
CharakterysĘka ognisk naprawczych 53BP1 we wczesnej odpowiedzi na

klaster dwuniciowych pęknięć DNA indukowanych metodą CRISPR-Cas9

lub światlem widzialnym

streszczenie

Zachowanie stabilności genomu jest podstawową cechą komórek, która zapewnia im

przetrwanie i moźliwośc przekazania nienaruszonego materiału genetycznego komórkom

potomnym, Mimo że w ciągu doby powstają tysiące róznych rodzajów endogennych uszkodzeń

DNA, geny wykazują niezwykłą stałość sekwencji, a współczynnik mutacji w komórkach

prawidłowych wynosi 10-10 na nukleotyd na komórkę na pokolenie. Procesy komórkowe

odpowiedzialne za tak niski wskaznik mutacji cechują się znakomitą dokładnością i większość

uszkodzeń DNA naprawiana jest bezbłędnie. O ile endogenne uszkodzenia genomu wynikające

ze zwrykłej aktywności komorki wydają się mało groźne i dzięki bezbłędnym mechanizmom

naprawczym są one usuwane, to wszelkie zabvltzenia aktywności komórki wynikające

z działanta czynnikow endogennych, skutkują nagromadzeniem się szkodiiwych metabolitów,

woInych rodnikow lub reaktywnych form tlenu. Moze to sprzyjać aktrmulacji uszkodzeń DNA,

które jeśli nie zostaną naprawione, mają powazne konsekwencje, prowadząc do powstawania

mutacji, zatrzymania postępu cyklu komórkowego, kancerogenezy, aktywacji apoptozy

i ostatecznie do śmierci komórki. Komórki nowotworowe z kolei charakteryzują się wieloma

zaburzęniami w stosunku do komórek prawidłowych, począwszy od rozregulowanego cyklu

komórkowego, naclmiernej aktywności metabolicznej i proliferacji, skończywszy na wysokiej

liczbie mutacji w genomie i nieprawidłowości w kariotypie. Komórki nowotworowe mogą

zatem wykazywać różnice w działaniu mechanizmów naprawy uszkodzeń DNA względem

tYch, które występują w komórkach prawidło\Ąrych, zatem dokładne zbadanie aktywności tych

Procesów jest kluczowe dla zrozumienia fenomenu stabilności genomu, projektowania terapii

przeciwtlowotworowy ch i clrorob genety c zny ch.

SPoŚród wielu róźnych rodzajow uszkodzeń DNA najgrozniejsze dla zachowania

ciągłoŚci genomu są dwrrniciowe pęknięcia DNA (DSB), mimo ze stanowią one niewielki

odsetek wszystkich rodzajow uszkodzeń nieustannie indukowanych w komórce. Mechanizmy

naPrawy tych uszkodzeń wciąż są intensywnie badane i do dziś nie ma jasnych konkluzji

dotyczących systemu aktywacji ścieżek naplawczych otaz roli większości białek w kontroli

i regulacji tych procesów. Przedmiotem badań opisanych w niniejszej pracy doktorskie.j było



białko 53BP1, które zostało określone jako marker naprawy dw-Lrniciowych pęknięć DNA na

drodze łączentaniehomologicznych końcow ('NTHEJ). Jako cei postawiono scharakteryzowanie

ognisk naprawcz,vch białka 53BP1 porł,stałvcl,i w odpowiedzi komórkowei na uszkodzenia

DNA indukowane pr7,ęz aktywność endonukleazy Cas9 systemu CRISPR typu II lub skupioną

wiązką światła laserowego o długości talt z zakresu widzialnego. Metoda CRISPR-Cas9

umoźłiwiła wygenerowanie klastra dwunicior,lych pęknięć DNA w znanych sekwencjach

repetytywnych genomu w subtelomerowym regionie chromosomu 3 komórek t]-2 OS.

Natomiast druga metoda indukcji pęknięć DNA przy uzyciu skupionej wiązki światła

widzialnego pozwoliła na lokalne naświetlenie chromatyny względnie niską dawką energii bez

obecności substancji fotouczulających i indukcję niewielkiej ltczby pęknięć DNA, głównie obu

nici. Detekcję ognisk 53BP1 przeprowadzano z użyciem mikroskopu konfokalnego, dzięki

czemu zarejestrowano obraą, pojedynczych komórek w wysokiej rozdzlel'czośct.

W pierrł,sze.i kole.jności zoptyrnalizo\\,ano dawki energii dla trzech długości fali światła

widzialnego: 458 nnr. 488 nm oraz 561 nm wymagane do skutecznego wyindukowania

dwrrniciowych pęknięć DNA. ktoryclr obecnośc identyfikowano w sposób pośredni poprzez

obserwację zgromadzonego ogniska białka 53BP1 w naświetlanym miejscu w komórkaclr

HeLa. Badania pokazały, że jń niewielka dawka energii światła niebieskiego (458 nm i 488

nm), odpowiednio > 25 prJ i 90 pJ jest wystarczająca. aby obserwować gromadzenie się białka

53BP1 w ciągrr kilku minut. Zkolei światło zielone (56l nm), aby uzyskać ten sam efekt,

w}-maga dostarczenia ponad 200 razy większej dawki energii wynoszącej 20 000 pJ. Wykazano

równiez, że indukcja uszkodzenianie zależy od strumienia fotonów, 1ecz od całkowitej dawki

energii dostarczonej do wybranego miejsca w jądrze komórkowyrn.

Następnie obliczono powierzchnie maksymalnych przekrojow ognisk naprawczych

indukowanyclr światłem widziainym. ktora waha się średnio między 2 a 4,5 ptmz, z częgo

największe ogrriska obserwow,ano po naśw-ietieniu chromatyny wiązką światła laserowego

o długości fali 488 nm. Z kolret, ogniska naprawcze powstałe w odpowiedzi na DSB

indukowane endonukl eazą Cas9 w komórkach U-2 OS w maksymalnym przekroju zajmowały

znaęznie mniejszą powierzclrnię - średnio między 0,75 a I,2 pmz, choć rejestrowane były

równiez przypadki większych ognisk 53BP1 o powierzchni ok. 3,5 pm2.

Zaskakującą obserwacją dokonaną podczas obrazowania komórek kontrolnych

z nieaktl,wną endonukleazą dcas9 było znaleziente niewielkiego odsetka komórek, w któryclr

zarejestrowano kolokaltzację sygnału pochodzącego z białka 53BP1 i innych markerów

naprawy DSB (1i-i2A.X i BRCAI) z sygnałenr dCas9. Ciekawe iest rownież to. że zazwczą

współwystęporł,anie tych sygnałów dotyczyło tylko jednego ogniska clCas9.



Korelacja plzestlzenna aktywnej endonukleazy Cas9 i białka 53BP1 , czylt

wsPÓłwystępowanie sl,gnałów pochodzących z ognisk obu tych białek, została v[uznaczona

jako liczba zdatzeń, w ktorych maksima intensywt"tości ognisk były ocldalone od siebie na

odległoŚĆ nie większą ntZ 1 prm. Było to możliwe do r,vvkonania clzięki algorytmowi

obliczeniowemu opracowanemu w Zakładzie Biolizyki Komorki UJ. Analiza odległości

między maksimami intensywności fluorescencji sygnałów pochodzących ocl Cas9 i 53BP1

Wkazała, ze Średnio 3 ,6 na 1 2 ognisk endonukleazy występuj e w odległości do l pm od białka

naPrawczego. Obserwowano również zwiększoną,niżliczbapotencjalnyqh miejsc docelowych

dla systemu CRISPR, liczbę ognisk Cas9, które cechują się różnorodnĄ intensywnością sygnałtr

i są rozproszone w objętości jądra komórkowego. Dokonano również podobnej anallzy

w komórkach, do których wprowadzono jednocześnie dwię ntkazy Cas9n, które indukują
jednoniciowe pęknięcie DNA na przeciwległych niciach. Okazało się, ze Iiczba ognisk nikaz

odPowiada średniej liczbie miejsc docelowych (odpowiadającej średniej 1iczbie chromosomów

3 w genomie), z czego sygnały śrędnio 2,5 ognisk z 4 koreltrje z sygnałem 53BPi. Co ciekawe,

zaobserwowano również mniejszą 1iczbę ognisk 53BP 1 niekorelujących przestrzennie

z sygnałem nikaz Cas9n.

Dokonano również jednoczesnej obserwacji sygnałow pochodzących z sytemu

CRISPR-Cas9 oraz 53BP1 i BRCA1, 53BP1 i PML oraz BRCAl i PML. Okazuje się, ze

sYgnałY 53BPl i BRCA1 oraz 53BP1 i PML często współwystępują w sąsiedztwie ogniska

errdonukleazy, a BRCA1 i PML nie wykazują bezpośredniego przyleganiatych sygnałów minro

niewielkich odległości między nimi i ich nieprzypadkowej lokalizacji w pobliżu Cas9n"

Prawdopodobnie 53BPl, jako że tworzy największe ogniska w otoczeniu uszkodzeń DNA, jest

głównYm składnikiem ogniska naprawczego i stanowi rusztowanie molekularne clla irrnycil

czYnników naprawczych, Ponadto, profiie intensywności ogrrisk 53BP I pokazują, że

największe zagęszczellie sygnału od 53BP1 znajduje się bliżej ognisk endonukleazy, Qo może

ŚwiadczYĆ o tym, ze wymagana jest pewna minimalna Iiczbacząsteczek 53BP1, która musi być

zgromadzona w miejscu przylegającym do uszkodzenia, a inne mogą stanowić frakcję białka

mniej związanego z ogniskiem.
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