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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Medycyna regeneracyjna jest szybko rozwijajaca sie dziedzina, ktérej postep umozliwia wy-
dtuzenie czasu i poprawe jakosci zycia chorych cierpiacych na nieuleczalne dotad schorzenia.
Komérki macierzyste (stem cells, SCs) sg niezréznicowanymi komérkami zdolnymi do nie-
ograniczonej liczby podziatéw i réznicowania w wyspecjalizowane komdrki. Terapie oparte
na komérkach macierzystych sg stosunkowo nowa i obiecujaca koncepcja w medycynie re-
generacyjnej.

Radioterapia jest najcze$ciej stosowana metoda w leczeniu zmian nowotworowych. W przyszto-
$ci wykorzystanie komdrek macierzystych bedzie zwigzane z ich nieunikniong eskpozycja na
promieniowania jonizujace, zaréwno podczas leczenia, jak i diagnostyki. Problem stabilnos$ci
genetycznej komérek macierzystych i komérek zréznicowanych, pochodzacych od nich jest
niezwykle wazny, zwlaszcza w praktyce klinicznej. Nalezy podkresli¢, ze komérki niezréznico-
wane oraz zréznicowane charakteryzuja sie odmiennym cyklem komérkowym, metabolizmem,
wyj$ciowym poziomem reaktywnych form tlenu, zdolnoscig naprawy DNA, podatno$cig na
apoptoze oraz czestotliwo$cig zachodzenia mutacji. Wszystkie te czynniki wigza sie zodmienna
promieniowrazliwoscig SCs i komdrek zréznicowanych.

W artykule oméwiono mechanizmy naprawy DNA pluripotencjalnych komérek macierzystych
(przez wycinanie zasad, wycinanie nukleotydéw, naprawe niesparowanych zasad, homologicz-
ng rekombinacje i niehomologiczne scalanie koricéw) w odpowiedzi na szkodliwe dziatanie
cyto- i genotoksycznych czynnikdw, takich jak promieniowanie jonizujgce i cytostatyki. Ocena
skutecznosci mechanizméw naprawczych jest wazna dla pluripotencjalnych SCs, poniewaz
nieefektywne systemy naprawcze moga sie przyczyni¢ do nagromadzenia mutacji w genomie,
a w konsekwencji do zmian nowotworowych.

pluripotencjalne komorki macierzyste - integralnos¢ genomu - naprawa DNA - apoptoza - radioterapia
« chemioterapia
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Summary

Regenerative medicine is a very rapidly developing discipline. Its progress contributes to elon-
gated life expectancy and improved quality of life of patients suffering from so far incurable
diseases. Stem cells (SCs) are undifferentiated cells that are able to undergo unlimited number
of cell divisions and differentiation into specialized cells. Therapies based on SCs constitute
a relatively new and promising approach in regenerative medicine.

Radiotherapy is the most often used method in the treatment of cancer. In the future, the
usage of SCs will be connected with the inevitable exposure of SCs to ionizing radiation during
both treatment and diagnosis. The issue of genetic stability of SCs and cells differentiated from
them is crucial, particularly regarding the application of these cells in clinical practice. It is
important to emphasize that differentiated and undifferentiated cells possess different cell
cycle, metabolism, initial level of reactive oxygen species, DNA repair mechanisms, suscep-
tibility to apoptosis and frequency of mutations. All these factors contribute to the distinct
radiosensitivity of SCs and differentiated cells.

The aim of this study was to present the latest literature data concerning DNA repair mechani-
sms in pluripotent SCs (Homologous Recombination, Non-homologous End Joining, Mismatch
Repair, Base Excision Repair and Nucleotide Excision Repair) in response to the influence of
cyto- and genotoxic agents, such as ionizing radiation and chemotherapeutics. Evaluation the
efficacy of DNA repair mechanisms is relevant for pluripotent SCs, because ineffective DNA
repair mechanisms may result in the accumulation of mutations and, consequently, to cancer.
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Wsrep

Komérki macierzyste (stem cells, SCs) znalazly zastoso-
wanie w wielu dyscyplinach naukowych. Ze wzgledu na
pluripotencjalny charakter, zdolno$¢ do nieograniczonej
liczby podziatéw, komérki te przyczyniaja sie do szyb-
kiego rozwoju medycyny regeneracyjnej [57]. Moga by¢
réznicowane we wszystkie typy komérek pochodzacych
z trzech listkéw zarodkowych, zaréwno w warunkach
in vitro, jak i in vivo [34]. Wla$ciwo$¢ ta decyduje o ich
przydatnosci w terapii komdrkowej i zwalczaniu wielu
choréb [17]: neurodegeneracyjnych [14], cukrzycy [11],
serca [5], siatkéwki oka [30], a takze dystrofii miesniowej
[1]. Bardzo duze oczekiwania i nadzieje wigze sie z wyko-
rzystaniem SCs w schorzeniach, na ktére obecnie nie ma
skutecznej metody leczenia np. w chorobach neurode-
generacyjnych, artretyzmie, chorobach krwi. Bardziej
powszechne stosowanie komérek macierzystych zwraca
uwage na niedoktadnie poznany i zrozumiany wptyw
tych komdrek na ludzki organizm. Badania prowadzone

in vivo stanowia tylko niewielkg cze$é wszystkich badan
nad SCs [29].

Mimo ze skuteczno$¢ terapii komérkowej opartej na SCs
zostala wiele razy potwierdzona, to jej zastosowanie na
skale kliniczng jest utrudnione. Gtéwna przyczyna trud-
noéci dotyczy odpowiedzi SCs i komdrek wywodzacych sie
od nich na dziatanie promieniowania jonizujacego i cyto-
statykdw. Jest to bardzo istotne, w szczegblno$ci przy
obserwowalnym wzro$cie zachorowalno$ci na raka u cho-
rych powyzej 50 roku zycia [41,79]. Obecnie nowotwory
sa najcze$ciej diagnozowane u starszych oséb, niejedno-
krotnie dotknietymi innymi schorzeniami, w ktérych,
w przyszto$ci SCs moga by¢ rutynowo stosowane. Wcigz
nie wiadomo w jaki sposdb terapia SCs wptywa na orga-
nizm w czaie leczenia zmian nowotworowych (radiotera-
pig i/lub chemioterapia). Wiadomo, ze promieniowanie
gamma i powszechnie uzywane cytostatyki uszkodzaja
DNA w komédrkach nowotworowych. Jednak wiedza
na temat wptywu terapii przeciwnowotworowych na
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Ryc. 1. Czynniki stosowane w terapiach przeciwnowotworowych: promieniowanie jonizujace lub cytostatyki powoduja uszkodzenia DNA i zatrzymania cyklu

komérkowego

zdrowe komérki, w tym pluripotencjalne SCs wciaz jest
niedostateczna. Wykorzystanie pluripotencjalnych SCs
w medycynie bedzie sie wigzalo z mozliwa ekspozycja na
promieniowanie jonizujace zaréwno w czasie leczenia, jak
i rutynowej diagnostyki (tomografia komputerowa, pozy-
tronowa tomografia emisyjna, scyntygrafia) [67].

Komoérki macierzyste: zachowanie integralnosci genomu
Akumulacja uszkodzen molekularnych, przede wszyst-

kim DNA, zaburza funkcjonowanie komérki. Zmiany
zachodzace w DNA odgrywaja wazng role w trakcie

starzenia sie, stanéw chorobowych i rozwoju zmian
nowotworowych [31]. Wyspecjalizowane mechanizmy
naprawcze, punkty kontrolne cyklu komérkowego oraz
pewien prég tolerancji komérki na uszkodzenia DNA,
chroni integralno$¢ genomu, co jest niezbedne do jej
prawidtowego funkcjonowania [20]. Uszkodzenia DNA
sg spowodowarne przez wiele czynnikéw i moga sie poja-
wié spontanicznie podczas trwania procesu replikacji
i transkrypcji lub tez w odpowiedzi na czynniki egzo-
i endogenne, takie jak promieniowanie jonizujace, UV,
reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species, ROS)
czy cytostatyki [28]. Niestety, odpowiedZ SCs na czyn-
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niki uszkadzajace DNA i ich mechanizmach naprawczych
wciaz jest stabo poznana (ryc. 1).

Ponadto, najnowsze doniesienia literaturowe wskazujg na
wystepowanie niestabilno$ci genetycznej ludzkich indu-
kowanych pluripotencjalnych komdrek macierzystych
(human induced pluripotent SCs, hiPSCs) oraz ludzkich
embrionalnych komérek macierzystych (human embry-
onic SCs, hESCs) podczas hodowli in vitro. Jest to zwiazane
z czestymi rearanzacjami chromosomowymi, aneuplo-
idiami lub nieprawidtowo przeprowadzonymi reakcjami
metylacji DNA i prowadzi do niekontrolowanej proliferacji
w obu typach komérek. Obniza to zdolno$¢ réznicowania
i niekontrolowanej proliferacji niestabilnych genetycznie
SCs [52]. SCs sa bardziej podatne na wystepowanie muta-
cji genowych, spowodowanych stresem komérkowym
podczas ich cyklicznego zamrazania i rozmrazania. Zjawi-
sko to mozna zaobserwowa¢ réwniez podczas dtugotrwa-
tej hodowli - przy wysokiej liczbie pasazy, gdzie zwieksza
sie ryzyko wystapienia nieprawidlowosci. Tak wiec, cze-
ste manipulowanie warunkami hodowli moze korelowaé
zich zwiekszong niestabilnoscig epigenetyczna [38]. Proces
reprogramowania, w wyniku ktérego powstaja indukowane
pluripotencjalne komérki macierzyste, réwniez przyczynia
sie do wystgpienia niestabilnosci genetycznych [44]. Pierw-
sze doniesienia dotyczace niewtasciwego kariotypu hESCs
dotycza trisomii chromosomu 12. Wiele aberracji chromo-
sowych obserwuje sie takze w liniach hiPSCs [55], jak np.
trisomie chromosomu 8. Natomiast trisomii chromosomu
17 nie odnotowano w hiPSCs [70].

Inzunza i wsp. [27] zbadali kariotyp trzech wybranych
linii hESCs. Dwie z nich nie wykazywaly zmian, nato-
miast w trzeciej linii zaobserwowano monosomie chro-
mosomu X [27]. Zmiany genomowe i fenotypowe moga
by¢ zwigzane z nieprawidtowym funkcjonowaniem SCs
zaréwno w stadium niezréznicowanym, jak i w czasie
procesu réznicowania. Zatem, stabilno$¢ genetyczna SCs
i komérek zréznicowanych wywodzacych sie od nich,
ma podstawowe znaczenie w ich stosowaniu w leczeniu.
Konieczne sg dalsze badania, aby wykluczy¢ szkodliwy
wptyw hiPSCs na ludzki organizm.

W artykule omdwiono doniesienia literaturowe doty-
czace mechanizméw naprawy DNA SCs i komérek pocho-
dzacych od nich w odpowiedzi na uszkodzenia wywotane
cyto- i genotoksycznymi czynnikami podczas terapii prze-
ciwnowotworowej. Mechanizmy naprawy DNA SCs sa
intensywnie badane. Jednak na temat zmian zachodzacych
w tych mechanizmach w czasie procesu réznicowania nie-
wiele wiadomo. Dalsze badania dotyczace odpowiedzi komé-
rek macierzystych, cze$ciowo i w petni zréznicowanych sa
potrzebne. Oméwiono réwniez najnowsze dane dotyczace
mechanizméw naprawy DNA pluripotencjalnych SCs.

CYKL KOMORKOWY | MECHANIZMY ROZPOZNAJACE UszKoDZENIA DNA
W KOMORKACH MACIERZYSTYCH

Uszkodzenia DNA powstaja w kazdej komérce organi-
zmu. SCs muszg je skutecznie naprawiaé poprzez wyspe-

cjalizowane mechanizmy [4]. W przypadku wystapienia
powaznego uszkodzenia DNA, cykl komérkowy zostaje
zatrzymany w celu zapobiegania blednej replikacji,
transkrypcji czy translacji, jak réwniez oszczedzenia
energii. Jednak, gdy naprawa uszkodzeri DNA jest nie-
mozliwa, aktywowane sa mechanizmy prowadzace do
$mierci komérki [73]. W odpowiedzi na pojawienie sie
dwuniciowych peknieé nici DNA (double strand breaks,
DSBs) w embrionalnych ludzkich komdrkach macierzy-
stych i komérkach zréznicowanych zostaja uruchomione
okreslone Sciezki sygnatowe. Ufosforylowana w pozycji
1981 seryny kinaza ATM (ataxia telangienctasia mutated)
przemieszcza sie w miejsce DSBs. W mysich embrional-
nych komérkach macierzystych (mouse embryonic stem
cells, mESCs) traktowanych promieniowaniem jonizuja-
cym, kinazy ATM i ATR (ataxia telangiectasia Rad 3-rela-
ted) fosforyluja 700 biatek w ponad 900 miejscach [56].
Reakcjom tym towarzyszy fosforylacja histonu H2AX.
Jego fosforylacja jest widoczna jako wewnatrzjadrowe
skupiska biatkowe (foci) yH2AX. Poziom endogennych
foci wzrasta réwniez w obecno$ci nienaprawionego
DNA czy nieskutecznej naprawy DSBs, dysfunkcji telo-
merdw, niestabilno$ci genomu lub w czasie starzenia
komérki [21]. Rozmiar yH2AX zalezy od struktury chro-
matyny. Podczas kondensacji regionéw chromatyny
mozna zaobserwowad mniejsze struktury yH2AX. Nato-
miast podczas hiperacetylacji chromatyny lub przy nie-
doborze histonéw H1, foci tworza wieksze skupiska [2].
W zréznicowanych komérkach mozna zaobserwowa’
obecno$¢ kilkuset znacznie mniejszych skupisk yH2AX,
ktére prawdopodobnie nie sg zwigzane z odpowiedzig na
uszkodzenie DNA [22]. MESCs nawet przy braku dwuni-
ciowych peknie¢ DNA towarzyszy obserwowalny poziom
YH2AX [48]. Innym czynnikiem odgrywajacym istotna
role w mechanizmach naprawy DNA jest biatko replika-
cji A (replication protein A, RPA), ktérego zadaniem jest
wigzanie jednoniciowych odcinkéw DNA [58].

Wiekszo$¢ opisanych w literaturze badan prowadzono na
mESCs. MESCs 1 hESCs nie sa réwnowazne, dlatego nalezy
zwrécid szczegblng uwage na wystepujace réznice. MESCs
nie majg punktu kontrolnego G1, przez co tatwo ulegaja
apoptozie zaleznej od biatka p53 [40]. Brak funkcjonalnego
punktu kontrolnego G1 jest spowodowane transportem
biatka p53 do cytoplazmy. Komérki z uszkodzonym DNA
przechodza z fazy G1 do S cyklu komérkowego, w kté-
rym moze nastapi¢ powielenie nieprawidtowego mate-
riatu genetycznego podczas procesu replikacji. Okoto 75%
mESCs wystepuje w fazie S cyklu komérkowego, fawory-
zujac homologiczng rekombinacje jako gléwny mecha-
nizm naprawy DSBs. P53 moze hamowaé aktywno$¢
biatka Nanog, utatwiajac réznicowanie meSCs. Zjawisko
to odpowiada za utrzymanie wolnej od uszkodzer popu-
lacji komdérek [71]. MESCs wykazujg niski prég tolerancji
na uszkodzenia DNA, dlatego sa kierowane na szlak apop-
tozy lub ulegajg spontanicznemu réznicowaniu. Dzieki
tym mechanizmom mESCs generuja mniej mutacji niz
komérki somatyczne [13]. P53 zapobiega gromadzeniu sie
nienaprawionego DNA przez zatrzymanie cyklu komérko-
wego, a na dalszym etapie jego naprawe. Hamuje réwniez
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ekspresje genéw odpowiedzialnych za pluripotencje. Nie-
ktére badania wskazujg, ze nizszy poziom p53 moze sie
przyczyni¢ do prawidtowego procesu reprogramowania.
Jednak obnizony poziom p53 i jego wptyw na ewentualne
proonkogenne wiasciwo$ci mysich i ludzkich iPSCs i ich
pochodnych nie zostaty w petni wyjasnione i wcigz wyma-
gaja dalszych badari [80]. Desmarais i wsp. odkryli, ze
hESCs nie aktywujg kinazy punktu kontrolnego 1 (check-
point kinase 1, CHK1) i ATM po ekspozycji na cisplatyne.
W zwigzku z tym, komérki te tatwo ulegaja apoptozie.
HESCs moga aktywowa¢ CHK1 lub ATM pod wplywem
promieniowania jonizujgcego [8]. Zaréwno hESCs i mESCs
wykazuja mniejszy poziom uszkodzerr oksydacyjnych
w poréwnaniu z komérkami zréznicowanymi. Zjawisko
to mogag wyjasnié dwie koncepcje: po pierwsze, mESCs
i hESCs maja wyzsze stezenie przeciwutleniaczy, ktéry
maleje wraz z procesem réznicowania. Zmniejszona
ekspresja gendéw antyoksydacyjnych powoduje wzrost
poziomu ROS. Po drugie, mESCs i hESCs odznaczaja sie
bardziej wydajnymi mechanizmami naprawy DNA niz
komdrki zréznicowane (fibroblasty) [46].

Cykl komérkowy w hESCs i mESCs trwa krécej niz
w komérkach somatycznych. Jest to spowodowane
znacznie krétsza fazg G1 oraz zwiekszong ekspresja
kinazy zaleznej od cykliny 4 (CDK4) i cykliny D2 uta-
twiajacych przejécie do fazy S. Nieprawidlowe dziatanie
punktu kontrolnego G1/S powoduje akumulacje uszko-
dzeni DNA w fazie S, w ktdrej sg aktywowane mechani-
zmy naprawy DNA lub programowana $§mier¢ komérki
(tabela 1) [62]. W hESCs zatrzymanie cyklu komdrko-
wego zachodzi w fazie G2. Mechanizmy naprawy DNA
tych komdrek sa bardzo ztozone, zapewniajac niezwykle
skuteczng ochrone genomu. Mozna zaobserwowaé wyz-
szy poziom kinazy DNA-PK__ (DNA-dependent protein
kinase, catalytic subunit) po napromieniowaniu, ktéry
efektywnie naprawia DSBs [23].

Proces naprawy DNA w komérkach macierzystych

Zgodnie z prawem Bergonie-Tribondeau, komdérki ulega-
jace czestym podziatom komérkowym, o duzej aktywno-
$ci mitotycznej, jak réwniez komdrki niezréznicowane,
s duzo bardziej narazone na uszkodzenia pod wptywem
promieniowania jonizujacego niz inne typy komdrek.
Powyzsze prawo byto wiele razy potwierdzone w bada-
niach in vitro, z wyjatkiem eksperymentéw prowadzo-
nych na limfocytach. Komérki te, mimo wysokiego
stopnia zrdznicowania, odznaczaja sie zmniejszona
radioopornoscia [6].

Wilson i wsp. [74] zbadali odpowiedZ hESCs na dziata-
nie niskich i wysokich dawek promieniowania y. Jak
mozna byto sie spodziewaé, wysokie dawki przyczy-
niaja sie do masowej $mierci komérek. Jednak frak-
cja komdérek, ktére przezyly promieniowanie (survival
fraction, SF) wciaz wykazywata zdolno$¢ do formowa-
nia nowotwordéw typu teratoma, co jest niezaprzeczal-
nym dowodem na zachowanie pluripotencji. Mozliwym
wyjasnieniem tego zjawiska jest to, ze chociaz wysokie
dawki promieniowania zmieniaja pewne $ciezki sygna-
towe, to nie wplywaja na poziom ekspresji gendéw odpo-
wiedzialnych za stan pluripotencji [74]. Ponadto badania
in vitro wskazuja na rzadsze wystepowanie tzw. efektu
sasiedztwa, spowodowanego dziataniem promieniowa-
nia jonizujacego (radiation-induced bystander effect,
RIBE) w ludzkich embrionalnych pluripotencjalnych
i mezenchymalnych SCs w poréwnaniu do tych w petni
zréznicowanych. Jest to bardzo wazne w terapiach prze-
ciwnowotworowych [68].

Proces naprawy DNA odgrywa podstawowa role w utrzy-
maniu stabilno$ci genetycznej komérek. Mechanizmy
naprawy DNA mozna podzieli¢ na dwie gléwne grupy:
bezposrednig i po$rednia odpowiedZ komdrek na uszko-

Tabela 1. Poréwnanie mechanizméw naprawczych mysich i ludzkich pluripotencjalnych SCs z uwzglednieniem najwazniejszych biatek

Podwyzszony poziom biatek

Mechanizm naprawy DNA

Ludzkie pluripotencjalne SCs Mysie pliripotencjalne SCs

Homologiczn rekombinacja
Naprawa dwuniciowych peknie¢ DNA

ATM, ATR, BRCA-1, FEN-1, ligaza
I DNA, MRE11, NBS-1, PCNA, RAD51,
RPA, XCCR-2

FEN-1,y-H2AX, PCNA, RAD51,
RAD52, RAD54

Niehomologiczne taczenie koricéw

ATM, ATR, BRCA-1, FEN-1, ligaza IV

DNA, PKCS, Ku70, Kus0, MRET1, y-H2AX, Ku70, Ku80, PARP1, PCNA,

RAD54, XCCR-1

PCNA, XC(R-4
Naprawa pobrzez wycinanie zasad ligaza Il DNA, PCNA, UNG-2, FEN-1,  APE-1, ligaza | DNA, PARP1, PCNA,
prawa poprzez wy XCCR-1 UNG-2, XCCR-1
Naprawa jednoniciowych peknie¢ DNA Naprawa poprzez wycinanie ligaza I DNA, RPA RPA

nukleotydéw

Naprawa niesparowanych zasad

MLH-1, MSH-2, MSH-6, PCNA,

EX0-1, MSH-2, MSH-3, MSH-6, PCNA PMS- 1

krotki cykl komarkowy, skrécona faza G1, brak punktu kontrolnego G1

Pogrubione nazwy biatek s wspélne dla pluripotencjalnych SCs bez wzgledu na ich pochodzenie
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dzenia DNA (DNA damage responses, DDR). Pierwsza
grupa dotyczy aktywno$ci metylotransferazy 0°-mety-
loguaniny (06-methyl guanine methyl transferase,
MGMT), ktéra odpowiada za usuniecie adduktu metylo-
wego z nowo utworzonej O°metyloguaniny. Zwiazek ten
jest niebezpieczny i potencjalnie mutagenny, poniewaz
tworzy komplementarne pary zasad z tyming zamiast
z cytozyna [54]. Na posrednia odpowiedz komérek sktada
sie: mechanizm wycinania nukleotydéw (nucleotide
excision repair, NER), mechanizm wycinania zasad (base
excision repair, BER), mechanizm naprawy niesparowa-
nych zasad (mismatch repair, MMR) oraz mechanizmy
obejmujace podwdéjnoniciowe pekniecia DNA (double
strand breaks, DSB). DSBs sa naprawiane przez wolng
od btedéw homologiczna rekombinacje (homologous
recombination, HRR) oraz podatne na btedy scalanie nie-
homologicznych koficéw (non-homologous end joining,
NHEJ). Wiekszo$¢ uszkodzet wywotanych podczas che-
mio- i radioterapii jest naprawiane za posrednictwem
HRR oraz NHE]J [45]. Wiele biatek zaangazowanych
w 5 podstawowych mechanizméw naprawy DNA bierze
réwniez udzial w procesie apoptozy: HRR- kodowane
przez gen supresorowy BRCA1, kinaza biatkowa sery-
nowo-treoninowa ATM, kinaza biatkowa ATR, supresor
nowotworowy p53; NHEJ - katalityczna podjednostka
DNA-zaleznej kinazy biatek (DNA-PK); NER - helikaza
XPD, p53, helikaza XPB; BER - polimeraza Poli(ADP-
-rybozy)-1, AP endonukleza/3 fosfodiesteraza (APE/
Ref1), p53; MMR - kompleks heterodimeryczny MSH2-
-MSH6, homolog genu MutL E.coli [3]. Proces apoptozy
oméwiono w dalszej czedci artykutu.

Naprawa JEpNoNIciowycH PEKNIEC DNA

Szlak naprawy niesparowanych zasad odpowiada za
naprawe niedopasowanych zasad utworzonych na kom-
plementarnych niciach DNA. Niesparowania zostaja
utworzone z powodu ,,pos$lizgu” polimerazy podczas
procesu replikacji. Powoduje to powstanie btedéw
i zmian we wstawianiu nukleotydéw oraz krétkie inser-
cje i delecje. Niedoktadno$¢ w przeprowadzeniu mecha-
nizmu MMR moze indukowa¢ akumulacje mutacji oraz
pojawienie sie niestabilnosci mikrosatelitarnych, ktére
sg charakterystyczne dla dziedzicznego raka jelita gru-
bego niezwigzanego z polipowatoscia - zesp6t Lyncha
(hereditary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC)
[33]. Badania przeprowadzone przez Tichy’ego i wsp.
[72] udowadniaja, Ze mESCs wykazujg wyzszy poziom
biatek uczestniczgcych w mechanizmie MMR, zwigzany
z wydajniejszym mechanizmem MMR w tych komér-
kach. Co wiecej, w tych komérkach mozna zaobser-
wowal réwniez wyzszy poziom biatek BER i wieksze
zdolno$ci do naprawy oligonukleotydowej matrycy [72].

Naprawa przez wycinanie zasad obejmuje dwa gtéwne
mechanizmy: krétki szlak zalezny od polimerazy DNA
B oraz dtugi szlak zalezny od PCNA. W krétszym szlaku
naprawy pojedyncze nukleotydy sa najpierw usuwane,
a nastepnie zastepowane nowymi. Dtuzszy mechanizm
jest oparty o usuwanie nukleotydéw z uszkodzonej nici

DNA, syntezie DNA i taczenia nici. Mechanizmy elimi-
nujg uszkodzenia zasad powstale w wyniku oksydacji,
alkilacji i deaminacji, jak réwniez pojedyncze uszkodze-
nia nici DNA [61].

Naprawa przez wycinanie nukleotydu odpowiada za eli-
minowanie adduktéw objetosciowych, czy uszkodzen
znieksztatcajacych helise DNA, takich jak np. wewnatrz-
niciowe wigzania krzyzowe, ktére moga by¢ spowodo-
warne dzialaniem cisplatyny. Chociaz mechanizmy NER
i BER dzialaja w podobny sposéb, to NER jest bardziej
skomplikowanym procesem. W proces ten jest zaan-
gazowany mechanizm rozpoznania uszkodzenia DNA,
lokalnego rozwiniecia helikalnej struktury DNA wokét
uszkodzenia, wyciecia krétkich, pojedynczoniciowych
fragmentéw DNA obejmujgcych uszkodzenie, jak réw-
niez synteze i taczenie nici [66]. Szlak NER dzieli sie na
dwa mechanizmy: globalng naprawe genomu NER (glo-
bal genomic NER, GG-NER) i naprawe sprzezong z trans-
krypcja (transcription coupled NER, TC-NER). Gtéwnym
czynnikiem rozpoznajacym uszkodzenia DNA w mecha-
nizmie GG-NER jest kompleks XPC/HR2B/CEN2, ktéry
zapobiega lub redukuje liczbe uszkodzert DNA wyste-
pujacych w calym genomie. Rozpoznanie uszkodzenia
DNA w naprawie sprzezonej z transkrypcja obejmuje
zatrzymanie polimerazy II (RNAPII) oraz zaangazowa-
nie dwdch biatek: CSA i CSB. Zaréwno kompleks XPC, jak
i biatka CSA oraz CSB w miejsca uszkodzenia rekrutuja
kompleks sktadajacych sie z 10 biatek i wielofunkcyjnego
czynnika transkrypcyjnego TFIIH [10]. Mysie komdrki
pluripotencjalne majg skuteczniejsze mechanizmy NER
i BER niz komérki zréznicowane. Trzeba jednak pamie-
taé, ze to globalna naprawa genomu, a nie naprawa
sprzezona z transkrypcja dominuje w komdérkach nie-
zréznicowanych [9].

Mechanizmy naprawy podwéjnoniciowych peknie¢ DNA

DSBs moga prowadzi¢ do utraty informacji genetycznej,
rearanzacji genomowych i/lub §mierci komérek. Ten typ
uszkodzeni zostaje naprawiany na dwa sposoby: HR oraz
NHEJ. W HR niezbedna jest obecno$¢ siostrzanej chro-
matydy lub chromosomu homologicznego jako matrycy
w celu odzyskania oryginalnej sekwencji. W NHEJ homo-
logia nie jest wymagana, poniewaz nastepuje bezpo-
$rednia modyfikacja i taczenie koricéw DNA. Skutkiem
takiego dzialania jest czeste wystepowanie delecji lub
insercji. Mechanizm HR jest aktywowany w fazie S i G2,
z kolei NHEJ w fazach G1/S/G2/M cyklu komérkowego
[39,43]. Homolog prokariotycznego genu RecA- RAD51
oraz BRCA2 sg najcze$ciej wykorzystywanymi biomarke-
rami w rozpoznaniu HR, natomiast obecno$¢ katalitycz-
nej podjednostki DNA-zaleznej kinazy biatek (DNA-PK)
$wiadczy o uruchomieniu mechanizmu NHEJ [37]. RAD51
jest rekombinazg, ktéra indukuje wymiane nici DNA
podczas HR. Odgrywa bardzo wazna role w podwdjnoni-
ciowych peknieciach DNA, poniewaz wiaze sie do chro-
matyny podczas fazy S cyklu komérkowego i oddziatuje
z poszczegdlnymi elementami maszynerii replikacyjnej
komdrki [65]. RAD51 jest aktywny w 3 fazach homolo-
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gicznej rekombinacji: przedsynaptycznej, synaptyczneji
posynaptycznej. Podczas pierwszego etapu formowany
jest filament przedsynaptyczny ztozony z 6 czgsteczek
RAD51 i jednoniciowego DNA. W synaptycznej fazie,
RAD51 tworzy heterodupleks DNA (petla D) przez pola-
czenie substratu i dupleksu homologicznej matrycy
DNA. Podczas ostatniej fazy RAD51 przez oddysocjowa-
nie od podwdjnoniciowego DNA, odstania grupe 3’-OH
niezbedng do syntezy DNA [32]. Naprawa podwdjno-
niciowych odcinkéw DNA z wykorzystaniem homolo-
gicznej matrycy moze obejmowaé wyzej wymieniong
homologiczna rekombinacje lub dopasowanie pojedyn-
czych nici DNA (single-strand annealing, SSA). Z mecha-
nizmem SSA zawsze si¢ wigze wystepowanie zmian
mutagennych. Jest to spowodowane przytaczaniem
powtdrzonych sekwencji DNA, znajdujacych w poblizu
DSB DNA, co powoduje wystapienie delecji miedzy tymi
powtdrzeniami [19]. Udziat precyzyjnego mechanizmu
HR maleje wraz ze stopniem zréznicowania, podczas
gdy podatnego na bledy NHEJ wzrasta. Udowodniono,
ze juz podczas wczesnych etapéw réznicowania ludzkie
mezenchymalne komdrki macierzyste wykazuja wieksza
$miertelno$¢. Zjawisko to moze zostaé wyjasnione przez
udziat kaspaz, zaréwno w procesie apoptozy, jak i rézni-
cowania [53].

Mechanizm NHE] naprawia egzogenne podwéjnoniciowe
pekniecia spowodowane dziataniem promieniowania
lub rekombinacji VDJ. Biatka zaangazowane w ten pro-
ces obejmuja formowanie kompleksu sktadajgcego sie
z katalitycznej podjednostki kinazy DNA-PK, Ku70 oraz
Ku80 na wolnych koricach DNA. Powoduje to aktywa-
cje i wzajemne wspétdziatania nukleazy, biatek Artemis,
XLF i XRCC4 oraz DNA-ligazy 1V, a finalnie do odbudo-
wania zerwanych nici DNA [31]. Kompleks Ku, dzieki
swojemu toroidalnemu ksztattowi, moze wykrywaé
uszkodzenia DNA, utrzymywaé dwa korice DNA w bli-
skim sgsiedztwie, zahamowac¢ lub regulowad aktywnosé
nukleazy oraz rekrutowacé inne czynniki, np. polimeraze
czy ligaze. DNA-PKcs jest najwiekszym znanym biatkiem
o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej. DNA-PKcs
i Ku wigzg sie do dupleksu DNA, wywotujac autofos-
forylacje kinazy w ponad 15 miejscach. Aktywowane
biatko prowadzi do aktywacji kompleksu XRCC-ligazy IV.
Mozna zauwazy¢ wystepowanie sprzezenia zwrotnego
dodatniego: obecno$¢ kompleksu XRCC4: DNA-ligazy
1V indukuje autofosforylacje DNA-PKcs. DNA-PKcs bie-
rze udzial w regulacji aktywnosci endonukleolitycznej
innego waznego biatka biorgcego udzial w mechanizmie
NHE]J - Artemis [36]. Biatko Artemis jest hiperfosforylo-
wane przez kinaze ATM w odpowiedzi na dziatanie pro-
mieniowania jonizujgcego. Kompleks Artemis-DNA PKcs,
dzieki 5" i 3’ endonukleazowej aktywnosci, tnie uszko-
dzone DNA tworzgc lepkie korice. Ponadto, samo biatko
Artemis ma aktywno$¢ 5” egzonukleazy [75].

Naprawa podwdjnoniciowych peknie¢ DNA jest bardziej
precyzyjna w hESCs niz w komérkach somatycznych.
Réznicowanie hESCs zmniejsza skuteczno$é¢ i doktad-
no$¢ mechanizméw naprawy podwdéjnoniciowych pek-

nieé. W hESCs w przeciwietistwie do innych typdéw
ludzkich komérek dominuje HR. Ponadto mozna zaob-
serwowa( spadek doktadnosci mechanizmu NHE] wraz
z postepowaniem réznicowania. Dlatego tez mechanizm
NHE]J w hESCs prawdopodobnie dziata w sposéb nieza-
lezny od ATM, DNA-PKcs i PARP, a zalezny od XRCC4,
przez co jest duzo bardziej skutecznyny [62]. Zou i wsp.
[81] badali odpowiedZ hESCs i komdrek neuronalnych
pochodzacych od pluripotencjalnych komérek macie-
rzystych na promieniowania jonizujace. Wykazali, ze
hESCs majg poréwnywalng skuteczno$¢é mechanizméw
naprawczych DNA w poréwnaniu do komdrek somatycz-
nych. Powyzsze dane réznig sie z innymi doniesieniami
literaturowymi. Udowodniono, ze podczas traktowania
hESCs wysokimi dawkami promieniowania jonizujacego,
90% z nich ulega apoptozie. Po zakoficzonym procesie
réznicowania skuteczno$¢ mechanizméw naprawczych
DNA komérek pochodzacych od komérek macierzystych
maleje, a takze mozna zaobserwowal podwyzszony
poziom ROS. Jednak, w przeciwiefistwie do hESCs, zna-
czgca frakcja komérek neuronalnych, pochodzacych od
komdérek macierzystych, przezyta wysokie dawki pro-
mieniowania jonizujacego [81]. Podsumowujgc, mimo ze
hESCs maja niezwykle skuteczne mechanizmy naprawy
DNA i tolerancje na stres, to wydajg sie duzo bardziej
wrazliwe na dzialanie promieniowania jonizujacego niz
komérki z nich zréznicowane.

Sokolov i Neumann [69] badali zmiany w ekspresji
gendw, takich jak inhibitor kinaz zaleznych od cyklin
(CDKN1A/p21/Cip1), kodujacego biatko naprawcze
GADD45A, jadrowego antygenu komérek proliferuja-
cych (PCNA), kodujacego biatko 2 z rodziny BTG, koduja-
cych biatka z rodziny pro- i antyapoptotycznych (Bcl-2),
SESN1, DDB2, IER5, PLK3, czynnik wzrostu i réznicowania
15 (GDF15) podczas ,,wczesnej” i ,,pdznej” odpowiedzi
komoérek hESCs na promieniowanie jonizujace. Indukcja
gendw odpowiedzialnych za stres koreluje z odpowiedzig
komérek, jednak nie liniowo. Moze to wskazywaé na ist-
nienie pewnego poziomu progowego ekspresji genéw
w niektdrych hESCs [69]. CDKN1A jest gtéwnym inhibito-
rem kinaz zaleznych od cyklin niezbednym do aktywacji
punktu kontrolnego cyklu komérkowego w fazach G1/S
po dziataniu promieniowania jonizujgcego w wiekszo-
$ci ludzkich komdrek hodowanych in vitro. Jednak hESCs
i hiPSCs w odpowiedzi na dzialanie promieniowania
jonizujacego nie aktywuja wspomnianego punktu kon-
trolnego. To zjawisko moze by¢ spowodowane obnizo-
nym poziomem biatka p21 w komdrkach hESCs i hiPSCs
traktowanych promieniowaniem jonizujacym. Jednak
punkt kontrolny w fazie G1/S jest charakterystyczny dla
mechanizmu NHE]J, a nie dla HR, ktdry jest powszechny
dla pluripotencjalnych komérek macierzystych [49,50].

ZawopNos¢ MEcHANIZMOW NAPRAWY DNA: apoptoza w SCs

Komdérki charakteryzujgce sie nienaprawionym materia-
tem genetycznym uczestnicza w programowanej §mierci
komdrki - apoptozie [64]. Umierajace komérki wysytaja
swoiste sygnaly powodujgc proliferacje komdrek macie-
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rzystych i progenitorowych. Zjawisko to ma decydujace
znaczenie w regeneracji organizmu [35]. Gtéwng funkcja
procesu apoptozy jest ochrona przed nagromadzeniem
uszkodzert DNA. Mechanizm programowanej $mierci
pozwala na zachowanie integralno$ci genomu komérki
[15]. Chociaz SCs maja bardzo skuteczne mechanizmy
naprawy DNA, to brak punktu kontrolnego G1 czyni je
wrazliwymi na promieniowanie jonizujace i inne czyn-
niki uszkadzajace DNA, przyczyniajac sie do aktywacji
procesu apoptozy [25]. Jednak ostateczna decyzja doty-
czaca indukgji apoptozy i/lub zatrzymania cyklu komér-
kowego zalezy od natezenia i czasu trwania czynnika
uszkadzajacego DNA [60]. W komérkach ssakéw istniejg
dwa gléwne szlaki inicjujace apoptoze - zewnetrzny
(receptorowy) i wewnetrzny (mitochondrialny). W obu
mechanizmach, gtéwna role odgrywa aktywacja enzy-
mdéw - kaspaz [24], ktére mozna podzieli¢ na inicjujace
(kaspazy-8, -9, -12) i efektorowe (kaspazy-3, -6, -9) [7,18].
Istotna role w procesie apoptozy petni biatko p53. W pra-
widtowych warunkach stezenie p53 w cytosolu jest na
niskim poziomie. W odpowiedzi na stres komdérkowy
dochodzi do akumulacji biatka p53, co powoduje akty-
wacje apoptozy [77].

Zewnetrzny szlak apoptozy opiera sie gtéwnie na wig-
zaniu liganda do receptora (death receptor, DR). Do DR
nalezg biatka z nadrodziny TNF (tumor necrosis factor) -
Fas (Apo-1,CD95), TNF-R1 (TNF receptor 1), death recep-
tor 3 (DR-3, Apo-3, TRAMP, WSL-1, LARD), death receptor
4 (TRAIL-R1, DR-4), death receptor 5 (TRAIL-R2, DR-5),
DR-6 (death receptor 6), EDA-R (ectodysplasin receptor),
NGF-R (nerve growth receptor). Wszystkie DR sktadaja
sie z zewnatrzkomdrkowej domeny, czesci transbtono-
wej oraz cytoplazmatycznej domeny DD (death domain),
ktéra jest niezbedna do oddziatywania z komplek-
sem biatek adaptorowych. Wigzanie receptora-liganda
prowadzi do zmian konformacyjnych w wewnetrz-
nej domenie receptora. Powstaje tzw. kompleks DISC
(death-inducing signaling complex) zbudowany z ada-
pterowego biatka DR, FADD (fas-associated protein with
death domain) i prokaspazy-8 lub -10. W wyniku dime-
ryzacji kompleksu DISC, aktywowana jest kaspaza-8 lub
-10. Aktywowane enzymy inicjuja kaskade reakcji, pro-
wadzacych do $mierci komdérki [47,76,78].

Wewnetrzny szlak apoptozy jest zwigzany z funkcjono-
waniem mitochondriéw. Pojawienie sie uszkodzeri DNA,
powoduje zmiany w mitochondrium, takie jak zwiek-
szenie przepuszczalno$ci btony mitochondrialnej, czy
wyplywu cytochromu ¢ do cytoplazmy. Nastepnie cyto-
chrom ¢ aktywuje biatko Apaf-1 (apoptotic protease acti-
vating factor-1) i prokaspaze-9. Dochodzi do formowania
sie kompleksu - apoptosomu, ktéry indukuje nastepne
kaspazy efektorowe [12]. W regulacji tego procesu biorg
udziat biatka blonowe nalezace do rodziny Blc-2 (B-cell
lymphoma 2). Niektdre z nich, takie jak Bcl-2, czy Bcl-xL
sg zaliczane do grupy bialek antyapoptotycznych, zwiek-
szajacych prawdopodobienistwo przezycia komérki.
Inne, takie jak Bax (Bcl-2- associated X protein), czy Bak
(Bcl-2 homologous antagonist killer) prowadza do pro-

gramowanej $mierci komérki [63]. Mimo Ze zewnetrzny
i wewnetrzny szlak apoptozy dzialajg w sposéb nieza-
lezny, to moga one ze soba oddziatywaé przez biatko
Bid (BH3 interacting domain death agonist). Kaspaza-8
jest odpowiedziata za proteolize biatka Bid, ktéry ulega
translokacji na powierzchnie mitochondrium. Wywo-
tuje to wyplyw cytochromu c do cytosolu i uruchomia
wewnetrzny szlak apoptozy [26].

Mechanizm apoptozy rézni sie w zaleznosci od rodzaju
komérki i czynnika powodujacego jej $mieré. Filion
i wsp. [16] wykazali, ze wiekszo$¢ hESCs ulegajacych
apoptozie, spowodowanej uszkodzeniami DNA, akty-
wuje szlak mitochondrialny. W warunkach stresowych,
akumulacja biatka p53 przyczynia sie do zahamowania
ekspresji genéw Oct-4 (octamer-binding transcription
factor 4) i Nanog, odpowiedzialnych za utrzymanie ich
pluripotencji. Zjawisko to jest réwniez odpowiedzialne
za spontaniczne réznicowanie komérek. Mechanizmy te
przyczyniaja sie do utrzymania integralnosci genomu
hESCs, nie dopuszczajac do nagromadzenia zmian muta-
gennych w tych komérkach [16]. W odréznieniu od
hESCs, mESCs wykazujg mniejszg podatno$¢ do apop-
tozy i réznicowanie [59]. Niemniej jednak, uszkodze-
nia DNA w mESCs, takze moga prowadzi¢ do wyciszenia
ekspresji Nanog, a w konsekwencji do ich réznicowania
[51]. HESCs charakteryzuja sie niezwykle skutecznymi
mechanizmami naprawy DNA oraz zwiekszong czesto-
tliwo$cia zachodzenia procesu apoptozy w poréwnaniu
do zréznicowanych komérek. W obecnosci ROS, progra-
mowana $mier¢ komdrki w hiPSCs wystepuje na nizszym
poziomie w poréwnaniu do hESCs [13]. Wyizolowane
z jelita cienkiego SCs wykazuja niska ekspresje anty-
apoptotycznego biatka Bcl-2, co czyni je bardziej wraz-
liwymi na uszkodzenia DNA. W przeciwietistwie do nich
SCs wyizolowane z okreznicy sg odporniejsze na dziata-
nie promieniowania, poniewaz wytwarzanie biatka Blc-2
ksztaltuje sie na wysokim poziomie. Mozna zauwazy¢, ze
wrazliwo$¢ na uszkodzenia DNA i czestotliwo$¢ zacho-
dzenia apoptozy indukowanej p53 znacznie rézni sie we
wszystkich SCs [42]. Zatem, jednym z obronnych mecha-
nizméw zdrowych komdrek, w obecnoéci czynnikéw
geno- lub cytotoksycznych jest skierowanie komérki
z nienaprawionym lub btednie naprawionym DNA na
szlak apoptozy. Zjawisko to zapobiega nagromadzeniom
mutacji i chroni przed przekazywaniem uszkodzonego
materiatu genetycznego do komdérek potomnych.

Whioski

Podsumowujac, komérki macierzyste charakteryzuja
sie unikalnym cyklem komérkowym, co wywotuje ich
wzmozong odpowiedz na czynniki uszkadzajgce DNA.
Mechanizm homologicznej rekombinacji jest gtéwnym
mechanizmem naprawy dwuniciowych peknie¢ nici DNA
w omawianym typie komérek. Nienaprawione uszkodze-
nia DNA w komdrkach macierzystych nasilajg apoptoze
lub spontaniczne réznicowanie. Zjawisko to zapobiega
nagromadzeniu sie mutacji, a tym samym przyczynia
sie do zachowania integralno$ci genomu tych komérek.
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Obecnie najwieksza trudnoscig w stosowaniu SCs jest
ich odpowiednie przygotowanie: opracowanie wydaj-
nego protokotu réznicowania, efektywna kultura in vitro,
powiekszanie skali laboratoryjnej, a w koficu dostosowa-
nie do skali klinicznej. Jednak kwestie dotyczace stabil-
nosci genetycznej komdrek macierzystych i komdrek od
nich pochodzacych w niedalekiej przysztosci bedzie bar-

Pismiennictwo

dzo waznym zagadnieniem z powodu ich nieuniknione;
ekspozycji na czynniki geno- i cytotoksyczne podczas
rutynowej diagnostyki i stosowania terapii przeciwno-
wotworowych. Dlatego tez dalsze badania dotyczace
bezpieczeristwa stosowania pluripotencjalnych komé-
rek macierzystych i ich pochodnych poddanych dziata-
niu promieniowania jonizujacego i/lub cytostatykéw sg
niezbedne.
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