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Abstract 
The mechanism that causes genomic instability in nondividing aging cells is unknown. 
Our previous study of mutant yeast suggested that 2 types of replication-independent 
endogenous DNA double-strand breaks (RIND-EDSBs) exist and that they play 
opposing roles. The first type, known as physiologic RIND-EDSBs, were ubiquitous in 
the G0 phase of both yeast and human cells in certain genomic locations and may act 
as epigenetic markers. Low RIND-EDSB levels were found in mutants that lacked 
chromatin-condensing proteins, such as the high-mobility group box (HMGB) proteins 
and Sir2. The second type is referred to as pathologic RIND-EDSBs. High pathological 
RIND-EDSB levels were found in DSB repair mutants. Under normal physiologic 
conditions, these excess RIND-EDSBs are repaired in much the same way as DNA 
lesions. Here, chronological aging in yeast reduced physiological RIND-EDSBs and cell 
viability. A strong correlation was observed between the reduction in RIND-EDSBs and 
viability in aging yeast cells (r = 0.94, P < 0.0001). We used galactose-inducible HO 
endonuclease (HO) and nhp6aΔ, an HMGB protein mutant, to evaluate the 
consequences of reduced physiological RIND-EDSB levels. The HO-induced cells 
exhibited a sustained reduction in RIND-EDSBs at various levels for several days. 
Interestingly, we found that lower physiologic RIND-EDSB levels resulted in decreased 
cell viability (r = 0.69, P < 0.0001). Treatment with caffeine, a DSB repair inhibitor, 
increased pathological RIND-EDSBs, which were distinguished from physiologic RIND-
EDSBs by their lack of sequences prior to DSB in untreated cells [odds ratio (OR) ≤ 1]. 
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Caffeine treatment in both the HO-induced and nhp6aΔ cells markedly increased OR ≤ 
1 breaks. Therefore, physiological RIND-EDSBs play an epigenetic role in preventing 
pathological RIND-EDSBs, a type of DNA damage. In summary, the reduction of 
physiological RIND-EDSB level is a genomic instability mechanism in chronologically 
aging cells. 
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บทคดัย่อ 
กลไกทีท่าํใหเ้กดิความไมเ่สถยีรของจโีนมในเซลลท์ีไ่มม่กีารแบง่ตวัยงัไมเ่ป็นทีท่ราบ การศกึษา
ของคณะผูว้จิยัในก่อนหน้าน้ีในยสีตส์ายพนัธุก์ลายแสดงใหเ้หน็วา่การฉีกขาดของคูข่องสายดี
เอน็เอแบบไมม่สีาเหตุภายนอกในระยะทีไ่มม่กีารจาํลองตวัของดเีอน็เอ (RIND-EDSBs) ม ี2 
แบบ และสองแบบน้ีมบีทบาททีต่รงกนัขา้ม แบบแรกเรยีกวา่ การฉีกขาดของคูข่องสายดเีอน็เอ
แบบไมม่สีาเหตุภายนอกในระยะทีไ่มม่กีารจาํลองตวัของดเีอน็เอทางสรรีวทิยา (physiologic 
RIND-EDSBs) ซึง่พบไดท้ัว่ไปในระยะ G0 ของทัง้ในเซลลย์สีตแ์ละเซลลม์นุษยใ์นบรเิวณบาง
ตาํแหน่งของจโีนมและอาจทาํหน้าทีเ่ป็น epigenetic mark ในยสีตส์ายพนัธุก์ลายทีไ่มม่โีปรตนีที่
เกีย่วขอ้งกบัการขดตวัของโครมาตนิ เชน่ โปรตนี high-mobility group box (HMGB) และ Sir2 
จะพบ  RIND-EDSBs ในระดบัตํ่า แบบทีส่องเรยีกวา่การฉีกขาดของคูข่องสายดเีอน็เอแบบไมม่ี
สาเหตุภายนอกในระยะทีไ่มม่กีารจาํลองตวัของดเีอน็เอทางพยาธวิทิยา (pathologic RIND-
EDSBs) ในยสีตส์ายพนัธุก์ลายทีบ่กพรอ่งในการซ่อมแซมการฉีกขาดของคูข่องสายดเีอน็เอ พบ 
pathologic RIND-EDSBs ในระดบัสงู ภายใตส้ภาวะปกตทิางสรรีวทิยา RIND-EDSBs ทีเ่ป็น
สว่นเกนิน้ีจะไดร้บัการซ่อมแซมในรปูแบบเดยีวกบัรอยแผลของดเีอน็เอ ในทีน้ี่ยสีตท์ีม่อีายุมาก
ขึน้ตามลาํดบัเวลาม ีphysiologic RIND-EDSBs และความมชีวีติของเซลลล์ดลง พบ
ความสมัพนัธร์ะหวา่งการลดลงของ RIND-EDSBs กบัความมชีวีติของเซลลใ์นยสีตท์ีม่อีายุ
เพิม่ขึน้ (r = 0.94, P < 0.0001) เราใช ้galactose-inducible HO endonuclease (HO) และ 
nhp6aΔ ซึง่เป็นยสีตส์ายพนัธุก์ลายทีม่โีปรตนี HMGB ผดิปกต ิเพือ่ประเมนิผลลพัธจ์ากการที่
ระดบั physiologic RIND-EDSB ถูกลดลง เซลลท์ีถ่กูกระตุน้ดว้ย HO แสดงการลดลงของ 
RIND-EDSBs ในหลายระดบัอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลาหลายวนั เราพบวา่ระดบั physiologic 
RIND-EDSB ทีล่ดลงสง่ผลใหร้ะดบัความมชีวีติของเซลลล์ดลง (r = 0.69, P < 0.0001) การใส่
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คาเฟอนีซึง่เป็นสารยบัยัง้การซ่อมแซมการฉีกขาดของคูข่องสายดเีอน็เอ ทาํใหเ้กดิการเพิม่
ระดบัของ pathologic RIND-EDSBs ซึง่มคีวามแตกตา่งจาก physiologic RIND-EDSBs โดยดู
จากการไมม่ ีsequence ทีป่รากฏอยูห่น้าตําแหน่งฉีกขาดของคูข่องสายดเีอน็เอในเซลลท์ีไ่มไ่ด้
ใสค่าเฟอนี [odds ratio (OR) ≤ 1] การใสค่าเฟอนีทัง้ในเซลลท์ีถ่กูกระตุน้ดว้ย HO และ 
nhp6aΔ สง่ผลใหเ้พิม่ OR ≤ 1 breaks ดงันัน้ physiologic RIND-EDSB จงึมบีทบาททาง 
epigenetic ในการป้องกนั pathologic RIND-EDSBs ซึง่เป็นความเสยีหายประเภทหน่ึงของดี
เอน็เอ โดยสรุปแลว้การลดระดบัของ physiologic RIND-EDSBs เป็นกลไกทีเ่กีย่วขอ้งกบัความ
ไมเ่สถยีรของจโีนมในเซลลท์ีม่อีายมุากขึน้ตามลาํดบัเวลา 
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