Rola metylotransferazy DNMT2 w odpowiedzi na stres komorkowy oraz

w regulacji starzenia komérkowego fibroblastéw ssaczych

STRESZCZENIE

Zwickszona zapadalno§é na tak zwane choroby zwiazane z wiekiem jest §cisle powigzana
z procesem starzenia komorkowego, a bezposrednich dowodéw potwierdzajgcych zwigzek
miedzy tymi procesami dostarczyly badania kilku ostatnich lat. Poznanie mechanizméw
molekularnych oraz przyczyn promujacych starzemie na poziomie pojedynczej komorki
umozliwi¢ moze odkrycie innowacyjnych terapii przeciwstarzeniowych. W zwigzku
z powyzszym istnieje potrzeba poszukiwania nowych czynnikéw posiadajgcych zdomnosé
modulowania procesu starzenia komérkowego, a potencjalnie atrakcyjnym kandydatem do
tego celu jest metylotransferaza DNMT?2.

DNMT?2 jest enzymem nalezgcym do rodziny metylotransferaz DNA, ktory katalizuje
specyficzng metylacje tRNA, jak i DNA. Na przykladzie modelu biologicznego Drosophila
melanogaster wykazano, z¢ jedng z funkcji dDnmt2 jest opornod¢ na indukowany stres
oksydacyjny, co sugeruje rolg tego enzymu w modulacji dlugo$el Zycia muszek owocowych.
W zwiazku z powyzszym, przeprowadzono badania, ktérych celem byto okreflenie roli
metylotransferazy DNMT2 w odpowiedzi na stres komérkowy oraz w regulacji starzenia
komoérkowego fibroblastow ssaczych in vitro.

W przeprowadzonych do§wiadczeniach oceniono wplyw wyciszenia DNMT2 na
starzenie komorek fibroblastéw mysich (NTH3T3) oraz ludzkich (WI-38, BJ) w standardowych
warunkach laboratoryjnych, a takze w warunkach stresu indukowanego nadtlenkiem wodoru
(HP). Oceniono nastepujace parametry: aktywnoéé metaboliczng, cykl komorkowy, starzenie
komérkowe, apoptoze, diugoéé telomerdw, aktywnosé telomerazy, stres oksydacyjny oraz
uszkodzenia DNA. Zbadano réwniez zmiany epigenetyczne, takic jak metylacje DNA i RNA
oraz ekspresje metylotransferaz DNA. Dane otrzymane w ramach przeprowadzonych
do$wiadczen umozliwily charakteryétykq i poréwnanie fibroblastéw z wyciszonym DNMT2
do komorek niepoddawanych manipulacjom genetycznym.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze metylotransferaza DNMT2 posiada
zdolno§¢ modulowania starzenia w fibroblastach ssaczych oraz jest zaangazowana
w komérkows odpowiedZ na indukowany nadtlenkiem wodoru stres. W unie§émiertelnionej linii
mysich fibroblastow NIH3T3 stabilne wyciszenie Dnmt2 (technologia CRISPR/Cas9)
- prowadzito do skracania sig telomer6w oraz obnizenia aktywno$ci telomerazy. W komérkf.ch

obserwowano zalezny od wyciszenia Dnmt2 wzrost poziomu karbonylacji biatek, co $wiadczy¢



moze o zaburzeniu réwnowagi redoks w komoérkach. Ponadto wyciszenie Dnmt2 w mysich
fibroblastach prowadzito do wzrostu poziomu uszkodzen DNA oraz ekspresji inhibitoréw
cyklu komdrkowego (p21, p53). Wymienione efekty przyczynity si¢ do indukowania starzenia
mysich fibroblastéw - w warunkach kontrolnych, a nadtlenek wodoru zwigkszal poziom
oksydacyjnych uszkodzeh biatek.

W prawidlowych ludzkich fibroblastach linii WI-38 oraz BJ z przej$ciowym obnizeniem
poziomu DNMT2 (technologia siRNA) zaobserwowano wzrost poziomu reaktywnych form
flenu oraz uszkodzen DNA, a takze podwyzszong ekspresja inhibitoréw cyklu komorkowego
(pl6, p21, p53). Obnizenie poziomu DNMT2 prowadzito do zahamowania proliferacji,
niestabilno$ci genetycznej oraz zaburzenia réwnowagi redoks w fibroblastach Indzkich, ktére
mdukowato karbonylacje bialek. Efckty te promowaty starzenie komorkowe oraz §mierc
ludzkich fibroblastéw na drodze apoptozy. Co wigcej, obnizenie poziomu DNMT2 zwickszalo
wrazliwosé ludzkich fibroblastéw na indukowany nadflenkiem wodoru stres oksydacyjny oraz
przyczynialo sie do zwickszenia liczby komorek ulegajacych apoptozie. Ponadto nie wykazano,
aby nadtlenek WOdOﬁl wzmagal starzenie komorek ludzkich fibroblastow z obniZonym
poziomem DNMT2. Podczas starzenia replikacyjnego fibroblastow ssakow obserwowano
wzrost poziomu DNMT2, a biatko lokalizowalo sie w cytoplazmic. Wykazano rowniez
podwyzszenie poziomu DNMT2 w komérkach transfekowanych siRNA.

Wedhug obecnego stanu wiedzy, prezentowane w rozprawie wyniki sg pierwszym tego
typu  kompleksowym  opracowaniem pokazujagcym modulacyjng role  ludzkiej
metylotransferazy DNMT2, jak i mysiej Dnmt2 w starzeniu oraz w odpowiedzi na stres
komérkowy fibroblastéw ssaczych. Na podstawie otrzymanych wynikow  postuluje sig,
iz modulowanie poziomu DNMT2 prowadzace do zaburzen struktury telomeréw, obniZenia
aktywno$ci telomerazy, hamowania proliferacji oraz indukowania $mierci apoptotyczne]
w komorkach starych czy uszkodzonych moze staé sig potencjalng innowacyjng sirategig
przeciwstarzeniows (dziatanie senolityczne) oraz przeciwnowotworows, co niewsgtpliwie

wymaga dalszych dowoddw eksperymentalnych in vivo.
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