatko ulega wymianie gdjows pula HP1, coswiadczy o tym,ze w obszarze
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uszkodzonym jest wcej miejsc wizania dla cgsteczek biatka HP1, chozgromadzone
w rejonie uszkodzenia biatko nie jest zmane trwale i podlega wymianie z nieznarg pula
HP1l. Kluczow rolg w procesie gromadzenia HP1 odgrywa Gdamva domena
chromoshadow, co potwierdzity badania wykonane ndaantach delecyjnych oraz biatku
fuzyjnym ze steryczn blokady C-koaca HP1. Chromodomena HP1 nie wydaje bi¢
bezpdrednio zaangawana w procesie gromadzenia, co potwierdza bradwzre wzrostu
poziomu Me3K9HS3, jak i metylotransferazy histonows&jV39 w miejscu uszkodzenia. Rola
HP1 w naprawie uszkodzenia jest jednak kluczowaczgm swiadczy zwekszenie
wrazliwosci komoérek na UV po utracie tego biatka. GromadedP1 nie zaley od rodzaju
uszkodzenia i wyspuje powszechnie zarébwno w miejscach powstatychkadzn
oksydacyjnych, DSBs, jak i indukowanych przez UMofroduktow 6-4PP oraz CPD.
Rekrutacja HP1 nie zalg od funkcjonalnej naprawy NER, ani NHEJ, a jedymieobecnéci
uszkodzenia. Stosunkowo powolne tempo gromadzeaatkabpozwala wyklucz§, ze HP1
jest nieznanym datl biatkiem naprawiacym sekweng DNA. Gromadzenie partneréw
interakcji HP1, wprowadzagych zmiany w strukturze chromatyny pozwala przypag, iz
HP1 uczestniczy w rearaacji struktury chromatyny, ktGra me stanowd jeden z procesow
mechanizmu DDR. Wydaje ¢irowniez bardzo prawdopodobnez zakumulowane biatko
HP1 mae uczestniczyw towarzysacym uszkodzeniu procesie regulacji transkrypcjiyzgd
jak wczeéniej wykazano, zahamowanie transkrypcji towarzysggkodzeniu i nie zatg od
procesu naprawy DNA.

Zaprezentowane Ww niniejszej rozprawie eksperymemgkazuy niezwykle
interesugce zjawisko, jakim jest gromadzenie HP1 w obszanastkodzé DNA. Z cah
pewndcig badania w tym temacieetly kontynuowane, @ poznany zostanie dokiadny

molekularny mechanizm odpowiedzi na uszkodzeniktdmym zaangzowane jest HP1.
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Abstract

Maintenance of genome information is crucial formal functioning of all lively
organisms. The genome is constantly facing th@adf a variety of genotoxic agents which
come from intercellular or extracellular environrtedraggressions. Rapid and accurate repair
of all DNA lesions is crucial for the protection dfie genome integrity. The cellular
mechanism of DNA damage response (DDR) has evoivedrder to avoid the serious
biological consequences of DNA lesions. DDR invshddifferent repair pathways (BER,
NER, HR, NHEJ, etc.) and signaling cascades. Thetgate for the repair is a damaged DNA
template which in eukaryotic cells is organizedishromatin that is composed of nucleic
acids and proteins. This doctoral dissertation neg&lP1 proteins, the important chromatin
constituents, in the context of DNA damage andirepa

Chromatin associated heterochromatin protein 11jHfnsists of two domains: N-
terminal chromodomain, which binds to DNA via MeHK® or Me3K9H3 and C-terminal
chromoshadow domain, which is involved in homo- dmederodimers formation as well
as interactions with plethora of nuclear protelisterochromatin protein 1 is mainly present
in heterochromatin, even though HP1 is also foumdeuchromatin, and is involved in
a number of nuclear processes, among others chrom@anization, transcription or DNA
replication. It has been shown that HP1 proteirss/ @n important role in generation and
maintenance of epigenetic information in chromatifnen the experiments to this thesis were
commenced, there had been no available scien@ippeipregarding the involvement of HP1 in
DNA repair. The results of the experiments demasth the recruitment of all three HP1
isoforms: HP#&, HP13 and HPY, to the DNA damage sites in human cells. Research
conducted on confocal microscopy showed that HRLUmalation depends on temperature
similarly to the enzymatic processes and is nasalt of localaggregation of the damaged
chromatinor stalled replication. HP1 protein recruitedhe site of damage can still exchange
with the mobile pool of the protein. That obsereatsuggests more HP1 binding sites in the
damaged area. Although the recruited HP1 is ndilysthound, it is exchanged with the
unbound protein. The C-terminal chromoshadow domenessential for the HP1

accumulation. This has been confirmed by experimem HP1 deletion mutants as well
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as fusion proteins with the steric blockg8elky tag) on C-terminal of HP1. Chromodomain
of HP1 appears not to be directly involved in acalation process, consistent with the lack
of increase of Me3K9H3 as well as no recruitmenthefhistone methyltransferase SUV39 in
the damaged site. The increased sensitivity to katiation after the loss of HP1 indicates
the crucial role of HP1 protein in the normal DNAndage response. The recruitment of HP1
is independent of the kind of damage introduced @swlirs for many types of DNA lesions,
among others oxidative damage, DSBs as well asnddded 6-4PP and CPD photoproducts.
HP1 accumulation to the sites of DNA damage neitequire functional NER nor NHEJ and
is only triggered by the presence of damage. Ratlwsy recruitment process indicates that
HP1 is not an unknown repair protein involved in ANequence restoration. The similar
recruitment of several HP1 - interacting proteinghich are involved in remodeling
of chromatin, suggests that HP1 might be recruitedamage to re-establish higher order
chromatin structure in one of the step in the meidma of DDR. It is quite likely that
accumulated HP1 protein is involved in the regolaf transcription since it was previously
demonstrated that the inhibition of transcriptidteiathe DNA damaged is independent of the
on-going DNA repair process. Experiments descriliedthis thesis are showing very
interesting phenomenon - HP1 accumulation in tlhessof DNA damage. The further
research in this subject will surly by conductediluhe entire molecular mechanism of the

HP1 - involved DNA damage response is discovered.
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Skrot

Objanienie skrotu

6-4PP

(ang. 6-4 photoproduct) fotoprodukt 6-4, ktory powstaje podczas uszkad
DNA wywotanych promieniowaniem UV

8-OHdG

(ang. 8-hydroxy-deoxyguanosine) 8-hydroksy-deoksyguanozyna, powstaje

w wyniku oksydacyjnego uszkodzenia DNA, jest najlz&ej mutagennsg
spasrod wszystkich modyfikacji zasad,

ACF1

(ang. ATP-utilizing chromatin assembly and remodelling factor) czynnik
sktadania i remodelingu chromatyny wykorzystyj ATP

APE

(ang.AP endonuclease) endonukleaza AP uczestnica w naprawie BER

ATM

(ang.Ataxia telangiectasia mutated) kinazabiatkowa serynowo-treoninowa

=4

nalezagca do rodziny kinaz PI3/Pl&aktywowana przez uszkodzenia DSBs;

biatko enzymu kodowane jest przez ¢efM, ktérego nazwa pochodzi g

jednostki chorobowej (zespo6t ataksja-teleangiekfazy ktorej ten gen jest

uszkodzonymutacje)

ATR

(ang. Ataxia telangiectasia and Rad3 related) kinaza biatkowaserynowo-
treoninowa,aktywowana przez uszkodzenia SSBezestniczy w naprawi
HR oraz NER; mutacje w o#iftie genuATR powoduj powstanie jednostk
chorobowej - zespoét Seckela

BER

(ang.base excision repair) naprawa przez wycinanie zasad

BRG1

(ang. Brahma related gene 1) biatko BRG1 wchodzi w sktad kompleks
biatek remodelingu chromatyny - SWI/SNF, ktéry meyanos¢ ATP-azy
zaleznej od DNA

CAF1

(ang. chromatin assembly factor 1) czynnik skfadania chromatyny 1, biat
zbudowane z trzech podjednostekO, p60 oraz p150; CAF-1 uczestnic
w sktadaniu oktameru histonowego w nowo zreplikogyanci DNA oraz
w procesie naprawy DNA

CD

(ang.chromo domain) chromodomena,; znajdujezsia N-kacu biatka HP1

CFP

(ang cyan fluorescent protein) niebieskie biatko fluoryzgre

CPD

(ang. cyclobutane pyrimidine dimmer) dimer cyklobutano-pirymidynowy
ktory powstaje podczas uszkodZeNA wywotanych promieniowaniem UV

CS

(ang. Cockayne Syndrome) Zespdt Cockayne'a,choroba genetyczn
0 dziedziczeniu autosomalnym recesywnym spowodowadafektem
mechanizmu NER naprawy DNA; wygpuja 3 odmian choroby (CSA, CS
oraz CS typu IlI)

CSD

(ang. chromo-shadow domain) domena chromoshadow; znajduje sa C -
koncu biatka HP1

d

5U

KO
zy

DDB2

(ang. DNA damage binding protein 2) biatko wigzace s¢ do uszkodzoneg
DNA, ktore rozpoznaje uszkodzenie w GG-NER

DDR

(ang.DNA Damage Response) komérkowa odpowietina uszkodzenie DNA

Dnmtl

(ang. DNA methyltransferase 1) metylotransferaza DNA 1; enzym katalizy
metylacg dwunukleotydow CpG

Ije

DSB

(ang.double strand break) podwadjne gkniecie nici DNA
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EGFP (ang.green fluorescent protein) zielone biatko fluoryzujce, emitujce zielon
fluorescengj, pochodzce z meduzyequorea victoria

EtBr (angethidium bromide) bromek etydyny (bromek etidiowy)

FLIP (ang. fluorescence loss in photobleaching) utrata fluorescencji w wynik
fotoblaknicia; metoda  badania  ruchlié@  czsteczek  bialka
wyznakowanego fluorescencyjnie, ktéra pozwala n&omgnie ilgciowych
pomiarow molekularnej mobildoi badanych cgsteczek; po spowodowan
fotoblaknkcia w precyzyjnie wybranynmrejonie komorki, rejestrowaneg $
zmiany sygnatu fluorescencji w obszarze, ktory miestat poddany
fotoblaknieciu

FRAP (ang.fluorescence recovery after photobleaching) odzyskanie fluorescenciji p
fotoblakniciu; metoda badania ruchlid@ biatek wyznakowanycl
fluorescencyjnie; po spowodowaniu fotoblajaia w precyzyjnie wybranyn
rejonie komorki, rejestrowaneg gmiany sygnatu fluorescencji w obszar
ktory podany zostat fotoblakggiu

GG-NER (ang.global genome NER) jeden z mechanizmow NER, w ktorym naprawis
sa uszkodzenia w aktywnych, jak i nieaktywnych traypkyjnie sekwencjac
DNA, w obrbie catego genomu

H1 (ang.histone H1) histon H1

H2A (ang. histone H2A) histon H2A; w ob¢bie rodziny histonow H2A wyrini¢
mozna trzy podrodziny: H2A1-H2A2, H2AZ oraz H2AX; kdy z histondw
nalezacych do rodziny H2A zajmuje analogiegnpozycg w réznych
nukleosomach, co powoduje znagznznorodnd¢ w obrbie poszczegdbinyc
nukleosomow

H2AX (ang.histone H2AX) wariant histonu H2A, ktéry tym edi sic od pozostatych
histonbw naleagcych do rodziny H2A tym, zi posiada ewolucyjnig
konserwatywny motywKKATQASQEY na C-kaicu sekwencji biatka;
znajdupcy sk w tym motywie aminokwas seryna ulega fosforyla
w odpowiedzi na powstate uszkodzenie DSB

H2B (ang.histone H2B) histon H2B

H3 (ang.histone H3) histon H3

HP1 (ang.Heterochromatin Protein 1) biatko heterochromatynowe 1

HR (ang. homologous recombination) rekombinacja homologiczna; jeds
z mechanizmoOw naprawy DSBs

JEt jon etidiowy

KU70 biatko Ku70; wize st do podwdjnych gknie¢ DNA, tworzy heterodime
z Ku80 i uczestniczy w mechanizmie naprawczym NHEJ

KU80 podjednostka wchodea w sktad heterodimeru Ku70/80

LacR (ang.Lac repressor) represor Lac; biatko ktore wigc se do DNA powoduje
zahamowanie ekspresji genow kaghyich biatka metabolizmu laktoz
u bakterii

Lig 1-DNA (ang.DNA ligase 1) ligaza DNA 1; enzymalczacy wolne kdice casteczek
DNA

Lig 3-DNA (ang.DNA ligase 3) ligaza DNA 3; enzymalczacy wolne kdice casteczek
DNA

mCherry czerwone biatko fluoryzgpe o budowie monomerycznej i ulepszony
wiasnagciach (Shaner i wsp., 2004)

MeCP2 (ang. metyl CpG bhinding protein 2) biatko wihzace s¢ do zmetylowanych
reszt CpG w DNA

MeK9H3 zmetylowana lizyna 9 histonu H3




Spis skrotow

mVenus

mVenus nalgy do grupy biatek emitggych zo6itg fluorescengj (ang.yellow
fluorescent protein); odmianaVenus powstata w wyniku mutacji GFP; jedn
z najjgniej swiecacych biatek fluoryzujcych, niewraliwe na zmiany
warunkow eksperymentu, jak pH czy sita jonowa

NER

(ang. nucleotide excision repair) naprawa przez wyetie nukleotydu;
mechanizm naprawczy zaargaany w usuwanie uszkodze DNA
wywotanych promieniowaniem UV

NHEJ

(ang. non-homologous end joining) niehomologiczneatzenie kacow; jeden
z mechanizmow naprawy DSBs

0GG1

(ang.8-oxoguanine glycosylase) glikozylaza usuwaga 8-oksoguanin

PCNA

(ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen) jadrowy antygen komoére
proliferujacych; uczestniczy w replikacji i naprawie DNA

Rad51

biatko uczestniczce w naprawie DSBs; gen kodoay biatko Rad51 jes
homologiem prokariotycznego genRecA; podobne strukturalnie biatk
zgrupowane zostaly w rodzinbiatek RAD51, ktére zaangawane g
w napravg DNA w mechanizmie HR

RFP

(ang.red fluorescent protein) czerwone biatko fluoryzage

RPA

(ang.replication protein A) biatko replikacyjne A, ktére wie st do ssSDNA
I uczestniczy w replikacji oraz naprawie DNA

SSB

(ang.single stand break) jednoniciowe pkniecie DNA

SUV39H1

(ang. SUV39 metyltransferase) ludzka metyltransferaza histonowa SUV/
odpowiada za potrognmetylacg lizyny 9 histonu H3 (Me3K9H3)

SUV4-20

(ang. SUV4-20 metyltransferase) metyltransferaza histonowa SUV4-2Z
odpowiada za potrognmetylacg lizyny 20 histonu H4 (Me3K20H4)

TC-NER

(ang. transcription coupled NER) jeden z mechanizmow NER, w ktory
naprawiane guszkodzenia w aktywnych transkrypcyjnie sekwerftjpiNA;
naprawa TC-NER zachodzi znacznie szybcigj@-NER

uv

(ang.ultraviolet) promieniowanie ultra-fioletowe

uv-DDB

(ang. UV DNA damage binding) kompleks wazacy DNA, ktére
uszkodzone zostalo promieniowaniem UV; zbudowany dwdch
podjednostek biatkowych: DDB1 (p127) oraz DDB2 (p48

XP

(ang. Xeroderma Pigmentosum) skéra pergaminowa; zespot chorob sk
0 dziedziczeniu autosomalnym recesywnym; wysfe 7 odmian chorob

(typ A-G)

XPA

(ang. Xeroderma Pigmentosum, complementation group A) ludzkie biatko

naprawcze kodowane przez gefiPA, uczestniczy w naprawie NER;

mutacje w geniXPA powoduy Xeroderma Pigmentosum typu A
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XPC

(ang. Xeroderma Pigmentosum, complementation group C) ludzkie biatko

naprawcze kodowane przez gef*’C, uczestniczy w naprawie NER;

mutacje w geniXPC powoduj Xeroderma Pigmentosum typu C

XPE

(ang. Xeroderma Pigmentosum, complementation group E) ludzkie biatko

naprawcze kodowane przez gefiPE, uczestniczy w naprawie NER;

mutacje w geniXPE powoduj Xeroderma Pigmentosum typu E

XPG

(ang. Xeroderma Pigmentosum, complementation group G) ludzkie biatko

naprawcze kodowane przez gei*G, uczestniczy w naprawie NER;

mutacje w geniXPG powodujy Xeroderma Pigmentosum typu G

YFP

nalezy do grupy biatek fluoryzagych na kolorzotty (ang.yellow fluorescent

protein); powstato w wyniku mutacji GFP




Definicije uzytych termindw

Definicje uzytych terminow

agregacja — ogoélny termin okrélajacy proces 4czenie si mniejszych cgstek lub
czagsteczek w wiksze zespoly (agregaty);

agregacja biatek — to zjawisko nieswoistegoadzenia si biatek, ktore prowadzi
do powstania bezpostaciowych skupisk (agregatdwyddkienek (amyloidu);

agregacja chromatyny — proces zmian w przestrzennej strukturze chronyatyn
w wyniku czego przybiera ona fognbardziej upakowani skondensoway; dochodzi do
zwiekszenia lokalnego stenia biatek wchodgych w sktad chromatyny oraz kwasow
nukleinowych w obszarze chromatyny, ktory ulegtemgrcji; agregacja chromatyny jest
jednym z etapow procesémierci komorki na drodze apoptozy. W przeciiggvie do

agregacjikondensacja chromatynytowarzyszy podziatom komérkowym i jest odwracalna.

Polega na zwkszeniu stopnia upakowania struktury chromatynowejwyniku czego
formowane g skondensowane chromosomy; w procesie tym uczestsigecjalne biatka

zwane kondensynami;

dynamiczna wymiana biatka— zmiany sgzenia biatka w poszczegdinych obszarach lub
przedziatach subkomérkowych npdja komérkowego lub catej komorki, a tgkwymiana

czgsteczek biatka mdzy pub wolng, a zwihzanr;

monowarstwa komorek — (ang. cell monolayer) hodowla, w ktorej komérki rogn
w postaci jednej warstwy na powierzchni; komérksrgee w ten sposdb magmiet rézng
gestas¢, hodowla konfluentna (angonfluent - zgromadzony), tzn. taka, ktéra ggicta
100% konfluencji, to hodowla, w ktérej komérki pgkr caly powierzchng naczynia

hodowlanego i zaczynapic odkleja od podiaa;



Definicije uzytych termindw

naswietlanie — termin ten ayto w tekicie w dwoch znaczeniach: (1) poddanie komdrek
znajdupcych sé w polu widzenia mikroskopu dziataniu dawlbwiatta potrzebnej
do rejestracji pojedynczego obrazu konfokalnego pdyedynczej klatki filmu w serii
czasowej trwajcej np. 30 min, oraz (2) poddanie komoérek dziatadawki $wiatta
o okre&lonej diugdci fali (514nm), w celu wzbudzenia zinterkalowanegoDNA jonu

etidiowego i wywotania lokalnego uszkodzenia wwiatlanym obszarze;

piksel — (ang.pixel) najmniejszy element obrazu cyfrowego;

powiekszenie elektroniczne — funkcja urzdzenia elektronicznego (np. kamery
cyfrowej), ktéra powoduje ,zbtenie obrazu” i dziata na podobnych zasadach, jak
powickszanie zdj¢ w programach komputerowych; ten rodzaj pgszania nie zvgksza
rozdzielczdci obrazu, poniewaobraz zostaje w prosty sposéb peksizony bez dodawania
dodatkowych pikseli. W skaningowym laserowym mikagsie konfokalnym CLSM
(ang.Confocal Laser Scanning Microscopy) powickszenie elektroniczne zale od zakresu

ruchu luster;

powiekszenie optyczne- jest stosunkiem wymiaréw obrazu mikroskopowego dane

przedmiotu, wytworzonego w ukfadzie optycznym, dmzmiaréw rzeczywistych tego
przedmiotu; catkowite powkszenie mikroskopu jest iloczynem peWszenia obiektywu

i okularu;

przebudowa chromatyny — zwana te rearanzacia lub remodelingiem chromatyny

(ang.chromatin remodeling), jest to wystpujacy u wigkszaci organizmow eukariotycznych
proces polegacy na zmianie struktury chromatyny przy pomocy ékneych,
wielopodjednostkowych komplekséw biatkowych, w kidn centralg role odgrywa biatko

o aktywngci ATP-azy, wykorzystuyjce energi hydrolizy ATP do wbudowywania
nukleosoméw. Wspdélnym elementem dziatania wszystkiempleksow jest tworzeniectti
DNA, ktore mae ulegg przemieszczeniu w odlsie nukleosomu. Zmiany struktury
chromatyny uczestnigav wigkszasci proceséw gdrowych, m.in. regulacji ekspresji genow,
replikacji, czy naprawie DNA. Biatka wprowadzeg zmiany w przestrzennej strukturze

chromatyny po raz pierwszy odkryte zostaly stoswikamiedawno, w pocgkach lat 90
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ubiegtego (XX) wieku. Do chwili obecnej poznano bug i mechanizm dziatania czynnikow
biatkowych, takich jak: kompleks SWI/SNF (do ktéoegaley BRG1), kompleks NURF
i CHRAC, ACF-1, oraz biatka Polycomb (w tym biatR& zawierajce chromodomey);

rekrutacja biatek - nazywana take akumulacia lub gromadzeniem - proces

przybywania nowych eiteczek biatka do populacji biatek istnaigych juz w danym miejscu,
w przedziale komorkowym, goz obszarze gdrowym, w wyniku czego nagiuje lokalne

zwickszenie s{zenia tego biatka w danym obszarze;

targetowanie biatek - inaczej zwaneierowaniem biatek; termin ten pochodziczyka
angielskiego (angargeting) i okresla mechanizm, w ktorym nagtuje transport csteczki
biatka do odpowiednich przedziatbw komérkowych (morganellum takich, jakag@ro
komoérkowe, czy specyficzne domenydijowe) lub rejonédw poza komd&k Proces
targetowania odbywagprzy udziale informacji zawartej w samepsieczce danego biatka.
Transport odbywa sipo okrdlonych trajektoriach i uczestniczyv nim mog inne biatka
lub specyficzne kompleksy biatkowe. Przemieszczanieodpowiednie miejsca pozwala
biatkom peiné okreslone funkcje w tych przedziatach. Sygnatly do przsmczania biatek
sa rézne, jednym z nich me by m.in. fosforylacja w olgbie okrglonych reszt

aminokwasowych.
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Rozdziat 1 Wstp

1.1 Struktura i upakowanie DNA u eukariota

Jadro to organella komérkowa wyglujagca u organizméw eukariotycznych, w ktorej
umieszczony jest prawie caly materiat genetycznyndiki. W komorce znajduje i
zazwyczaj jednogdro (monokariocyty), cho spotykane g rowniez komoérki dwupdrzaste
(dikariocyty) oraz wielgjdrzaste (polikariocyty). adlro posiada wiasn otoczke jadrows,
ktéra zbudowana jest z dwdch dwuwarstwowych btastkbwo-lipidowych: wewatrznej
I zewretrznej (Rys. 1.1). Transport pogdzy jadrem a cytoplazg odbywa st przez
umieszczone w btonach liczne poagljowe. Znajdujcy sk wewmntrz jadra kompleks DNA
i biatek nosi nazw chromatyny. Ponadto, wewimnz jadra znajduj sie rowniez mate ciatka
zwane jderkami oraz inne struktury, jak ciatkgdjowe PML czy ciatka Cajala (an@ajal
bodies CBs). W organizacji strukturygrowej uczestnicg laminy jpdrowe, tworzace dwie
sieci filamentow pérednich, ktdére umieszczone svewrnatrz oraz na zewgirz otoczki

jadrowej.

btona zewnetrzna {
btona wewnetrzna j
nukleoplazma

jaderko
&

otoczka jgdrowa

pory jadrowe

Rysunek 1.1. J adro komdérkowe

Schemat budowy jadra komoérkowego. Jadro otoczone jest otoczkg jgdrowsg, ktéra zbudowana jest
z dwoch blon: zewnetrznej oraz wewnetrznej, w ktérych znajdujg sie pory jgdrowe. Wnetrze jgdra
stanowi nukleoplazma, w ktérej znajduje sie chromatyna oraz jaderka. Wykonano na podstawie:
(http://rwyman.com/nucleus-sm.jpg).

1.1.1 Budowa DNA

Nosnikiem informacji genetycznej jest dwuniciowy DNAtruktura przestrzenna
DNA opisana zostata w 1953 roku przez Watson'aickCa. Czsteczka DNA zbudowana

jest z czterech prostych jednostek, zwanych nuydiohi: adeninowego (A), tyminowego

12



Rozdziat 1 Wstp

(T), guaninowego (G) oraz cytozynowego (C).zHy nukleotyd sktada siz odpowiednie]
zasady azotowej (A, T, G, C), pokonej z picioweglowym cukrem - deoksyrybgzoraz

reszty kwasu fosforowego (P) (Rys. 1.2).

A\ rdzen

>

s fosforanowo-

(£ = I_"cukrowy
—

= pary
zasad

Adenina

_ zasada
-~ azotowa

Tymina

Guanina

Cytozyna

Rysunek 1.2. Dwuniciowa cz gsteczka DNA

Schemat czgsteczki DNA ztozonej z dwéch tancuchéw DNA. Pojedyncza ni¢ DNA zbudowana jest
z nukleotydéw. W kazdym nukleotydzie znajduje sie utworzony przez cukier deoksyryboze oraz reszte
kwasu fosforowego rdzen fosforanowo-cukrowy, ktéry tgczy sie z rdzeniem drugiej nici poprzez
zasady azotowe (adenina, tymina, guanina i cytozyna). W oddzialywaniach pomiedzy zasadami
azotowymi, nalezgcymi do sgsiednich nici, uczestniczg mostki wodorowe. Wykonano na podstawie:
(http://whyfiles.org/075genome/images/dna.gif).

Czgsteczka DNA zbudowana jest z dwoch nici, ktorig leaprzeciwko siebie, przy czym
kazda nt to dtugi taacuch nukleotydéw. DNA jest zatem dwuniciowym pokieotydem
(Alberts i wsp., 2002). tiecuchy DNA ustawione gsantyrownolegle i owijaj sic wokot
wspolnej osi, tworgzc tzw. prawoskstng podwojry helis;. Reszty cukrowe i fosforowe,
pofaczone ze sabwigzaniem fosfodiestrowym, znajdugic na zewntrz helisy formujgc

rdzen fosforanowo-cukrowy.

W wewretrznej czsci podwdjnej helisy znajdajsic zasady azotowe. W utrzymaniu
dwéch nici razem uczestnigzwigzania wodorowe, utworzone pogdzy zasadami
azotowymi gsiednich nici. Wazania te powstajpomidzy parami zasad azotowych wedtug
bardzo prostych regut, wynikgjych ze struktury tych zasad. Adenina (A) zawgezey st za
pomo@ dwoch wizan wodorowych z tymia (T), a cytozyna (C), za pomtrzech wizan,

13
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z guanin (G). Ponadto, adenina mw take Rczy¢ sie z uracylem (U), w kwasie
rybonukleinowym (RNA). W ten sposob jedna mDNA wyznacza budow drugiej nici,
a zatem dwie nici gskomplementarne, czyli wzajemnieg sizupetniag (Rys. 1.3). Znajc
sekweng} zasad jednej nici gsteczki mana w prosty sposob przewidzietozenie zasad

w drugiej nici, naleacej do tej samej gateczki DNA.

5.3

wiazanie wodorowe

Rysunek 1.3. Komplementarno $¢ zasad azotowych w DNA

Po wewnetrznej stronie tancucha DNA znajdujg sie wigzania wodorowe, ktére powstajg pomiedzy
parami zasad azotowych; tymina (T) laczy sie z adening (A), a cytozyna (C) z guaning (G). tancuch
DNA posiada polaryzacje chemiczng (tancuchy obydwu nici biegng przeciwnie; na rysunku
zaznaczono kierunek 5'-3’), a obydwie nici utozone sg wzgledem siebie antyréwnolegte. Wedtug:
(http://library.thinkquest.org/).

Wspomnié€ jednak naley, iz pary typu Watsona-Cricka (A i T oraz G i C) nig s
jedynym ut@zeniem zasad spotykanym w ebre DNA. Spotykany jest rOownieinny rodzaj
parowania, nazywany parowaniem typu Hoogsteena.ry@ala tego zjawiska - Karst
Hoogsteen w 1963 roku wykazat bowiernzaréwno w krysztatach DNA, ktore znajduje si
w kompleksie z niektorymi zwrkami interkalugcymi, jak i w DNA o strukturze znacznie
zakiéconej, w wyniku jego oddziatywtaz pewnymi biatkami, do tworzenia yzan
wodorowych w parach zasadgéziowo wykorzystywanegsinne miejsca, riw parach typu
Watsona-Cricka. Nie zostato jednak potwierdzong, garowanie typu Hoogsteena odgrywa
jakas role w procesach zachoglzych w komorce (Wglenski 2006). Wykazano jednak; ien
typ parowania odgrywa bardzo istgtrolg przy tworzeniu struktur trojniciowych. Pojawig si
jednak pytanie, dlaczego alternatywne formy par AG-C nie wysgpuja w dwuniciowych
czasteczkach DNA? Odpowiedzi jest niestabilng. Okazuje sie bowiem, ze

w fizjologicznym pH pary G-C typu Hoogsteenarsestabilne, zadwa wgzania wodorowe
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czynig pak G-C typu Hoogsteena mniej stahjilad pary G-C typu Watsana-Cricka, w ktorej

wystepuja trzy wigzania wodorowe.

Ze wzgkdu na formg przestrzengy dwuniciowa czsteczka DNA nosi nazwv
podwodjnej helisy (Alberts i wsp., 2002). Kda z nici DNA posiada na jednym fau
(oznaczanym jako 5'), przy ostatnim nukleotydzieJny grupe fosforanow przy weglu 5'
deoksyrybozy, Zana drugim kacu (oznaczanym jako 3') ostatni nukleotyd z wgodmupm
hydroksylows przy weglu 3' deoksyrybozy. Helisa dwdch nici DNA sple@ojest w ten
sposObze jedna z nici zaczynaesod kaica 5', a druga od 3'. Obydwie nigi wzgledem
siebie antyrownolegte, co oznacza koniec jednej pofmny jest dokladnie naprzeciwko
poczatku drugiej. Sposob pgtzenia jednostek nukleotydowych wnéaich nadaje mu
polaryzacg chemiczi. Polarnd¢ tancucha DNA oznacza giprzez oznakowanie jednego

Z jego kaicow jako 3’, a drugiego 5’ (Alberts i wsp., 2002).

Oprocz whzan wodorowych, pongidzy utazonymi w pozycji poziomej zasadami
azotowymi, wystpuja tzw. oddziatywania ,stackingowe”, ktére uczestmiom tworzeniu
charakterystycznych struktur tzw. stosow (amstackd (Saenger 1988). Oddziatywania
~Stackingowe” petry kluczowy role w stabilizacji helisy DNA. Jest to rodzaj oddziabh
pionowych, ktére powstaj pomidzy utazonymi nad solp zasadami. W tworzeniu
oddziatywa ,stackingowych” zaangawane §:. system elektrondéwn, dipole oraz
indukowane momenty dipolowe. Istgtmole odgrywaj tu take sity dyspersyjne Londona
oraz oddziatywania wodorowe (szczegOlnie w roztwbravodnych). Stosy utworzone
pomicdzy zasadami purynowymi uwa st za najbardziej stabilne, z kolei najmniej stahilne
i tym samym najstabszeg s,oddziatywania stackingowe” utworzone pauity zasadami

pirymidynowymi(Saenger 1988).

1.1.2 Nukleosomy

Biatka histonowe opisane zostaty po raz pierwszyi884 roku przez Albrecht’a
Kossel'a. Histony obecnegswe wszystkich komodrkach eukariotycznych, nie wysja
natomiast u prokariota. Wykazano jednalk, w komérkach prokariotycznych obecng s
biatka wykazujce podobiastwo do biatek histonowych (Turner 2001). Histomy mate

biatka o wielkdci 102-135 reszt aminokwasowych. Sgal innych biatek wyrénia je to, #
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s3 bogate w dwa aminokwasy: lizgni arginire, ktore przyjmug tadunek dodatni
w neutralnym pH. Znanych jestggirodzajow biatek histonowych (histony H1, H2A, H2B,
H3 i H4), ktére wykazy istotne ranice w wielkdci, catkowitym tadunku oraz zawakm
aminokwasow, a w szczegokwob lizyny i argininy. Histony uwzane § za wysoce
konserwatywne biatka, gzahiston H3 i H4 zalicza sido najbardziej konserwatywnych
spasrod wszystkich poznanych biatek (Turner 2001).

Oktamer histonowy

Biatka histonowe uczestnigzw organizacji chromosomow twez podstawow
jednostk organizacyjn, jaka jest nukleosom (Rys. 1.4) (Alberts i wsp., 2008 dziwi
zatem fakt, 2 zawart@¢ histonébw w komoérce jest da, zd catkowita masa biatek
histonowych réwna jest masie DNA. Pojedynczy nukten sktada §iz czterech rodzajow
biatek histonowych: H2A, H2B, H3 i H4, ktore w lise po dwie czsteczki na kady
nukleosom tworz kompleks tzw. oktamer histonowy. Wodowisku podwyszonej sity
jonowej oktamer ten mie dysocjowda na jeden tetrametr (H3-Hdi)dwa dimery H2A-H2B.

tacznikowy . _ histony
DNA ™ ~ H2A,H2B, H3iH4

DHA
rdzenia

K tacznikowy
110 A DHNA

Rysunek 1.4. Nukleosom

Schemat budowy pojedynczego nukleosomu wielkosci 5,5 nm i szerokosci 11 nm. Nukleosom sktada
sie z oktameru histonowego (zbudowanego z histonéw rdzeniowych: H2A, H2B, H3 i H4), na ktory
nawiniety jest tancuch DNA, a znajdujgcy sie na zewnatrz histon H1 pelni role tgcznika — szczegoty
w tekscie. Wedtug: (http://zguw.ibb.waw.pl/~knbm/bmwi/podrek/gen_eu/MB-Nukleosom.gif).

Oktamer histonowy jest swego rodzaju rdzeniem biaikn, na ktéry nawinite jest DNA
o diugaci 146 nukleotydow (Luger i wsp., 1997). Pediy nukleosomami znajdujegsizw.
tagcznikowe DNA, ktorego diug@ jest zmienna i migi sic w przedziale od kilku do 80 par
nukleotydéw. W utrzymaniu struktury nukleosomowegestniczy wiele oddziatywia ktére
wystepuja pomkdzy DNA a resztami aminokwasowymi, m.in. oddziatyweawodorowe,
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oddziatywania o charakterze niepolarnym czy odgwahia elektrostatyczne typu jon-jon

(,mostki solne”).

Chromatosom

Na zewntrz nukleosomu znajduje ¢sihiston H1, ktéry peini rel tacznika
I uczestniczy w formowaniu oraz stabilizacji wysakglowej struktury chromatyny. Histon
ten zawiera globularny rdiaena ktérego N- oraz C-kou znajdyj sie dwa dtugie ,ogony”,
ktore oddziatyj z nukleosomowym orazdznikowym DNA. Na zewsirz kazdego rdzenia
nukleosomowego znajduje¢sjedna casteczka histonu H1, a pdiona jest ona dokladnie
w miejscu wchodgcej i wychodzcej z nukleosomu nici DNA. Terminem ,chromatosom”
okresla sk kompleks, w sktad ktérego wchodzi nukleosom oriaioh H1 (Turner 2001).

Ogony histonowe

Na zewatrz rdzenia nukleosomowego wystajN-koncowe fragmenty biatek
histonowych, wielkéci okoto 25 aminokwaséw, nazywane ,ogonami histoyrow.
Wykazano, ze biatkowe fragmenty ,ogondéw histonowych’s sszczegdélnie bogate
w aminokwasy zawiergge tadunek dodatni. Ponadto, tylko niektore fragiymevystagcych
na zewntrz nukleosomu domen posiaglagtruktue o-helisy, gdg w domenach tych
przewaa struktura ,k¢bka statycznego” (Turner 2001). W ebie ,ogondw histonowych”
zachodz liczne modyfikacje potranslacyjne (Peterson i ea2004) (Rys. 1.5), ktore nigs
informacg epigenetyczap i petnig kluczows role w wielu procesach ggdrowych, m.in.
w naprawie DNA oraz ekspresji gendéw. Modyfikacje abrebie ogondéw histonowych
uczestnicz w bardzo ciekawym mechanizmie epigenetycznym (@ur2001), w ktorym
zachodzt moze aktywacja lub wyciszanie genow. Mechanizm epigezaej regulacii
ekspresji genéw wynika nie tyle ze zmiany samepggicji DNA, co z oddziatywia DNA ze

swoistymi biatkamigdrowymi.
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acetylacja
metylacja

ubikwitynizacja

sSuU

fosforylacja

' A ™
= [2] 5 & B

Rysunek 1.5. Potranslacyjne modyfikacje ,ogonéw his tonowych”

Schemat nukleosomu z wystajgcymi na zewnagtrz ,ogonami histonowymi”. W obrebie aminokwasow
wchodzacych w sklad ,ogonéw histonowych” zachodzi¢ moga nastepujgce modyfikacje
potranslacyjne: acetylacja, metylacja, ubikwitynizacja, sumoilacja i fosforylacja — szczeg6ty w tekscie.
Wedtug: (http://chemistry.gsu.edu/faculty/Zheng/nucleosome.jpg).

Aminokwasy, ktére znajdgj sii w domenach ,ogonow histonowych” podlegaj
licznym modyfikacjom potranslacyjnym, a w procesatfth uczestnicg specyficzne
kompleksy enzymatyczne. W @bie grups-aminowych lizyny zachodzi acetylacja, ktéra jest
katalizowana przez kompleks enzymatyczny acetyistexazy histonowej (HAT).
W procesie przeciwnym, usuwaniu grup acetylowyctzestniczy deacetylaza histonowa
(HDAC) (Turner 2001).

Oprocz acetylacji, do s-aminowych reszt lizyny detzone mog by¢ reszty
metylowe. Proces ten nosi nagwmetylacji i katalizowany jest przez kompleks
metylotransferaz histonowych (HMT). Wprowadzonazmby 1, 2 lub 3 reszty metylowe,
odpowiednio: pojedyncza-, podwadjna-, potréjna neatjd. Metylowaneagsnajczsciej histony
H3 oraz H4. Obydwa procesy, metylacja oraz acegfyjaodgrywaj kluczowg role
w regulacji transkrypcji w chromatynie. Do niedawmaazano, ¥ metylacja jest procesem
nieodwracalnym. Ostatnie odkrycia dowe@dzednak, ze proces ten jest odwracalny.
Demetylacg lizyny 36 histonu H3 (H3-K36) katalizuje biatko DiM1 (ang.JmjC domain-
containing histone demethylasg, ktére nalezy do rodziny bialek zawieraggych domen
JmjC (Tsukada i wsp., 2006).

Kolejng modyfikach potranslacyja jest fosforylacja, ktéra zachodzi w gbre

aminokwasow takich, jak: seryna, tyrozyna, treonmaake lizyna, histydyna czy arginina.
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Pomimo, & procesowi fosforylacji podlegaj gtdwnie histony rdzeniowe, najbardziej
intensywna fosforylacja obserwowana jest w przypaldistonu H1 (Turner 2001). Ponadto,
w histonie H1 fosforylacja zachodzi zaréowno w gie ogonéw N- oraz C-kmowych,
podczas gdy w histonie H3 ograniczea jsidynie do N-kaca. Odkrytoze proces fosforylaciji
histonéw H1 oraz H3 zatg od faz cyklu komorkowego, gaajwicksz fosforylach cechug
sie histony w mitozie (van Holde 1989). Panuje obequghd, ze fosforylacja, podobnie jak
i acetylacja histondw, powoduje zmniejszenie stapupakowania struktury chromatynowe;j

i aktywacg transkrypcji (Chadee i wsp., 1999).

Ubikwitynizacja jest procesem odwracalnym, ktéryyday histonéw H2A, H2B oraz
H3 i polega na przytzeniu matego (76 reszt aminokwasowych) biatka whyny do

aminokwasu lizyny.

W procesie sumoilacji nagiuje kowalencyjne przytzenie matego biatka SUMO.
Biatka histonowe podlegamog rowniez procesowi ADP-rybozylacji (przytzenie jednej

lub kilku reszt adeninowych), a tak cytrulinacji (deiminacji argininy) (Turner 2001).

Kod histonowy

Ze wzgkdu na rodzaj modyfikacji potranslacyjnych méwmazna o swoistym kodzie
histonowym (Jenuwein i Allis 2001). Rdorodne modyfikacje w obbie N-kaxcowych
domen biatek histonowych wptywamogy aktywupco lub hamujco na powinowactwo
| oddziatywania biatek z chromatyn Specyficzne biatka chromatynowe mpgz kolei
wpltywaé na dynamiczne zmiany pogadizy transkrypcyjnie aktywnymi, a transkrypcyjnie
wyciszonymi stanami chromatyny. Zbiér modyfikacji @brecbie N-kaacowych ,ogonéw
histonowych” stanowi zatem specyficzny ,kod histey®, ktéry w znaczny sposob zegkisza
potencjat informacji zawartej w samym kodzie genetym (Jenuwein i Allis 2001). Co
wi¢cej, metylacje w olgbie histonédw (K9H3) maog wplywat na aktywnéé enzymu
metylotransferazy DNA i w ten sposéb prowa&ddo metylacji cytozyny w gsiadupcych
sekwencjach DNA (Bird 2001).

Rozmieszczenie nukleosomow

Kazdy fragment helisy DNA mie zostéa nawinity na nukleosom, wydaje¢siwviec

logiczne,ze odlegitdci pomidzy nukleosomami powinny Bbyegularne. Tak jednak nie jest,
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wystepuja bowiem duae r&nice w rozmieszczeniu nukleosomow. Okazuje & miejsce,

w ktérym utworzony zostanie nukleosom determinowgest dwoma czynnikami. Jednym
z nich jest zgicie helisy DNA, po ktérym nagpbuje nawingcie DNA na rdzé histonowy.
Jest to d& trudny proces i wymaga zaistnienia specjalnychumadw, m.in. kompresji
matego rowka DNA. Wykazanoz ikompresja ta zachodzi znacznie tatwiej w przypadku
sekwencji DNA bogatych w pary A-TthC-G. Czynnik drugi, waniejszy, dotyczy obecroi
innych biatek gdrowych, ktore oddziatgj z DNA. Werdéd biatek tych s takie, ktore
preferencyjnie wjza sie w s3siedztwie nukleosomow, lecz ez i takie, ktére oddziaty

z DNA i tworzg rodzaj ,przeszkédd” dla formowania nukleosomow (@is i wsp., 2002).

1.1.3 Wysokorzedowa struktura DNA

Podstawowy stopieupakowania DNA wgdrze komérkowym stanowinukleosomy.
Powstato kilka modeli w celu wyjaienia wysoce upogdkowanej struktury DNA wadrze
komorkowym. Jeden z modeli zaktadanukleosomy wraz zy€znikowym DNA uktadaj si¢
w specyficzny sposob, w postaci struktury zygzakeyy&tora tworzy solenoid (van Holde
i Zlatanova 1995)Srednica solenoidu wynosi 30 nm i dlateg@stp okréla sk go mianem
30-sto nanometrowego wiOkna chromatyny. WNasie, solenoid uktada i
w charakterystyczne ¢fle, ktére buduyj chromatydy (Rys. 1.6). Odkrytase w procesie
formowania 30-sto nanometrowego widkna chromatyegngaowany jest histon H1, ktory
wigze st z nukleosomem i powoduje zmiarorientacji casteczki DNA, ktéra z niego
wychodzi (Alberts i wsp., 2002). Ponadto, w twolzemwysokorzdowej struktury DNA
istotg role odgrywap réwniez ,ogony histonowe”, ktore wystg z rdzenia
nukleosomowego uczestnicw tgczeniu nukleosomow i formowaniu 30-sto nanometraweg

widkna chromatyny.
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Rysunek 1.6. Upakowanie DNAw | adrze komérkowym

Poszczegodlne etapy upakowania DNA, poczawszy od nukleosoméw az po chromosomy — szczegoty
w tek$cie. Wedtug: (http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/proceuc/chromosome.jpg).

Odkryto,  regularna struktura helikalna wyptije tylko w niektérych obszarach
chromatyny. Prawie cata chromatyndrpwa posiada nieregularstruktue helikalrg, ktora
wynika z r&nej dtugdci tagcznikowego DNA i lokalnych zaktogestruktury zygzakowatej.
Ponadto, dodatkowe zakiécenia i utrudnienia w upakou DNA wynikag réwniez
z obecnéci innych biatek chromatynowych. W chromatynie abea rowniez olbrzymie,
zaleene od ATP kompleksy biatkowe, ktére wprowadzpjzegciowe zmiany w strukturze
chromatyny, umgiwiajac w ten sposdb zachodzenie takich proceséw, jak. tnanskrypcja,
replikacja czy naprawa DNA (Alberts i wsp., 2002).
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1.1.4 Chromosomy

Upakowanie DNA w gdrze komorkowym jest tie w kolejnych fazach cyklu
komorkowego. Form organizacji materialu genetycznego wadrize metafazowym
s3 chromosomy (grchroma- kolor; gr.soma- ciato), ktére wykazuj réznice w wielkaci
oraz ksztalcie. U organizmow eukariotycznych chream sktada z dwdch chromatyd
siostrzanych, ktore zbudowang s pojedynczych ceiteczek DNA (Alberts i wsp., 2002).
Najbardziej skondensowane i jednogre najlepiej widoczne pod mikroskopem
sa chromosomy metafazowe (Rys. 1.6). W strukturzemtmsomow wyréni¢c mozna dwie
chromatydy siostrzane, pokzone w jednym punkcie centromerem. Chromosomyuzstton
zakaiczone g powtarzajca sie sekwencj nukleotydow, ktore twotg telomer. Skracanie
telomerdéw, ktore towarzyszy podziatom, prowadzsthrzenia i komorki.

Struktura chromatyny waglrze interfazowym nie jest tak skondensowana, jedy p
podziale komérkowym. Chromosomy w interfazie zlik@lvane g w okrelonych rejonach,

tzw. “terytoriach chromosomowych” (Lamond i EarnshiE998).

Ruchy chromosoméw

Chromosomy charakteryzyj sie dynamiczig struktug. Kondensacja chromosomow
nie zachodzi tylko przy podziale, lecz rownie/ trakcie interfazy. Obserwowano ruchy
.,famion chromosomowych” waglrze interfazowym, ktére towarzyszyklom kondensacji

i dekondensacji chromatyny. Wykazana, ruchy te zalgs od fazy cyklu komérkowego

I moga odbyw& sie w kierunkusrodek pdra - otoczkagdrowa lub w kierunku przeciwnym
(van Holde i Zlatanova 1995). Odkrytge ruchy chromosoméw zachedwwniez w trakcie
replikacji DNA, podczas ktorej odpowiednie fragmentDNA przemieszczane
s3 do gdrowych obszarow tzw. “fabryk replikacyjnych”, wakych zgromadzoney biatkowe
kompleksy enzymatyczne (van Holde i1 Zlatanova 199&)ndensacja i dekondensacja
chromatyny w gdrze interfazowym odgrywa istafnrole w wielu procesacha@rowych,

m.in. w ekspresji gendw, rekombinacji czy napraidi¢A.
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1.2  Chromatyna

Wystepujacy w jadrze komdrkowym kompleks DNA i biatek nosi nazehromatyny.
Na podstawie rinic w wybarwieniu wyszczegoélniono dwa typy chronmgty wysoko
skondensowan - heterochromatyn oraz mniej skondensowan euchromatye (Alberts
i wsp., 2002). Termin heterochromatyna wprowadzaongtat pod koniec lat 20-tych XX
wieku przez Emila Heitz'a, aby opisgostd chromatyny, ktéra pozostaje skondensowana
na przestrzeni prawie catego cyklu komorkowego, reegiwienstwie do pozostatej €zci
genomu (euchromatyny), ktéra podlega intensywndjoddensacji w trakcie prZajia
z metafazy do interfazy (Heitz 1928).

1.2.1 Euchromatyna

W interfazie euchromatyna wygtuje w stanie zdekondensowanym i zlokalizowana
jest na terenie categadra komdérkowego. Euchromatyngdia interfazowego to 30 nmani
chromatynowa, ktora zorganizowana jest w postagiie@ajcych od 50 do 100 par zasad
DNA, olbrzymich gtli domenowych (Cooper 2000). W konformacji barglzigzluznionej,

w postaci 10 nm nici chromatynowej, wystije okoto 10% euchromatyny. W obszarach tych
zlokalizowane s geny i podlegaj one aktywnej transkrypcji. Regulacja ekspresji Gyen
powigzana jest ze struktichromatyny. Wykazanoz wicksza¢ podlegagcych transkrypciji
fragmentow DNA, tzw. ,aktywnych genow”, zlokalizowa jest w euchromatynie (Cooper
2000).

1.2.2 Heterochromatyna

Okoto 10% chromatyny interfazowej stanowi heteroamatyna, ktéra wyspuje
w stanie skondensowanym we wszystkich fazach ckklmérkowego, z wytkiem p&nej
fazy S, gdy podlega ona replikacji. Tylko niewielkzzba aktywnych genéw zlokalizowana
jest w heterochromatynie i w zywku z tym ¢ postdg chromatyny okréa si mianem
nieaktywnej transkrypcyjnie. Vgzy poziom upakowania struktury chromatyny repragen
heterochromatyna, ktora zawiera liczne biatka, wm ty specyficzne biatka
heterochromatynowe (Avramova 2002). W die heterochromatyny wyz@iono dwie
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formy: heterochromatyn konstytutywn oraz fakultatywa (Turner 2001; Elgin i Grewal
2003). Obydwie postacie heterochromatyny, fakuaty oraz konstytutywna, bogate s
w hypoacetylowane histony H4 oraz sekwencje DNA ieeajppce zmetylowana cytozyn
w dwunukleotydach CpG (Turner 2001).

Heterochromatyna konstytutywna

Heterochromatyna konstytutywna wystije gtéwnie w rejonach pericentromerowych (wokot
centromeru), obszarach telomerowych (przyndach chromosomow) oraz w rejonach
organizatora gderka. Ta posta heterochromatyny obfituje w sekwencje repetytywne
(powtérzenia pewnych sekwencji nukleotydow), jesbssnkowo uboga w sekwencje
kodujce geny i zawiera tylko niewielrakcje acetylowanych histonow H4 (Turner 2001).

Heterochromatyna fakultatywna

Heterochromatyna  fakultatywna posiada zarowno cechlguchromatyny, jak
I heterochromatyny. Zawiera charakterystyczne dizheomatyny sekwencje DNA, jednak
przyjmuje wiasnéci strukturalne i funkcjonalne (intensywne barwenieplikacja w panej
fazie S oraz utrata aktywkm transkrypcyjnych), ktore charakterystyczng slla
heterochromatyny. Przyktadem heterochromatyny takywnej jest nieaktywny chromosom
X, ktéry wystpuje w komorkach somatycznych ssakéw pebskiej. Ulega on replikacji
w péznej fazie S, zaw interfazie przyjmuje konformagjwysoce skondensowgnktory
okresla sk mianem ciatka Barra. Inaktywacja chromosomu X wysfe rownie

w komorkach mskich, podczas spermatogenezy (Cowell i wsp., 2002)

Formowanie heterochromatyny

Powstawanie heterochromatyny nie jest determinowamey sekwenci DNA, lecz
oddziatywaniami specyficznych biatek z DNA. Zawyamaozna, ¢ istotna r@nica pomé¢dzy
euchromatys, a heterochromatyn widoczna jest jg na poziomie potranslacyjnych
modyfikacji w obebie tzw. ,ogondw histonowych”. Podiie nalezy, ze ilos¢ biatek
histonowych zaréwno w euchromatynie, jak i heterootatynie jest taka sama. Ponadto,
heterochromatyna zawiera zestaw specyficznych lbladéerochromatynowych, a pierwszym
zidentyfikowanym i opisanym biatkiem heterochronmetyyym byto biatko HP1 (ang.
Heterochromatin Protein )1 (Eissenberg i Elgin 2000). Odkryto,ze bloki
heterochromatynowe wptywaj na transkrypgj gendw umieszczonych w rejonach
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euchromatynowych. Wykazana, przyjecie przez gen struktury heterochromatynowepeno
spowodowa wytaczenie genu, grupy genodw, a nawet catego chromogdmner 2001).
Zjawisko wyciszania genow, przemieszczonych asiesiztwo heterochromatyny, oklane
jest mianemPEV (ang Position Effect Variegationi wystpuje u wielu organizmoéw
eukariotycznych. W procesie wyciszania, opartymmrechanizmiePEV, zaangaowane §
biatka heterochromatynowe, m.in. HP1 (Turner 2001).

1.3 Biatka HP1

Heterochromatynowe biatko HP1 (arldeterochromatin Protein )lodkryte zostato
w potowie lat 80-tych w laboratorium Sarah C. Rgikl(Washington University, St. Louis)
u muszki owocowepProsphila melanogastera nazwabiatka pochodzi od jego domiryge]
lokalizacji w heterochromatynie centromerowe]. HRdst wysoce konserwatywnym,
niehistonowym biatkiem chromosomowym, ktore ucziegihw wielu procesachgfirowych
(Fanti i Pimpinelli 2008), m.in. w formowaniu hedehromatyny oraz wyciszaniu genow
(Eissenberg i Elgin 2000). Od czasu odkrycia HPatostse popularnym obiektem
bada i wykazano, i oddziatluje ono z szergkgrup biatek pdrowych oraz bierze udziat

w wielu procesachygdrowych (Li i wsp., 2002).

1.3.1 Struktura biatka HP1

HP1 to biatka niewielkich rozmiardéw (173-240 reamtinokwasowych) sredniej masie
czagsteczkowej wynosgeej 25 kDa. Struktyrbiatka HP1 (Rys.1.7) najpdoiej okre&li¢ mazna
jako dwie konserwatywne domeny oddzielone mniejskeowatywnym rejonem zawiasowym
(Li i wsp., 2002).

117 71 86 108 116 176 191
f ﬁ I T
" Chromo [ Hnge | 'I Crromosnacow |

Rysunek 1.7. Schemat budowy biatka HP1

Pojedyncza N-koncowa chromodomena (Chromo) i pojedyncza C-koncowa domena chromoshadow
(Chromoshadow) oddzielone sg rejonem zawiasowym (Hinge). Wedtug: (Maison i Almouzni 2004).
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W obrbie sekwencji, jak i struktury biatka HP1, wyrd¢ mozna trzy rejony
(Rys. 1.8). Pierwszy to wygiujaca przy N-kacu chromodomena (CD), ktéra zaangaana
jest w wgzanie HP1 do zmetylowanej lizyny 9 histonu H3 (K9HRejon drugi stanowi C-
koncowa domena chromoshadow (CSD), ktérazendimeryzowa oraz oddziatywa z duza
grupa biatek pdrowych. Trzeci to tzw. zmienny rejon zawiasowyy.tzhinge” (ang.variable
linker, hinge regiol ktory oddziela obydwie domeny i zawiera sygraitalizaciji pdrowe;j
(Lomberk i wsp., 2006). Kaly z trzech rejonow HP1 zaarigavany jest w specyficzne

oddziatywania z innymi biatkami.

{a} .I:I.TG' Shop
- -
Exan 1 Exin 2 Exand Exion 4 Exan &

.l

o &
N[‘)I Cheoms Inlnmﬂim_c

()

-
Chromoshadow

Rysunek 1.8. Struktura biatka HP1 oraz koduj agcej go sekwencji

Na rysunku przedstawiono: (a) strukture genéw kodujgcych biatko HP1; kazdy gen skfada sie
z 5 egzondw przedzielonych 4 intronami, (b) konserwatywne rejony biatek HP1, ktére zlokalizowane
sg w obrebie dwdch domen, (c) trojwymiarowg strukture chromodomeny oraz domeny chromoshadow
mysiego HP1[3. Wedtug: (Lomberk i wsp., 2006).

Chromodomena

Chromodomena (CD) posiada konformagjlobularry i sktada s z trzech beczutelf

w utozeniu antyréwnolegtym oraz pojedynczehelisy (Rys. 1.8). CD okétna jest mianem
domeny wijzacej chromatya (Bannister i wsp., 2001). Chromodomena oddziatuje
ze zmetylowas lizyng 9 histonu H3 (K9H3). W oddziatywaniu tym uczeshyic
hydrofobowa kiesze chromodomeny (Lomberk i wsp., 2006). Na uwampstuguje fakt,

iz zadne inne kombinacje naturalnie wymijacych aminokwasow nie oddziafuz CD,

a zmetylowany histon K9H3 jest jedynym miejscemaania dla tej domeny. Pojawienie si

mutacji w sekwencji kodggej domen CD uniemaliwia rekrutacg HP1 do miejsc
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heterochromatyny centromerowej (Cheutin i wsp., 00WVigzanie HP1 z chromatyn
poprzez oddziatywanie chromodomeny z K9H3zeby¢ zakiécone w wyniku zahamowania
metylacji K9H3 przez inhibitor deacetylazy historgyfHDAC) czy trichostatya A (TSA
(Taddei i wsp., 2001). Wzanie to maee by réwniez zakiécone przez mutacje w genie
specyficznej dla K9H3 metylotransferazy histonowMT), SUV39H (Cheutin i wsp.,
2003).

Domena chromoshadow

Domena chromoshadow wykazuje zdupodobiéstwo struktury z chromodomgn CSD,
podobnie jak CD (Rys. 1.8), posiada konformagipbularm i sktada sj z trzech beczuteR-
w utozeniu antyrownolegtym oraz nie pojedynczej, jak worhodomenie, lecz podwojne}
helisy w rejonie C-kacowym (Lomberk i wsp., 2006). W przeciviggwie do CD, domen
CSD okréla sk jako domen dimeryzacyjg (Brasher i wsp., 2000\ roztworze wodnym
CSD fatwo dimeryzuje, podczas gdy CD pozostaje imnfe monomerycznej. A zatem, dwie
czgsteczki biatka HP1 mag oddziatywa& ze sob i tworzy¢ homo- lub heterodimery

w obrebie r&znych izoform biatka HP1.

Domena CSD uczestniczy w oddziatywaniach biatko iatkb, ktore wysépuja
pomiedzy biatkiem HP1 i innymi biatkami zawiegglymi sekwengj konsensusogvPxVxL
(gdzie P = prolina, V = valina, L = leucyna, x =wddny aminokwas) (Cowieson i wsp.,
2000). Wrod biatek posiadagych pentapeptyd PxVxL wy#dic mazna: czynniki
transkrypcyjne TIFs oraz Su(z), biatko TARBO whzace s¢ do kasety TATA, CAFl
I NIPBL (Hiragami i Festenstein 2005). Nie wszystkiiatka oddziatace z HP1 wiza si¢
z nim za pérednictwem domeny CSD, czego przykladem jest ORfyek oddziatuje
z domen CD biatka (Pak i wsp., 1997). Ponadto niektére gonenty otoczkigdrowej, takie
jak: LAP2B czy lamina B réwnig oddziatuj z domen CD biatka HP1 (Polioudaki i wsp.,
2001).

Rejon zawiasowy

Dwie wysoce konserwatywne domeny, CD oraz CSD, ieflolze 3 mniej konserwatywnym,
elastycznym rejonem zawiasowym (argnge region, ktory zawiera zmiemp sekwenas
aminokwasow i jest wysoce podatny na modyfikacje potranslagyja w szczegolisoi

na fosforylagt. Modyfikacje te wptywaj na lokalizag}, oddziatywanie oraz funkcje HP1.
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Interesugca cechy obszaru ,hinge” jest toziposiada on wiele zgodnych miejsc fosforylacji
dla r&nych kinaz biatkowych (Eissenberg i wsp., 1994xyPuszcza mazna, i fosforylacja

w obrebie ,hinge” odgrywa maze wana role w regulacji aktywnéci domeny CD oraz CSD,
a nawet calej esteczki HP1. Fragment biatka zawiej rejon zawiasowy mi@ by zatem

centralnym punktem kontrolnym w regulacji HP1 (Laanibi wsp., 2006).

Niewielka liczba biatek oddziatuje z obszarem ,hehgHP1l. Rejon zawiasowy
odgrywa kluczow role jedynie w przypadku wezania HP& z bialkiem wewntrz-
chromosomowym INCEP (Ainsztein i wsp., 1998). Pdoachinge” oddziatuje z RNA oraz
chromatyn, a oddziatywanie to wydajee¢sby¢ istotne w kierowaniu biatka HP1 do domen

pericentrycznych (Muchardt i wsp., 2002).

1.3.2 Rodzina biatek chromodomenowych

HP1 naley do rodziny biatek chromodomenowych, ktére wpsia u licznych
gatunkéw grzybow, rdin, jak i zwierzt. U ssakéw, biatka chromodomenowe wchpdz
w sktad duych, wielocasteczkowych kompleksow chromatynowych,adb biatek
zaangaowanych w zmiag struktury chromatynowej (Jones i wsp., 2000). @Giwdomena
(ang. chromatin organisation modifi¢r zdefiniowana zostata jako homologiczny rejon

50 reszt aminokwasowych, wygptljacy w biatkach nalzacych do tej rodziny.

Rodzire biatek chromodomenowych, ze wegdl na organizagjdomenow, podzielt
mozna na trzy klasy (Lomberk i wsp., 2006). Biatka eagte do pierwszej klasy
charakteryzuje obecké pojedynczej chromodomeny. Biatka drugiej klasy ipdap par
tandemowych chromodomen. W skfad trzeciej klasy ade biatka zawierajce zaréwno
chromodomeg, jak i domeg chromoshadow, nate tu wszystkie biatka rodziny HP1.
Domena chromoshadow posiada wysoki stopeentyczndci sekwencji aminokwasowej
z chromodomen Przypuszcza zatem mena, i geny kodujce HP1 powsta mogly na
skutek duplikacji sekwencji jednej z tych domen.nKerwatywné¢ pomkdzy dwoma
rejonami, N-kaécowg chromodomesn oraz C-kacows domen chromoshadow, wskazuje na
kluczowe znaczenie tych domen w funkcjonowaniu HEdmberk i wsp., 2006). Warto tu
rowniez wspomnié, iz odmiana HP& cechuje si najwickszym polimorfizmem genodw,

sparod catej rodziny biatek HP1 (Dialynas i wsp., 2R07
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Rodzina biatek HP1

Rodzina bialek HP1 jest ewolucyjnie konserwatywje, przedstawicieli spotka mozna
u niemal wszystkich organizmow eukariotycznych, zgaszy od Schizosaccharomyces

pombe a skaczywszy na cziowieku (Rys. 1.9). Biatka HP1 nie typsja jednak
u prokariota.
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Rysunek 1.9. Drzewo filogenetyczne biatek HP1

Przedstawione gatunki: Caenorhabditis elegans (Ce), Drosophila melanogaster (Dm), Drosophila virilis
(Dv), Dictyostellum discoldeum (Dd), Gallus gallus (Gg), Homo sapiens (Hs), Mus musculus (Mm),
Neurospora crossa (Nc), Schizosaccharomyces pombe (Sp) oraz Xenopus laevis (XI). Wedhug:
(Lomberk i wsp., 2006).

Wysoki stopié@ konserwatywnéci i podobigéistwa sekwencji aminokwasowej
potwierdza fakt, 4 homologia pomidzy domenami CD oraz CSD ssakowDrosophila
melanogasterwynosi okoto 50-70% (Rys. 1.10). Konserwatywiiow obrbie rejonu

zawiasowego jest mniejsza, zaledwie 25-30% identycz sekwencji (Li i wsp., 2002).
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% Identity
DrPosophiIa: Total AA Total CcD Hinge CSD
HP1 T - 206 100 100 100 100
18 76 141 203
HP1b
5 a2 o4 153 240 51 58 42 58
HP1c  — I ——
s 57 79 134 237 44 53 33 36
Human:
HP1 e — T T 191 49 60 27 54
, 14 71 116 176
i
HP1 e . T 185 54 67 26 56
15 72 112 172
HP1s! — N 73 52 59 24 8
14 71 106 166
Mouse:
MHP 1o — T 191 49 60 27
14 71 116 176
M31 —TE— T — 185 54 67 26
15 72 112 172
M32 —TE— T 173 52 59 24 52

14 7} 106 166

S. pombe:
swie —HEETEEE—ETE——— 328 25 48 13 17

75 136 199 252

Rysunek 1.10. Diagram biatek HP1 u Drosophila, myszy, czlowiekai S.pombe

Caltkowita dlugos¢ kazdego biatka przedstawiona jest w ilosci aminokwasow. Wyznaczone procenty
identycznosci z poréwnania catej sekwencji biatka, rejonu CD, CSD oraz ,hinge” wzgledem HP1
Drosophila. Wedtug: (Li i wsp., 2002).

Rodzina biatek HP1 kodowana jest przez &lgenéw chromobox (CBX). U ssakow
wystepuja trzy biatka: HP#&, HP13 | HP1y; sekwencja kadego zapisana jest w @bnym
genie. HP# jest kodowane u cztowieka przez gen GBMP13 przez gen CBX za& HPly
przez CBX (Lomberk i wsp., 2006).

1.3.3 Rozmieszczenie biatek HP1

Chat nazwa biatka wskazujez HP1 jest biatkiem heterochromatynowym, jest ono
rowniez obecne w rejonach euchromatynowych. W obszaraderdenromatynowych
ruchliwos¢ biatka HP1 jest zmniejszona i wyptije wikksza frakcja statycznie zgaanego
HP1, w poréwnaniu z rejonami euchromatynowymi (Seltmberg i wsp., 2004). Mobilsé
HP1 wydaje si by¢ powigzana ze stopniem metylowania K9H3. Wykazand;IP1 posiada
rézne powinowactwo do pojedynczo-, podwdjnie- orazdgate metylowanej lizyny K9H3,
ktore uszeregowamozna ze wzgidu na malejce powinowactwo: potrojna > podwdjna >
pojedyncza (Fischle i wsp., 2003). W ¢lie gatunkow wyspuja roznice w rozmieszczeniu
zmetylowanych form K9H3, np. u myszy Me3K9H3 wysije gitdwnie w rejonach
pericentromerowych, zaVie2K9H3 i MelK9H3 przews w euchromatynie, wokdhgerek

oraz otoczkigdrowej (Wu i wsp., 2005).
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Pomimo podobigstwa pierwszorgowej sekwencji aminokwasowej, izoformy biatka
(HP1o, HP13 oraz HP}) wykazup roznice w interfazowej oraz metafazowej lokalizacji
jadrowej. HPL oraz HPPB wyskpuje gtownie w heterochromatynie, sz&lPly przewaa
w euchromatynie. W afirze interfazowym zachodzi gxiowe naktadanie i rejonow
zajmowanych przez poszczegoélne izoformy (Minc i wsp999). Jednale, w trakcie
metafazy poszczegodlne izoformy HP1 zachaveiy odmiennie. Liczne badania potwierdzity,
iz HPlo jest dominujca izoformg centromerow chromosoméw metafazowych (Hayakawa
i wsp., 2003). Kada z odmian biatka HP1l regulowana jest w wyniku wii&dcji
potranslacyjnych, a fosforylacja wydaje siajbardziej wptywé na regulagj rozmieszczenia
HP1 (Zhao i Eissenberg 1999). Na rozmieszczeniewgBwa rownie obecndé¢ innych
czsteczek biatka HP1l. Zaobserwowano bowieny, przywotywanie HP{ do
heterochromatyny odbywaegdrzy udziale HP4, jak i HP (Dialynas i wsp., 2007).

W kierowaniu biatka HP1 do chromatynydjowej konieczne jest nie tylko
rozpoznanie zmetylowanej lizyny K9H3, lecz réwnieoddziatywanie z biatkiem
zawierajcym motyw sekwencji PxVxL. Interferencyjne RNA (iR petni kluczowg role
w tworzeniu i utrzymaniu domen heterochromatynowybnadto, wykazanoz iutrata lub
mutacje w elementach maszynerii IRNA powadnieprawidtowe rozmieszczenie HP1 (Pal-
Bhadra i wsp., 2004).

HP1 biatkiem ,pomostowym”

Podwajnie lub potréjnie metylowana reszta lizynkiStonu H3 (Me2K9H3 i Me3K9H3) jest
miejscem wizania dla chromodomeny HP1. Odkrycie to potwierdasem hipoteg, ktora
zaktada, 2 modyfikacje w obgbie ogondw histonowych stanawspecyficzne motywy, ktére
rozpoznawane gsprzez biatka chromatynowe (Li i wsp., 2002). Domerhromoshadow
oddziatuje z dig grupm biatek pdrowych. HP1 okrdane jest mianem ,biatka pomostowego”
(Rys. 1.11), ktore wgize histony poprzez domenCD z niehistonowymi biatkami
chromosomowymi, oddziatsgymi z domen CSD (Li i wsp., 2002).
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Rysunek 1.11. HP1 biatkiem pomostowym

Model HP1 jako biatka pomostowego, w ktérym jeden koniec biatka wigze metylowang lizyne histonu
H3, za$ drugi koniec wigze inne biatka jagdrowe — szczeg6ty w tekscie. Wedtug: (Li i wsp., 2002).

1.3.4 Funkcje biatek HP1

HP1 oddziatluje bezgoednio lub pérednio z dua grupm niehistonowych biatek
zaangaowanych w wiele procesOwadrowych (Hiragami i Festenstein 2005; Fanti
I Pimpinelli 2008), m.in. w regulagjtranskrypcji, modyfikag struktury chromatynowej,
replikacg, organizagj struktury pdra oraz formowanie chromosomow. Oddziatywania te
mog by¢ albo izoformowo specyficzne albo uniwersalne dlszystkich trzech izoform
biatka HP1 i wyniké z potranslacyjnych modyfikacji w offsie HP1. Szczegdlne znaczenie
w tych oddziatywaniach przypisujecsiosforylacji, ktora radzi tworzeniem dimeréw HP1 -
HP1, atake interakcjami pomgdzy HP1 i innymi biatkami (Eissenberg i Elgin 2006)P1
podlega ranorodnym modyfikacjom potranslacyjnym, takim jakisforylacja, acetylacja,
metylacja, sumoylacja oraz ubikwitynizacja. Mévziatem mana o obecn&i specyficznego

kodu chromatynowego, tzw. subkodu HP1 (Lomberkp.w2006).

Domena chromoshadow HP1 oddziatuje zadgrupm biatek pdrowych (Tab. 1.1).
Wiekszai¢ z tych biatek zawiera zgodnsekwengi pentamerow PxVxL (Smothers
I Henikoff 2000; Lechner i wsp., 2005). Pentamer tee wys¢puje jednak u wszystkich
biatek oddziatyjcych z HP1, nieobecny jest m.in. w biatku wewn-centromerowym
(INCENP), ORC, SU(VAR)3-9 oraz receptorze lamin uyB (LBR). Mechanizm
oddziatywania HP1 z tymi biatkami jest najprawdopbdiej odmienny, a w interakcjach tych
uczestniczy mog inne fragmenty HP1 zlokalizowane w chromodomeukerkjonie ,hinge”
(Jones i wsp., 2000).
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Tabela 1.1. Biatka oddziatuj gce z HP1
Zestawienie partneréw interakcji biatek HP1 — szczegoly w tekscie. Wedtug: (Li i wsp., 2002).

BIAEKO ORGANIZNM  IZOFORMA HP1

Regulacja transkrypcijif
Remodeling chromatyny

H1 Drosophila HP1
HPFI1-BEP74 H1-like Mouse mHP e
H3 MaoLse MHPTe, M21, M32
H3 Drosophila  HP1
Methylated K9 of H3 5, pormbe SWViE
Methylated K9 of H3 Drosophila HP1
hethylated K9 of H3 Mouse mHP1e, M31, M32
Methylated K9 of H3 Human HP1Hs HPHsE HP{Hsy
Ha Mouse M31
Ha Drosophila  HP1
MacroH2ZA1.2* MoLse [GER]
SUVAR-D Drosophila  HP1
suv3ghl Mousa M31
SUVEIHT Human HP1H=
Suvard-7 Drosophila HP1
KAP-1/TIF12 Human HEqHse HpqHsy
KAP-1,TIFIE Mouse mHP1e, M31, M32
TRF1,/PIMNZ Mause [LER]
TAFR 130 Hurman HP1H=, Hp1Hsy
TIF T MoLse mMHPTe, M1, M32
mESMNF2E MoLse mMHP T«
b Human HP1, HP1Hs
Rb Maize HP1Y
Dnmit3a Mouse cells  mHF1e
Dnmtib Mouse cells  mHP1e
ATRM/HP1-BP3E Maouse mHP e, M31
Fim-1 Hurman HP 1M
CKI Drosophila  HP1
dAF10 Drosophila  HP1

Replikacja i naprawa DMNA
CAF-1 p150 Mouse mHP1e, M31
CAF-1 p150 Human HpqHs
Ku7o Human HP 1=
BRCA-1* Human HP1H==
ORCT Drosophila  HP1
ORC2 Drosophila  HP1
QORC3 Drosophila  HP1
ORCA Drosophila  HP1
ORCS Drosophila  HP1
ORCE Drosophila  HP1
Xorcl Xenopus XHP1®, XHP1T
HOAP Drosophila  HP1

Organizacja jadra
Lamin B receptor Hurman HP M=, HP1Hs8, HP§ ey
HP1-EPE4 Mause mHP e, M31
Lamin B MoLse M3
LAPZE Maouise [GER
Muclear emvalopa Mouse mHP e, M31, M32
Inne biatka cddziatujace

z chromosomami
Psc3 5. pombe Swvib
DDF1 Drosophila HP1
Arpd,/dArps Drozophila  HP1
IMCEMP Hurman HP1H=, Hp1Hsy
Kl-67 Human mHPTe, M21, M32
SP100B Human HP 1Rz p1HaE [P ey
EST Aa153281 MaoLse mMHP e, M1
EST AADD3533 MoLse MHP e, M1
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Funkcjonowanie centromerdw oraz telomerow

Biatko HP1 petni kluczow rol¢ w prawidtowym rozwoju organizméw eukariotycznych.
Homozygotyczna mutacja w genie kogitym HP1,Su(var)2-5 powodujesmieré w stadium

larwalnym uDrosophila melanogastdtu i wsp., 2000).

Centromery wyszych eukariota, denlzy oraz S. pombezawieraj sekwencje
repetytywnego DNA i zasocjowang g biatkiem HP1. Wyspujacy u S. pombéromolog
HP1 - Swib6 - jest niezfuny do efektywnej kohezji chromatyd siostrzanychrakcie cyklu
komoérkowego (Bernard i wsp., 2001). PodobnieDrosophila melanogasterHP1 jest
potrzebny do prawidtowe] segregacji chromosoméowll(ie i Alberts 1995). Z kolei, utrata
lub redukcja metylacji w obbie KO9H3 prowadzi do wyraego wzrostu niestabil§o
chromosomowej, na skutek zakszonej czstosci niehomologicznego parowania (Peters
i wsp., 2001). Biatko HP1 wydajeeszatem pomagaw rozmieszczeniu lub/oraz tadowaniu
odpowiedniej liczby cgsteczek kohezyn w chromatydach siostrzanych, w gsiec
homologicznego parowania i wkwe] segregacji chromosoméw. HP1 oddziatuje rownie
z telomerami i zapobiega ich fuzji. Biatko to na@mdopodobniej uczestniczy w tworzeniu

zakaczen telomerowych (angelomere capping(Perrini i wsp., 2004).

Organizacja jadrowa

W wielu typach komorek ludzkich heterochromatynantcemerowa obecna jest
w sasiedztwie otoczkigdrowej (Weierich i wsp., 2003). Badania wykazaiyHiP1 oddziatuje
z komponentami otoczkagirowej, takimi jak LBR (Polioudaki i wsp., 2001gnhina B oraz
LAP2B (Kourmouli i wsp., 2000). Oddziatywanie HP1 z LBRys. 1.12) zachod&imaze na
drodze péredniej lub bezpoedniej, a w procesie tym uczestrjchistony: H3 oraz H4
(Polioudaki i wsp., 2001). Oddziatywania te zaammyeane § w tworzenie btonygdrowej,
biatka HP1 uczestnigzzatem w procesie formowania struktuggnowej (Kourmouli i wsp.,
2000).

Ponadto, badania wykazaty, w procesie wyciszania genow, ktéry zachodzi posicza
rozwoju, nasipuje rekrutacja niektérych gendw w kierunku otogakirowej (Dietzel i wsp.,
2004). Przemieszczanie wyciszonych genowgsveslztwo otoczkigdrowej zalee¢c maze od

wigzania HP1.
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Rysunek 1.12. Rozmieszczenie heterochromatyny peryf  eryjnej w obr ebie otoczkij adrowej

Warstwowe (layer 1, layer 2, layer 3) utozenie heterochromatyny jgdrowej, przytgczonej do btony
wewnetrznej (ang. inner membrane, INM) otoczki jadrowej — szczegllty w tekscie. Wedtug: (Singh
i Georgatos 2002).

Wydaje s¢ prawdopodobneze biatko HP1, poprzez wianie heterochromatyny oraz
wyciszonych gendw do otoczkjdgrowej, umaliwia przesuwanie transkrypcyjnie aktywnych
rejonéw do fabryk transkrypcyjnych, ktore znaplugic w wewrgtrznej czsci jadra
komoérkowego (Pombo i wsp., 2000). Oprocz udziatarganizacji strukturygdrowej, biatko
HP1 wydaje si rOwniez by¢ zaangaowane w procesach cytokinezy oraz mitozy (Auth
I wsp., 2006).

Przebudowa chromatyny

HP1 oddziatuje z biatkami zaangavanymi w sktadanie chromatyny, w trakcie replikacj
oraz naprawy DNA. Podjednostka p150 czynnika skiedahromatyny, CAF1, oddziatuje
z HPX oraz HPB (Murzina i wsp., 1999). CAF1 posiada konsensussekwenagj PxVxL,
dzigki ktérej wchodzi w interakgj z domeg CSD biatka HP1. Prawdopodobnie istnieje
replikacyjno - specyficzna pula HE1ktéra oddziatluje z CAF1, apowstaly kompleks
HP1oa/CAF1 nie zawiera histonow H3/H4. Kompleks ten Zliowany jest na obrzach
domen heterochromatyny pericentromerowej, w ktaegjhodzi replikacja DNA w sposéb
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niezaleny od metylacji KOH3. Lokalizacja ta wydaje; 9y¢ niezalena od CAF1. Wydaje
si¢ prawdopodobneze CAF1 mae w jakis sposéb promowainkorporacg HP1 w rejony
heterochromatyny pericentromerowej, podczas ichikegi, ktéra zachodzi w pinej fazie S.
Wykazano, 4 HP1 oddziatuje réwniez obecnymi WDrosophila kompleksami biatkowymi
ORC (Pak i wsp., 1997%raz HAOP (Badugu i wsp., 2003), ktére uczestniazprocesie

sktadania heterochromatyny.

Regulacja ekspresji genéw

Przylhczenie HP1 do chromatyny prowadzi do p¢eig przez g konfiguracji bardziej
zwartej i zwekszenia upakowania struktury chromatyny, w wynikeego dosipnasé
czynnikéw transkrypcyjnych do sekwencji regulatoyotv zostaje zmniejszona (Rys. 1.13).
Podobny mechanizm wygiuje w somatycznych komoérkach ssakow pegiskiej w procesie

inaktywacji jednego z chromosomow X.

Kompetycja o wigzanie z DNA

T 1
czynniki czynniki hetero-
transkrypeyjne chromatynowe

HP1 © SUW30H
ry

Euchromatyna Heterochromatyna

Rysunek 1.13. Biatko HP1 w regulacji transkrypcji

Model wyjasniajacy role aktywujacych oraz hamujgcych czynnikéw w organizacji struktury eu - oraz
heterochromatynowej. Zmetylowane reszty aminokwasowe histonu H3 zaznaczono na czerwono,
zas acetylowane na niebiesko. Sekwencje satelitarnych powtérzen powodujg formowanie regularnych
szeregbw nukleosomow, ktére aktywujg metylacje KOH3 przez SU(VAR)3-9H1. Przytagczenie HP1 do
zmetylowanej K9H3 prowadzi do tworzenia wysokorzedowej struktury heterochromatynowe.
Przylgczenie czynnikbw transkrypcyjnych prowadzi do powstania transkrypcyjnie aktywnej
euchromatyny oraz miejsc hyperwrazliwych (HS) na DNaze |. HS generuje oraz utrzymuje otwartg
strukture euchromatyny, przez umozliwianie acetylacji H3K9 oraz metylacji K4H4 sasiednich
nukleosoméw. Miejsca HS dziala¢ moga jako bariery zapobiegajace rozprzestrzenianiu sie
heterochromatyny do sgsiedniej euchromatyny. Wedtug: (Dillon i Festenstein 2002).

HP1 uczestniczy w regulacji transkrypcji oraz odélfe z dug grupm biatek
zaangaowanych w zmia@ struktury chromatynowej i ekspresji genoéw. Oddziatnie HP1,

biatka retinoblastomy (Rb) i SU(VAR)3-9H1 z prommm cyklin E powizane jest
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Z procesem wyciszania genow. HP1$nedniczy rownie w procesie hamowania ekspres;ji
gendéw, dokonywanej przy udziale biatka KRAB (aKglippel-associated byxAyyanathan
i wsp., 2003). W wyniku oddziatywiabiatko - biatko naspuje rekrutacja HP1 w rejony
specyficznych gendw. Badania wykazabyrepresory transkrypcji oraz kompleksy biatkowe
uczestniczce w zmianie struktury chromatynowej, takie jak(81L2 (Ogawa i wsp., 2002),
TIF1a (Nielsen i wsp., 1999), TIRIKAP-1 (Ryan i wsp., 1999) i ATRX (Nielsen i wsp.,
2002) oraz podjednostka podstawowej maszynerii skiggpcyjnej, TIR130 (Vassallo
i Tanese 2002), a ta& metylotransferaza DNA, Dnmt3a/b (Fuks i wsp., 300mog
oddzialywa& z izoformami biatka HP1, albo w oddziatlywaniachzp&rednich, albo
w kompleksach biatkowych.

W przeciwigistwie do efektu wyciszania, jaki HP1 wykazuje wssititku do gendw
euchromatynowych, biatko to jest niedme w replikacji gendéw zlokalizowanych

w heterochromatynie (Lu i wsp., 2000).

HP1 w heterochromatynie

HP1 wplywa na eksprasgendw i uczestniczy w procesie wyciszania gendérykzalery od
potozenia genu na chromosom{ang. Position Effect VariegatignPEV). Wyniki bada
wskazujy, iz chromatyna zawiergga wyciszony gen posiadaggej cech heterochromatyny,
niz aktywny transkrypcyjnie odpowiednik, obecny w ewarhatynie (Wallrath i Elgin 1995).
Wsréd cech tych wyrinic mozna: wikszz odpornd¢ na trawienie nukleazami oraz
organizag} locus w regularny i gsto upakowany szyk nukleosomowy (Sun i wsp., 2001).
HP1 powodowé moze wyciszanie genu w okdlenym stadium rozwojowym i gen ten te

by¢ aktywny lub ulec wyciszeniu w mechanizmiReV (Wallrath i Elgin 1995).

Biatka HP1 uczestnigzw organizacji heterochromatyny. Mechanizm ten \kgni
z fizycznej interakcji HP1 z SUV3-9 (Aagaard i wsh999). Jeden z modeli formowania
heterochromatyny oparty jest na zadoiu, iz nastpuje cykliczna rekrutacja biatka poprzez
wigzanie HP1 do K9H3. Wranie to odbywa siprzy udziale metylotransferazy histonowe]
SUV39H1, ktéra dodaf grug metylong do K9H3 powoduje rekrutagj kolejnych
czgsteczek biatka (Rys. 1.14), co prowadzi do formaadnpropagacji heterochromatyny
(Grewal i Elgin 2002).Samonapdzapcy sk mechanizm umidiwia rozprzestrzenianie
zwigzanego biatka HP1 w chromatynie i pgmiwanie procesu heterochromatynizaciji
(Bannister i wsp., 2001).
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@@\
aktywna I rozprzestrzenianie wyciszonej
chromatyna i zawierajacej HP1 heterochromatyny

Rysunek 1.14. Udziat kompleksu SU(VAR)39H1/HP1 w propagacji heterochromatyny

Model propagacji heterochromatyny poprzez przylgczanie czasteczek biatka HP1 do zmetylowanych
lizyn K9H3, powstatych w skutek aktywnosci metylotransferazy histonowej SU(VAR)39H1. Elementy
graniczne (EG) oddzielajg euchromatyne (aktywna chromatyna) od heterochromatyny. Wedtug:
(Bannister i wsp., 2001).

W obecnéci HP1 i SUV3-9 zachodZimaze rekrutacja metylotransferazy Dnmt3a/b,
zas w obecnéci SUV3-9 gromadzona jest metylotransferaza Dnmitéz odeacetylaza
histonowa (HDAC) (Czermin i wsp., 2001). Prm#anie kolejnych biatek prowadzi do
wyciszania genow na drodze mechanizmu epigenetgozndak dajd nie wykryto
bezpdredniego oddziatywania poguzy HP1 i HDAC. Jednake wiadomo, i HDAC
rekrutowane jest do domen bogatych w HPXreanio przy udziale SUV3-9 (Vaute i wsp.,
2002) lub kompleksu wyciszgjego transkrypej ktory zawiera TIB/KAP-1 (Schultz i wsp.,
2001).

Efekt wyciszania gendéw przez heterochromatpericentromerow czy telomerowy
jest prawdopodobnie wynikiem generowanigstg metylowanej K9H3 i wzania HP1, co
prowadzi do ciasnych wzan krzyzowych pomgdzy nukleosomami i tym samym utatwia
formowanie wysoce skondensowanej struktury chromatBannister i wsp., 2001). Wydaje
sie to by¢ wystarczajce, aby wycisz§ geny zlokalizowane wasiedztwie heterochromatyny,

gdzie wys¢puje nadmiar wszystkich potrzebnych w tym procegimnikow.

HP1 w euchromatynie

Zjawisko wyciszania gendéw przy udziale biatka HPYswpuje rownie w srodowisku
euchromatynowym (Hediger i Gasser 2006). Gromaézetil prowadzi do zahamowania
transkrypcji i jest to powgzane z rekrutagj SETDB1, metylotransferazy specyficznej dla

K9H3, ktora powoduje potrogn metylacg lizyny 9. Wykazano,ze efekt wyciszania jest
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krotkozasggowy i sugeruje,z HP1 mae powodowa wyciszanie gsiadupcych genéw (van
der Vlag i wsp., 2000). Prawdopodobnie, HP1lsredniczy w tworzeniu matych,

heterochromatynowych struktur w rejonach specyfichroci genowych.

Mozliwe jest réwnie, ze biatko HP1 wycisza geny w inny sposéb, na drodze
mechanizmu niezaleego od formowania struktur heterochromatynowych. kdlei,
rekrutacja HP1 do specyficznych gendéw wygikaaoze z interakcji biatka z kompleksem
zawierajcym specyficzne, dla danych sekwencji DNA, bialkaigagce oraz

metylotransferaghistonova KOH3 HMT (Stewart i wsp., 2005).

HP1 oddziatuje z biatkami naprawczymi

Wsréd partneréw interakcji HP1 znajdugic rowniez biatka naprawcze. Przypuszézaatem
mozna, ¥ HP1 w jaké sposob powizane jest rOowniez procesem naprawy DNA. Jednym
z tych biatek jest Ku70, ktére uczestniczy w napea®SBs (ang.Double-Stand Breaks
w mechanizmie NHEJ (andNon-Homologous End JoinihgSong i wsp., 2001). ¥vod
innych biatek naprawczych, oddzigdaych z HP1, wymieti nalezy: BRCAL1 (Maul i wsp.,
1998), ktére uczestniczy w naprawie DSBs w mechaigiz HR (ang. Homologous
Recombinatiop oraz bezpérednio oddziatuje z kompleksem biatek naprawczychrupy
Rad51. BRCA1 uczestniczy réwiiew regulacji ekspresji gendéw biatek naprawczych
(Somasundaram 2003). Do partnerow interakcji HPlezgarowniez liczna grupa biatek
uczestniczcy w rekombinacji DNA (powgzanych z procesem naprawy DNA), &od nich
rodzina biatek ORC, Xorcl, HOAP, a takCAF-1 p150 (Li i wsp., 2002).

1.4  Naprawa DNA

Wszystkie organizmyzywe oraz pojedyncze komorki przez caly czas isiaien
naraone § na kontakt zaréwno z produktami metabolizmu kormargo, jak | z czynnikami
srodowiskowymi, ktore oddziatag z DNA powodowéa mogg zmiany w strukturze materiatu
genetycznego. Zmiany te prowaélznogz do niestabilnéci genetycznej, apoptozy, a nawet
kancerogenezy. Naprawa uszka@ZBNA jest zatem procesem kluczowym dla istnienia
kazdej zywej komorki. W odpowiedzi na stres genotoksycznychibdzi do aktywacji

komoérkowych mechanizmow odpowiedzi na uszkodzenMADtzw. DDR (ang.DNA
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damage responyeZachodzi woéwczas uruchomienie takich proces@k; paprawa DNA,
zahamowanie cyklu komérkowego, zahamowanie trapsiryoraz indukcja apoptozy
(Bartek i Lukas 2007; Huen i Chen 2008; Shimadaspw2008). W naprawie uszkodzenia
i odtworzeniu informacji genetycznej uczestniczyk&i ztazonych szlakow naprawy DNA
(Hoejmakers 2001).

1.4.1 Rodzaje uszkodzeDNA

Uszkodzenie DNA mze by wywotane zewstrznymi czynnikamisrodowiskowymi,
takimi jak: promieniowanie jonizege, czynniki chemiczne wygiujagce w dymie
papierosowym (np. benzopiren) czy niezdefiniowarngynniki zywieniowe. Zmiany
w strukturze DNA mog by¢ pochodzenia wewgtrzkomorkowego i b§ spowodowane
wewretrznymi, stabymi mutagenami, takimi jak m.in. reakthe formy tlenu (angReactive
Oxygen SpeciefROS) czy metabolity komorkowe, ktére dziatggko czynniki alkilugce.
Uszkodzenia DNA pochodzenia endogennego, powstatskntek bgdoéw w replikacji czy

akumulacji metabolitow, stanowréwniez duza grupge uszkodza.

Dokona& mazna klasyfikacji uszkodzeze wzgédu na ich struktyr chemiczi czy
miejsce ich powstawania. W przypadku uszkédzasad azotowych zachoéizimoze
modyfikacja strukturalna czy delokalizacja zasasykonsekwencji czego powstaje miejsce
apurynowe lub apirymidynowe. Innymi typami uszkatzg wewrgtrzniciowe pojczenia
DNA - DNA, wewmntrzniciowe po4czenia krzyowe (ang.cross-link§ czy pohczenia
krzyzowe DNA - biatka. Do uszkodaezalicza s} takze peknigcia w obebie pojedynczej
(tzw. SSBs; angsingle strand breaRslub podwdjnej nici DNA (tzw. DSBs; anglouble
strand breaks(Moustacchi 2000).

1.4.2 Rodzaje napraw DNA

Obecndé¢ mechanizmow naprawczych chroni komgrk take caly organizm, przed
niestabilndciag genetyczn, ktéra wynikdé maze z dziatania olbrzymiej ikei czynnikow
uszkadzajcych. Wykazano, zi w genomie ludzkim obecnych jest 130 gendw, ktore

zaangaowane g w napraw DNA (Wood i wsp., 2001). Dalsze badania potwigsdziuze
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podobigistwo mechanizméw naprawy DNA, jakie wystija u prokariota i eukariota.
Procesy naprawcze podzielnozna na trzy grupy: (1) bezpednia naprawa uszkodzenia,
(2) naprawcze wyecie zmienionej reszty oraz (3) naprawa poreplikaayBlackburn i Gait
1996).

Bezparednia naprawa uszkodzenia

Znane g trzy typy uszkodz@ DNA, ktore eliminowane gprzez mechanizmy komérkowe;j
naprawy DNA w wyniku chemicznej modyfikacji uszkedza. Kade z tych uszkodze
dotyczy wyhcznie jednego rodzaju zasady azotowej, do ich maprae jest zatem potrzebna
matryca DNA. Mechanizmy tegspecyficzne dla poszczegdlnych typow uszkadzzalicza
si¢ do nich: reakgj fotolizy, rézne rodzaje przeniesienia, w tym reakajetylotransferazy

metyloguaninowej czy prostej demetylacji zasad zyhowych i adeninowych.

1) Fotoliza

Fotoreaktywacja jest procesem, w ktorym zachodzipbgednie odwrécenie uszkodzenia
powstatego na skutek ekspozycji DNA na promieniaediV o diugdci fali w zakresie 200-
300 nm. W procesie naprawy wykorzystywana jestggaalostarczana przez promieniowanie
z zakresuwwiatta widzialnego. Jest to jeden z mechanizméwraap DNA, obecny m.in.
UE. colii S. cerevisiaew ktorym enzym fotoliaza specyficznie reaguje zdne- lub
dwuniciowym fragmentem DNA, zawieggym fotodimery pirymidyn, na etapie niezaigm
od swiatta widzialnego. Pod wptywemdwiatta o diugaéci fali 310-480 nm naspuje
enzymatyczne rozszczepienie fotodimerow do monomegriéymidyn i przywrécenie DNA
do stanu pierwotnego (Sancar 2003). Reakcja fdtbyeacji katalizowana jest przez
fotoliaze, ktéra nacina cyklobutanowy fotoprodukt i przekdézh go do odpowiednigj
pirymidyny. Proces rozszczepiania dimerow przebieggefektywniej dla dimerow T:T,

zas najmniej efektywnie w stosunku do dimeréw C:C.

2) Metylotransferaza metyloguaninowa
Metylotransferaza 06-metyloguaniny (MGMT, baktegyjrodpowiednik ogt) katalizuje
reakcg demetylacji metylowanych zasad guaninowych. Proes jest kosztowny dla
komorki, poniewa kazda reakcja enzymatyczna pochtania pdmsteczk enzymu, ktory
nie mae jw katalizowa nastpnych reakcji (Watson i wsp., 2004).
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3) Demetylacja zasad cytozynowych i adeninowych
Demetylacja DNA to prosty proces, odwrotny do mestyl DNA (Wolffe i wsp., 1999).
W komorkach ludzkich, proces demetylacji katalizaywgest przez enzym demetylaza DNA,
dMTase (angDNA demethylage Demetylacja jest reakcjydrolizy, ktéra dotyczy wgzan
C-C. Przyktadem tego rodzaju naprawy jest reakepaatylacji 5-metylo-cytozyny, w ktérej
nastpuje usurgcie reszty metylowej z cytozyny i jako produkt ubog reakcji uwalniany

jest metanol (Ramchandani i wsp., 1999).

Naprawa pojedynczej nici DNA

Jeili uszkodzenie wyspuje w obebie pojedynczej nici DNA, wéwczas drugaé nizyta
zostaje jako matryca w naprawie uszkodzenia. \ahitdmazna kilka mechanizméw naprawy
uszkodzenia pojedynczej nici na matrycy drugiej,mpementarnej nici DNA. Do

mechanizmoéw tych natge naprawa: BER, NER i MMR.

Uszkodzenia pojedynczych nukleotydéw, ktore powstajeakcji oksydacii, alkilacji,
hydrolizy czy deaminacji naprawiang & procesie naprawczym BER (argaseExcision
Repai. Uszkodzenia w obbie diuzszych fragmentow nici DNA (2-30 nukleotydow)
naprawiane #w mechanizmie NER (andNucleotide Excision RepairZarowno BER, jak
i NER zaliczane & do procesow nieobarczonychetbémi. W mechanizmie MMR (ang.
Mismatch Repa)r naprawiane & biedy Zle sparowanych nukleotydow, ktére towarzysz

procesom replikacji i rekombinacji DNA.

Naprawa podwajnych peknie¢ nici DNA

Podwojne pkniecia nici, DSBs (angDouble-strand breaRs to uszkodzenia, w ktorych
dochodzi do pknig¢ w obrbie obydwu nici wchodgcych w skiad helisy DNA. Ten rodzaj
uszkodzenia jest szczegolnie niebezpieczny dla kkigngdyz prowadzé moze do utraty
ciggtosci chromosomow, konsekwelcgzego jest niestabildd genetyczna, kancerogeneza,
a nawetsmierc komorki. Znane g dwie drogi naprawy podwojnycheknicé: rekombinacja
homologiczna HR (anddomologous Recombinatiporaz niehomologicznedzenie kacow

NHEJ (angNon-homologous End Joinihg
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1.4.3 Mechanizm naprawy NER

Naprawa przez wyecie nukleotydu (angNucleotide Excision RepaimMNER) to
mechanizm naprawy DNA, w komorkach prokariotycznychukariotycznych, w ktérym
usuwane s uszkodzenia DNA spowodowane czynnikami chemiczriyimifizycznymi, m.in.
promieniowaniem UV. Na drodze naprawy, polggaj na wycgciu nukleotydu, usuwane s
réznorodne, znieksztatcgje struktug DNA uszkodzenia, m.in. indukowane UV dimery
cyklobutano - pirymidynowe (CPDs) oraz fotoproduftgymidyno - pirymidonowe (6-4 PP)
(de Laat i wsp., 1999; Peterson i Coté 2004).

W procesie NER usuwane siszkodzenia, ktdre powodugnieksztatcenie struktury
podwdjnej helisy DNA i prowadgz do zahamowania procesu transkrypcji oraz replikacj
DNA. Pomimo, £ w mechanizmie naprawy NER u prokariota zaaogeane g inne enzymy,
niz u eukariota, zauwg¢ mazna wysolg konserwatywn& tego systemu naprawczego.
Wptyw niedoborow w naprawie NER na ludzkie zdrowianifestowany jest wygbowaniem
bardzo rzadkich, dziedziczonych autosomalnie rege®y schorza, takich jak: Skora
pergaminowa (tac.Xeroderma pigmentosymXP), Zespo6t Cockayne’a (andgCockayne
Syndrome CS) czy Trichotiodystrofia (Zespdt Taya, angichothiodystrophy TTD).
Wszystkie te zaburzenia zygane § ze wzmaong wrazliwoscig na swiatto UV (Fousteri
i Mullenders 2008).

Drogi naprawy NER

W mechanizmie NER wytdia st dwa szlaki naprawy: globamaprawe genomu GG-NER
(ang.Globar Genome RepailGGR) oraz napragvtowarzyszca transkrypcji TC-NER (ang.
Transcription-coupled RepairTCR) (Mellon i wsp., 1987; Fousteri i Mullende08;
Hanawalt i wsp., 2003). Naprawa zwana z transkrypgj TC-NER (ang.Transcription
Coupled Nucleotide Excision Repapolega na usuwaniu uszkodze sekwencjach genow,
ktore podlegaj transkrypcji. Z kolei, pozostata €& materialu genetycznego naprawiana jest
na drodze catkowitej naprawy genomu, GG-NER (&lgbal Genome Nucleotide Excision
Repaii) (Costa i wsp., 2003). Procesy tenia sic tempem usuwania uszkodzeéVykazano,
iz uszkodzenia zlokalizowane w aktywnych transkrypieyjgenach podleggjszybszej
naprawie w poréwnaniu z fragmentami genomu, ktGge ngeaktywne transkrypcyjnie
(Fousteri i Mullenders 2008).
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W obydwu mechanizmach naprawy NER (Rys. 1.15) wnitd mozna 4 etapy:
(1) deteka} uszkodzenia, (2) roz&eenie nici DNA w gsiedztwie uszkodzenia, (3) wycie
uszkodzenia oraz (4) syntePNA (Hoeijmakers 2001; Volker i wsp., 2001; Petars C6té
2004).

Globalna naprawa genomu Haprawa towarzyszgaca transkypcji

(GG-MER) (TC-MER)
czynnik czynnik
uszkadzajacy \ uszkadzajacy \

ETA N
LT 0] .

ulegajaca transkrypcji nic DNA
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Rysunek 1.15. Mechanizm naprawy NER

Kolejne etapy mechanizméw naprawczych NER: GG-NER i TC-NER - szczegdly w tekscie. Wedtug:
(Hoeijmakers 2001).
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Mechanizmy naprawcze TC-NER oraz GG-NERznig si¢ jedynie pierwszym
etapem, tzn. detekcuszkodzenia. W rozpoznaniu uszkaglzeprawianych na drodze GG-
NER uczestnicz kompleksy XPC oraz DDB2, z kolei w naprawie TC-NERgnatlem
detekcji uszkodzenia jest zahamowanie polimerazA RRNAPII (Sugasawa i wsp., 1998;
Tang i wsp., 2000; van den Boom i wsp., 2002). Zetrana polimeraza musi zo&tasungta,
aby obszar uszkodzenia mogkhyaprawiony. W procesie tym uczestnicspecyficzne dla
TC-NER czynniki: CSA oraz CSB (Fousteri i Mullende2008). Kolejne etapy szlakéw
naprawczych GG-NER oraz TC-NER glentyczne. W procesie otwarcia fragmentu nici
DNA, zawierajcego okoto 30 par zasad, ktory znajduje wi s3siedztwie uszkodzenia,
uczestnicz: helikazy naleagce do wielopodjednostkowego czynnika transkrypaym@FIIH,
XPB oraz XPD (de Laat i wsp., 1999).

Na kolejnym etapie naprawy NER uczestniczy bialK®A, ktdre rozpoznaje
znieksztatlcenie w strukturze DNA (Friedberg 200tazobiatko RPA (angReplication
Protein A, ktére whze st do pojedynczych nici DNA i stabilizuje powstastruktue.
Nastpnie, endonukleaza XPG ,w parze” z ERCC1/XPF dokpntie¢ w s3siedztwie
uszkodzenia i usuwajzawierajcy uszkodzenie oligonukleotyd, wiekb®@ 24-32 par zasad
(Hoeijmakers 2001; Park i Choi 2006). Na etapi&adaavym, maszyneria replikacji DNA,
przy udziale polimerazyy/e, PCNA oraz innych czynnikow towarzygzch, uzupetnia
powstal przerwe i nastpuje odtworzenie brakagej nici (Shivji i wsp., 1992Peterson i Coté
2004).

Kaskada sygnatu ATR

Po wykryciu uszkodze w DNA, rownolegle z aktywagj procesu naprawczego NER,
nastpuje zatrzymanie transkrypcji oraz replikacji, aowadzt moze do indukcji apoptozy
poprzez mechanizmy punktu granicznego cyklu komédgo (Zou i Elledge 2003; Melo
i Toczyski 2002). Procesy te u ssakow znadupic pod kontro4 dwoch
fosfatydyloinozytolowych kinaz biatkowych, ATM (angtaxia telangiectasia mutatparaz
ATR (ang.Ataxia telangiectasia and Rad3 relajgdbraham 2001; Bakkenist i Kastan 2003).

Aktywacja szlaku sygnatowego kinaz ATR/ATM prowadzio mechanizmu

zahamowania cyklu komoérkowego (Chkl oraz Chk2) di@sforylacji licznych biatek,
zaangaowanych w DDR (Bartek i Lukas 2007). Kinaza ATM tjegownie aktywowana
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przez podwdjne ¢gkniccia DNA (DSBs) (Lee i Paull 2004; Lee i Paull 20@pre i wsp.,
2006; Bakkenist i Kastan 2003ktére powstaj m.in. pod wptywem promieniowania
jonizacyjnego, IR. Z kolei, kinaza ATR odpowiedmnaljest za przekaz sygnatu w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA #dego typu, w tym generowane przez UV (Zou i Elle@§63;Zou

I wsp., 2003).

Uszkodzenie DNA, indukowane przez UV, powoduje aldgi kinazy ATR, ktora
odpowiedzialna jest m.in. za towarzysgz UV ubikwitynizacg histonu H2A (Bergink i wsp.,
2006). ATR posiada aktywdé enzymatycza i powoduje fosforylag réznorodnych
substratow, m.in. kinazy Chkl (angheckpoint kinageoraz p53. Nagpstwem fosforylaciji
p53 i kinazy Chk1 jest zahamowanie cyklu komorkowsvedgiki temu komodrka dysponuje
dodatkowym czasem potrzebnym na uscie fotoproduktéw indukowanych przez

promieniowanie UV (Bartek i wsp., 2007).

Struktura chromatyny a NER

Upakowanie DNA w postaci chromatyny stanowi gigworzeszkod dla naprawy NER
w komorkach eukariotycznych. Rezultaty licznych &advskazug, iz zmiana struktury
chromatyny towarzyszy naprawie NER (Smerdon i leébean 1978). Chromatynuzna
mozna za swoisty inhibitor wszystkich proceséw zachogeh w DNA. Szybké¢ naprawy
w chromatynie jestzao 90% mniejsza w poroOwnaniu z naggasteczly DNA (Wang i wsp.,
1991; Hara i wsp., 2000; Ura i wsp., 2001). W gailzezwycézenia tych utrudni@ komorki
aktywujg maszyneg przebudowy chromatyny (anghromatin remodeling SWI/SNF oraz
ACF1 (Uraiwsp., 2001; Hara i Sancar 2002). Wdpasob tworzonegshardziej sprzyjaice
warunki dla lokalnej naprawy DNA. Zgkszenie dospnadsci chromatyny dla enzyméw,
czynnikdw prowadgcych napraw NER, zachodzi przy udziale kilku innych mechanizmo
takich jak: ubikwitynizacja histonow (Kapetanakiwsp., 2006; Wang i wsp., 2006a),
acetylacja histonéw (Fousteri i wsp., 2006; Bramgsp., 2001; Martinez i wsp., 2001; Rubbi
i Milner 2003) czy dziatanie biatek HMGNL1, ktéresdabilizup widkna chromatyny i tym
samym utatwiaj naprave DNA (Birger i wsp., 2003).

Naprawa indukowanych przez UV uszkodlzBNA pocigga za sobp zwickszenie

stopnia acetylacji histondéw. Przypuszezaatem mena, ¢ jedry z funkcji kompleksu
acetylotransferazy histonowej (HAT) jest udziat \wprawie DNA (Brand i wsp., 2001).
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Acetylacja histonéw najprawdopodobniej uitiwia wigzanie i prawidtowe funkcjonowanie
maszynerii NER. Mge by ona rownie¢ powigzana z regulagj wigzania zawieracych
bromodomes, zaleenych od ATP, enzymow SWI/SNF, ktére wprowadzagmiany

w strukturze chromatyny (Hara i Sancar 2002). Rmigsiu uszkodzenia, w celu zachowania
informacji epigenetycznej, komorki muszodtworzy oryginalrg struktue chromatyny.
W procesie tym uczestnigspecjalne czynniki (Groth i wsp., 2007). Jednymch jest CAF-

1, ktéry po wbudowaniu histonu H3.1. ulega rekrjitacmiejscu toczacej st naprawy NER.
Udziat CAF-1 wskazuje,zi po naprawie DNA nagpuje sktadanie struktury chromatyny
(Green i Almouzni 2003; Polo i wsp., 2006). Taki ananizm, w ktérym przebudowa
chromatyny nasgpuje przed oraz po naprawie DNA, zaproponowanyatasimodelu dosp

- naprawa - odtworzenie. Model ten okazujelsic bardzo pomocny w zrozumieniu, w jaki
spos6b NER operuje w konteke struktury chromatynowej (Green i Almouzni 2002;
Smerdon 1991).

NER u bakterii

Obecny uE. coli system naprawczy z udziatem genow uvrABC okazujebgt najlepiej
poznanym mechanizmem naprawy NER (Blackburn i G2®6). Proces ten zapatizowany
zostaje przez biatko uvrA, ktére rozpoznaje zmddyfiane zasady. Po zgianiu biatka
uvrA nastpuje przyhczenie kolejnych dwéch biatek: uvrB i uvrC, ktérewndup nackcie
oraz usurigcie fragmentu nici zawierggego uszkodzenie. Powstata, niewielka luka ulega
powiekszeniu w reakcji katalizowanej przez egzonukde&rora wycina fragment wielkoi
30-60 nukleotyddéw. Nagpnie, polimeraza Il dobudowuje brakay fragment nici na
matrycy drugiej, nieuszkodzonej nici. Na ostatnitapg& naprawy enzym ligaza katalizuje

reakcg ligaciji.

1.4.4 Mechanizm naprawy BER

Naprawa utlenionych, alkilowanych czy poddanychndeacji zasad azotowych oraz
powstatych w reakcji hydrolizy miejsc po brakeych zasadach, ktére generowange s
w wyniku spontanicznej depurynaciji i depirymidynazpchodzi w procesie BER (arg§ase
Excision Repak W mechanizmie BER nagiuje wyckcie zmienionej zasady azotowe).
Najbardziej powszechnym i wysoce mutagennym, najrawn przez BER, uszkodzeniem
DNA jest utleniona zasada 8-oxo-guanina (8-oxo@&xa&kmae efektywnie parow@azaréwno
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Z cytozyn, jak i z adenig. 8-0xoG jest najggcie] wystpujaca mutacg w nowotworach
ludzkich (Bruner i wsp., 2000).

W mechanizmie BER nagiuje wyckcie i zasipienie uszkodzonej pary zasad. Proces
naprawy zapocgkowany zostaje przez glikozyl@zDNA, ktéra usuwa zmodyfikowan
zasa@g (Moustacchi 2000)U czlowieka wysfpuje ponad osiem genow kodaych r@ne
rodzaje glikozylaz DNA. Kady z enzymoOw odpowiada za identyfikaapraz usunicie
specyficznego rodzaju uszkodzenia zasady, np. ggllkaa OGG1l usuwa 8-0x0G.
W kolejnych etapach naprawy dziala endonukleazarakipowoduje nag¢cie tarcucha
cukrowo-fosforanowego i1 uswta zostaje reszta cukrowa z brajagj zasad. W wyniku
dziatania egzonukleazy dochodzi do pekszenia powstatej luki. W Kmowym etapie

naprawy, po dobudowaniu brakaggo fragmentu przez polimetanas¢puje ligacja.

Drogi naprawy BER

Powstata luka, miejsce AP (angpurinic and apyrimidini}; maze ulec naprawie na dwadch
sciezkach: krotszej lub ditszej (Rys. 1.16). W krotszej drodze naprawy (astmprt-patch

BER nastpuje zamiana pojedynczej zasady w wyniku dziataczterech biatek
enzymatycznych: polimerazy DNR, endonukleazy APE (APE1) oraz ligazy DNA Il i
XRCC1. W dtuszej drodze naprawy BER (arigng-patch BERuczestniczy polimerazale

oraz wiele czynnikbw pomocniczych (dodatkowych)jnmPCNA oraz zachodzi bardziej
szczegdtowa i rozbudowana synteza DNA. Ustynifragment jest wycinany przez
endonukleag Fenlp, a w reakcji ligacji uczestniczy ligaza DNAraz XRCC1 (Peterson i
Cotée 2004). Badania dowagziz w mechanizmie diszej drogi BER naprawianeg s
uszkodzenia zawierge 2-10 par zasad (Hoeijmakers 2001). Potencjalardziej dokladna
jest diwsza droga naprawy BER, co sugeruje,ten mechanizm naprawczy be by

réwniez zaangaowany w sktadanie nowych nukleosomow.
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Rysunek 1.16. Dwie drogi naprawy BER: krétsza i diu  zsza
Kolejne etapy szlaku naprawczego BER — szczeg6ty w tekscie. Wedtug: (Hoeijmakers 2001).

Zmiana struktury chromatyny a BER

Najprawdopodobniej, w mechanizmie BER zaaogane g réznorodne acetylazy histonowe
HATs (ang. Histone acetyltransferasespraz zaléene od ATP enzymy remodelingu
chromatyny. Badania wykazaty; glikozylaza MPG (angmethylpurine-DNA glycosylase

wigze sk z biatkiem MBDL1 (represor ekspresji genow, bialazace s¢ ze zmetylowanym

DNA), ktére bezpérednio oddziatuje z metylotransfegazistonows SUV39hl i HP1 (Fujita

I wsp., 2003).

1.45 Naprawa SOS

Mechanizm naprawczy SOS zaliczany jest do napravsgreplikacyjnej i wysipuje
tylko u bakterii. SOS to rodzaj wzmonej naprawy (ang.enhanced repa)r ktéra
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indukowana jest mnorodnymi uszkodzeniami DNA. dlew trakcie syntezy DNA enzym
polimeraza natrafia na miejsce uszkodzenia, to aieiji pozostawia luk ktéra mae ulec
uzupetnieniu, albo na drodze naprawy rekombinagyjméo w wyniku aktywacji procesu

naprawczego SOS.

Odpowied SOS okréla zmiany w ekspresji gendéw H. coli i innych bakterii
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA. W mechanizmie aangaowane g biatka genow
recA irecBC (Blackburn i Gait 1996). Po zahamowaniu polimera2NA zachodzi
przylaczenie bialekReCB ktore wycinag uszkodzenie i przyczynigjsic do powstania
dtugich, jednoniciowych odcinkéw DNA. Naginie, do powstatych struktur jednoniciowego
DNA przylaczap sie biatka RecA po czym zaktywowane zosiajbiatka genulexA
Homodimer LexA jest represorem transkrypcji, ktory prayda s¢ do sekwencii
operatorowych, zazwyczaj oktanych jako kaseta SOS (ar®80S box)LexAreguluje proces
transkrypcji okoto 48 gendw, w tyrfexA i recA Najczstszym, komdrkowym sygnatem
aktywujgcym odpowied SOS jest obecrsé jednoniciowego DNA, powstgego przy
replikacji w miejscu widetek replikacyjnych lub greozdzielaniu podwadjnej nici DNA, ktore
zachodzi przy udziale helikazy DNA. W wyniku napsa®NA, przez polimerag lub na
drodze rekombinacji, zmniejsza diczba pojedynczychgknig¢ DNA oraz przyjczonych do
nich czsteczek biatkaRecA za& aktywna¢ tngca homodimeruLexA ulega obnieniu.
Normalny poziom ekspresji gendw odtworzony zostageskutek zwgzanialLexA z kaseq

SOS, w pobliu miejsc promotorowych.

1.4.6 Podwojne pkniecia nici DNA

Prawdopodobnie najbardziej niebezpiecZarma uszkodzenia g podwojnoniciowe
peknigcia DNA, tzw. DSBs (angDouble Stand Breaksktore uszkadzajobydwie nici DNA
jednoczénie i znajdug si¢ naprzeciw lub prawie naprzeciw w obydwu niciachnd
uszkodzenia tedotycz obu nici DNA, lecz nie zachodjednoczénie. Podwojne gknigcia
DNA generowane g wowczas, gdy dwie komplementarne nici helisy DNAegap
jednoczesnemu uszkodzeniu wsiedztwie, a parowanie zasad i struktura chromatsny
niewystarczajce do utrzymania dwoch nici razem. Towarzysetemu fizyczna dysocjacja
obydwu kaicow DNA prowadzt moze do niewtdciwej rekombinacji z innymi miejscami

genomu (Jackson 2002).
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Skad si¢ biorg DSBs ?

Podwadjne pkniecia DNA s gtownym, cytotoksycznym uszkodzeniem wveystigcym

w wyniku dziatania promieniowania jonizigiego i niektorych zwizkbw chemicznych oraz
wolnych rodnikéw, ktore powstajw normalnym metabolizmie komoérkowym. Ten rodzaj
uszkodzé maze by réwniez generowany przez mechaniczne rozerwanie chromosmrer

w trakcie replikacji, gdy widetki replikacyjne naaja na swej drodze pojedynczekpiecie
DNA lub inny typ uszkodzenia. DSBs pojawiaie rowniez jako naturalne zjawisko wielu
istotnych procesow biologicznych, takich jakossing-overczy rekombinacja V(D)Jktora
towarzyszy dojrzewaniu limfocytow B oraz T i prowaddo powstania rinorodndci

w obrebie miejsc wazania dla antygendéw w immunoglobulinach oraz remagh
biatkowych limfocytéw T.

Do czego prowadg DSBs ?

Niewydajna naprawa DSB, albo jej brak, prowadznuaaciji oraz niestabilrsgi genetycznej

i powstania dicentrycznych lub centrycznych fragtbenchromosomowych. Takie zmiany
genomu mog prowadz¢ do kancerogenezy. liepodwaojne gkniecie nici DNA nie zostanie
szybko wychwycone i naprawione, prowadmioze do aberacji chromosomowych, mutaciji,
a nawetsmierci komorki. Aby s bronié, organizmy, pocgvszy od bakterii, a po ludzi,
wytworzyly dwa gtdowne szlaki naprawy tychekmie¢: rekombinagi homologiczg oraz
niehomologiczne gczenie kacow. Defekty w kadym z tych szlakéw prowadzdo
niestabilndci genetycznej oraz zgkszenia ryzyka kancerogenezy, dowodem czediwzne

aberacje chromosomowe obserwowane w wielu typaaiotveorow.

Struktura chromatyny a DSBs

Wyniki ostatnich bada dowodz, iz oprécz bialek zaangawanych bezpgednio

w enzymatyczg naprawg DNA, czynniki organizujce specyficzg struktug chromatyny
w sasiedztwie miejsca uszkodzenia, powedwyzmazenie kaskady sygnatu oraz procesu
naprawy DNA. Powszechnie wiadoma, acetylotransferaza histonow#AT (ang. histone
acetyltransferaseoraz deacetylaza histonow#DAC (ang. histone deacetylajeodgrywaj
istotmg rolg w procesie modyfikacji struktury chromatyny, a#akodgrywag one centralp
role w procesie regulacji transkrypcji (Fernandez-Cillpeit Nussenzweig 2004). Najlepigj
scharakteryzoway, indukowam uszkodzeniami DNA, modyfikagj w obrbie biatek
histonowych jest fosforylacja histonu H2AX:IH2A.X). Ufosforylowany histon H2A.X jest
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markerem podwajnoniciowychegnie¢ DNA (DSBs) (Fernandez-Capetillo i wsp., 2004).
Fosforylacja histonu H2A.X m® bezpérednio lub pérednio modulowa struktue

chromatyny w gsiedztwie DSB (Kruhlak i wsp., 2006).

Naprawa DSBs

Naprawa DSBs odbywacsina drodze dwoch mechanizmow: rekombinacji homaolotg)
(ang. Homologous RecombinatiptHR) oraz nie-homologicznegackzenia kacéw (ang.
Non-homologous End JoiningNHEJ). Obydwie drogi bardzo esirdznig i funkcjonup

w sposob komplementarny, aby zapewefektywry naprave DNA (Takata i wsp., 1998).
W procesie HR uszkodzony chromosom wchodaywapsigproces asocjacji chromosomow
homologicznych, matczynego z ojcowskim, zachoglz w pierwszej fazie podziatu
mejotycznego) i odzyskuje informacjgenetycza od nieuszkodzonej, homologicznej
czagsteczki DNA. W NHEJ, w przeciwisstwie do HR, dochodzi do ligacji dwockkmietych
nici DNA, bez koniecznii homologii pom¢dzy niémi. Nie zachodzi rownie synapsis
pomidzy uszkodzogy a nieuszkodzan czysteczk DNA. Obydwa szlaki $ wysoce
konserwatywne, jednak ich znaczenie i sie pomidzy organizmamiJackson 2002).
Proste eukariota, takie jak: ddre, S. cerevisiaeoraz S. prombe naprawiaj indukowane
radiacyjnie DSBs gtéwnie na drodze HR, z kolei akésv dominuje szlak NHEJ (Johnson
I Jasin 2000).

1.4.7 Mechanizm naprawy HR

Molekularny mechanizm naprawy opartej na rekombinabomologicznej
(ang.Homologous RecombinatiorHiR) pocatkowo badany byt u bakterii i didzy.
Pomimo, & proces naprawy HR jest dobrze zachowany u eukafi@n Gent i wsp., 2001),

mechanizm ten jest bardziej skomplikowany wsaych eukariota (Jackson 2002).

W procesie HR matryc do naprawy jest nienaruszona kopia (homolog Ilub
chromaty@ siostrzag) uszkodzonego chromosomu, co prowadzi do dokiggir@gnaprawy
DSB. W mechanizmie tym uczestniczy tzw. grupa kidRad52, w skiad ktorej wchosgtz
Rad50, Rad51, Rad52, Rad54 oraz Mrell (Rys. 1\/7}rakcie naprawy DSBs, biatka

Rad52 ulegajprzemieszczeniu do obszaréw uszkodzenia.
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Rysunek 1.17. Naprawa DSBs w mechanizmie rekombinacji homologiczn

Kolejne etapy naprawy podwojnych peknieé DNA na drodze HR — szczegoty w tekscie.

Wedtug: (van Gent i wsp., 2001).
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Pdsrednikiem pocatkowej odpowiedzi komoérki na uszkodzenia DSBs ja3tM
i NBS1. Fragmenty jednoniciowego DNA aziane g przez biatko Rad51, ktére petni
kluczowg role w procesie naprawczym. Naphie, dochodzi do przytzenia biatek
pomocniczych: RPA, Rad52, Rad54 i licznych paralednatka Rad51 (van Gent i wsp.,
2001). Ostatnim etapem naprawy jest synteza DNAyywiku ktérej nastpuje odtworzenie
zdegradowanej nici DNA (Rys. 1.17).

1.4.8 Mechanizm naprawy NHEJ

W przeciwigistwie do HR, naprawa NHEJ (anjon-Homologous End Joinihg
wykorzystuje niewiele lub w ogoéle nie wykorzystujemologii w hczeniu kacow DNA
(Burma i wsp., 2006; Weterings i Chen 2008). Medmanten nie tylko wysipuje przy
naprawie DSBs, generowanych przez egzogenne caynnikzkadzajce DNA
(promieniowanie jonizuage), lecz réwnig jest on niezbdny do prawidiowej rekombinaciji
V(D)J (Gellert 2002; Rooney iwsp., 2002; Moshousnsp., 2001). W procesie tym
uczestniczy heterodimer Ku, ktory sktada sidwoch podjednostek (Ku70 i Ku80) i posiada
wysokie powinowactwo do kKmdéw DNA. Po zwizaniu Ku z kwasem nukleinowym,
przywotana zostaje jednostka katalityczna zad¢ od DNA kinazy biatkowej (DNA-PK),
ktora ulega autofosforylacji oraz fosforyluje liezbhiatka, m.in. p53 i Ku (Rys. 1.18).
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Rysunek 1.18. Naprawa DSBs w mechanizmie niehomolog icznego t aczenia ko ncéw (NHEJ)

Kolejne etapy naprawy podwojnych peknie¢ DNA na drodze NHEJ — szczeg6ly w tekscie. Wedtug:
(van Gent i wsp., 2001).
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Gtowna rot w naprawie DSBs, u #mzych eukariota (demlze), odgrywa
rekombinacja homologiczna. Z kolei, u cztowieka dume proces NHEJ (Johnson i Jasin
2000). Wykazano, zi ludzkie Rad52, podobnie jak Ku70, aie st bezpdrednio
z podwojnymi pknigciami DNA, zabezpieczaf je tym samym przed atakiem endonukleaz
i umazliwiajac oddziatywanie kocéw DNA. Zaproponowano model naprawy DSBs,
w ktorym jedno z biatek, Ku70 lub Rad52 g#@ podwadjne gkniecia DNA (Rys. 1.19).

——

Rada'Mred 154 s2 . DsB Rads0Mira11/xKrs2

Rads2 T
naprawa HR { RadS2) naprawa NHEJ (Ku70)

Rysunek 1.19. Model inicjacji naprawy DSBs

Zwigzanie Rad52 zapoczatkowuje naprawe HR, za$ zwigzanie Ku70 wprowadza DSBs na droge
naprawy NHEJ. Wedtug: (van Dyck i wsp., 1999).

Zwigzanie Ku70 kieruje DSBs na drognaprawy NHEJ, natomiast zygianie Rad52
zapocatkowuje napraw opary na rekombinacji homologicznej. Ku70 i Rad52 bezednio
kierug DSBs na alternatywne drogi naprawcze. zZkB zatem mowi o wystpowaniu
swoistej kompetenciji, wspétzawodniczenia wazaniu DSBs przez Ku70 lub Rad52 (van
Dyck i wsp., 1999). Ponadto, w trakcie pgmiwania cyklu komorkowego istnieje
specyficzna preferencja wyboru szlaku naprawczegmwagcego powstate uszkodzenia
DSBs. Wykazanogziu ssakéw naprawa NHEJ dominuje gtdwnie w fazieo@k wczesnej S.
Z kolei, mechanizm naprawczy HR jest aktywny w tdz& oraz S/G2 cyklu komérkowego
(Hendrickson 1997; Johnson i Jasin 2000).
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1.49 Naprawa MMR

MMR (ang. Mismatch Repa)ruczestniczy w naprawie ogromnych insercji, delecj
oraz niedopasowanych par zasad, w celu zachowaarawpnia zasad (A-T, C-G).
W mechanizmie tym uczestniczaréwno enzymy szlaku naprawczego BER i NER, jak
i enzymy swoiste tylko dla naprawy MMR. W procedi#dMR naprawiane $ biedy

towarzyszce replikacji oraz rekombinacji DNA (lyer i wspQ@b).

Wyroézni¢ mazna dwa rodzaje naprawy MMR: szlak #zday oraz szlak krotszy (lyer
i wsp., 2006). W towarzygeym gtownie replikacji szlaku diszym naprawianegsvszystkie
rodzaje ,niedopasowd oraz usuwanegsfragmenty o diugai do kilku tysecy par zasad.
W szlaku krotszym naprawianeg sspecyficzne ,niedopasowania” powstale na skutek
uszkodzenia genomu, a usuwane fragmenty walkos¢ okoto 10 nukleotydéw. Naprawa
MMR skiada st z nasgpujacych etapow: (1) rozpoznanie niedopasowanej pasadia

(2) ustalenie ktora zasada jest niedetava, oraz (3) usugncie bkdu.

Naprawa Mismatch jest niciowo-specyficzna (amsfrand-specifiz. W naprawie
MMR nastpuje rozr@nienie nowo syntetyzowanej nici potomnej od nicitiy@wej (lyer
i wsp., 2006). W bakteriach gram-ujemnych péeziewa hemimetylacja pozwala rozrac¢
nici (metylacp objeta jest tylko né matrycowa). Nie poznano doktadnego mechanizmu tego
zjawiska u pozostatych prokariota i eukariota. Na@ MMR jest procesem wysoce
konserwatywnym, wyspuje zarOwno u prokariota, jak i eukariotaEUcoli zidentyfikowano
duzg grupe genow, inaktywacja ktérych prowadzi do powstarigelmutacyjnych szczepow
bakteryjnych (lyer i wsp., 2006). Produkty tych gennazwano biatkami Mut iasone
gtébwnymi sktadnikami systemu naprawczego MMR (Jbsepsp., 2006). Trzy sgodd tych
biatek (MutS, MutH oraz MutL) uczestnigzv detekcji niedopasowanej zasady (Rys. 1.20)
oraz rekrutacji maszynerii naprawczej (Yang 2000).

W procesie MMR uczestniczy réwuiienelikaza 1l oraz specyficzne endonukleazy
MutH. Powstata po wyectiu nukleotydow luka ulega zabudowaniu przy udz@dimerazy
DNA |II, ktora dobudowuje brakggy fragment na zasadzie komplementacna@ nicig
matrycows, a nasfpnie ligaza zamyka szczefin(Lahue i wsp., 1989). Proces naprawy

konczy metylaza Dam, ktéra wprowadza metyaagjnici potomnej (Marinus 1976).
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Rysunek 1.20. Mechanizm naprawy MMR u  E. coli
Kolejne etapy szlaku naprawczego Mismatch Repair u E. coli. Wedtug: (lyer i wsp., 2006).

Heterodimeryczny kompleks, zony z obecnych uE. coli MutS i MutL,
zaangaowany jest w napragvMMR u cztowieka (Rys. 1.21) (Kolodner i Marsischk999).
Kazdy z heterodimeréw, hMutb oraz Mut$, zawiera podjednostkhMSH2 oraz jeds
z dwoch podjednostek: hMSH6 (inaczej zwarnatkiem wihzagcym G/T, ang.G/T binding
protein, GTBP) lub podjednostkhMSH3 (Kunkel i Erie 2005).
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Rysunek 1.21. Szlak naprawy MMR u cztowieka
Kolejne etapy szlaku naprawczego Mismatch Repair u cztowieka. Wedtug: (lyer i wsp., 2006).

W naprawie MMR zaangawane jest rownie MutLa oraz dodatkowe biatka, takie
jak: egzonukleaza 1 (EXO1), helikazy, PCNA, bialkyzace s¢ z pojedynczoniciowym
DNA (RPA) oraz polimeraza DNAS i €, a take niehistonowe biatko chromatynowe
HMGB1. Doktadny mechanizm wygiia oraz replikacji towarzygeej naprawie MMR

u cztowieka nie zostat jeszcze doktadnie poznaysr (il wsp., 2006).
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1.4.10 Naprawa DNA w kontekscie chromatyny

Upakowanie genomu w postaci wysoce skondensowahgymatyny, czyni go
niedostpnym dla czynnikbw potrzebnych w procesie transgjiypeplikacji, rekombinaciji
czy naprawy DNA. W toku ewolucji, organizmy eukayczne rozwigly jednak zta@one
mechanizmy, w celu przezwyeenia hamujcego wptywu struktury chromatynowej na
procesy gdrowe. A zatem, wyksztalcone w komorkach mechanizraprawcze, musiaty
oming¢ naturalne bariery 1 zdoby dostp do miejsca uszkodzenia, w odpowiednich

przedziatach czasowych.

Naprawa uszkodzeDNA w kontekcie chromatyny zachodzi pryz udziale zalgch
od ATP enzymoOw remodelingu chromatyny (Atainan iells 2006) oraz enzymow
wprowadzajcych modyfikacje w olgbie biatek histonowych (Altaf i wsp., 2007). W ten
sposOb, odpowiednie czynniki naprawcze maja ¢ostlo uszkodzenia. Co wdej,
modyfikacje w ob¢bie histonow dziataj jak sygnaty i ,platformy ddowania” dla
réznorodnych biatek naprawczych. Rola modyfikacji paslacyjnych w zachowaniu

integralndci genomu wydaje giby¢ zatem kluczowa (Altaf i wsp., 2007).

58



Rozdziat 2 Cel pracy

Rozdziat 2

Cel pracy

Celem niniejszego projektu badawczego byto przepdaenie analizy procesu rekrutacji

heterochromatynowych biatek 1 (HP1) w obszarackadzonej chromatyny, a taé& proba

interpretacji obserwowanego zjawiska. Dalekasym celem tych badajest poznanie

funkcji biatka HP1 w naprawie chromatyny.

Cel gtobwny bada podzielony zostat na opisane pmjicele czstkowe:

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

sprawdzenie, czy po wprowadzeniu lokalnego, oksyjdago uszkodzenia
chromatyny, wywotanego wzbudzonym jonem etidiowymachodz zmiany
w wewngtrzjadrowym rozkitadzie biatek HP1;

zbadanie, czy obserwowane zjawisko nie jest artefakktory wynika z agregacji
chromatyny lub adsorpcji HP1 do chromatyny w olszarszkodzonym,;

pomiar tempa gromadzenia biatka HP1 w uszkodzonytiszarach gdra
komdrkowego;

sprawdzenie, czy nagromadzone w miejscu uszkodzbrako jest zwizane
kowalencyjnie, czy ruchliwe i wymieniagsz pub niezwigzar;

sprawdzenie, czy proces gromadzenia ma charakigmatyczny;

udzielenie odpowiedzi na pytanie, czy gromadzernékéd HP1 jest powszechn
odpowiedza komorki na uszkodzenie i zachodzi zakw innych, ni oksydacyjne,
uszkodzeniach chromatyny; a zatem sprawdzenie,rekgutacja HP1 zachodzi
rowniez w NER lub naprawie podwojnycleknig¢ nici DNA (DSBSs);

zbadanie, ktora z domenasteczki HP1 jest istotna w procesie rekrutacji Kaat
do uszkodzonych obszaréw chromatyny;

sprawdzenie, czy w miejscach uszkodzeniagpagt akumulacja metylotransferazy
SUV3-9 i zwkkszenie stopnia metylacji lizyny 9 histonu H3 (Mé3H3);
sprawdzenie, czy gromadzenie HP1 wymaga innychrokgw naprawczych i czy

zachodzi tylko w obecr$ai funkcjonalnej naprawy NER;

10) zbadanie, czy rekrutacja HP1 zajed fazy cyklu komérkowego;
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11)

12)

13)

14)
15)

zidentyfikowanie biatka, ktére uczestniczy w relgjt HP1 do uszkodzonej
chromatyny, a zatem préba ustalenia czy biatkaekidog oddziatywa@ z domen
chromoshadow HP1 rowrigromada sie w miejscu uszkodzenia,

sprawdzenie, czy HP1 uczestniczy w odtworzeniu rméxji epigenetycznej
w miejscu uszkodzenia i czy rekrutowane jest praegylotransferazDnmtl;
sprawdzenie, czy w miejscu uszkodzenia ¢gpage gromadzenie metylotransferazy
SUV4-20;

zbadanie, czy gromadzenie HP1 zgled aktywndci kaskady sygnatowej ATR,;
sprawdzenie, czy utrata biatka HP1 powoduje ckezenie wraliwosci
Caenorhabditis elegans na promieniowanie UV.
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3.1 Materialy

3.1.1 Odczynniki

Odczynniki tywane w opisanych w tej pracy @aadczeniach przedstawiono

w Tabeli 3.1 3.2.

Tabela 3.1. Spis odczynnikéw u zywanych do pracy z komérkami eukariotycznymi

Odczynnik Producent Nr
katalogowy
DMEM z czerwieny fenolowg Sigma-Aldrich (Niemcy) D5523
DMEM Gibco (Breda, Holandia) 12320-032
DMEM/F-12 (bez czerwieni fenolowej Sigma-Aldrich (Niemcy) D2906
I weglanu sodu, z 15 mM HEPES)
Ham’s F-10 bez czerwieni fenolowej Gibco (Bredaldtdia) 31550-023
DMEM High Glucose (4500 mg/L) Gibco (Breda, Holaadi 12491-023
B-merkaptoetanol Gibco (Breda, Holandia) 31350-010
MEM-Non-Essential Amino Acids Gibco (Breda, Holaai 11130-051
McCoy’s 5A Gibco (Breda, Holandia) 36600-021
L-glutamine-200 mM Gibco (Breda, Holandia) 25030-081
Opti-MEM Gibco (Breda, Holandia) 11058-021
FBS Gibco (UK) 10106-169
FCS Sigma-Aldrich (Niemcy) F7524
Trypsyna (0,25% z EDTA) Gibco (Breda, Holandia) 25200-106
Penicylina/Streptomycyna Gibco (Breda, Holandia) 075063
Gentamycyna Gibco (Breda, Holandia) 15750-037
GenetycyndGeneticin 418-Sulfate) | Gibco (Breda, Holandia) 11811-031
Hygromycyna (Hygromycin B Gibco (Breda, Holandia) 10687-010
FUGENE 6 Roche (Indianapolis, IN, USA) | 1988387
FUGENE HD Roche (Indianapolis, IN, USA) | 4709705
Lipofectamina 2000 Invitrogen (Breda, Holandia) 11668-019
bromek etydyny (EtBr) Fluka Biochemie (Niemcy) 4650
formaldehyd(16% EM Grade) Electron Microscopy Sciences | 15710-S
(Fort Washington, PA, USA)

Triton X-100 Sigma-Aldrich (Niemcy) T-8787
Tween 20 Sigma-Aldrich (Niemcy) P-2287
zelatyna rybia Sigma-Aldrich (Niemcy) A-7906
BSA Sigma-Aldrich (Niemcy) A-7906
glicyna Sigma-Aldrich (Niemcy) G-7126
HCI (0,5 M) PoCh (Polska) 575318161
NaOH PoCh (Polska) 810925112
NaCl PoCh (Polska) 794121116
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Odczynnik Producent Nr
katalogowy
NaH,PO, PoCh (Polska) 799280115
NaHCO PoCh (Polska) 810530115
KCI PoCh (Polska) 739740114
anty-HPB Abcam (UK) ab10811
anty-HP3 (Wreggett i wsp., 1994) -
anty-HPY Chemicon International TemaculaMAB3450
(CA, USA)
anty-Ku70 Abcam (UK) ab3114
anty-Me3K9H3 (RaH3K9me3) (Mateos-Langerak i wspQ2 -
Cowell i wsp., 2002)
antyyH2A.X (clone JBW301) (Upstate Biotechnology, 06-636
Walthram, MA,USA)
anty-rat FITC Jackson Immunoresearch 112-095-003

Laboratories, West Grove,
Pensylwania (USA)

anty-mouse Igl Cy2 Jackson Immunoresearch (USA) -2PB5146

anty-mouse Cy3 Jackson Immunoresearch (USA) 1150085

anty-mouse Alexa 488 Molecular Probes MOPA-21121
(Eugene, OR, USA)

anty-rat Ig1l Alexa 488 Molecular Probes MOPA-11006
(Eugene, OR, USA)

anty-rat Igl Alexa 546 Molecular Probes MOPA-11081
(Eugene, OR, USA)

anty-rabbit Alexa 488 Molecular Probes MOPA-11034
(Eugene, OR, USA)

anty-rabbit Alexa 546 Molecular Probes MOPA-11035

(Eugene, OR, USA)

W trakcie prowadzenia pomiarow mikroskopowych koknéumieszczone byly
w pazywce DMEM/F12 (tzn. poywka, w ktorej znajdowaly si komorki podczas
generowania uszkodaeoksydacyjnych) z 1-2% FCS i olinng zawartdcia weglanu sodu,
doprowadzonej do optymalnego pH w rownowadze z eowem Ilub w poywce
mikroskopowej (tzn. poywka, w ktdrej umieszczone byty komorki lokalniezkadzane UV

oraz nawietlane castkamia), ktorej sktad podano paotej:

+  Pazywka mikroskopowa

- NaCl (137 mM) - KCI (5.4 mM)
- D-glukoza (20 mM) - CaCh 2H,0 (1.8 mM)
- HEPES (20 mM) - MgSQ, 7 H,0 (0.8 mM)

Wszystkie skiadniki odwano i rozpuszczono w 1L wody MiliQ, doprowadzono plid

wartasci 7.0, a nagpnie autoklawowano przez 20 min.
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Tabela 3.2. Wykaz odczynnikébw u zywanych w hodowlach bakteryjnych

Odczynnik Producent Nr katalogowy
ekstrakt dradzowy Gibco BRL (UK) 30393-029
hydrolizat kazeiny Gibco BRL (UK) 50014-034
NacCl Merck (Niemcy) 6406.0
ampicylina Polfa Tarchomin (Polska) -
kanamycyna Gibco (Breda, Holandia) 11815-032

Do poditay ptynnych LB oraz statych (LB-agar) dodawano raatwpodstawowy
odpowiedniego antybiotyku, ampicyliny lub kanamygyntak aby kdcowe s¢zenie
antybiotykow osigneto wartas¢ 100 pg/ml ampicyliny lub 50ug/ml kanamycyny. Podi@
state przygotowywano w ten sposa@b,rozpuszczano 15 g agaru w 1 litrzexyweki ptynnej
LB. Nastpnie, po autoklawowaniu i ochtodzeniu do tempesatokoto 50°C dodawano
antybiotyk i wylewano na szalki Petriego @ 90 mnarE$edt, Niemcy). Spis wszystkich
odczynnikéw, aywanych do oczyszczania DNA plazmidowego z zawidsakteryjnych,

zestawiono w pouaszej tabeli (Tab. 3.3).

Tabela 3.3. Spis odczynnikéw u zywanych do oczyszczania DNA plazmidowego

Odczynnik Producent Nr katalogowy
Plasmid Mini A&A Biotechnology 020-250
(Gdynia, Polska)
Plasmid Midi AX A&A Biotechnology 092
(Gdynia, Polska)
QIAprep Spin MiniPrep Kit QIAGEN (Holandia) 27106
QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN (Holandia) 12145
Tris Roth (Niemcy) 4855.2
EDTA Roth (Niemcy) 8043.1
HCI (1M) PoCh (Polska) 575320161
H,O (apteczna) Polpharma (Polska) -
ggaroza SERVA Electrophoresis (Niemcy) 11404.04
bromek etydyny Sigma (USA) E-7637
kwas borny Roth (Niemcy) 6943.1

Wyizolowane DNA plazmidowe rozpuszczano w wodzéaznej lub w buforze TE
(10 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA). Nagtnie dokonywano analizy restrykcyjnej,
w ktorej wykorzystywano pochodee z firmy MBI Fermentas (Litwa) i New England
BioLabs (Kanada)

elektroforetycznym markery DNA pochodzity z firm:BW Fermentas (Litwa) oraz DNA-

enzymy restrykcyjne oraz bufory.zywane w rozdziale

Gdask Il (Polska). W pracy wykorzystano wodczyszczog w aparatach: Mili-Q Synthesis
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A10 i Mili-Q Plus firmy Milipore. Do pracy z prepatami bakteryjnymi i hodowlami

komaorkowymi wykorzystywano réwniewode apteczg i autoklawowas.

3.1.2 Plazmidy ekspresyjne kodugce biatka fuzyjne

W poniszej tabeli (Tab. 3.4) zamieszczono plazmidy biddgyjnych, ktérych opisy

odnalé&¢ mazna w cytowanych publikacjach naukowych.

Tabela 3.4. Wykaz u zywanych plazmidow

Plazmid

Opis konstruktu

EGFP-LacRAscFHP1o-NLS

(Verschure i wsp., 2005)

EGFP-LacRAscFHP13-NLS

(Verschure i wsp., 2005)

EGFP-LacRAsctHP1o0-A(2-39)

(Brink i wsp., 2006)

EGFP-HP#

(Schmiedeberg i wsp., 2004)

EGFP-HPB

(Schmiedeberg i wsp., 2004)

EGFP-HP%

(Schmiedeberg i wsp., 2004)

EGFP-HPB (ACSD)

(Cheutin i wsp., 2003)

EGFP-HPB (Ahinge)

(Cheutin i wsp., 2003)

pmCherry-HPB-A(2-40)

(Mateos-Langerak i wsp., 2007)

EYFP-CSD

(Hayakawa i wsp., 2003)

DDB2-mCherry

(Luijsterburgwsp., 2007)

MeCP2-mRFP1

(Brerowsp., 2005)

GFP-Ligaza DNA 1

(Mortusewidavsp., 2006)

GFP-Ligaza DNA 3

(Mortusewidavsp., 2006)

EGFP-Dnmtl (Mortusewidzawsp., 2005)

RFP-PCNA (Mortusewicewsp., 2005; Leonhardt i wsp., 2000)
EYFP-BRG1 (Phairwsp., 2004)

ACF1-EGFP (Colling wsp., 2002)

EYFP-Suv3-9H1

(Krouwelsi wsp., 2005)

EGFP-Suv4-20H1
EGFP-Suv4-20H2

(Schotta wsp., 2008)
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SzczegoOtowe opisy etapow konstrukcji plazmidowd§eclch biatka fuzyjnych, ktére
nie zostaty zamieszczone w publikacjach naukowydymi samym nie wyspuja

w Tabeli 3.4 przedstawiono pasi.

* HP1B-Xhol-EGFP-LacR-Ascl-NLS

Podstaw konstrukcji plazmiduHP15-Xhol-EGFP-LacR-Ascl-NL8yt wektor p3'SS-EGFP-
dimer Lac repressoiRobinett i wsp., 1996; Tumbar i wsp., 1999), zyfoddwany do
EGFP-LacR-Ascl-NLS (NYE4{Nye i wsp., 2002). W reakcji PCR powielono pein
sekwenagt genu kodujcego HPB z uwzyciem primeréw zawieragych miejsce Xhol
z zachowaniem tej samej ramki odczyRrodukty PCR poddano trawieniu enzymenol

i zligowano z trawionymXhol wektorem EGFP-LacR-Ascl-NLS (NYE4)yzyskuac C-
koncowa fuzje HP13 z EGFP-LacR-Ascl-NLS (NYE4)Wszystkie fragmenty konstruktu,
ktore poddano reakcji PCR, zostaly zsekwencjonowane

» EGFP-Xbal-HP1B-Ascl-LacR-NLS

Konstrukcg wektora EGFP-Xbal-HPB-Ascl-LacR-NLS rozpoczto od reakcji PCR,
w wyniku ktorej utworzono HP18 Xbal/Ascl Produkty PCR poddano trawieniu
endonukleazamKbal oraz Ascl, subklonowano w wektorze pUCAP i zsekwencjonowano.
Wektor p3'SS-EGFP-LacR(Tumbar i wsp., 1999) trawiono endonukleazaxial oraz
EcoRV w celu usunricia EGFP oraz wikszego fragmentuacR Uzyskany plazmid poddano
reakcji kolejnego trawienia endonukleazaXbal i Ascl, a nastpnie wligowano do niego
HP1p Xbal/Asc] uzyskujc plazmidp3'ss HP1-lacRW kolejnej reakcji PCR, do wektora
p3'ss EGFP-lacRdodano miejscaXbal i Ascl (zachowujc raml¢ odczytu dla HP).
Powstaly plazmid trawiono endonukleazaiibal oraz EcoRV, subklonowano wpBSK

i zsekwencjonowano. Wykonano kolejny PCR na plazmigp3'ss EGFP-LacRWw celu
uzyskania fragmentieGFP Xba), dodajc miejsca Xbal i Ascl (miejsce Ascl w celu
sprawdzenia wikxiwej orientacji) powyej oraz Xbal ponizej, subklonowano w wektorze
pBSK i zsekwencjonowano. Wcaaej utworzony wektorp3'ss HP1-LacRoraz fragment
EGFP Xbaltrawiono enzymenXbal, a nasipnie w wyniku ligacji obydwu fragmentéw
uzyskano plazmi&GFP-HP1-LacR
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* mMRFP-HPla

Do wektora mRFP-N1 wklonowano cDNA ludzkiego genu HR1w ten sposob, aby
zachowa te¢ samy ramke odczytu. WektormRFP-N1 ktéry zawiera monomeryczne,
czerwone biatko fluorescencyjne (arfged Fluorescent ProteirRFP) otrzymano od prof.
Roger’a Tsien’a (UC San Diego, CA, USA) (Campbelsp., 2002).

- SCFP3a-HPB

Do wektora SCFP3a wklonowano cDNA ludzkiego genufijRachowujc t¢ sany ramle
odczytu. Wektor SCFP3a, zawigy@gy cyjanowe biatko fluorescencyjne o wzmocnionej
fluorescencji (angSuper Cyan Fluorescent ProteiSCFP), otrzymano od dr. Joachima
Goedhart’a (Kremers i wsp., 2006).

¢ XPC-mVenus

Do wektora mVenus-N1 wklonowano cDNA ludzkiego gdratka XPC, z zachowaniem tej
samej ramki odczytu. Wektor mVenus-N1, zawigrgj zO0tte biatko fluorescencyjne,

otrzymano od dr. Joachima Goedhart'a (Kremers i. W&J06).

 DDB2-mVenus

Do wektora mVenus-N1 wklonowano cDNA ludzkiego gemiatka DDB2, zachowygf
te samy ramlke odczytu. Wektor mVenus-N1, zawiegey zOtte biatko fluorescencyjne
(mVenus), otrzymano od dr. Joachima Goedhart'ar(tens i wsp., 2006).

* mVenus-XPA

Do wektora mVenus-N1 (Kremers i wsp., 2006), ktbayierazotte biatko fluorescencyjne
(mVenus), wklonowano cDNA ludzkiego genu kaghgigo biatko XPA, zachowag t¢ samy

ramke odczytu.
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3.1.3 Eukariotyczne linie komorkowe

Skrocon charakterystyl& wszystkich linii komorkowych, ktére wykorzystano d

eksperymentow opisanych w niniejszej rozprawie digkiej, zamieszczono w paskej

tabeli (Tab. 3.5).

Tabela 3.5. Charakterystyka u zytych linii komérkowych

Nazwa linii Opis linii komérkowej
komorkowej
Organizm Pochodzenie Charakterystyka Morfologia
wzrostu
Hela 21-4 Homo sapiens rak szyjki komorki nabtonek
(cztowiek) macicy adherentne

« HelLa H1-GFP

HelLa stabilnie ztransfekowane H1-GFP (Kimura i wgp01)

* HeLa H2B-GFP

HelLa stabilnie ztransfekowane H2B-GFP (Kimura i wg001)

« HelLa H3-GFP

HelLa stabilnie ztransfekowane H3-GFP (Kimura i wgp01)

MSU-1.1 Homo sapiens  napletek komorki fibroblasty
(ang.foreskin) adherentne (Bernas i wsp.,
2004; Morgan
i wsp., 1991)
Hep2 Homo sapiens rak krtani komorki nabtonek
adherentne
* Hep2-EGFP- Hep2 stabilnie ztransfekowane EGFP-P1
HP 1o (Schmiedeberg i wsp., 2004)
C2C12 Mus musculus mioblasty komorki mioblasty
(mysz dorostej adherentne
domowa) myszy C3H

* C2C12-EGFP-

C2C12 stabilnie ztransfekowane GFP-PCNA

PCNA (Leonhardt i wsp., 2000)
MRC5-SV Homo sapiens ptuca komorki fibroblasty
adherentne
* MRC5-EGFP- MRCS5 stabilnie ztransfekowane EGFP-HP1
HP 1o,
* MRC5-EGFP- MRCS stabilnie ztransfekowane EGFP-HP1
HPly
CHO-K1 Cricetulus jajnik komorki nabtonek
griseus adherentne
(chinski
chomik)
NIH/3T3 Mus musculus  embriony komorki fibroblasty
mysie adherentne

* NIH/3T3 EGFP-

NIH/3T3 stabilnie ztransfekowane EGFP-HP1

HP1B (Mateos-Langerak i wsp., 2007)
U20S Homo sapiens miesak ka@cio- komorki nabtonek
pochodny adherentne
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Nazwa linii Opis linii komérkowej
komorkowej Organizm Pochodzenie Charakterystyka Morfologia
wzrostu
HCT116 Homo sapiens  rak jelita komorki nabtonek (Rhee
grubego adherentne i wsp., 2000)
e Dnmt1 -/- Linia komorkowa HCT116 z wykzeniem knock-oul genuDnmt1
HCT116 (Rhee i wsp., 2000)
KU8O0 -/- XR-V15B | Cricetulus ptuca komorki Fibroblasty
griseus adherentne (Errami i wsp.,
1996; Zdzienicka
i wsp., 1988).
ATR -/-GM18366- | Homo sapiens osobnik pici komorki Fibroblasty
hTERT komorki meskiej adherentne | (Bergink i wsp.,
Seckel Z syndromem 2006)
Seckel ATR)
MEFS Mus musculus embriony komorki fibroblasty
mysie adherentne

e Suv3-9dn MEFs

MEFSdouble-null Suv3-9h1 i Suv3-9h2
(Peters i wsp., 2001; Schotta i wsp., 2004)

 MEFs XPC-/- Linia komoérkowa MEFs z wygkzeniem knock-oul genuXPC
KU8O -/- XR-V15B | Cricetulus ptuca komorki Fibroblasty
griseus adherentne (Errami i wsp.,
1996; Zdzienicka
i wsp., 1988).
XP4PA-SV Homo sapiens skora komorki fibroblasty
(XP-C) mezczyzny adherentne (Luijsterburg
z XP-C i wsp., 2007)
XP20S-SV Homo sapiens skora kobiety komorki fibroblasty
(XP-A) z XP-A adherentne (Luijsterburg
i wsp., 2007)
XP12RO-SV Homo sapiens skora komorki fibroblasty
(XP-A) mezczyzny adherentne (Luijsterburg
z XP-A i wsp., 2007)
XP23PV Homo sapiens skora kobiety komorki fibroblasty
(XP-E) z XP-E adherentne
CS1AN Homo sapiens skora kobiety komorki fibroblasty (van
(CS-B) zCS-B adherentne Hoffen i wsp.,
1993)
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3.2 Metody

Bufory wzywane w opisanych w tej pracy @aadczeniach przygotowywano wedtug
protokotéw (Sambrook i Russell 2001) lub zgodniealeceniami producentéw odczynnikdw.
Eksperymenty klonowania molekularnego, feaj na celu uzyskanie plazmidowego DNA,
ktore wykorzystywano do ekspresji badanych biaték fuzji z biatkami fluorescencyjnymi,
przeprowadzono postuglg sk standardowymi metodami, opisanymi obszernie wditeze
(Sambrook 1 Russell 2001) oraz zamieszczonymi wceutarach podawanych przez
producentow odczynnikéw. W kolejnych podrozdziataoizedstawiono jedynie metody
opracowane samodzielnie lub zmodyfikowane spegadita potrzeb opisanych w niniejszej

rozprawie eksperymentéw.

3.2.1 Powielanie plazmidowego DNA

Namnaanie DNA plazmidowego prowadzono wedtug standarabwyrocedur
(Sambrook i Russell 2001) lub ich zmodyfikowanycérsyi. Ponkej zamieszczono skrocone

opisy poszczegolnych etapow powielania DNA plazmiego.

3.2.1.1 Transformacja bakteryjna

Wykorzystane w transformacji bakteryjnejzyavki przygotowano zgodnie ze standardowymi
protokotami (Sambrook i Russell 2001). Proceduransformacyja rozpoczto od
rozmrazenia (na lodzie) bakterii kompetentny&h coli szczepuJC lub DH5«, do ktérych
nastpnie dodawano 1ul roztworu powielanego DNA plazmidowego. Tak przimoary
mieszanig transformacyja inkubowano na lodzie przez 20 min, a ppete wykonywano
szok cieplny (42°C, 90 s). Do idej mieszaniny dodawano 20l pozywki SOC

I inkubowano wtemp. 37°C, po czym mieszagnitnansformacyja zaszczepiano ptytki
agarowe, ktore zawieraty odpowiedni antybiotyk (&ap) i inkubowano w temp. 37°C przez

noc. W ten sposob selekcjonowano klony zawieejvektor.
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3.2.1.2 Zaktadanie hodowli bakteryjnej w skali mini

Przygotowywano pgywki LB, zawieragce antybiotyk (amp/kan) w takim samynezgniu
jak na plytkach agarowych, ktore zaszczepiano ki&p wyrostymi na ptytkach,
pojedynczymi koloniami bakteryjnymi. Hodowle bakfigle prowadzono w warunkach

standardowych (wytesarka, 37°C) przez 12-16 godz. (inkubacja nocna).

3.2.1.3 lzolacja plazmidowego DNA (MiniPrep) z hodowli bakeryjnych w skali mini

Z wyrostych hodowli bakteryjnych pobierano 1,5 malxesiny, aby wyizolowaplazmidowe
DNA. Niewielks objetos¢ zawiesiny pozostawiano w temp. 4°C. Izotaglazmidowego
DNA przeprowadzano zgodnie z getonym przez producenta protokotem do zestawu
odczynnikdéw MiniPrep. Wyizolowane DNA zawieszano3@ ul H,O aptecznej lub buforu
TE. Stzenie DNA wyznaczano przyzyciu spektrofotometru NanoDrop ND-1000.

3.2.1.4 Analiza restrykcyjna i elektroforetyczna

Przygotowywano mieszaninreakcyjry, ktora zawierata wyizolowane DNA plazmidowe,
endonukleazy i odpowiadge im bufory, wod apteczna oraz BSA {e wymagane).
Reakcg trawienia prowadzono w temp. 37°C przez 1,5-2 gdidzstpnie, przygotowywano
1% zel agarozowy (agaroza, 1XTAE lub 1XxTBE, bromek iyd i przeprowadzano rozdziat
elektroforetyczny produktéw reakcji trawienia orazdpowiednich markeréw DNA.
Elektroforeza przebiegata w warunkach 70 mV (lubn®@) przez 30-60 min. Wykonywano
analiz uzyskanych pzkéw. Do zaktadania hodowli bakteryjnych, nack&z skak
(w wickszej obgtosci LB) wybierano ¢ hodowk, z ktérej wyizolowane DNA plazmidowe,

po trawieniu endonukleazami, posiadato odpowigdmchliwas¢ elektroforetyczan.

3.2.1.5 Zaktadanie hodowli bakteryjnej w wiekszej objetosci LB

Przygotowywano poywke LB, o takim samym sggeniu antybiotyku (amp/kan) jak na ptytce
agarowej. Do poywki dodawano odpowiedqi objetos¢ zawiesiny bakteryjnej, ktéra
pozostata z hodowli w skali mini. Hodowlbakteryjy prowadzono w warunkach

standardowych przez 12-16 godz.
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3.2.1.6 lzolacja plazmidowego DNA (MidiPrep)

Izolacg plazmidowego DNA przeprowadzano zgodnie z protekokagczonym do zestawu
odczynnikéw MidiPrep. Wyizolowane DNA zawieszano adpowiedniej ohjtosci wody
aptecznej lub buforu TE. &enie DNA wyznaczano przyzyciu spektrofotometru NanoDrop
ND-1000. Nasipnie, przeprowadzano analiz restrykcyjry oraz elektroforetyczn
wyizolowanego DNA plazmidowego, w spos6b opisanylaterialy i Metody 3.2.1.4

3.2.2 Hodowla eukariotycznych linii komérkowych

Hodowle komorkowe prowadzono w standardowych wieach w temp. 37C
i wilgotnej atmosferze zawiergjej] 5% CQ. Komorki hodowano w nagpujacych

pozywkach hodowlanych:

a) linie komoérkowe Hela, MSU-1.1 oraz Hep2 hodowanpaywce DMEM z 2 mM L-
glutamirg, kwasnym weglanem sodu, 10% FCS i antybiotykami (penicylis0 U,
streptomycyn 50 ug),

b) komodrki mioblastéw mysich, C2C12, hodowano wzymece DMEM z 2 mM L-
glutamirg, kwasnym weglanem sodu, 20% FCS i antybiotykami (penicylis0 U,
streptomycyn 50 ug oraz dodatkowo gentamycyw stzeniu 0,05 mg/ml),

c) komorki MRC5 oraz NIH/3T3 hodowano w povce DMEM, zawierajcej 2 mM L-
glutamirg, antybiotyki (penicylig 50 U i streptomycy§50 ug) oraz 10% FCS,

d) linie komoérkowe: CHO-K1, U20S, GM18366-hTERT Seckells, XR-V15B, XP4PA
(XP-C), XP20S (XP-A), XP12RO (XP-A), XP23PV (XP-E)}S1AN (CS-B) hodowano
w pazywce DMEM/F10 (stosunek 1:1), zawieseg) 2 mM L-glutamig, antybiotyki
(penicylire 50 U i streptomycy® 50 ug) oraz 10% FCS,

e) linie komorkowe HCT116 hodowano w pavce McCoy’s 5A z 2 mM L-glutamip
antybiotykami (penicylip 50 U i streptomycy#; 50 pg) i 10% FCS oraz dodatkowo
hygromycym w stzeniu 0,1 mg/ml,

f) linia komérkowa MEFs Suv39dn hodowana byta wywece DMEM High Glucose z L-
glutamirg (2 mM), 10% FCS, antybiotykami (penicyid0 U i streptomycysn 50 ug),

B-merkaptoetanolem i dodatkowym zestawem aminokwg86&M).
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Wszystkie komorki, wykorzystywane zarowno do ekgpentow, w ktérych obrazowano
zywe komorki (ang.live cell imaging”), jak i immunofluorescencji, hodowane byly na
szalkach Petriego @ 35 mm, zawiecgch szklany spdd (anglass-bottomed typu MaTek
Dish (Matek Corporation Ashland MA, USA) lub na gatych, okggtych szkietkach
mikroskopowych (Menzel Glaser, Braunschweig, Niency grubdci 0,17 pm,
umieszczonych w szalkach Petriego @ 35 mm (TPP,ajgawa). W czasie prowadzenia
pomiaréw komorki umieszczone byly w povce DMEM/F12 z 1% FCS, ohromg
zawartdciag kwasnego wglanu sodu i bez czerwieni fenolowej lub w zpace

mikroskopowej.

3.2.3 Transfekcja komorek ssaczych plazmidowym DNA

Uzyto nasgpujacych czynnikdéw transfekcyjnych: FUGENE-6 (La RochéSA),
FUGENE-HD (La Roche, USA) oraz Lipofectamina 200%ifrogen, Holandia). Procedury
transfekcji prowadzono zgodnie z protokotamigzabnymi przez producentéw. Wykonano
optymalizacs transfekcji, co pozwolito na dobdr takich warunkow ktérych uzyskano
najwyzsza wydajnagé transfekcji oraz najuszy cytotoksycznéé. Ustalono nagpujace
stosunki czynnikéw transfekcyjnych i DNA: @ FUGENE-6 i 2ug DNA (stosunek 6:2),
5ul FUGENE-HD i 2ug DNA (stosunek 5:2) oraz 4l Lipofectaminy i 1-2ug DNA

(stosunek 4:1 lub stosunek 4:2).

3.2.3.1 Transfekcja czynnikiem transfekcyjnym FUGENE-6

Dzienh przed transfekgj komérki wysiano na pojedynczych, aftych szkietkach
hodowlanych, ktére umieszczone zostaly w szalkatotvlanych @ 35 mm (2 ml ofipsci
pozywki hodowlanej). Komérki hodowano w pgwce z surowig w warunkach
standardowych (37°C i 5% G W dniu transfekcji hodowla komorkowa posiadaa /%
konfluencji. Mieszania transfekcyja przygotowano w 94 pozywki DMEM (bez surowicy
i antybiotykdw) lub Opti-MEM, dodag 6 ul FUGENE-6 i inkubujc 5 min (RT). Nasipnie,
do mieszaniny dodano plazmidowe DNA, w gibjci odpowiadajcej 2 ung DNA
i inkubowano 30 min. Po zakozeniu inkubacji mieszangntransfekcyja dodano do
komorek, ktére pozostawiono w hodowli. Obserwagjeych komorek (live cell imaging”)

prowadzono 72 godz. po transfekciji.
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3.2.3.2 Transfekcja czynnikiem transfekcyjnym FUGENE-HD

Komorki wysiano, jeden dzieprzed transfekgj na pojedynczych, okgtych szkietkach
umieszczonych w szalkach hodowlanych @ 35 mm. K&mbodowano w warunkach
standardowych (37°C i 5% GpPw pazywce DMEM. W dniu transfekcji hodowla
komoérkowa posiadata 70-90% konfluencji. Do 1@0 pozywki Opti-MEM dodano
2 ug plazmidowego DNA i Sl FUGENE-HD (stosunek FUGENE-HD do DNA wynosit 5:2)
Tak przygotowas mieszanig transfekcyja inkubowano 15 min (RT). Po zaktzeniu
inkubaciji calé¢ roztworu dodano do komoérek, w ktérych po 24 gduzdowli zmieniono

pozywke hodowlan. Pomiary prowadzono 48 godz. po transfekciji.

3.2.3.3 Transfekcja czynnikiem transfekcyjnym Lipofectamine 2000

Dzien przed transfekgj wysiano komorki na szalki Petriego typu MaTek Digtomorki
hodowano w warunkach standardowych (37°C i 5%,C@ pazywce DMEM Ilub
DMEM/F10. W dniu transfekcji hodowla komoérkowa padata konfluengj 85-95%.
Do transfekcji ayto pazywki Opti-MEM. Przygotowano dwa eppendorfy, zawjeca po
100ul pozywki. Do pierwszego eppendorfa dodano 1ty plazmidowego DNA
(w przypadku kotransfekcji, tzn. transfekcji komidrdwoma r@nymi plazmidami, 4czna
zawarté¢ DNA nie przekraczata 21g9) i delikatnie wymieszano. Do drugiego eppendorfa,
zawierajcego paywke Opti-MEM (100 ml), dodano 4l Lipofectaminy 2000 i inkubowano
5 min. Nastpnie, pojczono obydwa roztwory, caté wymieszano i inkubowano 30 min
w temp. pokojowej. W tym czasie zmieniono w komdatkgpazywke na tzw. ,paywke
transfekcyja” (Opti-MEM z 10% FBS, bez antybiotykéw). Po inkupiado komorek dodano
mieszanig transfekcyja i pozostawiono je w hodowli (37°C i 5% GO Po 4-6 godz.
zmieniono paywke na standardogvpazywke hodowlan. Obserwacje komoérek,live cell

imaging”) prowadzono 48 godz. po transfekcji.

3.2.4 Procedura generowania lokalnego uszkodzenia chromaty przy

udziale wzbudzonego jonu etidiowego

Szkietka mikroskopowe z komdrkami umieszczono wcgdnych komorach, ktére
zbudowane byly z dwoch piaieni: metalowego oraz plastikowego. Konstrgkkpmory
uszczelniono smarem silikonowym (PPHU LEDA, Polska)nasfpnie wypetniono 1 ml
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jatowej pazywki DMEM/F12 z 1% FCS oraz ohiong zawartdcia NaHCGQ;, aby umdaliwi ¢
buforowanie peywki w warunkach atmosferycznych (0,0333% L.QPrzygotowag w ten
sposOb komar z komorkami umieszczono w mikro-inkubatorze (LBeience Research,
Cambridge, UK), na stoliku mikroskopowym. W czasieania eksperymentu komorki
znajdowaty st w temp. 37°C lub nszej, jéli wymagat tego eksperyment (temperaturowa
zaleznos¢ gromadzenia HP1Wyniki 4.1.9.

3.2.4.1 Procedura inkubacji komoérek z bromkiem etydyny

Umieszczone na szkietku komorki zalewano 1 mkywki DMEM/F12 (2% FCS),

a nasgpnie dodawano bromek etydyny (0,1 mM roztworuseywego) w obgtosci 1 ul lub

2 ul, uzyskupc stzenie bromku w poywce réwne 100 nM lub 200 nM. Inkubacj
prowadzono na stoliku mikroskopowym w mikro-inkutrae w temp. 37°C przez 20 min.
Nastpnie, komorki zawieszano w 1 miéwiezej paywki DMEM/F12 (2% FCS).

Eksperymenty wykonywano natychmiast po zmianigypdi.

3.2.4.2 Metoda rejestrowania obrazéw kontrolnych

W jadrach komorkowych obserwowano fluoresceng@ochodaca od GFP (zielona
fluorescencja) i EtBr (czerwona fluorescencja).sBwano ling wzbudzenia 488 nm oraz filtr
neutralny 1%. Obrazy rejestrowan@ywajac powkkszenia elektronicznego 1 oraz 4,
co odpowiada rozmiarowi piksela odpowiednio 0,18 i 0,085um. Pomiary prowadzono

przy otwartej przestonie konfokalne;.

3.2.4.3 Metoda wprowadzania lokalnych uszkodz# jader w zywych komdrkach

W jadrze komorkowym wybierano obszar w ksztalcie kwad@boku 1,8 x 1,§im, ktory
zwierat zielon fluorescengj pochodzcg od HP1-GFP. Nagpnie, fragment ten skanowano
3-krotnie whzkg sSwiatta laserowego o dlugoi 514 nm, mocy 105uW i szybkdci
przemiatania 166 linii/s. Dostarczana sumarycznakdawiatta wynosita 110QuJ. Wigzka
Swiatla emitowana byta przez laser argonowy (ILTIt Rake City, UT, USA) o mocy 100
mW. Wprowadzane w ten sposoéb lokalne uszkodzeniendityny, w obszarzeggrowym

o ksztalcie kwadratu, pozwalato doktadnie kontradwbszar uszkodzony oraz dostarcgzan
dawke swiatta. Podkréli¢ jednak naley, ze rzeczywista wielk& boku uszkodzonego

obszaru jestsrednio o 1,5x wgksza od zdefiniowanego obszaru, co spowodowane jest
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rozproszeniemwiatta na elementach probki (Dobrucki i wsp., 200&halize uzyskanych
wynikow wykonywano zatem w ptaszczye preparatu na obszarach wiglia?,7 x 2,7um.

3.2.4.4 Metoda prowadzenia pomiaréw czasowyckiTime Course)

Natychmiast po zakazeniu nawietlaniaswiattem o dtugéci 514 nm, prowadzono pomiary
intensywndci fluorescencji, ktéra pochodzita od GFP. Stoswwvevigzke swiatta laserowego
o diugaci 488 nm oraz filtr neutralny 1%. W detekcji barwyzerwonej stosowano
wzmocnienie 1500, w zielonej 1320. Obrazy rejestnoavprzy rozmiarze piksela rownym
0,085 um i otwartej przestonie konfokalnej. Wykorzystanmgram Time Course dziki
ktoremu maliwe byto rejestrowanie i zapisywanie obrazéw co 0w postaci serii

nastpujacych po sobie obrazéw, ktére tworzyty filmy tryeg 30-60 min.

3.2.4.5 Badanie ruchliwosci biatka HP1 metoch FRAP/FLIP

Pomiary ruchliwéci nagromadzonego biatka (HP1 zfuzjowanego z [|eaiki
fluorescencyjnym) prowadzono megoodzyskiwania fluorescencji FRAP (arfguorescence
Recovery After Photobleaching(Sprague i McNally 2005). Zasadmetody FRAP

zaprezentowano na paszym rysunku (Rys. 3.1).
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Rysunek 3.1. Schemat metody FRAP

Naswietlanie intensywnym $Swiattem laserowym (Photobleach) wybranego obszaru komérki (wewnatrz
czerwonej ramki) prowadzi do nieodwracalnego uszkodzenia fluoroforu w biatku fluorescencyjnym
i obnizenia intensywnosci fluorescencji w obszarze naswietlanym. Metode te wykorzystuje sie do
badania ruchliwosci biatek. W przypadku biatek nieruchliwych, catkowicie zwigzane ze strukturami
komarkowymi, nie dochodzi do odbudowania fluorescencji w obszarze naswietlonym. Dla biatek
niezwigzanych stabilnie nastepuje naptyw biatek z obszaréw nie naswietlanych intensywnym swiattem
laserowym i intensywnos$¢ fluorescencji biatka w komérce ustala sie na poziomie stacjonarnym. Na
podstawie (Lippincott-Schwartz i wsp., 2003).

N
i

Oprocz metody FRAP, stosowano rowni@lrugg metod, tzw. FLIP (ang.
Fluorescence Loss In Photobleachinktéra pozwala badaspadek fluorescencji GFP
w wyniku odptywu biatka do obszaréw dwaetlonych intensywnymswiattem laserowym
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(Goldman i Spector 2004). Schemat metody FRAP/FpiPedstawiono na parzym
rysunku (Rys. 3.2).

Bleach pulse

FRAP

FLIP

Rysunek 3.2. Schemat metody FRAP/FLIP

Metode FRAP/FLIP stosuje sie w badaniach dyfuzji (mobilnosci) czgsteczek biatka. W wybranym
obszarze naswietlonym (ang. bleach pulse) nastepuje odzyskiwanie fluorescencji (FRAP), na skutek
przyptywu czasteczek biatka, ktére zawierajg nieuszkodzony fluorofor. Wzrostowi intensywnosci
fluorescencji w obszarze naswietlonym towarzyszy spadek fluorescencji (FLIP) w obszarze, ktory nie
byt naswietlany. Na podstawie (http://www.mscwu.wur.nl/UK/Equipment/CLSM/).

Komérki poddano transfekcj{Materialy i metody 3.2.3.1)dpowiednim DNA
plazmidowym, a nagpnie inkubowano z bromkiem etydyny, uszkadzano oggzstrowano
obrazy w sposob opisany Materiaty i Metody3.2.4.1-3.2.4.3Po lokalnym uszkodzeniu
chromatyny obserwowano gromadzenie biatka HBMaterialy i Metody 3.2.4.4)
W uszkodzonej komorce wybierano obszadr@, ktory odpowiadat wielkoi 1/3 jgdra
komorkowego i poteony byt z dala od uszkodzenia. Obszar ten poddawl&nkrotnemu
naswietlaniu intensywnym $wiattem laserowym (fotoblakecie) o dlugdéci 488 nm
i szybkaci przemiatania 166 linii na sekufidwykorzystujc 3% mocy lasera argonowego
i 20-krotne powgkszenie elektroniczne. Nagphie, rejestrowano obrazy catej komorki (przy
4-krotnym powgkszeniu elektronicznym) w odgtach 1 min przez okres 30-60 min po
naswietlaniu intensywnymswiattem. W sposob analogiczny wykonywano kolejneadw

fotoblaknicia, na tym samym obszarze o wielgiol/3 jgdra komdrkowego.

3.2.5 Procedury immunofluorescencyjne w badaniach uszkod#h

wywotanych wzbudzonym jonem etidiowym

Komérki hodowano na okgtych szkietkach mikroskopowych w @ 35 mm szalkach

hodowlanych.Na spodniej stronie szkietek naklejanoywajac matowej tamy klejgcej
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(Scotch), miedzian siatke o kratkach wielkéci 50 um (TEM Graticules Ltd, UK).
Zastosowanie miedzianej siatki pozwolito wybraraz dokfadnie zlokalizowate same
komorki przed oraz po barwieniu immunofluorescengg). Przygotowane w ten sposob
szkietka mikroskopowe umieszczano w specjalnychrsgigniowych komorach, ktore
uszczelniano smarem silikonowym. Komoérki zalewanoml pazywki DMEM/F-12
(2% FCS). Inkubae¢j z fotouczulaczem (bromkiem etydyny) przeprowadzanden sam
sposab, jak opisano w rozdzialdaterialy i Metody 3.2.4.1Po wprowadzeniu lokalnego
uszkodzenia, komorki inkubowano przez 30-60 min asypice (DMEM/F12 z 2% FCS).
W czasie tym zachodzito gromadzenie (lub brak gimeaia) badanych biatek w lokalnie

uszkadzanych obszarach chromatyny.

3.2.5.1 Metoda rejestrowania obrazéw przed wprowadzeniem ukodzenia

Na obszarachyfler komorkowych i cytoplazmy obserwowano fluorespgrktora pochodzita
od bromku etydyny. Stosowano gmke swiatta laserowego o diugoi 488 nm i filtr
neutralny 0,3%. Obrazy rejestrowanozywajac 1 Ilub 2-krotnego powkszenia

elektronicznego, co odpowiada rozmiarowi pikselpawiednio 0,34im oraz 0,17um.

3.2.5.2 Metoda wprowadzania lokalnego uszkodzenia

Do eksperymentéw wybierano te pola widzenia, w ytbr znajdowata si grupa kilku
komorek i maliwe byto wybranie 3 oddalonych do siebie komoréla obszarzeaper
komoérkowych, omijajc jaderka, zaznaczano kwadratowe obszary ROl (aRggion

of Interes} o wielkasci 15 pixeli (2,5 x 2,5um), ktore kolejno nawietlano 10-krotnie przy
pomocy swiatta o dilugdci 514 nm i mocy 105uW. Sumaryczna dawka dostarczonego
Swiatta wynosita 3672uJ. Komorki umieszczano w cieplarce (37°C, 0,0333%.)C
natychmiast po zakwmzeniu nawietlania. Po 30-90 min od faietlania usuwano pywke
hodowlar, a komorki przeptukiwano roztworem PBS (3x1’). Nasie, utrwalano inkubgg

15 min w 4% roztworze formaldehydu, przeptukiwanié@ukrotnie zimnym roztworem PBS

i znakowano immunofluorescencyjne, stasujodpowiedni dla danego przeciwciata

procedug¢ barwienia immunofluorescencyjnego.

3.2.5.3 Procedura immunofluorescencji dla HPB

Permabilizagj utrwalonych komorek wykonywano w roztworze 0,1%dnX-100 w buforze
KCM (120 mM KCI, 20 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mMI[ETA, pH 8.0) przez 15 min
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(RT). Blokowano przez 1 godz. w roztworze 2% BSA% TritonX-100 KCM. Nasipnie,
przeptukiwano roztworem 0,1% TritonX-100 KCM (3x5’Jnkubowano 16 godz. w temp.
4°C ze szczurzym przeciwciatem kdowym (anty-HPB) rozcieaczonym 1:100
w roztworze 2% BSA 0,1% TritonX-100 KCM (pH 8.0)czeptukiwano w roztworze 0,1%
TritonX-100 KCM (3x5’) i inkubowano (RT) 2 godz. mrzeciwciatem ll-redowym (anty-
szczurze Alexa488), rozegiezonym 1:300 w roztworze 2% BSA PBS (pH 7.4). Panigiu

roztworu przeptukiwano PBS (3x5).

3.2.5.4 Procedura immunofluorescencji dla HP¥

Utrwalone komoérki permabilizowano 5 min w roztworZ®25% Triton-X100 PBS,
a nasgpnie przeptukiwano roztworem PBS (3x5’). Blokowamigkonywano przez 30 min
w roztworze 1% BSA PBST (0,25% TritonX-100 PBS)owadzono inkubagj catonocia
w temp. 4°C z mysim przeciwciatem ledowym (anty-HP%), rozcigiczonym 1:500 w 1%
BSA PBST. Nasipnie, przeptukiwano roztworem PBS (3x5’) i inkubowa(RT) 4 godz.
z przeciwciatem ll-rgdowym (anty-mysie Alexa488), rozdiezonym 1:500 w roztworze 1%
BSA PBST.Po usunjciu roztworu przeptukiwano roztworem PBS (3x5).

3.2.5.5 Procedura immunofluorescencji dla Me3K9H3

Permabilizagj utrwalonych komaorek prowadzono w roztworze 0,5%0hX100 PBS przez
5 min (RT). Nasipnie, przeptukiwano zimnym roztworem PBS (2x3’)pKkdwano 10 min
w roztworze 100 mM glicyny i przeptukiwano roztworePB (130 mM KCI, 10 mM
NaoHPO,, 2,5 mM MgC}, pH 7.4). Kolejne blokowanie wykonywano inkudpwjkomaorki

10 min w roztworze WB (PB 0,5% BSA, 0,1%latyna, 0,05% Tween20). Naghie,

inkubowano 16 godz. w temp. 4°C z kréliczym przegakem |-rzdowym (anty-Me3K9H3),
rozcieaczonym w roztworze WB w stosunku 1:500. Przeptukizvaoztworem WB (4x5’),
po czym inkubowano 2 godz. (RT) z przeciwciatemzéidowym (anty-krélicze Alexa488),

rozcieaczonym 1:300 w buforze WB, a na koniec przeptukiovesztworem WB (2x5).

3.2.5.6  Procedura immunofluorescencji dla Ku70

Permabilizagj utrwalonych komoérek wykonywano w roztworze 0,25%toh-X100 PBS
przez 5 min (RT). Nagpnie, przeptukiwano zimnym roztworem PBS (3x5’)pKawano
30 min w roztworze 1% BSA PBST (PBS, 0,25% Tritoh®B), po czym inkubowano

wtemp. 4°C przez 16 godz. z mysim przeciwciatenrzetbowym (anty-Ku70),
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rozcieaczonym w 1% BSA PBST w stosunku 1:1@0zeptukiwano w roztworze PBS (3x5’),
a nasgpnie prowadzono 2 godz. inkubac{RT) z przeciwcialem Ill-rdowym (anty-
mysieAlexa488), rozcieezonym 1:500 w buforze 1% BSA PBST i przeptukiwaoptworem
PBS (3x5).

3.2.5.7 Metoda rejestrowania obrazéw immunofluorescencyjnyb

Zastosowanie metalowych kratek, ktére przyklejongdy bdo szkielek, pozwalalo na
odszukiwanie lokalnie uszkodzonych obszarow chrgmatktore znajdowaty sina terenie
jader komoérkowych. W przypadku komérek nieuszkodzongkontrolnych), rejestrowano
jadrowg lokalizacg wybarwionych immunofluorescencyjnie bialek. Na etde pder
komorkowych obserwowano zielgnfluorescengj, ktéra pochodzita od przeciwciat II-
rzedowych Alexa488. W pomiarach stosowana@zke swiatta laserowego o dtugoi 488 nm,
filtr neutralny 0,3% lub 1% i powkszenie elektroniczne 1 oraz 2, co odpowiada rozmwia

piksela odpowiedni@®,34um oraz 0,14um.

3.2.6 Metody generowania lokalnych uszkodz® DNA indukowanych

promieniowaniem UV

Lokalne uszkodzenia DNA indukowane promieniowanié€d generowano przy
uzyciu dwéch metod. W pierwszej wykorzystywano laget-C emitugcy swiatto o diugdaci
fali 266 nm (Dinant i wsp., 2007). \#ka swiatta o dtugaci 266 nm lokalnie navietlano
wybrany fragmentgdra komérkowego, genetg w nim uszkodzenie. W drugiej metodzie
zastosowano lampUV-C (254 nm) oraz poligglanowy filtr (ang.polycarbonate magk
z porami osrednicy 5um, przez ktory przepuszczano promieniowanie UV few sposob
indukowano uszkodzenie na matym obszarze DNA (Monép., 2001; Moné i wsp., 2004;

Luijsterburg i wsp., 2007).

3.2.6.1 Metoda generowania uszkodage UV przy uzyciu lampy UV-C

Indukowane UV uszkodzenia DNA wykonywano przyciu swiatta UV-C, ktére powoduje
powstawanialimeréw cyklobutano-pirymidynowycfCPDs) oraZoto-produktéw 6-46-4PPs).
Zrodio promieniowania UV stanowity 4 lampy UV-C Rpg8 TUV 9W PL-S (Eindhoven,
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Holandia), ktére umieszczono nad stolikiem mikrgekoym. Dokonano pomiarow dawki
UV dla 254 nm i wyznaczonae jest ona réwna 3 W/m

W celu wprowadzenia globalnego uszkodzenia UV, @e na szalkach MaTek Dish
komorki umieszczano w pgwce mikroskopowej, a nagnie nawietlano przez 9 s,
co odpowiada dawce 25 JinPrzy generowaniu lokalnego uszkodzenia UV, hodmvaa
szalkach (MaTek Dish) komorki zalewanazgaka mikroskopowd, a hasipnie przykrywano
poliweglanowym filtrem (Milipore Billerica, Massachusett&)lSA), ktory zawierat pory
osrednicy @ 5um (Moné i wsp., 2004; Luijsterburg i wsp., 2007zkBny piekcien
(@ 6 mm), w ktorym znajdowatgbtwor (@ 2 mm), umieszczany byt na filtrze w tg@osob,
aby zabezpieczyfiltr na komérkach (Rys. 3.3). Naghie, calé¢ konstrukcji uszczelniano

specjala pokryws, ktéra zawierata szkto kwarcowe.

uv

poZywka mikroskopowa

i i
szklany pierscien szkio kwarcowe

filtr

obiekbyw

Rysunek 3.3. Schemat generowania lokalnych uszkodze A UV

W postaci schematycznej przedstawiono ustawienia poszczegoélnych elementéw ukiadu. Komorki
umieszczano na stoliku mikroskopowym (wyposazonym w inkubator, ktéry umozliwiat kontrole
temperatury), zalewano pozywka mikroskopowg i przykrywano poliweglanowym filtrem, ktory
utrzymywany byt w stalej pozycji poprzez zastosowanie szklanego pierscienia. Promieniowanie UV
przechodzito przez szkto kwarcowe, ktére znajdowato sie w miejscu otwarcia pierscienia, a nastepnie
dochodzito do komérek i w miejscu otwordw filtra generowane byly lokalne uszkodzenia jgdra.
Wykonano na podstawie (Moné i wsp., 2004).

Naczynie hodowlane umieszczane bylo na ogrzewanywlikis mikroskopowym.
Eksperymenty rozpoczynano po ustabilizowaniu teatpey na poziomie 37°C. Komorki
wraz z filtrem néwietlano przez 39 s, co odpowiada dawegatta 100 J/rh (Luijsterburg
i wsp., 2007). Sprawdzonage tylko niewielka liczbagder komorkowych zawierata wgej
niz jeden obszar lokalnie uszkodzonej chromatyny (Mdnévsp., 2001). Srednica

uszkodzonego obszandya odpowiadatérednicy poréw.
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W metodzie tej wykorzystywano komoérki kotransfekmeadwoma lub trzema plazmidami
biatek fuzyjnych, z ktorych jeden zawsze zawiematywane jako marker uszkodzenia,
mCherry-DDB2 lub DDB2-mVenus. Gromadzenie DDB2 wkdmie uszkadzanych
obszarachgdrowych, ktére znajdowaty siponizej poréw poliveglanowego filtra (Rys. 3.4),

pozwalatosledzic proces akumulacji badanych biatek w rejonach udz&oUV.

B) przed UV

C) ztozenie obrazéw Ai B

Rysunek 3.4. Pozycja filtra wzgl edem jader komérkowych

Rozmieszczenie poréw filtra w stosunku do pozycji jgder komorkowych. (A) Obraz odbiciowy filtra
(kolor czerwony) ukazuje rozmieszczenie poréw; nie wszystkie pory utozone sg w pozycji prostopadtej
w stosunku do powierzchni filtra, a zatem obrazy transmisyjne ukazujg pory jako odpowiednio
przepuszczajgce $wiattlo (pory z okregami). (B) Obraz znajdujgcych sie pod filtrem komorek,
z ekspresjg mCherry-DDB2 (kolor zielony) pokazuje jednolite, jagdrowe rozmieszczenie biatka DDB2
przed naswietleniem UV. (C) Ztozenie obrazéw A i B ukazuje doktadng pozycje poréw na tle jgder. (D)
Po naswietleniu, lokalne gromadzenie Cherry-DDB2 w uszkodzonych obszarach jgdrowych,
znajdujgcych sie ponizej oznaczonych (A) porow filtra.

Obrazy rejestrowano zywajac mikroskopu fluorescencyjnego szerokiego pola gZei
Axiovert 200M), ktéry wyposzony byt w olejowy obiektyw Plan Apo 100x (1.4 NA)
(Zeiss, Oberkochen, Niemcy) oraz lagngsenonow o wytadowaniu tukowym (angcenon
arc), z monochromatorem (Cairn Research, Kent, UK)ra@p rejestrowano przyzyciu
chtodzonej kamery CCD (Coolsnap HQ, Roper ScientlflISA). Mikroskop zawierat uktad
ogrzewajcy obiektyw oraz komearogrzewagca probie.
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3.2.6.2 Metoda generowania uszkodage UV przy uzyciu lasera UV-C

Indukowane laserem uszkodzenia UV generowano pzygiw pulsugcej (7.8 kHz) diody
lasera emitujcej wigzke swiatta o dtugdci 266 nm (Rapp OptoElectronics, Hamburg GmbH,
Niemcy) i mocy 2mW. Laser pagizony byt do mikroskopu konfokalnego (Zeiss LSM (10
poprzez 4cznik UV (Axiovert 200 M) i wykonane z kwarcu elentg optyczne. Specjalny
adapter (ZSI1-A200, Rapp OptoElectronic, Hamburg @mNiemcy), pasujcy do apertury
dla preparatu w mikroskopie (Axiovrt 200), zaprd@kany zostat w ten sposdb, aby
zogniskowa swiatto lasera na preparacie. W celu wprowadzenrkaliych uszkodzg przy
uzyciu lasera UV-C, komorki hodowano na kwarcowychkietkach (010191T-AB,
SPI supplies) érednicy @ 25 mm (Dinant i wsp., 2007).

3.2.7 Metoda generowania DSBs za pomacazastek a

Komorki wysiano na szalki hodowlane, zawigca ultra-cienki spéd wykonany
z membrany Mylar (Aten i wsp., 2004; Stap i wspQ08), ktéra w celu polepszenia
przyczepnéci komorek pokryta zostatagglem. Hodowane w temp. 37°C przez 24 godz.
komorki ngwietlano castkamia, ktdre pochodzity zerddta radioaktywnego ameryku (Am-
241) o aktywnéci 140 kBq (kilobecquerel)Zrodio ameryku znajdowato ipod spodem
naczynia i w niewielkim tylko stopniu dotykato merahy Mylar. Radioaktywnezrédio
umieszczone zostato podtem 30° w ptaszczie pionowej, dziki czemu maliwe byto
uzyskanie dtugich, liniowych skupisk DSBs wdjach komoérkowych. Komorki devietlano

przez 0,5 min (RT), a nagie utrwalano w 2% formaldehydzie.

3.2.7.1 Wykrywanie DSBs metody immunofluorescenciji

Ludzkie komorki U20S oraz mysie NIH/3T3 utrwalano &% formaldehydzie
(procedura w: Aten i wsp., 2004; Stap i wsp., 2008 nasipnie wybarwiano
immunofluorescencyjnie. Wykorzystano ngmtjgce przeciwciata: pierwszogdowe anty-
yH2A.X i anty-HPPB oraz drugorgdowe Cy3 i FITC. Roztwory wszystkich przeciwciat
przygotowywano w PBS, zawiegaym 0,1% Tryton-X 100 oraz 1% FCS. Obrazy
fluorescencyjne rejestrowano przyyaiu mikroskopu fluorescencyjnego Leica DM RA HC
(Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy), ktory wypzsiay byt w obiektyw olejowy PLAN
APO 100x/1.40 oraz chtodzekamee CCD (KX1400, Apogea Instruments, CA, USA).
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3.2.8 Mikroskopia konfokalna

W skiad elementéw pomiarowych wchodzit uktad skgowego obrazowania
konfokalnego Bio-Rad MRC 1024 (Bio-Rad, Hemel Hatepd, UK), padczony
z mikroskopem odwréconym Nikon Diaphot 300, ktérypesaony byt w obiektyw olejowy
60x Oil Plan Apo (NA 1.4). Jakarodio swiatta zastosowano chtodzony powietrzem laser
argonowy (Ar) (ILT, Salt Lake City, Utah, USA) o w100 mV, emitujcy wigzki swiatta
o diugaciach: 457 nm, 488 nm oraz 514 nm. Dodatkowym wgpersem uktadu byt mikro-
inkubator (Life Science Resources, Cambridge, UKggulacy temperaturow w zakresie O-
50°C oraz kontral wilgotncsci. Emitowana fluorescencja rejestrowana byta prakiad
trzech fotopowielaczy. Wszystkie elementy uktadudipczone byty do komputera PC
z zainstalowanym oprogramowaniem LaserSharp200NdIgBio-Rad, Hemel Hampstead,
UK) Ilub LaserSharp v.4.2 dla 0OS/2 (Bio-Rad, Hemelantpstead, UK), ktére
wykorzystywane bylo do rejestrowania oraz opracomya zbieranych obrazéw

konfokalnych.

Do wzbudzania GFP, Alexa488 oraz Cy2 wykorzystywamgzke swiatta laserowego
o dlugaci 488 nm, a emitowan,zielong” fluorescenag obserwowano w zakresie 525-
555 nm. Swiatto o diugdci fal 514 nm oraz 568 nm stosowane bylo do wzboidza
barwnikdéw takich, jak: Alexa546 oraz Cy3, a emitowafluorescengj rejestrowano
w zakresie 550 nm i fal diszych lub fal dtaszych nk 585 nm. Do wzbudzania bromku
etydyny stosowano wike swiatta laserowego o diugoi 514 nm, a obserwagcjczerwonej”
fluorescencji prowadzono w zakresie fal ztmych ni 585 nm. Przy rejestracji obrazow
konfokalnych eywano matych dawekwiatta wzbudzajcego oraz stosowano filtr neutralny,
przepuszczagy 0,3%, 1% lub 3% mocy lasera. Konfigukaaktadu optycznego dobierano
wten spos6b, aby zminimalizowa towarzysace rejestracji obrazéw zjawiska

fototoksycznéci oraz fotoblaknjcia fluoroforow.

3.2.9 Analiza obrazoéw mikroskopowych
Do analizy ilgciowej uzyskanych danych wykorzystywano gpsfgce programy:
Image-Pro Plus Version 4.5, Image J oraz MetaMarptsion 7.0. Obrazy mikroskopowe

zamieszczone W niniejszej rozprawie przygotowanstaty przy uwyciu programu Imaged
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z zainstalowas wtyczky, ktéra pozwala na otwieranie plikow zapisywanychpmgramie
LaserSharp oraz programu MetaMorph. W obrazach mpkano zmian parametru gamma,

usuwania szumow oraz rozggania histogramu.

3.2.9.1 Analiza kinetyki gromadzenia biatek HP1 w obszaracluszkodzonych

W analizie kinetyki gromadzenia biatek HP1 (konktéw biatek fuzyjnych HP1 z biatkiem
fluorescencyjnym GFP) wykorzystano program Image-Pfus Version 4.5 (wersja dla
Windows). Po wprowadzeniu uszkodzenia, obragdelj komorkowych rejestrowane byty
co minut i zapisywane w serii obrazéw w postaci filmu. Rmlozeniu serii obrazow
na pojedyncze klatki, dokonywano korekcji obroddgr oraz ustalano potenie, majcych
ksztalt kwadratu, obszaréw lokalnego uszkodzenieorohtyny. Aby uwzgldni¢c efekt
rozpraszaniagwiatta, bok wyznaczonego kwadratu byt o 1,5xckgzy od rzeczywistego
obszaru néwietlanego. Dokonywano pomiarow zmian jasriofluorescencji na terenie
obszaru uszkodzonego oraz pozostatej, kontrolnejeugakodzonej) c#ci jadra,

Z wylagczeniem obszaru uszkodzonego. Wanitosredniej intensywngci fluorescencji
poddawano dalszej analizie przyyaiu programu Microsoft Office Excel 2003. Uzyskane

wyniki przedstawiano w postaci wykresow.

3.2.9.2 Analiza ruchliwosci nagromadzonego biatka HP1 w rejonie uszkodzonym

W analizie ruchliwéci nagromadzonego w rejonie uszkodzonym biatka Migkorzystano
program Image-Pro Plus. W sposéb analogiczny, jakdstawiono wMateriaty i Metody
3.2.9.1 dokonywano rozizenia filmu na pojedyncze obrazy oraz wyznaczanozabs
lokalnego uszkodzenia. Wykonywano pomiary zmiaensywndgci fluorescencji na terenie
obszaru uszkodzonego oraz pozostatej, nieuszkoflzagiei jadra (z wyhczeniem obszaru
uszkodzonego), ktora zawierata obszadrg, na ktorym wprowadzano fotoblakcie.
Wartcsci $redniej intensywngci fluorescencji analizowano przyyciu programu Microsoft

Office Excel 2003, zauzyskane wyniki przedstawiano na wykresach.
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4.1 HP1 w odpowiedzi komorki na uszkodzenie oksydgjne

4.1.1 Wprowadzenie - charakterystyka lokalnego uszkodzeai chromatyny

indukowanego wzbudzonym jonem etidiowym

Rozwdéj mikroskopii fluorescencyjnej umawit badania proceséw fizjologicznych
w komoérkach hodowanych w warunkach laboratoryjnytgtnieje wiele metodsledzenia
szlakow naprawy DNA wywych komorkach (Lukas i wsp., 2005). W metodacbkhty
dokonywane jest lokalne uszkodzenie DNA i obserwmavgest akumulacja czynnikow
naprawczych. Do uszkadzania DNA wykorzystane jesth.npromieniowanie X (Nelms
I wsp., 1998), promieniowanie jonizge (IR) (Shiloh i wsp., 2003; Essers i wsp., 2002;
Houtsmuller i wsp., 1999), promieniowanie UV w Kkakexch uwraliwionych
bromodeoksyurydyn (BrdU) lub barwnikami interkalucymi do DNA (Rogakou i wsp.,
1999; Tashiro i wsp., 2000; Walter i wsp., 2003kasi i wsp., 2003; Celeste i wsp., 2003;
Fernadez-Capetillo i wsp., 2004; Bekker-Jensen p.w2005), promieniowanie UV
w komorkach nieuwrdiwionych (Moné iwsp., 2004; Luijsterburg i wsp007; Dinant
i wsp., 2007), wzbudzenie dwu-fotonowe (Bradshawwsp., 2005), promieniowanie
o diugaci fali 532 nm, emitowane przez laser Nd:YAG (Kiwsp., 2002; Mikhailov i wsp.,
2002), castki-a (Aten i wsp., 2004; Stap i wsp., 2008) oraz endtteary dokonujce cecia
w rzadko wystpujacych miejscach restrykcyjnych (Jasin 1996; Melospw 2001; Lisby
i wsp., 2003). Wymienione powvgj] metody uszkadzania DNAg strudne technicznie
i wymagag zastosowania wyspecjalizowanej aparatury. Pojavéia zatem potrzeba
opracowania nowej, znacznie prostszej metody indakia uszkodze DNA, w celu
zweryfikowania postawionej w Pracowni Biofizyki Kamki (WBBIiB UJ) hipotezy, ktora
zaktadataze biatko HP1 jest zaang@avane w procesach naprawy uszkadB&A.

Optymalizacja uszkodzenia

W metodzie generowania uszkodzedra komérkowego, opracowanej we wspotpracy
z dr. M. Zagbskim, zastosowany zostat bromek etidiowy (aBthidium bromide EtBr).
EtBr to barwnik wykazujcy powinowactwo do DNA oraz RNA i emiggy czerwon
fluorescengg w kompleksach z kwasami nukleinowymi. Wyniki wéziejszych bada

potwierdzity, ze jon etidiowy (JEt) mae przenikd do wretrza nie tylko utrwalonych, lecz
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takze zywych komorek (Ferlini i wsp., 1996; Diaz i wsp99l7). Chocia EtBr wzywany jest

w tzw. testachzywotnasci” komaorek, bédna jest ogolnie przygfa opinia,ze jEt nie przenika
przez btonyzywych komorek (Ronot i wsp., 2001). Jon etidiowysiaola powinowactwo do
DNA oraz RNA i wybiérczo wjze st z kwasami nukleinowymiapdra komorkowego,
mitochondriow oraz cytoplazmy (Ryc. 4.1). W wynikarwienia EtBr uwidocziéi mazna
fluoryzujace czerwono obszary komorki, w ktérych znajduje BNA i dsRNA, m.in. DNA

i RNA w jadrze komorkowym, dsRNA w retikulum endoplazmatyamnyStockert i wsp.,
1974; Diaz i wsp., 1997), czy DNA i RNA mitochorane (Li i wsp., 2007). Zaznaczy
nalezy, iz bromek etidiowy wykazuje rowntepowinowactwo do form jednoniciowych
(RNA, ssDNA), ktore jest jednak da stabsze. Najprawdopodobniej, z powodu ochronnego
dziatania biatek chromatynygdrowe DNA ulega tylko stabemu wybarwieniu (Stockert
i wsp., 1974).

Rycina 4.1. Komérki HeLa wybarwione bromkiem etidio ~ wym (EtBr)

Reprezentatywny obraz fluorescencyjny zywej komorki Hela po transfekcji konstruktem biatka
fuzyjnego HP1-GFP oraz inkubacji z EtBr (0 stezeniu 6 pyM) przez 50 min. Po wymienieniu pozywki
zarejestrowano obrazy fluorescencji GFP (zielona) oraz EtBr (czerwona). Bromek etidiowy wykazuje
powinowactwo do kwaséw nukleinowych i pozwala na uwidocznienie jadra, mitochondriéw oraz
cytoplazmy w zywej komérce. Staba fluorescencja na terenie jgdra komérkowego (w poréwnaniu
z cytoplazmg) wynikaé moze m.in. z nizszego stezenia EtBr zwigzanego z DNA, ktére ostoniete jest
biatkami chromatynowymi. Odcinek skalujgcy 10 um.

Obecny wzywych komorkach bromek etidiowy wywotuje efekt fdymamiczny,
ktory zachodzi pod wptywendwiatta widzialnego (Deniss i Morgan 1976). Uszkauee
komorki objawia s powstaniem wjzan krzyzowych medzy biatkami  budujcymi
chromatyr (Sheval i wsp., 2002; Sheval i wsp., 2004), orggciami nici DNA (Deniss
i Morgan 1976; Baguley i Falkenhaug 1978). Procskodzenia rozpoczynacsod tego,ze
aromatyczny kation etidiowy wie st z DNA na drodze interkalacji, tzn. wsuwae si

pomiedzy pary zasad i oddzialg z nimi powoduje nieznaczne roz&enie nici. Z kolei,
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niearomatyczna ¢ jonu etidiowego oddziatuje elektrostatycznie z DN&® wpltywa na
zwickszenie stabilniei kompleksu DNA-jon etidiowy (Bugs i Cornélio 2002Nie
zaobserwowano silnej preferencji gza@nia dozadnej z par zasad (Chen i wsp., 2000).
Wykazano, ze zinterkalowany jon etidiowy nie pod wptywem swiatta spowodowa
przectecie izolowanej nici DNA (Baguley i Falkenhaug 197&)nterkalowany jon etidiowy
jest bowiem w stanie oderé&aatom wodoru od deoksyrybozy, co prowadzi do pomata
niestabilnego, wolnego rodnika furanozowego. Base, powstaly rodnik furanozowy
oddziatuje z tlenem i tworzy nadtlenek, ktoregopad powoduje ¢gknigcie nici DNA (Deniss

I Morgan 1976). W wyniku oddziatywania jonu etidiego zeswiattem, na skutek reakcji
rodnikowych w wyizolowanym DNA, powstgajzatem podwadjne gkniecia nici (DSBS)
(Krishnamurthy i wsp., 1990; Deniss i Morgan 197&@aznaczy jednak naley, ze
w eksperymentach tych badacze (Deniss i Morgan ;19féval i wsp., 2002; Sheval i wsp.,
2004) stosowali stosunkowo wysokie,eatm mikromoli, s¢zenia fotouczulacza (EtBr).
Ponadto, wykazano réwrigiz w warunkach tych w wyizolowanychdrach komorkowych
dochodzi do powstania wian krzyzowych pomédzy skiadnikami chromatyny (Sheval
i wsp., 2002; Sheval i wsp., 2004).

Powyzsze informacje wykorzystano do opracowania metogiywatywania lokalnych
uszkodzé chromatyny wzywych komorkach hodowanych na stoliku mikroskopowym
W metodzie tej wprowadzano jon etidiowy dgwych komorek, a nagpnie aGwietlano
wybrany fragment gdra komoérkowegoswiattem zielonym i tym samym wzbudzano
fluorescengj jJEt. W ten sposdb wywotywano uszkodzenia wybranygawielkich rejonéw
jadra komoérkowego. Po dobraniu odpowiednich warunksizenia EtBr, czasu inkubacji,
natzenia i dawki swiatta wzbudzajcego oraz wielkéci nawietlanego obszaruagira)
wywotywat mazna lokalne uszkodzenia chromatyny w sposétisle kontrolowany

I powtarzalny (Zagbski 2008).

Wydaje s¢ logiczne,ze rodzaj i wielké¢ powstatych uszkodzezaleze¢ bedzie od
stezenia EtBr, a take od dawki i naizenia wytego swiatla wzbudzajcego. Postanowiono
doktadnie zbada jakiego rodzaju uszkodzenia generuje ta metoda fakie mechanizmy
naprawcze zostajuaktywnione. Prowadzono zatem rownolegle badamiajce na celu
scharakteryzowanie powstatego uszkodzeniae¢f&ki 2008), a tale zbadanie roli, jak
w procesie naprawy DNA peni rekrutowane w miejsszkodzenia biatko HP1 (Wiernasz

2004). Opisane w tym podrozdziale eksperymenty ostdyp czes¢ wspolnego projektu
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badawczego wykonanego we wspotpracy z dr. Miroskaw@rbskim (Pracownia Biofizyki
Komérki, WBBIB UJ, Krakéw). Wyniki poniszych eksperymentow nieg slustrowane
wykresami i obrazami, gayte w czsci znajdug sic w pracy doktorskiej M. Zgbskiego
(Zarebski 2008) oraz we wspdlnych publikacjach (Zarelbhsksp., 2009; Rapp i wsp., 2009 —

praca w przygotowaniu).

Wykonane we wspotpracy z dr. M. Zaskim eksperymenty miaty na celu opracowanie
metody uszkodzenia. Po pierwsze, dokonano optya@iistzenia wytego fotouczulacza,
poniewa wysokie s¢zenia EtBr (>250 nM) prowadzdo wyra&nego zahamowania tempa
wzrostu hodowli komdérkowych (Zelbski 2008). Aby generowawytacznie aktywowane
swiattem, subletalne (naprawiane przez korgpmkie powodujce jej smierci) uszkodzenia
chromatyny, dobrano #sze s¢zenia EtBr, tzn. 100-200 nM. W warunkach tych uszerde
chromatyny gdrowej ograniczone bylo tylko do obszaru wybiorcaawietlonego, nie
obserwowano natomiast uszkodae obszarach niedaietlanych (Wiernasz 2004; Zarebski
i wsp., 2009). Przyg zatem mana,ze obszar niersavietlony nie byt uszkadzany.

W kolejnych eksperymentach dokonano optymalizatjten oraz czasu inkubacji
z fotouczulaczem, bigc pod uwag tempo wzrostu hodowli komorkowych. Wyznaczono,
ze 20 min inkubacja z EtBr wteniach niszych nz 200 nM, w ciemngci, powodowata
tylko nieznaczne ophienie cyklu komdrkowego. Przyj mazna, ze komorki wystawione na
dziatanieswiatla zielonego, w obecloi EtBr o stzeniu 100-200 nM, ulegajuszkodzeniu
w wyniku efektu fotodynamicznego wywotanego przetznatywanie jonu etidiowego ze
swiattem, w obecngi tlenu (Zagbski 2008). Z kolei, uszkodzenia powstate bez ob@tn
Swiatta, wywotane przez sam EtBrg sa tyle mateze nie byly wykrywalne dogpnymi
metodami (barwienie immunofluorescencyjit2A.X, 8-OHdG) (Zarebski i wsp., 2009).

Po serii déwiadczé,, mapcych na celu optymalizagj dawki wytego sSwiatta
wzbudzajcego fotouczulacz, wybrano diugofali 514 nm i moc wjzki swiatta w zakresie
35-105 uW. Uszkodzenie wprowadzano na wybranych rejonaeszokzyzny konfokalnej
jadra komorkowego, ktore Baietlano zogniskowanwigzka swiatta zielonego (514 nm).
W ten sposéb kontrolowa mozna bylo rozmiary wprowadzanego uszkodzenia przy
zachowaniu warunkéw, w ktérych generowane byly dylkuszkodzenia subletalne.
Po wprowadzeniu tego rodzaju uszkatglz&komorki zachoww zdolnag¢ do podziatow,

a powstate uszkodzenia naprawiang @mzez fizjologiczne procesy naprawcze komorki
(Zarebski i wsp., 2009).
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Stwierdzt zatem meéna, ze nowo opracowana metoda wprowadzania lokalnego,
kontrolowanego uszkodzenia chromatynyrpwej spetnia podstawowe wymogi stawiane
metodom generowania lokalnych uszkadZeNA i moze by wykorzystana do badania

zachodzcych wzywych komérkach procesow naprawy DNA.

Charakterystyka uszkodzenia

Wiadomo, ze uszkodzenia chromatyny, powstale w wyniku odgwahia
zwigzanego z DNA i wzbudzonegdwiattem zielonym jonu etidiowego, zachadz
w obecndci tlenu (Deniss i Morgan 1976; Sheval i wsp., 20@harakterystyk uszkodzé
DNA, wywotanych przez jEt, rozpoeto od sprawdzenia, czy w obszarze uszkodzonym
zachodzi utlenienie zasad, a w szczeg&in8-OHdG (8-hydroksy-2’-deoksyguaniny), ktéra
powstaje w wyniku oddziatywania czynnikow utleg@jch z DNA (Martinez i wsp., 2003).
W miejscu uszkodzenia zaobserwowanaedstzenie reszt utlenionej deoksyguaniny, 8-
OHdG (Zarebski i wsp., 2009). W nieobeétialenu nie dochodzi do utleniania zasady, albo
stezenie 8-OHAG jest na tyle niskige znajduje si ponizej progu detekcji, a zatem
powstawanie uszkodzenia uzal®ne jest od obecidoi tlenu casteczkowego w prébce.
Kolejne ddwiadczenia potwierdzity,ze w miejscach uszkodzenia obecne jest réavnie
XRCC1 (Zarebski i wsp., 2009) oraz glikozylaza OG@app i wsp., 2009 — praca
W przygotowaniu). Zaznacgzynalery, iz glikozylazy DNA to enzymy, ktére rozpozpaj
uszkodzone pary zasad 4 kluczowym elementem naprawy BER (Fromme i wspQ430
Stwierdzt zatem mena, ze wzbudzonyswiattem jon etidiowy generuje uszkodzenia

oksydacyjne, naprawiane na drodze BER (&age Excision Repair

Wielokrotnie wykazanoze naprawa utlenionej guaniny zachd@dmoze nie tylko
na drodze BER, lecz rowmeNER (Le Page i wsp., 2000; Sunesen iwsp., 2002).
Postanowiono zatem sprawélzczy uszkodzenie wywotane wzbudzonym jonem etigiow
prowadzi do uaktywnienia mechanizmu naprawczego NE@Rg.Nucleotide Excision
Repai. W tym celu zbadano, czy w miejscach uszkodzeaistpuje rekrutacja czynnika
transkrypcyjnego TFIIH (angTranscription Factor 1l H, ktéry uczestniczy w obydwu
drogach naprawy NER: TC-NER oraz GG-NER. Uzyskawyeiki dowodz, ze TFIIH nie
gromadzi s$ w miejscu uszkodzenia (Rapp i wsp., 2009 — pragaiaygotowaniu). A zatem,
w badanym ukfadzie dwiadczalnym generowane wzbudzonym jonem etidiowym

uszkodzenia niegsnaprawiane na drodze NER.
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W kolejnych eksperymentach sprawdzono, czy w azszaszkodzonym dochodzi do
peknig¢ nici DNA. Wykazano, 2 w miejscu uszkodzenia gromadz¢ siompleks biatkowy
RPA (Zakbski 2008). Kompleks RPA w miejscu podwojnyatkpie¢ nici DNA (ang.DNA
double-strand breaks DSBs) w obrazie mikroskopowym widoczny jest w tpos
punktowych skupisk tego biatka. Skupiska RPA odpaap jednoniciowemu DNA, ktére
stanowi stadium pwednie naprawy DSBs na drodze HR (Bekker-Jensersp.,w2006).
Wykazano rownig, ze miejsca uszkodzenia wyznakowaneyl2A.X, tzn. ufosforylowan
formg histonu H2A.X (Zagbski 2008). Modyfikacje w olgbie histonéw zachodz
w odpowiedzi na rinorodne uszkodzenia DNA (Altaf i wsp., 2007). Fogfacja histonu
H2A.X jest elementem wczesnej odpowiedzi komorkpoavstanie podwojnychefnieé nici
DNA (Rogakou i wsp., 1998; Rogakou i wsp., 1999;ri€h i Hayes 2005). Wiadomo
bowiem, ze yYH2A.X flankuje miejsca DSBs, stabilizuje Zzowe kaice uszkodzonego DNA
(Paull i wsp., 2000), oraz stanowi sygnat do akwoulinnych biatek naprawczych (Celeste
i wsp., 2003). W nieuszkodzonychidfach komérkowych obecneg szawsze niewielkie
obszary zawierage yH2A.X, powstale w wyniku dziatania wewtnznych czynnikéw
uszkadzajcych (Vilenchik i Knudson 2003; Huang i wsp., 200kdukowane wzbudzonym
JEt obszary lokalnego uszkodzenia zawigrdwze skupiskayH2A.X. Wysokie s§zenie
ufosforylowanego histonu H2A . ¥viadczy moze o tym,ze w miejscach tych generowang s

podwojne pkniecia nici DNA.

Wyniki kolejnych ddéwiadczéh wykazaty, ze w miejscu uszkodzenia zachodzi
rekrutacja Rad51 (Zebski 2008). Biatko naprawcze Rad51 uczestniczy prangie DSBs na
drodze rekombinacji homologicznej (atfpmologous RecombinatiphlR). W mechanizmie
HR zachodzi bezbtina naprawa DNA i uszkodzonatmdDNA zostaje odtworzona w reakcji
rekombinacji z nieuszkodzgnnicia DNA chromatydy siostrzanej. Uczestnice w tym
procesie biatka gromadzic w postaci skupisk i stabilizgijjednoniciowe DNA (ssDNA),
powstate w stadiach peednich naprawy DSBs (Wold i wsp., 1997; Iftode spy 1999).
W skupiskach tych obecneg saréwno biatka naprawcze (Rad51, Rad52, BRCAZ2),itp
kinaza ATM jak i kompleks biatkowy RPA (Bekker-Jensi wsp., 2006). Mmma zatem
wnioskowd, iz generowane przez wzbudzony jon etidiowy uszkodzgmiowadzi do
powstania DSBs, ktére najprawdopodobniej naprawiage na drodze rekombinaciji

homologiczne,.
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Podsumowujc, w opisanych powaej badaniach, w ktérych uszkodzenia DNA
wywotywano z udziatem jEt §wiatta zielonego, udowodnionag wzbudzonywiatiem jon
etidiowy powoduje: 1) utlenianie zasad i aktywadjogi naprawy BER, oraz 2) powstawanie
DSBs, zapewne tylko przy wvgzych dawkachswiatta wzbudzajcego (w niektérych
eksperymentach nie obserwowaytd2A.X w obszarach uszkodzenia, przypuszcaazna,
iz w miejscach tych zachodzito tylko utlenianie zgsakdore naprawianeasa drodze
rekombinacji homologicznej HR, a 3) naprawa wywegldn 3 metod uszkodzeé
nie zachodzi w wyniku aktywacji szlaku naprawcz@{foR. W uktadzie tak generowanych
uszkodzé autorka rozprawy kontynuowata rozpetez w pracy magisterskiej eksperymenty,
majce na celu zweryfikowanie hipotezy o potencjalne|i miatka HP1 w naprawie
uszkodzenia DNA (Wiernasz 2004) i udzielenie odmalzi na pytanie, jaka jest funkcja

biatka HP1 nagromadzonego w miejscu uszkodzenia.

4.1.2 Wykrycie akumulacji biatek heterochromatynowych HP1
w obszarach lokalnego uszkodzenia chromatyny indukeanego

wzbudzonym jonem etidiowym

Zapocatkowane w pracy magisterskiej (Wiernasz 20043wdadczenia wykazaty,
ze biatko HP1 ulega gromadzeniu w obszarach indukega wzbudzonym fotouczulaczem
(EtBr), lokalnego uszkodzenia chromatynydrowej. Zastosowane wowczas warunki
uszkodzenia nie byly jednak zoptymalizowane i sm@®wm bardzo wysokie tenia
fotouczulacza, rdu 500-1000 nM. Przeprowadzone zatem zostaly daoldgre badania
procesu gromadzenia biatka HP1 w warunkach zopiyowanego Wyniki 4.1.), scisle
kontrolowanego, lokalnego, subletalnego uszkodzeimiamatyny drowej.

4.1.2.1 Wykrycie akumulacji biatka HP1 a w miejscu uszkodzenia

Serk eksperymentéw rozpoeto od zbadania zmianggenia izoformy HP& w odpowiedzi
na lokalne uszkodzenie chromatynyzytb komérek Hela, ktore poddano przepwej
transfekcji (Materiaty i metody 3.2.3.1konstruktem biatka fuzyjnego EGFP-Laé®el
HP1lo-NLS (Materiaty i metody 3.1.2)(Rys. 4.1), a nagbnie inkubowano 20 min

z fotouczulaczem (EtBr) w gteniu 100 nM. Nasgpnie, skupiona waizka swiatta zielonego
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(514 nm) uyta zostata do wprowadzenia lokalnego uszkodzemigncatyny (obszar
uszkodzenia zaznaczowno6ita strzatly) (Materialy i metody 3.2.4)

W celu sledzenia zmiangdrowego rozktadu biatka HR1 po wprowadzeniu uszkodzenia,
dokonano czasowych (30 min) pomiaréw zmian intemsyai fluorescencji EGFP. Parsze
obrazy (Ryc. 4.2) ukazaj rozktad biatka fuzyjnego EGFP-LacR-HP1lw jadrze

komorkowym Hela.

HPla

A. przed uszkodzeniem B. 1 min pousz kodzeniu C. 5 min po uszkodzeniu

D. 10 min E. 20 min F. 30 min

Rycina 4.2. Zmiany w rozmieszczeniu biatka HP1 «a po wprowadzeniu lokalnego uszkodzenia

Obrazy jadra komorki wykazujgcej ekspresje biatka EGFP-LacR-HPla, w ktérej wywotano lokalne
uszkodzenie chromatyny w wyniku 20 min inkubaciji z EtBr (100 nM) i ekspozycji na $wiatto o dtugosci
fali 514 nm. (A) Obraz zarejestrowany tuz przed wprowadzeniem lokalnego uszkodzenia, (B) po 1 min
od naswietlania wskazanego z6itg strzatkg obszaru wewnatrz jgdra. Naswietlanie spowodowato
blakniecie GFP oraz lokalne uszkodzenie DNA. (C) Po 5 min, (D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) po
30 min od wywotania uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.
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EGFP LacR HPla

(N)EGFP(C) - (N)LacR(C) Asct (N-terminusHP1a (C-terminus)NLS

Rysunek 4.1. Schemat konstruktu biatka fuzyjnego EG ~ FP-LacR-HPla

Schematyczny rysunek uzytego do transfekcji plazmidu zawierajgcego konstrukt biatka fuzyjnego,
w ktérym EGFP oraz LacR znajdujg sie na N-koncu biatka HP1a, zas C-koniec pozostaje wolny.

Zauway¢ mazna (Ryc. 4.2)ze w miejscu fotouszkodzenia dochodzi do lokalnego
nagromadzenia biatka HRla juz po 5 min od uszkodzenia ngstije wyr&ne zwekszenie
lokalnego sjzenia biatka w obszarze uszkodzonym (Ryc. 4.2.Cpomwnaniu ze stanem

poczatkowym (Ryc. 4.2.A).

4.1.2.2 Wykrycie akumulacji biatka HP1 g w miejscu uszkodzenia

W kolejnych eksperymentach sprawdzono, jak w odpdwi na lokalne uszkodzenie
zachowuje s izoforma HPB. Komorki HelLa przeiciowo ztransfekowangMateriaty

i metody 3.2.3.1konstruktem biatka fuzyjnego EGFP-LaéRctHP13-NLS (Materiaty

i metody 3.1.2JRys. 4.2) i lokalnie uszkodzor{Materiaty i metody 3.2.4)

EGFP LacR HP1B

(N)EGFP(C) - (N)LacR(C) Asct (N-terminusHP1p (C-terminus)NLS

Rysunek 4.2. Schemat konstruktu biatka fuzyjnego EG ~ FP-LacR-HP1f

Schematyczny rysunek uzytego do transfekcji plazmidu zawierajgcego konstrukt biatka fuzyjnego,
w ktérym EGFP oraz LacR znajdujg sie na N-koncu biatka HP1B, zas C-koniec pozostaje wolny.

Po wprowadzeniu uszkodzensedzono zmiany rozktadwdrowego biatka HP3, w tym
celu dokonywano czasowych (30 min) pomiarow zmigerrisywnéci fluorescencji EGFP.
Ponizsze obrazy (Ryc. 4.3) ukazgujozkiad biatka fuzyjnego EGFP-LacR-HPW jadrze

komorkowym.
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HP1B

D. 10 min E. 20 min F. 30 min

Rycina 4.3. Zmiany w rozmieszczeniu biatka HP1 B po wprowadzeniu lokalnego uszkodzenia

Obrazy jadra komorki wykazujgcej ekspresje biatka EGFP-LacR-HP1(3, ktérg poddano lokalnemu
uszkodzeniu chromatyny w wyniku 20 min inkubacji z EtBr (100 nM) i ekspozycji na $wiatto o dlugosci
fali 514 nm. (A) Obraz zarejestrowany tuz przed wprowadzeniem lokalnego uszkodzenia, (B) po 1 min
od naswietlania wskazanego z6ltg strzatkg obszaru wewnatrz jgdra. Naswietlanie spowodowato
blakniecie GFP oraz lokalne uszkodzenie DNA. (C) Po 5 min, (D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) po
30 min od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Zauway¢ mazna (Ryc. 4.3)ze podobnie jak w przypadku biatka HE 2w miejscu
lokalnego uszkodzenia ngptije gromadzenie HB1LROwnie dla tej izoformy, ji po 5 min
od uszkodzenia nagiuje wyrane zwkekszenie lokalnego stenia biatka HPR w obszarze

uszkodzonym (Ryc. 4.3.C), w poréwnaniu ze staneazgtkowym (Ryc. 4.3.A).

4.1.2.3 Wykrycie akumulacji endogennego HP$ w miejscu uszkodzenia

Opisane w rozdziatachVyniki 4.1.2.1 i 4.1.2.2ksperymenty dowodz ze w obszarach
lokalnego uszkodzenia chromatynydjowej nastpuje nagromadzenie biatek fuzyjnych
EGFP-LacR-HP4& i EGFP-LacR-HPf. Aby potwierdz¢, ze obserwowany wzrost
intensywndci fluorescencji wynika z rekrutacji HP1 i tym samyvykluczy¢ niespecyficzne
oddziatywania sktadowych konstruktu biatka fuzyjoeggz obszarem uszkodzonym,
postanowiono powtdrzy doswiadczenia na komodrkach nietransfekowanych i zbaday
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rekrutacja wysgpuje rownie w przypadku endogennego, niemodyfikowanego biddled.
Uzyto komérek Hela, w ktorych wywotano lokalne uszkedie chromatynyMateriaty
i metody 3.2.5)Komorki utrwalono po 30-90 min od wprowadzeniakelzenia i zbadano

rozktad HPB metod, immunofluorescencjiMateriaty i metody 3.2.5.3)

Ponizsze obrazy (Ryc. 4.4) ukazuj rozktad pdrowy wybarwionego

immunofluorescencyjnie endogennego biatka piRlkomadrkach uszkodzonych.

ndogenne HP1 B w uszkodzonych j adrach komérkowych

B
Rycina 4.4. Rekrutacja endogennego biatka HP1 B do miejsc uszkodzenia

Obrazy dwdch réznych grup komérek HelLa (A i B), ktére inkubowano z EtBr (200 nM) i naswietlano
swiattem zielonym (514 nm) w wybranych rejonach (znajdujgcych sie w s$rodkach czerwonych
okregow), aby wprowadzi¢ lokalne uszkodzenie chromatyny. Nastepnie, po 30-90 min od
wprowadzenia uszkodzenia, komérki utrwalono i wybarwiono immunofluorescencyjnie przy uzyciu
przeciwciat anty-HP1B3. W obszarach uszkodzenia nastepuje gromadzenie biatka HP1p. Odcinek
skalujgcy 5 um.

Zauway¢ maozna, ze W obszarach uszkodzechromatyny nasgpuje lokalne
nagromadzenie endogennego biatka pIFRyc. 4.4). Takie same wyniki uzyskano dla biatka
fuzyjnego EGFP-LacR-HBw zywych komorkach. Przypuszcezaatem mana,ze podobnie
jak obserwowano rekrutacpiatka fuzyjnego EGFP-LacR-HR1zachodz rowniez bedzie
gromadzenie endogennego biatka kP1Kolejne eksperymenty pokazaty istotnie

gromadzenie endogennego biatka klPRapp i wsp., 2009 — praca w przygotowaniu).
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4.1.2.4 Wykrycie akumulacji endogennego HP4% w miejscu uszkodzenia

Wyniki opisanych w rozdzial&Vyniki 4.1.2.3eksperymentow pokazyjze uszkodzeniu
chromatyny towarzyszy rekrutacja endogennego bialkB13. Postanowiono zatem
sprawdzé, czy izoforma biatka HRLrowniez ulega gromadzeniu w miejscu uszkodzenia.
Uzyto komérek Hela, ktére lokalnie uszkadzafhaterialy i metody 3.2.5)a nasfpnie
metody immunofluorescencjiMateriaty i metody 3.2.5.4badano rozmieszczenie HP1

Na poniszych obrazach (Ryc. 4.5) przedstawiono rozkigdrowy endogennego

biatka HP} w komorkach uszkodzonych.

HP1ly w jadrach komérkowych (IF)

A B
Rycina 4.5. Rekrutacja endogennego biatka HP1 y do miejsc uszkodzenia

Obrazy dwdch réznych grup komérek HelLa (A i B), ktére inkubowano z EtBr (200 nM) i naswietlano
Swiattem zielonym (514 nm) w wybranych rejonach (znajdujacych sie w s$rodkach czerwonych
okregéw), aby wprowadzi¢ lokalne uszkodzenie chromatyny. Nastepnie, po 30-90 min od
wprowadzenia uszkodzenia, komérki utrwalono i wybarwiono immunofluorescencyjnie przy uzyciu
przeciwciat anty-HPly. W obszarach uszkodzenia nastepuje gromadzenie biatka HP1p3. Odcinek
skalujgcy 10 ym.

W obszarze uszkodzonym zauyé& mazna zwekszone sizenie endogennego biatka
HPly (Ryc. 4.5). Podsumowag, w zamieszczonych pows] podrozdziatach przedstawiono
dane dowodzce, ze w obszarze uszkodzonym rgstie lokalne nagromadzenie wszystkich

trzech izoform biatka: HRi, HP13 oraz HP%, zarbwno endogennego, jak i fuzyjnego.

99



Rozdziat 4 Wyniki

4.1.3 Brak gromadzenia EGFP-HPlx w nieobecndci fotouczulacza

Wykonano sed doswiadczéd kontrolnych, w ktorych sprawdzano, w jakich
warunkach zachodzi lub nie zachodzi gromadzenidkai&#iP1l. Postanowiono réwrie
sprawdzé, w jaki sposéb uszkodzenie wywotywane w opisanycbksperymentach wptywa

na komorki.

Wykonane we wspétpracy z dr. M. Z2askim ddwiadczenia wykazaty,zi sktzenie
bromku etidiowego ru 100-200 nM w niewielkim tylko stopniu spowalrempo wzrostu
komorek, natomiastaycie samegaéwiatta zielonego nie wptywa na tempo wzrostu ¢baki
2008). Komorki traktowane zaréwno bromkiem etidiowyjak i swiattem zielonym
zachowuy zdolnag¢ do formowania kolonii, chibrosrg one wolniej. Ten rodzaj uszkodzenia
jest zatem uszkodzeniem subletalnym. Wykazano, giomadzenia HP1 w rejonie
uszkodzonej chromatyny zaleod dawkiswiatta wzbudzajcego zinterkalowany jEt. zycie
wickszej dawkiswiatta powoduje silniejsze uszkodzenie iasye lokalne stenie biatka
HP1, nagromadzonego w obszarze uszkodzonyneligkir 2008). Nalgy jednak zaznaczy
iz niskie nagzenie swiatta wzbudzajcego fotouczulacz generuje zbyt mato uszkadze
i nieznaczne gromadzenie HP1, p@i progu detekcji mikroskopu. Natomiast wysokie
natzenie generuje zbyt wiele uszkodzeaby wywotd fizjologiczrg odpowied komorki.
M. Zargbski wykazat rownig, iz akumulacja HP1 zachodzi przygatniu EtBr w zakresie 25-
2500 nM. Ponadto, gromadzenie HP1 obserwowane tatéwno w gdrowych obszarach
o niewielkim zagszczeniu chromatyny (euchromatynie), jak i w obsaiaro wekszym

zag:szczeniu chromatyny (heterochromatynie) ¢baki 2008).

Wydaje s¢ zatem logiczne,ze w nieobecn&i fotouczulacza Ilub swiatta
wzbudzagcego jon etidiowy, nie dulzie nasipowa rekrutacja biatka HP1l. W celu
potwierdzenia tej hipotezy przeprowadzonawiadczenia kontrolne, w ktorych niezyo

jonu etidiowego.

Aby zbadé odpowied biatka HP1 w warunkach bez EtBrzyio komoérek Hela,
ktore poddano prz&giowej transfekcji(Materialy i metody 3.2.3.1konstruktem biatka
fuzyjnego EGFP-LacR-HRllub EGFP-LacR-HPA (Materiaty i metody 3.1.2)Pomijapc
etap inkubacji komoérek z EtBr wykonanosméetlanie wybranego obszargdra skupion
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wigzka swiatta o dtugdci fali 514 nm. Po dokonaniu fwietlania wykonano czasowe
pomiary zmian gdrowego rozktadu biatka HR1lub HP3, sledzac zmiany nagzenia
fluorescencji EGFRMateriaty i metody 3.2.4.2-3.2.4.4)ykazanoze w nieobecnii EtBr,
po lokalnym né&wietlaniu skupiog wigzka $wiatta zielonego (514 nm), nie negtje

rekrutacja biatek HP1 do faietlanych obszaréw chromatyny (Wiernasz 2004).

A zatem, w nieobecnoi fotouczulacza, i przypuszeazamozna, ze rownie
w obecndci fotouczulacza niewzbudzonego (w stanie podstamowbez néwietlania
swiattem zielonym o dlugei fali 514 nm), nie nagpuje rekrutacja, ani tezmiana rozktadu
biatka HP1 w gdrze komoérkowym. Wykonane eksperymenty dowodz obecnéé
wzbudzonego jonu etidiowego, zinterkalowanego do ADN RNA, jest warunkiem
koniecznym, aby mogta Z&jrekrutacja HP1. Wiadomo bowient, jon etidiowy fluoryzuje
po zwpgzaniu z kwasami nukleinowymi, z kolei fluorescencjgezwihzanego jonu
w roztworze jest bardzo staba (wydaj@okwantowa fluorescencji jest niska) (Baguley
i Falkenhaug 1978). Podkig nalezy, ze w metodzie tej wywotywane zostaje nie tylko
uszkodzenie chromatyny, lecz #ak innych obszaréw komorki, przez ktore przechodzi
wigzka swiatta. Wiadomo,ze znajdujcy sk w komorce jEt wykazuje powinowactwo
do dwuniciowych kwasow nukleinowych (DNA, RNA), almgch w pdrze komorkowym,
jak i cytoplazmie. Jednak, natzenie swiatta (514 nm) w miejscu zogniskowaniagweki
w jadrze komdrkowym jest wygze ni w rejonach powsej i poniej tego obszaru, a tym

samym wywotane w chromatynie uszkodzenie jest aniaczicksze ni w cytoplazmie.

4.1.4 Badanie procesu gromadzenia bialek HP1 w obszaradiokalnego
uszkodzenia chromatyny indukowanego wzbudzonym jome

etidiowym

Wyniki doswiadcze, zaprezentowane w poprzednim podrozdzigéyniki 4.1.2)
dowodz, iz w rejonach fotouczulanego uszkodzenia chromatyayowej, wywotanego
wzbudzonym jonem etidiowym, zachodzi lokalne gromeamle wszystkich trzech izoform
heterochromatynowego biatka (HR1l HP13, HPly). Aby scharakteryzowa proces
gromadzenia biatek HP1 postanowiono zldadempo indukowanych uszkodzeniem,

lokalnych zmian stzen biatek HP1, znakowanych GFP.
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4.1.4.1 Badanie tempa akumulacji biatek EGFP-HPL oraz EGFP-HPI§ w miejscu
uszkodzenia

Te sere doswiadczé rozpoczto od zbadania tempa gromadzenia dwoéch izoformkéviat
HPla oraz HPB. Komoérki HelLa ztransfekowan@ateriaty i metody 3.2.3.1plazmidem
EGFP-LacR-HP4 (Materiaty i metody 3.1.2lub plazmidem EGFP-LacR-HBXYMateriaty

I metody 3.1.2)i lokalnie uszkadzandMaterialty i metody 3.2.4.1-3.2.4.4Prowadzono
pomiary zmian intensywroi fluorescencji pochodzej od EGFP. Wyniki pomiaréw
przedstawiono na wykresach, osobno dla EGFP-LacRxHRys. 4.3) oraz EGFP-LacR-
HPIB (Rys. 4.4).

Rekrutacja biatka EGFP-LacR-HP1alfa do miejsc lokalnego uszkodzenia
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Rysunek 4.3. Gromadzenie biatka HP1 a w uszkodzonym obszarze chromatyny

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-LacR-HPla w uszkodzonym
(czerwony), oraz w nieuszkodzonym (niebieski) obszarze jgdra. Wartosci intensywnosci fluorescencji
znormalizowano do wartosci poczgtkowej (przed uszkodzeniem) i wyrazono je w procentach,
przyjmujac wartosc¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem (czas 0 min) jako 100%.
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Rekrutacja biatka EGFP - LacR - HP1beta do miejsc lokalnego uszkodzenia
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Rysunek 4.4. Gromadzenie biatka HP1 B w uszkodzonym obszarze chromatyny

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-LacR-HP1B w uszkodzonym
(czerwony), oraz w nieuszkodzonym (niebieski) obszarze jgdra. Wartosci intensywnosci fluorescencji
znormalizowano do wartosci poczgtkowej (przed uszkodzeniem) i wyrazono je w procentach,
przyjmujac wartosc¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem (czas 0 min) jako 100%.

Na powyszych wykresach zataosci intensywndci fluorescencji od czasu (Rys. 4.3
i Rys. 4.4) zauway¢ mazna, ze po pocgtkowym spadku intensywsoi fluorescencji
w obszarze uszkodzonym (krzywa czerwona), spowodgma fotoblakngciem GFP
i wymiang GFP-HPL oraz GFP-HPA miedzy zwhzary, a rozpuszczain puls HP1
(Schmiedeberg i wsp., 2004), ngsije ,odbudowanie” poziomu intensyw§u fluorescencji
na skutek dynamicznej wymiany biatka. Zauwa mozna (Rys. 4.3 i Rys. 4.4%e juz po
kilku minutach od uszkodzenia ngstije zwtkszenie lokalnego @tenia biatka HPd oraz
HP13 w obszarach uszkodzonych, pawy poziomu wy§ciowego. Gromadzenie obydwu
izoform HPX oraz HPB zachodzi przez kilkadziegi minut po uszkodzeniu, a najasze
lokalne sgzenie nagromadzonego biatka RPIw tym przypadku na poziomie 160%)
zaobserwowano po 30-40 min od uszkodzenia, z kolajwyzsze lokalne stenie
nagromadzonego HBXw tym przypadku na poziomie 200%) zaobserwowam@@® min od

uszkodzenia.
Zaznaczy nalery, ze w przypadku innych komoérek ztransfekowanych plidem

EGFP-LacR-HP4 (dane nie zamieszczone), napsye zaobserwowane lokalneszgnie

HPlo w obszarze uszkodzonym znajdowatoe sna poziomie 130-250%. Ponadto,
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obserwowany na Rys. 4.4 niewielki wzrost intensy$endluorescencji GFP w obszarze
nieuszkodzonym (niebieska krzywa na wykresie) wahiknoze z nieznacznych ruchéw

ptaszczyzny konfokalnej podczas prowadzenia pomiard

Podsumowujc, zauway¢ mazna, i tempo gromadzenia biatka HiP vydaje s¢ by¢
znacznie wolniejsze w poréwnaniu z tempem gromaedzeiektérych biatek naprawczych

(Rapp i wsp., 2009 — praca w przygotowaniu).

4.1.5 Badanie zal@nosci tempa gromadzenia biatka HP1 od temperatury

Z opisanych w poprzednich podrozdziatachivdadczér wynika, ze wzbudzenie
zinterkalowanego do DNA jEt powoduje uszkodzenisdukuje rekrutag biatek HP1
do uszkodzonych rejonéw chromatyny. Zaobserwowarmmgdzenie wszystkich trzech
izoform biatka (HP&, HPI13, oraz HP%}). Co wkcej, wykazano,ze rekrutacja HP1
nie zachodzi w nieobecka fotouczulacza, albéwiatta wzbudzajcego fluorescen¢jEtBr.
Gromadzenie biatka HP1 e by¢ zatem czscig procesu DDR, tj. komorkowej odpowiedzi

na uszkodzenie DNA (an@PNA Damage Response

Kolejne eksperymenty zaplanowano w ten sposoéb, mlsna bylo sprawdZi
czy gromadzenie HP1 jest naturalreakcy fizjologiczrg komorki i wykluczy artefakt
doswiadczalny. Poniewa procesy enzymatyczne wykagujspecyficzg zalenosé
temperaturow, w przeciwiéstwie do proceséw nieenzymatycznych (Lehninger 1979
Szewczyk 1993; Murray i wsp., 2005), postanowioptawdzt do ktorej grupy procesdéw
nalezy rekrutacja HP1. Zbadano zatem, czy proces groemad2dP1 zalkey od temperatury
i czy obnienie temperatury ma wpltyw natempo rekrutacji t@aikV tym celu #ayto
komoérek Hela, ktére poddano praspwe] transfekcji (Materialy i metody 3.2.3.1)
plazmidem EGFP-LacR-HRB1(Materiaty i metody 3.1.2)a nasipnie lokalnie uszkadzano
(Materiaty i metody 3.2.4\Wywotywanie uszkodzenia, oraz ngsfijagce po nim pomiary
zmian lokalnego stenia HP1 prowadzono widych temperaturach: 37°C, 20°C, 10°C
i 1°C. Uzyskane wyniki wplywu temperatury na temmgwomadzenia biatka HP1
przedstawiono w postaci wykresu zmian intensysgnofluorescencji GFP od czasu
(Rys. 4.5). Poriszy wykres zawiera 7 krzywych, ktore obraza@achodace w r@nych

temperaturach zmiany intensywicofluorescencji GFP-HRilw obszarze uszkodzonym.
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Rekrutacja biatka biatka HP1 w roznych temperaturach
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Rysunek 4.5. Temperaturowa zale znosé gromadzenia biatka HP1 a w obszarach lokalnego
uszkodzenia chromatyny

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatkka EGFP-LacR-HPla w obszarze
uszkodzonym, wréznych temperaturach (37°C, 20°C, 10°C i 1°C). Wartosci intensywnosci
fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem) iwyrazono je
w procentach, przyjmujac wartos¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem (czas 0 min) jako
100%.

Analizujgc Rys. 4.5 zauwg¢ mazna, ze zarOwno proces dynamicznej wymiany
biatka w obszarze daietlonym, jak i rekrutacji HPA w miejscu uszkodzenia silnie zade
od temperatury. Po pogikowym spadku intensywroi fluorescencji spowodowanym przez
fotoblaknicie, nasfpuje wzrost intensywrsgi fluorescencji biatka wynikagy
z dynamicznej wymiany z palrozpuszczalp (Schmiedeberg i wsp., 2004). Wzszej
temperaturze (1°C, 10°C, 20°C) proces dynamiczngpniany biatka, i tym samym
odzyskania intensywnoi fluorescencji GFP w avietlonym obszarze chromatyny, zachodzi
znacznie wolniej, w poréwnaniu z temp. 37°C. W pagku temp. 1°C poziom intensywod
fluorescencji GFP nie zostaje odbudowany nawet(pmi® od nawietlania.

Wplyw temperatury na proces gromadzenia HP1 wsuoiepuszkodzenia jest rownie
widoczny. Rekrutacja HP1 w obszarze uszkodzonyrhad@ w warunkach fizjologicznych
(37°C), z kolei w niszych temperaturach proces ten zachodzi znacznieej¢20°C) lub
wcale nie zachodzi (1°C, 10°C). Po 30 min od usz&poid, lokalne gtenie nagromadzonego
w obszarze uszkodzonym biatka HP1 w temp. 20°CZzeatznie nisze, w poréwnaniu ze

stezeniem biatka nagromadzonego w temp. 37°C.
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Uzyskane wyniki przestawiono rowiie w postaci wykresow stupkowych
intensywndci fluorescencji w obszarze uszkodzonym, dlangeh temperatur, po czasie
1 min, 10 min, oraz 20 min od wprowadzenia uszkoazéRys. 4.6-4.8). Zaznaczyalezy,

ze stupki na wykresach opigujvypadkow blaknicia oraz dynamicznej wymiany biatka.

Rys. 4.6-4.8 potwierdzaj iz rekrutacja biatka HRi1 w obszarze lokalnego
uszkodzenia chromatyny zalesilnie od temperatury. Wptyw ten widoczny jestkazdym
punkcie czasowym. Obignie temp. do 20°C wywiera ogromny wptyw na rekejgta
(Rys. 4.8) isprawiaze poziom nagromadzonego (po 25 min od uszkodzdatka nie
osiaga tej samej wartei, co w temperaturze 37°C i jest okoto 70%smy. Z kolei, poziom
nagromadzonego w temp. 10°C biatka HP1 jegtayi o okoto 95% w porOwnaniu ze
stezeniem w temp. 37°C. Nalg zaznacz§, ze nie mana mowé o gromadzeniu w temp.
1°C, gdy lokalne s¢zenie HP1 nie osga nawet wartei pocatkowe) (przed

wprowadzeniem uszkodzenia).

Spadek fluorescencii biatka HP1a-GFP po 1 min od uszkodzenia,
w roznych temperaturach
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Rysunek 4.6. Temperaturowa zale zno$¢ lokalnego st ezenia HP1a po 1 min od uszkodzenia

Na rysunku przedstawiono intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-LacR-HPla w obszarze
uszkodzonym, w r6znych temperaturach (37°C, 20°C, 10°C i 1°C), 1 min po uszkodzeniu. Wartosci
intensywno$ci fluorescencji znormalizowano do warto$ci poczatkowej (przed uszkodzeniem, 0%)
i wyrazono je w procentach.
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Spadek fluorescencji biatka HP1a-GFP po 10 min od uszkodzenia,
w réznych temperaturach
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Rysunek 4.7. Temperaturowa zale znos$é lokalnego st ezenia HP1a po 10 min od uszkodzenia

Na rysunku przedstawiono intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-LacR-HPla w obszarze
uszkodzonym, w réznych temperaturach (37°C, 20°C, 10°C i 1°C), 10 min po uszkodzeniu. Wartosci
intensywnosci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem, 0%)
i wyrazono je w procentach.

Spadek fluorescencji biatka HP1a-GFP po 25 min od uszkodzenia,

w roznych temperaturach
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Rysunek 4.8. Temperaturowa zale znos$é lokalnego st ezenia HP1a po 25 min od uszkodzenia

Na rysunku przedstawiono intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-LacR-HPla w obszarze
uszkodzonym, w réznych temperaturach (37°C, 20°C, 10°C i 1°C), 25 min po uszkodzeniu. Wartosci
intensywnosci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem, 0%)
i wyrazono je w procentach.

Tego rodzaju temperaturowa zaies¢ rekrutacji biatka HP1 sugerujge akumulacja
HP1 w miejscu uszkodzenia jest kontrolowana w gigcenzymatycznym i nie wydajessi
przebiegd na zasadzie prostej adsorpcji. Adsorpcja, jakocgso nieenzymatyczny,
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wynikajacy tylko z asocjacji biatka z obszarem uszkodzonypowinna zalge¢ od
temperatury w skali bezwzginej i miatyby na g wptyw tylko dwe zmiany temperaturowe
(Lehninger 1979; Szewczyk 1993; Murray i wsp., 2008atomiast w przypadku HP17u
nawet niewielkie obmenie temperatury silnie wplywa na proces gromadzdnatka.
Najprawdopodobniej wynika to z optimum aktywnobenzyméw wewatrzkomaérkowych,
ktGre migci sie w przedziale 30-40°C. A zatem, obserwowany prdacezsapewne zjawisko
katalizowane enzymatycznie, a nie artefakt polgryana nieenzymatycznej adsorpcji HP1 do

uszkodzonej chromatyny.

4.1.6 Badanie ruchliwosci HP1 nagromadzonego w miejscu uszkodzenia

Wczeniejsze déwiadczenia wykazatyze biatko HP1 ulega rekrutacji do obszarow
lokalnego, indukowanego wzbudzonym jEt uszkodzesfieomatyny gdrowej. Aby lepiej
scharakteryzow@ proces rekrutacji HP1 postanowiono sprawdzak zachowuje si pula
nagromadzonego biatka, tzn. czy jest ona trwaleazama w miejscu uszkodzenia, czy
mobilna i podlega wymianie z pulczgsteczek niezwazanych. Do przeprowadzenia tych
pomiarow zastosowano metodokalnego uszkodzenia oraELIP. Metoda FLIP (ang.
Fluorescence Loss In Photobleachingiykorzystuje zjawisko fotoblaketia i pozwala
prowadz¢ pomiary ubytku intensywrici fluorescencji z obszaru, ktéry nie byt poddany
blaknigciu (Goldman i Spector 2004).

Wykorzystane do dwiadczér komorki poddano prz&jiowej transfekcji(Materiaty
i metody 3.2.3.1)plazmidem EGFP-LacR-HR1(Materialy i metody 3.1.2)a nasipnie
lokalnie uszkadzandMateriaty i metody 3.2.4.1-3.2.4.4) prowadzono pomiary zmian
intensywndci fluorescencji GFP na obszarze calegmlra komorkowego. Nagbnie
wywotywano blakngcie fluorescencji w okionym, odlegtym od uszkodzonego, obszarze
jadra (Materiaty i metody 3.2.4.5) prowadzono pomiary zmian intensywécsofluorescenciji
GFP. Obrazy na Ryc. 4.6 ukazujozktad biatka fuzyjnego EGFP-LacR-HP1v jadrze

komoérkowym przed oraz po uszkodzeniu.
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EGFP-HP1a

A. przed uszkodzeniem B. 1 min pouszk odzeniu C. po 5 min

D. po 10 min E. po 20 min F. po 30 min

G. przed 1 fotoblakni eciem  H. 1 min po 1 fotoblakni eciu . po 5 min

J. po 10 min K. po 20 min L. po 29 min
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M. przed 2 fotoblakni eciem  N. 1min po 2 fotoblakni eciu  O. po 5 min

P. po 10 min R. po 20 min S. po 30 min

Rycina 4.6. Ruchliwo $¢ biatka HP1 a w miejscu lokalnego uszkodzenia

Rycina przedstawia obrazy jgdra komorki Hela, wykazujgcej ekspresje biatka EGFP-LacR-HP1a,
inkubowanej z EtBr (100 nM) i poddanej lokalnemu uszkodzeniu chromatyny. (A) Obraz
zarejestrowany przed naswietlaniem (514 nm). (B) 1 min po naswietlaniu (miejsce naswietlania
wskazane z6ltg strzatkg). (C) Po 5 min, (D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) po 30 min od wprowadzenia
uszkodzenia. (G) Przed wprowadzeniem pierwszego fotoblakniecia w obszarze o wielkosci 1/3 jadra
komorkowego (obszar zaznaczony czerwong linig). (H) Po 1 min, (I) 5 min, (J) 10 min, (K) 20 min,
oraz (L) po 29 min od pierwszego fotoblakniecia. (M) Przed wprowadzeniem drugiego fotoblakniecia
na tym samym obszarze jadra komoérkowego (obszar zaznaczony czerwong linig). (N) Po 1 min, (O)
5 min (P), 10 min, (R) 20 min oraz (S) po 30 min od drugiego fotoblakniecia. Odcinek skalujgcy 5 um.

W miejscu uszkodzenia dochodzi do gkgzenia intensywrigi fluorescencji na
skutek gromadzenia biatka HP1 (Ryc. 4.6.C-F). Zawywanazna, ze w wyniku pierwszego
fotoblaknicia (1/3 pdra komoérkowego) nagtuje przejciowe zmniejszenie intensywsm
fluorescencji GFP w obszarze uszkodzonym (Ryc. H4l§. Dalsze zmniejszenie
intensywndci fluorescencji w obszarze uszkodzonym gagje rownie po drugim
fotoblakniciu (Ryc. 4.6.0-S). Zmniejszenie intensywaiofluorescencji GFP w obszarze
uszkodzonym, ktore towarzyszy kolejnym cyklom fd&imiecia, wynika z mobilnéci
nagromadzonego biatka i jego wymiany z goubzpuszczalp oraz puj biatka zwizanego
z chromatyg w innych czsciach pdra komérkowego. Nahy tutaj rOwnie zaznaczy, iz
naswietlanie obszaru w prawej gornej potowsglija, swiattem o dtugeci fali 488 nm, w celu

wywotania fotoblakngcia GFP, nie powoduje gromadzenia HP1 w tym obszd&amimo, 4
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w jadrze caly czas obecny jest jEt, ¢gr@nieswiatta jest najprawdopodobniej zbyt niskies za
diugas¢ fali (488 nm) za krétka, aby wzbudzfotouczulacz na tyle, by w obszarze tym

nasgpito uszkodzenie, objawigge s¢ akumulacy HP1.

Na podstawie uzyskanych wynikow spgiizono wykres zmian gtenia biatka HP1
(Rys. 4.9), na ktérym zmiany intensywieo fluorescencji EGFP-LacR-HRB1w obszarze

uszkodzonym i nieuszkodzonym przedstawiono w postbnych krzywych.

Intensywnosc¢ fluorescenciji biatka HP1 w rejonie uszkodzonym
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Rysunek 4.9. Zmiany st ezenia biatka HP1 po uszkodzeniu oraz fotoblakni  eciu
(na postawie Ryc. 4.6)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-LacR-HPla w obszarze
uszkodzonym (czerwony) oraz w pozostatej, nieuszkodzonej czesci jadra komoérkowego (niebieski).
Kolejne cykle fotoblakniecia (1 i 2) zaznaczono na wykresie linig przerywang w kolorze zielonym.
Wartosci intensywnosci fluorescencji znormalizowano do warto$ci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc warto$¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

Zauway¢ mazna (Rys. 4.9)ze uszkodzenie chromatyny wywotuje lokalekrutacg
biatka HP1. Poziom nagromadzonego wgai 30 min biatka oggmt 140% wartdci
poczatkowej. Po wprowadzeniu pierwszego cyklu fotoblgkra dochodzi do zmniejszenia
intensywndci fluorescencji GFP na terenigdra komérkowego (niebieska krzywa), czemu
towarzyszy réwnig zmniejszenie intensywloi fluorescencji GFP w obszarze uszkodzonym

(czerwona krzywa). Po kolejnym, drugim cyklu fotakmiccia nastpuje dalsze zmniejszenie
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intensywndci fluorescencji na terenie calegadja komodrkowego oraz w obszarze

uszkodzonym.

Po kolejnych cyklach fotoblakgtia, w rejonie uszkodzonym zmniejsza sizenie
nagromadzonego biatka, jedrakwcihz obecna jest pula nagromadzonego HP1, tzn. lokalne
stezenie EGFP-LacR-HRiljest wyzsze ni w otoczeniu (Rys. 4.9). Obserwacje te suggiiaj
zgromadzone w miejscu uszkodzenia biatko podleggtejiwymianie z casteczkami biatka
HP1 z puli niezwjzanej. Najprawdopodobniej, HP1 zgromadzone w miejsgzkodzonym
nie jest zwgzane trwale, lecz podlega wymianie z gouliezwigzarg, podobnie jak HP1
zZwigzane ze zmetylowanymi ogonami histonowymi w heteromatynie, ché mechanizm

wigzania mae by inny.

4.1.7 Pomiary gromadzenia r&nych wariantow biatka fuzyjnego HP1

,Z Zzablokowanymi sterycznie kaacami”

Wyniki opisanych powsej dagwiadczér dowodz, ze wszystkie trzy izoformy HP1
ulegap gromadzeniu w rejonach lokalnego, fotouczulanegzkodzenia chromatyny
jadrowej. Wiadomoze biatka HP1 zawierajtrzy domeny: N-kacows chromodomeg (CD),
C-koncowg domer chromoshadow (CSD) oraz znajglty sk pomidzy domenami region
zawiasowy. Pojawia sizatem pytanie, czy w rekrutacji HP1 zaaraysana jest bezgoednio
cata casteczka, czy tylko jedna domena biatka. Szakapdpowiedzi na to pytanie,
w opisanych w tym rozdziale eksperymentach postammav sprawdzi, czy dosgpnasé
steryczna kacow HP1 wplywa na rekrutagjbiatka do rejonéw lokalnego uszkodzenia

chromatyny.

4.1.7.1 Badanie rekrutacji biatka ,HP1 z zablokowanym N-koncem”

W eksperymentach wykorzystanozng@ warianty biatka fuzyjnego HP1 (Rys. 4.10). Seri
doswiadczeé rozpoczto od powtdrnego przeprowadzeniesw@dczér nad gromadzeniem
biatka ,HP1 z zablokowanym N-keem” (Rys. 4.10.a), w ktérym EGFP oraz LacR znajduj
sie na N-kacu biatka HP1, zaC-koniec pozostaje wolny.

Komorki HelLa poddano przagiowej transfekcji (Materiaty i metody 3.2.3.1)
plazmidem EGFP-LacRsctHP1o-NLS (Materiaty i metody 3.1.2) wywotano lokalne
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uszkodzeni€Materiaty i metody 3.2.4)W celusledzenia zmiangdrowego rozktadu biatka
prowadzono pomiary zmian intensywiod fluorescencji GFP. Zarejestrowane obrazy

zamieszczono na Ryc. 4.7.

a)_biatko fuzyine EGFP-LacR-HPlo,

EGFP LacR HPla

(N)EGFP(C) - (N)LacR(C) Ascl- (N-terminusHP1p (C-terminus) NLS

b)_biatko fuzyjne HP18-EGFP-LacR

(N-terminus)HP1p (C-terminus) Xhol (N)EGFP(C) - (N) LacR (C) - Ascl- NLS

c)_biatko fuzyjne EGFP-HP1B-LacR

EGFP HP1B LacR

(N)EGFP(C) - Xbal - (N-terminus)HP1p (C-terminus) Ascl- (N) LacR (C)- NLS

Rysunek 4.10. Schematy ré znych wariantéw konstruktu biatka fuzyjnego

Schemat uzytych do transfekcji plazmidéw zawierajgcych rézne konsktrukty biatka fuzyjnego,
w ktérych a) EGFP oraz LacR znajdujg sie na N-koncu biatka HP1a, za$ C-koniec pozostaje wolny;
b) EGFP oraz LacR znajdujg sie na C-koricu biatka HP1B, za$ N-koniec pozostaje wolny; c) EGFP
znajduje sie na N-konhcu zas LacR na C-koncu biatka HP1.

Jak mana zauway¢ na Ryc. 4.7, w miejscu uszkodzenia opsje lokalne
zwickszenie intensywrigi fluorescencji GFP wynikage z gromadzenia biatka ,HP1

z zablokowanym N-kecem” (EGFP-LacR-HR{) w obszarze uszkodzonym.
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EGFP-LacR-HP1la

A. przed uszkodzeniem B. 1 min po uszkodzeniu C. po 5 min

D. po 10 min E. po 20 min F. po 30 min

Rycina 4.7. Zmiany rozmieszczenia biatka EGFP-LacR- HPla po wprowadzeniu uszkodzenia

Rycina przedstawia obrazy jgdra komorki wykazujgcej ekspresje biatka EGFP-LacR-HP1la,
inkubowanej z EtBr (100 nM) i poddanej lokalnemu uszkodzeniu jgdra. (A) Obraz zarejestrowany
przed naswietlaniem (514 nm), (B) po 1 min od naswietlania niewielkiego (wskazanego zo6itym
kwadratem) obszaru wewnatrz jadra, (C) po 5 min, (D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) 30 min od
uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Na podstawie uzyskanych wynikow spgiizono wykres zmian gtenia biatka HP1
(Rys. 4.11), na ktorym zmiany intensywob fluorescencji EGFP-LacR-HB1w obszarze
uszkodzonym i nieuszkodzonym przedstawiono w postabnych krzywych.

Rys. 4.11 obrazuje akumuladfiPlo. w obszarze uszkodzonym. Po niewielkim spadku
intensywndci fluorescencji spowodowanym przez fotoblakme nas¢puje odbudowanie
intensywndci fluorescencji i gromadzenie biatka w obszarzekodzonym. Zauway¢
mozna, ze poziom nagromadzonego biatka agsi warté¢ 130% ju po 5 min od
uszkodzenia. Z kolei po 30 min od uszkodzenigestie nagromadzonego HP1 wzrosto

dwukrotnie w stosunku do poziomu égjowego.
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Rekrutacja bialka EGFP-LacR-HP1alfa do miejsc lokalnego uszkodzenia
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Rysunek 4.11. Gromadzenie biatka EGFP-LacR-HP1 a (na podstawie Ryc. 4.7)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-LacR-HPla w uszkodzonym
(czerwona krzywa) oraz nieuszkodzonym (niebieska krzywa) obszarze jadra komérkowego. Wartosci
intensywno$ci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc wartos¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

Biatko ,HP1 z zablokowanym N-kK@em” ulega gromadzeniu w obszarze lokalnego
uszkodzeniaSwiadczy to zatem o tymze steryczne ostogtie N-kaica (EGFP-LacR) nie
powoduje zahamowania rekrutacji HP1. Rpsido domeny CD nie jest nieginy aby

zachodzito gromadzenie HP1.

4.1.7.2 Badanie rekrutacji biatka ,HP1 z zablokowanym C-koncem”

W drugiej serii déwiadczé sprawdzono, jak zachowujegshny wariant biatka fuzyjnego
HP13-XholEGFP-LacRAscHNLS (Materiaty i metody 3.1.2)tzw. ,HP1 z zablokowanym
C-koncem”, w ktérym do C-kaca biatka dajczone jest EGFP i LacR, &ad\-koniec
pozostaje wolny (Rys. 4.10.b).

Komorki HelLa podano przgjiowej transfekcji (Materiaty i metody 3.2.3.1)
plazmidem HPR-EGFP-LacR, a nagbnie lokalnie uszkadzan®lateriaty i metody 3.2.4)
W celu éledzenia zmianagdrowego rozktadu biatka prowadzono pomiary intensgei

fluorescencji GFP. Zarejestrowane obrazy zamieskrpa Ryc. 4.8.
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HP1B-EGFP-LacR

A. przed uszkodzeniem B. po Imin od uszkodzenia C. po 5 min

D. po 10 min E.po 20 min F. po 30 min

Rycina 4.8. Zmiany rozmieszczenia biatka HP1 B-EGFP-LacR po wprowadzeniu uszkodzenia

Rycina przedstawia obrazy jgdra komorki HeLa wykazujgcej ekspresje biatka HP1B-EGFP-LacR, ktorg
inkubowano z EtBr (100 nM) i poddano lokalnemu uszkodzeniu jadra. (A) Obraz zarejestrowany przed
naswietlaniem, (B) po 1 min od naswietlania matego (wskazanego z6ig strzatkg) obszaru wewnatrz
jadra, (C) po 5 min, (D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) 30 min od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Na Ryc. 4.8 zauwg¢ maozna, ze w miejscu uszkodzenia nie ngmtje zwekszenie
intensywndci fluorescencji GFP, a zatem nie zachodzi rekjatgdP1 z zablokowanym C-
koncem” (HPPB-EGFP-LacR). Pougj przedstawiono wykres zmiargatnia biatka HPg-
EGFP-LacR (Rys. 4.12) w uszkodzonym (czerwona ke)yweraz nieuszkodzonym

(niebieska krzywa) obszarzglja komorkowego.

116



Rozdziat 4 Wyniki

Brak rekrutacji bialka HP1beta-EGFP-LacR do miejsc lokalnego uszkodzenia
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Rysunek 4.12. Brak gromadzenia biatka HP1 B-EGFP-LacR (ha podstawie Ryc. 4.8)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka HP1B-EGFP-LacR w uszkodzonym
(krzywa czerwona) oraz nieuszkodzonym (krzywa niebieska) obszarze jadra komérkowego. Wartosci
intensywnosci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc warto$¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

W miejscu uszkodzenia chromatyny nie zachodzi lu&kabromadzenie biatka ,HP1
z zablokowanym C-kicem” (Rys. 4.12). Po pogtkowym spadku spowodowanym przez
fotoblaknkcie, intensywnéé fluorescencji HPB-EGFP-LacR powraca bardzo wolno
I dopiero po 15 min osga wartd¢ pocatkows. Lokalne s§zenie biatka w obszarze
uszkodzonym nie wzrasta ponad poziom ptamvy. Stwierdzt mazna, ze w obszarach

lokalnych uszkodzechromatyny gdrowej nie zachodzi gromadzenie biatka fuzyjneg® H

z zablokowanym C-kicem”. A zatem domena CSD uwe mig€ istotne znaczenie

w rekrutacji HP1.

4.1.7.3 Badanie rekrutacji biatka ,HP1 z zablokowanymi koncami C i N”

Sprawdzono, jak w odpowiedzi na lokalne uszkodzehi®matyny zachowuje ¢siwariant
biatka EGFPXbalFHP13-AsctLacR-NLS (Materiaty i metody 3.1.2) tzw. ,HP1
z zablokowanymi obydwoma koami”, w ktérym EGFP znajdujeesha N-kaicu, z& LacR
na C-kacu biatka HP1 (Rys. 4.10.c).
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Komorki HelLa ztransfekowan@lateriaty i metody 3.2.3.1plazmidem EGFP-HR3E
LacR, uszkadzan(Materiaty i metody 3.2.4) nasipnie badano zmianggrowego rozktadu
biatka. Uzyskane wyniki zamieszczono pai(Ryc. 4.9).

EGFP-HP1p-LacR

A. przed uszkodzeniem B. 1min po na s$wietlaniu

D. po 10 min E. p 0 20 min F.po30 min

Rycina 4.9. Zmiany rozmieszczenia biatka EGFP-HP1 B-LacR po wprowadzeniu uszkodzenia

Rycina przedstawia obrazy jgdra komérki HelLa wykazujgcej ekspresje EGFP-HP1B-LacR, ktorg
inkubowano z EtBr (100 nM) i poddano lokalnemu uszkodzeniu jgdra. (A) Obraz zarejestrowany przed
naswietlaniem, (B) 1 min po naswietlaniu niewielkiego (wskazanego z6itg strzatka) obszaru wewnatrz
jadra, (C) po 5 min, (D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) 30 min od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Zauway¢ mazna (Ryc. 4.9),ze w miejscu uszkodzenia ngstije zwekszenie
intensywndci fluorescencji GFP, a zatem zachodzi rekruta@iké ,HP1 z zablokowanymi
obydwoma kacami” (EGFP-HPR-LacR). Poniej przedstawiono wykres zmianestnia
biatka EGFP-HPfA-LacR (Rys. 4.13) w uszkodzonym (czerwona krzywajazo

nieuszkodzonym (niebieska krzywa) obszagzeg komorkowego.
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Rekrutacja bialka EGFP-HP1beta-LacR do miejsc lokalnego uszkodzenia
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Rysunek 4.13. Gromadzenie biatka EGFP-HP1 B-LacR (na podstawie Ryc. 4.9)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka EGFP-HP1B-LacR w uszkodzonym
(krzywa czerwona) oraz nieuszkodzonym (krzywa niebieska) obszarze jgdra komoérkowego. Wartosci
intensywno$ci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc wartos¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

W obszarze uszkodzonym ngsije lokalne gromadzenie biatka fuzyjnego EGFP-
HP1B-LacR (Rys. 4.13). Po pogikowym spadku intensywsoi fluorescencji w obszarze
uszkodzonym (czerwona krzywa) ngmije bardzo powolne odbudowanie intensy$ano
fluorescencji EGFP-HRtLacR, w wyniku wymiany dynamicznej i rekrutacji akka.
Znacznie péniej (okoto 3x), nk w przypadku wariantu biatka EGFP-LacR-HPIgdyz
dopiero po 12 min, ogjnicta zostaje wartd pocatkowa intensywngéci fluorescencji.
Zauway¢ mazna,ze w przypadku ,HP1 z zablokowanymi obydwomaéami”, po 30 min
od uszkodzenia, intensywsto fluorescencji GFP w obszarze uszkodzonynagssil40%
wartasci pocatkowej. Stwierdzt zatem mana, ze wariant biatka fuzyjnego EGFP-HR1
LacR, tzw. ,HP1 2z zablokowanymi obydwoma nkami’ ulega gromadzeniu

w uszkodzonym rejonie chromatyny.

W daswiadczeniach wykorzystano warianty plazmidu NYE éNwwsp., 2002), ktére
zawieraty LacR, EGFP oraz H&B (Materialy i metody 3.1.2) Sekwencja
polinukleotydowa kodujca biatko fluoryzujce EGFP miata diugé 717 nukleotydow,
LacR — 1034 nukleotydow, HiB1- 576 nukleotydow, ZaHP13 555 nukleotyddw.
Przypuszcza zatem mana, i rekrutacja biatka fuzyjnego HP1 zajeod rozmiaru, albo
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ksztattu dodatkowe] sekwencji peptydowej umieszeraora C-kacu. W przypadku ,HP1

z zablokowanym C-kiccem” (HPB-EGFP-LacR), w ktérym na C-kou znajduje si EGFP-
LacR, sekwencja peptydowa, kodowana przez fragmaimiukleotydowy o4cznej dtugdci
1751 nukleotyddéw, rekrutacja HP zostaje zablokowaagprawdopodobniej ze wzglu na
obecnd¢ dodatkowej, dtugiej sekwencji peptydowej, ktérarmstwi pewnego rodzaju zawad
steryczn. Z kolei w przypadku biatka ,HP1 z zablokowanynbydwoma kacami” (EGFP-
HP1B-LacR), na ktérego C-Kmu znajduje & sam LacR (kodowany przez fragment
sekwencji polinukleotydowej o dilugo 1034 nukleotydéw), gromadzenie nie ulega
zablokowaniu, ché tempo powrotu intensywloi fluorescencji jest 3x wolniejsze mi
w przypadku biatka ,HP1 z zablokowanym N#o@m” (EGFP-LacR-HPd).

4.1.8 Badanie zmian upakowania chromatyny w miejscu uszkizenia

W opublikowanej w 2006 roku pracy naukowej (BekBensen i wsp., 2006)
wykazano,ze $wiatto laserowe o wysokiej mocy nie tylko generojerzymie uszkodzenie
DNA, lecz take wywotuje lokalne uszkodzenie histonOw oraz innyzdsocjowanych
z chromatyn kompleksow biatkowych. Tak wielka¢gtas¢ oraz zt@gonas¢ uszkodzenia
chromosomow prawdopodobnie przekracza komosgkadolngé do naprawy, w wyniku
czego powstaj warunki, ktére mog stabilizowa& DNA i przyczyni& si¢ do gromadzenia
biatek, ktére niespecyficznie oddziajug kancami DNA (Lieber i wsp., 2003). W kolejnych
eksperymentach postanowiono sprawdzizy rekrutacja biatek HP1 w badanym ukiadzie
moze zachod# jako niespecyficzne nagistwo agregacji chromatyny, ktéra towarzyszy
moze lokalnemu fotouszkodzeniu chromatyny. Mate bowiem wykluczy, ze zwikszenie
stezenia HP1 w miejscu uszkodzenia jest wynikiem lokgm ,obkurczenia” chromatyny,
w wyniku czego uszkodzona chromatyna zwiacsasniej i w rejonie néwietlanym po okoto
5-30 min znajduje s8i wigcej DNA niz bylo na pocatku. W rejonie tym wowczas
znajdowatoby si znacznie wjcej biatek zwiazanych z DNA, jednate ich stzenie
w przeliczeniu na il& DNA nie bytoby wysze. Przypuszczazatem mana, ze w takiej
sytuacji, w miejscu uszkodzenia znajdowatoby r@iwniez znacznie wjcej czsteczek HP1

(oraz innych biatek). Proces taki nie bytby jedia&kimulacy, czy rekrutagj biatka HP1.

W celu zweryfikowania tej hipotezy, w kolejnych splerymentach postanowiono

zbad& zachowanie innych biatek chromatynowych, a miae@vhistonéw H1, H2B oraz
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H3, w odpowiedzi na lokalne uszkodzeniedrp. Podstawowym zamierzeniem tych
eksperymentow byta préba potwierdzenia lub wyklméae zjawiska agregaciji,

niespecyficznegoatzenia biatek chromatynowych, czyztéokalnej agregacji chromatyny
w miejscu uszkodzenia (Guo i Cole 1989a; Guo i A8Ig9b).

4.1.8.1 Badanie zmian upakowania chromatyny na podstawie lkalnego stzenia

histonu H1-GFP
W eksperymentach wykorzystano linie komoérkowe Hekawierajce biatka histonowe
sprzzone z GFP. Rozpoeto od sprawdzenia zachowania histonu H1 w odpowiedz
na uszkodzenie chromatynyadda komorek HelLa z H1-EGFfMateriaty i metody 3.1.3)
lokalnie uszkadzan@Materiaty i metody 3.2.4.1-3.2.4,43 nasipnie prowadzono pomiary
zmian intensywngri fluorescencji H1-GFP na obszarzedrp. Zarejestrowane obrazy

zamieszczono na Ryc. 4.10.

Histon H1

A. przed uszkodzeniem B. po 1min C. po 5 min

D. po 10 min E. po 20 min F. po 30 min

Rycina 4.10. Brak wzrostu st ezenia histonu H1 w obszarze uszkodzonym

Rycina przedstawia obrazy jadra komorki HeLa z H1-GFP, ktérg inkubowano z EtBr (100 nM)
i poddano lokalnemu uszkodzeniu jgdra. (A) Obraz zarejestrowany przed naswietlaniem, (B) 1 min
po naswietlaniu niewielkiego (wskazanego zéitg strzatkg) obszaru wewnatrz jgdra, (C) po 5 min,
(D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) po 30 min od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.
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Zauwayc¢

spowodowanym fotoblakeciem (Ryc.

maozna, ze po pocztkowym spadku

fluorescenciji
H1-GFP

intensywsoi

4.10.B), intensywié fluorescencji

wewmngtrz obszaru uszkodzonego zostaje odbudowana naekskutymiany histonu

(Ryc. 4.10.F). Jest to wynik szybkiej wymiany hraidH1 (Misteli i wsp., 2000; Lever i wsp.,

2000). Zatem w obszarze uszkodzonym nie dochodzvdgkszenia stzenia histonu H1,

nawet 30 min po uszkodzeniu. Uzyskane wyniki prized®no rownie w postaci wykresu

zmian s¢zenia histonu H1-GFP (Rys. 4.14) w uszkodzonym (gmen krzywa) oraz

nieuszkodzonym (niebieska krzywa) obszaggeg komorkowego.

Stezenie histonu H1 nie rosnie w miejscach lokalnego uszkodzenia

[au

intensywnosc fluorescencii

Rysunek 4.14. Zmiany st ezenia histonu H1 w miejscu uszkodzenia
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(na podstawie Ryc. 4.10)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka H1-EGFP w uszkodzonym (krzywa
czerwona) oraz nieuszkodzonym (krzywa niebieska) obszarze jgdra komérkowego. Wartosci

intensywnosci

fluorescencji

znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem)

i wyrazono je w procentach, przyjmujgc wartos¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

W obszarze uszkodzonym nie rgsfe wzrost stzenia histonu H1 (Rys. 4.14).

Mozna zatem wnioskowa iz nie zachodzi rekrutacja H1 do miejsc uszkodzongoin

agregacja uszkodzonej chromatyny. Utracona w wyiidtablaknicia fluorescencja ulega

odbudowaniu w miejscu uszkodzenia. Pomiagyestia histonu H1 w obszarze uszkodzonym

pozwalaj zatem wyklucz§ agregagj chromatyny oraz niespecyficznlokalrs asocjacj

biatek chromatynowych w miejscu uszkodzenia. Obaejavta jest w zgodzie z hipotgiz

wzrost s¢zenia biatka HP1 w miejscu uszkodzonym wynika z wékeji HP1, a nie

z lokalnego wzrostu atenia chromatyny w tym obszarze.
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4.1.8.2 Badanie zmian organizacji chromatyny na podstawiedkalnego s¢zenia
histonu H2B-GFP

Przyjmupc podobne rozumowanie, jak opisane na pikezrozdziatuWyniki 4.1.8 zbadano
jadrowy rozktad histonu rdzeniowego H2B, w odpowiedm uszkodzenie wywotane
wzbudzonym jonem etidiowym. H2B jest histonem rdaesym, ktéry wchodzi w sktad
budupcego nukleosom oktameru histonowego i nie podleggkiej wymianie z pul
rozpuszczaly (Misteli i wsp., 2000).

Jadra komérek HelLa z H2B-EGFfMaterialy i metody 3.1.3)pkalnie uszkadzano
(Materiaty i metody 3.2.4.1-3.2.4,4 nasfpnie dokonywano pomiarOw zmian intensy\4eio
fluorescencji GFP w funkcji czasu na obszarze eajgdra komorkowego. Zarejestrowane

obrazy zamieszczono na Ryc. 4.11.

Histon H2B

*

A. przed uszkodzeniem B. po 1min C. po 5 min

*

D. po 10 min E. po2 0 min F. po 37 min

Rycina 4.11. Zmiany lokalnego st ezenia histonu H2B w obszarze uszkodzonym

Rycina przedstawia obrazy jadra komérki HeLa z H2B-EGFP, ktérg inkubowano z EtBr (100 nM)
i poddano lokalnemu uszkodzeniu jadra. (A) Obraz zarejestrowany przed naswietlaniem, (B) 1 min po
naswietlaniu niewielkiego (wskazanego z0ltg strzatkg) obszaru wewnatrz jgdra, (C) po 5 min,
(D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) po 37 min od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.
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W miejscu uszkodzenia nie zachodzi gkgzenie stzenia histonu H2B (Ryc. 4.11).
Whnioskowa zatem maéna, ¢ nie nastpuje rekrutacja H2B, ani agregacja chromatyny w tym

obszarze. Uzyskane wyniki przedstawiono rowniepostaci wykresu (Rys. 4.15).

Stezenie histonu H2B nie ro$nie w miejscach lokalnego uszkodzenia
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Rysunek 4.15. Zmiany st ezenia histonu H2B w miejscu uszkodzenia  (na podstawie Ryc. 4.11)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka H2B-EGFP w uszkodzonym (krzywa
czerwona) oraz nieuszkodzonym (krzywa niebieska) obszarze jgdra komérkowego. Wartosci
intensywnosci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc wartos¢ intensywnosci fluorescenciji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

Po pocztkowej utracie fluorescencji, spowodowanej fotobligkiem intensywngc
fluorescencji H2B-GFP nie zostaje odbudowana (RyLl i Rys. 4.15). Jest to spowodowane
bardzo wolg wymiarg z puh histonu H2B z innych rejonéwidra. Z danych literaturowych
wiadomo,ze histon H2B jest trwale zezany w nukleosomie i wymieniagsizadko (Kimura
i Cook 2001; Kimura 2005). Wnioskowazatem meana, ze w miejscu uszkodzenia nie

zachodzi lokalna agregacja chromatyny, ani rekjathistonu H2B.

4.1.8.3 Badanie zmian organizacji chromatyny na podstawiedkalnego s¢zenia
histonu H3-GFP

Podobny eksperyment, jak opisano paejydla histonéw H1 i H2B, wykonano dla histonu
rdzeniowego H3. Wykorzystano komorki HeLa z H3-EQGNRiterialy i metody 3.1.3ktore
lokalnie uszkadzan@ateriaty i metody 3.2.4.1-3.2.4,43 nastpnie prowadzono pomiary
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zmian intensywn&i fluorescencji GFP w funkcji czasu, na terenjdrfq komorkowego.

Zarejestrowane obrazy zamieszczono na Ryc. 4.12.

Histon H3

A. przed uszkodzeniem B. po 1min C. po 5 min

D. po 10 min E. po 20 min F.po30min

Rycina 4.12. Zmiany lokalnego st ezenia histonu H3 w obszarze uszkodzonym

Rycina przedstawia obrazy jgdra komoérki HeLa z H3-EGFP, ktérg inkubowano z EtBr (100 nM)
i poddano lokalnemu uszkodzeniu chromatyny. (A) Obraz zarejestrowany przed naswietlaniem, (B) po
1 min od naswietlaniu niewielkiego (wskazanego z06itg strzalka) obszaru wewnatrz jadra, (C) 5 min,
(D) 10 min, (E) 20 min, oraz (F) po 30 min od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

W obszarze uszkodzonym ganie fluorescencji GFP, a zatemzsinie biatka H3
nie zmienia si (Ryc. 4.12). Przypuszczaatem mana, i chromatyna nie ulega agregacji,
ani nie nasfpuje gromadzenie histonu H3 w uszkodzonym obszadra. Uzyskane wyniki
przedstawiono réwniew postaci wykresu zmian raenia fluorescencji biatka H3-GFP
(Rys. 4.16).
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Zmiany stezenia histonu H3 w miejscach lokalnego uszkodzenia
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Rysunek 4.16. Zmiany st ezenia histonu H3 w miejscu uszkodzenia (na podstawie Ryc. 4.12)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka H3-EGFP w uszkodzonym (czerwona
krzywa) oraz nieuszkodzonym (niebieska krzywa) obszarze jgdra komorkowego. Wartosci
intensywno$ci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc wartos¢ intensywnosci fluorescenciji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

Na Ryc. 4.12 oraz Rys. 4.16 zaobserwéwaozna, i po pocatkowej utracie
fluorescencji spowodowanej fotoblakoiem, intensywn& fluorescencji H3-EGFP nie
zostaje odbudowywana. Wynika to z bardzo wolnej veyry, jaka zachodzi poruzy pub
biatka zwhzanego i niezwizanego (Kimura i Cook 2001). Stwierdzzatem mana, ze
chromatyna w miejscu uszkodzenia nie ulega agregghigton H3 nie ulega rekrutacji

I zachowuje st w miejscu uszkodzenia podobnie jak histon H2B.

Brak wzrostu intensywr$ai fluorescencji pochodzej od znakowanych GFP
histonow H1, H2B i H3 sugerujez w obszarze uszkodzonym nie zachodzi agregacja
chromatyny. Wnioskow@a zatem mena, ¢ biatko HP1 istotnie gi gromadzi w miejscu
uszkodzenia, a jego rekrutacja nie wynika z agnegelcromatyny w tym obszarze.
W naprawie tej zaangawane, i tym samym wybiorczo rekrutowane do miejsgekodzenia,

s3 zapewne tylko biatka uczestnitze w procesie naprawczym.
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4.1.9 Pomiary zmian stopnia metylacji lizyny 9 histonu H3(Me3K9H3)
w miejscach rekrutacji biatka HP1

Biatko HP1 przywotywane jest zapewne w miejsce odzknia przez nieznany jeszcze
sygnat i ,zatrzymywane” jest w rejonie uszkodzonyPowstaje pytanie, czy HP1 yie sk
tak, jak zwykle w heterochromatynie - do zmetylogjahzyny KO9H3, czy za wjzanie
odpowiedzialny jest inny mechanizm? Postanowion@mazbadé, czy poziom metylacji

histonu H3 jest wiszy w miejscu uszkodzenia.

Pojedynczo, podwdjnie i potréjnie metylowanaztaslizyny 9 histonu H3 (K9H3)
zajmuje charakterystyczne domeny chromosomowe. Bi@nie jdra komoérkowego
wystepuja roznice w stopniu metylacji lizyny 9 histonu H3 (MeK9H Pojedyncza metylacja,
MelK9H3 powjzana jest z obszarami wczesno-replikymi. Szczegodlnie bogate
w Me2K9H3 g rejony otoczki gdrowej, DNA w pderkach oraz te sekwencje DNA,
w obrebie ktérych replikacja zachodzi wodkowej fazie S. Potrojna metylacja, Me3K9H3

dotyczy p@no-replikugcych sekwencji heterochromatynowych (Wu i wsp.,300

Biatko HP1 okrélane jest mianem ,biatka pomostowego”, poniewaaczy” DNA
z innymi biatkami gdrowymi. N-kaicowa chromodomena (CD) biatka HP 138 KOH3 z&
C-koncowa domena chromoshadow (CSD)zmoddziatywa z licznymi biatkami gdrowymi
(Li i wsp., 2002). Nie wiadomo jednak, czy rekryéabiatka HP1 do obszaru uszkodzonego
rowniez wymaga wazania HP1 do histonu H3 poprzez K9H3. Postulowandiatko HP1
musi by zwigzane z K9H3, aby mogto pethswoje funkcje. Naukowcy S.A. Jacobs i S.
Khorasanizadeh twierdziz ,biatko HP1 nie bdzie peiné swej funkcji do momentu, gdy nie

nasgpi metylacja” (Jacobs i Khorasanizadeh 2002).

Wyniki ostatnich badadowodz, ze kierowanie biatka HP1 do chromatyny pexane
jest z lokalm kondensag] chromatyny (Verschure i wsp., 2005). Przywotywaii®1
indukuje rekrutagj metylazy HMT SETDBI1, ktora potrojnie metyluje K9H3powoduje
zwickszenie stzenie Me3K9H3 (Verschure i wsp., 2005). W kolejnydbswiadczeniach
postanowiono zatem sprawdziczy w miejscu lokalnego uszkodzenia chromatyrgzie
zachodzi rekrutacja biatka HP1, dochodzi révierde potréjnej metylacji w olgbie KOH3.

127



Rozdziat 4 Wyniki

Ponizsze obrazy (Ryc. 4.13) ukazuiypowy rozktad Me3K9H3 w komdrkach Hela,
ktére utrwalono, a nagtnie wybarwiono immunofluorescencyjnie przyyaiu przeciwciat
anty-Me3K9H3(Materiaty i metody 3.2.5.513.2.5.7)

Me3K9H3 w jadrach komorkowych

A B

Rycina 4.13. Rozktad Me3K9H3 w j adrach komérek HeLa

Obrazy dwéch réznych grup (A i B) komérek HeLa wyznakowanych przeciwcialem anty-Me3K9HS3,
ktore przedstawiajg typowy jadrowy rozktad potréjnej metylacji lizyny 9 histonu H3 (Me3K9H3).
Odcinek skalujgcy 5 pm.

Na Ryc. 4.13 zauwgé mozna, ze potrojnie metylowana lizyna 9 histonu H3
(Me3K9H3) rozmieszczona jest na terenie categbaj komdrkowego, w postaci skupisk
o wigkszym lub mniejszym steniu. Obserwowana lokalizacja odpowiada typowemu
rozktadowi Me3K9H3 opisanemu w literaturze (Versehu wsp., 2005; Cowell i wsp.,
2002).

Postanowiono sprawdzi czy w wyniku uszkodzenia chromatyny zachpdaniany
w jadrowym rozktadzie Me3K9H3. W tym celu wykorzystakomorki HelLa, w ktorych
wywotywano lokalne uszkodzeniéMateriaty i metody 3.2.5)a nasipnie utrwalano
I wyznakowywano immunofluorescencyjnie przyzyaiu przeciwciat anty-Me3K9H3
(Materiaty i metody 3.2.5.5Pon#sze obrazy (Ryc. 4.14) ukagupzmieszczenie Me3K9H3
przed(Materiaty i metody 3.2.5.19raz po wprowadzeniu lokalnego uszkodzéMateriaty
I metody 3.2.5.7)
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Komorki wybarwione EtBr Me3K9H3 w | agdrach komdrkowych

A1) przed uszkodzeniem A2) po uszkodzeniu

B1) pred uszkodzeniem B2) po uszkodzeniu
Rycina 4.14. Rozmieszczenie Me3K9H3 w lokalnie uszk  odzonych j gdrach komérek HelLa

Rycina przedstawia obrazy dwoéch réznych grup komérek (A i B), ktére inkubowano z EtBr (200 nM),
a nastepnie naswietlano swiattem o dtugosci fali 514 nm (obszary naswietlania wskazano trzema
ré6znokolorowymi kwadratami), aby wprowadzi¢ lokalne uszkodzenie chromatyny. Obrazy Al) i B1)
przedstawiajg komorki HeLa uwidocznione przy uzyciu EtBr, z kolei A2) i B2) komarki wybarwione
immunofluorescencyjnie, przy uzyciu anty-Me3K9H3, ktére ukazujg jgdrowy rozktad Me3K9H3, 30-
90 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Zauway¢ mazna (Ryc. 4.14),ze wywotane wzbudzonym jonem etidiowym

uszkodzenie nie powoduje mierzalnego wzrostu pagjanetylacji histonu H3 (Me3K9H3).

Mozna zatem wnioskowaze pomimo, 1 Me3K9H3 jest miejscem wzania dla biatka HP1,
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rekrutacja HP1 w obszarze uszkodzonym nie jest ggama z potréjm metylacy lizyny
9 histonu H3 i nie dochodzi do zkszenia poziomu Me3K9H3 w miejscu uszkodzenia.

4.1.10 Badanie akumulacji Ku70 w miejscu uszkodzenia

Odkryte jako auto-antygen, Ku70 jest heterodimemyoz biatkiem jdrowym, ktére
zbudowane jest z dwéch podjednostek o masach 70kD& (Mimori i Hardin 1986).
Podjednostka Ku70 oddziatuje zdaami DNA w miejscu podwaojnychegnie¢ nici (DSBS)
(Mimori i Hardin 1986). Ponadto, biatko to uczestty w naprawie DNA, a dokiadnigj
w mechanizmie naprawy DSBs opartym na niehomologite aczeniu kacow (NHEJ).
Ku70 jest wang podjednostk kinazy biatkowej zalenej od DNA (DNA-PK), ktora
fosforyluje czynniki transkrypcyjne (Spl, Oct-1,3)5Ku70 rekrutuje DNA-PK do DNA
(Finnie i wsp., 1995). Podczas naprawy, komplekDRIA-PK petni rok swoistej podpory,
ktéra utrzymuje uszkodzone chromosomy razem. Ku@@estniczy w wielu procesach
jadrowych, takich jak: wewgirzkomérkowy przekaz sygnatu, podziat komorkowyprsava
DNA, replikacja, aktywacja transkrypcji i apoptogdong i wsp., 2001). Komorki eukariota
cechuje wysoka zawasidbiatka Ku70, okoto 4 x I0czasteczek biatka na komégk

Dane literaturowe (Jakob i wsp., 2002; Kim i wsgQ05) dowodz lokalnej
akumulacji DNA-PK/Ku70 w miejscu DSBs. Zupetlnie aemme wyniki uzyskata grupa
innych badaczy (Bekker-Jensen i wsp., 2006), ktédnywodz, ze DNA-PK/Ku70
nie gromadzi i w miejscach podwojnychegnig¢ nici (DSBs). Naukowcy ci sugeyyjiz
duze natzenieswiatla nie tylko generuje ogromne uszkodzenie D&z take powoduje
lokalng destrukog histondw i innych zasocjowanych z chromatkomplekséw biatkowych.
Tak olbrzymie uszkodzenie chromosomdéw, prawdopowobrie mae by naprawione
i generuje warunki, ktore stabilizujnici DNA poprzez niespecyficanasocjagj biatek

oddziatupcych z kaicami DNA. Jednym z tych biatek jest Ku70.

Postanowiono zatem sprawélzczy w indukowanym przez wzbudzony jon etidiowy
uszkodzeniu nagbuje akumulacja Ku70. Badania rozpeitzod porownania rozmieszczenia
Ku70 w komérkach nieuszkodzonych oraz uszkodzonyéykorzystano w tym celu komaorki

Hela, ktore utrwalono i wybarwiono immunofluorescgnie przy uyciu przeciwciat anty-
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Ku70 (Materiaty i metody 3.2.5.6)Ponizej zamieszczono obrazy (Ryc. 4.15) ukazgj
jadrowy rozkiad Ku70 wgdrach komorek HeLéMateriaty i metody 3.2.5.7)

Ku70 w j gdrach komdérkowych

A B

Rycina 4.15. Rozktad Ku70 w j adrach komorek HelLa

Obrazy dwoéch réznych grup komorek (A i B) utrwalonych i wybarwionych immunofluorescencyjnie
przy uzyciu przeciwciat anty-Ku70, ktére posiadajg typowy rozktad jgdrowy Ku70. Odcinek skalujacy
5 um.

Ku70 jest rownomiernie rozmieszczone na terenikegoa pdra komorkowego,
z wyjatkiem jaderek, w ktérych stenie biatka Ku70 jest m$ze lub niewykrywalne
(Ryc. 4.15). Zarejestrowane obrazagijowego rozktadu Ku703gpodobne do obserwowanego

przez innych badaczy (Bekker-Jensen i wsp., 2006).

W celu sprawdzenia rozktadu Ku70 po wprowadzenikalleego uszkodzenia
chromatyny, komorki HelLa lokalnie uszkodzo@daterialy i metody 3.2.5)a nasfpnie
utrwalano i wyznakowywano immunofluorescencyjnieypuzyciu przeciwciat anty-Ku70
(Materiaty i metody 3.2.5.6)Obrazy zarejestrowane prz€Materiaty i metody 3.2.5.1)

oraz po uszkodzeniiMateriaty i metody 3.2.5.7)amieszczono poiej (Ryc. 4.16).
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Komorki wybarwione EtBr Ku70wj adrach komérkowych

1 zeduzkodenim A2) po uszkodzeniu

B1) przed uszkodzeniem B2) po uszkodzeniu
Rycina 4.16. Rozmieszczenie Ku70 w lokalnie uszkodz  onych j gdrach komoérek HelLa

Rycina przedstawia obrazy dwéch réznych grup komérek (A i B), ktére inkubowano z EtBr (200 nM),
a nastepnie naswietlano $wiattem o dtugosci fali 514 nm (obszary naswietlania wskazano trzema
réznokolorowymi kwadratami), aby wprowadzi¢ lokalne uszkodzenie chromatyny. Obrazy Al) i B1)
przedstawiajg komorki HeLa uwidocznione przy uzyciu EtBr, z kolei A2) i B2) komorki wybarwione
immunofluorescencyjne, przy uzyciu przeciwciat anty-Ku70, ktére ukazujg jgdrowy rozktad Ku70, 30-
90 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Biatko Ku70 nie jest obecne w wszym s¢zeniu w miejscach uszkodzonych
(Ryc. 4.16). Przypuszczaatem mana,ze powstate DSB niegusuwane na drodze naprawy
opartej na niehomologicznymdzeniu kacow (NHEJ). DSB maog by¢ zatem naprawiane
w mechanizmie rekombinacji homologicznej (HR). Adae rowniez, ze powstate DSBs

powodup aktywacg NHEJ, jednake liczba powstatych uszkodzejest na tyle mata,
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ze poziom rekrutowanego Ku70 znajduje ponizej progu detekcji. Hipoteza ta pozostaje
w zgodzie z wnioskami ostatnich bad#&Bekker-Jensen i wsp., 2006), ktére suggru;j
iz rekrutacja Ku70 obserwowana jest tylko w przypadgdy generowana jest olbrzymia

liczba uszkodzie DSBs.

4.1.11 Badanie akumulacji PCNA w miejscu uszkodzenia

Jadrowy antygen komorek proliferagych, PCNA (angProliferating Cell Nuclear
Antigen jest gidbwnym skladnikiem maszynerii replikacyjngomanathan i wsp., 2001;
Moldovan i wsp., 2007). PCNA jest pierwszym biatkiektore zidentyfikowane zostato
w widetkach replikacyjnych w fazie S i od tego azgsst ono powszechniezywane jako
marker miejsc replikacji (Leonhardt i wsp., 1998 CNA naley do rodziny tak zwanych
.przesuwagcych s¢ zaciskbw DNA” (ang.DNA sliding clamp family Trzy identyczne
monomery PCNA tworg piescien wokét podwojnej helisy DNA, ktory shy jako
przesuwajcy sk zacisk i waze polimeraz oraz inne czynniki replikacyjne do DNA, a fak
dziata aktywujco na polimeraz Dzieki obecndci PCNA nie dochodzi do oddysocjowania
polimerazy w trakcie replikacji DNA. Wod biatek oddziatujcych z PCNA odnal& mazna
biatlka zaangaowane w regulagji kontrok cyklu komdrkowego, rinicowanie komorek,
replikacg i napraw DNA (Maga i Hubscher 2003). PCNA petni centegahole w niemal
wszystkich mechanizmach naprawy DNA, prawdopodobekeutupc poszczegolne czynniki
naprawcze (Mortusewicz i Leonhardt 2007). W zadgci od rodzaju uszkodzenia i fazy
cyklu komorkowego PCNA pomaga w tworzeniu optymgtmeokna” akcji utatwiagc w ten
sposOb dosp specyficznej grupy biatek do powstatego w DNA kagizenia. PCNA petni
centralr role w replikacji i naprawie DNA, stiyc jako wszechstronna platforma tagitg dla
enzymow zaangawanych w syntez i monta chromatyny oraz zachowanie informacji
epigenetycznej (Mortusewicz i wsp., 2005). Z uwagi mnogé¢ procesow, w ktérych
zaangaowane jest PCNA, statoc¢siono obiektem licznych baflaOstatnio wykazanoze
PCNA ulega rekrutacji do miejsc uszkodzeywotanych przez UV (Essers i wsp., 2005).
Postanowiono zatem sprawélziczy w rejonach lokalnych uszkodz®NA, wywotanych

wzbudzonym jEt, zachodzi réwrigromadzenie PCNA.
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4.1.11.1 Rozkiad PCNA w jadrze komorkowym

W celu zbadania rozktadu PCNA wdrach komérkowych zyto mioblastow mysich C2C12
GFP-PCNA (Materiaty i metody 3.1.3wykazupcych ekspregj GFP-PCNA (Leonhardt
i wsp., 2000). Zarejestrowane obra@yaterialy i metody 3.2.4.2yamieszczono porej

(Ryc. 4.17).

PCNA w jadrach komorkowych

A) faza G1/G2 B) wczesna faza S

C) srodkowa faza S D) p6éznafaza S

Rycina 4.17. Rozmieszczenie PCNA zale zne od fazy cyklu komoérkowego

Obrazy komérek mioblastéw mysich C2C12 wykazujgcych ekspresje GFP-PCNA, znajdujgcych sie
w roznych fazach cyklu komdrkowego (A-D). R6znice w subjgdrowym rozktadzie PCNA wynikajg
z fazy cyklu komérkowego. Odcinek skalujgcy 5 pm.
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Na Ryc. 4.17 zaobserwowamazna wyrane r&nice w rozmieszczeniu PCNA.
Na obrazach przedstawiono komorki z typowymdrpwym rozkiadem PCNA. Widoczne
réznice w rozmieszczeniu PCNA wynikkag raznych faz cyklu komdérkowego, w jakich
znajdup sie komorki (Essers i wsp., 2005). PCNA rozmieszczgest rOwnomiernie
w jadrach komoérek znajdagych s¢ w fazach G, Gyi Gy, tzw. komérki poza fag S (ang.
non-S phase ce)l§Ryc. 4.17.A). Z kolei wgdrach komorek w fazie S naptije zmiana
rozktadu gdrowego PCNA (Sporbert i wsp., 2002). W fazie SNRCzlokalizowane jest
w postaci skupisk, ktérych wielké oraz wewntrzjagdrowa lokalizacja rani sie w zaleznosci
od tego, czy komodrka znajdujeeswe wczesnej,srodkowej, czy w pénej fazie S
(Ryc. 4.17.B-D).

4.1.11.2 Badanie rekrutacji PCNA w miejscu uszkodzenia

W celu sprawdzenia, czy w wyniku uszkodzenia ¢pagé zmiany pdrowego rozkiadu
PCNA wyto komdrek C2C12 GFP-PCNA, ktore lokalnie uszleamrMateriaty i metody
3.2.4) a nasjpnie prowadzono pomiary intensywieo fluorescencji GFP na terenigdja
komoérkowego. Do eksperymentow wybierano komorkiognym rozmieszczeniu PCNA,
i tym samym znajdgge s¢ w roznych fazach cyklu podziatowego. Zarejestrowane npra

zamieszczono na Ryc. 4.18.
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Rozktad PCNA w j adrze w fazie G1/G2

A. przed uszkodzeniem B. 1 min pous zkodzeniu C. po 5 min od uszkodzenia
D. po 10 min E. po 15 min F.po20 min

Rycina 4.18. Rekrutacja PCNA do miejsc uszkodzenia  w komadrce w fazie G1/G2

Rycina przedstawia obrazy komérki C2C12 GFP-PCNA znajdujgcej sie w fazie G1 lub G2, ktérg
inkubowano z EtBr (200 nM) i poddano lokalnemu uszkodzeniu chromatyny. (A) Obraz zarejestrowany
przed naswietlaniem, (B) 1 min po naswietlaniu niewielkiego (wskazanego z6itg strzatkg) obszaru
wewnatrz jadra, (C) po 5 min, (D) 10 min, (E) 15 min, oraz (F) po 20 min od uszkodzenia. Odcinek
skalujgcy 5 um.

W komorce w fazie G1 lub G2 naptije gromadzenie PCNA w miejscu uszkodzenia
(Ryc. 4.18). Rekrutacja PCNA zachodzi bardzo szybkewielkie gromadzenie widoczne
jest juz po 1 min od uszkodzenia (Ryc. 4.18.B). Po 5 midoezny jest wyrany wzrost
intensywndgci fluorescencji GFP w obszarze uszkodzonym (Ryd&8.4€). Aby dokona
doktadnej charakterystyki procesu gromadzenia PGNérzdzono wykres zmian ngtenia

fluorescencji w funkcji czasu (Rys. 4.17).

136



Rozdziat 4 Wyniki

Rekrutacja EGFP-PCNA do miejsc lokalnego uszkodzenia
(komorka w fazie G1/G2)
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Rysunek 4.17. Gromadzenie PCNA w komoérce w fazie G1 /G2 (na podstawie Ryc. 4.18)

Wykres przedstawia zmiany intensywno$ci fluorescencji biatka EGFP-PCNA w uszkodzonym
(czerwona krzywa) oraz nieuszkodzonym obszarze jgdra (niebieska krzywa) komorki w fazie G1/G2.
Wartosci intensywnosci fluorescencji znormalizowano do warto$ci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc warto$¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

W obszarze uszkodzonym ngsije bardzo szybkie zwkszenie natzenia
fluorescencji GFP, a zatem wzrostzginia PCNA (Rys. 4.17). 2ypo 2 min od uszkodzenia
nagromadzone PCNA agla poziom 125%, Zamaksymalne gtenie (na poziomie 150%)
nagromadzonego PCNA ggane jest 7 min po uszkodzenia i utrzymujers tym poziomie

przez caly czas prowadzenia pomiaréw (20 min).

Kolejne ddwiadczenia wykonano na komorkach gdrpwym rozkladem PCNA

typowym dla fazy S. Zarejestrowane obrazy zamieszaponiej (Ryc. 4.19).
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Rozktad PCNA w j adrze we wczesnej fazie S

A. przed uszkodzeniem B. 1 min po uszkodz eniu C. po 5 min od uszkodzenia
D. po 10 min E. po 15 min F. po 20 min

Rycina 4.19. Rekrutacja PCNA do miejsc uszkodzenia  w komérce we wczesnej fazie S

Rycina przedstawia obrazy komaorki mioblastéw mysich C2C12 GFP-PCNA, we wczesnej fazie S cyklu
podziatowego, ktérg inkubowano z EtBr (200 nM) i poddano lokalnemu uszkodzeniu chromatyny. (A)
Obraz zarejestrowany przed naswietlaniem, (B) 1 min po naswietlaniu niewielkiego (wskazanego zéltg
strzalkg) obszaru wewnatrz jgdra, (C) po 5 min, (D) 10 min, (E) 15 min, oraz (F) po 20 min
od wprowadzenia uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

W komdrce z rozmieszczeniem PCNA typowym dla woeg fazy S nie nagiuje
rekrutacja PCNA w miejscu uszkodzenia (Ryc. 4.1Npwietlanie swiattem 514 nm
w miejscu uszkodzenia spowodowato fotoblgkre GFP. Powr6t fluorescencji w tym
obszarze zachodzi bardzo szybkoz jw pierwszych kilku minutach (Ryc. 4.19.C).
W obszarze uszkodzonym nie rgstie jednak gromadzenie PCNA, jak to miato miejsce
w przypadku komorki w fazie G1 lub G2 (Ryc. 4.18by dokiadniej zanalizowa
indukowane uszkodzeniem zmiangdijowego rozktadu PCNA we wczesnej fazie S

sporadzono wykres zmian ngtenia fluorescencji w funkcji czasu (Rys. 4.18).
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Rekrutacja EGFP-PCNA do miejsc lokalnego uszkodzenia
(komorka w fazie S)
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Rysunek 4.18. Zmiany st ezenia PCNA w komdrce we wczesnej fazie S (na podstawie Ryc. 4.19)

Wykres przedstawia zmiany intensywnosci fluorescencji biatka GFP-PCNA w uszkodzonym (czerwona
krzywa) oraz nieuszkodzonym obszarze jadra (niebieska krzywa) komorki we wczesnej fazie S.
Wartosci intensywnosci fluorescencji znormalizowano do wartosci poczatkowej (przed uszkodzeniem)
i wyrazono je w procentach, przyjmujgc warto$¢ intensywnosci fluorescencji przed uszkodzeniem
(czas 0 min) jako 100%.

Powyszy wykres (Rys. 4.18) zmian ga¢nia fluorescencji GFP, a zatem zmian
stezenia PCNA w obszarze uszkodzonym oraz nieuszkodapmy komorce we wczesnej
fazie S, przedstawia zupetnie inne zachowanie PCMAporéwnaniu z tym, jakie
obserwowano w przypadku komorki w fazie G1 lub 8%49. 4.17). Istotna édica to przede
wszystkim fakt, # PCNA nie ulega rekrutacji w miejscu lokalnego usiZenia chromatyny.
Naswietlanie skupioa wiazka $wiatta zielonego powoduje fotoblakwcie w miejscu
uszkodzenia. Odbudowanie fluorescencji w obszantebfaknecia, zachodzce w wyniku
wymiany z nieuszkodzona pulGFP-PCNA, naspuje jednak znacznie wolniej i dopiero
w czasie 4 min od uszkodzenia intensygénfhuorescencji wraca do poziomu pgtwego
(czerwona krzywa na Rys. 4.18). W miejscu uszkodezere zachodzi jednak akumulacja
PCNA. Odmienne zachowanie i wolna wymiana PCNA vezegnej fazie S wynikamog
Z tego,ze PCNA uczestniczy w replikacji i w zgaku z tym pula ,dospnego” dla innych

procesowgdrowych PCNA jest znacznie mniejsza wi fazach G1 i G2 cyklu podziatowego.
Stwierdzt zatem meéna,  gromadzenie PCNA w rejonach uszkodzonej chromatyny

zalezry od fazy cyklu komorkowego i zachodzi w fazie @b IG2, ale nie zachodzi w fazie S,

co najprawdopodobniej zedane jest z faktemziPCNA zaangzowane jest w replikagj
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DNA. PCNA cechuje si duza mobilncicig. Rekrutacja PCNA zachodzizuv pierwszych
kilku minutach od wprowadzenia uszkodzenia. Porgunkinetyki gromadzenia PCNA
i HP1 w uszkodzonych obszarach chromatyny, zawévanozna, ze PCNA pojawia si
W miejscu uszkodzenia znacznie wazej, a jego rekrutacja zachodzi znacznie szyhtiie]
HP1. Szybkie gromadzenie PCNA w miejscu uszkodzobyénmaze odzwierciedla faktzi
PCNA uczestniczy moze w rekrutacji innych bialek do miejsc uszkodzeniie jest

wykluczone,ze jednym z tych biatek jest HP1.

4.1.12 Badanie akumulacji Dnmtl w miejscu uszkodzenia

Materiat genetyczny komorek ssaczych ulega modgfik&tora polega na metylaciji
DNA w pozycji 5 reszt cytozyny w dwunukleotydach @gPradhan i Esteve 2003; Klose
i Bird 2006). Ta modyfikacja epigenetyczna odgrylardzo wang role, m.in. w regulacji
ekspresji gendw i struktury chromatyny oraz praaidfm rozwoju i r@gnicowaniu komorek
(Li i wsp., 1992; Bird 2002). Metylacja DNA w koni@ch ssaczych katalizowana jest przez
dwa rodzaje enzyméw, metylotransfeydanmtl oraz metylotransferaZDnmt3a i Dnmt3b
(Klose i Bird 2006). Wzory metylacji DNA, ktorey specyficzne dla danego typu komorki,
powstaj ,de novo” na etapie wczesnego rozwoju, a w procesie tymsticozy Dnmt3a oraz
Dnmt3b. Z kolei w zachowaniu tych samych wzoréw ytaatji w kolejnych fazach cyklu
komoérkowego uczestniczy metylotransferaza Dnmtlrigiden i wsp., 2004; Goll i Bestor
2005). Dominujcg metylotransferag pod wzgédem zawartéci, wptywu na globalg
aktywnasi¢ metylotransferaz i stopnia metylacji genomu w kokaéh somatycznych jest
Dnmtl. Metylotransferaza Dnmtl wykazuje preferengjestosunku do hemimetylowanych
dwunukleotydéw CpG, ktore powsiapodczas replikacji (Bestor 2000). W metylacji nowo
syntetyzowanej nici DNA, ktéra zachodzi po replikacczestniczy domena PDB, ktéra
znajduje st na N — kacu Dnmtl i bezpgednio oddziatuje z PCNA (Chuang i wsp., 1997,
Leonhardt i wsp., 1992). Zachowanie informacji epigtycznej w czasie naprawy DNA
wydaje s¢ by¢ kluczowe do tego, by komérka mogta dalej istnM/ odtworzeniu informacji
epigenetycznej w miejscu uszkodzenia uczestniczykrutewana przez PCNA
metylotransferaza Dnmtl, ktéra w swoisty sposéiviproces naprawy DNA i odtworzenie
wzoréw metylacji w miejscu uszkodzenia (Mortusewicasp., 2005; Schermelleh i wsp.,
2007). Metylotransferaza Dnmtl odgrywa rowniekluczowy role w utrzymaniu
odpowiednich wzorow modyfikacji w otvie histonu H3 (Estéve i wsp., 2006) oraz wpltywa
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na zachowanie iwkiwag organizagi duzych regiondéw heterochromatynowych (Espada
I wsp., 2004).

Opisane w poprzednim podrozdzial@Vyniki 4.1.11) eksperymenty pokazyj
rekrutacg PCNA w obszarach lokalnych uszkodzehromatyny. Postanowiono zatem
sprawdzé, czy w miejscu uszkodzenia zachddziedzie réwnie akumulacja Dnmtl.
Eksperyment ten pozwoli ustali czy uszkodzenie oksydacyjne wywotywane przez
wzbudzony jon etidiowy prowadzi do utraty informagpigenetycznej zawartej w metylaciji
zasad. Bdzie ma@na zatem sprawdgiczy w badanym uktadzie eksperymentalnym zachodzi
réwniez proces odtworzenia informacji epigenetycznej, gotdowodem bytaby obecfio
metylotransferazy Dnmtl. Ponadto, sdtadczenia te pozwel wykaza&, czy w rejonach
rekrutacji HP1 zachodzi gromadzenie Dnmtl. Wiaddowiem, # metylotransferaza Dnmtl
(ang. DNA methyltransferase )1moze oddziatywéd bezpdrednio z domen CSD HP1
(Smallwood i wsp., 2007), zaostatnie doniesienia podajze Dnmtl ulega akumulaciji
w miejscach uszkodaeDNA (Mortusewicz i wsp., 2005). Przypuszézaatem mena, i
zgromadzone biatko HP1 mogloby uczestniczw procesie odtworzenia informacji

genetycznej w miejscu uszkodzenia.

Komorki HelLa poddano przajiowej transfekcji (Materiaty i metody 3.2.3.2)
plazmidem GFP-Dnmt{Materiaty i metody 3.1.2)okalnie uszkodzon@ateriaty i metody
3.2.4) a nasipnie prowadzono czasowe pomiary zmiagzeshia Dnmtl w funkcji czasu.
Zarejestrowane obrazy zamieszczono pginiRyc. 4.20).

przed uszkodzeniem 5 min po uszkodzeniu 10 min 20 min

Rycina 4.20. Rekrutacja Dnmtl do miejsc uszkodzenia

Obrazy jgdra komérki HeLa wykazujgcej ekspresje GFP-Dnmtl, ktérg inkubowano z EtBr (200 nM)
i poddano lokalnemu uszkodzeniu chromatyny. Obraz zarejestrowany przed naswietlaniem
niewielkiego obszaru wewnatrz jadra (obszar wskazany zéttg ramkg). Po 5 min, 10 min, oraz po
20 min od wprowadzenia uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.
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W miejscu uszkodzenia napuje zwekszenie intensywrigi fluorescencji GFP
(Ryc. 4.20), coswiadczy o tym,ze w obszarze uszkodzonym rgstje gromadzenie
metylotransferazy Dnmtl. Rekrutacja Dnmtl obserwwvbyta we wszystkich komorkach,
ktére poddano uszkodzeniu. A zatem, jednym z etapaprawy uszkodzeoksydacyjnych
moze by odtworzenie informacji epigenetycznej w miejscuzkegizenia. Nie jest
wykluczone réwnie, iz proces rekrutacji Dnmtl, partnera interakcji HRtoze by

powigzany z gromadzeniem biatka HP1.

4.1.13 Badanie akumulacji ligazy DNA | w miejscu uszkodzeia

Ligacja DNA jest kluczowa w procesie replikacji,pnawy i rekombinacji DNA.
Jednym z ostatnich etapow naprawy DNA jestzénie gknie¢ w fosfodiestrowym rdzeniu
DNA. Proces ten katalizowany jest przez ro¢ziigaz DNA, zawierajcych wysoce
konserwatywn domer katalityczry, ktéra uczestniczy w ligacji. W zaleej od ATP
rodzinie ligaz DNA wyrani¢ mazna trzy enzymy: ligaz DNA |, Il oraz IV. Pomimo
podobnego mechanizmu reakcji, ligazy DNA peghodrbne funkcje i nie mag by¢

wzajemnie przez siebie zggbwane (Mortusewicz i wsp., 2006).

Zarowno ligaza DNA 1, jak i ligaza DNA 1l uczestry w procesie naprawy DNA
i s3 one rekrutowane do miejsc uszkodzenia. Proces ajipemia nie zaky od fazy cyklu
komoérkowego. Ligaza DNA | rekrutowana jest przy iatz PCNA (Cardoso i wsp., 1997),
natomiast rekrutacja ligazy DNA Ill zachodzi przgziale XRCC1 (Dulic i wsp., 2001,
Beernink i wsp., 2005). Wybiércza rekrutacja odpsviiej ligazy najprawdopodobniej
wynika ze szczegolnych wymogow zrych szlakow naprawczych i m® wplywa

na efektywné¢ procesu naprawy (Mortusewicz i wsp., 2006).

Zamieszczone Ww poprzednim podrozdziale wyniki swdadczéh dowodz
gromadzenia PCNA w miejscach uszkagzéromatyny, wywotanych przez wzbudzony jon
etidiowy. Postanowiono zatem sprawgzczy w obszarze uszkodzenia zachédzidzie
rowniez akumulacja ligazy DNA |. W eksperymentach wykotay® komorki Hela, ktore
poddano przégiowej transfekcjilMateriaty i metody 3.2.3.2)lazmidem GFP-Ligaza DNA
| (Materiaty i metody 3.1.2)a nasfpnie lokalnie uszkadzan(ateriaty i metody 3.2.4)

W celu sledzenia indukowanych uszkodzeniem zmian rozmiesiaz ligazy DNA |
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prowadzono czasowe pomiary zmian intensysendluorescencji GFP na obszarzgija
komorkowego. Zarejestrowane obrazy zamieszczon@ofRyc. 4.21).

DNA-Lig1

przed uszkodzeniem 5 min po uszkodzeniu 10 min 20 min

Rycina 4.21. Brak rekrutacji ligazy DNA | do miejsc ~ uszkodzenia

Obrazy jgdra komérki HeLa wykazujgcej ekspresje GFP-Ligaza DNA |, ktérg inkubowano z EtBr
(200 nM) i poddano lokalnemu uszkodzeniu chromatyny. Obraz zarejestrowany przed naswietlaniem
niewielkiego obszaru wewnatrz jadra (obszar wskazany z6itg ramkg). Po 5 min, 10 min oraz po 20 min
od wprowadzenia uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Na powyszych obrazach (Ryc. 4.21) zauwwéa mazna, ze W miejscu uszkodzenia
nie nasipuje lokalne zwgkszenie intensywrigi fluorescencji GFP, a zatem w obszarze
uszkodzonym nie zachodzi gromadzenie ligazy DNAulb, ilos¢ nagromadzonego biatka

znajduje s ponizej progu detekciji.

4.1.14 Badanie akumulacji ligazy DNA Il w miejscu uszkodznia

Uszkodzenie wywotane przez wzbudzony jon etidioveyery do grupy uszkodze
oksydacyjnych(Wyniki 4.1.1) a te naprawianeggsia drodze BER. W procesie naprawy BER
zaangaowana jest ligaza DNA | oraz ligaza DNA Ill. W dieg sciezce BER (anglong
patch oprocz PCNA i endonukleazy FEN-1 uczestniczy néwrigaza DNA | (Fortini
i wsp., 2003; Slupphaug i wsp., 2003). Z kolei vétkiej sciezce BER (angshort patch
bierze udziat biatko naprawcze XRCC1 oraz ligaza®DN (Kubota i wsp., 1996; Caldecott
i wsp., 1994; Fortini i wsp., 2003).

Opisane w poprzednim podrozdziale eksperymenty dayyage w miejscu lokalnego

uszkodzenia oksydacyjnego nie rasije gromadzenie ligazy DNA |. Przypuszézaatem

mozna, ze powstate uszkodzenie DNA naprawiane jest z wystaniem krotkiejsciezki

143



Rozdziat 4 Wyniki

BER, a w procesie ligacji uczestniczy ligaza DNA Rostanowiono zatem sprawélzczy
w obszarze uszkodzenia zach@dzidzie akumulacja ligazy DNA 1.

W tym celu komorki HeLa poddano prgepwej transfekcji(Materiaty i metody
3.2.3.2) plazmidem GFP-Ligaza DNA lI{(Materiaty i metody 3.1.2)a nasfpnie lokalnie
uszkadzano(Materiaty i metody 3.2.4)Aby $ledzi indukowane uszkodzeniem zmiany
rozmieszczenia ligazy DNA Il prowadzono pomiary iam intensywnéci fluorescencji
GFP na obszarzgdra komoérkowego w czasie. Zarejestrowane obrazyesatzono porej
(Ryc. 4.22).

przed uszkodzeniem 5 min po uszkodzeniu 10 min 20 min

DNA Lig-3

przed uszkodzeniem 5 min po uszkodzeniu 10 min 20 min

Rycina 4.22. Rekrutacja ligazy DNA 11l do miejsc us  zkodzenia

Rycina przedstawia obrazy dwdéch (A i B) jgder komérek HelLa wykazujgcych ekspresje GFP-Ligazy
DNA Ill, ktore inkubowano z EtBr (200 nM) i poddano lokalnemu uszkodzeniu chromatyny. Obraz
zarejestrowany przed naswietlaniem niewielkiego (wskazanego z6itg ramka) obszaru wewnatrz jgdra,
oraz po 5 min, 10 min i 20 min od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

W miejscu uszkodzenia naptije lokalne zwikszenie intensywrigi fluorescenciji
GFP (Ryc. 4.22), céwiadczy o rekrutacji ligazy DNA 1l do obszaru usmizenia. Zatem,
indukowane wzbudzonym jonem etidiowym oksydacyjeekodzenie DNA naprawiane jest
w wyniku aktywacji krotkiejsciezki BER, a w procesie tym uczestniczy ligaza DNA Il
Wcigz jednak pozostaje do rozstrzygria pytanie, jak role w komoérkowej odpowiedzi

na uszkodzenie DNA petni biatko HP1 — czyza®@no oddziatywéaz ligazz DNA I11?
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4.2 HP1 w odpowiedzi komorki na uszkodzenie wywotane

przez promieniowanie UV

Z opisanych w poprzednich podrozdziatackvdadczeé wynika,ze biatko HP1 ulega
gromadzeniu w odpowiedzi na indukowane wzbudzongmem etidiowym oksydacyjne
uszkodzenia chromatyny, ktére aktywugzlak naprawczy BER (krotkdciezka) oraz
mechanizm naprawy DSBs. Ponieswa zastosowanej metodzie e by indukowanych
kilka rodzajow uszkodze(wykryto 8-OHdG oraz DSBs, nie wykluczone jednad,obecne
s3 rowniez inne rodzaje uszkodigi aktywowany jest wicej niz jeden szlak naprawczy, nie
mozna d& jednoznacznej odpowiedzi, w ktorym mechanizmie raapzym uczestniczy

nagromadzone biatko HP1.

Postanowiono zatem zbadaczy rekrutacja HP1 jest ogglrodpowiedzi komorki
na uszkodzenie DNA i czy zachodzi ona réwni& innych procesach naprawczych.
W pierwszej kolejnéci postanowiono sprawdziczy uszkodzeniom wywotanym przez UV
i aktywacji drogi naprawczej NER towarzyszy rekuojsa biatka HP1l. Ta &&¢ pracy
badawcze] przeprowadzona zostata podczas potroozeggendium, ktore autorka pracy
odbyla w grupie badawczej prof. Roel'a van Driefia Uniwersytecie w Amsterdamie,
w ramach programu UE Marie Curie EST. Opisane w fyadrozdziale eksperymenty
stanowity czs¢ wspolnego projektu badawczego wykonanego we wsadypz Martijn’em
Luijsterburg’iem z Uniwersytetu w Amsterdamie orazChristoffel'em Dinantem z EMC
w Rotterdamie. Uzyskane wyniki zamieszczone zostatyspolnej publikacji (Luijsterburg
I wsp., 2009).

4.2.1 Wykrywanie uszkodzen DNA indukowanych przez UV i aktywacji
NER

Promieniowanie UV z zakresu 200-380 nm prowadzi mhwstawania wizan
kowalencyjnych, w tym réwniepodwéjnych wazaa C=C. Dwa powszechnie znane produkty
oddziatywania UV na kwasy nukleinowe to cyklobutaeodimery pirymidynowe (CPD)
oraz 6-4 fotoprodukty (6-4PP). Uszkodzenia te w@draj zmiany w strukturze DNA oraz

hamup dziatanie polimerazy i powodujzatrzymanie replikacji DNA. Komoérki ssakow
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wykorzystup NER (ang.Nucleotide Excision Repajraby usua¢ z genomu uszkodzenia
DNA indukowane promieniowaniem UV (de Laat i wsj®99; Hoejmakers 2001). Ogromne
znaczenie mechanizmu naprawczego NER zayévaozna w przypadku, gdy naprawa NER
nie funkcjonuje prawidtowo, na skutek genetycznyoltacji biatek naprawczych NER.
Dochodzi wowczas do powstania pamgich schorze genetycznych, takich jak: Skoéra
pergaminowa (tacXeroderma pigmentosymczy Zespét Cockayne’a (an@ockayne’s

Syndromg

Uszkodzenia wywotywane promieniowaniem UV wprowaaz przy ayciu dwoch
metod (Materialy i metody 3.2.6)W pierwsze]j metodzie wykorzystywano laser UV-C
emitujgcy s$wiatto o dlugaci fali 266 nm (Dinant i wsp., 2007). Eksperymenty
Z wykorzystaniem tej metody przeprowadzone zostafgrasmus University Medical Center
w Rotterdamie. W drugiej metodzie zastosowano alg-C (254 nm) oraz poligglanowy
filtr (Moné i wsp., 2001; Moné iwsp., 2004; Lugsburg i wsp., 2007). Obydwie metody
wprowadzania uszkodie indukowanych promieniowaniem UV uruchamiajedynie
rekrutacg biatek szlaku naprawczego NER inie zachodzi gaweaie czynnikéw

zaangaowanych w inne typy naprawy DNA (Houtsmuller i wsp999; Dinant i wsp., 2007).

Metoda wprowadzania uszkodzprzy wyciu lampy UV-C i poliveglanowego filtra
posiadag¢ zalet, ze umaliwia lokalne nawietlenie duej liczby komorek i pozwala uzyska
w monowarstwie komorkowej, w tym samym czasie, wa@ komoérki uszkodzone, jak
i nieuszkodzone komérki kontrolne (Moné i wsp., 2D0Powstate po savietlaniu lamp
UV-C uszkodzenia DNA wizualizowano poprzez barweenimmunofluorescencyjne
Zz wyciem przeciwciat TDM-2, ktére posiadapowinowactwo do dimeréw CPD (Moné
i wsp., 2001). Déwiadczenia te wykazaly obecito uszkodzé& DNA w wyraznie
rozpoznawalnych obszarachlydja komorkowego. Liczba lokalnie uszkodzonycidey
komoérkowych odpowiadata cgtaici poréw filtra (4 x 18 poréw/cnf). Po néwietlaniu
UV uzyskiwano zatem monowarsfkomorek, w ktorej wikszas¢ jader komérkowych byta
albo niendwietlona, albo uszkodzona w jednym miejscu. Tylkiewielka liczba gder
komérkowych zawierata wcej niz jeden obszar lokalnie uszkodzonego DNA (Moné i.wsp
2001). Srednica uszkodzonego obszaradrp odpowiadatasrednicy poréw. Barwienie
w niengwietlonym obszarze uszkodzonegoadrp komorkowego dawalo sygnat

odpowiadajcy poziomowi tla lub nieuszkodzonym komoérkom kohtyon. Dowodzi
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to zatem, ze materiat, z ktérego zbudowany jest filtr (memlarwydajnie absorbuje
promieniowanie UV o diugei 254 nm (Moné i wsp., 2001).

Obydwie metody wprowadzania uszkoflzemxdukowanych promieniowaniem UV,
wykorzystano w eksperymentach, ktérych celem byeawdzenie, czy HP1 uczestniczy
w procesie naprawy NER.

4.2.1.1 Wykrywanie DDB2 i aktywacja naprawy NER w komorkach

Kompleks wizacy DNA uszkodzone promieniowaniem UV (amg/ DNA damage binding,
UV-DDB) odgrywa kluczow role w detekcji uszkodzenia i jego naprawie. Kompleds t
zawiera dwie podjednostki: DDB1 (p127) oraz DDB2&p (Dualan i wsp., 1995; Takao
i wsp., 1993). Mutacje w podjednostce DDB2 odpowjada fenotyp XP-E (Nichols i wsp.,
2000; Rapi-Otrin i wsp., 2003). Komorki z niedoborem DDB2ntdudzkie komorki XP-E
charakteryzyj si¢ upasledzory naprave CPD oraz opgniong napraw 6-4PP (Hwang i wsp.,
1999; Moser i wsp., 2005). Wykazarie, to wignie DDB2, a nie DDB1, odpowiedzialne jest
za wizanie do uszkodzonego DNA (Hwang i wsp., 1998; Mgp., 2006; Tang i wsp.,
2000).

Po pocatkowym zwigzaniu DDB2 do obszarow uszkodzBNA wywotanych przez
UV, a tym samym wyznakowaniu tych miejsc do napraMigR, stzenie DDB2 ulega
zmniejszeniu, na skutek proteolitycznej degradB€B2. Degradacja ta jest bardzo istotna,
gdyz w przypadku jej braku wszystkie potencjalne miajsgazania dla XPC zaje bylyby
przez DDB2 (Luijsterburg i wsp., 2007). ¥¥anie DDB2 do miejsc uszkodzektore
indukowane s promieniowaniem UV, nie odbywaesiza pérednictwem XPC. Wjzanie
DDB2 obserwowano rowniew nieobecnéci funkcjonalnego XPC, XPA, XPG oraz XPF
(Luijsterburg i wsp., 2007). ChociedDDB2 nie jest cgscig kompleksu utworzonego przed
naceciem DNA (ang.pre-incisior), odgrywa ono centradnrole w NER. Prawdopodobnie
DDB2 znakugc miejsca uszkodzenia przygotowuje chromeatyn s3siedztwie uszkodzonego
DNA, na zi@enie kompleksu ,pre-incision” (Luijsterburg i ws2007). Wyniki licznych
bada dowodz oddziatywania DDB2 z kompleksami zmiany struktatyromatyny, takimi
jak np. acetylotransferaza histonowa p300 (Dattad., 2001; Rag+Otrin i wsp., 2002).
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Aby badd@ zachowanie biatka HP1 w naprawie NER potrzebowakiega markera,
ktory specyficznie znakowatby uszkodzenia DNA wyareé promieniowaniem UV.
Idealnym kandydatem okazatoe dbiatko DDB2, ktére bierze udziat w pierwszym etpi
naprawy i tworzy charakterystyczne skupiska w reigjgowstatych, charakterystycznych dla
UV uszkodzé DNA, takich jak: CPD oraz 6-4PP. Biatko DDB2 siesmno zatem jako
marker uszkodze UV, poniewa gromadzi s ono jw w ciggu pierwszych kilkudziegciu
sekund od wprowadzenia uszkodzenia. W opisanyciveoeksperymentach przedstawiono

zachowanie biatka DDB2 w odpowiedzi na uszkodzernjaotane promieniowaniem UV.

Indukowane UV uszkodzenia wprowadzano w komorkéibhoblastéw ludzkich

MRC-5, ktore najpierw poddawano transfek@ateriaty i metody 3.2.3.3plazmidem
DDB2-mCherry lub DDB2-mVenus, a naghie nawietlano promieniowaniem UV-C
(254 nm) przez polieglanowy filtr z porami asrednicy 5um (Materiaty i metody 3.2.6.1)
W wyniku nawietlania w miejscu porow generowangabszary lokalnych uszkodz@®NA,
w ktérych zachodzi gromadzenie kolejnych bialek rammzych NER. Specyficznym
markerem rejondéw lokalnego uszkodzenia, wywotywanpzez promieniowanie UV, jest
biatko DDB2, ktére bierze udziat w pierwszym etapigprawy. Na pouszych obrazach
przedstawiono gdrowy rozktad biatka DDB2 w komorkach kontrolnychigtraktowanych
UV) (Ryc. 4.23) oraz uszkodzonych smaetlanych UV (Ryc. 4.24).

DDB2-mCherry DDB2-mVenus

Rycina 4.23. Rozktad DDB2 w j adrze komérkowym

Obrazy jader komérek MRC-5 wykazujgcych ekspresje DDB2-mCherry lub DDB2-mVenus
i wykazujgcych typowy jgdrowy rozktad DDB2. Odcinek skalujgcy 5 pm.

W komoérkach fibroblastéw ludzkich, ktore nie zdgtaszkodzone promieniowaniem
UV, DDB2 wykazuje réwnomierne rozmieszczone na rerejgdra komdrkowego
(Ryc. 4.23). Zauwgy¢ jednak mana, ze stzenie biatka DDB2 jest bardzo niskie
w jaderkach.
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Rycina 4.24. Rekrutacja DDB2 do obszaréw lokalnych uszkodze h UV

Obrazy jgder komérek MRC-5 wykazujgcych ekspresje DDB2-mCherry, ktére poddano lokalnemu
uszkodzeniu promieniowaniem UV (dawka 100 J/m?, lampa UV-C) przez filtr poliweglanowy. Obrazy
zarejestrowano po 15 minutach od wprowadzenia uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Uzyta tu metod wprowadza si 1, 2 lub nawet 3 obszary uszkodzg pojedynczym
jadrze komorkowym. Zauwg¢ maozna, ze w komorkach poddanych lokalnemu uszkodzeniu
UV zachodz zmiany w adrowym rozkiadzie biatka DDB2 (Ryc. 4.24). W obsdr
uszkodzé, indukowanych promieniowaniem UV, ngstje zwekszenie intensywrici
fluorescencji DDB2-mCherry (lub DDB2-mVenus), ktoveynika z rekrutacji biatka do
obszaru uszkodzenia. Waneejsze eksperymenty (Luijsterburg i wsp., 2007 kagaly, ze
gromadzeniu DDB2 towarzyszy zmniejszenie catkowitgjrowej fluorescencji DDB2-
mCherry/DDB2-mVenus (okoto 6 godzin) w poréwnanitkamorkami, ktore nie zostaly
uszkodzone. Obserwowane zmniejszenie fluorescem@jprawdopodobniej wynika
z proteolitycznej degradacji DDB2, dla ktorej symma jest wjzanie biatka w miejscu

uszkodzenia (Luijsterburg i wsp., 2007).

4.2.2 Badanie akumulacji biatek HP1 w miejscach uszkodze

wywotanych przez UV

Dysponujc metod wprowadzania wgdrach komorkowych lokalnych uszkodize
wywotywanych przez UV, oraz markerem (DDB2) wykrya@ym powstate uszkodzenie,
postanowiono sprawdzi czy biatko HP1 ulega rekrutacji w obszarach udzikd DNA,
indukowanych promieniowaniem UV. W tym celu wykas@no komoérki MRC-5 EGFP-
HPla, ktore poddano przajiowej transfekcji (Materiaty i metody 3.2.3.3plazmidem
DDB2-mCherry. Po transfekcji, komorki poddano loleahu néwietlaniu UV (Materiaty
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I metody 3.2.6.1)W wyniku n&wietlania UV generowane byly uszkodzenia CPD i &4P
ktore uruchamiaj drog naprawy NER. Wewirzjagdrowe obszary uszkodzenia
wyznakowane  fluorescencyjnie w postaci skupisk nagromadzonieigéka naprawczego
DDB2-mCherry. Przeprowadzono pomiary zmian roznuesmia bialek HPL po

uszkodzeniu UV. Zarejestrowane obrazy zamieszcpongej (Ryc. 4.25).

komorki MRC-5

Rycina 4.25. Rekrutacja biatek HP1 do obszarow uszk odzen UV

Obrazy jgder komoérek MRC-5 z EGFP-HP1a wykazujgcych ekspresj? DDB2-mCherry, ktére poddano
lokalnemu uszkodzeniu promieniowaniem UV (dawka 100 J/m®), przepuszczonym przez filtr
poliweglanowy. Obrazy zarejestrowane po 30 min od wprowadzenia uszkodzenia. Odcinek skalujacy
5 um.

Zauway¢ mazna (Ryc. 4.25)ze w miejscach lokalnych uszkodzandukowanych
promieniowaniem UV, ktore wyznakowaney siagromadzonym biatkiem naprawczym
(DDBZ2), nastpuje zwikszenie intensywrigi fluorescencji wynikace z gromadzenia biatka
HPla. Kolejne eksperymenty pokazaly, w miejscach uszkodaezachodzi gromadzenie
wszystkich trzech izoform biatka HP1 (Luijsterburgwsp., 2009). Uzyskane wyniki
potwierdzone  zostaly  w dwiadczeniach, przeprowadzonych na  komorkach
nietransfekowanych, z zastosowaniem barwienia inofluorescencyjnego. Wykazano
w nich, ze rownie endogenne biatko HP1 ulega akumulacji w miejscasrkodze, ktoére

wywotane § promieniowaniem UV (Luijsterburg i wsp., 2009).

4.2.3 Badanie akumulacji biatek HP13 w rejonach uszkodzonej

chromatyny w komorkach Suv39dn

Metylotransferaza histonowa SUV39 odpowiedziabs ga potrojm metylacg lizyny
9 histonu H3 (Me3K9H3). Wiadomage domena CD biatka HP1 a#e st z DNA poprzez
Me3K9H3. Wczéniejsze déwiadczenia wykazalyze domena chromoshadow (CSD) jest
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niezledna i wystarczara w rekrutacji biatka HP1 do miejsc uszkodglzedukowanych UV
(Luijsterburg i wsp., 2009). W celu dalszego potdrenia,ze rzeczywdcie chromodomena
(CD) HP1 nie jest potrzebna do rekrutacji biatkastanowiono zbadaakumulacg HP1

w komorkach z delegjSuv39, tzn. pozbawionych potrojnej metylacji Me3k®

Komérki MEFs z podwéjp deleci Suv39hl oraz Suv39h2 (MEFs Suv39dn),
poddano transfekc{iMateriaty i metody 3.2.3.3Jwoma wektorami (kotransfekcja), z ktérych
jeden zawierat SCFP3a-HRla drugi DDB2-mCherry. Monowarstwa transfekowanych
komoérek MEFs Suv39dn pokryta zostata pefjanowym filtrem z porami, przez ktéry
naswietlano komorki promieniowaniem UMMaterialy i metody 3.2.6.1)W wyniku
naswietlania UV generowano uszkodzenia i aktywowandabgroga naprawy NER.
Wewnmngtrzjadrowe  obszary uszkodzenia wyznakowane zostaly dhamncyjnie
nagromadzonym biatkiem naprawczym DDB2-mCherry. Nenizszych obrazach
przedstawionogdrowy lokalizacg biatka HP1 w komérkach MEFs Suv39dn, ktére lokalni
uszkadzano promieniowaniem UV (Ryc. 4.26).

Suv39dn MEFs

Rycina 4.26. Rekrutacja biatka HP1 do obszaréw uszk odzen UV w komoérkach z delecj g Suv39

Obrazy jadra komorki MEFs Suv39dn wykazujgcej ekspresje DDB2-mCherry oraz SCFP3a-HP1[3.
Komorke poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/mz) przez filtr poliweglanowy. Obszary
lokalnego uszkodzenia UV zaznaczone sg miejscami zgromadzonego biatka DDB2-mCherry. W tych

rejonach zachodzi réwniez akumulacja HP1(. Obraz zarejestrowano 30 min po wprowadzeniu
uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Po wprowadzeniu lokalnych uszkodzeindukowanych UV, nagpuje wyrana
rekrutacja biatka SCFP3a-HRPIw komorkach z delegj Suv39 (Ryc. 4.26). Wyniki tych
eksperymentow potwierdzajrezultaty wczéniejszych déwiadczeé przeprowadzonych na
mutantach delecyjnych HP1 (Luijsterburg i wsp., @00wyraznie wskazyj, ze w rekrutaciji
i/lub wigzaniu biatka HP1 nie uczestniczy chromodomena. Ozsga ta sugeruje,
iz rekrutacja HP1 zachodzi przy udziale domeny chsiradow.
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4.2.4 Badanie akumulacji SUV39H1 w obszarach uszkodheUV

Wyniki opisanych powsyej eksperymentéw dowogyzze w rekrutacji biatka HP1
zaangaowana jest domena chromoshadow (CSD). Mutant bigiRa, pozbawiony domeny
CSD, nie ulegat gromadzeniu w obszarach uszko@¢A indukowanych UV, z kolei inny
mutant, pozbawiony domeny CD, wzi byt rekrutowany (Luijsterburg i wsp., 2009).
Wysunkto zatem hipoteg ze chromodomena (CD) HP1 nie uczestniczy w rekrutaajka
do miejsc uszkodZzeDNA, wywotanych promieniowaniem UV. Umieszczona M&oncu
domena CD oddziatuje z potrdjnie zmetylowdizyng w pozycji 9 histonu H3 (Me3K9H3)
i w ten sposob bezprednio wize biatko HP1 z DNA (Jacobs i Khorasanizahed 2002).
Markery epigenetyczne w postaci Me3K9H3 generowageprzez metylotransferaz
histonowg SUV39 (Schotta i wsp., 2002; Lehnertz i wsp., 20030 ciekawe, jednym
z partnerow interakcji dla CSD domeny biatka HPst je@dwniez SUV39. Postanowiono
zatem sprawdzj czy metylotransferaza SUV39H1 jest rekrutowananigjsc indukowanych
przez UV uszkodzeDNA.

W tym celu uyto komérek MRC-5, ktére poddano transfek@ylateriaty i metody
3.2.3.3)dwoma plazmidami (kotransfekcja), z ktérych jedawierat gen ludzkiego Suv39H1
sprzzony z biatkiem fluoryzujcym (EYFP-Suv39H1 lub EGFP-Suv39H1), a drugi DDB2-
mVenus lub DDB2-mCherry. Komorki poddano lokalnemawietlaniu UV (Materiaty
I metody 3.2.6.1) Wewnrgtrzjagdrowe obszary uszkodzenia wyznakowane zostaty
fluorescencyjnie w postaci skupisk nagromadzonegdkd naprawczego DDB2. Badano
zmiany rekrutacji metylotransferazy SUV39H1 po wpaolzeniu lokalnych uszkodzéONA
indukowanych promieniowaniem UV, w komoérkach MRC-Zarejestrowane obrazy

zamieszczono poiej (Ryc. 4.27).
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Rycina 4.27. Brak gromadzenia SUV39 w obszarach lok  alnych uszkodze n UV

Obrazy jgder komérek MRC-5 wykazujgcych ekspresje (A) EYFP-Suv39H1 i DDB2-mVenus oraz (B)
EGFP-Suv39H1 i DDB2-mCherry, ktére poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/mz) przez
filtr poliweglanowy. Obszary lokalnego uszkodzenia UV zaznaczone sg miejscami zgromadzonego
biatka DDB2, nie wida¢ jednak rekrutacji SUV39H1. Obrazy zarejestrowano 30 min po wprowadzeniu
uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Wyniki eksperymentéw pokazanych na Ryc. 4.27 wskaiilindukowane przez UV
lokalne uszkodzenia DNA nie powodujekrutacji SUV39H1 lub il& nagromadzonego
biatka znajduje si ponizej progu detekcji mikroskopu. Wnioskotvazatem meana, i
metylacja Me3K9H3 nie jest poydana z rekrutagjbiatka HP1 do uszkodzonych rejonow
jadra, co jest zgodne z wdreejszymi obserwacjan{Wyniki 4.2.3)

4.2.5 Badanie zala@nosci rekrutacji HP1 od aktywnosci NER

W komérkach ssakoéw, uszkodzenia DNA indukowaneeprpromieniowanie UV
usuwane $ wytagcznie nadrodze NER. Uszkodzenie uruchamia kilka@hadzcych
w chromatynie procesow, m.in. rekrutadfAF-1, ktéra zachodzi po wbudowaniu histonu
H3.1, czy ubikwitynizagj lizyny 119 histonu H2A. Wykazanae w naprawie NER procesy
te @ wyraznie zalene od wijzania iaktywacji biatek wchodeych w sktad kompleksu
utworzonego przed naciem DNA (ang.pre-incisior) (Green i Almouzni 2003; Bergink
i wsp., 2006; Polo i wsp., 2006). Odkrycia te dowppdewnej sekwencji zdarze wskazug,

ze reorganizacja chromatyny zachodzi najprawdopoépipo naprawie NER. Nasuwgagie
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zatem naspujace pytania: czy rekrutacja HP1 zateod naprawy NER, czy gromadzenie
HP1 jest wczesnym, czy m® raczej pgnym etapem naprawy? Aby uzyskadpowiedzi na
te pytania postanowiono zbadaekrutacg HP1 w komoérkach, ktére byly pozbawione

poszczegolnych biatek NERgd? funkcje tych biatek zostaty upledzone.

W ddswiadczeniach zyta zostata linia komérkowa XP12RO (XP-A) z éjeolzory
napraws NER. Komoérki ztransfekowan@Materialy i metody 3.2.3.3fwoma wektorami
(kotransfekcja), z ktorych jeden zawierat HP1 gpone z biatkiem fluoryzugcym (SCFP3a-
HP1B), za& drugi DDB2-mVenus, a naginie poddano je lokalnemu dvwaetlaniu UV
(Materiaty i metody 3.2.6.1)Wewmntrzjagdrowe obszary uszkodzenia wyznakowang s
fluorescencyjnie w postaci skupisk nagromadzoneigdkd naprawczego DDB2-mVenus.
Badano zmiany rozmieszczenia HP1l po wprowadzenikaldgch uszkodze DNA
indukowanych UV, w komodrkach z deficytem NER. Zastjowane obrazy zamieszczono

ponizej (Ryc. 4.28).

komoérka XP-A

DDB2

HP1B

Rycina 4.28. Rekrutacja biatek HP1 w komérkach z de  ficytem NER

Obrazy jadra komorki XP12RO (XP-A), wykazujgcej ekspresje DDB2-mVenus i SCFP3a-HP1p, ktérg
poddano lokalnemu uszkodzeniu UV w dawce 100 J/m?® przez poliweglanowy filtr przy uzyciu lampy
UV-C. Obszary lokalnego uszkodzenia UV zaznaczone sg miejscami nagromadzonego biatka DDB?2.
Obraz zarejestrowano po 30 min od wprowadzenia uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Na powyszych obrazach (Ryc. 4.28) zauwwya mozna, ze akumulacja biatka HP1
zachodzi w komorkach z ugedzory napravs NER. Rekrutacja HP1 do miejsc uszkaize
nie zaley zatem od funkcjonalnego biatka XPA. GromadzenielHobserwowane byto
rowniez w komoérkach XP-C, XP-E, XPC-/- oraz CS-B (Luijiterg i wsp., 2009). A zatem,
wigzanie HP1 nie zaky od aktywndci biatek GG-NER ani TC-NER.
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Jednym z m#iwych wyjasnien rekrutacji HP1 do miejsc uszkodzeDNA
w komorkach z updedzory napravg NER jest to,ze obserwowane komorki znajdowaty si
w fazie S cyklu podzialowego. Uszkodzenia indukosvanzez UV w fazie S magzosta
przeksztatcone podczas replikacji w innego rodzegzkodzenia (np. DSBs), a ich naprawa

zachodz maze na innej drodze AINER.

4.2.6 Badanie zala@nosci rekrutacji HP1 od fazy cyklu komoérkowego

Opisane we wspolnej publikacji deiadczenia wykazatyze wszystkie trzy izoformy
biatka HP1 (HPd&, HP13 oraz HPZ) ulegaj rekrutacji do miejsc uszkodZzeDNA
indukowanych promieniowaniem UV (Luijsterburg i ws@®009). Dalsze eksperymenty
pokazaty,ze rekrutacja HP1 zachodzi rownigv komorkach z upddedzory naprava NER
(ang.NER deficient cells a wigzanie HP1 nie zaky od aktywndci biatek GG-NER ani te
TC-NER (Luijsterburg i wsp., 2009). Sugeruje toHP1 nie jest elementem naprawy NER.

Jednym z mdiwych wyjasnien rekrutacji HP1 do miejsc uszkodzeDNA
w komorkach z updedzory napraves NER jest to,ze obserwowane komorki znajdowaty si
w fazie S cyklu podzialowego. Uszkodzenia indukosvgnzez UV w fazie S magzosta
przeksztatcone podczas replikacji w innego rodzegzkodzenia (np. DSBs), a ich naprawa
zachodzt maze na innej drodze AINER (Ward i Chen 2001; Ward i wsp., 2004; Halicka
i wsp., 2005). Postanowiono zatem sprawdezy rekrutacja biatka HP1 zaleod fazy
cyklu komorkowego. W tym celuzyto PCNA jako markera faz cyklu komorkowego (Essers
I wsp., 2005).

W eksperymentach wykorzystano komorki MRC-5 oraR1XRO (XP-A), ktore
poddano transfekcjiMateriaty i metody 3.2.3.3rzema wektorami: SCFP3a-HR,1DDB2-
mVenus i mCherry-PCNA, a ngphie lokalnie néwietlano UV (Materiaty i metody 3.2.6.1)
Wewngtrzjadrowe obszary uszkodzenia wyznakowane zostaly dhamncyjnie przez
skupiska nagromadzonego DDB2-mVenus. Zarejestrow@mazy zamieszczono panj
(Ryc. 4.29).
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G1/G2 XP-A cells

XP-A cells

*

Rycina 4.29. Rekrutacja biatek HP1 nie zale zy od fazy cyklu podziatlowego

Obrazy jgder komérek XP12RO (XP-A), wykazujgcych ekspresje SCFP3a-HP1B, DDB2-mVenus
i mCherry-PCNA, ktére poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/m?) przez filtr
poliweglanowy. Obszary uszkodzenia UV zaznaczone sg miejscami nagromadzonego DDB2-
mCherry, w tych rejonach zachodzi réwniez akumulacja HP1(3. Obrazy zarejestrowano 30 min
po wprowadzeniu uszkodzenia. Rozmieszczenie PCNA w jagdrze wskazuje, ze komoérka na goérnym
panelu znajduje sie w fazie G1/G2, a komdrka na dolnym panelu - w fazie S. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Rekrutacja HP1 do obszaréw uszkadzeDNA, ktére indukowane gs
promieniowaniem UV, zachodzi w komoérkach w fazigRgc. 4.29) (wzory lokalizacji
PCNA typowe dla fazy S) oraz w komérkach znajdygh s¢ poza faz S, tzn. w fazie G1
lub G2 (Ryc. 4.29), gdzie PCNA posiada jednorodoykiad w pdrze komorkowym.
Stwierdzt zatem mana,ze gromadzenie HP1 w miejscach uszka@degwotanychswiattem
UV zachodzi niezalmie od fazy cyklu podziatowego. Dla potwierdzeniayskanych
wynikow sprawdzono réwnie rozmieszczenie endogennego biatka HP1 w komorkach
nieproliferupcych (komorki w fazie GO), ktére poddano lokalnemewietlaniu UV.
Wyrazna akumulacja endogennego HP1 obserwowana bylaigdwn tych komorkach

(Luijsterburg i wsp., 2009).

Obserwowana rekrutacia HP1 do miejsc uszkodzevywotanych przez
promieniowanie UV, zachodzi we wszystkich fazactkleykomdrkowego, wnioskowa
zatem mana, ze akumulacja biatka HP1 wygiuje w obszarach uszkodzeDNA

indukowanych UV, a nie tylko DSBs, ktére powstéwaog w fazie S cyklu podziatowego.
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4.2.7 Badanie raznic w procesie akumulacji HP1 w komorkach XP-A

I komorkach z funkcjonalng naprawa NER

Opisane w rozdzialeWyniki 4.2.6 doswiadczenia dowodg ze indukowane
UV gromadzenie HP1 zachodzi we wszystkich fazacklucykomorkowego. Co wcej,
rekrutacja HP1 jest niezalea od aktywnéci czynnikbw naprawczych NER (Luijsterburg
i wsp., 2009). Postanowiono zatem sprawdeizy istniej jakies réznice w diugdci czasu
pozostania biatka HP1 w miejscu uszkodzenia w kéadr, w ktdrych brakuje funkcjonalne;j
naprawy NER, w porownaniu z komorkami, w ktoryclpraava NER przebiega prawidtowo.
Aby to zbada, prowadzono pomiary akumulacji HP1 w funkcji czgsmwprowadzeniu
lokalnego uszkodzenia DNA, w komérkach z ¢lpdzory napravg NER.

W tym celu uyto komorek XP12RO (XP-A), ktére poddano transfekbjateriaty
i metody 3.2.3.3plwoma plazmidami SCFP3a-HP1 DDB2-mCherry. Jako kontroliayto
tych samych komorek (XP-A), ktore oprécz SCFP3a{HPDDB2-mCherry dodatkowo
ztransfekowan@Materiaty i metody 3.2.3.3)jzecim plazmidem mVenus-XPA, aby uzupéhni
fenotyp brakujcy w naprawie NER. Obydwa rodzaje komorek poddankalhemu
naswietlaniu UV (Materiaty i metody 3.2.6.1) Wewrgtrzjagdrowe obszary uszkodzenia
wyznakowane zostaly fluorescencyjnie poprzez skapisnagromadzonego biatka

naprawczego DDB2-mCherry.

Prowadzono pomiary zmian ¢génia biatka HP1 po wprowadzeniu lokalnych
uszkodzeé, indukowanych promieniowaniem UV, w komoérkach XPefaz w komorkach
Z przywrécorn zdolnagciag naprawcz XPA. Zarejestrowane obrazy zamieszczono f&ni
(Ryc. 4.30).

Wyniki eksperymentow pokazane na Ryc. 4.30 wskamaj wyranie diuzszy czas
pozostania w miejscu uszkodzenia nagromadzonedkabi#P1 w komorkach z deficytem
NER, w porownaniu z komorkami kontrolnymi. Zauty& mazna, ze w komoérkach XP-A
nagromadzone biatko HP1 jest wici obecne w rejonie uszkodzonym 4 godziny
po uszkodzeniu (Ryc. 4.30). Z kolei w komoérkach XPktére w celu przywrécenia

zdolnaci naprawczej NER poddano transfekcji plazmidem m&eXPA, poziom
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zwigzanego HP1 stopniowo zmniejszasi czasie i akumulacja HP1 jest prawie niewidoczna

po 4 godzinach od uszkodzenia (Ryc. 4.30).

komorki XP-A

Rycina 4.30. Dlu zsze wigzanie HP1 w komdrkach z deficytem NER ni z w komorkach
z funkcjonaln g napraw g NER

Obrazy jgder komérek XP12RO (XP-A) wykazujgcych ekspresje SCFP3a-HP1p3, DDB2-mCherry
i mVenus-XPA (gorny panel +XPA) oraz SCFP3a-HP1p i DDB2-mVenus (dolny panel —XPA); ktére
poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/mz) przez filtr poliweglanowy. Obszary lokalnego
uszkodzenia UV zaznaczone sg nagromadzonym DDB2. Obrazy rejestrowano po 1-4 godz. od
wprowadzenia uszkodzenia. Stezenie nagromadzonego biatka HP1 ulega zmniejszeniu w miejscu
uszkodzenia w komorkach z prawidtowg naprawg NER, za$ w komorkach z uposledzong NER
stezenie HP1 pozostaje wcigz wysokie, nawet po 4 godz. od uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Obserwacje te prowadzdo wniosku,ze czas przebywania nagromadzonego biatka

HP1 w obszarze uszkodzonym zgl®@d obecnéci nienaprawionych uszkodz®©NA.

4.2.8 Badanie akumulacji HP1 w komorkach Seckel

W odpowiedzi na uszkodzenie uruchomiony zostapegs naprawy DNA i nagiuje
aktywacja szlaku kinaz sygnatowych ATR/ATM/DNA-PKgraz aktywacja punktéw
kontrolnych cyklu komoérkowego (Chkl, Chk2). W koksencji tych zjawisk dochodzi
do fosforylacji wielu biatek uczestnigzych w komoérkowej odpowiedzi na uszkodzenie DNA
(ang.DNA damage respons®DR) (Bartek i Lukas 2007). Doktadny mechanizntyalacji
kinazy ATR nie zostat jeszcze poznany. Nie wiadoozy, aktywacja ATR wymaga naprawy
uszkodzenia przez NER, a &k czy ATR mae wigza sie bezpdrednio do uszkodzonego
DNA (Choi i wsp., 2007; O’Driscoll i wsp., 2003). 8xeniejsze déwiadczenia wykazaty,
ze rekrutacja HP1 nie wymaga czynnikbw NER (Luijsteg i wsp., 2009). W kolejnych
eksperymentach postanowiono sprawdery akumulacja HP1 zatg od ATR.
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Do eksperymentow wykorzystano komorki Seckel, ktdvesiadaj powanie
zredukowan ekspresj ATR (O’'Driscoll i wsp., 2003). Komorki poddano trsfekcji
(Materiaty i metody 3.2.3.3plazmidem EGFP-HR1 a nasfpnie nawietlano pochodgs
z lasera UV-C wjzka swiatta o dtugaéci 266 nm(Materiaty i metody 3.2.6.2Y arejestrowane
obrazy zamieszczono na Ryc. 4.31.

komorka Seckel

]

HP1y przed UV

HP1y po UV
Rycina 4.31. Rekrutacja biatek HP1 w komérkach ze z  redukowan 3 ekspresj 3 ATR

Obrazy jadra komorki Seckel wykazujace ekspresje EGFP-HP1ly, ktérg poddano lokalnemu
uszkodzeniu przy uzyciu lasera UV-C (266 nm); obszar uszkodzenia wskazano zéttym kwadratem.
Obrazy zarejestrowano 30 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Na powyszych obrazach (Ryc. 4.31auway¢ mazna, ze gromadzenie biatka HP1
zachodzi nadal w komorkach ze zredukowvakspresj ATR. Przypuszczazatem mana,
ze rekrutacja biatek HP1 do miejsc uszkadzeie wymaga indukcji aktywowanej

uszkodzeniem DNA kaskady transdukcji sygnatu, we§taczestniczy ATR.

4.2.9 Badanie rekrutacji Dnmtl w obszarach uszkodzé UV

Opisane w poprzednich podrozdziatd@ttyniki 4.2.3 4.2.4)eksperymenty dowodz
ze rekrutacja biatek HP1 do miejsc uszkadBNA indukowanych UV zachodzi przy udziale
domeny chromoshadow (CSD). Wydaje satem logiczne, aby$rnod biatek oddziatacych
zdomen CSD rozpoczt poszukiwania biatka odpowiedzialnego za rekrgtakjP1.
W kolejnych eksperymentach postanowiono zatem gwigw czy biatka oddziatace
z domen CSD g réwniez przywotywane do miejsc uszkodzenia. Jednym z takiatek jest
metylotransferaza Dnmtl (angdNA methyltransferase )1 ktéra mae oddziatywa
bezpdrednio z domen CSD HP1 (Smallwood i wsp., 2007). Ostatnie doeieisi podaj, ze
Dnmtl ulega akumulacji w miejscach uszkadBZNA (Mortusewicz i wsp., 2005). Ponadto,

wczesniejsze eksperymenty wykazaty,z iDnmtl ulega gromadzeniu w obszarach
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oksydacyjnych uszkodae DNA, indukowanych wzbudzonym jEt(Wyniki 4.1.12)
Postanowiono zatem sprawélziczy réwnie w miejscach uszkodzaeDNA indukowanych

promieniowaniem UV nagpuje akumulacja Dnmtl.

Komorki HeLa oraz XP-C ztransfekowan®lateriaty i metody 3.2.3.3pdwoma
plazmidami: EGFP-Dnmtl i DDB2-mCherry. Ngstie, komorki poddano lokalnemu
naswietlaniu UV (Materiaty i metody 3.2.6.1) Wewrgtrzjagdrowe obszary uszkodzenia
wyznakowane zostaly fluorescencyjnie poprzez skapisnagromadzonego DDB2.
Prowadzono pomiary zmiagdrowego rozktadu Dnmtl w odpowiedzi na lokalne, wiame
promieniowaniem UV, uszkodzenie DNA w komorkach MKeli XP-C (komorki

z upaledzory napravds NER). Zarejestrowane obrazy zamieszczono na R$2. 4

typ dziki

Rycina 4.32. Rekrutacja Dnmtl do miejsc uszkodze nH UV

Obrazy jgder komérek HelLa (typ dziki ) oraz XP4PA (XP-C) wykazujgcych ekspresje EGFP-Dnmtl
i DDB2-mCherry, ktére poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100J/m?) przez filtr
poliweglanowy. W miejscach uszkodzen UV widoczna jest rekrutacja Dnmtl. Obrazy zarejestrowano
30 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Zauway¢ mazna (Ryc. 4.32)ze w obszarach uszkodz®NA nastpuje rekrutacja
metylotransferazy Dnmtl. Podobnie, jak to mialo jete w przypadku HP1 (Luijsterburg
i wsp., 2009), rekrutacja Dnmtl nie ulega zahamawam komorkach XP-C, ktore nie
posiadaj w petni funkcjonalnej naprawy NER (Ryc. 4.30). \&sl4je to zatem;e obydwa te
procesy, gromadzenie HP1 oraz rekrutacja Dnmtlhadak mogy na drodze niezateej od
samego procesu naprawczego NER. Przypuszzaem meéna, ze w hiepoznanym

dotychczas mechanizmie odpowiedzi na uszkodzenid Dé¢testniczy HP1 wraz z Dnmt1.
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4.2.10 Badanie akumulacji HP1 w komorkach Dnmt1-/-

Opisane w rozdzialeVyniki 4.2.9 doswiadczenia dowodg ze jedno z biatek
oddziatupcych z domespn chromoshadow HP1, metylotransferaza Dnmtl, uledautacji
w obszarach lokalnych uszkodz®NA indukowanych UV. Pojawia sizatem pytanie, czy
w rekrutacji HP1 do miejsc uszkodzeiczestniczy Dnmtl. W kolejnych eksperymentach

postanowiono sprawdziczy akumulacja HP1 zaig od Dnmt1.

W tym celu uyto komérek HCT116 Dnmtl-/-, ktére posiaglayytaczory ekspresj
Dnmtl. Komdérki poddano transfekc{iMaterialy i metody 3.2.3.3plwoma plazmidami:
SCFP3a-HP@A i DDB2-mVenus, a nagpnie lokalnie néwietlano promieniowaniem UV
(Materiaty i metody 3.2.6.1)Wewmtrzjagdrowe obszary uszkodzenia wyznakowang s
fluorescencyjnie w postaci skupisk nagromadzoneD&82 Prowadzono pomiaryggrowego
rozkladu biatka HP1 po wprowadzeniu lokalnych usiz@d w komorkach z deficytem

Dnmtl. Zarejestrowane obrazy zamieszczonozepiiRyc. 4.33).

Dnmt1 KO-1

HP1beta

DDB2 — @ HP1beta

Rycina 4.33. Rekrutacja biatek HP1 w komérkach Dnmt ~ 1-/-

Obrazy jader komérek HCT116 Dnmtl-/- (Dnmtl KO-1), wykazujgcych ekspresje SCFP3a-HP1[3
i DDB2-mVenus, ktére poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/m®) przez filtr
poliweglanowy. Obszary lokalnego uszkodzenia UV zaznaczone sg miejscami nagromadzonego
biatka DDB2. Obrazy zarejestrowane 30 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.
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Wyniki eksperymentow pokazanych na Ryc. 4.33 wsjazz biatko HPPB ulega
rekrutacji do miejsc indukowanych przez UV uszkadZeNA w komodrkach Dnmtl-/-.
Przypuszcza zatem meana, ze akumulacja biatka HP1 w rejonach uszk@dzZBNA

indukowanych promieniowaniem UV nie zayeod metylotransferazy Dnmt1.

4.2.11 Badanie akumulacji MeCP2 w obszarach uszkodzeUV

Opisane w rozdzialeNyniki 4.2.9 eksperymenty pokazatyze metylotransferaza
Dnmtl ulega rekrutacji do miejsc uszkofiz®NA indukowanych przez UV. MeCP2
(ang.methyl CpG binding protein)gest biatkiem, ktére waze st do zmetylowanego DNA
(Nikitina i wsp., 2007; Ho i wsp., 2008), a fak jak podaj ostatnie doniesienia naukowe,
MeCP2 oddzialuje z HP1 (Agarwal i wsp., 2007). Wleknych daéwiadczeniach
postanowiono sprawdziczy akumulacja Dnmtl pow#ana jest z rekrutaciMeCP2. Jeeli
Dnmtl powoduje metylagjDNA w obszarze uszkodzonym, to obe@h@metylowanego
DNA indukowa& moze rekrutagg MeCP2, a zatem w miejscu uszkodzenia zacldodzi
powinno gromadzenie MeCP2.

Komérki MRC-5 ztransfekowan{Materialy i metody 3.2.3.3)woma plazmidami:
EGFP-MeCP2 i DDB2-mCherry, a ngshie poddano lokalnemu wietlaniu UV (Materiaty
I metody 3.2.6.1) Wewmntrzjgdrowe obszary uszkodzenia wyznakowane zatem zostaty
fluorescencyjnie poprzez skupiska nagromadzonegdDCProwadzono pomiary zmian
rozmieszczenia MeCP2 po wprowadzeniu lokalnych adzéh DNA indukowanych UV.

Zarejestrowane obrazy zamieszczono na Ryc. 4.34.

-

DDB2 MeCP2

Rycina 4.34. Brak rekrutacji MeCP2 w obszarach uszk  odzen UV

Obrazy jgder komoérek MRC-5 wykazujgcych ekspresie EGFP-MeCP2 i DDB2-mCherry, ktére
poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/m?) przez filtr poliweglanowy. Obszary lokalnego
uszkodzenia UV zaznaczone sg miejscami hagromadzonego DDB2, nie obserwuje sie gromadzenia
MeCP2. Obrazy zarejestrowane 30 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.
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Powyssze obrazy (Ryc. 4.34) pokazuge MeCP2 nie ulega wykrywalnej akumulacji
w obszarach uszkodzeDNA indukowanych przez UV. Nie moa jednak wyklucz, iz
stezenie zmetylowanego DNA lub MeCP2 mogto¢ksbyt mate, tzn. mogto znajdowaie
ponizej progu detekcji. Wyniki tego eksperymentu poz\ygjadnak przypuszczaiz MeCP2
nie jest partnerem interakcji dla HP1 w obszarzkodzonym.

4.2.12 Badanie akumulacji SUV4-20 w obszarach uszkodaeJV

Opisane eksperymentiWyniki 4.2.4) wykazaty, ze metylotransferaza histonowa
(SUV39H1), ktora uczestniczy w generowaniu Me3K9kB,. miejsc wizania dla domeny
CD biatka HP1 z DNA, nie ulega rekrutacji do obgmaruszkodzé DNA indukowanych
przez UV. Ponadto, w eksperymentach opisanych wzale Wyniki 4.2.3zaobserwowano,
ze biatko HP1 jest wei rekrutowane w komoérkach z podwodjna dedecpuv3d9hl oraz
Suv39h2 (MEFs Suv39dn). A zatem, metylotransfei®2&'39 nie wydaje 8i uczestniczy
w rekrutacji HP1 do miejsc uszkodze

Najnowsze badania podaj ze zalena od SUV39 metylacja w oflie
histonu 4 (Me3K20H4) powstaje w wyniku aktywéao metylotransferazy histonowej SUV4-
20 (Schotta i wsp., 2004; Yang i wsp., 2008). Hoadmetylacja w olibie K20H4 jest
markerem epigenetycznym mechanizmu wyciszania geméhromatynie (Schotta i wsp.,
2004). Wykazano réwnig ze wszystkie trzy izoformy biatka HP1 oddziafg SUV4-20
(Schotta i wsp., 2004). Postanowiono zatem spraidzy metylotransferaza SUV4-20 ulega
rekrutacji do obszaréw lokalnych uszkodzBNA indukowanych promieniowaniem UV,
w ktérych nagromadzone jest biatko HP1.

W tym celu uyto komorek MRC-5, ktére poddano transfek@flateriaty i metody
3.2.3.3) dwoma plazmidami EGFP-Suv4-20h1l i DDB2-mCherry,nastpnie lokalnie
nawietlano UV (Materiaty i metody 3.2.6.1) Wewrgtrzjadrowe obszary uszkodae
wyznakowane zostaly fluorescencyjnie poprzez skapisnagromadzonego DDB2.

Zarejestrowane obrazy zamieszczono peiniRyc. 4.35).
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Suv4-20h1 Suv4-20h1 Suv4-20h1

Rycina 4.35. Rekrutacja SUV4-20H1 do miejsc uszkodz en UV

Obrazy trzech jgder komérek MRC-5 (A, B, C) wykazujgcych ekspresje EGFP-SUV4-20H1 i DDB2-
mCherry, ktére poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/m?) przez filtr poliweglanowy.
W miejscach uszkodzenia widoczna jest rekrutacja SUV4-20H1. Obrazy zarejestrowane 30 min
po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 um.

Metylotransferaza SUV4-20H1 ulega gromadzeniu wzabach lokalnych uszkodze
DNA indukowanych promieniowaniem UV (Ryc. 4.35).zgsuszcza zatem mana, ze
rekrutacja SUV4-20 odbywa ¢sina drodze niezateej od SUV39, a w procesie tym

uczestniczy maze biatko HP1.

4.2.13 Badanie akumulacji ACF1 w miejscach uszkodae UV

Utrzymanie informacji epigenetycznej jest kluczowe wielu procesach, m.in.
w regulacji ekspresji genéw, rozwoju organizméwy @achowaniu specyficznych funkcji
komorek oraz tkanek (Lund i van Lohuizen 2004).d2a@n dzisiejszy nie udato sijednak
zrozumié, jak informacja epigenetyczna jest zachowywanasgkadzonym obszarze DNA,
ktory podlega naprawie. Ostatnie doniesienia ppdajgtéwry przeszkod dla naprawy NER
w komorkach eukariotycznych jes¢gje upakowanie chromatyny, ktéra stanowi przesgkod
dla procesow zachogeych w DNA (Hara i wsp., 2000). Co gadej, inne opracowania
naukowe donogz iz naprawa w chromatynie przebiega znacznie wolnigg n
w nieupakowanej esteczce DNA (Wang i wsp., 1991; Ura i wsp., 20@3zacowano,zi
tempo naprawy DNA nukleosomowego, w poroéwnaniu ganezasteczly DNA, jest 10-
krotnie wolniejsze (Hara i wsp., 2000). Komorkigedk potrafy pokona te przeszkod, gdyz
w toku ewolucji wyksztalcity mechanizmy zmiany dttury chromatyny, dzki ktérym

tworzone g warunki bardziej sprzyjage lokalnej naprawie chromatymdyowej.
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W procesie naprawy DNA zaangavane g zaleene od ATP czynniki przebudowy
chromatyny (angchromatin remodeling(Vignali i wsp., 2000; Gangaraju i Bartholomew
2007; Osley i wsp., 2007), takie jak SWI/SNF ora€FA (Eberharter i wsp., 2001; Ura
i wsp., 2001; Hara i Sancar 2002). Co ciekawe, AGHD.ATP-utilizing chromatin assembly
and remodelling factor )1 oddziatuje bezpwednio z HP1l, a w oddziatywaniu tym
uczestniczy domena chromoshadow (Eskeland i w§fd7)2 Postanowiono zatem zbada
czy w miejscach uszkodaeDNA wywotanych UV, w ktorych nagpuje gromadzenie HP1,

zachodzi rownig rekrutacja ACF1.

W tym celu uyto komérek MRC-5, ktore poddano transfek@ylateriaty i metody
3.2.3.3) plazmidem ACF1-EGFP i lokalnie $wietlano (UV-C) skupioa wigzka swiatta
laserowego o diugai fali 266 nm (Materiaty i metody 3.2.6.2)W wyniku na@wietlania
generowane byly lokalne uszkodzenia DNA i uruchorai@ostata droga naprawy NER.
Badano zmiany rozmieszczenia ACF1 indukowane fokalngwietlaniem UV.

Wykazano,ze w miejscu indukowanych przez UV uszkoaZ2NA gromadzony byt
kompleks remodelingu chromatyny ACF1 (Luijsterburwsp., 2009). Niewykluczonezi
rekrutacja biatka HP1 nie by powigzana z rekrutagjACF1. Pojawito si zatem pytanie,
czy rekrutacja ACF1 zalg od funkcjonalnej naprawy NER, czy ¢ez przeciwnie - jest ona
niezalena i podobnie, jak w przypadku biatka HP1 zachodavniez w komorkach
z upcledzory naprawys NER. Postanowiono zatem sprawfziczy gromadzenie ACF1
w rejonach lokalnych uszkodz®NA wywotanych przez UV zachodzbedzie w komaorkach
XP-A, ktore posiadaj upasledzory naprawe NER. Wyniki eksperymentéw dowoglzze
w komorkach XP-A, w ktérych brakuje funkcjonalngpmawy NER, rekrutacja ACF1 nadal
zachodzi (Luijsterburg i wsp., 2009). Podobne zgkwiakumulacji w komorkach z deficytem
NER obserwowano réwniedla biatka HPR (Wyniki 4.2.5)oraz metylotransferazy Dnmtl
(Wyniki 4.2.9) Przypuszcza zatem mana, ze rekrutacja HP1, Dnmtl oraz ACF1
w obszarach lokalnych uszkodzéNA indukowanych UV przebiegamaze na innych
zasadach, tzn. mechanizmy przywotywania i gromadzeéych biatek s niezalene od

toczcego s¢ procesu naprawczego NER.
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4.2.14 Badanie akumulacji BRG1 w obszarach uszkodzeUV

Wykonane we wspoélnym projekcie badawczym z C. Die@n eksperymenty
wykazaty, ¥ kompleks remodelingu chromatyny ACF1 ulega relqutav obszarach
uszkodzé DNA, w ktérych gromadzi si HP1 (Luijsterburg i wsp., 2009). W kolejnych
eksperymentach postanowiono sprawderzy inne kompleksy biatkowe, ktore wprowadzaj
zmiany struktury chromatyny, rowriebeda gromadzé sie w uszkodzonych obszarach

chromatyny.

BRG1 (ang.Brahma-Related Gene) Inaleey do rodziny SWI/SNF, kompleksow
remodelingu chromatyny, ktore zadeod ATP (Singh i wsp., 2007; Napolitano i wsp., 2Q)0
i jest jednym z partneréw interakcji dla domeny CBiatka HP1 (Nielsen i wsp., 2002).
Postanowiono zatem zbddazy BRG1 ulega gromadzeniu w obszarach lokalmgakodzé

DNA indukowanych promieniowaniem UV, w ktorych zgradzone zostato biatko HP1.

W tym celu wykorzystano komérki MRC-5, ktére poddatransfekcji (Materiaty
I metody 3.2.3.3pwoma plazmidami: EYFP-BRG1 i DDB2-mCherry, a gpste lokalnie
naswietlano UV (Materialy i metody 3.2.6.1) Wewngtrzjgdrowe obszary uszkodze
wyznakowane zostaty fluorescencyjnie przez skupiBkzB2. Badano zmianyaflrowego
rozktadu BRG1 po wprowadzeniu lokalnych uszkaddZeNA. Zarejestrowane obrazy
zamieszczono na Ryc. 4.36.

DDB2

Rycina 4.36. Rekrutacja BRG1 do obszarow uszkodze n UV

Obrazy jadra komorki MRC-5 wykazujgcej ekspresje EYFP-BRG1 i DDB2-mCherry, ktérg poddano
lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/mz) przez filtr poliweglanowy. Obszary uszkodzenia
zaznaczone sg miejscami nagromadzonego DDB2; w rejonach tych zachodzi réwniez akumulacja
BRGL1. Obrazy zarejestrowane 30 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

166



Rozdziat 4 Wyniki

Na powyszych obrazach (Ryc. 4.36) zauwyé& mazna, ze kompleks remodelingu
chromatyny BRG1 ulega akumulacji w obszarach usz&odNA indukowanych UV, do
ktorych rownie rekrutowane jest HP1. Przypusz€zatem mena,ze rekrutacja biatka HP1
moze by powigzana z rekrutagj BRG1. Jedna z hipotez dotycych roli biatka HP1
w naprawie zaktadaze HP1 mae by zaangaowane w odtworzenie wysok@aowych

struktur chromatyny (Zarebski i wsp., 2009).

4.2.14.1 Badanie akumulacji BRG1 w komadrkach XP-A

W kolejnych eksperymentach postanowiono spradydzizy rekrutacja BRG1 zalg
od funkcjonalnej naprawy NER.Zyto komoérek XP-A, ktore poddano transfek@ylateriaty

I metody 3.2.3.3pwoma plazmidami: EYFP-BRG1 i DDB2-mCherry, a gpste lokalnie
naswietlano UV (Materialy i metody 3.2.6.1) Wewngtrzjadrowe obszary uszkodzenia
wyznakowane zostaty fluorescencyjnie przez skupiskgromadzonego DDB2. Badano
zmiany w pdrowym rozkiadzie BRG1 po wprowadzeniu lokalnychzkeglzéi DNA,
w komodrkach XP-A. Zarejestrowane obrazy zamieszeatnRyc. 4.37.

Rycina 4.37. Rekrutacja BRG1 do obszarow lokalnych uszkodze n UV w komérkach XP-A

Obrazy dwéch jader (A i B) komérek XP-A wykazujgcych ekspresje EYFP-BRG1 i DDB2-mCherry,
ktére poddano lokalnemu uszkodzeniu UV (dawka 100 J/m?) przez filtr poliweglanowy. Obszary
uszkodzenia zaznaczone sg nagromadzonym DDB2; w rejonach tych zachodzi réwniez akumulacja
BRGL1. Obrazy zarejestrowane 30 min po wprowadzeniu uszkodzenia. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Wyniki eksperymentoéw pokazanych na Ryc. 4.37 dowpdzw komdrkach XP-A,

pomimo braku funkcjonalnej naprawy NER, zachodzuraklacja BRG1 w miejscach
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lokalnych uszkodze DNA indukowanych przez UV. Obserwowana rekrutddfal, Dnmtl,
BRGL1 i ACF1 w komorkach z deficytem NER sugeruje,biatka te (HP1, Dnmtl, ACF1,
BRG1) uczestnicay mogy w odpowiedzi na uszkodzenie DNA na innej drodzetppowa

naprawa NER.

4.2.15 Badanie wrazliwosci komérek na UV po utracie HP1

Wykazano, ze wylkgczenie genu (angknock-out HP1 w komodrkach ssaczych
prowadzi dosmierci komorki (Filesi i wsp., 2002). W celu sprazediia, czy biatko HP1 jest
niezkedne w komorkowej odpowiedzi na uszkodzenie DNA (DDRzyto nicieni
Caenorhabditis eleganiC. elegan), u ktérych wystpuja dwa homologi HP1: HPL-1 oraz
HPL-2. Utrata obydwu biatek HP1 jest rowhiéetalna w tych organizmach (Coustham
i wsp., 2006; Schott i wsp., 2006). Aby ompirten problem #yto C. elegansktore utracity
HPL-1, ale zawierajwrazliwy na temperatur allel HPL-2, ktory ulega ekspresji w 20°C, ale
nie w 25°C (Coustham i wsp., 2006). W celu sprawidgeczy utrata HPL-1 oraz HPL-2
spowoduje wzrost wegdiwosci na UV, eksponowano jaja, pojedynczych oraz pqudyah
(zawierajicych allel nullhpl-1i allel hpl-2) mutantéw rosgcych w 25°C, na promieniowanie
UV-B o dawce 80 J/m(Luijsterburg i wsp., 2009). Jaja dzikiego typuanjaja z deficytem
NER (xpa-1) (Stergiou iwsp., 2007) byly réwrienawietlane promieniowaniem UV-B
(80 J/nf). Przeywalncs¢ nawietlanych jaj obliczona zostala w odniesieniu do
przezywalnasci jaj niengwietlanych. Déwiadczé na nicieniachC. elegansnie ma@na byto
przeprowadd w laboratorium prof. Roel'a van Driel’'a z przyczigchnicznych, w zvgzku
ztym eksperymenty te wykonane zostaly w EMC w &d@mie we wspotpracy
z Hannes’em Lans’em, a ich rezultaty miglastrowane w niniejszej rozprawie. Wyniki tych

eksperymentow zamieszczone zostaty we wspolnejkadil (Luijsterburg i wsp., 2009).

Wykazano, %z nicienie typu dzikiego oraz nicienie zawiex®g pojedyncz mutacg
hpl-1 lub hpl-2 nie wykazug zwickszonej wraliwosci na promieniowanie UV-B. Na uwag
zastuguje fakt,ze promieniowanie UV-B spowodowato natychmiastowenamaowanie
wzrostu podwojnych mutantotpl-2/hpl-1w poréwnaniu z mutantamipa-1z upaledzory
napraws NER. Podobne wyniki uzyskano, gdy zamiast jaj wylgstano mtode osobniki
C. eleganshpl-2/hpl-1 (Luijsterburg iwsp., 2009)Swiadczy to zatem o tymze jedno
z dwéch biatek, HPL-1 albo HPL-2, jest wystargzaj do prawidiowej odpowiedzi na
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uszkodzenie DNA. Utrata obydwu biatek HP Cuelegangpowoduje zwkszory wrazliwosé

na promieniowanie UV. Wyniki tych eksperymentéwwajgaja ogromnie wana role biatek
HP1 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA u nicigdi elegans Asocjacja biatek HP1
z r&enymi rodzajami uszkodze DNA w komodrkach ssaczych sugerujge mechanizm
odpowiedzi na uszkodzenie DNA uw® by konserwatywny, a zatem podobny zaréwno
u nicieniC. elegangjak i u cztowieka.

4.3 HP1 w procesach towarzysgcych naprawie DSBs

W celu sprawdzenia, czy rekrutacja biatka HP1 ograma jest tylko do uszkodie
oksydacyjnych i indukowanych przez UV uszkatlzBNA, czy jest to powszechna
odpowied na r&nego rodzaju uszkodzenia, postanowiono spratyadzy akumulacja HP1
zachodzi w miejscach podwojnyclekmie¢ nici DNA, DSBs (angDouble Stand Breaks
Opisane w tym podrozdziale eksperymenty stanowaégccwspolnego projektu badawczego
wykonanego we wspotpracy z Janem Stap’em z cenrMI@ Uniwersytetu w Amsterdamie.
Wyniki tych dawiadczeér zamieszczone zostaty we wspolnej publikacji (Lteijsurg i wsp.,
2009).

4.3.1 Badanie akumulaciji biatek HP1 w obszarach formowara DSBs

Podwojne pkniccia DNA (DSBs) wprowadzane byly w wyniku dwdetlania
komorek czstkamia, pochodzcymi z radioaktywnego ameryku (AM-241). W ten spmsoé
generowane byty liniowe tory DSBs wdrach komorkowych (Aten i wsp., 2004; Stap i wsp.,
2008; Williams i wsp., 2007). Poniewdaswiadczenia z ziyciem czsteka nie mogly zosta
wykonane w laboratorium prof. Roel’a van Driel'goezyczyn technicznych, eksperymenty

te przeprowadzone zostaty w centrum AMC Uniwersyte Amsterdamie.

Uzyto ludzkich komorek U20S oraz mysich fibroblastéWH/3T3 EGFP-HP,
ktore nadwietlono czstkami o (Materiaty i metody 3.2.7) W miejscu generowanych
uszkodzé DSBs powstawaty liniowe tory, ktore wyznakowywainemunofluorescencyjnie

przeciwciatami antyH2A.X (Materiaty i metody 3.1.1) W komodrkach NIH/3T3
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prowadzono pomiary zmiargdrowego rozktadu esteczek HPR sprzzonych z biatkiem
fluoryzujgcym EGFP, za do wyznakowywania endogennego P& komadrkach ludzkich
(U20S) stosowano metedmmunofluorescencji z zastosowaniem przeciwcialy-atP13
(Materiaty i metody 3.1.1) Wyniki obserwacji przedstawiono na pzsiych obrazach
(Ryc. 4.38).

U20S cells

NIH/3T3 cells

GFP-HP1p

Rycina 4.38. Rekrutacja HP1 do miejsc formowania DS  Bs

Obrazy jader komérek (A) U20S oraz (B) NIH/3T3 EGFP-HP1pB, ktére naswietlano strumieniem
czgstek a, a nastepnie wyznakowywano immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciat anty-yH2A.X
(kolor czerwony). Obszary formowania DSBs zaznaczone sg miejscami powstatego yH2A.X. Jgdrowy
rozktad EGFP-HP1[ w komoérkach NIH/3T3 uwidoczniony zostal przy pomocy zielonej fluorescencji
pochodzacej od EGFP, zas w przypadku komoérek U20S endogenne biatko HP1p uwidoczniono
immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciat anty-HP1(3. Zlozenie obrazéw fluorescencyjnych
zamieszczono na kolejnym panelu. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Wyniki eksperymentow pokazanych na Ryc. 4.38 wskgii biatko fuzyjne EGFP-
HP13 (w komérkach NIH/3T3), a tale endogenne HPBL(w komérkach U20S) ulega
rekrutacji do miejsc formowania DSBs, ktore wyznakoe g przy wyciu przeciwciat anty-
YH2A.X. Zaobserwow& mazna wyr&na kolokalizacg nagromadzonego HB1z yH2A.X
(Ryc. 4.38). Akumulagj EGFP-HP & oraz EGFP-HP@obserwowano rowniew komoérkach
MRC-5 po nawietlaniu strumieniem c¢gtek a (Luijsterburg i wsp., 2009). A zatem,
wszystkie trzy izoformy biatka HP1 (HB1[3, y) ulegap rekrutacji do miejsc formowania
DSBs.

Zaznaczy tu jednak nalgy, iz histon H2A.X powszechniezywany jest jako marker

podwojnych gknig¢ nici DNA, gdyz podlega on szybkiej fosforylacji w dych domenach
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chromatynowych otaczgych DSBs. Modyfikacja w obbie histonu H2A.X stanowi sygnat
rekrutacji dla akumulacji biatek naprawczych ucm&shicych w naprawie DSBs (Celeste
i wsp., 2003). Ostatnie doniesienia literaturowdaya jednakze fosforylacja histonu H2A.X
zachodzt maze niezalenie od powstatych ¢gkniec DNA. Wykazano bowiem,zi zmiany
w obrebie struktury chromatyny indukowamog yH2A.X, w nieobecnéci DSBs (Baure

I wsp., 2009).

4.3.2 Badanie akumulacji HP1 w miejscach uszkodae chromatyny

w komorkach z deficytem KU80

Wyniki wczesniejszych eksperymentow wykazatye biatko HP1 ulega rekrutacji
do miejsc formowania DSBs wyznakowanych przez skgiyH2A.X. W kolejnych
doswiadczeniach postanowiono spraw@zizy rekrutacja ta zatg od drogi naprawy DSBs.
Komorki ludzkie usuwaj powstate uszkodzenia DSBs na drodze HR (&hgmnologous
Recombinatioy ktora jest aktywna tylko w fazie S oraz G2 cykladziatowego. Z kolei,
naprawa DSBs oparta na niehomologiczngozéniu kaicow NHEJ (angNon-Homologous
End Joining dominuje w pozostatych fazach cyklu podzialowégédyman i Kanaar 2006).
Napraw NHEJ zapocgtkowuje dimer KU70/80 (Mari i wsp., 2006), ktory dmatuje
z domen CSD biatka HP& (Song i wsp., 2001). Postanowiono zatem spraydazy
rekrutacjia HP1 w obszarach formowania DSBs zaled funkcjonalnej naprawy NHEJ,
a doktadniej od dimeru KU70/80.

Uzyto komérek CHO XR-V15B z deficytem KU80 oraz kormkICHO typu dzikiego,
ktore nawietlano strumieniem @ateka (Materiaty i metody 3.2.7)W miejscach uszkod#e
DSBs powstawaty liniowe toryH2A. X, ktére wybarwione zostaty immunofluorescyjmiezy
uzyciu przeciwciat antyH2A.X (Materialy i metody 3.1.1) Obserwowano gdrows
lokalizacg endogennego biatka HB,Lktore uwidocznione zostato immunofluorescencyjnie
(Materiaty i metody 3.1.1) Wyniki obserwacji przedstawiono na p#zseych obrazach
(Ryc. 4.39).
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KUB80-/- cells

a-HP1p yH2A.X —— [ Merge

Rycina 4.39. Rekrutacja HP1 B do miejsc formowania DSBs w komdrkach z deficytem KU80

Obrazy jader komérek CHO XR-V15B z deficytem KU80, naswietlanych strumieniem czgstek a,
a nastepnie wyznakowanych immunofluorescencyjnie przy uzyciu przeciwciat anty-yH2A.X
(kolor czerwony). Obszary formowania DSBs zaznaczone sg miejscami powstatego yH2A.X. Zmiany
rekrutacji endogennego biatka HP1[B uwidocznione zostaty przy uzyciu przeciwciat anty-HP1p.
Ztozenie obrazéw fluorescencyjnych pokazano na kolejnym panelu. Odcinek skalujgcy 5 pm.

Zarbwno w komorkach typu dzikiego (Ryc. 4.39), jalv komodrkach z deficytem
KU80 (Ryc. 4.39), zauwg¢ mazna wyr&ng rekrutacg endogennego biatka HB1
do rejonéw skupiskyH2A.X. Wnioskow& zatem mana, ze gromadzenie biatka HP1 nie
zaleey od funkcjonalnej naprawy NHEJ. Ponadto, kolokadja HP1 zyH2A.X widoczna
byta we wszystkich obserwowanych komorkach. Wskagyto maze, iz wigzanie HP1
w obszarach uszkodzd®SBs nie zalgy od fazy cyklu komdrkowego i tym samym nie zgle

od drogi naprawczej HR.
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5.1 Wprowadzenie

Odkryte w potowie lat 70-tych XX wieku, heterochratynowe biatko 1 (HP1) cieszy
si¢ dwzym zainteresowaniem licznychirodkéw naukowych na catyswiecie. Pocatkowo
badania nad HP1 skupialyesgtownie na poznaniu szczeg6towej budowy, aktyseno
w trakcie rozwoju organizmow, a tak lokalizacji oraz funkcji biatka w procesach
jadrowych. Badania biochemiczne oraz genetyczne plitpwastalic domenovwy budowe
biatka oraz scharakteryzowaoszczegolne izoformy HP1. Coqeej, poznanie partnerow
interakcji HP1 pozwolito odkry liczne funkcje tego biatka. Obecnie wiadome, HP1
uczestniczy m.in. w formowaniu heterochromatynygamizacji strukturygdra oraz regulaciji
transkrypcji. Ze wzgidu na kluczow role HP1 w tworzeniu wysokogdowych struktur
chromatyny, wszelkie mutacje w sekwencji genow teigéka prowadz do smierci zarodkow
(Kellum i Alberts 1995; Fanti i wsp., 1998). HP Bjeatem bardzo waym biatkiem, ktore

odgrywa istotn role w prawidtowym funkcjonowaniu komoérki.

Do chwili rozpoczcia niniejszego projektu w literaturze naukowej tdpse byty
zatem informacje na temat zaanga@ania biatka HP1 w liczne procesydjowe, m.in.
organizag} chromatyny, tworzenie strukturgdra komorkowego, regulaciranskrypcji czy
utrzymanie informacji epigenetycznej. Cogogj, w toku licznych badapojawity sk takze
ciekawe opracowania naukowe, ktore dowpdaowigzania biatka HP1l z procesem
nowotworzenia (Norwood i wsp., 2006; Dialynas i wsp008). Nie byto jednakadnych
doniesié, ani nawet sugestii, na temat zaammygania HP1 w procesach naprawy DNA.
W roku 2003 w laboratorium Pracowni Biofizyki Konkd WBBIB UJ rozpoczte zostaty
badania, ktorych celem byto ustalenie, czy biatkB1Huczestniczy w procesie naprawy
uszkodzé DNA.

Aby ten zamiar zrealizowa potrzebna byla metoda dokonywania lokalnych
uszkodze, ktéra pozwolitaby wykazarekrutacg HP1 do miejsc uszkodaeDNA. Ponadto,
potrzebne byly przeciwciata, aby zbéadaachowanie endogennego HP1, azéalbiatko
fuzyjne GFP-HP1, by badazachowanie HP1 viywej komdrce. Stworzenie i opracowanie,
w laboratorium Pracowni Biofizyki Komorki WydzialBiochemii Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagielltskiego, stosunkowo prostej metody uszkadzania Dp&y uzyciu

wzbudzonego jonu etidiowego, pozwolito wprowagdakalne oksydacyjne uszkodzenia
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chromatyny wzywych komérkach i badarole HP1 w procesie naprawy DNA. Dodatkowych
argumentow o celowgi prowadzenia bada nad biatkiem heterochromatynowym 1,
w kontekécie uszkodzenia DNA, przynidst rozwdj epigenetykitora wchz dostarcza
kolejnych dowodow,ze sposob upakowania DNA w komorce i struktura claiymy

wywierajg ogromny wptyw na wszelkie procesydjowe.

W projekcie tym skupiono sipoczitkowo na badaniu potencjalnej roli biatka HP1
w kontelkécie indukowanych jonem etidiowym, oksydacyjnych kestzzen DNA. W toku
prowadzonych badai wspotpracy z grup badawcza prof. Roel'a van Driela (Uniwersytet
Amsterdamski, UvA) pojawita siwspaniata maiwos$¢ rozszerzenia tego projektu o inne
rodzaje uszkodze (fotoprodukty UV oraz DSBs). Podkig nalezy, ze gidbwnym celem
prowadzonych badabyto najpierw wykazanie, a potem zbadanie rolehmthromatynowego
biatka 1 (HP1) w procesie odpowiedzi komorki nakegizenie DNA.

5.2 Oksydacyjne  uszkodzenie  chromatyny indukowane
wzbudzonym jonem etidiowym powoduje aktywaagg

proceséw naprawczych BER oraz powstawanie DSBs

W literaturze naukowej odndé mozna dane, ktére dowodz iz w wyniku
oddziatywa jonu etidiowego zéwiattem, na skutek reakcji rodnikowych w wyizolovyam
DNA, powstag podwdjne pkniccia nici DNA (ang.DNA double stand breakdDSBs)
(Deniss i Morgan 1976; Krishnamurthy i wsp., 1990). wiecej, pokazanoziprzy wyzszych
stezeniach fotouczulacza w wyizolowanycldfach komérkowych dochodzi do powstania
wigzan krzyzowych pome¢dzy sktadnikami chromatyny (Sheval i wsp., 2002e\&t i wsp.,
2004).

Wykonane w ramach niniejszego projektu eksperyynewkazaty, ¥+ w zywych
komorkach wzbudzony jon etidiowy prowadzi do powstauszkodze chromatyny, ktérych
rodzaj i wielk@¢ zalezg od stzenia tego jonu oraz dawki i raenia wytego swiatla
wzbudzagcego (sumaryczna dawka dostarczan@gatta wynosita od 1102J do 36721J)
(Zarcbski 2008). Do generowania wggkznie aktywowanych swiattem, subletalnych
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(naprawialnych przez komagknie powodujcych jejsmierci) uszkodze chromatyny ayto
fotouczulacza (bromku etydyny) wiskich stezeniach rzedu 100-200 nM. W ten sposéb
udato s¢ ogranicz¢ uszkodzenie do wybidrczo $wietlanego obszaru chromatyny i nie
wywotywat wykrywalnego uszkodzenia w obszarze négnatlanym (Wiernasz 2004). Czas
inkubaciji z fotouczulaczem (20 min w ciendn) dobrano w ten sposéb, aby w warunkach
tych nastpowato jedynie nieznaczne apienie cyklu komoérkowego (Zelbski 2008).
Do nawietlania stosowano emitowane przez lassiatto zielone o diugei fali 514 nm

i mocy wigzki $wiatta w zakresie 35-10%W. Przeprowadzone déwiadczenia kontrolne
wykazaly, ¥ wprowadzajc tego rodzaju uszkodzenia komorki zachawuapdolngé do
podziatéw (Zagbski 2008), a powstate uszkodzenia naprawiane svyniku uruchomienia
fizjologicznych proceséw naprawczych w komorce. &@pwana metoda uszkadzania DNA
nadawata si zatem do badania domniemanej roli biatka HP1 w ddowej odpowiedzi na

uszkodzenie DNA (and®NA damage responsBDR).

Wzbudzony jon etidiowy powoduje utlenianie zasad

Wiadomo, & uszkodzenia chromatyny, ktére powstay wyniku oddziatywania
wzbudzonegawiattem jonu etidiowego z DNA, zachagtylko przy udziale tlenu (Deniss
i Morgan 1976; Sheval i wsp., 2004). Przeprowadzaooieserwacje mikroskopowe
potwierdzity te doniesienia i pokazaty dustzenie reszt utlenionej deoksyguaniny 8-OHdG
(8-hydroksy-2’-deoksyguanina) w obszarach uszkadiekonywanych w obecsoi tlenu,
zas w warunkach beztlenowych nie wykryto 8-OHdG (@mki 2008). Co wicej, istnieg
dowody, ze 8-OHdG powstaje w wyniku oddziatywania czynnikééeniapcych z DNA
I zachodzi tylko w warunkach tlenowych (Martine&sp., 2003).

Z danych literaturowych wiadomaze w naprawie opartej na usuwaniu zasad
(ang.Base Excision RepaiBER) nasjpuje wyckcie zmienionych zasad azotowych, ktore
powstag w wyniku spontanicznej hydrolizy, utlenienia, premowania jonizujcego czy
dziatania czynnikow alkilgcych. Wspomnié nalezy, ze najczsciej wyskpujace i wysoce
mutagenne formy zmienionych zasad to 8-hydroksge®ksyguanina i O-6-metylguanina
(Lindahl i Wood 1999). W usuwaniu uszkodézeksydacyjnych z genomu komérek ssaczych
uczestnicz rozne glikozylazy DNA, ktére sspecyficzne dla danej zasady. Glikozylaza DNA

usuwa zmieniof zasad i powstaje miejsce apurynowe/apirymidynowe (AP), kidrego
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przylacza s¢ endonukleaza APE (HAP1). Endonukleaza nacina koBiei otwiera rdzé
cukrowo-fosforanowy, a naginie odtwarza grup hydroksylows 3’ i reszt 5-
dehydroksorybozo-fosforanawHoeijmakers i wsp., 2001). Giéwrrogs naprawy BER jest
tzw. krotkasciezka (ang.short patch, w ktérej polimeraza DNA3 dobudowuje pojedynczy
nukleotyd i usuwa resgt5-dehydroksorybozo-fosforangw(Allinson i wsp., 2001). Po
nackciu helisy, wolne odcinki DNA zostajpofaczone w reakcji ligacji katalizowanej przez
kompleks XRCC1- ligaza DNA lll. Z kolei w tzw. dtigj $ciezce (anglong patch naprawy
BER nastpuje zasipienie nici DNA, zawierajce] zmieniog zasag, przez fragment
wielkosci kilku nukleotydéw, w syntezie ktorego uczestyicpolimeraza DNA d/c.
W procesie tym zaangawane jest PCNA (stymuluje polimerdz endonukleaza FEN1
(nacina i przesuwa usufti nic DNA) oraz ligaza DNA |. Wybor poradzy diugy, a krotlky
sciezka BER zaley prawdopodobnie od rodzaju uszkodzenia i fazy wykbdmodrkowego
(Fortini i Dogliotti 2007).

Podsumowujc, wykonane we wspolnym projekcie badawczym z dr. Earbskim
eksperymenty wykazatyziw uszkodzonym obszarze chromatyny nagpuje utlenianie
deoksyguaniny(Zarcbski 2008; Zarebski i wsp., 2009), éwiadczy o tym,ze wzbudzony
jon etidiowy indukuje oksydacyjne uszkodzenia DNA W obszarach tych zaobserwowano
rowniez gromadzenie ligazy DNA [lI(Wyniki 4.1.14) nie zaobserwowano natomiast
akumulacji ligazy DNA [(Wyniki 4.1.13) Wyniki te jednoznacznie wskaayjiz powstate

uszkodzenia, ktére prowada do rekrutacji HP1, naprawiane @1 w wyniku aktywacji

......

W uszkodzeniu generowaneaspodwaojne pekniecia nici DNA (DSBS)

W ramach niniejszego projektu badawczego przeplaa@o eksperymenty,
w ktorych sprawdzano gromadzenie biatek naprawgzychestnicgcych w komadrkowych
procesach naprawy DNA. Zestawienie wszystkich cikgwn naprawczych, ktore uczestnicz
W poszczegolnych procesach naprawczych zamieszcmanBys. 5.1, kolorem zielonym
wyroézniono te biatka, ktére zbadano w konteile wprowadzonego uszkodzenia. Celem tych
eksperymentow bylo scharakteryzowanie uszkoadzgenerowanych przy zyciu
wzbudzonego jonu etidiowego, a takwykazanie, ktére z mechanizméw naprawczych

komorki aktywowane gsw procesie naprawy. Przyp hipotez, iz naprawa danego rodzaju
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uszkodzé odbywa s w wyniku aktywacji mechanizmu naprawczego, przyziald
charakterystycznego zestawu czynnikow, ktére gramasdic w miejscu uszkodzenia.
A zatem, aktywacja mechanizmu naprawczego wskangeobecn& danego rodzaju
uszkodzé DNA.

Uszkodzenie DNA

DSBs : oto-produkty UV
uszkodzenie P y
AR HE oksydacyjne @
J‘R\TTSSZ KU70/80
a - = =
DNA-PK GENER  CTCNER
MRE11 Rad50 ' i , DDB(XPC) CSA
RPA FEN1 glikozylaza DNA  glikozylaza DNA TFIH HMGN1
. APEA1 APE1 XPG TFIIH
Rad54 Artemis Pol XPA XPG
BRCA2 : PCNA XRCC1 RPA XPA
Lig XRCC1 XPF XPF
Lig1 PCNA Pols
Polsfe XRCC1
XRCC1 Lig3
Lig1
Lig3

Rysunek 5.1 Diagram komérkowych proceséw naprawy DN A

W zaleznosci od rodzaju uszkodzenia, nastepuje aktywacja odpowiedniego mechanizmu
naprawczego. Dwuniciowe pekniecia DNA (DSBs) naprawiane sg na drodze rekombinacji
homologicznej (HR) lub niehomologicznego tgczenia koncéw (NHEJ). W procesie naprawy przez
wyciecie zasady (BER) usuwane sg uszkodzenia oksydacyjne, z kolei naprawa fotoproduktéw UV
(CPD, 6-4PP) zachodzi w procesie wycinania nukleotydéw (NER). Kolorem zielonym zaznaczono
te biatka naprawcze, ktére badano w celu scharakteryzowania oksydacyjnych uszkodzen DNA,
wywotanych wzbudzonym (514 nm) jonem etidiowym.

Wykazano, 2 w miejscach uszkodaeDNA, indukowanych wzbudzonym jonem
etidiowym, gromadzi sikompleks biatkowy RPA, Rad51 oraz zachodzi fodtarja histonu
H2A.X (Zargbski 2008). Prowadzi to do wniosku, w badanym ukiadzie dwiadczalnym
powstag pekniecia nici DNA. Doktadny mechanizm powstawania DSBgemerowanym
uszkodzeniu nie jest jednak znangkRiccia nici DNA powstawé& mog albo bezpérednio
w wyniku dziatania swiatta wzbudzajcego na jEt, albo poednio w wyniku reakcji
oksydacyjnych, bez wudzialu interkalatora. Drugie jasétyienie wydaje si bardzo
prawdopodobne. Wykazano bowieny, pod wptywem silnego utleniacza {Bk), bez
obecndci interkalatora, nagpuje wyrany wzrost liczby DSBs w komorkach (Zhao i wsp.,

2007; Zaebski 2008). Dodatkowych argumentow dostargzafe badania, ktére dowoglzz
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endogenne, reaktywne formy tlenu (anBeactive Oxygen SpecieROS) powoduyy
powstawanie DSBs na drodzespadniej, w wyniku przeksztatcenia pojedynczyatkmpeé
nici DNA w podwojne DSBs (Vilenchik i Knudson 2003)

Przypuszcza zatem mana, & w badanym ukfadzie eksperymentalnym, w ktérym
do generowania lokalnych uszkodzehromatyny zastosowano wzbudzony jon etidiowy,
powstay uszkodzenia oksydacyjne oraz podwdjnoniciowkngcia DNA (DSBs), ktérych
powstawanie najprawdopodobniej zwane jest z generowaniem lub napgawlenionych

zasad.

Doniesienia naukowe podajiz y-H2A.X jest markerem uszkodzeddSBs (Rogakou
i wsp., 1998; Rogakou i wsp., 1999). Fosforyladgtdnu H2A.X prowadzi maze do zmian
w obrbie catej struktury domeny chromosomowej, w kt@nmepjduje sj uszkodzone DNA
(Paull i wsp., 2000) oraz stanowi sygnat wywedy akumulag} innych biatek naprawczych
(Celeste iwsp., 2002). Wiadomo jednak,imaktywacja H2A.X nie powoduje powstania
fenotypu z defektem naprawczym, a zatem fosforgl&t@A.X nie wydaje si by¢ niezlzdna

w naprawie (Bassing i wsp., 2002; Celeste i wsp022.

Wykonane w ramach niniejszego projektu eksperyynangkazaty, # w obszarach
lokalnych, indukowanych wzbudzonym jonem etidiowym, uszkodze& chromatyny
wystepuja skupiskay-H2A.X, ktore wskazuja na obecndé DSBs(Zargbski 2008; Zarebski
I wsp., 2009). Powstate w miejscach uszkagdzsodwadjne pknigcia nici DNA wydaj si¢
by¢ naprawiane w mechanizmie opartym na rekombinammdiogicznej (HR). Hipoteza te
jest zgodna z obserwacjktéra wykazata,z w miejscu uszkodzenia wygluja ziarnistgci
RAD51 oraz zachodzi gromadzenie biatka RPA ¢dski 2008). Mechanizm NHEJ nie
wydaje s¢ by¢ zaangaowany w naprawie, na co wskazuje brak rekrutacjmpleksu
KU70/KUB0 w obszarze uszkodzonyVyniki 4.1.10) Nie mana jednak wykluczg, iz
zachodzi aktywacja NHEJ, a liczba powstalych uszkddSBs jest tak mataze stzenie
nagromadzonego w miejscu uszkodzenia biatka KU7ddmpe s¢ ponizej progu detekcji
mikroskopu. Doniesienia naukowe pagajz rekrutacja Ku70 obserwowana jest tylko
wowczas, gdy generowana jest olbrzymia liczba usz&oDSBs, nie wykluczone réwnig
ze Ku70 mae nalee¢ do grupy biatek naprawczych, ktore nie twprcharakterystycznych
skupisk w miejscach powstatych uszkodlZ¥5Bs (Bekker-Jensen i wsp., 2006).
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Nasuwa si tutaj przypuszczeniezikomorki (60% néwietlanych komorek), w ktérych
obserwowane gromadzenie obydwu biatek naprawcAAIR51 | RPA, najprawdopodobniej
znajdowaly st w fazie S lub G2 cyklu komdérkowego, gdw fazach tych naprawa DSBs
odbywa s¢ przy udziale HR. W hodowli komoérkowej, w fazie wgtu logarytmicznego,
okoto 60% komorek znajdujeesiv fazie S lub G2 cyklu komorkowego (£aski 2008).
Mozliwe réwniez, iz w usuwaniu generowanych wzbudzonym jonem etidiowym
uszkodzeniach DSBs przesenaprawa HR nad NHEJ, a mechanizm tego swoistghony

pomicdzy szlakami naprawczymi nie zostat jeszcze dokéagdoznany.

W naprawie powstatych uszkodza oksydacyjnych nie uczestniczy NER

W indukowanych wzbudzonym jonem etidiowym uszkodalh obszarach
chromatyny obserwowano akumulagjlikozylazy OGG1, XRCC1 i ligazy DNA 1l (Rapp
i wsp., 2009 - praca w przygotowaniu). Wyniki telfeznacznie wskazyjna aktywagcj
literaturowe podaj jednak,ze naprawa utlenionej guaniny zachd@édmnaze nie tylko na
drodze BER, lecz rownieNER (Le Page i wsp., 2000; Sunesen i wsp., 2082jeruje to,z
generowanegt metod uszkodzenia mogtyby Bynaprawiane w mechanizmie naprawczym
NER. Chocia mazliwos¢ ta wydaje si by¢ prawdopodobna, nie zaobserwowano jednak
rekrutacji czynnika transkrypcyjnego TFIIH (aniganscription Factor Il H (Zargbski 2008;
Rapp i wsp., 2009 — praca w przygotowaniu), ktaryastniczy w obydwu szlakach naprawy
NER, TC-NER i GG-NER (Rys. 5.1\Wyniki uzyskanych eksperymentéw pozwalay
zatem wykluczy¢ udziat mechanizmu NER w naprawie indukowanych wzbdzonym

jonem etidiowym uszkodz& DNA, ktore prowadza do rekrutacji HP1.

Naprawa powstatych uszkodzé oksydacyjnych odbywa s¢ w wyniku

aktywaciji fizjologicznych proceséw naprawczych komiki

Naswietlanie komérek w zoptymalizowanych dla tej mgtodarunkach powoduje
powstawanie jedynie niewielkiej, policzalnej liczinyejsc gromadzenia RPA (Zdnski 2008;
Rapp i wsp., 2009 — praca w przygotowaniu) i tynmga metoda ta spetnia warunki
stawiane uszkodzeniom subletalnym (Bekker-Jensespi, 2006). Stwierdzizatem mana,

iz opracowana dla potrzeb niniejszego projektu metegaowadzania indukowanego
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wzbudzonym jonem etidiowym, lokalnego i kontrolowgo uszkodzenia chromatyny spetnia
podstawowy, stawiany technikom generowania lokdinyszkodzé DNA, wymoég aktywaciji
fizjologicznych mechanizméw naprawczych w komorkabtozna zatem przypuszozaze
rowniez rekrutacja HP1 nie jest artefaktem, lecz elementmipowiedzi fizjologicznej
komorki. Opracowana przez zespot badawczy Pracdvafizyki Komorki WBBIB UJ
metoda jest stosunkowo prosta w zastosowaniu, ewatpliwie stanowi olbrzymy jej
przewag, w porownaniu z innymi metodami wprowadzania usiz@ DNA. Najwicksz
zaley tej metody jest iycie $wiatta widzialnego, a zatem ma przypuszcza iz

w generowanym uszkodzeniu przema utlenianie zasad nad innymi uszkodzeniami.
Obserwacje wykonane przy zyciu mikroskopu konfokalnego pozwolity na
scharakteryzowanie procesOw naprawczych, zaangaych w naprawie indukowanych t
metody uszkodzé DNA. Wykazano, 4 wzbudzony swiattem jon etidiowy wywotuje
uszkodzenia oksydacyjne i prowadzi do powstaniavggrych peknig¢ nici DNA (DSBs),
ktore powodyj aktywacg homologicznej naprawy (HR) oraz krotkidgciezki drogi

naprawczej BER.

5.3 Gromadzenie biatka HP1 w obszarach lokalnych uszkan
chromatyny swiadczy o zaangaowaniu HP1 w procesie

naprawy DNA

Heterochromatynowe biatko HP1 nate do grupy wysoce konserwatywnych,
niehistonowych biatek chromatynowych, ktére wpstia u eukariota. Wszystkie trzy
izoformy biatka (HP#&, HP13 i HP1ly) posiadaj na C-ka&icu domern chromoshadow,
zawierajica identyczny motyw dimeryzacyjny, ktory zaangwany jest w tworzenie homo-
oraz heterodimerow (Cowieson i wsp., 2000), azd¢akv oddziatywaniach z biatkami
zawierajcymi konsensusogvsekwengj PxVxLx (Smothers i Henikoff 2000). HP1 zawieyraj
N-koncowa chromodomegy ktora wize sk niespecyficznie do DNA poprzez Me2K9H3 oraz
Me3K9H3 (Jacobs i Khorasanizahed 2002). Dane titeoave podaj, iz HP1 oddziatuje
zdwa grupm biatek pdrowych, wréd ktérych odnal® mazna biatka zaangawane
w regulacg transkrypcji, remodeling chromatyny, replika¢jnaprave DNA, a take biatka

zasocjowane z chromosomami czy strukturalne otogz#rowej (Li i wsp., 2002).
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Wszechstronni funkcji biatek HP1 w rénych procesachyfirowych, nasuwa zatem pytanie,
czy biatka te uczestniczynog rowniez w mechanizmach odpowiedzi na uszkodzenie DNA.
Do czasu rozpoegzia niniejszego projektu badawczego brak byto danya temat udziatu

HP1 w procesach naprawy DNA.

Rekrutacja biatka HP1 zachodzi w odpowiedzi na uszkdzenie oksydacyjne

Opracowana dla potrzeb niniejszego projektu metegaowadzania lokalnych
uszkodzé DNA, indukowanych wzbudzonym jonem etidiowymsyta zostata do badania
réznic w wewntrzjagdrowym rozktadzie biatka HP1 w odpowiedzi na uszerde.
Przeprowadzona analiza mikroskopowa wykazatayszystkie trzy izoformy HP1 @, B, v)
ulegaja rekrutacji do indukowanych wzbudzonym jonem etidiovym obszarow lokalnych
uszkodzer oksydacyjnych Odkrycie to wzbudzito die zainteresowanie, gédynie byto
wczesniejszych doniesie aby biatko HP1 zaangawane byto w jakkolwiek komaorkowg
odpowied na uszkodzenie DNA (Li i wsp., 2002; Singh i Gexdog 2002; Hediger i Gasser
2006; Lomberk i wsp., 2006; Fanti i Pimpinelli 20®&von i Workman 2008). Eksperymenty
wykazaty, ze zarowno endogenne HP1, jak ibiatko fuzyjneagmdne z GFP, ulega
akumulacji (Wyniki 4.1.2) Co ciekawe, gromadzenie to obserwowano zarOwno
w euchromatynowych, jak i heterochromatynowych abszh gdrowych (Zarebski i wsp.,
2009). Co wgcej, wykonane eksperymenty pokazaly,procesgromadzenia biatka HP1
jest odwracalny i oddysocjowanie HP1 z obszarow ukadzen zachodzi po okoto 8-10
godzinach od uszkodzenia(Zarebski i wsp., 2009). Zmniejszeniegzgnia biatka HP1
w obszarze uszkodzonym zachodzi zapewne ponazdemiu naprawy, w wyniku ktérej
nastpuje usungcie powstatych uszkodaeCo wicej, eksperymenty wykonane na mutantach
NER wykazaly, & proces ,oddysocjowania” HP1 z miejsc uszkodzenjavdanego UV
wydaje s¢ zachodzi znacznie wolniej w nieobecém funkcjonalnej naprawy NERWyniki
4.2.7)
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Gromadzenie HP1 zachodzi tylko w warunkach tlenowylt i w obecndci

wzbudzonego |Et

Dane literaturowe sugetyjiz oksydacyjne uszkodzenie chromatyny jest ¢pettvem
wzbudzenia jonu etidiowego (Krishnamurthy i ws@9Q@). Mazna zatem przypuszozaiz
obserwowana rekrutacja biatka HP1 zachédedzie tylko w obecnéi wzbudzonego jonu
etidiowego. Sugestia ta potwierdzona zostata wgmeadzonej analizie mikroskopowe;.
Zaobserwowano bowiemz iniewzbudzonywiattem (514 nm) jon etidiowy, podobnie jak
I samo n&wietlanie bez fotouczulacza, nie powoduje rekrutbgtka HP1(Wyniki 4.1.3)
(Wiernasz 2004). Wynika to z faktuz iw warunkach tych nie zachodzi uszkodzenie
oksydacyjne i potwierdza,zi gromadzenie HP1l jest odpowiedai na wywotanie
uszkodzenia oksydacyjnego Ponadto, kolejne eksperymenty, w ktérych zastesaw
metody immunofluorescencji, pokazaty,w nieobecnéci tlenu nie zachodzi utlenianie reszt
guaniny w DNA (Zarebski i wsp., 2009). Wyniki tyadbserwacji potwierdzajpostawion
wczesniej hipotez, ze w badanym ukladzie é&eiadczalnym, w generowaniu
oksydacyjnych uszkodzé& chromatyny uczestniczy tlen W tym kontekcie wydaje sj
prawdopodobne,ze w warunkach beztlenowych nie¢dzie zachodZi uszkodzenie
oksydacyjne i tym samym rekrutacja HP1 rowmée kedzie obserwowana.

Podobm rekrutacje HP1 obserwowano w miejscach uszkodae

wywotanych przez UV

Opisane tu eksperymenty wykazahge biatko HP1 zaangawane jest w napraw
oksydacyjnych uszkodaeDNA. Mozna zatem podejrzewa iz skoro HP1 uczestniczy
w naprawie BER oraz naprawie DSBs, #iwe, ze zaangzowane ono rownie bedzie
w naprawie innego rodzaju uszkodzenp. wywotanych przez UV. Przypuszczenia te
potwierdzity wyniki wstpnych, wykonanych na Uniwersytecie w Amsterdamie
eksperymentow, ktore wykazabye biatko HP1 ulega rekrutacji do indukowanych przez
UV uszkodzeh DNA, ktére sa naprawiane na drodze NER(Luijsterburg i wsp., 2009).
W dodwiadczeniach tych komorki gaietlano swiattem o diugéci fali 266 nm lub
promieniowaniem ultrafioletowym pochagz/m z lampy UV-C i przepuszczanym przez
porowaty filtr. W obydwu metodach generowandakalne uszkodzenia DNA w postaci CPD

oraz 6-4 PP, ktore powodugktywacg procesu naprawczego NER (Moné i wsp., 2001; Moné
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I wsp., 2004; Dinant i wsp., 2007; Luijsterburgspy, 2007). Podkié¢ nalezy, iz w obydwu
metodach generowania uszkofizdV, nie obserwowano rekrutacji biatek uczestgayzh
w naprawie DSBs (Dinant i wsp., 2007; Luijsterburgvsp., 2009), wnioskowa zatem

maozna,ze w warunkach tych nie powsiajszkodzenia SSBs, anitBSBs.

Niezwykle interesujce wyniki, pokazujce akumulag biatka HP1 w odpowiedzi
na uszkodzenie wywotane przy pomocy UWyniki 4.2.2) a take maliwos¢ odbycia
potrocznego pobytu w laboratorium prof. Roel’a Variel'a (Uniwersytet Amsterdamski),
przyczynity s¢ do nawjzania wspotpracy z holenderskimgérodkami naukowymi, ktore
specjalizug sie w badaniach nad mechanizmami naprawy DNA.zk@a byla zatem
kontynuacja dalszych baglanad roj biatkka HP1 w kontelcie naprawy NER.
Przeprowadzone we wspotpracy z dr. M. Luijsterbierg’ eksperymenty wykazaty,z i
wszystkie trzy izoformy HP1 ulegaj akumulacji w obszarach lokalnych uszkodzé
wywotanych przez UV, ktére wyznakowanegsnagromadzonym biatkiem naprawczym
DDB2. Dalsze déwiadczenia, wykonane we wspoélnym projekcie badawcghuijsterburg
i wsp., 2009) pokazaly,zigromadzenie HP1 obserwowane bylo w mutantach NER,
a zatem proces rekrutacji HP1 zachodzi niezalmie od aktywndci mechanizmu
naprawczego NER Dalsze eksperymenty dowedzmgromadzenia HP1 w komoérkach
OGG1-/-, ktore nie zawiergjgenu kodujcego glikozylaz OGG1 (Rapp i wsp, 2009 — praca
W przygotowaniu),przypuszcza zatem mana, iz proces rekrutacji HP1 jest réwniez

niezalezny od drogi naprawczej BER

Biatka HP1 gromadz si¢ w miejscach podwadjnych gknieé¢ nici DNA

W metodzie wprowadzania lokalnych uszkadzehromatyny, indukowanych
wzbudzonym jonem etidiowym, generowagenksydacyjne uszkodzenia DNA oraz powsta;
podwojne gkniecia nici (DSBs) (Zarebski wsp., 2009). Wydawate satem logiczne, aby
sprawdzé, czy akumulacja HP1 zachod#icdzie w komérkach riavietlanych castkamia,
ktore prowadz do powstania liniowych torow DSBs na obszaggiej komdrkowych (Aten
i wsp., 2004; Williams i wsp., 2007; Stap i wsp008). Wykonane we wspoOtpracy z Janem
Stap’em eksperymenty pokazadyomadzenie biatka HP1 w komodrkach nd&wietlanych
czastkami a (Wyniki 4.3.1) Co ciekawe, rekrutacja ta obserwowana byta dlaysikich
trzech izoform biatka HP1: HR1HP1B oraz HP% (Luijsterburg i wsp., 2009). Wiadoma, i
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usuwanie podwadjnych giniec¢c DNA z genomu komorek ssaczych odbywa sa dwoch
drogach: HR oraz NHEJ. Doniesienia literaturowegmade naprawa oparta na rekombinacji
homologicznej (HR) dominuje w fazie S i G2, z kahkgiprawa oparta na niehomologicznym
tgczeniu kacdw (NHEJ) dominuje w fazie G1 cyklu komdérkowegoyian i Kanaar 2006).
Co wiccej, proces NHEJ zainicjowany zostaje przez dimef78/80 (Mari i wsp., 2006),
ktérego podjednostka KU70 beZpednio oddziatuje z biatkiem HR1(Song i wsp., 2001).
Wykonane w ramach niniejszego projektu eksperymetylazaty, ¥ akumulacja biatka HP1
do obszar6éw DSBs nie zaleod dimeru KU70/8@Wyniki 4.1.10)Swiadczy to zatem o tym,
ze akumulacja biatek HP1 do miejsc podwdjnyekrpec nici DNA (DSBs) zachodzimaoze
niezalenie od naprawy NHEJ. Podsumowayj stwierdzé zatem mana, iz rekrutacja biatek

HP1 wydaje sé by¢ elementem ogolnej odpowiedzi komorki na rine uszkodzenia DNA

Gromadzenie HP1 nie wynika z agregacji chromatyny

W literaturze istnigj doniesienia mowgce, i swiatto laserowe o wysokiej mocy nie
tylko generuje olbrzymie uszkodzenia DNA, lecz wyuye réwniez lokalng destrukog
histonéw oraz innych, zasocjowanych z chromatyompleksow biatkowych (Bekker-Jensen
i wsp., 2006). Doniesienia takie wydagic prawdopodobne, gdymozna przypuszcza
iz ztozonas¢ | ogromna gstas¢ uszkodzé chromosomoéw przewgza bedzie komorkovy
zdolng¢ do naprawy tych uszkodazeW takich warunkach ni® zachodz stabilizacja lub
agregacja matrycy DNA, co me prowadzi do gromadzenia biatek, ktére specyficznie
oddziatup z kaacami DNA (Lieber i wsp., 2003). Nasuwasic, zatem wtpliwosci, czy
obserwowane gromadzenie biatka HP1 wynika rzecoviz jego udziatlu w procesach
naprawczych, czy jest me wynikiem agregacji i niespecyficznegeczenia si biatek
chromatynowychub lokalnej agregacji chromatyny w miejscu uszlema. Eksperymenty
wykonane na biatkach histonowych gmtonych z GFP wydajsic rozwiewa& powyzsze
watpliwosci (Wyniki 4.1.8) Doswiadczenia te wykazaly,ziw miejscu uszkodzenia nie
nastpuje zwtkszenie lokalnego &tenia budujcych chromatya biatek histonowych (H1,
H2B, H3).Potwierdza to zatem sugestiz wprowadzone uszkodzenie jest subletalne i na tyle
mate,ze wywotuje tylko naturalne mechanizmy naprawcze é&kin Co wicej, w obszarze
uszkodzonym nie zachodzi lokalna agregacja chromaty. Co ciekawe, doniesienia
naukowe podaj iz procesom naprawy DNA me towarzyszy globalna lub lokalna

relaksacja struktury chromatyny (Escargueil i wgp08).
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Zgromadzone w miejscu uszkodzenia biatko HP1 jest obilne

Wykonana w ramach niniejszego projektu analiza roskopowa, w ktorej
wykorzystano technik fotoblaknicia (Wyniki 4.1.6) wykazata, % biatkko HP1
nagromadzone w miejscu uszkodzenia, indukowanego tuzdzonym jonem etidiowym,
jest ruchliwe i ulega wymianie z §drowg pula biatka. Co ciekawe, pomimoziHP1 nie
jest zwpzane trwale, jego lokalneggenie w miejscu uszkodzenia pozostajezsae nik przed
uszkodzeniem. Pojawiagszatem przypuszczeniee w miejscu uszkodzenia mog istnie¢
dwie subpopulacje biatka HP1, natywna (tzn. zwzana w caldci przez ,ogony
histonowe”) oraz nagromadzona, przywoltywana w wynilk uszkodzenia Podobne
pomiary ruchliwdci biatka HP1 prowadzono réwriev komorkach uszkadzanych UV, g t
roznicg, ze w tym przypadku komérki poddawano globalnemu $wietlaniu
promieniowaniem ultrafioletowym (Luijsterburg i wsp@009). Eksperymenty te rowuie
wykazaty, ze w obszarze uszkodzonym rgstje immobilizacja cgsteczek biatka HP1.
Ponadto, analiza porbwnawcza z komoérkami riemetlonymi pozwolita oszacowa ze
okoto 15% c3steczek biatka zostaje immobilizowana w miejscukadzenia (Luijsterburg
i wsp., 2009). Kwesii otwaryy pozostaje jednak to, w jaki sposob odbywa groces

rekrutacji, oraz jak biatko HP1 zostaje zmane w miejscu uszkodzenia.

Proces gromadzenia HP1 ma charakter enzymatyczny

Cechy charakterystyczn proceséw enzymatycznych jest t@ warunkisrodowiska,
aw szczegolnmi temperatura, silnie wplyw@jna przebieg tych proceséw. Natomiast
procesy fizyczne zalg od temperatury w skali bezwzghej. Sprawdzenie zaleosci
temperaturowej akumulacji biatka HP1 mogto zaterstal@wzy wskazéwek o naturze tego
procesu. Przeprowadzone w tym celu eksperymentyaratly, # obnizenie temperatury
silnie zmniejsza tempo rekrutacji HP1 Iub je hamuje i sprawia, ze skzenie
nagromadzonego w miejscu uszkodzenia biatka jest anznie nizsze (Wyniki 4.1.5) Tego
rodzaju temperaturowa zates¢ rekrutacji biatka sugerujez iakumulacja HP1 w miejscu
uszkodzenia me by kontrolowana w procesie enzymatycznym i nie wyddgemiec cech

adsorpcji.
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Tempo gromadzenia biatka HP1 jest znacznie wolnigge nz innych biatek

naprawczych

Aby doktadniej scharakteryzowaproces gromadzenia biatka HP1, wykonano
pomiary zmian rozmieszczenia HP1 w uszkodzonydnach komérkowychHWyniki 4.1.4)
Przeprowadzono doktadranaliz, ktora wykazata,z po kilku minutach od uszkodzenia
nastepuje zwiekszenie lokalnego stzenia HP1 w obszarze uszkodzonym, a maksymalne
lokalne stzenie biatka, na poziomie 130-160% osiagane jest po 30-40 min od
uszkodzenia Co ciekawe, tempo gromadzenia HP1l jest znacznie wolniejsze
w poréwnaniu z tempem gromadzenia innych, badanycbiatek naprawczych (Rys. 5.1),
takich jak: RPA, Rad5l1, APEX, XRCC1 czy PCNA (Rappwsp., 2009 - praca
w przygotowaniu). Poréwngg czas obecrgi HP1 w miejscu uszkodzenia, z wyznaczonymi
eksperymentalnie czasami obegridiatek naprawczych BER (Hamilton i wsp., 200BpR
I wsp., 2009 — praca w przygotowaniu), zauwamaozna, ze HP1 pozostaje w miejscu
uszkodzenia diej, i znacznie wolniej przywotywane jest do obszarszkodzonego.
Obserwacje te pozwalgjprzypuszczé, iz biatkko HP1 moze by zaangaowane nie tyle
W sam proces naprawy, tzn. odtworzenie sekwencji DN lecz raczej inne procesy, ktére
towarzysza naprawie DNA. Moze to by przekazywanie sygnatu o uszkodzeniu.ZNee

jest te, iz HP1 stanowi ,platforra do tadowania” innych biatek.

5.4 W procesie rekrutacji biatka HP1 do miejsc uszkodzé& DNA

uczestniczy domena CSD

Biatko HP1 zbudowane jest z dwoch konserwatywrgamen: chromodomeny (CD)
oraz domeny chromoshadow (CSD), ktére oddzielaneejpnem zawiasowym (anbinge
(Eissenberg i Elgin 2000; Lomberk i wsp., 2006) ré&dhodomena wize st bezpdrednio
do zmetylowanej lizyny 9 histonu H3 (Jacobs i Khlsamrsizadeh 2002). Z kolei domena
chromoshadow oddziatuje z dugrupm biatek gdrowych (Li i wsp., 2002; Thiru i wsp.,
2004).

Opisane w niniejszej rozprawie eksperymenty wykaz& biatko HP1 ulega

gromadzeniu w obszarach lokalnych uszkadaksydacyjnych. Jeli zatazy¢, ze proces ten
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jest zwhzany z bezpgednim oddziatywaniem HP1 z uszkodzonym DNA, lubiatkami
kompleksu naprawczego, mma przypuszcza iz w procesie rekrutacji kluczawrole
odgrywa tylko jedna domena CD, CSD lub “hinge”. épmowadzone eksperymenty wyglaj
sie wskazywa, ze proces rekrutacji HP1 zachodzi przy udziale anjagetj st na C-kacu
domeny chromoshadow. Co ¢eej, dostepnos¢ C-konca biatka wydaje se by¢ kluczowa

w procesie rekrutacji czy whazania HP1 w uszkodzonym rejonie chromatynySugest te
potwierdzag eksperymenty, ktore wykazaty; przylaczenie EGFP-LacR do C-koca HP1
powoduje zahamowanie akumulacji biatka do obszanéwkodzé oksydacyjnych(Wyniki
4.1.7) Nasuwa to przypuszczeniee fragment EGFP-LacR stanowi pewnego rodzaju
zawa@ przestrzeny dla oddziatywé domeny chromoshadow zinnymi biatkami, m.in.
zaangaowanymi w rekrutagl HP1 do miejsc uszkodaeDNA. Wskazywatoby to,ze
zarekrutagy HP1 do obszarow uszkodzenogy by¢ odpowiedzialne biatka oddzialge

z domen CSD.

Dalszych dowoddw, potwierdzgych istotm role domeny CSD, dostarczyty
eksperymenty wykonane na mutantach delecyjnyclkdidP1, ktére nie zawieraty domeny
CD, CSD Ilub regionu hinge (Luijsterburg i wsp., 2D0W tym celu wyznakowano
fluorescencyjnie mutanty HP1l, a ngmiie sprawdzono ich rekrutgcjdo obszarow
uszkodzé UV. Co ciekawe, wykazanoz iani delecja w olgbie chromodomeny (CD), ani
w obrebie regionu zawiasowego nie wplywaja rekrutagj biatka. Wyrany zanik rekrutacji
obserwowano natomiast w przypadku mutantéw z dele@brbie domeny chromoshadow.
Wykazano rownig, ze sama domena CSD jest wystargzajdo rekrutacji. W tym celu
zbadano mutanta delecyjnego, ktory zawierat jedytoenerr CSD sprzzong z GFP
(Luijsterburg i wsp., 2009). Zauwano, ze domena chromoshadow (CSD) jest niezbina
I wystarczajaca w rekrutacji HP1 do obszaréw uszkodzgé UV. Przypuszcza zatem
mozna, ze C-koniec biatka HP1, a doktadniej znaphg s¢ na nim domena chromoshadow,
petni istotry rolg w rekrutacji biatka HP1 do uszkodzonej chromatyAyzatem, podobnie
jak w przypadku uszkod#e oksydacyjnych, w procach rekrutacji, czy gmania HP1
w obszarach uszkodzdJV, mogs by¢ zaangaowane inne biatka, oddziahge z domeg
CSD.
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Metylotransferaza SUV39 nie gromadzi s w obszarach uszkodzé UV

Wiadomo,ze metylotransferaza histonowa SUV39 odpowiedzigsa za potroja
metylacg lizyny 9 histonu H3 (Me3K9H3). Doniesienia litamabwe podaj, ze domena CD
biatka HP1 wize st z DNA poprzez Me2K9H3 oraz Me3K9H3 (Jacobs i Kisarszahed
2002). Ponadto, metylotransferaza SUV39 nie tylipaaviada za potréjnmetylacg K9H3,
lecz take jest jednym z partnerow interakcji dla domeny (8élka HP1 (Aagaard i wsp.,
1999; Czvitkovich i wsp., 2001). Nasuwagszatem sugestiaz metylotransferaza SUV39
moze ulega akumulacji w miejscach indukowanych przez UV usized DNA. Sugestia ta
wydaje s¢ o tyle prawdopodobnaze SUV39 generuje miejsca asgania dla HP1,
a wczdniejsze eksperymenty wykazalyz inagromadzone biatko ulega immobilizaciji
w miejscach uszkodae a zatem musi zostaw tym miejscu jaké€ zwigzane. Powysze
watpliwosci wydaje s¢ rozwiewa kolejny eksperymen{Wyniki 4.2.4) ktéry dowodzi,
w obszarach uszkodz# UV nie nasepuje rekrutacja SUV39H1.

W obszarze uszkodzonym nie zaobserwowano wzrostuzpomu Me3K9H3

Sygnatem ,przywotycym” biatko HP1l w heterochromatynie jest metylacja
Me2K9H3 oraz Me3K9H3. Zatem logiczne jest przypusmie, ¥ metylacja mae by
réwniez sygnatem do rekrutacji HP1 w miejscu uszkodzeAly sprawdzt te hipotez
wykonano eksperymenty, w ktérych badano, czy w keshanym wzbudzonym jonem
etidiowym, uszkodzonym obszarze chromatyny ¢pagée wzrost poziomu metylacji
Me3K9H3 (Wyniki 4.1.9) Uzyskano wynik negatywny, tzn. w miejscu uszkaiaenie
zaobserwowano zwkszenia poziomu metylacji Me3K9HSwiadczy to zatemiz potréjna
metylacja w obrebie lizyny 9 histonu H3 nie jest sygnatem do rekracji HP1
w obszarach uszkodz&. Ponadto, wydaje sirdwniez mato prawdopodobne, aby w miejscu
uszkodzenia nagtowata podwodjna metylacja lizyny i Me2K9H3 byto fisieem przydczenia
dla nagromadzonego biatka HP1. Te obserwacje aastanwskazowek, aby przypuszeéza
ze Wigzanie nagromadzonego w miejscu uszkodzenia bialRda bBdbywa si na zupetnie
innej zasadzie nitypowe wazanie biatek HP1 w heterochromatynie.
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Rekrutacje biatka HP1 obserwowano w komdrkach Suv39-/-

W celu dostarczenia kolejnych dowodéw nazs,chromodomena HP1 rzeczyeie
nie jest konieczna w rekrutacji biatka, sprawdzoopy akumulacja HP1 zachodzi
w komorkach MEFs Suv39dn, ktére nie zawigrabydwu genow metylotransferazy
histonowej Suv39hl i Suv39h®@Vyniki 4.2.3) Jak ju wczeniej wspominano, biatka tea s
metylotransferazami genegaymi potréjry metylacg K9H3, ktora jest miejscem widania
dla CD HP1l (Cheutin i wsp., 2003). Opisane dksperymenty pokazaty wyrazna
akumulacje biatka HP1p w obszarach lokalnych uszkodze UV, w komdrkach Suv39dn
Nasuwa si zatem sugestige w rekrutacji HP1 nie uczestniczy metylotransfar&JVv39,
ani poprzez generowanie miejscagnania dla chromodomeny (Me3K9H3), ank fgoprzez
wigzanie domeny chromoshadow HP1. Prawdopodobniekmtegji i/lub wigzaniu biatka
HP1 nie uczestniczy chromodomena, a gromadzenie ##hodzi przy udziale domeny
chromoshadow (CSD). Co yaej, biatkiem przywotuyjcym HP1 do obszarow uszkodzeie
wydaje s¢ by¢ metylotransferaza histonowa, lecz zaonim by inne biatko oddziahace
z domer CSD. Przypuszcza zatem mana,  nagromadzone w obszarach uszkodae
biatko HP1 jest wigzane na innej drodze ni w heterochromatynie, tzn. nie poprzez

metylowane reszty lizyny histonu H3

5.5 Rekrutacja biatka HP1 do obszaréw uszkodzg wywotanych

przez UV nie zaley od aktywnosci biatek naprawczych NER

Komorki ssakow wyszych wykorzysty proces naprawy NER do usuwania
indukowanych przez UV uszkodzeDNA. Dane literaturowe podsgjze uszkodzenia UV
powodup uruchomienie procesow takich, jak: rekrutacja CAfreen i Almouzni 2003) czy
ubikwitynizacja lizyny 119 histonu H2A (Bergink isp., 2006). Co wktej, procesy teas
wyraznie zalene od wijzania i aktywacji biatek wchodeych w sktad kompleksu ,pre-
incision” szlaku naprawy NER (Polo i wsp., 2006)zypuszczd zatem mena, i
towarzyszaca uszkodzeniom UV rekrutacja HP1 Zate bedzie od aktywnéci biatek
naprawczych NER. Informacji na ten temat dostasczeksperymenty wykonane na
mutantach delecyjnych NERWyniki 4.2.5) Przeprowadzone obserwacje mikroskopowe

wykazaly, ¥ biatko HP1 ulega rekrutacji w dwoéch niezalgch mutantach XP-A, DDB2 oraz
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XP-C. Sugeruje to, zateny, do rekrutacji HP1 nie jest wymagane podwdjne wasiei (ang.
dual incisior). Ponadto, wjzanie HP1 w miejscu uszkodzenia nie wydagebst ani p&nym,
ani tez wczesnym etapem naprawy DNA. Stwietdzatem mena, ze wigzanie HP1 nie

zalezy od aktywnaosci biatek GG-NER.

Wiadomo, ze zatrzymanie polimerazy RNAPII jest sygnatem dgtelszkodzenia
w naprawie TC-NER. W kolejnych etapach naprawygpagé gromadzenie czynnikow NER,
ktore zalea od czynnika sprgajgcego CSB (Fousteri i wsp., 2006). Ponievekumulacja
HP1 zachodzita w komérkach CS-B (Luijsterburg i wsp009), sugeruje to zateny i
rekrutacja biatka HP1 nie zalezy od aktywnej naprawy TC-NER. Wnioskow& zatem
mozna, ze biatko HP1 w jaki sposob uczestniczy w naprawie NER, ale, paradoiesgkest

ono zupetnie niezalde od NER.

Wiazanie HP1 wywotane jest obecrfaia 6-4PP

Wykonane w ramach niniejszego projektu eksperyynenikazaty,ze gromadzenie
biatka HP1 jest niezatee od biatek naprawczych NER. Kwestitwart pozostaje jednak to,
czy oddysocjowanie HP1 z miejsca uszkodzeniazgabel istnienia funkcjonalnej naprawy
NER. Na tym etapie pracy nie mma bylo wykluczy, ze obecn& nienaprawionego
uszkodzenia wptyw@bedzie na zachowanie biatka HP1. Na pasage wtpliwosci wydaje
sie odpowiada eksperyment wykonany na komodrkach XP-A, w ktorgaobserwowano,
ze poziom biatka HP1, nagromadzonego w miejscu wzkoUV, pozostaje nadal wysoki
po 4 godzinach od uszkodzen(@Vyniki 4.2.7) Przeciwne zjawisko zaobserwowano
w komodrkach XP-A z przywrocarnzdolndcig naprawy XPA, gdzie poziom zgdanego HP1
stopniowo zmniejszat sii po 4 godzinach od uszkodzenia lokalngzeshie HP1 osigneto
wartags¢ poziomu wygciowego. Sugeruje to zatenmy wigzanie HP1 wywolywane jest
gtéwnie obecndcia 6-4PPs Z danych literaturowych wiadomee ten rodzaj uszkodae6-
4PPs) usuwany jest w czasie okoto 4 godzin w teakevania naprawy, w przeciwistwie
do CPDs, ktérych poziom nadal pozostaje wysoki i@sar wsp., 2005).

Podsumowujc, HP1 wydaje sié by¢ pierwszym przyktadem biatka, ktérego

rekrutacja do miejsc uszkodz@& UV zachodzi niezalenie od ktdéregokolwiek ze znanych

biatek naprawczych NER Co wkcej, czas pozostania HP1 w miejscu uszkodzenia
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prawdopodobnie zalgy od tego, czy uszkodzenie zostato naprawione, c#z nie, co

sugeruje jego znaczenie w procesie naprawy chramaty

5.6 Rekrutacja biatka HP1 zachodzi we wszystkich fazaclkyklu

komorkowego

Rekrutaogg HP1 do miejsc uszkodze wywotanych przez UV, w komorkach
z upaledzony napravg NER, ttumaczy mazna tym, # obserwowane komorki znajdowakhg si
w fazie S cyklu komorkowego. Doniesienia literatueo podag bowiem, ze gdy widetki
replikacyjne (faza S cyklu komorkowego) napoikajszkodzenie UV dochodzi do ich
zatrzymania i nagpuje aktywacja procesu naprawczego HR (Dinant i .wg907).
Co wiecej, uszkodzenia typu DSBs powstgodczas replikacji, gdy na drodze widetek
replikacyjnych znajgl sic dimery cyklobutano - pirymidynowe (CPD) (Garinigvsp., 2005).
Jest zatem prawdopodobne, gromadzenie HP1 w miejscu uszkodzenia wyhikaoze
z zatrzymania replikacji w fazie S i naprawy fotogwktow UV w wyniku aktywacji procesu
HR, a nie NER. Niejasri6 t¢ wydaje s¢ ttumaczy eksperyment, w ktorym jako markera faz
cyklu komérkowego iyto PCNA — biatka, ktére posiada charakterystyczdia
poszczegolnych faz cyklu komodrkowego rozktad wawajadrowy (Wyniki 4.2.6)
Obserwacje mikroskopowe wykazaty, riekrutacja biatek HP1 zachodzi w komdrkach
typu dzikiego, jak i w komorkach z upgledzom naprawa NER, zarowno w fazie S, jak
i w fazie G1/G2 Kolejnych dowodoéw na potwierdzenie tej hipotezytdoszaj obserwacje
wykonane na komorkach $wietlanych czstkamia, w ktorych kolokalizacja HP1 gH2A.X
widoczna byla we wszystkich obserwowanych komorkdkchijsterburg i wsp., 2009).
To z kolei wskazujeze wigzanie HP1 w obszarach uszkodzonych niezgatel fazy cyklu

komédrkowego.

Dodatkowych dowodow na niezateos¢ rekrutacji HP1 od fazy cyklu komoérkowego
dostarczyty pomiary gdrowego rozktadu biatka HP1 w komérkach nieprolifgcych
(komérki GO; komorki zahamowane w cyklu podziatowyamg.quiescent cells w ktorych
zastosowano antygen Ki67 jako marker proliferagmiérek (Luijsterburg i wsp., 2009).
Zaobserwowano wyrag akumulacg HP1 w miejscach uszkodzevywotanych przez UV

w komorkach GO. Wyniki tych eksperymentow suggruf akumulacja HP1 nie wynika
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z zahamowania replikacji Co wkcej, wigzanie HP1 po ndwietlaniu UV zachodzi
zarowno w komorkach dziehcych sk, jak i niepostepujacych przez cykl podziatowy
Przypuszcza zatem mana, i podobnie, jak w przypadku indukowanych UV uszkadze
DNA, niezalene od fazy cyklu komorkowego, gromadzenie HP1 zdeidadwniez bedzie
w odpowiedzi na uszkodzenia oksydacyjne, aczkolwigdoteza ta wymaga potwierdzenia

eksperymentalnego.

5.7 Kaskada transdukcji sygnatu w ktérej uczestniczy AR nie

wptywa na rekrutacje biatka HP1

Doniesienia literaturowe podgjze w odpowiedzi na uszkodzenie, oprocz naprawy
DNA, nastpuje rownie aktywacja szlaku kinaz sygnatowych oraz punktowmtkainych
cyklu komorkowego, czemu towarzyszy fosforylacjaziiych bialek uczestnigzych
w komorkowej odpowiedzi na uszkodzenie DNA (aD{lA damage responsBDR) (Bartek
I Lukas 2007). Po wykryciu uszkodzenia DNA, w kid€yz punktéw kontrolnych komorki
(ang.cell cycle checkpointG1/S, S, G2/M lub M), nagbuje zahamowanie p@gtowania
przez cykl podziatowy. Zatrzymanie pe@sbwania przez kolejne fazy cyklu sprawia,
ze komorka dysponuje dodatkowym czasem potrzebnymmamawe uszkodzenia, a gdy
uszkodzenie jest zbyt de by mogto zostanaprawione, komorka wchodzi na decgpoptozy
(Zou i Elledge 2000; Bartek i Lukas 2001). Zaobsemano,ze kaskada sygnatowa ATM
(ang.Ataxia Telangiectasia Mutatggest gtownym regulatorem w odpowiedzi na podwdjne
peknigccia nici DNA (DSBs) (Kastan i Lim 2000). Z kolei AT (ang.ATM-Related Family
uczestniczy gtownie w odpowiedzi na uszkodzenia @dblokowanie transkrypcji czy
hipoksg (Costanzo i Gautier 2003). Ponadto, aktywacji lazlaygnatowego kinazy ATR,
indukowanej promieniowaniem UV, towarzyszy charajdg/czna dla UV ubikwitynizacja
histonu H2AX (Bergink i wsp., 2006). Doktadny menlmn aktywacji ATR nie zostat
jeszcze poznany i nie wiadomo, czy ATR wymaga aktyei NER, czy mae ATR
bezpdrednio oddziatuje z uszkodzonym DNA (O’Driscoll spu, 2003; Choi i wsp., 2007).

Wyniki wykonanych w ramach niniejszego projektu swimdczéh dowodz,

iz rekrutacja HP1 nie wymaga aktywsco czynnikbw NER. Pojawia sizatem pytanie, czy

akumulacja HP1 zaly od aktywndci ATR. Odpowiedzi na powygze pytania wydaje i
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dostarcza eksperyment, w ktorym badano akumujabjatka HP1 w komorkach Seckel
(Wyniki 4.2.8) ktore posiadaj powanie zredukowam ekspresj ATR (O’Driscoll i wsp.,
2003). Wykazano bowiem; biatko HP1 gromadzi seé w rejonie uszkodzonej chromatyny
w komorkach Seckel Sugeruje to zatem, 4 rekrutacja HP1 nie zalezy od aktywnasci
kinazy ATR.

Podsumowujc, wykonane eksperymenty dowadaz rekrutacja HP1 nie wymaga
indukcji aktywowanej uszkodzeniem DNA kaskady sygwej, w ktOrej uczestniczy ATR,
I jak wspomniano wczmiej — nie jest te elementem naprawy NER, ani BER. Nasuwa si

zatem przypuszczenige HP1 to element nieznanej gibtciezki sygnatowej.

5.8 Nagromadzone w rejonach uszkodzae biatko HP1

uczestniczy w komorkowej odpowiedzi DDR

Po wykonaniu pierwszych eksperymentow, w ktoryeloliserwowano gromadzenie
biatka HP1, pojawito si pytanie, jaka jest funkcja HP1 w miejscu uszkodzeKolejne
doswiadczenia planowano w ten sposob, aby zbadk biatka w komdrkowej odpowiedzi
na uszkodzenie DNA (DDR). Zadanie to okazalp Isy¢ jednak znacznie trudniejszezni
pocatkowo zaktadano. Ogromna liczba wykonanych ekspentow dostarczyta bardzo
wielu informacji na temat zachowania HP1l w odpowieda uszkodzenie. Dokladny
mechanizm, w ktorym zaangavane jest HP1, wgt jednak pozostaje zagagdRWV rozdziale
tym przedstawione i omoOwione zosjaeksperymenty, ktére pozwolity wykluczylub

potwierdzt przypuszczalne funkcje biatka HP1 w miejscu uszkodh.

Utrata biatka HP1 powoduje zwiekszenie wraliwosci na UV

Na pytanie o to, jak istotne jest HP1 w naprawsekodzonej chromatyny, moa
odpowiedzié badajc komorki pozbawione tego biatka. Wykonano zatenspekyment
na nicieniachC. elegans(Caenorhabditis elegahs ktére utracity HPL-1 oraz posiadaj
wrazliwy na temperatur allel HPL-2 (Luijsterburg i wsp., 2009). Wykorzgsie tego
mutantaC. eleganspozwolito omirg¢ opisany w literaturze problem letaked nicieni,
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wynikajace] z utraty obydwu biatek HP1 (Coustham i wsp.0&@0Schott i wsp., 2006).
Wykonane eksperymenty sugeruiz rola biatka HP1 wydaje siby¢ kluczowa w wydajnej
naprawie DNA. Co wicej, zaobserwowana,e w przypadku podwdjnych mutantdmpl-
2/hpl-1 promieniowanie UV-B powodowato natychmiastowe zabwanie wzrostu. Co
ciekawe, jeden z dwoch, HPL-1 lub HPL-2, wydawatlsy¢ wystarczajcy do prawidtowe;j
odpowiedzi na uszkodzenie DNA. To z kolei sugerujeutrata obydwu biatek HP1
powoduje wysola wrazliwosé na promieniowanie UV. Przeprowadzone eksperymenty
dowodz waznej roli biatek HP1 w odpowiedzi na uszkodzenie DNNalezy wspomnié, ze
proby powtérzenia tych eksperymentéw na komorkasczych byly niemdiwe, gdyz
wytaczenie genu (angknock-ouf HP1 w komodrkach ssaczych jest letalne (Filesispw
2002; Schotta i wsp., 2004).

Zgromadzone przy uszkodzonej chromatynie biatko HPJprawdopodobnie

zaangaowane jest w przebudow chromatyny

W komorkach eukariotycznych, gtdwprzeszkod w naprawie NER jest upakowanie
DNA w post& chromatyny, ktore dziata hamap na procesy zachagtz2 w DNA (Hara
i wsp., 2000; Ura i wsp., 2001; Wang i wsp., 19K9Imorki posiadaj jednak maszyneyi
.remodelingu” chromatyny, deki ktérej tworzone jestsrodowisko bardziej sprzyjage
lokalnej naprawie DNA (Linger i Tyler 2007). Wiadonve naprawa NER w mono- i dwu-
nukleosomowych fragmentach DNA jest zngmz wzmocniona przez zaee od ATP
czynniki remodelingu chromatyny, m.in. SWI/SNF orAZF1 (zawieracy ISWI) (Hara
i Sancar 2002; Ura i wsp., 2001). Z danych litemattych wiadomo rOownig iz procesy takie,
jak: ubikwitynizacja histonow (Kapetanaki i wspQ@®; Wang i wsp., 2006a), acetylacja
w obrbie biatek histonowych (Brand i wsp., 2001; Marinewsp., 2001; Rubbi i Milner
2003; Fousteri i wsp., 2006) czy matych biatek kovagch (GADDA45, ING) powoduj
zwigkszenie dospnasci do nukleosomowego DNA (Carrier i wsp., 1999; @ig i wsp.,
2001). Z innych opracowia nhaukowych wiadomo,ze procesy te powodujwyrazne
zwickszenie tempa naprawy NER vivo (Smith i wsp., 1996; Wang i wsp., 2006b; Kuo
i wsp., 2007). Uwza sk, ze w celu zachowania informacji epigenetycznej, goniciu
uszkodzenia, komérki mugodtworzy oryginalry struktug chromatyny, a w procesie tym
uczestnicz specyficzne czynniki (Groth i wsp., 2007). Zapropaany w literaturze model

dostp — naprawa — odtworzenie zakilada,remodeling chromatyny zachodzi przed oraz
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po naprawie DNA. Co wtej, model ten okazuje¢sby¢ bardzo pomocny w zrozumieniu
naprawy NER w konteicie chromatyny, gdyzaktada si w nim, ze w procesie remodelingu
chromatyny uczestnigaegulatory epigenetyczne (Smerdon 1991; Greemiodizni 2002).

W literaturze istniegj doniesienia wskazage, ze zalgne od ATP czynniki
remodelingu chromatyny, takie jak: SWI/SNF oraz ACBdgrywag wazng role w procesie
naprawy DNA (Hara i Sancar 2002; Ura i wsp., 20029. wiccej, eksperymenty innych
osrodkow badawczych wykazaty; ACF1 oddziatuje bezpoednio z domefnchromoshadow
biatka HP1 (Eskeland i wsp., 2007). Powstaje zagsmanie, czy w miejscu uszkodzenia
nastpuje akumulacja ACF1l. Na powgze pytania odpowiada eksperyment, ktory pokazat,
ze W miejscu indukowanych przez UV uszko@lzBNA zachodzi rekrutacja kompleksu
remodelingu chromatyny ACF1 (Luijsterburg i wsp.002). To z kolei sugeruje,
zegromadzenie HP1 mde by powigzane z rekrutaciy ACF1. Sugesti t¢ wydaje s¢
potwierdza& fakt, ze podobnie jak w przypadku HP1, rekruta8CF1 obserwowano rownie
w komorkach XP-A, ktorym brakuje funkcjonalnej nawy NER. Nasuwa si rowniez
przypuszczenieze HP1 wraz ACF1 zaangaowane mog@ by¢ w naprawe uszkodzenia,

w innym mechanizmie n typowa droga naprawy NER

Innym biatkiem wchodgcym w sktad kompleksu remodelingu chromatyny jeatko
BRG1 (ang.Brahma-Related Gene),lktore naley do rodziny SWI/SNF kompleksow
remodelingu chromatyny (Singh i wsp., 2007; Najpold i wsp., 2007). Wykazana, BRG1
bezpdrednio oddziatuje z domerCSD biatka HP1 (Nielsen i wsp., 2002). Powstajema
pytanie, czy w obszarach uszkofizeastpuje akumulacja BRG1. Wykonane eksperymenty
dowodz, ze w miejscu indukowanych przez UV uszko@lZENA rekrutowany jest kompleks
remodelingu chromatyny BRGANyniki 4.2.14) To z kolei sugerujeze rekrutacja biatka
HP1 moze by¢ powiagzana z rekrutacja BRG1. Co wkcej, obserwowana rekrutacja BRG1
w komoérkach z updedzory napravs NER (XP-A) pozwala przypuszazaiz HP1, ACF1
oraz BRG1 mog@ uczestnicz¢ w odpowiedzi na uszkodzenie DNA w odmiennym

mechanizmie ni typowa naprawa NER

Ciekawych obserwacji dostarcza eksperyment, w ktdwprowadzano liniowe tory
DSBs w pdrach komérkowych. W uszkodzonych w ten sposob k&eoh zauway¢ mazna
wyrazng kolokalizacg biatka HP1 z obszarami chromatyny wyznakowanyraepty-H2AX

(Wyniki 4.3.1) Z danych literaturowych wiadomoze takie rozmieszczenie HP1 jest
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odmienne od rozkladu biatek uczestnimzch w naprawie DSBs (Rad51, DNA-PK), gdy
biatka te zlokalizowanegsv matych obszarach wewtnz duzych domen chromatynowych,
ktore zawiergj y-H2AX (Aten i wsp., 2004; Bekker-Jensen i wsp., @00ro z kolei wydaje
sie wskazywd, ze biatko HP1 asocjuje z dio wigkszymi domenami chromatynowymi

niz sam fragment zawieracy uszkodzone DNA

Zrekrutowane biatko HP1 najprawdopodobniej nie uczetniczy w procesie
metylacji DNA

Doktadny mechanizm procesu odtworzenia informagigenetycznej w miejscu
uszkodzenia DNA nie zostat jeszcze poznany. Wiad@doak,ze DNA komorek ssaczych
jest metylowane w pozycji 5 reszty cytozyny w dwkieotydach CpG, a w procesie tym
uczestniczy metylotransferaza Dnmtl oraz Dnmt3anmE3b. Z doniesie naukowych
wiadomo roOwnie, iz metylotransferaza Dnmtl uczestniczy w zachowywawzorow
metylacji w nowo zsyntetyzowanej nici DNA (Leonhardvsp., 1992; Chuang i wsp., 1997)
oraz posiada preferencje w stosunku des@pwo zmetylowanych dwunukleotydow CpG,
ktore powstaj w trakcie replikacji DNA (Bestor 2000). Dane ligurowe poda,j
ze metylacja DNA odgrywa bardzo wa role w wielu procesach afrowych, m.in.
w regulacji ekspresji gendéw oraz struktury chromatyej, a take w prawidtowym rozwoju
i roznicowaniu komorek (Li i wsp., 1992; Bird 2002). fpmszcza zatem mana,
iz zachowanie informacji epigenetycznej w czasie aagr DNA kxdzie kluczowe dla
przezycia komoérki. Odtworzenie informacji epigenetyczmejmiejscu uszkodzenia odbywa
sie przy udziale metylotransferazy Dnmtl, w rekrutadjiérej uczestniczy PCNA
(Mortusewicz i wsp., 2005Po0jawia s¢ zatem pytanie, czy w miejscu uszkodzenia zackiodzi
bedzie gromadzenie metylotransferazy Dnmtl. Wykonaksperymenty(Wyniki 4.1.12
i Wyniki 4.2.9) pokazug, iz zarowno w przypadku oksydacyjnych uszkadZeNA, jak
I uszkodzé UV, metylotransferaza Dnmtl gromadzi s¢ w obszarach lokalnych
uszkodzeh DNA. Co wkcej, zauwaono réwnie, ze w rejonach uszkodiaenraz z Dnmtl
rekrutowane jest réwniez PCNA. To z kolei sugerujeze przywotywanie Dnmtl do

miejsca uszkodzenia mee odbywa sie przy udziale PCNA

Metylacja cytozyny jest niezwykle istotna w rozwokomorek ssaczych, giy

powigzana jest ona z procesem wyciszania genow (Bir@)2@b ciekawe, metylacja DNA
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uczestniczy w procesie hamowania transkrypcji gercaéciowo poprzez rekrutagjbiatek
zawierajcych domen wigzaca si¢ z CpG (angmetyl-CpG binding domain protestore
wybiorczo rozpoznaj zmetylowane dwunukleotydy CpG. Przedstawicielerdzioy tych
biatek jest MeCP2 (angnetyl-CpG binding protein)2ktore zbudowane jest z pojedynczego
polipeptydu i zawiera domerwiazaca si¢ z CpG (Lewis i wsp., 1992; Nan i wsp., 1997) oraz
drugs domen, ktora uczestniczy w hamowaniu transkrypcji (Hasp., 2008). Na podstawie
doswiadczé innych grodkéw badawczych statloesoczywiste,ze MeCP2 uczestniczy tad

w hamowaniu transkrypcji genow, poprzez rekrutaigacetylaz histonowych (HDAC) (Nan

i wsp., 1998; Jones i wsp., 1998) oraz metylacgtondw (Fuks i wsp., 2003).

Opisane w niniejszej rozprawie eksperymenty wykazia w miejscu uszkodzenia
nastpuje rekrutacja metylotransferazy Dnmtl, a to sujgete zachodz bedzie metylacja
DNA. Zatem, jéli w miejscu uszkodzenia pojawigpic zmetylowane dwunukleotydy CpG,
przypuszcza mazna, ze w obszarach lokalnych uszkodzBNA zachodzt rowniez bedzie
rekrutacjia MeCP2. W wykonanych eksperyment@dlyniki 4.2.11)nie zaobserwowano
jednak gromadzenia MeCP2 w obszarach lokalnych uszkizen UV. Brak rekrutacji
MeCP2 tlumacz§ mazna tym, ze stzenie zmetylowanego DNA, lub #6 rekrutowanego
w miejscu uszkodzenia MeCP2, jest zbyt mata, jEnprogu detekcji. Nie jest rowrie
wykluczone, ze w miejscu uszkodzenia zachodzi rekrutacja innlgiek zawierajcych
domer MBD (ang.methyl-CpG binding domain family of proteina nieobecn@ MeCP2
wynika z konkurencji o miejsce wéania i z ré@nic w stopniu powinowactwa tych biatek do
dwunukleotydéw CpG (Fraga i wsp., 2003).

Dane literaturowe podgjze jednym z partnerow interakcji dla domeny CSD Kaiat
HP1 jest metylotransferaza Dnmtl (Fuks i wsp., 2@¥&nner i Fuks 2007). Wykonane
w ramach niniejszego projektu eksperymenty wykagzaty podobnie jak to miatlo miejsce
w przypadku HP1, ACFl1 oraz BRG1, rekrutacja Dnmtiseswowana byla réwnie
w komorkach XP-A. Zatem, §& metylotransferaza Dnmtl bezpednio oddzialuje z HP1,
przypuszczéa mazna, ze w przywotywaniu biatka HP1 do miejsc uszkodzemiaestnicz§
bedzie Dnmtl. Powjszego przypuszczenia nie potwierdza jednak eksparyifWyniki
4.2.10) ktéry pokazuje,2 HP1 wchz ulega gromadzeniu w komorkach z wgzonym genem
(ang. knock-ouf Dnmtl. Ta obserwacja dowodzie rekrutacja HP1 nie jest powigzana
z aktywnoscia Dnmtl. Nasuwa s zatem przypuszczeniee to widnie biatko HP1 shiy¢

moze jako platforma tadgga dla licznych regulatorow epigenetycznych (Breénin€&uks
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2007), ktore zaangawane g w mechanizmy komorkowej odpowiedzi na uszkodz&mii.
Wykazano bowiem,zi biatko HP1 odgrywa kluczogvrole w procesie metylacji DNA
u Neurospora(Freitag i wsp., 2004). Co wgej, w modelu tynHP1 mogtoby uczestniczg
w rekrutacji takich biatek, jak: Dnmtl, ACF1 czy BRGL1.

Nagromadzone biatko HP1 prawdopodobnie uczestniczyw regulacii

transkrypcji

Powszechnie wiadomage w mechanizmie komoérkowej odpowiedzi na uszkodzeni
DNA (DDR) dochodzi do zahamowania transkrypcji. Wadstawie déwiadczeé wielu
osrodkow badawczych byto jasnge hamowanie transkrypcji w odpowiedzi na uszkodzeni
UV jest niezalene od jakichkolwiek znanych biatek NER, wchedgch w skiad kompleksu
~pre-incision” (Kantor i Hull 1979; Moné i wsp., BQ; Kruhlak i wsp., 2007; Solovjeva
i wsp., 2007). Z danych literaturowych wiadomo r@swn ze przywotywanie biatka HRil
oraz HPB prowadzi do kondensacji chromatyny, czemu towarygykastyczne zmniejszenie
ekspresji genow (van der Vlag i wsp., 2000; Ayyaaati wsp., 2003; Verschure i wsp.,
2005). Opisane niedawno w literaturze zjawisko b&auzniego oddziatywania biatka HP1
z polimeraz Il RNA (RNAPII) w komorkach ludzkich (Mateescu isp., 2008), wydaje si
by¢ bardzo interesage. Autorzy publikacji podaj bowiem, ze biatko HPB oddziatuje
Z nieaktywra polimeraz Il, co prowadzi do hamowania ekspresji genéw. Crcey,
zwigzanie HPB do chromatyny powoduje zahamowanie skladania akiysdw transkrypciji,
takich jak: mediator oraz TFIIB. Opisane powydane literaturowe potwierdadpamowanie
transkrypcji przy udziale HBL(Smallwoood i wsp., 2008). Z innych donigsieaukowych
wiadomo, ze aktywacji genow towarzyszy dysocjacja HBFPlwigzanie HPY do aktywnej
polimerazy RNA II. Zaproponowany mechanizm regula@nskrypcji gendéw, w ktorym

uczestniczy biatko HP1 (Mateescu i wsp., 2008), aygde by¢ zatem bardzo ciekawy.

Przypuszczamazna, i rekrutowane w miejscu uszkodzenia HP1zenaczestniczy
w procesie regulacji transkrypcji gendw, ktory gpsje po néwietlaniu UV. Przypuszczenia
te potwierdzaj dane literaturowe, ktére podapge indukowane przez UV uszkodzenia DNA
prowada do zahamowania transkrypcji, ktéra zachodzi nezzéd od funkcjonalnej naprawy
NER (Moné i wsp., 2001). Na podstawie $dtadczér innych dgrodkow badawczych
wiadomo, ze czynnik skfadania chromatyny (CAF-1), ktéry oddizje z biatkiem HP1,
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rowniez gromadzi s} w obszarach uszkodzdJV, ale w sposéb zatay od naprawy NER
(Green i Almouzni 2003). Doniesienia t¢lsardzo interesage, gdy obydwa biatka: CAF-1
i HP1 oddziatuj ze soh w czasie replikacji (Quivy i wsp., 2004). Z uwa to,ze wigzanie
CAF-1 zaley od funkcjonalnej naprawy NER, w przecingwie do wizania HP1,
pojawiap sie zatem vgtpliwosci, czy obydwa te biatka réwnieoddziatuyj ze sol w trakcie
naprawy DNA. Nasuwa situtaj myl, ze proces odpowiedzi HP1 na uszkodzenie DNA

odbywa s¢ na innej drodze nimechanizm naprawczy, w ktérym uczestniczy CAF-1.

Wykonane dla potrzeb niniejszego projektu ekspeniy wykazaty,ze biatka HP1
rekrutowane g do wywotanych przez UV obszarow lokalnych uszk@debromatyny, bez
udziatu ktéregokolwiek ze znanych czynnikdw NERg@rkt uczestnicg w rozpoznaniu
uszkodzenia. To z kolei sugerofvanaze, ze nieznane dotychczas biatko rozpoznaje
uszkodzenie izapogikowuje mechanizm odpowiedzi na uszkodzenie DNA, ktérym
uczestniczy HP1. Wydajecsiez bardzo prawdopodobnge HPIr oraz HPB mog aktywnie
hamowa transkrypog w miejscu uszkodzenia UV, z kolei HPluczestniczy moze
W ponownym rozpocggiu (ang.re-initiation) procesu transkrypcji, po naprawie uszkodzenia.
Ponadto, doniesienia literaturowe pegap promieniowanie UV powoduje proteolityczne
uszkodzenie polimerazy RNA 1l, co prowadzi do zabasmnia transkrypcji (Ratner i wsp.,
1998). Co wgcej, po nawietlaniu UV nasfpuje utrata zwjzanego z chromatynbiatka
Chkl, czemu towarzyszy defosforylacjia H3T11l idédaeja histonow, co naginie
prowadzi to do zahamowania transkrypcji (Smits ipw=006; Shimada i wsp., 2008).
Wydaje s¢ wiec prawdopodobne,e komérka uruchamia kilka niezateych mechanizméw,
aby zahamowatranskrypat w uszkodzonej przez UV chromatynies zaekrutacja HP1 mae

by¢ elementem jednego z nich.

Nagromadzone biatko HP1 i Suv4-20 mag uczestnicz¢ w mechanizmie

wyciszania genéw

Modyfikacje potranslacyjne w odsie biatek histonowych (PTMs) odgryvdaj
kluczowy role w regulacji proceséwafirowych, takich jak: transkrypcja genow, sktadanie
chromatyny, replikacja, rekombinacja oraz naprawsBerger 2007; Downs i wsp., 2007;
Groth i wsp., 2007). ,,Ogony histonowe” podlégaog acetylacji, metylacji, fosforylaciji,
ubikwitynizacji, a take ADP-rybozylacji (van Holde 1989). Modyfikacje viorobie biatek
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histonowych dziala mog jako represory lub aktywatory transkrypcji (Fisehlwsp., 2003;
Lachner i wsp., 2003; Vaquero i wsp., 2003).

Jedynym metylowanym aminokwasem w ,ogonie” histbtadujest lizyna 20 (H4K20),
ktéra mae podlegd pojedynczej, podwadjnej lub potréjnej metylacji (peme2, me3).
Doniesienia podg] ze MelK20H4 wysipuje w duych ilosciach w nieaktywnym
chromosomie X i jest rownomiernie rozmieszczonausheomatynie oraz heterochromatynie,
a talkee asocjuje z transkrypcyjnie aktywnymi genami ($ala wsp., 2005; Barski i wsp.,
2007). Z kolei Me2K20H4 preferencyjnie lokalizujehszarami nieaktywnej euchromatyny,
zas Me3K20H4 dominuje w heterochromatynie konstytutgyviiKohlmaier i wsp., 2004;
Sims i wsp., 2006). Z innych doniesi&viadomo,ze metylotransferaza histonowa PR-Set7
powoduje pojedyncz metylacg w obrbie K20, a powstale MelK20H4 slijako substrat
dla metylotransferazy Suv4-20, ktéra generuje MeB® oraz Me3K20H4 (Schotta i wsp.,
2004). Przed kilkoma laty odkrytae metylotransferaza SUV4-20 bezpdnio oddziatuje
ze wszystkimi trzema izoformami biatka HP1, a w rueécji SUV4-20 do obszaréw
heterochromatyny pericentrycznej uczestniczy &édRitaz HPPB (Schotta i wsp., 2004).
Co wiccej, badacze podgjiz podwdjna metylacja Me2K9HS3, ktora zachodzi przyiabe
metylotransferazy SUV39, konieczna jest do indukdg3K20H4 (Schotta i wsp., 2004).
Co ciekawe, metylacja w offyie K20H4 wydaje s uczestniczy w odpowiedzi
na uszkodzenie DNA, gdyzmniejszenie komdrkowego poziomu SUV4-20h1/h2 KgNR
prowadzi do zmniejszenia skupisk nagromadzonegoP33®& komoérkach riavietlanych
promieniowaniem jonizgcym (Yang i wsp., 2008). Wydaje¢szatem prawdopodobneg
metylotransferaza SUV4-20 uczestni€apaze w komérkowej odpowiedzi na uszkodzenie
DNA. Potwierdzenia dla tego przypuszczenia dostaelzsperymenfWyniki 4.2.12) ktéry
wykazat wyrang rekrutacje metylotransferazy SUV4-20hl do obszaréw lokalnych
uszkodzer UV. To z kolei sugerujeze nagromadzona metylotransferaza uczesthiozge
w zahamowaniu transkrypcji, ktéra towarzyszy uszawiu. Nie mana rownie wykluczy,
zenagromadzone w miejscu uszkodzenia SUV4-20 i HP1 zestnica w procesie

modyfikacji struktury chromatyny, ktéry towarzyszy uszkodzeniu i naprawie DNA
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5.9 Podsumowanie

Niedawno pojawita gi praca badawcza, w ktérej autorzy (Ayoub i wsp.0&0
sugeruy, iz w odpowiedzi na powstate uszkodzenia DSBsepagt oddysocjowanie biatka
HP13 z obszarow uszkodzenia, na skutek fosforylacji eloynCD. Hipoteza dysocjacji HP1
jest zupetnie odmienna od obserwacji poczynionychramach niniejszego projektu
i uzyskanymi wynikami, ktére wyimie wskazuj na gromadzenie HP1 w obszarach
lokalnych uszkodaeDNA. Do wprowadzenia uszkodzenia, autorzy publikgkyoub i wsp.,
2008) uwyli mikro-nawietlania swiattem laserowym (405 nm oraz 365 nm), po
wczesniejszym uwraliwieniu komérek barwnikiem interkalggym z DNA (Hoechst), a tak
globalnej ekspozycji na promieniowanie jonpng (3 Gy) oraz inhibitora enzymu
topoizomerazy Il - etopozydu (lek o dziataniu cyabgcznym, ktéry powoduje jedno- oraz
dwuniciowe gkniecia DNA). Podkréli¢ jednak naley, ze uzyskane przez nich wyniki nie
zostaty potwierdzone zzyciem innej, niewymagagej uwraliwienia komorek metody,

Cco jest istotne w tego typu eksperymentach (LukZariek 2008).

Nowe swiatlo na ten problem rzuca eksperyment, w ktoryomé&rki inkubowano
z barwnikiem Hoechst (interkalator DNA), a rgmstie wykonano mikro-riavietlanie przy
uzyciu lasera (405 nm), w celu wprowadzenia lokalnydzkodzé DSBs (Luijsterburg
i wsp., 2009). Déwiadczenia te wykazalyze w miejscach powstatych DSBs nrgmtje
lokalne gromadzenie biatek HP1, bez wrul na to, czy obszary lokalnego uszkodzenia
obecne byly w euchromatynie, czyztew heterochromatynie. Przypomdienalezy,
ze gromadzenie HP1 w rejonach DSBs obserwowano sawmi omoéwionych wczéniej
eksperymentach, w ktorych komorki smaetlano castkami a. Co wicej, wykonane
w ramach niniejszego projektu i roOwnieomowione wczéniej eksperymenty pokazaty,
ze wigzanie biatka HP@, zarowno dogdrowych obszarow savietlanych promieniowaniem
UV, jak i oksydacyjnych uszkodaeDNA, nie wydaj sie zaleze¢ od chromodomeny ani tym
samym od fosforylacji CD. Wykazano bowieni, zmutowane biatko HP1 (HBIT51A),
ktore nie zawieratlo miejsca fosforylacji tyrozynyp D, wcigz byto rekrutowane obszaréw
uszkodzé DNA wywotanych przez UV (Luijsterburg i wsp., 2009

Dalszych wyjanien na pozornie wykluczage sé obserwacje zachowania biatka HP1
w odpowiedzi na uszkodzenia DSBs dostarcza najrewsaca badawcza (Zarebski i wsp.,
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2009), w ktorej autorzy sugenyjiz odpowied biatka HP1 zachodzi w dwdch procesach.
W pierwszym procesie naguje bardzo szybka dysocjacja HP1 z uszkodzonegaaob
chromatyny, z kolei w drugim - powolne gromadzebiatka HP1 w miejscu uszkodzenia.
Bimodalny model dysocjacji i rekrutacji HP1, ktomaktada, z wyskpuja dwie fazy
odpowiedzi biatka HP1 na uszkodzenie, zaproponowaostat rownie¢ w innej pracy
badawczej (Ayoub i wsp., 2009). Autorzy tej pubbk wykazali, #+ w fazie pierwszej
nastpuje bardzo szybkie oddysocjowanie HP1 z obszarsmkadzenia, obecnych zaréwno
w eu-, jaki heterochromatynie, a w procesie tymegtziczy kinaza CK2, ktéra fosforyluje
HP1 (T51). Fosforylacja HBiT51P powoduje uwolnienie chromodomeny biatka z DNA
Naukowcy (Ayoub i wsp., 2009) podKtajs, iz dysocjacja HP1 me by bardziej widoczna
w uszkodzonych rejonach heterochromatyny, z uwag wicksze stzenie HP1
w heterochromatynie. Z kolei w fazie Il ngstje powolna rekrutacja HP1 do miejsc
uszkodzé, a w procesie tym, niezaleym od fosforylacji T51, kluczoyv rolg odgrywa
domena chromoshadow. Ponadto, autorzy (Ayoub i,viZf9) wyj&niaja, iz obserwowana
kolokalizacja HPR-T51P z obszarami DSBs wynika z gromadzenia, w m@zimie
zaleenym od domeny CSD, ggteczek biatka zawiergjych T51P. Dodatkowych dowoddw
potwierdzagcych niezalenos¢ akumulacji HP1 od fosforylacji T51 dostarczaglalsze
eksperymenty, ktére wykazatyz iinhibitor kinazy CK-2 (TBB) powoduje zahamowanie
fosforylacji T51, jednake nie wpltywa on hamaggo na proces akumulacji HP1 w rejonie

uszkodzonym (Ayoub i wsp., 2009).

Opisane w niniejszej rozprawie @dadczenia nie potwierdzajhipotezy, w ktorej
HP1 oddysocjowuje z obszarow uszkatiZeNA, ale dowodz, ze niezalenie od rodzaju
uszkodzenia (UV, DSBs, uszkodzenia oksydacyjne) igjstach tych nagpuje rekrutacja
biatek HP1. Co wicej, proces gromadzenia wydaje siie¢ charakter enzymatyczny i nie
zaleze¢ od aktywndci biatek naprawczych NER, anizt@aprawy DSBs. Wykazano rownje
ze w gromadzeniu HP1 kluczawole odgrywa domena CSD. Zagadgozostaje jednak to,
jak przywolywane jest biatko oraz w jaki sposob mmgadzone HP1 oddzialuje
z chromatyn. Obserwacje mikroskopowe pokazaty bowiera, metylotransferaza SUV3-9
nie ulega rekrutacji w obszarach uszkagzani te nie wydaje si by¢ zaangaowana
w proces rekrutacji, gay gromadzenie HP1 obserwowano w komérkach zagzginym
genem (angknock-ouf metylotransferazy SUV39. To z kokaviadczy o tymze w procesie
wigzania biatka HP1 w obszarze uszkodzonym nie uczestilomena CD, co potwierdzity

kolejne eksperymenty, ktore wykazahg rekrutacji HP1 nie towarzyszy akiszenie stopnia
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metylacji Me3K9H3 w uszkodzonym obszarze chromatyinpe déwiadczenia pokazaty,
ze wigzanie HP1 nie zaky od obecnéci metylotransferazy 1 (Dnmtl), ktéra jest jednym
z partnerow interakcji dla domeny CSD biatka HPlek@wych obserwacji dostarczyt
rowniez inny eksperyment, ktéry wykazat rekrutacpetylotransferazy H4K20 (SUV4-20)
w obszarze uszkodzonym. To z kolei sugeruje, metylotransferaza SUV4-20 be
uczestniczy wraz z biatkiem HP1 w modyfikacji struktury chrotyay, ktora towarzyszy
uszkodzeniu DNA. Ponadto, wykryta w miejscu uszlemia rekrutacja kompleksow
.remodelingu” chromatyny, ACF1 i BRG1, dowodzi tgcego s§ w tym miejscu procesu
przebudowy struktur wysokoagdowych chromatyny. Przypuszezazatem meéna, @
nagromadzone w miejscu uszkodzenia HP1 uczesthioage w procesach reorganizacji

struktury chromatyny, ktore towarzysmaprawie DNA.

Wykonane w ramach niniejszego projektu eksperygpnenvskazuy na
niespodziewany, interesigy i wydapcy sk by¢ powszechnym, zwrek pome¢dzy procesem
naprawy DNA arearamacj struktury chromatyny. Ostatnie doniesienia literaive
wskazuy na bezpéredni udziat biatek HP1 w regulacji transkrypcpodag, ze biatko HPB
asocjugc z nieaktywn polimeraz RNA |l powoduje zahamowanie ekspresji genodw,
z drugiej jednak strony HR1igze st do aktywnej, pracyggej polimerazy RNA Il (Mateescu
i wsp., 2008; Smallwood i wsp., 2008). Wydaje satem prawdopodobnee biatka HP1
uczestnicz w jednym, albo w dwoch procesach: 1) odtworzeniuksury chromatyny po
zakaczeniu naprawy DNA oraz/lub 2) zahamowaniu trans&liyw uszkodzonych rejonach
chromatyny, gdy, jak podaje literatura, uszkodzenie DNA prowadzn zdahamowania
transkrypcji w sposob niezaley od tocacego s¢ procesu naprawczego (Moné i wsp., 2001,
Solovjeva i wsp., 2007). Ponadto, opisany w tegpreksperyment, w ktérym obserwowano
akumulacg HP1 w komorkach ze zredukowgekspresj ATR pozwala przypuszcéaze
w mechanizmie gromadzenia HP1 zaamgeany jest nieznany dgd szlak detekcji, ktory

wydaje s¢ przebiega odmiennie do poznanych szlakow detekcji uszkodeeni

5.10 Propozycje dalszych déwiadczen

Zaprezentowane i omowione W niniejszej rozprawiksperymenty opisyj

interesugce zjawisko, jakim jest udziat biatek HP1 w procgsaaprawy DNA i DDR oraz
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stanowy one swego rodzaju zagh do kontynuacji badaw tym temacie. Pomimoz iudato
sic zbad@ kinetyke procesu gromadzenia HP1, zagadkcigz pozostaje jednak wiele
aspektow tego zjawiska. Nie wiadomo np. jakie fyakspetnia nagromadzone w miejscu
uszkodzenia biatko HP1. Nie poznano rowni@oktadnego, molekularnego mechanizmu
rekrutacji HP1. Porkj przedstawione zatem zosiapropozycje kilku déwiadcze, ktére

w znacacy sposéb maog przyczyné sie do rozwizania zagadki gromadzenia biatek HP1

w kontekscie uszkodzenia DNA.

W pierwszej kolejnéci nalezatoby sprawd#i, czy istniej jakies roznice w kinetyce
rekrutacji poszczegoélnych odmian biatka HP1. Wykagzae wszystkie trzy izoformy biatka:
HPla, HP1B i HP1y ulegap akumulacji w uszkodzonych obszarach chromatynidackapc,
ze rekrutacja HP1 powzana jest z regulacgtranskrypcji, zgodnie z modelemamania HP1
z polimeraz RNA Il (Mateescu i wsp., 2008; Smallwood i ws08), sugeruje to zaterne
mog istnie réznice w tempie rekrutacji poszczegoélnych izoformi@aaPrzypuszczazatem
mozna, ze biatka HP@r oraz HPB, jako inhibitory transkrypcji pojawityby siw miejscu
uszkodzenia najpierw, z kolei HRljako aktywator transkrypcji pojawiatbyesznacznie

pézniej.

Ponadto, zastosowanie techniki ChIP (anghromatin immunoprecipitation
pokazatoby, w jakich kompleksach biatkowych obejast HP1 w komorkach uszkodzonych.
Tego rodzaju déwiadczenia pozwolityby odpowiedziena pytania, czy biatko HP1
wystepuje w kompleksie z biatkami naprawczymi, czynnikaemodelingu chromatyny czy
moze regulatorami ekspresji gendéw. Co istotne, pozoloyi to nie tylko odnalg biatko
odpowiedzialne za rekrutgcHP1 do obszaréw uszkodzenia, leczzéakdkry¢ nieopisywan
wczesniej funkcg HP1 w naprawie DNA. Co wtej], powazanie techniki ChlIP z meted
spektrometrii masowej i wykorzystanie ich w anaibiatek obecnych w kompleksie z HP1,
pozwolitoby uzyské znacznie wjcej informacji na temat oddziatywwaHP1 i mechanizmu

odpowiedzi na uszkodzenie, w ktorym zaatuyeane § biatka HP1.

Opisane w niniejszej pracy eksperymenty wykazae/,akumulacja HP1 zachodzi
w mutantach NER, w nieobeciod funkcjonalnej naprawy NER. Pojawia datem pytanie,
czy gromadzenie biatka zachodzitoby rowniav mutantach BER. Tego rodzaju
doswiadczenia wykazatyby, czy mechanizm gromadzenidl H#st podobny w mnych
procesach naprawczych. Cogeej, mana bytoby sprawdzi czy rekrutacja HP1 nie wynika
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z aktywndci funkcjonalnych szlakéw naprawczych, a jedynielecndci uszkodzonego
DNA. W literaturze naukowej opisano mutanty BER €8h wsp., 1998; Matsuzaki i wsp.,
2002), a zatem wykonanie tego rodzajévdadczé, po uzyskaniu tych mutantow, wydaje

sie by¢ stosunkowo proste.

Doniesienia literaturowe podgaj ze wykczenie genu (ang.knock-ouy HP1

w komorkach ssaczych jest letalne (Filesi i ws®©02). Niemaliwe jest zatem uzyskanie
osobnikéw, ktore nie zawieratyby biatka HP1l. Rogginie w tym przypadku przynosi
obecnie powszechnie stosowana technkaogk-down’, ktora polega na ohireniu ekspresiji
gendbw przy pomocy specjalnie w tym celu zaprojekoych fragmentow
oligonukleotydowego RNA. A zatem, olienie ekspresji biatka wszystkich trzech izoform
HP1 @, B, orazy) pozwolitoby rozwig watpliwosci i sprawdzé, czy HP1 w komorkach
ludzkich jest niezbdne w naprawie uszkodz®NA, a talke, czy zmniejszony poziom biatka
HP1 nie spowoduje zwkszonej wraliwosci na promieniowanie UV oraz jonizige (IR).

Omoéwione powye] propozycje dalszych dwiadczér stanowy tylko czs¢
eksperymentow, jakie mioa, a nawet wcej, jakie naleatoby przeprowadzi Nie ulega
watpliwosci, ze w trakcie prowadzenia dalszych b&daad HP1, jakie z pewloia
kontynuowane ¢da w Pracowni Biofizyki Komorki WBBIB UJ, pojawisie nowe pomysty
na dalsze eksperymenty. W konsekwencji, pozwolv fgetni odkry nie tylko funkcg biatka
HP1, lecz take mechanizm procesu chromatynowej odpowiedzi n&aggzenie, w ktorym
zaangaowane jest heterochromatynowe biatko HP1.
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Opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej déwiadczenia wykazaly, z:

1)

2)

3)

4)

5)

Indukowane wzbudzonym jonem etidiowym, oksydacyjeekodzenie chromatyny
jadrowej powoduje gromadzenie biatek heterochromatyet 1 (HP1) w miejscu
uszkodzenia. Wszystkie trzy izoformy biatka: HRIHPI3 oraz HPY¥ ulegaj

akumulaciji.

W miejscu uszkodzenia oksydacyjnego nie zaobserwowawikszonego
lokalnego sjzenia biatek histonowych (histonu H1, H2B, H3), budych
chromatyr. Obserwacje téwiadcz zatem o tym,7 zjawisko rekrutacji HP1 nie
jest artefaktem, wynikagym z agregacji chromatyny lub adsorpcji HP1 na

chromatynie w miejscu uszkodzenia.

Zwickszenie lokalnego stenia biatka HP1 w obszarze uszkodzonymg¢msge juz
po kilku minutach od uszkodzenia, a maksymalnellekatzenie osigane jest po
okoto 30 min. Rekrutacja HP1 zachodzi w miejscactekadzenia, ktore

zlokalizowane s zarowno w euchromatynie, jak i heterochromatynie.

Nagromadzone w miejscu uszkodzenia oksydacyjnegi@dheterochromatynowe
ulega wymianie zagdrowa pulag HP1. Lokalne stzenie HP1 w miejscu uszkodzenia
pozostaje wysze nk przed uszkodzeniem. Wskazuje to zatem,wiobszarze

uszkodzonym powstaty nowe miejscarania dla cgsteczek biatka HP1.
Pomiary zalenosci tempa gromadzenia biatka HP1 od temperatury esiya iz

proces gromadzenia HP1 zaleod temperatury, w sposéb charakterystyczny dla

reakcji enzymatycznych.
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6)

7

8)

9)

10)

11)

Akumulacja biatka HP1 do rejonéw uszkodzonej chriymy nie zaley od rodzaju
uszkodzenia i wydaje siby¢ odpowiedzi komorki na réne uszkodzenia DNA.
Prowadzone obserwacje wykazalyz irekrutacja HP1 zachodzi zaréwno
w obszarach lokalnych uszkodzeksydacyjnych (naprawianych w procesie BER),
jak i uszkodzé wywotanych przez UV, ktore naprawiangvg mechanizmie NER,
a talkze w rejonach podwéjnychegnigé nici DNA (DSBS).

Kluczowg rolg w procesie gromadzenia HP1 odgrywa znajchjs¢ na C-kacu
domena chromoshadow. Wykazana, steryczna blokada C-koa redukuje
zdolnas¢ gromadzenia HP1.

Rekrutacja biatka HP1 zachodzi w komorkach z dédicy metylotransferazy
SUV39, odpowiedzialnej za wprowadzanie metylacji 3WBH3, ktéra jest
miejscem wazania dla chromodomeny HP1. Metylotransferaza SUM89vydaje

si¢ uczestnicz¢y w tym procesie, co potwierdza brak akumulacji S9V3
w obszarach uszkodzewywotanych przez UV. Co wcej, potréjna metylacja
w obrbie lizyny 9 histonu H3 (Me3K9H3) nie jest sygnateita rekrutacji HP1.
Swiadczy to zatem o tymz iwiazanie biatka w uszkodzonej chromatynie zachodzi

na innej zasadzie hitypowe wizanie HP1 w heterochromatynie.

Akumulacja HP1 do obszaréw uszkofizerywotanych przez UV nie zatg
od aktywndci biatek GG-NER ani TC-NER, a jedynie od obewmaiszkodzenia.
Jednake czas pozostania HP1 w miejscu uszkodzeniazyatsl tego, czy

uszkodzenie zostato naprawione, czyriee.

Zjawisko gromadzenia biatka HP1 obserwowane bytomseystkich fazach cyklu
komorkowego, a tale w komoédrkach nieproliferagych. Rekrutacja HP1

nie wynika zatem z zatrzymania replikacji.

W miejscu uszkodzenia naptije rekrutacja partneréw domeny CSD biatka HP1,
takich jak: ACFl1 oraz BRG1, ktére wchadav sktad zalenych od ATP,
wielopodjednostkowych kompleksow remodelingu chryma Gromadzenie HP1

moze by powigzane z rekrutagj ACF1 i/lub BRG1 i wraz z nimi uczestniazy
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moze w przebudowie struktury chromatyny, ktéra towaezyprocesom naprawy
DNA.

12) Biatko HP1 wydaje si by¢ zaangaowane w mechanizm odtworzenia informacji
epigenetycznej, ktory towarzyszy uszkodzeniu. Olseana akumulacja
metylotransferazy Dnmtl w miejscu uszkodzenia wsj@gziz HP1 mae shuyc
jako platforma tadujca dla licznych regulatorow epigenetycznych, m.in.
dla metylotransferazy Dnmtl. Rekrutacja HP1 niet jgsdnak powizana
z aktywndciag Dnmtl, o czym $wiadczy gromadzenie HP1 w komorkach
z deficytem Dnmt1.

13) W miejscu uszkodzenia naptijie akumulacja metylotransferazy SUV4-20.
Sugeruje to zatem,zinagromadzone w obszarze uszkodzonym biatko HP1
uczestniczy maze w regulacji transkrypcji. Akumulacja HP1 i metybnsferazy
SUV4-20, powazana mae by z procesem hamowania transkrypcji, ktory

towarzyszy uszkodzeniu DNA.

14) Gromadzenie HP1 zachodzi w komorkach Seckel, ktdosiadaj wyraznie
zmniejszoy ekspresj ATR. Dowodzi to zatem,zi rekrutacja HP1 w miejscach
uszkodzé UV nie wymaga aktywacji indukowanej uszkodzenieraskady

sygnatowej ATR.
15) Rola biatka HP1 w komorkowej odpowiedzi na uszkaige DDR) i wydajnej

naprawie DNA wydaje giby¢ kluczowa, o czymdwiadczy zwekszona wraliwosé

Caenorhabditis elegans na promieniowanie UV w nieobecit HP1.
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