Ocena potencjatu terapeutycznego metylotransferazy DNMT2/TRDMTI1
w odpowiedzi na liposomalne kompleksy zewnatrzkomorkowego RNA
w modelach komorkowych kostniakomie¢saka in vitro

Streszczenie

Wolne kwasy nukleinowe, uwalniane z komorek w wyniku réznych proceséw tj. §mier¢,
starzenie czy w odpowiedzi na stres, sg okreslane jako wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniem (DAMP, ang. Damage-associated molecular patterns). Czasteczki te posrednicza
w komunikacji miedzykomorkowej, przez co regulujg wiele szlakow w komorkach. Przypuszcza
si¢, ze wolne kwasy nukleinowe moga indukowa¢ stan zapalny, ktory petni podwdjng role w
biologii nowotwordéw. Z jednej strony, poprzez aktywacj¢ uktadu immunologicznego indukuje
usuwanie komoérek nowotworowych. Z drugiej natomiast, przewlekly stan zapalny moze
prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek oraz tworzy¢ srodowisko promujace rozwdj nowotworu.

Opierajac si¢ na wczesniejszych badaniach prowadzonych przez nasza grupg sformutowano
hipoteze dotyczaca udzialu metylotransferazy DNMT2/TRDMT1 w odpowiedzi na wolne kwasy
nukleinowe uwalniane w postaci DAMP. Biatko to poprzez metylacjc RNA posredniczy
w szlakach, tj. naprawa DNA, starzenie czy odpowiedZz na stres. Ponadto, metylotransferaza
DNMT2/TRDMT1 moze regulowa¢ odpowiedz immunologiczng, konsekwentnie prowadzac do
zmiany fenotypu sekrecyjnego komorek.

Uwzgledniajac plejotropowg rolg metylotransferazy DNMT2/TRDMT]1 w regulacji r6znych
szlakow komorkowych postanowiono okresli¢ role tego biatka podczas odpowiedzi na
zewnatrzkomérkowe RNA. Jako model badawczy wykorzystano komorki kostniakomigsaka: U-2
OS, Sa0OS-2 oraz MG-63, ktére poddano dzialaniu rdéznych stgzen etopozydu.
Zewnatrzkomorkowe RNA izolowano z medium hodowlanego komorek umierajacych lub
z zaindukowanym etopozydem starzeniem. Uzyskane zewnatrzkomérkowe RNA zostato nastepnie
wykorzystane do lipofekcji komorek. Scharakteryzowano wptyw zewnatrzkomorkowego RNA
zamknigtego w liposomach na regulacj¢ procesow, tj. proliferacja, $mier¢ komorkowa,
utrzymywanie rownowagi redoks czy odpowiedz immunologiczna komorek. Okreslono rowniez
znaczenie braku funkcjonalnego biatka DNMT2/TRDMTI1 w komorkach z zaindukowanym
chemioterapeutykiem starzeniem podczas odpowiedzi na lipofekcje zewnatrzkomorkowym RNA.

W ostatnim etapie dysertacji natomiast starano si¢ okre$li¢, czy egzogenne RNA moze



modyfikowa¢ odpowiedz komorek poddanych dziataniu chemioterapeutykow oraz jaka role w tym
procesie petni metylotransferaza DNMT2/TRDMT].

Wykazano, ze zewnatrzkomorkowe RNA zamknigte w liposomach promuje w komodrkach
kostniakomigsaka zaburzenia homeostazy redoks oraz moduluje odpowiedz prozapalna,
prowadzac do indukcji $Smierci komorkowej, a metylotransferaza DNMT2/TRDMT 1 posredniczy
w wielu etapach tej regulacji. Zaobserwowano réwniez, ze metylotransferaza DNMT2/TRDMT1
jest waznym czynnikiem kontrolujgcym wrodzong odpowiedz immunologiczng komorek
nowotworowych z zaindukowanym etopozydem starzeniem komérkowym. Ponadto, na podstawie
uzyskanych wynikow mozna wnioskowac, ze egzogenne RNA stymuluje naprawe uszkodzen DNA
w komorkach poddanych dziataniu etopozydu.
Z uwagi na fakt, ze utrata DNMT2/TRDMT1 byta zwigzana z defektami naprawy DNA pomimo
obecnosci egzogennego RNA, metylotransferaza DNMT2/TRDMT]1 stanowi istotny cel terapii
nowotworow. W zwigzku z tym, przedstawione wyniki stanowia istotne uzupetienie wiedzy
dotyczacej udzialu DNMT2/TRDMT1 w regulacji patogenezy nowotwordw oraz wskazuja
niescharakteryzowany dotad mechanizm, w ktérym metylotransferaza DNMT2/TRDMT1 moze

regulowa¢ odpowiedz komdrek nowotworowych na zewnatrzkomodrkowe czy egzogenne RNA.



