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Kok Hiicrelerde DNA Hasari ve Onarimi

Ceyda DURMAZ',Esra SEN?

Oz

Kok hiicreler, organizmanin yagami boyunca kendi kendine ¢ogalma yetenegine sahip olan,
dogru kosullar altinda veya dogru sinyaller verildiginde organizmay1 olusturan bircok farkli
hiicre tipine doniisebilen hiicrelerdir. Kok hiicreler fizyolojik doku homeostazinin saglanmasinda
biiyiik onem tasimaktadir. Kok hiicrelerdeki sayisal veya fonksiyonel bozukluklar embriyonik
letalite, gelisimsel anomaliler, yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklar ve onkogenez dahil
olmak iizere g¢esitli patofizyolojik olaylarla iliskilendirilmektedir. Endojen veya ekzojen
faktorler kok hiicrelerin canlilik ve fonksiyonuna yonelik tehditler olusturmaktadir. Intraseliiler
ve ekstraseliiler streslerin sebep oldugu hiicresel degisiklikler DNA hasarlarina yol agmaktadir.
DNA hasarlarini onaran tamir mekanizmalar1 hiicrenin genomik kararliliginin siirdiiriilmesinde
etkilidir. DNA hasarlarinin onartlamamasi ve kok hiicre biitiinliigiiniin bozulmast sonucunda
hiicre apoptozu ve hiicresel yaslanma meydana gelmektedir. Hiicre, genomik biitiinliiglinii
korumak, olusan DNA hasarinin zararli sonuglarini1 azaltmak ve DNA {izerinde meydana gelen
hasar onarimini gergeklestirebilmek i¢in hiicre siklusu kontrol noktalar1 ve hiicre 6liim yolaklart
gibi mekanizmalara sahiptir. Bunlara ek olarak, antioksidanlar ve farmakolojik ilaclar da
organizmada olusan hasar ve stresin giderilmesinde rol oynayan hiicre i¢i tamir mekanizmalarina
destek vererek olusan hiicresel hasarlarin boyutunun azalmasinda etkili olabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kok Hiicre, DNA hasari, DNA hasar1 onarimi

DNA Damage and Repair In Stem Cells

Abstract
Stem cells are cells that are capable of self-replication indefinitely throughout the life of the
organism, which can transform into many different cell types that make up the organism under
the right conditions or when given the right signals. Stem cells have a great importance in
ensuring physiological tissue homeostasis. Numerical or functional disorders in various stem
cells are associated with pathophysiological events, including embryonic letality, developmental
anomalies, aging-related degenerative disorders, and oncogenesis. Endogenous or exogenous
factors pose threats to the viability and function of stem cells. DNA damage occurs as a result
of changes caused by intracellular and extracellular stresses. Repair mechanisms that repair
these damage points have an effect on maintaining genomic stability. Cell apoptosis and cellular
senescence occur as a result of not repairing DNA damages and deterioration of stem cell
integrity. The cell has mechanisms such as cell cycle checkpoints and cell death pathways in
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order to maintain its genomic integrity, reduce the harmful consequences of DNA damage, and perform

damage repair on DNA. In addition to intracellular repair systems that are involved in repairing damage and

stress in the organism, antioxidants and pharmacological drugs used endogenously can also be effective in

reducing the size of damage.

Key Words: Stem cells, DNA damage, DNA damage repair

Giris

Kok hiicreler, Okaryotik organizmalarda
fizyolojik doku homeostazinin saglanmasi
icin 6nemlidir. Kok hiicrelerdeki sayisal
veya fonksiyonel bozukluklar, embriyonik
letalite, gelisimsel anomaliler, yaglanmaya
bagli dejeneratif bozukluklar ve onkogenez
dahil olmak iizere c¢esitli patofizyolojik
olaylarla iliskilendirilmistir (1). Cogu
neoplazm, onkogenezi yonlendiren ve
timor ilerlemesini destekleyen bir kanser
kok hiicresi popiilasyonu igermektedir
(2). Kok hiicreler farklilasirken kendini
yenilemektedirler (3). On yil Oncesine
kadar, kok hiicrelerin diger hiicre tiirlerine
farklilasma  yeteneklerini  kaybedecegi
diistiniilmekteydi.  Ancak, tamamen
farklilagmis hiicreler bile, belirli bir uyaran
ile kok hiicrelere farklilagabilmektedirler.
Boyle bir plastisite, fizyolojik doku
onarimint  desteklemenin  yan1  sira
indiiklenebilir pluripotent kok hiicrelerin
iretilmesine izin vermektedir. Endojen
veya ekzojen faktorler kok hiicrelerin
canlilk  ve  fonksiyonuna  yd&nelik
tehditler olusturmaktadir (4). Bu faktorler
kok hiicrelerde  DNA hasar1 meydana
getirmektedir. DNA hasari, doku ve
organizma homeostazi i¢in yikici sonuglara
sebep olmaktadir (5).

Embriyonik Kok Hiicrelerde DNA
Hasarn

Embriyonik kdk hiicreler, gelisimde
onemli bir role sahip olan pluripotent
hiicreler olup farkli hiicre soylarmi
olusturabilme  yetenegine  sahiptirler.
Embriyonik  kok  hiicreler, benzersiz
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bir deneysel model olusturmanin yani
sira, rejeneratif tipta potansiyel bir
terapotik arac olarak da onem arz ederler
(6). Embriyonik kok hiicreler, DNA
hasarlarinin belirlenmesi ve onarilmasini
saglayan tamir mekanizmalarina sahiptirler
(7). Embriyonik kok hiicreler, DNA onarim
mekanizmasinin ¢ok sayida bilesenini
yuksek oranda eksprese etmesi nedeniyle,
cesitli DNA  hasarlarimi  farklilagmis
hiicrelerden ¢ok daha verimli bir sekilde
onarabilme yetenegine sahiptirler (8,9).
Embriyonik kok hiicreler DNA hasari
giderilemediginde, diizenlenmis hiicre
Olimiine girerek ya da pluripotensini
kaybederek genetik hasarlarin yayilmasini
onlemektedir. Embriyonik kok hiicreler,
DNA hasar yanit1 ile iligkili diizenlenmis
hiicre Oliimiinii uyarmak i¢in, apoptoz
regiilatorii olan BCL-2 iliskili X (BAX)
proteinini yapisal olarak aktif bir sekilde
golgi aygitinda bulundurmakta ve hizli bir
sekilde mitokondriye translokasyonunu
gerceklestirmektedirler (10). p53, NANOG
(Nanog homeobox) ve POUSF1 (POU sinif
Shomeobox 1,aynizamanda OCT3/4 olarak
da bilinir) gibi transkripsiyon faktorlerini
baskilayip, farklilagsma ile iligkili genleri
aktive  ederek  pluripotensi  kaybini
desteklerler (11,12). p53, hasarin boyutuna
bagli olarak DNA onarimini destekleme
ya da dilizenlenmis hiicre Oliimiini
baslatma kapasitesini yansitmaktadir. Bu
nedenle embriyonik kok hiicreler, endojen

genotoksinleri  tamponlayarak  olusan
hasarlar1 dogru bir sekilde onarmakta,
hasar onarimi tamamlandiginda hiicre

siklusunu durdurmakta ve mutasyonlarin



stabilizasyonunu  etkili  bir  gekilde

onlemektedirler (13).,

Yetiskin Kok Hiicrelerde DNA Hasar
Yetiskin kok hiicreler, doku homeostazi
ve yara onarimina katkida bulunan
multipotent  hiicrelerdir.  Yetiskin  kok
hiicreler, hiicre siklusunun GO fazinda
(sessiz faz=dinlenme hali) uzun siire
kalabilir ya da bulunduklar1 mikrogevresel
sartlara bagli olarak mutasyon biriktirmeye
egilimli hale gelebilirler (13).

Hematopoetik Kok Hiicrelerde DNA
Hasan

Hematopoetik kok hiicreler, miyeloid ya
da lenfoid progenitorleri olusturmak tizere
asimetrik boliinme gergeklestirerek yasam
boyunca hematopoezi korumaktadirlar.
Hematopoetik kok hiicreler, aktif ve inaktif
(rezerv) hiicrelerden olusmaktadirlar. Aktif
hiicreler hematopoezi desteklerken, inaktif
hiicrelerhematopoetik kok hiicre havuzunun
korunmasini saglamaktadirlar (14).
Hematopoetik kok hiicreler, replikasyon
stresi ve mikrogevresel genotoksinler dahil
olmak iizere endojen ve ekzojen kaynaklar
tarafindan olusan DNA hasar1 sonucunda
mutasyona ugramaktadirlar (15). DNA
onarim basamaklarinda meydana gelen
hatalar, hiicre siklusundaki diizensizlikler,
replikasyon stresi ve reaktif oksijen
tiirlerinin artist hematopoetik kok hiicrelerin
yaslanmasina sebep olmaktadir (16).
Endojen aldehitler ve telomer kisalmasi,
hematopoetik kok hiicre havuzunda DNA
hasarina yol agan esas faktorlerdir. Yapilan
calismalarda, inflamasyonun hematopoetik
kok hiicrelerde genotoksik etkilere yol
actig1 ve farelerde 16komogenez lizerinde

etkili oldugu gosterilmistir (13,17,18).
Hematopoetik kok hiicreler, hipoksik
bir ortamda bulundugundan reaktif

oksijen tiirlerinin iiretimi azalmaktadir
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ve glikolize dayali diisiik bir metabolik
aktivite gostermektedirler (13). Bunun
yant sira hematopoetik kok hiicreler,
Forkhead box O (FOXO) sinyal yolagini
ve otofajiyl  etkinlestirerek  oksidatif
stresi sinirlamaktadirlar. pS53 ise, hasar
onariminin yant sira diizenlenmis hiicre
O0limii veya hiicresel yaslanma yoluyla
genetik hasar biriktiren hematopoetik kok
hiicreleri kontrol etmektedir (19,20).

Non-Hematopoetik Kok Hiicrelerde
DNA Hasan

Non-hematopoetik yetiskin kok hiicrelerin
genotoksik strese duyarliligi, hiicrelerin
proliferasyon hizina ve rejenerasyon
kapasitesine baglidir. Bagirsak epiteli gibi
dokular endojen ve ekzojen faktdrlerin
neden oldugu DNA hasarma Kkarsi
olduk¢a hassastir. Inaktif yetiskin kok
hiicreler, doku homeostaz1 igin gerekli
olan ve DNA’ya zarar veren maddelere
kars1 diren¢  gostermektedirler (21).
Sa¢ folikiilii kok hiicreleri diizenlenmis
hiicre o6liimiinii 6nlemek amaciyla DNA
c¢ift zincir kiriklarina yanit olarak NHEJ
(Non-homologous end joining) tamir
mekanizmasmi hizlica baslatmakta ve
sitoprotektif bir protein olan BCL-2’yi
up-regiile etmektedir (22). Benzer sekilde,
iskelet kas1 kok hiicreleri, DNA bagimli
protein kinaz katalitik alt birimi araciligtyla
radyasyonun neden oldugu DNA ¢ift
zincir kiriklarim1 dogru bir sekilde tamir
etmektedir. Inaktif yetiskin kok hiicreler
genellikle genotoksinlere karsi direnglidir
ve yiiksek iyilesme potansiyeline sahiptirler
(23,24).

Indiiklenmis Pluripotent Kok
Hiicrelerde DNA Hasar1

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler,
klinik miidahalelerin gelistirilmesi igin
umut vaat edici sonuglar1 olan yeniden
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programlama yontemi ile elde edilen
hiicrelerdir. Yeniden programlama
yonteminde etkili olan faktorlerinin
eksprese edilmesi, DNA replikasyonunu
indiiklerken, oksidatif stres olusmasina
sebep olur. Oksidatifstres olusumu, Chk1’in
(Checkpoint kinase 1) up-regililasyonunun
disinda, niikleosit veya antioksidan
takviyesi ile de oOnlenebilmektedir (25).
Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerdeki
replikasyon stresi, anormal karyotiplerin
olugsmasiyla artmaktadir. DNA tamir
mekanizmalarindaki hatalar ve hatali
DNA onarmmi indiiklenmis pluripotent
kok hiicrelerde genetik  kararsizligin
olusmasma neden olmaktadir (26,27).
Genetik kararsizligin olusmamasi igin,
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin
klinik uygulamasindan 6nce DNA tamir
mekanizmalarinin degerlendirilmesi 6nem
tasimaktadir. pS3 aktivasyonu, hiicre siklus
arrestini, diizenlenmis hiicre Gliimiini
ya da hiicresel yaslanmay1 indiikleyerek
hiicrenin  yeniden programlanmasinda
islev gormektedir. p53 aktivasyonunun,
indiiklenmis  pluripotent kok  hiicre
olusumunu, genetik  kararsizligi  ve
tiimorijenik potansiyeli arttirdigt
gosterilmistir. Somatik hiicrelerin yeniden
programlanmasi siirecinde, DNA onarim
aktivitesi ile p53 aktivasyonu arasindaki
bir denge bulunmaktadir (28). indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler, baz eksizyonunun
onarimi, niikleotid eksizyon onarimi,
hatali DNA eslesmesinin onarimi gibi
cok sayida DNA tamir mekanizmalarina
sahip olduklarindan DNA zincir kiriklarini
verimli bir sekilde tamir edebilmektedir.
Bunun yani sira, anaerobik glikoliz yoluyla
enerji lreterek ve gliclii antioksidan
yanitlar olusturarak reaktif oksijen tiirleri
seviyelerini smirlandirabilmektedir (29).
Sonug olarak, indiiklenmis pluripotent kok
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hiicreler embriyonik kok hiicrelere benzer
sekilde DNA hasarin1 onarmakta veya
kontrol etmektedir (13).

Kok Hiicrelerde DNA Hasar:1 Onarimi
DNA hasar1 onarimi, hasarin spesifik
formlarii tespit ve kontrol eden karmasik
bir molekiiler sinyal agini ifade etmektedir.
Kontrol mekanizmasi, tolere edilemez
hasarlara sahip hiicrelerin onarimini veya
inaktivasyonunu  (diizenlenmis  hiicre
O0limii veya hiicresel yaslanma yoluyla)
igcermektedir (13).

® Baz Eksizyon Onarimi: DNA ¢ift sarmalinmi
onemli 6l¢iide bozmayan DNA hasarlarini
ele almaktadir. Hasarli baz, DNA polimeraz
B (Polf) ve DNA ligaz I veya DNA ligaz
IIT ile onarim1 baslatan APEX1 (apurinik/
apirimidinik endodeoksiribontikleazl)
tarafindan taninan bir abazik bdlge
olusturmak icin eksize edilmektedir (30).
Bu bolgeler, endoniikleazlar ile kesilmekte,
kesim sonras1 olusan tek sarmal zinciri kisa
yamali ya da uzun yamali onarim yolaklari
ile tamir edilmektedir. Kisa yamali ve uzun
yamali onarim yolaklarindan hangisinin
aktif halde olacagi hiicre siklusu tarafindan
belirlenmektedir. Kisa yamali onarim
yolaginda poli (ADP-riboz) polimeraz 1
(PARP-1) ya da PARP-2 kesim bolgelerine
gelmekte, XRCC1 (X-ray repair cross-
complementingprotein1)ve DNApolimeraz
B (PolP) proteinlerini onarim bolgelerine
tasimakta ve olusan bosluga DNA ligaz III
tarafindan fosfodiester bagi ile baglanarak
onarim tamamlanmaktadir. Uzun yamali
onarim yolaginda ise, PARP-1 veya PARP-
2, XRCCl1 ile PNK (poliniikleotid kinaz)
proteinleri onarim bolgesine gelmekte ve
burada yer alan 5’ fosfat ve 3’ hidroksil
gruplarma g¢evrilmektedir. DNA polimeraz
o/e ve FENI1 (Flap endoniikleaz-1) protein
kompleksleri tarafindan olusan bosluklar



doldurulmakta, DNA ligaz III tarafindan
fosfodiester bagi ile baglanarak onarim
tamamlanmaktadir (31).

* Niikleotid Eksizyon Onarmmi:  Cift
sarmallar1 bozan radikal eklentileri olmak
tizere genis bir DNA hasarini1 onarmaktadir.
Heliks distorsiyonuna neden olan hasarlarin
onariminda, hasarli DNA {izerinde biiyiik
eklentiler olusturarak eksizyon niikleaz
enzimi tarafindan tamir edilmektedir
(32-34). Onarim mekanizmasinda temel
olarak, hasarin taninmasi ve hasarli
bolgeye baglanilmasi, 24-32 niikleotid
uzunlugundaki  oligomerlerin  kesilip-
c¢ikarilmasi, kesilen oligomerin salinmasi
ile ortaya c¢ikan boslugun sentez ile
doldurulmasi ve ligasyon basamaklar1 yer
almaktadir (32,35,36).

DNA  Eslesme
sirasinda

Onarimi:
DNA

* Hatal
DNA  replikasyonu
polimeraz enzimi tarafindan eklenen
hatali  niikleotidleri  diizelten onarim
mekanizmasidir (35). MSH2/MSH6 (MutS
homolog) heterodimerleri (MutSa olarak
bilinir) veya MSH2/MSH3 heterodimerleri
(MutSB olarak bilinir) tarafindan tanian
temel uyusmazliklari, insersiyon veya
delesyonlar1 diizeltmektedir (13). MutS
1 ve MutS 2 hatali baz-baz degisimlerini
onarirken, MSH2-MSH3 kompleksi ise
2-10 arasinda hatal1 baz-baz eslesmelerini
onarmaktadir (31). MLH1 (MutL homolog
1) ve PMS2 (Protein Mismatch repair
System  component)  heterodimerleri
hatal1 eslesme onarimi i¢in gerekli olan
diger proteinler arasindaki etkilesimi
diizenlemektedir. PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), EXO-1 (ekzoniikleaz 1),
DNA polimeraz, replikasyon faktorleri ve
helikazlar1 icermektedir (35).
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DNA Cift Zincir Kirigi  Onarimi:
Genetik biitiinliglin kaybiyla sonuglanan
kromozomal kiriklar olarak bilinen DNA
zincir kiriklari, basta iyonize radyasyon
olmak 1iizere DNA’ya zarar veren
fiziksel ve kimyasal ajanlar tarafindan
indiiklenmektedir (35). Tamir edilmeyen
zincir kiriklari hiicre oliimiine, yanlis
tamir edilen zincir kiriklar1 ise kromozom
translokasyonuna ve kansere neden
olabilmektedir  (33,36,37).  Homolog
rekombinasyon ve homolog olmayan ug
birlestirme mekanizmalar1 ile ¢ift zincir
kiriklarinin tamiri yapilirken, tamir igin
secilecek mekanizma hiicre siklusuna bagh
olarak degisiklik gostermektedir (33,35).

Sonuc¢

Kok hiicrelerin  kendini  yenilemeleri,
protoonkogenlerin ve tiimor baskilayicilar-
m  karsilikli  dengesi ile meydana
gelirr. Bu dengede ortaya c¢ikabilecek
degisiklikler, hiicre hasarina, anormal
hiicre boliinmelerine, hiicresel yaslanmaya
ve hiicre Oliimiine neden olur. Kok
hiicreler yasam dongiisii igerisinde,
kendini yenileme, boliinme 6zelliginin
yant sira farklilasmamis yapisim da
koruyabilmektedir. Kok hiicrelerin  bu
ozelliklerini stirdiirmesinde genom
biitlinliiglinii bozan reaktif oksijen tiirlerinin
yarattig1 hasarin giderilmesinde gorev alan
DNA tamir mekanizmalari, endojen ve
ekzojenantioksidanlaretkilidir. Buajanlarin
hasarli ve yaslanan kok hiicrelere terapotik
etkiler sagladig1 goriilmektedir. Yapilan
tiim arastirmalar 1518inda, kok hiicrelerin
tamir ve tedavi mekanizmalarinda etkili
olacak endojen ve ekzojen yoOntemlerin
degerlendirilmesi ve kullanilan ajanlarin
doz optimizasyonlarinin yapilmasi ile daha
etkin sonuclar elde edilecektir.
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