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1. Uvod

DNA eukaryotickych bunék je neustile vystavena
pusobeni endogennich a exogennich latek, které ji posko-
zuji. Z celé skaly moznych poskozeni DNA jsou nejzavaz-
né&jsi dvouretézcové zlomy DNA (DSB), které vznikaji jak
po vystaveni exogennim noxam (ionizujici zafeni, UV
zafeni, chemické mutageny), tak pifi chybach endogennich
(poruchy v replikaci, kyslikové radikaly). DSB reprezentu-
ji velky zasah do integrity genomu, a jsou pro buiiku po-
tencialné smrticim poskozenim. Pfestoze buiika sama ne-
pochybné piitomnost a umisténi DSB rozpozna, z hlediska
vyzkumnika studujiciho tyto procesy jde o metodicky stale
nesnadnou zalezitost.

V prubchu poslednich dvaceti let bylo k hodnoceni
rozsahu akutniho poskozeni DNA v jednotlivych buikach
mozné vyuzit tzv. kometovou analyzu, neboli gelovou
elektroforézu jednotlivych bunék. Principem metody je
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imobilizace bun€k v agarosovém gelu, expozice lyzacnimu
roztoku a rozvinuti poskozenych vlaken v elektrickém
poli, coz po detekci vhodnym fluorochromem vytvari cha-
rakteristicky obraz pfipominajici kometu. Délka ohonu
a podil DNA v ném koreluji s mirou poskozeni DNA. Za
vyuziti rozdilnych podminek bylo vyvinuto nékolik variant
této metody, které umoziuji Castecné rozlisit mezi DSB
a jednofetézcovymi zlomy' ™.

Pretrvavajici poskozeni DNA studuje chromosomova
analyza. Na detekci chromosomalnich aberaci T lymfocytt
v periferni krvi po stimulaci fytohemaglutininem (PHA)
je zaloZena zpétna diagnostika davky zafeni u ozafenych
pfi radia¢nich nehodach. Ozafeni lymfocytd vede
k zZlomim DNA a vzniku chromosomovych a chromatido-
vych aberaci. K nejcastéjsim aberacim patii dicentrické
a prstencové chromosomy. Jejich hodnoceni je soucasti
metody uzivané ke stanoveni obdrzené davky zatreni, ktera
patii ke zlatému standardu biologické dozimetrie jiz mno-
ho let*. Protoze chromosomy jsou nejlépe pozorovatelné
pfi vlastni mit6ze, kdy je chromosomélni DNA velmi kon-
denzovéana a chromosomy jsou po obarveni dobte viditel-
né, je metoda zalozena na stimulaci lymfocyti z periferni
krve PHA, kdy se lymfocyty uvedou do mitdzy a mikro-
skopicky je pak mozno sledovat pocet aberaci
v jednotlivych jadrech bunék. Metoda ma vsak svoje limi-
ty, odecet je mozny az po 48h stimulaci PHA a vyhodno-
ceni je ¢asove narocné.

V soucasnosti je mozné dvojité zlomy DNA detego-
vat pomoci fosforylace histonu H2AX na serinu 139
(YH2AX). Metoda je relativné nova, fosforylace H2AX
byla poprvé objevena v roce 1998 Rogakou a spol.”, ktefi
pomoci dvourozmérné elektroforézy pozorovali fosforyla-
ci histonu H2AX na serinu 139 v minutdch po ozafeni
bunék lidské bunécéné linie SF268, s maximem za 30—60
minut po ozafeni®. Tento piehledny &lanek shrnuje dosa-
vadni znalosti o vyznamu a funkci YH2AX a o moznostech
jeho detekce a kvantifikace.

2. Organizace bunécného jadra

DNA eukaryotického jadra je kondenzovéana do vyso-
ce organizovaného chromatinu. Genom kazdé lidské bui-
ky obsahuje fadové 6-10° parti bazi (bp), coz odpovida
délce vldkna dvousroubovice DNA vice nez 2 metry. DNA
je v bunkach (které¢ maji primér vétsSinou mensi nez 0,01
mm) integrovana pomoci vazby histonti do kondenzované-
ho chromatinu. Zakladni strukturni jednotkou chromatinu
je kulovita ¢astice — nukleosom — o priméru 10 nm. Obsa-
huje 146 part bazi, které vytvari 1,75 levotocivych nad-
$roubovicovych zavitd DNA kolem proteinového jadra”.
Jadro ma strukturu oktameru, sklada se vzdy ze dvou stej-
nych molekul Etyf riznych typl jadernych bilkovin — his-
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tontt H2A, H2B, H3 a H4. V kone¢ném disledku jsou pak
2 m DNA v lidské bunce sto¢eny do 90 mm chromatino-
vych vldken o priméru 30 nm (cit.”) .

Schopnost buiiky reagovat na zmény ve vnéj$im
a vnitinim prostfedi je dana souhrou genetického a epige-
netického aparatu. Geneticky aparat tvoti sekvence nukle-
otidd v DNA — DNA kod. Epigeneticky aparat je tvofen
histonovym kdodem, tj. souborem kovalentnich modifikaci
na histonovych koncich, a methylaci DNA. Epigeneticky
aparat fidi strukturu chromatinu bez zmény sekvence DNA
a tim ovliviiuje expresi gen'’, zejména téch, které hraji
dillezitou roli pi transkripci, replikaci a reparaci DNA''.

K prevenci akumulace genotoxického poSkozeni
a odvraceni celularni dysfunkce maji buiiky vyvinut cely
komplex odpovédi, které se po vytvofeni DSB okamzité
aktivuji.

3. Histon H2A

Histon H2AX je jednou z variant histond rodiny H2A.
Lidsky genom obsahuje 10 gent, které koduji peptidy
klasifikované jako H2A1, Sest z nich mé identickou sek-
venci, zbyvajici Ctyfi se lis$i aminokyselinami maximalné
ve 3—4 pozicich. Tyto peptidy jsou nerozlisitelné gelovou
elektroforézou v ptitomnosti Tritonu X-100. Dalsi z gent
rodiny H2A koduje peptid, ve kterém je leucin v pozici 51
zaménén methioninem, coz vede ke zmén¢ elektroforetic-
ké mobility, tato varianta je oznaovana jako H2A2. Vari-
anty H2A1 a H2A2 tvoti vétSinu sav¢iho H2A a nebyly
zjistény zadné odlisnosti v jejich funkci. Oznacuji se rov-
néz jako majoritni varianty.

Existuje pét dalSich lidskych gend H2A, oznacova-
nych jako varianty minoritni, které koduji peptidy sek-
venéné vyznamné odlisné od variant H2A1 a 2. Prestoze
jejich vyskyt je podstatné méné Casty, je ¢im dal zfejmé;jsi,
ze hraji velmi vyznamnou ulohu v chromatinovém meta-
bolismu. Dv¢ tyto minoritni varianty — H2AX a H2AZ
byly objeveny v osmdesatych letech, dalsi dvé — makro-
H2A1 a makro H2A2 v devadesatych letech a posledni —
H2A-Bbd nedavno’.

4. Struktura a role H2AX

Varianta H2AX je vysoce konzervativni peptid, od S.
cervisiae az po Clovéka. H2AX predstavuje 2-25 %
z celkového mnozstvi histonu H2A, mnozstvi zalezi na
typu organismu a typu buné¢k, napf. v normalnich lidskych
fibroblastech je to cca 10 %. Podobné jako dalsi histonové
proteiny obsahuje H2AX centralni globuldrni doménu
a dva volné bo¢ni konce N-terminalni a C-terminalni, které
predstavuji misto pro posttranslacni modifikace, jako je
acetylace, fosforylace, biotinylace, methylace a ubikvitina-
ce. H2AX na rozdil od ostatnich H2A histonii ma na
4. pozici od C-konce serin (oznacuje se jako omega-4),
u ¢lovéka je to 136. aminokyselina v fetézci. Ctyii C-
koncové aminokyseliny piedstavuji velice konzervativni
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motiv, u vSech druhd jde o sekvenci serin-glutamin-kysela
aminokyselina-hydrofobni aminokyselinag. Po vzniku
DSB dochazi k rychlé fosforylaci omega-4-serinovych
rezidui a tvorbé tzv. yH2AX.

5. Molekularni mechanismy vedouci
k fosforylaci histonu H2AX

V odpovédi na DSB jsou aktivovany molekularné
biologické cesty, jejichz vysledkem je rozpoznani posko-
zeni DNA a snaha o jeho reparaci. Jestlize nemtlze byt
poskozeni reparovano, je navozena bunéfna smrt bud’
formou apoptdzy, anebo po prichodu bunéénym cyklem
dochazi k tzv. mitotické katastrofé. Dalsi moznosti je trva-
la zé&stava bun&¢ného cyklu a vznik senescentnich bunck.
Vsechny tyto pochody napomahaji k udrzeni bunééné sta-
bility.

Fosforylace H2AX je jednim z prvnich déju aktivova-
nych po vzniku DSB. Po ozafeni ddvkou 1 Gy zafeni gama
vznika v buiice cca 40 DSB a okolo 1 % H2AX je fosfo-
rylovano. Kazdy DSB vyvola fosforylaci pfiblizné¢ 2000
molekul H2AX, coz odpovida zhruba 0,03 % chromati-
nu*’. Kli¢ovymi kinasami pro fosforylaci H2AX jsou tii
kinasy z rodiny PI-3 kinas: ataxia telangiectasia proteinki-
nasa (ATM), AT a Rad related proteinkinasa (ATR)
a DNA-dependentni proteinkinasa (DNA-PK). V reakci na
DSB zptisobené ionizujicim zafenim dochazi k aktivacni
autofosforylaci ATM kinasy'?, tato kinasa pak fosforyluje
H2AX a hromadi se v misté DSB (cit."*). K aktivaci ATR
dochazi piedevsim pod vlivem UV zafeni'’. DNA-PK je
zodpovédné za fosforylaci H2AX v priib¢hu apoptozy,
zatimco ATM kinasa se na tomto procesu nepodili'’. Fos-
forylace H2AX se §ifi po chromatinu obklopujicim DSB
do vzdalenosti stovek kbp. V misté dvouietézcovych zlo-
mi pak dochézi k akumulaci mnoha proteinti a vzniku tzv.
zatenim indukovanych lozisek. Vedle ATM nebo ATR
kinas a YH2AX je zde lokalizovano mnoho dal$ich protei-
nd: 53BP1, MDCI1, BRCAI, MREI11, Rad50, Nbsl, Tip
60, HDAC4 (cit.'®). Funkce t&chto proteind jsou rizné.
Proteiny Mrell, Rad50 a Nbsl vytvareji funkéni komplex,
ktery ptisobi jako senzor pro vyhledavani DSB a stabilizu-
je volné konce DNA. Histonacetyltransferasa Tip 60
a histondeacetylasa HDAC4 moduluji acetylaci chromati-
nu a ovliviluji rozvolnéni tercialni struktury DNA. Protei-
ny 53BP1 a MDCI1 pusobi jako adaptorové molekuly
a zprostfedkovavaji interakce ostatnich proteindi s poSko-
zenym mistem (obr. 1). Tato loziska vznikaji pod vlivem
exogennich (napf. zafeni) i endogennich stresord'”.

6. Vyznam detekce fosforylovaného histonu
H2AX (YH2AX)

Fosforylaci H2AX je mozné vyuZit jako indikator
pritomnosti DSB v DNA. Pocet lozisek a tedy i mira fosfo-
rylace odpovidaji poctu DSB. Je-li analyza provedena ve
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Obr. 1. Loziska vznikajici v misté dvoufetézcovych zlomi DNA; ATM — ataxia teleangiectasia mutovana kinasa, yYH2AX — histon
H2AX fosforylovany na C-terminalnim serinu, Chk1 — checkpoint protein kinasa 1, Chk2 — checkpoint protein kinasa 2, p53 — tumorovy
protein pS3, MDC1 — mediator checkpointu poskozeni DNA 1, 53BP1 — tumorovy protein p53 vazajici protein 1, Mrell — protein meio-
tické rekombinace 11, Rad50 — RADS50 homolog (S. cerevisiae), Nbs1 — nibrin, Brcal — protein rakoviny prsu 1, Rad51 — RADS51 homo-
log (8. cerevisiae), Tip60 — histonacetyltransferasa Tip 60, HDAC4 — histondeacetylasa 4

vhodném casovém intervalu, lze detekci YH2AX vyuzit
naptiklad jako biodosimetricky indikédtor — tedy ke zp&tné-
mu odhadu obdrzené davky ionizujiciho zafeni. Redox
a spol."® prokézali 30 min po in vitro ozafeni lidské krve
davkami 0,2—-5 Gy davkové zavisly vzestup YH2AX. Po-
dobnych vysledktli dosahli také po ozéfeni kiize. Za 4 h byl
jiz patrny pokles YH2AX. Ve vlastnich experimentech
jsme prokazali, ze 1 h po in vivo ozafeni potkanti dochazi
k davkové zavislému vzestupu YH2AX v lymfocytech
izolovanych z periferni krve téchto potkand'.

K fosforylaci H2AX dochazi i pfi vzniku endogen-
nich DSB v ramci pribéhu apoptdzy. Jednim z hlavnich
znakid apoptozy je fragmentace DNA, ke Sté€peni dochazi
v internukleosomalnich sekvencich. DSB vznikajici
v pribéhu apoptického procesu vedou k masivni fosforyla-
ci H2AX. Fosforylace H2AX je spise Casnym znakem
apoptozy, objevuje se ve stejném Case, kdy je aktivovana
kaspasa 3. Hlavni kinasou zprostiedkovavajici vznik
yH2AX v ramci tohoto d&je je DNA-PK (cit.").

Ukazuje se také, ze z dlouhodobého hlediska prispiva
oxidacni stres ke starnuti organismu. Chronicka expozice
organismu oxida¢nimu stresu (ionizujici a UV zafeni, che-
mikalie, kovy) vede k nedostatecné reparaci poskozeni
DNA a k akumulaci tohoto poskozeni. Poskozena mista se
manifestuji jako permanent€ pfitomnd loziska yYH2AX.
Loziska mohou byt telomericka i netelomericka. V téchto
loziscich jsou pfitomny i repara¢ni proteiny, avSak efektiv-
ni reparace neprob&hne. Tato tzv. endogenni loziska jsou
vysledkem oxida¢niho stresu a pretrvavajici poskozeni
vede k destabilizaci genomu. Nereparované léze vedou
k vzniku mutaci a chromosomalnim abnormalitdm. U my-
§i, které jsou deficitni v mnozstvi reparacnich proteinil
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dochazi k urychlenému starnuti®. Z hlediska endogenniho
poskozeni dochézi s ¢asem k jeho akumulaci, zvySuje se
pocet DSB DNA lezi a také mnozstvi YH2AX.

Vznik yH2AX jakoZto Casného signilu reakce na
poskozeni DNA ma vyznam i ve vzniku nadorovych one-
mocnéni. Bylo zjisténo>' >, Ze u fady nadorti (karcinomi,
osteosarkomi, melanomul) je zvySené mnozstvi YH2AX.
Bartkova a spol.”’ zjistili, Ze u nadorti mo¢ového méchyie
béhem vyvoje nadoru jsou exprimovany markery ukazujici
na aktivaci bunécné odpovédi na DSB. Tyto zmény zahr-
nuji fosforylaci ATM kinasy a CHK2 kinasy, fosforylaci
H2AX a p53. Loziska byla nalezena i v premalignich
stadiich nadort, v nékterych bunéénych liniich a nadorech
rtizného pavodu®*. Nakamura a spol.* prokazali, Ze v&tsi-
na DSB DNA v nadorech je spojena s poskozenim telo-
mer. Zkraceni telomer a nasledné jejich Spatna funkce je
spojena s mnoha lidskymi chorobami zahrnujicimi starnu-
ti a vznik nadord.

7. Moznosti detekce a kvantifikace
fosforylovaného histonu H2AX (YH2AX)

Metodiky vyuzivané pro detekci a kvantifikaci
yYH2AX vychazi z imunodetekce fosfospecifickou primarni
protilatkou. Existuji v podstaté tfi moznosti jak stanovit
YH2AX v bunce: 1) imunocytochemicky s mikroskopickou
vizualizaci, 2) pomoci SDS-PAGE s ,,western blot* analy-
zou a imunodetekci a nebo 3) prutokovou cytometrii.

Z téchto metod ,western blot“ analyza pracuje
s bunéénymi lyzaty, neumoznuje tedy hodnoceni jednotli-
vych bunék a poskytuje pouze semikvantitativni ukazatele.
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Obr. 2. Loziska YH2AX a 53BP1 u lidskych lymfocyti izolovanych z krve pacientky prodélavajici radioterapii 1 h po ozareni 11.
frakei o davce 2 Gy; bunky byly fixovany 4% cerstvé pripravenym paraformaldehydem 10 min pfi pokojové teploté (RT), promyty
v PBS, permeabilizovany 0,2 % Triton X-100/PBS a promyty v PBS. Pfed inkubaci s primarni protilatkou (pfes noc pii 4 °C) byly buiiky
blokovany 7 % inaktivovaného FCS + 2 % BSA v PBS po dobu 30 min pii RT. Pro detekci YH2AX byly pouzity mysi monoklonalni
protilatka anti-phospho-H2A.X (Upstate) a polyklonalni krali¢i protilatka anti-53BP1 (Cell Signaling). Jako sekundarni protilatky byly
pouzity osli anti-mysi-FITC-konjugovana protilatka a anti-krali¢i-Cy3-konjugovana protilatka od Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA). Protilatky byly aplikovany na jednotliva sklicka (po jejich pre-inkubaci s 5,5 % osliho séra v PBS po 30 min pfi RT) a inkubovany
1 h ve tm¢ a nasledné promyty v PBS. Jadra byla znaena pomoci TOPRO-3 (Molecular Probes, Eugene, OR) v Cerstvé piipraveném
citratovém pufru. Fotografie byly ziskany konfokalnim cytometrem s vysokym rozliSenim pomoci automatizované¢ho fluorescenéniho
mikroskopu Leica DM RXA s CSU-10 a konfokalni jednotkou (Yokogawa, Japan) a CoolSnap HQ kamerou (Photometrix, Melbourne, Ra-
kousko). Pro kazd¢ jadro bylo zaznamenano 40 fezii po 0,3 pm. Expozi¢ni ¢as a dynamika pasma kamery v ¢erveném, zeleném a modrém
kanale byly pro vSechny fotografie srovnavané pocitacovou analyzou obrazu nastaveny na stejné hodnoty

Imunocytochemické znaceni a nasledna detekce lované formé H2AX konjugovanou s fluorescein isothio-
v konfokalnim mikroskopu umoznuje sledovat vznik lozi- kyanatem (anti-phospho histone H2A.X (Ser139)-FITC).
sek a spolecnou kolokalizaci YH2AX s dal§imi proteiny Po dalsim promyti byly buiiky barveny propidium jodidem

a jejich subcelularni lokalizaci. Vysledky je mozné kvanti- pro oznaceni DNA a analyzovany na prutokovém cytomet-
fikovat uréenim poctu lozisek v jednotlivych jadrech, nebo ru. U bun€k v GO/G1 fazi je pak vyhodnocen median fluo-
méfenim integralni optické denzity pomoci software pro rescence odpovidajici YH2AX (obr. 3).

analyzu obrazu. Vyhodou metody je moznost sledovani
kolokalizaci a zarovenn moznost vizualizace chromatinu,

avSak kvantifikace je Casové narocna a subjektivni, a pii 8. Zavér

vétsim poskozeni, kdy loziska splyvaji do vétsich atvart,

neptesnd. Na obr. 2 jsou vidét loziska YH2AX a 53BP1 Dvojité zlomy DNA vznikaji po poSkozeni savcich

detekovana v lymfocytech z periferni krve pacientky po bunek genotoxickymi latkami (ionizujici a UV zafeni,

ozafeni v ramci radioterapie délozniho karcinomu. t&7ké kovy, chemikalie). K jejich rozpoznani a reparaci
Jako nejvyhodnéjsi metoda pro kvantifikaci YH2ZAX aktivuje organismus velmi rychle, fadové v minutach,

se jevi pritokova cytometrie. Tato metoda je nejrychlejsi, molekularni mechanismy spojené s fosforylaci a aktivaci

kvantifikace je objektivni a je vhodna pro rutinni stanove- PI3 kinas, fosforylaci histonu H2AX (yH2AX) a akumula-

ni. Protoze mnoZstvi histont, a tedy i H2AX, v jadie stou- ci reparaénich proteind (53BP1, MRE11, NBS1, Rad50,
pa SPOh_l se syntezou DNA v prubf“:hu S faze bunééneho 53BP1) v mist¢ DSB. Po jednorazovém poskozeni burnky
cyklu, je vyhodné doplnit detekci yYH2AX sledovanim dochazi bud’ k reparaci nebo smrti buiiky. Po opakovaném

obsahu DNA v buiikach. To umozni nasledné kvantifiko- malém poskozeni dochdzi k akumulaci DSB v buiice a tato
vat fosforylaci H2AX pouze u bun¢k v GO/G1 fazi, coz je zdrojem genomové nestability. Nadorové bunky obsahu-
analyzu zptesiuje™. Jak DNA, tak yYH2AX jsou intrace- ji vétsi pocet DSB nez buiky normalnich tkani. Pomoci
lularni a vyZzaduji permeabilizaci bun&¢né membrany YH2AX je mozno detegovat expozici noxam poskozujicim
a fixaci, zvolena ¢inidla ptfitom nesmi zpusobit defosfory- DNA, akumulaci poskozeni DNA v prib&hu starnuti,
laci H2AX. Osvédcila se ndm modifikovand metoda dle i prekarcinogenni stavy. Vhodnou metodou pro vizualizaci
Huanga a Darzynkiewicze™. Buiiky byly fixovény s ledo- lozisek je imunocytochemické znaéeni a nisledna detekce
v€ chladnym 1% formaldehydem (bez methanolu), pro- v konfokalnim mikroskopu, vhodnou metodou pro kvanti-
myty a suspendovany v ledové chladném 70% ethanolu. fikaci YH2AX je simultanni znadeni YH2AX a DNA
Nasledné byly znaceny primarni protilatkou proti fosfory- s detekci v pritokovém cytometru.
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Obr. 3. Stanoveni YH2AX spole¢né s bunéénym cyklem (dle obsahu DNA) pomoci pritokového cytometru 1 h po ozaieni bunék
in vitro; buniky byly promyty v PBS, fixovany formaldehydem, promyty PBS a pfeneseny do ledového ethanolu. Po odstranéni ethanolu
byly buniky inkubovany v roztoku PBS, BSA a Tritonu X. Po této permeabilizaci plazmatické membrany byly buiiky inkubovany
s monoklonalni mysi protilatkou anti-yH2AX-FITC (Millipore) pies noc pii 4 °C, promyty v roztoku PBS, BSA a Tritonu X a nasledné
byla DNA znacena PI v pfitomnosti RNasy. Intenzita zelené (FITC) a cervené (PI) fluorescence byla méfena na flow cytometru
CellLabQuanta vybaveném 488 nm excitataénim laserem (Beckman Coulter). Intenzita fosforylace H2A.X se hodnoti pouze v gatu bunék
v Go/G; fazi bunééného cyklu. A: proliferujici bunky MOLT-4 (T-lymfocytarni leukémie), B: periferni lymfocyty izolované z heparinizo-
vané krve zdravych darct krve centrifugaci na Histopaque-1077 (Sigma) podle instrukci vyrobce. Z obrazku je patrno, ze vétSina lymfo-

cytl

izolovanych z periferni krve je v klidové G¢/G, fazi
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Referat

M. Rezadova®, R. Havelek®, E. Lukasova®, and
J. Vavrova® (“ Department of Medical Biochemistry, Faculty
of Medicine, Charles University, Hradec Kralové,
® Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech
Republic, Brno, © Department of Radiobiology, Faculty of
Military Medical Service, University of Defence, Hradec
Kralové): Phosphorylation of Histone H2AX — A Novel
Indicator of DNA Damage

H2AX is a variant of histone H2A found in nuclei of
eukaryotic cells. In 1998 it was found that after formation
of double-strand breaks of DNA (DSB) due to ionizing
radiation, H2AX is phosphorylated on serine 139 in the
conserved COOH-terminal region. This phosphorylated
form is termed yYyH2AX. Further studies revealed that
YH2AX formation is an early event in DSB recognition
and, subsequently, many proteins engaged in DNA repair,
cell cycle regulation, chromatin remodeling and apoptosis
are recruited to the DSB site. The YH2AX presence is lim-
ited to the sites around DSB and the phosphorylation is
proportional to the DNA damage extent. Methods such as
Western blotting, flow cytometry and immunocytochemis-
try are used to detect yYH2AX. Detection of YH2AX foci is
useful to visualize localized DSB. Quantification of
YH2AX is useful for monitoring DNA damage. Further,
YH2AX is a potential molecular marker in aging and can-
cer. The present review covers current knowledge of the
role of YH2AX and of methods for its detection and quan-
tification.
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