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Stan zapalny to proces biologiczny uruchamiany przez organizm w odpowiedzi na
szkodliwe bodzce, takie jak uszkodzenia tkanek, infekcje oraz obce substancje. Podstawowym
jego celem jest wyeliminowanie przyczyny uszkodzenia komorek oraz inicjacja naprawy
tkanek i1 procesow gojenia. Podczas gdy ostre zapalenie jest reakcjg ochronng i korzystng,
przewlekle zapalenie moze by¢ szkodliwe. Dlugotrwale zapalenie wigze sie z réznymi
chorobami przewleklymi, w tym chorobami autoimmunologicznymi, chorobami uktadu
krazenia i chorobami neurodegeneracyjnymi. Utrzymujacy sie stan zapalny osrodkowego
ukladu nerwowego moze przyczyniac si¢ do rozwoju nowotwordw mozgu, sposréd ktorych
najczestsze 1 najgrozZniejsze sa glejaki. Najbardziej agresywnym typem jest glejak
wielopostaciowy, ktéry jest wyjatkowo trudny w leczeniu, z prognozowanym czasem przezycia
pacjentow wynoszacym od kilku miesigey do kilku lat od diagnozy. Charakteryzuje go
utrzymujgcy si¢ stan zapalny iimmunosupresyjne $rodowisko promujgce progresje
nowotworu.

Do negatywnych regulatoréw stanu zapalnego nalezg biatka z rodziny ZC3H12/MCPIP
nazywane rowniez Regnazami. Wszystkie posiadajg domene palca cynkowego typu CCCH
zaangazowana w oddzialywanie z transkryptami oraz domene NYN/PIN-podobnag
o aktywnos$ci RNazy. Dzieki obecnosci tych domen sg w stanie degradowaé transkrypty
rdznych biatek prozapalnych, czy tez zaangazowanych w inne kluczowe procesy komorkowe,
takie jak proliferacja i1 apoptoza. Najlepiej poznanym bialkiem ztej rodziny jest
ZC3H12A/MCPIP1/Regnaza-1 (Reg-1), ale naleza do niej jeszcze trzy inne biatka o podobnej
budowie, i 53 to kolejno Regnaza-2 (Reg-2), Regnaza-3 (Reg-3) i Regnaza-4 (Reg-4).

Celem tej pracy bylo przyblizenie funkcji biologicznej Reg-2 oraz zbadanie jej roli
w przebiegu stanu zapalnego mozgu oraz w patogenezie glejaka wielopostaciowego. Do
realizacji badan poslugiwano sie systemem Tet-On opartym o transpozon Sleeping Beauty,
ktére pozwala na uzyskanie linii komdérkowych z indukowalng synteza Reg-2, co umozliwia
analiz¢ funkcji i regulacji aktywnosci tego bialka. Optymalizacja SB zostala opisana w pracy
opublikowanej w czasopiSmie Acta Biochimica Polonica, ktéra stanowi pierwszg czgsé
rOZprawy.

W kolejnej czesci pracy doktorskiej, na ktoéra sktadaja sie wyniki opublikowane
w FASEB Journal, przeprowadzono badanie ekspresji genu kodujacego Reg-2 i potwierdzono
jej wysoki poziom w mysim moézgu. Poziom transkryptu Reg-2 ulega obnizeniu w warunkach
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stymulowanych LPS. Jednoczesnie w obu ukladach obserwowany jest wzrost iloéei transkryptu
Reg-1. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w probkach glejakéw pobranych od pacjentow.
W guzach o najwyzszym stopniu zlosliwosci dochodzi do obnizenia poziomu mRNA Reg-2
oraz indukcji Reg-I, co koreluje z gorsza przezywalnoscia pacjentow. Ponadto podwyzszony
jest poziom transkryptow dla interleukiny-6 (IL-6) oraz tristetraproliny (TTP) . Wyniki
uzyskane przy uzyciu linii komdrkowych spontanicznego mysiego glejaka oraz ludzkiego
glejaka wielopostaciowego potwierdzaja, ze nadekspresji Reg-2 towarzyszy obnizenie poziomu
transkryptu Reg-/ w sposob zalezny od domeny NYN/PIN-podobnej Reg-2. Wykorzystujac
pierwotne ludzkie astrocyty wykazano réwniez, ze Reg-2 jest zaangazowana w regulacj¢ stanu
zapalnego oraz utrzymanie homeostazy poprzez wplyw na poziom transkryptéw kodujgcych
mediatory stanu zapalnego, takie jak cytokiny prozapalne (IL-6 1 IL-1P) oraz Reg-1. Ilos¢ Reg-
2 jest precyzyjnie kontrolowana na poziomie stabilnodci transkryptu oraz na poziomie
potranslacyjnym. Reg-1 oraz TTP poprzez oddzialywanie z regionem 3’UTR Reg-2 prowadza
do destabilizacji jej mRNA. Pod wplywem dzialania IL-1p dochodzi z kolei do fosforylacji,
ubikwitynacji i degradacji Reg-2 w proteasomie, prawdopodobnie poprzez aktywacje Sciezki
sygnatowej zaleznej od kompleksu IKK. Pokazano réwniez zalezny od aktywno$ci RNazy
hamujacy wpltyw Reg-2 na proliferacje komdrek ludzkiej i mysiej linii glejaka (odpowiednio
U251-MG i KMWTT1), a mechanizm tej regulacji zglebiono w kolejnej cz¢sci rozprawy, ktorg
zaprezentowano w formie manuskryptu przyjetego do publikacji w czasopismie Scientific
Reports.

Wykorzystujac linie ludzkiego glejaka wielopostaciowego U87-MG potwierdzono, ze
nadekspresja Reg-2 prowadzi do zahamowania proliferacji i zatrzymania komoérek w fazie G1
cyklu komdrkowego. Przeprowadzone sekwencjonowanie RNA wykazato istnienie szeregu
transkryptow regulowanych przez Reg-2, zaangazowanych w proliferacje i cykl komdrkowy.
Wykorzystujac metode PCR  wczasie rzeczywistym oraz immunoprecypitacjc RNA
potwierdzono, ze Reg-2 bezposrednio wiaze ireguluje poziom transkryptow kodujgcych
cykliny D1, E1, E2, B1, B2, A2 oraz kinazy PLK1 i AURKA. Wickszos¢ z tych substratow jest
kontrolowana przez Reg-2 w sposob NYN/PIN-zalezny. Obserwowane zmiany w poziomie
transkryptow badanych kinaz przekladaja si¢ rowniez na zmiany w poziomie kodowanych
przez nie biatek. Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem bazy Oncopression wykazala, ze
wszystkie z nowo zidentyfikowanych substratow Reg-2 ulegajg indukcji w glejakach, co
czedciowo udalo sie potwierdzi¢ w prébkach klinicznych od pacjentow z nowotworami

o roznym stopniu ztogliwosci.



