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I. Wstęp teoretyczny 
1. Rola wybranych potranslacyjnych modyfikacji białek w regulacji metabolizmu komórek 

Termin potranslacyjne modyfikacje białek (PTMs, ang. Post-Translational Modifications) odnosi 

się do wszystkich addycji, subtrakcji grup funkcyjnych do aminokwasów tworzących białko czy też ich 

konwersji. Obecnie stosowany jest głównie w odniesieniu do enzymatycznych reakcji kowalencyjnej 

addycji m.in. grup funkcyjnych, cukrów, nukleotydów lub lipidów do bocznych łańcuchów 

aminokwasowych białek. Jednak do PTMs zaliczyć należy także proteolityczne cięcie białek  

i nieodwracalne transformacje aminokwasów, w tym stanowiącą temat niniejszej rozprawy – 

cytrulinację [1]. Oddzielną grupę stanowią modyfikacje białek będące skutkiem ich reakcji  

z cząsteczkami wykazującymi dużą reaktywność takimi jak np. reaktywne formy tlenu (RFT). 

Wielkość proteomu szacowana jest obecnie na poziomie miliona białek, co oznacza, że jest on 

znacznie większy niż ludzki genom zawierający około 20 000 genów. Wynika to z faktu, że pojedynczy 

gen kodować może wiele białek w wyniku m.in. alternatywnego splicingu, rekombinacji genetycznej, 

inicjacji transkrypcji z różnych promotorów, ale także z mnogości możliwych PTMs które powodują 

dalszy wzrost złożoności proteomu względem genomu. Według największej bazy danych zbierającej 

dane dotyczące białek – UniProt, obecna liczba poznanych PTMs wynosi około 650 [UniProt Vocabulary 

of PTM, 24.06.2024]. Dynamiczny wzrost w tym obszarze możliwy jest dzięki opracowaniu nowych 

technik i narzędzi badawczych zwłaszcza spektrometrii masowej.  

 PTMs zachodzić mogą zarówno na etapie syntezy białek, co powoduje ich fałdowanie  

w odpowiednie struktury, jak i poprzez modyfikację już dojrzałych białek w odpowiedzi na stymulatory 

w celu aktywacji czy represji szlaków sygnałowych [2]. Modyfikacje umożliwiają dywersyfikację  

i kontrolę funkcji białek w komórce poprzez zmiany w ich konformacji, aktywności i stabilności, 

wpływając na regulację m.in.: transkrypcji genów, progresji cyklu komórkowego, różnicowania, 

szlaków sygnałowych czy odpowiedzi immunologicznej, a w konsekwencji kontrolując funkcjonowanie 

całego organizmu [2]. Jak wspomniano, obecnie termin PTMs odnosi się głownie do enzymatycznych 

kowalencyjnych modyfikacji, wśród których najlepiej poznane to: fosforylacja, acetylacja i metylacja 

(Rysunek I.1). Większość PTMs jest dynamiczna [3]. Zmiana lub wprowadzenie niepożądanej PTMs 

wywołuje zaburzenia biologicznych funkcji białka co w wielu przypadkach stanowi podłoże 

molekularne dla rozwoju stanów patologicznych. W bazie danych PTMD 1.0, gdzie gromadzone są 

 

Rysunek I.1. Wybrane kowalencyjne PTMs białek i 
modyfikowane aminokwasy w łańcuchu. Lys – lizyna, 
Arg – arginina, Gln – glutamina, Ser – seryna, Thr – 
treonina, Asn – asparagina, Pro – prolina, Cys – cysteine, 
His – histydyna. Opracowanie własne. 

Fosforylacja
Ser, Thr, Tyr, Asp, His

Acetylacja
Lys

Metylacja
Arg, Lys, Gln

Ubikwitynacja
Lys, Cys, Ser, Thr

Glikozylacja
Ser, Thr, Asn

Lipidacja
Ser, Thr, Cys

Hydroksylacja
Lys, Pro
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informacje o powiązaniach PTMs ze stanami patologicznymi, opisano dotychczas 275 stanów 

chorobowych [4].  

1.1. Fosforylacja 

Fosforylacja białek była jedną z pierwszych odkrytych modyfikacji potranslacyjnych, z racji tego 

jest też jedną z najlepiej poznanych. Równocześnie jest też jedną z najistotniejszych PTMs, zawiadującą 

m.in. aktywacją lub inaktywacją enzymów czy receptorów białkowych [5]. Na poziomie biochemicznym 

fosforylacja polega na dołączeniu grupy fosforanowej (-PO4) z adenozyno trifosforanu (ATP, ang. 

adenosine triphospate) do polarnych aminokwasów [6], reakcja ta jest w pełni odwracalna (Rysunek 

I.2). Fosforylacja przeprowadzana jest przez kinazy – enzymy z rodziny fosfotransferaz (EC 2.7.x.x) [7]. 

Natomiast, defosforylacja białek prowadzona jest przez fosfatazy [2]. Dołączenie grupy fosforanowej 

skutkuje zmianą profilu białka z hydrofobowego (apolarnego) na hydrofilowy (polarny), co umożliwia 

zmianę konformacji podczas interakcji z innymi białkami i formowanie kompleksów [8]. Modyfikacji 

podlegają głównie seryna, treonina i tyrozyna, przy czym seryna stanowi aż 86% fosforylowanych reszt 

aminokwasowych w białkach, a treonina ok 11% [2,9]. U ludzi opisano dotychczas 568 kinaz i 156 

fosfataz białkowych [2]. Fosforylacja reguluje większość z istotnych procesów komórkowych 

związanych z regulacją transkrypcji, podziałem i wzrostem komórek, syntezą białek, transdukcją 

sygnału i modulacją szlaków sygnałowych oraz różnicowaniem i starzeniem komórek. Jednym  

z ważniejszych białek podlegających fosforylacji jest p53, które po modyfikacji m.in. przez kinazę Chk2 

działa jako czynnik transkrypcyjny regulujący ekspresję genów hamujących progresję cyklu 

komórkowego i aktywujący mechanizmy naprawy DNA [10,11]. Białkowa kinaza serynowo-treoninowa 

Akt określana również jako kinaza białkowa B (PKB, ang. Protein Kinase B) stanowi kluczowy element 

wielu kaskad sygnalizacyjnych, a jej aktywacja zachodzi między innymi w wyniku fosforylacji przez 

kinazę 3-fosfoinozytolu (PI3K ang. 

Phosphoinositide 3-kinase) [12]. W literaturze 

opisano ponad 100 substratów dla Akt w tym inne 

kinazy białkowe np. kinaza syntazy glikogenu  

3 (GSK3, ang. Glycogen Synthase Kinase 3), 

regulatory cyklu komórkowego i proliferacji np. 

ssaczy cel rapamycyny (mTOR, ang. mammalian 

target of rapamycin kinase) i czynniki 

transkrypcyjne (TF, ang. Transcription Factors),  

w tym te należące do rodziny forkhead box O (FOXO, ang. Forkhead Box O Transcription Factors) [13]. 

Mnogość celów sprawia, że kinaza Akt i regulowane przez nią kaskady sygnałowe stanowią dobry 

przykład istotności fosforylacji w modulacji funkcji komórek. Kolejnym dobrze opisanym szlakiem 

sygnałowym zależnym od fosforylacji i defosforylacji białek jest szlak kinaz białkowych aktywowanych 

mitogenami (MAPK, ang. Mitogen-activated protein kinases); jeden z najstarszych ewolucyjnie szlaków 

przekazywania sygnału i regulacji metabolizmu [14]. Odpowiedzialny jest on m.in. za regulację 

 
Rysunek I.2. Schematyczna ilustracja procesów 
fosforylacji i defosforylacji białek Opracowanie własne 
na podstawie: [2]. 
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odpowiedzi na sygnały zewnątrzkomórkowe, proliferację, migrację, wzrost i apoptozę komórek [14, 

15]. 

Zaburzenia w fosforylacji białek i aktywności kinaz/fosfataz mogą skutkować zahamowaniem lub 

całkowitym zablokowaniem istotnych szlaków sygnałowych, co prowadzić może do rozwoju stanów 

patologicznych. W literaturze opisano zwłaszcza wiele powiazań między zaburzoną fosforylacją białek 

a rozwojem chorób nowotworowych. Wykazano m.in., że zwiększona aktywność kinazy tyrozynowej 

c-SRC jest bezpośrednio związana z nowotworzeniem [16,17]. W ostatnich latach opracowano wiele 

inhibitorów kinazy c-SRC [18], a niektóre z nich zostały zaakceptowane do użytku klinicznego przez 

amerykańską organizację Food and Drug Administration (FDA), m.in. Dasatinib używany w leczeniu 

przewlekłej białaczki szpikowej i białaczki limfatycznej [19]. Również zaburzenia  

w aktywności opisanej wyżej kinazy Akt a tym samym szlaków sygnałowych których jest częścią mogą 

być przyczyną nowotworzenia. Utrzymywana przez szlak PI3K/Akt równowaga pomiędzy 

podziałami/wzrostem komórek, a programowaną śmiercią jest zaburzona w większości nowotworów 

[20], zwiększona aktywność Akt jest wiązana z wzrostem tempa proliferacji i przeżywalności komórek 

nowotworowych [21]. Mając na uwadze niezwykle istotną rolę tych enzymów w regulacji 

nowotworzenia czy metastazy, opracowanie specyficznych inhibitorów kinaz stanowi dużą nadzieję na 

rozwinięcie celowanych terapii opartych na związkach, które w porównaniu do stosowanych 

standardowo w chemioterapii cytostatyków wykazywać mogą mniejszą toksyczność. Na całym świecie 

opracowano ponad 120 związków tzw. niewielkich inhibitorów kinaz, a 68 z nich zostało już 

zatwierdzonych przez FDA [2, 22]. Szeroko zbadano także rolę fosforylacji w rozwoju chorób 

neurodegeneracyjnych. Fosforylacja białka Tau wykazuje działanie protekcyjne wobec neuronów, 

jednak jej nadmiar wiązany jest z rozwojem choroby Alzheimera [2, 23]. Wskazywane jest również 

zaangażowanie tej modyfikacji w chorobach metabolicznych jak cukrzyca typu drugiego, gdzie dane 

wskazują na zaburzenia w fosforylacji ponad 1000 białek [2, 24].  

1.2. Metylacja 

Metylacja białek polega na dołączeniu grupy 

metylowej (-CH3) do aminokwasów. Najczęściej metylacja 

przeprowadzana jest na resztach argininy i lizyny, jednak 

możliwa jest również w przypadku asparaginy, kwasu 

asparaginowego, cysteiny, glicyny, glutaminy, leucyny i 

histydyny [2]. Modyfikacja zmienia zarówno właściwości 

aminokwasów i zwiększa hydrofobowość białek, co może 

hamować wiązanie substratów do zmodyfikowanego 

miejsca aktywnego lub domeny wiążącej. Jednak, w 

większości przypadków jej efekty są wynikiem interakcji 

zmodyfikowanych białek z białkami „odczytującymi” 

metylację, które posiadają strukturę wiążącą grupę metylową (MBD, ang. Methyl Binding Domain) [25] 

 
Rysunek I.3. Metylacja białek jest dynamiczna, 
wprowadzana jest przez PRMTs lub PKMTs, 
usuwana przez PKDMs lub PRDMs. Metylacja 
może wpływać bezpośrednio wpływać na 
stabilność, strukturę i funkcję białek lub poprzez 
ich interakcję z białkami odczytującymi które 
zawierają domenę MBD. Opracowanie własne. 
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(Rysunek I.3). Donorem grupy metylowej w reakcji jest S-adenozyno-L-metionina (SAM, ang.  

S-adenosino-L-methionine), a w zależności od modyfikowanego aminokwasu przeprowadzają ją 

metylo-transferazy lizynowe (PKMTs, ang. Protein Lysine Methyl-transferases) lub metylo-transferazy 

argininowe (PRMTs, ang Protein Arginine Methyl-transferases). Lizyna podlegać może mono-, di- lub 

trimetylacji (Rysunek I.4), a arginina mono- lub di- metylacji (Rysunek I.5). Przy czym dimetylacja 

argininy może zajść w dwóch różnych konfiguracjach, zależnie od przeprowadzającego ją enzymu 

(Rysunek I.5) [26]. Zarówno stopień metylacji reszt aminokwasowych, jak i konfiguracja w przypadku 

argininy ma kluczowe znaczenie w roli jaką dana modyfikacja odgrywa w regulacji funkcji danego 

białka. 

 
Rysunek I.4. Schematyczne przedstawienie procesu metylacji lizyny. Opracowanie własne. 

PKMTs podzielić można na dwie kategorie. Pierwszą grupą są enzymy zawierające domenę SET 

odpowiedzialną za aktywność metylotransferazy, do których zalicza się większość PKMTs np. G9a, 

SET7/9, KMT2A i EZH2, wykazujące zdolność do modyfikacji zarówno białek histonowych, jak i nie-

histonowych [27]. Drugą grupą są metylotransferazy zaliczane do rodziny siedmio-b-niciowych (ang 

seven-b-strand) charakteryzujące się strukturą b-kartki i niezawierające domeny SET [28]. Pierwszą  

i do niedawna jedyną PKMT tego rodzaju była DOT1L, jednak w ostatnich latach opisano 15 kolejnych 

enzymów tego typu modyfikujących białka niehistonowe [28]. Są one w większości specyficzne wobec 

jednego celu, na przykład METTL21A specyficznie metylująca Hsp70 [30]. Dotychczas w literaturze 

opisano dziewięć PRTMs, które są dodatkowo podzielone na trzy typy [31]. 

 

Rysunek I.5. Schematyczne przedstawienie procesu metylacji argininy. Opracowanie własne 
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Przez wiele lat metylacja była uważana za modyfikację nieodwracalną, aż do momentu, gdy 

zespół Shi i wsp. w 2004 roku opisał pierwsza lizyno-specyficzną demetylazę [32] (LSD1, ang. Lysine 

Specific Demethylase). Obecnie wyróżnia się już dwie liczne klasy demetylaz lizynowych:  

(i) zawierających domenę LSD lub (ii) zawierających domenę Jumonji C (JmjC) [33]. Znacznie słabiej 

poznane są mechanizmy demetylacji argininy [33]. W roku 2007 odkryto pierwszą specyficzną 

demetylazę arginino-specyficzną zawierającą domenę JmjC - JMJD6 [34]. Metylacja argininy może być 

także usunięta w wyniku cytrulinacji [35] 

Jedną z głównych funkcji metylacji jest kontrola ekspresji genów poprzez modyfikację białek 

histonowych. Do pozostałych istotnych fizjologicznie funkcji regulowanych przez metylację należą: 

regulacja naprawy DNA, obróbki RNA, znakowanie lokalizacyjne, regulacja stabilności oraz aktywności 

białek i udział w transdukcji sygnału [2]. Metylacja zaangażowana jest w wiele interakcji z innymi PTMs. 

Przykłady takich interakcji znaleźć można w mechanizmach regulujących progresję cyklu 

komórkowego. Kinaza PLK1A, która jest istotnym regulatorem progresji z fazy G2/S i cytokinezy [36], 

regulowana jest zarówno przez fosforylację w pozycji Thr210p jak i metylację w pozycji Lys209me1 

[37]. Inaktywacja PLK1A zachodząca w wyniku uszkodzenia DNA wywoływana jest zniesieniem Thr210p 

i skutkuje zatrzymaniem cyklu komórkowego. Efekt ten jest wzmocniony przez wprowadzenie 

Lys209me1 przez metylotransferazę G9a lub SETD6 [25, 37, 38]. Opisana „współpraca” na linii 

fosforylacja <–> metylacja uniemożliwia więc progresję cyklu w komórkach z uszkodzonym DNA. Poza 

regulacją transkrypcji z poziomu histonów, metylacji podlega też szereg czynników transkrypcyjnych. 

PRTM1 metyluje FOXO1 w pozycjach Arg248me i Arg250me, które zawarte są w motywie 

rozpoznawanym i fosforylowanym przez Akt. Skutkuje to tym samym zablokowaniem możliwości jego 

fosforylacji i zwiększa jego aktywność regulującą transkrypcję [39, 40].  

W ostatnich latach publikowane jest coraz więcej badań opisujących rolę metylacji białek nie-

histonowych w stanach patologicznych. Wiele typów nowotworów charakteryzuje się zwiększonymi 

poziomami ekspresji metylotransferaz, co często związane jest ze słabą prognozą. Zwiększona 

ekspresja G9a została wykryta u pacjentów z rakiem żołądka [41], a wyciszenie ekspresji tego enzymu 

skutkowało zmniejszeniem tempa wzrostu i zdolności metastazy w liniach ludzkiego 

niedrobnokomórkowego raka płuc (A549 i H1299) [42]. Rosnąca liczba doniesień wskazuje na istotną 

rolę LSD1 w rozwoju i progresji chorób nowotworowych. Nadekspresja LSD1 została wykryta w wielu 

typach nowotworów, a jej rola w regulacji przejścia eptelialo-mezynchemalnego oparta jest na 

aktywności względem histonów [43]. Przykładem niehistonowego celu LSD1 jest białko p53 z którego 

usuwa metylację, co może skutkować zahamowaniem pro-apoptotycznych właściwości tego białka  

i początkiem nowotworzenia [44]. Zwiększona ekspresja SET7 łączona jest z gorszą prognozą  

u pacjentek z rakiem piersi, gdzie enzym ten reguluje ważne szlaki sygnałowe zaangażowane  

w kontrolę proliferacji, a wyciszenie jego ekspresji w komórkach MCF-7 i MDA-MB-231 skutkowało 

zarówno zmniejszeniem tempa ich proliferacji i liczby tworzonych kolonii [45]. Opracowanych zostało 

wiele cząsteczek hamujących działanie metylotransferaz lub demetylaz, a niektóre z nich znajdują się 
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obecnie na etapie badań klinicznych. Jedynym zaakceptowanym przez FDA związkiem (2020 rok) 

związanym z metylacją białek jest inhibitor metylotransferazy EZH2 - EPZ-6438 (Tazemetostat), 

stosowany w leczeniu mięsaka nabłonkowego i chłoniaka grudkowego [46,47]. Inhibitor 

metylotransferaz typu I: GSK3368715 znajdował się na etapie I fazy badań klinicznych jednak 

zaobserwowano zbyt wiele niepożądanych efektów i badania zakończono [48]. Powyższy przykład 

doskonale ilustruje problemy z jakimi zmagają się badacze przy translacji swoich badań z laboratorium 

do kliniki. Intensywnie badane są także implikacje metylacji w kontekście innych zaburzeń, w tym 

chorób neurodegeneracyjnych. W badaniu kohortowym wskazano, że metylacja Tau może być 

powiązana z mniejszą zapadalnością na chorobę Alzheimera, poprzez zmniejszenie formowania fibryli 

białka Tau [49]. Wyniki dostępnych badań wskazują także na powiązania pomiędzy metylacją białek  

a rozwojem chorób metabolicznych w tym cukrzycy [50], ale także chorób układu krążenia [2, 51].  

1.3. Acetylacja 

Acetylacja białek została po raz pierwszy opisana w roku 1964 przez zespół Vincent’a Allfrey’a 

[52] i już wtedy autorzy postulowali o istotnej regulacyjnej roli tej modyfikacji, zwłaszcza w kontekście 

ekspresji genów. Z chemicznego punktu widzenia acetylacja polega na kowalencyjnym przyłączeniu do 

białka grupy acetylowej (Ac), której donorem jest acetylo-CoA [53]. Modyfikacji tej najczęściej ulegają 

łańcuchy boczne ɛ-amino lizyny, ale inne aminokwasy również mogą być acetylowane. Reakcję 

przedstawiono schematycznie na Rysunku I.6.  

 

Rysunek I.6. Schematyczne przedstawienie reakcji 
acetylacji i deacetylacji białek. Enzymatyczna 
acetylacja prowadzona przez KATs z acetylo-CoA 
jako donorem grupy acetylowej. Deacetylacja 
prowadzona przez KDACs (HDACs) w mechanizmie 
zależnym od klasy enzymu. Opracowanie własne. 

Acetylacja reguluje funkcje białek poprzez: (i) zwiększenie ich stabilności i oporności na 

degradację, (ii) zmianę ich lokalizacji w komórce oraz (iii) hamowanie aktywności enzymatycznej  

w wyniku modyfikacji miejsc aktywnych. Efekty molekularne acetylacji są wynikiem zmian  

w konformacji modyfikowanego białka, zmianą jego ogólnego ładunku lub też interakcji z białkami 

odczytującymi acetylację, zawierającymi w swojej strukturze a-helikalne bromodomeny, które wiążą  

i rozpoznają acetylo-lizynę [54]. Acetylacja jest w pełni odwracalna i dynamicznie przeprowadzana  

w odpowiedzi na sygnały wewnątrz lub zewnątrzkomórkowe. Reakcję katalizują acetylotransferazy 

lizynowe (KATs lub HATs, odpowiednio: ang. Lysine Acetyltransferases lub Histone Acetyltransferases), 

podzielone na trzy główne rodziny wykazujące podobieństwo sekwencji: (i) rodzina enzymów p300  

i CBP związanych głownie z acetylacja histonów, (ii) rodzina MYST, której nazwa stanowi akronim 
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tworzących ją enzymów: MOZ, Ybf2, Sas2, TIP60 i (iii) rodzina enzymów GNAT do której zalicza się HAT1 

i KAT2A [2, 55]. Usunięcie grupy acetylowej przeprowadzane jest przez deacetylazy lizynowe (KDACs 

lub HDACs, odpowiednio: ang. Lysine Deacetylazes lub ang. Histone Deacetylazes). KDACs podzielone 

są na cztery główne klasy w oparciu o podobieństwo sekwencji i wymagany kofaktor [55]. Podział 

znanych obecnie KDACs przedstawiono w Tabeli I.1. Należy wspomnieć, że białka mogą być również 

acetylowane na drodze nieenzymatycznej w wyniku działania wysokoreaktywnych metabolitów np. 

acetylofosforanu jednak mechanizmy tego zjawiska są wciąż słabo poznane [2, 56].  
Tabela I.1. Zestawienie KDACs należących klas I-IV. Przygotowano na podstawie [55, 57 i 58]. 

Klasa KDACs  Enzym Kofaktor Wybrane cele molekularne 
I HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8 

Zn2+ 
Histony, p53, NF-kB 

IIA HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9 Histony 
IIB HDAC6, HDAC9 Histony, tubulina, Hsp 
III SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT5, SIRT6, 

SIRT7 
NAD+ Histony, tubulina, p54, TAF 

IV HDAC11 Zn2+ Histony, tubulina, p54, TAF 

Badania nad acetylacją białek, podobnie jak nad metylacją przez wiele lat skupione były wokół 

modyfikacji białek histonowych i jej wpływu na epigenetyczną regulację genów, która została 

przedstawiona w Rozdziale 2. Obecnie zidentyfikowano już tysiące miejsc w białkach, które mogą 

podlegać acetylacji i opisano wpływ tej modyfikacji w regulacji szeregu procesów komórkowych [59, 

60]. Globalna analiza wykazała, że ponad 40% białek podlegających acetylacji związane jest z regulacją 

ekspresji genów, włączając w to histony, czynniki transkrypcyjne i inne regulatory transkrypcji [60]. 

Poza transkrypcją, acetylacja zaangażowana jest w regulację cyklu komórkowego, naprawy DNA, 

homeostazy redoks, szlaków sygnałowych, fałdowania białek i autofagii [60,61]. Jednym z pierwszych 

opisanych niehistonowych substratów dla KATs było białko p53 [62]. Acetylacja p53 przeprowadzana 

jest przez wiele typów KATs, m.in. PCAF [63], na kilku lizynach i w większości przypadków wpływa na 

zwiększenie wiązania tego czynnika do DNA promując transkrypcję zależnych od niego genów, co 

skutkuje zatrzymaniem wzrostu komórki lub apoptozą [63]. Kolejnym z przykładów jest czynnik STAT3, 

który poza aktywacją przez fosforylację w pozycji Tyr705 podlega także acetylacji w pozycji Lys685 

przez CBP, co jak wykazały badania na komórkach nerki (HEK293) i raka wątroby (HepG2) wpływa na 

zdolność STAT3 do interakcji z DNA, a zahamowanie aktywności KDACs skutkowało zwiększeniem jego 

lokalizacji jądrowej [64,65]. Również wspominany wcześniej czynnik FOXO1 podlega acetylacji, która 

nie tylko osłabia jego wiązanie do DNA, ale zwiększa też poziom ufosforylowania wpływając na jego 

lokalizację w komórce [58, 66]. Ponad 100 białek zaangażowanych w regulację transkrypcji podlega 

acetylacji [60], co umacnia pozycję tej modyfikacji jako jednego z głównych regulatorów ekspresji 

genów. W kontekście regulacji cyklu komórkowego przez acetylację dobrym przykładem są niezbędne 

w jego progresji kinazy zależne od cyklin (CDK, ang. Cyclin Dependent Kinases). Status acetylacji CDK1, 

jak pokazały badania wykonane na ludzkich komórkach nerki (HEK293T) regulowany jest przez p300  

i SIRT1 i ma ogromne znaczenie w regulacji interakcji CDK1 z cykliną B. Acetylacja CDK1 zachodzi  

w miejscu aktywnym kinazy w pozycji Lys33 co hamuje jej interakcję z cykliną B i progresję cyklu w fazie 

G2/M [67]. Acetylacja odgrywa również rolę w regulacji funkcji białek związanych z mechanizmami 
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naprawy DNA m.in. Rb [60]. Wciąż słabo poznanym aspektem jest rola acetylacji w modulacji 

wewnątrzkomórkowych szlaków sygnałowych. Badania Okumura i wsp. 2006, w których modelem 

również były komórki HEK293T wykazały, że jeden z głównych negatywnych regulatorów szlaku 

PI3K/Akt – PTEN jest acetylowany przez p300 w obrębie miejsca aktywnego, co powoduje 

zahamowanie jego funkcji [68]. Acetylacja kinazy Akt hamuje jej aktywację przez fosforylację, a wyniki 

badań przeprowadzonych na modelu mysim wskazują, że aktywność SIRT1 umożliwia deacetylację  

i aktywację Akt [69, 70]. Odwrotny efekt w kontekście szlaku PI3K/Akt wykazuje acetylacja RICTOR, 

która wzmaga aktywność kinazową kompleksu mTORC2 względem Akt, a tym samym tego szlaku [71]. 

Ponadto, acetylacji podlegają niemal wszystkie enzymy związane z metabolizmem, w tym te biorące 

udział w glikolizie, glukoneogenezie, cyklu kwasu trikarboksylowego, cyklu mocznikowym  

i metabolizmie kwasów tłuszczowych [2, 72]. W próbkach z ludzkiej wątroby wykryto 1300 acetylo-

lizyn na 1047 białkach [72], co sugeruje olbrzymią rolę acetylacji w regulacji metabolizmu.  

Zaburzenia w acetylacji mogą być przyczyną rozwoju stanów patologicznych. Związane jest to 

zazwyczaj z profilem acetylacji histonów, który w sposób bezpośredni zaangażowany jest w regulację 

ekspresji genów w tym pro- i anty-oknogenów. Jednak zidentyfikowano też niehistonowe białka, 

których status acetylacji determinować może rozwój stanów patologicznych. Badania przeprowadzone 

na próbkach tkankowych raka wątroby i komórkach HepG2 wykazały, że acetylacja kinazy 

fosfoglicerynowej 1 promuje proliferację komórek i nowotworzenie [73]. Wiele nowotworów 

charakteryzuje się zwiększonymi poziomami ekspresji KDACs m.in. rak prostaty, rak piersi [2,74].  

U pacjentów z ostrą białaczką limfoblastyczną (ALL) wykryto zwiększoną ekspresję HDAC3,  

a zahamowanie aktywności tego enzymu w linii komórkowej limfoblastycznej B pobranej od pacjenta 

z ALL (Sup-B15) skutkowało zahamowaniem szlaku sygnałowego JAK-STAT i zwiększeniem wrażliwości 

komórek na leki, w tym MG-132 [75]. Niezwykle obiecujące wyniki zarówno badań in vitro i in vivo 

sprawiły, że KDACs stały się atrakcyjnym celem w opracowywaniu terapii celowanych skierowanych na 

acetylację. Szereg inhibitorów KDACs (KDACi, ang. lysine deacetylases inhibitors) został opracowany  

w ostatnich 20 latach, a kilka z nich zostało już zaakceptowanych przez FDA do stosowania w terapiach 

(Tabela. I.2). 
Tabela I.2. Zestawienie inhibitorów deacetylaz lizynowych zaakceptowanych przez FDA do użytku  
w terapiach. Przygotowano w oparciu o [76 i 77]. 

KDACi Zastosowanie Cel molekularny Rok akceptacji FDA 

Vorinostat  Skórny chłoniak T-komórkowy  Klasa I KDACs i HDAC6 2006 

Romidepsin Skórny chłoniak T-komórkowy HDAC6 2009 

Belinostat Chłoniaki T-komórkowe Wszystkie klasy KDACs 2014 

Panobiostat  Nawrotowy Szpiczak mnogi Wszystkie klasy KDACs 2015 

Zmiany w poziomach acetylacji białek wykrywane są również w chorobach metabolicznych, co 

ma związek ze wspomnianą już globalną acetylacją enzymów zaangażowanych w regulację 

metabolizmu. Cukrzyca i otyłość powiązane mogą być z mutacjami w obrębie celów acetylacji  

w białkach [78]. Hiperglikemia poprzez zwiększenie puli dostępnego acetylo-CoA prowadzić może do 
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nadmiernej acetylacji białek i zmiany ich funkcji [79]. Opisano także rolę acetylacji w chorobach układu 

krążenia (CVDs, ang. Cardiovascular diseases), na przykład aktywność SIRT1 chroni komórki śródbłonka 

przed apoptozą indukowaną końcowymi produktami zaawansowanej glikacji poprzez zmniejszanie 

acetylacji p53 [80]. 

1.4. Cytrulinacja 

 Cytrulinacja białek to enzymatyczna PTMs, która podobnie jak omówione już acetylacja  

i metylacja wprowadzana jest zarówno na białkach histonowych i niehistonowych. Jednak  

w odróżnieniu od nich jest reakcją znacznie słabiej poznaną, co wynika w dużej mierze z wciąż słabo 

rozwiniętych specyficznych dla niej metod badawczych.  

1.4.1. Reakcja cytrulinacji 

Obecność cytruliny w białkach zwierzęcych została stwierdzona już ponad 65 lat temu, kiedy to 

Rogers i Simmonds opisali jej wykrycie w białkach włosów szczurów [81]. Przez wiele lat mechanizm jej 

wprowadzania pozostawał nieodkryty. Jednak tuż po odkryciu enzymów przeprowadzających 

cytrulinację: deiminaz peptydyloargininowych (PADs, ang. Peptidylarginine deiminases) i kilku ich 

substratów, badania nad cytrulinacją przybrały na sile. Z biochemicznego punktu widzenia cytrulinacja 

białek różni się od omawianych już PTMs, nie polega na przyłączeniu (lub odłączeniu) określonej grupy 

chemicznej do reszt aminokwasowych, ale na 

konwersji argininy do niekodowanego aminokwasu 

cytruliny. Reakcja ta zachodzi wyłącznie w 

łańcuchach polipeptydowych a nie wolnych 

aminokwasach. Chemiczny mechanizm reakcji 

polega na zastąpieniu pierwszorzędowej grupy 

ketiminowej argininy przez grupę ketonową, co 

skutkuje utratą ogólnego dodatniego ładunku 

argininy [82] (Rysunek I.7). Prowadzi to do 

relatywnie niedużej zmiany masy ok. +0,98 Da, co czyni ją niezwykle trudną do wykrywania zwłaszcza 

przy wykorzystaniu spektrometrii masowej. W ostatnich latach opracowane zostało jednak wiele 

nowatorskich metod badawczych ukierunkowanych na wykrywanie cytrulinowanych białek, w tym  

z wykorzystaniem znaczników biotynowo-tiolowych, które umożliwiają pewniejszą identyfikację 

cytrulinowanych białek [83]. Badania z roku 2018 przeprowadzone poprzez analizę danych 

protemicznych z 30 typów ludzkich tkanek wskazały, że około 209 białek podlega cytrulinacji, i pewnie 

liczba ta wciąż będzie wzrastać [84]. Cytrulinacja jest obecnie uważana za reakcję nieodwracalną, nie 

odkryto żadnych enzymów wykazujących zdolność do „de-cytrulinacji”, jednak należy mieć na uwadze, 

że podobnie sądzono o metylacji. Mimo niewielkiej zmiany masy molekularne efekty wprowadzenia 

cytruliny w strukturę białek są istotne. Podobnie jak w przypadku acetylacji gdzie niwelowany jest 

dodatni ładunek lizyny, tak i w cytrulinacji utrata dodatniego ładunku argininy skutkować może 

 
Rysunek I.7. Schematyczne przedstawienie reakcji 
cytrulinacji białek. Reakcja katalizowana jest przez 
wapnio-zależne enzymy PAD. [Grafika przygotowana do 
publikacji Ciesielski i wsp. 2022]. 
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zmianami elektrostatycznymi i konformacyjnymi. Wpływa to na funkcje białek poprzez modyfikację 

miejsc aktywnych, interakcji białko – białko/kwasy nukleinowe, podatności na degradację lub 

lokalizację w komórce [82]. Molekularne konsekwencje cytrulinacji białek przedstawiono na Rysunku 

I.8. Ciekawym aspektem jest ewolucyjne pochodzenie enzymów PADs,  

a tym samym cytrulinacji. Cummings i wsp. w swojej pracy postulują, że enzymy PADs wprowadzone 

zostały do komórek zwierzęcych jako nowy mechanizm PTMs poprzez horyzontalny transfer genów  

z Cyanobacteriace [85]. PADs pochodzące z Cyanobacteriace wykazują aktywność katalityczną 

względem białek zwierzęcych [85]. Dodatkowo PADs lub ich homologów nie wykryto dotychczas  

w powszechnie stosowanych organizmach modelowych m.in. drożdżach czy też Drosophilia sp., 

stanowić to może jedno z wyjaśnień, dlaczego dotychczas cytrulinacja jest wciąż dość słabo poznaną 

PTMs. 

 

Rysunek I.8. Molekularne efekty 
cytrulinacji białek.  
(1) Zaburzenie interakcji białko – białko  
(2) Zaburzenie interakcji aminokwasów  
i formowania wiązań wodorowych  
(3) Zmiany konformacyjne 
(4) Utrata funkcji w wyniku modyfikacji 
miejsca aktywnego 
(5) Zwiększenie podatności na degradację. 
[Grafika przygotowana do publikacji 
Ciesielski i wsp. 2022] 

 

1.4.2. Deiminazy peptydyloargininowe 

Pomimo wykrycia cytrulinacji w roku 1958, aż do 1977 roku nie znano ani mechanizmu, ani 

enzymów przeprowadzających tę reakcję [86]. Badania nad aktywnością i ekspresją PADs prowadzone 

były intensywnie dopiero w latach 90 XX wieku [87]. PADs zaliczane są do rodziny hydrolaz 

cysteinowych (EC 3.5.3.15). Obecnie wyróżnia się pięć izoform PADs: PAD1, PAD2, PAD3, PAD4 i PAD6, 

które wykazują zróżnicowanie zarówno pod względem substratów, jak i poziomów ekspresji w różnych 

tkankach [82]. Mechanizm działania PADs oparty jest na nukleofilowym ataku cysteiny, zlokalizowanej 

w ich miejscu aktywnym, na grupę guanidynową argininy, co skutkuje utworzeniem pośredniego acylo-

enzymu, który ulega następnie hydrolizacji do cytruliny [82, 88]. Izoformy wykazują względem siebie 

70 – 95% homologii w sekwencji aminokwasowej, a ich długość mieści się w zakresie od 663 do 694 

aminokwasów [88]. Struktury krystaliczne, lokalizację w komórce oraz główne miejsca ekspresji 

izoform PADs przedstawiono na Rysunku I.9. W ludzkim genomie, geny kodujące izoformy PADs 

zlokalizowane są na chromosomie 1 w regionie 1p35-36, o średniej długości 355 kbp, wykryto też wiele 

wariantów transkrypcyjnych PADs które różnią się spektrum substratowym, a tym samym funkcją [89]. 

Działanie PADs regulowane jest przez stężenia jonów wapnia, a każda z izoform zawiera różną liczbę 

Cytrulinowane 
białko

Białko

- Arginina
- Cytrulina
- Aminokwas o ładunku ujemnym

- Miejsce aktywne

- Zmodyfikowane miejsce aktywne

- Proteasom

Interakcja białkowa
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miejsc ich wiązania (Rysunek I.9). Związanie Ca2+ prowadzi do zmian konformacyjnych PADs, które 

indukują powstanie aktywnego centrum aktywnego [90]. Miejsce aktywne PADs zawiera istotne 

katalitycznie: cysteinę (w pozycji C645 – C647 zależnie od izoformy) i histydynę oraz dwie stabilizujące 

reakcję reszty asparagininanowe [82]. 

 
Rysunek I.9. Zestawienie struktur krystalicznych, lokalizacji i miejsc ekspresji izoform PADs. Wykorzystano struktury 
krystaliczne zamieszczone w pracy Massouri i wsp. [87], z zaznaczeniem miejsc wiązania jonów wapnia. Opracowano na 
podstawie [82, 87 i 89]. 

Nie każda arginina zlokalizowana w sekwencji białka może podlegać konwersji na cytrulinę. 

Wykazano, że znaczenie mają zarówno otaczające ją aminokwasy oraz struktura białka [91]. Spektrum 

substratowe izoform PADs znacząco się różni. Wyłącznie PAD2 i PAD4 posiadają sygnał lokalizacji 

jądrowej i mogą przeprowadzać cytrulinację białek histonowych. Izoforma PAD6 nie wykazuje 

aktywności katalitycznej [82]. 

1.4.3. Fizjologiczny potencjał cytrulinacji 

Ostatnia dekada to duże postępy w obszarze wiedzy na temat zaangażowania cytrulinacji białek 

w regulację fizjologicznych procesów komórkowych. Jednak nadal jest to wiedza znacznie ograniczona 

w porównaniu do dobrze poznanych mechanizmów związanych z innymi PTMs białek. Liczba znanych 

białek, które podlegają cytrulinacji znacznie wzrósła, jak wspomniano każda z izoform PADs wykazuje 

inne spektrum substratowe. Najlepiej poznane białka modyfikowane przez daną izoformę 

przedstawiono w Tabeli I.3. Obecnie regulacja komórkowych szlaków sygnałowych wiązana jest 

głównie z fosforylacją i innymi dobrze poznanymi PTMs, ale coraz więcej doniesień skłania naukowców 

do zauważenia cytrulinacji jako równie istotnej sygnatury sygnałowej. Modyfikacja ta może być 

istotnym sygnałem w regulacji szlaków związanych ze wzrostem i proliferacją komórek. Badania na linii 

MCF7 wykazały, że GSK3b podlega cytrulinacji, co moduluje jego funkcję i prowadzi do jego translokacji 

do jądra, hamując szlak sygnałowy TGFb, istotny w regulacji przejścia epitelialno-mezynchemalnego 

[92]. Cytrulinacji podlega też b-katenina, modyfikacja wprowadzana przez PAD2 zwiększa jej podatność 

na degradację hamując tym samym szlak Wnt [93]. 
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Tabela I.3. Zestawienie poznanych celów białkowych danej izoformy PADs. Zmodyfikowano z tabeli przygotowanej 
pierwotnie na potrzeby publikacji Ciesielski i wsp. 2022. 

 

Ostatnie doniesienia literaturowe wskazują też na bezpośrednie powiązanie pomiędzy 

poziomem ekspresji PAD4, a aktywacją szlaku sygnałowego PI3K/Akt, jednak dokładny mechanizm tej 

relacji nie jest znany [94,95]. Ponadto, również kinaza MEK1 może podlegać cytrulinacji przez PAD1 lub 

PAD2, co reguluje jej zdolność do fosforylacji ERK1/2 [96,97]. Ekspresja PADs i ich role, wiązane są 

obecnie głównie z odpowiedzią immunologiczną organizmu. Jednym z dobrze poznanych powiązań jest 

cytrulinacja cytokin CXCL10, CXCL11 i IL-8, która prowadzi do obniżenia ich aktywności jako 

chemoatraktantów i zdolności do interakcji z receptorami [98, 99]. Jak wspomniano, cytrulinację 

wykryto po raz pierwszy w białkach włosów szczurów. Dziś wiemy, że cytrulinacja występuje w wielu 

białkach strukturalnych regulując ich stabilność i zmniejszając podatność na degradację. Istotnie, białka 

strukturalne takie jak keratyna, filagryna czy też trichohyalina, cytrulinowane są przez PAD1 lub PAD3, 

co przyczynia się do zwiększenia ich stabilności i wspomaga pełnienie ich funkcji strukturalnych [100]. 

Wyniki z próbek tkanki płucnej wskazują, że PAD2 prowadzi cytrulinację fibuliny-5, co zmniejsza jej 

podatność na degradację proteolityczną i promuje elastogenność [101]. Zaś zahamowanie aktywności 

PAD2 w fibroblastach płuc noworodków, z wykorzystaniem inhibitora lub poprzez wyciszenie ekspresji, 

skutkowało tworzeniem znacznie mniej trwałych elastycznych włókien, co przyczyniać może się m.in. 

do rozwoju rozedmy płuc [101]. Innym istotnym białkiem strukturalnym stanowiącym cel dla PAD2 jest 

podstawowe białko mieliny (MBP, ang. Myelin Basic Protein) [82, 102]. W ostatnich latach pojawiło się 

też doniesienie, że cytrulinacja jest istotna w regulacji funkcji białek remodelujących macierz 

zewnątrzkomórkową (ECM, ang. Extracellular matrix) – metaloproteinaz macierzy 

zewnątrzkomórkowej (MMPs, ang. Matrix Metalloproteinases), gdzie hipercytrulinacja przyczyniać 

może się do zwiększenia ich aktywności [103]. Podobnie w przypadku rodziny SERPIN, z których 

niektóre działają jako modulatory ECM, wykazano, że mogą one stanowić cel dla PADs, a cytrulinacja 

istotnie wpływa na ich funkcje [104].  

Doniesienia ostatnich 10 lat potwierdziły, że cytrulinacja jest istotnie związaną z regulacją 

odpowiedzi immunologicznej i stanami autoimmunologicznym [82]. Największe poziomy ekspresji 

PADs obserwuje się w komórkach układu immunologicznego. Zwłaszcza wysokie poziomy PAD4 

rejestrowane są w neutrofilach i innych leukocytach [82, 100], gdzie reguluje immunologiczne szlaki 

sygnałowe, ekspresję i aktywność cytokin. Jednak najlepiej opisanym dotychczas procesem zależnym 

od cytrulinacji jest powstawanie tzw. zewnątrzkomórkowych pułapek neutrofilowych (NETs, ang. 

Neutrophil Extracellular Traps). Jest to istotny mechanizm obrony organizmu przed wnikającymi 

Enzym Najlepiej poznane modyfikowane białka 

PAD1 Keratyna, Filagryna, MEK1-ERK1/2, MMP2 

PAD2 MPB, CXCL10, CXCL11, wimentyna, aktyna, GFAP, Histony H3 i H4 

PAD3 Filagryna, wimentyna, trichohyalina 

PAD4 NFC1, NFC2, COL1A1, p300, ING4, TAF15, FUS, ADAMTS13, GSK3b, Histony H1, H3 I H4 

PAD6 a-tubulina 
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patogenami, polegający na litycznej śmierci neutrofili, która skutkuje utworzeniem 

zewnątrzkomórkowych „sieci” złożonych z dużych struktur chromatyny i białek o aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej uwolnionych z martwych neutrofili. NETs mogą wyłapywać patogeny  

i prowadzić tym samym do zahamowania rozprzestrzeniania się infekcji [105]. W literaturze opisano 

mechanizmy formowania NETs zależne od cytrulinacji histonów wprowadzanej przez PAD4 [82]. 

Według jednego z proponowanych mechanizmów, PAD4 przeprowadza hipercytrulinację histonów H3 

i H4 w odpowiedzi na aktywację neutrofili przez m.in. cytokiny prozapalne, co skutkuje dekondensacją 

chromatyny i jej uwolnienie z neutrofili i formację NETs [82]. Również same cytrulinowane histony  

w środowisku zewnątrzkomórkowym wykazują działanie antybakteryjne, co zwiększa efektywność 

NETs [106]. Istotność cytrulinacji w tym procesie potwierdziły badania z zastosowaniem inhibitorów 

PAD, które zakłóciły powstawanie pułapek neutrofilowych zarówno u myszy jak i ludzi [107]. Mimo roli 

NETs w odpowiedzi na infekcję zaburzenia w ich formowaniu stanowią podłoże wielu stanów 

patologicznych, w tym tych, gdzie zmianie ulega aktywność PADs. PADs uczestniczą też w regulacji 

różnicowania limfocytów T, PAD2 moduluje aktywność TF odpowiedzialnych za determinowanie losu 

limfocytów T [108]. 

Interakcje na linii cytrulinacja <–> inne PTMs są obecnie intensywnie badane. Zwłaszcza 

interakcje cytrulinacja – metylacja zdają się mieć istotne znaczenie w regulacji prawidłowych funkcji 

komórek. Wspomniano już o metylacji arginin, która może być usuwana poprzez cytrulinację 

prowadzoną przez PAD4, jednak bardzo często argininy, które stanowią cel dla PRTM są też celem dla 

PADs i ich cytrulinacja wyklucza metylację, co stanowi interakcję kompetycyjną [109]. Przykładem 

białka, na którym zachodzi taka interakcja jest acetylotransferaza p300 [110]. Zarówno PRTM4 jak  

i PAD4 mogą modyfikować C-końcową argininę p300 w pozycji 2142, wywołując inne efekty 

biologiczne. Metylacja hamuje interakcję p300 z GRIP1 tym samym zmniejszając formowanie się 

kompleksu aktywującego ekspresję docelowych genów, odwrotny efekt wywołuje cytrulinacja która 

ułatwia formowanie kompleksu p300/GRIP1 [110]. Cytrulinacja i metylacja argininy modulują funkcje 

czynnika transkrypcyjnego E2F1 – prowadząc do ekspresji innych genów [109]. Cytrulinacja argininy  

w pozycji 109 zwiększa aktywność E2F1 względem promocji ekspresji genów związanych ze stanem 

zapalnym [111], natomiast metylacja tej samej reszty promuje ekspresję genów związanych z apoptozą 

[112]. W literaturze znaleźć można też doniesienia o współpracy acetylacji i cytrulinacji. Acetylowane 

E2F1 wchodzi z interakcję z bromodomeną białka BRD4 i interakcja ta jest wspomagana przez 

cytrulinację arginin w otoczeniu acetylowanej lizyny. Istotność tej interakcji wykazano na komórkach 

HL60 gdzie zastosowanie inhibitora PADs zmniejszyło ilość kompleksów E2F1/BRD4 i poziomy ekspresji 

m.in. TNFa i IL-1b [111].  

1.4.4. Rola cytrulinacji w stanach patologicznych 

1.4.4.1. Cytrulinacja w zaburzeniach immunologicznych 

W wielu zaburzeniach immunologicznych obserwuje się zwiększoną aktywność PADs, a tym 

samym cytrulinacji białek. Zwłaszcza silne są powiązania pomiędzy PAD2/PAD4, a zaburzeniami 
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autoimmunologicznymi, co ma związek z produkcją specyficznych przeciwciał przeciwko własnym 

cytrulinowanym białkom – ACPAs (ang. Anti-citrullinated protein antibodies) [113]. W warunkach 

fizjologicznych układ immunologiczny nie reaguje na niskie ilości cytrulinowanych białek, jednak  

w wyniku ich nagromadzenia i utraty tolerancji produkowane są ACPAs, które dodatkowo napędzają 

procesy autoimmunologiczne [82]. Deregulacja PADs i cytrulinacji najlepiej opisana jest w przypadku 

reumatoidalnego zapalenia stawów (RA, ang. Rheumathoid arthitis) [114]. Schorzenia polegającego na 

immunologicznym uszkodzeniu stawów, charakteryzującego się nagromadzeniem autoprzeciwciał 

skierowanym przeciwko własnym modyfikowanym, zwłaszcza cytrulinowanym białkom [114].  

W jednym z proponowanych mechanizmów PAD2 i PAD4 uwalniane są z makrofagów i monocytów 

rekrutowanych do stawów objętych stanem zapalnym. Następująca apoptoza i wzrastające stężenia 

Ca2+ powoduje odpowiednio ich uwolnienie do przestrzeni zewnątrzkomórkowej i zwiększenie ich 

aktywności [82]. PAD2 i PAD4 cytrulinują następnie białka komórkowe i zewnątrzkomórkowe w tym 

m.in. wimentynę, fibrynogen i a-enolazę. Nagromadzenie cytrulinowanych epitopów powoduje utratę 

tolerancji układu immunologicznego i produkcję ACPAs [82]. ACPAs wykrywane są u 75% pacjentów  

z RA i stymulują produkcję cytokin prozapalnych i formowanie NETs [115]. Indukcja powstawania 

nadmiernych NETs jest jednym z elementów wzmacniających objawy RA. Prowadzona przez PAD4, 

skutkuje uwolnieniem dodatkowej puli cytrulinowanych białek z neutrofili, co skutkować może 

wytworzeniem większej liczby ACAPs [82]. Obecnie rozważane jest wykorzystanie PADs jako celów 

terapii w RA, przykładowo zastosowanie inhibitora PAD4 w mysim modelu RA zmniejszyło formowanie 

NET i objawy choroby [116]. Kolejnym zaburzeniem autoimmunologicznym w którym wskazać można 

wyraźną rolę cytrulinacji jest stwardnienie rozsiane. Nadmierna cytrulinacja podstawowego białka 

mielinowego prowadzona przez PAD2 jest wskazywana obecnie jako jeden z mechanizmów rozwoju 

tego schorzenia [82, 117]. Inne zaburzenia autoimmunologiczne łączone z deregulacją funkcji PADs 

zebrano w Tabeli I.4. 
Tabela I.4. Zestawienie obecnej wiedzy na temat zaangażowania PADs w choroby autoimmunologiczne. Zmodyfikowano  
z Ciesielski i wsp. 2022.  
Izoforma PAD Choroby Rola w chorobie/cel molekularny 

PAD1 Łuszczyca Deregulacja różnicowania skóry/keratyna 

PAD2 Stwardnienie rozsiane, RA, toczeń 

rumieniowaty 

Hipercytrulinacja MBP/MBP, hipercytrulinacja wielu białek indukcja 

produkcji ACPAs, nadmierne formowanie NETs 

PAD3 Łuszczyca, RA Deregulacja różnicowania skóry/keratyna, 

hipercytrulinacja wielu białek indukcja produkcji ACPAs 

PAD4 RA, Stwardnienie rozsiane, choroba 

zapalna jelit 

Hipercytrulinacja wielu białek indukcja produkcji ACPAs, nadmierne 

formowanie NETs, epigenetyczna regulacja ekspresji genów 

1.4.4.2. Cytrulinacja w nowotworach 

W wielu typach nowotworów zaobserwowano deregulację profilu cytrulinacji białek  

i poziomów ekspresji PAD2, PAD4. Spośród PADs to udział tych dwóch izoform został zbadany 

najszerzej w progresji nowotworów, wynika to prawdopodobnie z dwóch faktów. Po pierwsze, PAD2  

i PAD4 są izoformami obecnymi w największej liczbie tkanek [100]. Po drugie jako jedyne 
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zaangażowane są w epigenetyczną regulację genów. Sprawia to, że stanowią obecnie, wraz ze 

wzrastająca liczbą specyficznych odczynników m.in. przeciwciał, atrakcyjny cel badań pod kątem ich 

zastosowania w terapiach przeciwnowotworowych. Mimo tego, ten obszar badań jest relatywnie nowy 

i znaczne postępy obserwowane są dopiero od ok. 15 lat. Zwiększone poziomy PAD2 obserwuje się w 

wielu typach nowotworów zwłaszcza złośliwych m.in. rak żołądka, rak wątroby, rak jelita grubego i rak 

piersi [118]. PAD4 jest również nadreprezentowane w wymienionych nowotworach i jego poziomy 

wzrastają wraz ze stopniem agresywności choroby [119]. W literaturze proponuje się wykorzystanie 

obu izoform jako biomarkerów dla określonych typów nowotworów [119], jednak biorąc pod uwagę 

ich zaangażowanie w wiele zaburzeń immunologicznych należy opracować metody wykluczające 

fałszywe lub mylące diagnozy. Co więcej, dostępne są też doniesienia opisujące obniżone poziomy 

PAD2. Przykładowo, w badaniu z 2017 na próbkach tkankowych od Japońskich pacjentów cierpiących 

na raka jelita grubego, gdzie autorzy postulują, że PAD2 działać może jako supresor nowotworzenia 

[120]. Na poziomie molekularnym opisano dotąd kilka mechanizmów zaangażowania cytrulinacji  

w progresję chorób nowotworowych. Jednym z dobrze zbadanych celów dla PAD4, istotnym  

w omawianym zagadnieniu jest kinaza GSK3b, regulująca funkcję TF zaangażowanych w modulację 

procesu nowotworzenia w tym m.in. proliferację i apoptozę [92, 121]. PAD4 reguluje lokalizację 

jądrową GSK3b poprzez konwersję R344 do cytruliny, jak wykazały badania modyfikacja ta odpowiada 

za translokację GSK3b do jądra [92, 122]. W komórkach MCF7 wyciszenie PAD4 skutkowało indukcją 

profilu wiązanego z EMT, zwiększając ich inwazyjność [92]. Na podstawie uzyskanych wyników autorzy 

postulują, że PAD4 jest istotne w utrzymaniu fenotypu epitelialnego, co potwierdzają również wyniki 

od pacjentek z rakiem piersi, gdzie zmniejszone poziomy PAD4 związane były z większą inwazyjnością 

i agresywnością choroby [92]. Na podstawie uzyskanych 

wyników autorzy postulują, że aktywność PAD4 Istotna jest 

w utrzymaniu fenotypu epitelialnego, co potwierdzają 

również wyniki od pacjentek z rakiem piersi, gdzie 

zmniejszone poziomy PAD4 związane były z większą 

inwazyjnością i agresywnością choroby [92]. W badaniu z 

roku 2022 przeprowadzonym na liniach komórkowych raka 

jelita grubego (HCT116, HT29, SW620) wykazano jednak, że 

cytrulinacja GSK3b promuje progresję nowotworu poprzez 

indukcję degradacji CDKN1A [121]. Co więcej, zwiększona 

ekspresja PAD4 związana była ze zwiększoną proliferacją i 

migracją komórek HCT116 [122]. Powyższe przykłady dobrze 

pokazują jak różną rolę pełnić może jedna modyfikacja  

w zależności od kontekstu w jakim jest wprowadzana. 

Ostatnie badania wskazują także na zaangażowanie PAD4 w regulację szlaku PI3K/Akt, wskazując, że 

zwiększona ekspresja PAD4 może skutkować nadmierną aktywacją tego szlaku i zwiększeniem 

 
Rysunek I.10. Zestawienie znanych obecnie 
szlaków sygnałowych potencjalnie 
regulowanych przez PAD2/PAD4. Regulując 
aktywację lub zahamowanie powyższych 
szlaków PAD2/PAD4 wpływają na istotne 
procesy komórkowe i prowadzić do rozwoju 
lub progresji nowotworów [opracowanie 
własne na podstawie doniesień zebranych  
w 188 i 119] 
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agresywności m.in. w komórkowych modelach raka nosogardzieli [95]. Podobną rolę pokazano 

również dla PAD2 w siatkówczaku: w linii komórkowej Y79 wyciszenie tego enzymu lub zastosowanie 

jego inhibitora skutkowało obniżeniem fosforylacji Akt a tym samym proliferacji i migracji in vitro [123]. 

Inne szlaki sygnałowe które w nowotworach regulowane mogą być przez PAD2/PAD4 przedstawiono 

na Rysunku I.10.  

1.4.5. Inhibitory PAD 

W ostatnich 20 latach opracowano wiele inhibitorów PADs. Ze względu na dużą homologię 

izoform PADs większość związków działa jako inhibitory pan-PAD, jednak opracowano też związki 

wykazujące większą specyficzność względem konkretnej izoformy. Wśród odwracalnych inhibitorów  

o szerokim spektrum substratowym można wymienić: streptomycynę i chlorotetracyklinę [82, 90]. 

Wykazują one słabą aktywność inhibitorową nawet przy wysokich stężeniach, co sprawia, że mało 

prawdopodobne jest ich praktyczne wykorzystanie [119]. Najwięcej uwagi poświęcono opracowaniu 

odwracalnych inhibitorów specyficznych wobec PAD4. Pierwszym związkiem był GSK121, na którego 

podstawie opracowano znacznie bardziej wydajne GSK199 i GSK484 [90]. GSK484 jest najsilniejszym 

odwracalnym inhibitorem PAD4 o IC50 = 50 nM. Obecnie w badaniach najszerzej wykorzystywane są 

nieodwracalne inhibitory, których działanie opiera się na kowalencyjnej modyfikacji cysteiny  

w centrum aktywnym PADs, niezbędnej w nukleofilowym ataku na substrat [82]. Na podstawie 

znanego substratu PAD4: amidu benzoilo-L-argininy poprzez wprowadzenie haloacetamidyny 

opracowano pierwszą serię nieodwracalnych inhibitorów PAD [90]. Wśród nich najlepsze wyniki 

osiągały Cl-amidyna (CLA) i F-amidyna (FA). Zwłaszcza CLA jest szeroko stosowana w badaniach i często 

stanowi odnośnik dla nowo opracowywanych związków [90]. Hamuje ona formację NETs ex vivo 

poprzez obniżenie H3cit [124], a w badaniach na modelach mysich zmniejszała intensywność stanów 

patologicznych wiązanych z cytrulinacją [125, 126]. Druga seria związków haloaceamidynowych została 

opracowana przez wprowadzenie grupy karboksylowej w pozycji orto grupy fenylowej CLA lub FA [90]. 

Powstałe o-CLA i o-FA wykazują silniejsze działanie niż oryginalne związki [127]. Trzecia seria 

haloacetamidowych inhibitorów powstała poprzez wprowadzenie N-końcowej grupy bifenylowej i C-

końcowej grupy benzimidazolowej. Opracowane w ten sposób BB-Cl-amidyna (BBCLA) i BB-F-amidyna 

(BBFA) wykazują nie tylko zwiększoną stabilność i biodostępność poprzez zwiększenie ich lipofilnosci, 

ale także większy potencjał inhibitorowy [90]. Z tych dwóch związków to BBCLA jest znacznie częściej 

stosowana w badaniach, ma większy czas półtrwania in vivo w porównaniu z CLA i FA, co 

prawdopodobnie odpowiada za jej większy potencjał inhibitorowy, ale i cytotoksyczność w komórkach 

U2OS [82]. BBCLA podobnie jak CLA hamuje formowanie NETs i H3cit [125]. Na podstawie CLA 

opracowano kilka związków wykazujących specyficzność względem PAD2, m.in. AMF30a i AMF32a 

[128]. W roku 2024 Wang i wsp. na podstawie struktury β-karboliny opracowali serię specyficznych 

inhibitorów PAD4, których skuteczność zaprezentowali na modelach raka piersi [129]. Spośród 

wymienionych, CLA, FA i BBCLA pozostają najrzeszej stosowanymi związkami Jednak, wykazują one 

dużo działań niepożądanych [130]. 
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2. Epigenetyczny aspekt PTMs – modyfikacje histonów 

Proces ekspresji genów zależny jest od statusu przestrzennego chromatyny w komórce, który 

regulowany jest przez wiele mechanizmów. Chromatyna stanowi dynamiczny kompleks DNA 

związanego z białkami, głównie histonami i czynnikami transkrypcyjnymi, ale także innymi 

regulatorami. Podstawową jednostką upakowania DNA w chromatynie jest nukleosom składający się 

z DNA nawiniętego na oktamer histonowy, zbudowany z dimerów histonów H3-H4 otoczonych 

dimerami H2A-H2B [131]. Pomiędzy nukleosomami występuje tzw. linker DNA (łączący DNA) z którym 

związany jest histon H1. To właśnie odległość pomiędzy nukleosomami jest jednym z głównych 

czynników determinujących status przestrzenny chromatyny. Odległość ta jest większa w luźnej 

strukturze euchromatyny i znacznie mniejsza w upakowanej heterochromatynie [132]. Dostępność 

chromatyny dla czynników umożliwiających transkrypcję genów lub też jej upakowanie i zatrzymanie 

procesu ekspresji genów warunkowane jest w dużej mierze przez mechanizmy epigenetyczne. 

Epigenetyka według klasycznej definicji odnosi się do dziedzicznych zmian w ekspresji genów, 

które nie są związane z bezpośrednią zmianą w sekwencji DNA. Wśród tych mechanizmów wyróżnia 

się: (i) metylację DNA, (ii) PTMs histonów oraz (iii) niekodujące RNA. Regulują one ekspresję genów 

zarówno na poziomie transkrypcyjnym (metylacja DNA i PTMs histonów) jak i post-transkrypcyjnym 

(miRNA). Na Rysunku I.11. schematycznie przedstawiono epigenetyczne mechanizmy regulacji 

ekspresji genów. 

 
Rysunek I.11. Schematyczne przedstawienie mechanizmów epigenetycznych. A. – metylacja DNA, B. – PTMs histonów  
i C – mechanizmy miRNA. Opracowanie własne. 

Epigenetyka stoi u podstaw rozwoju organizmów. Wszystkie komórki zawierają identyczną 

informację genetyczną i wyłącznie od profilu ekspresji genów, który modulowany jest właśnie przez 

wymienione mechanizmy, determinowane jest różnicowanie i rozwój określonych komórek. Epigenom 

jest niezwykle dynamiczny i podatny na zmiany w odpowiedzi zarówno na sygnały wewnątrz, jak  

i zewnątrzkomórkowe, co sprawia, że jest istotnym mechanizmem adaptacyjnym. Wykazano, że 
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środowisko zewnętrzne człowieka znacznie wpływa na profil modyfikacji epigenetycznych. Opisano 

wpływ stresu związanego z wojną, klęskami głodu i występowaniem zespołu stresu pourazowego,  

a modyfikacjami profilu metylacji DNA [133]. Zmiany w obrębie epigenomu, a tym samym w ekspresji 

genów w naturalny sposób prowadzić mogą do zaburzeń i rozwoju wielu chorób w tym 

nowotworowych [134]. Dynamiczność i odwracalność większości z modyfikacji epigenetycznych czyni 

je atrakcyjnymi celami w terapiach. Podczas analizy epigenomu kluczowe jest by mieć na uwadze 

współpracę pomiędzy każdym z poziomów regulacji epigenetycznej, a także z ostrożnością odnosić się 

do wpływu pojedynczych modyfikacji. W komórce, mechanizmy epigenetyczne pozostają nie tylko  

w stałej korelacji ze sobą, zwłaszcza na linii metylacja DNA <–> PTMs histonów, ale także z szeregiem 

innych procesów komórkowych i szlaków sygnałowych, w tym tych modyfikowanych przez PTMs białek 

niehistonowych. 

2.1. Omówienie wybranych PTMs histonów 

Histony to białka o średniej masie cząsteczkowej wahającej się w granicach 11-20 kDA, które 

dzięki posiadaniu w swojej sekwencji dużej liczby aminokwasów zasadowych mogą tworzyć kompleksy 

z DNA [135]. Jak nadmieniono wyżej, histony są podstawowym elementem nukleosomów. Składają się 

z domeny globularnej, odpowiadającej za oddziaływania z DNA i innymi białkami, w tym za 

oddziaływania histon – histon w oktamerze [136]. Poza domeną globularną istotną rolę w regulacji 

funkcji histonów odgrywają ich C- i N-końce. N-końce nazywane są także „ogonami histonowymi”, to 

głównie w ich obrębie zachodzą PTMs [136]. W ujęciu teoretycznym PTMs histonów modulują 

ekspresję genów bezpośrednio poprzez modyfikacje w ładunkach i strukturach ogonów histonowych, 

co w efekcie powoduje zmiany w oddziaływaniach: histony-DNA i skutkuje rozluźnieniem lub 

kondensacją struktury chromatyny. W sposób pośredni natomiast, stanowić mogą miejsce wiązania 

się białek posiadających odpowiednie domeny wiążące i wykazujące aktywność promującą lub 

supresorową. Modyfikacje ogonów histonowych to jeden z najlepiej poznanych mechanizmów 

epigenetycznych. Schematyczny wpływ wybranych PTMs histonów przedstawiono na Rysunku I.12. 

 

Rysunek I.12. Schematyczne 
przedstawienie wpływu PTMs 
histonów na stan 
przestrzenny chromatyny. ac –
acetylacja; p – fosforylacja; me 
– metylacja; cit – cytrulinacja; 
but – butyrylacja; ub – 
ubikwitynacja; su – 
sumoylacja. Opracowanie 
własne 

 
W obszarze badań PTMs histonów wciąż niezwykle żywa jest dyskuja na temat istnienia tak 

zwanego „kodu histonowego” – hipotezy, według której pojedyncze modyfikacje histonów komunikują 

się ze sobą wywołując określone zmiany w profilu ekspresji genów. Postulowano także, że określony 

kod histonowy przypisany może być do konkretnego stanu chorobowego [137]. Interakcje pomiędzy 

pojedynczymi PTMs mogą zachodzić w formie kompetycyjnej czy też sferycznej, zarówno lokalnie, jak 
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i dystalnie. Jednak są one w dużej mierze zależne od miejsc ich wprowadzenia, typów, tempa ich 

wprowadzania/usuwania oraz kontekstu komórkowego. Tym samym w ostatnich latach coraz częściej 

odchodzi się od hipotezy kodu histonowego. Dzięki postępom w technikach badawczych, w tym tych 

związanych z PTMs białek i globalnymi badaniami transkrypcyjnymi w ostatnich latach odkrywane jest 

coraz więcej rodzajów PTMs histonów, między innymi jest cytrulinacja.  

Jedną z trudności badań dotyczących PTMs histonów jest fakt, że enzymy wprowadzające te 

modyfikacje nie są specyficzne wyłącznie wobec białek histonowych, ale też innych białek, w tym tych 

zaangażowanych w regulację transkrypcji. Powoduje to, że zastosowanie inhibitorów czy też nawet 

wyciszenie ekspresji konkretnych enzymów, nie stanowi idealnego modelu do badania wpływu 

konkretnej modyfikacji na stan chromatyny, ze względu na dużą liczbę celów dla tych enzymów. 

Przydatne w tym aspekcie jest zastosowanie innych modeli badawczych w których występuje mniej 

homologów czy też enzymów pełniących podobne funkcje jak np. Saccharomyces cerevisiae czy 

Caenorhabditis elegans. Mutacje lub zmiany w aktywności enzymów wprowadzających PTMs histonów 

i następujące w wyniku tego modyfikacje profilu PTMs histonów znacznie wpływają na 

ekspresję genów, a tym samym na funkcje komórki. Zaburzenia w profilu PTMs histonów stoją często  

u podłoża chorób nowotworowych i ze względu na swój dynamizm i potencjał odwracalności stanowią 

atrakcyjne cele terapeutyczne. Zbliżonym działem epigenetyki jest obszar badający warianty białek 

histonowych, których występowanie jest również jednym z ważnych regulatorów stanu chromatyny 

[138]. Kanoniczne histony mogą być zastąpione przez niekanoniczne warianty, np. histon H3 

zastępowany w aktywnych genach przez histon H3.3 [139]. Warianty odgrywają ważne role nie tylko 

w regulacji transkrypcji, ale także w segregacji chromosomów i procesach naprawy DNA [139, 140]. 

2.1.1. Metylacja histonów 

Proces metylacji histonów z chemicznego punktu widzenia nie różni się od opisanego już 

mechanizmu metylacji białek niehistonowych. Prowadzony jest przez tę samą grupę enzymów oraz 

zachodzi głównie na resztach lizynowych i argininowych. Najszerzej zbadano modyfikacje ogona 

histonowego H3, na resztach lizynowych w pozycjach K4, K9 i K27 i argininowych w pozycjach R2, R8, 

R17 i R26. Metylacja stanowić może zarówno sygnał hamujący lub promujący transkrypcję, zależnie od 

miejsca i stopnia modyfikacji. Na Rysunku I.13 przedstawiono wybrane miejsca metylacji ogona 

histonowego H3 oraz enzymy wprowadzające modyfikację. Metylacja reguluje transkrypcję genów  

w sposób bezpośredni – zmieniając interakcję histonów z DNA, ale częściej ma to miejsce w wyniku 

umożliwienia bądź zahamowania wiązania aktywatorów lub represorów transkrypcji do promotorów 

genów. Ważnym aspektem jest interakcja metylowanej lizyny, z białkami zawierającymi 

chromodomenę, z których jedną z najlepiej opisanych rodzin są białka heterochromatynowe (HP, ang. 

Heterochromatin proteins), w tym HP1 które specyficznie wiąże się z trimetylowaną lizyną 9 histonu  

3 (H3K9me3). Prowadzi to do formowania wyższych struktur upakowania chromatyny, a tym samym 

represji ekspresji genów [141]. 
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Metylacja lizyny 4 histonu 3 (H3K4me1, me2, me3) jest jedną z najlepiej poznanych PTM 

histonów. Uważa się, że jest to sygnatura epigenetyczna związana z aktywnymi transkrypcyjnie 

genami. Dzięki profilowaniu genome-wide ustalono, że zwiększone poziomy H3K4me1 znajdują się  

w regionach enhancerowych, H3K4me2 na końcach 5’ transkrybowanych genów a H3K4me3  

w regionach promotorowych aktywnie transkrybowanych genów [142, 143]. Wiele badań wskazuje na 

bezpośrednie zaangażowanie H3K4me w regulację transkrypcji, ale istnieją też doniesienia wskazujące, 

że w niektórych sytuacjach sygnatura ta nie pełni istotnej roli [142]. Zaproponowano kilka 

mechanizmów w jaki H3K4me1 reguluje transkrypcję. Główny zakłada, że H3K4me1 zlokalizowane  

w regionach enhancerowych ułatwia ich interakcję z regionami promotorowymi poprzez tworzoną 

pętlę chromatyny, wykazano też, że nukleosomy na których zlokalizowana jest ta sygnatura wykazują 

większe zdolności wiązania czynników remodelujących chromatynę, co ułatwia transkrypcję [142]. 

Jednym z enzymów wprowadzających mono-metylację (H3K4me1) jest SET7/9. Badania na linii 

komórkowej mysich mioblastów C2C12 wykazały, że zależna od SET7/9 H3K4me1 promuje 

transkrypcję genów miogennych np. MYOD, MYOGENIN [144]. Wyciszenie SET7/9 w ludzkiej linii 

śródbłonka mikronaczyniowego (HMEC-1) skutkowało zmianami w ekspresji ponad 8000 genów [145]. 

Zaburzenia w metylacji H3K4 wykrywane są w wielu typach nowotworów. Zarówno obniżenie jak  

i zwiększenie poziomów metylacji H3K4 wiązane jest z prognozą w chorobach nowotworowych [146]. 

Co dodatkowo wskazuje na błędne założenia hipotezy jednego kodu histonowego i wyraźną zależność 

efektu modyfikacji od jej kontekstu i lokalizacji.  

Kolejną z dobrze poznanych sygnatur epigenetycznych jest metylacja lizyny 9 (H3K9me1, me2, 

me3). W literaturze opisywana jest jako marker nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny, obecny 

zarówno w konstytutywnej jak i fakultatywnej heterochromatynie. Zwłaszcza zwiększone poziomy 

H3K9me2 i H3K9me3 korelują ze zmniejszoną dostępnością transkrypcyjną DNA i obniżoną 

transkrypcją genów [143]. Dokładne mechanizmy tej negatywnej regulacji genów nie są jeszcze dobrze 

poznane, zakłada się jednak, że głównym mechanizmem jest blokowanie przyłączania TF i kompleksów 

polimerazy RNA [147]. Jak już wspomniano, białka HP1 a zwłaszcza izoformy HP1a i HP1b wiążą się do 

H3K9me2 i H3K9me3 poprzez swoje chromodomeny i łączą się tworząc kompleksy białkowe, które 

zbliżają do siebie nukleosomy powodując upakowanie chromatyny [143, 148]. HP1a/b mogą 

 

Rysunek I.13. Reszty argininowe i lizynowe 

podlegające metylacji w ogonie histonu H3 i 

przeprowadzające je enzymy. Opracowanie 

własne na podstawie danych literaturowych. 
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dodatkowo rekrutować inne białka odpowiedzialne za remodelowanie chromatyny m.in. deacetylazy 

histonowe [143]. Jednym z enzymów odpowiedzialnych za wprowadzanie H3K9me2/3 na promotorach 

aktywnych transkrypcyjnie genów zlokalizowanych w euchromatynie i tym samym ich represję, jest 

G9a [149]. Aktywność G9a i poziomy wprowadzanych przez nią modyfikacji są zwiększone  

w warunkach hipoksji, co ma duże znaczenie zwłaszcza w przypadku nowotworów, gdzie represja 

genów przez aktywność G9a promować może proliferację i przeżywalność [150]. W wielu typach 

nowotworów zaobserwowano zwiększone poziomy G9a m.in. rak piersi, rak prostaty [151], co 

bezpośrednio związane jest ze zmniejszoną ekspresją genów supresorowych. Metylacja H3K9, w tym 

ta regulowana przez G9a zaangażowana jest również w promowanie EMT i hamowanie apoptozy, co 

potwierdza silne powiązania między zaburzeniami w H3K9me2/3, a agresywnością nowotworu  

i potencjałem do przerzutowania [151]. Kilka z inhibitorów G9a badane było pod kątem ich 

wykorzystania jako potencjalnych leków, jednak dotychczas żaden z nich nie doszedł do etapu prób 

klinicznych. Jeden z najbardziej obiecujących związków: BIX-01294 wykazywał zdolność do hamowania 

wzrostu kilku linii nowotworowych indukując zmniejszenie poziomów H3K9me2, jednak wykazywał 

również dużą cytotoksyczność względem komórek prawidłowych, co znacznie zmniejszyło potencjał 

jego wykorzystania [151].  

LSD1 jest jednym z enzymów usuwających grupy metylowe z H3K4 i H3K9. W ujęciu ogólnym 

działa jako represor ekspresji genów, poprzez usuwanie H3K4me1/2, lub jej aktywator, poprzez 

usuwanie H3K9me2 [152]. Wykazano, że LSD1 uczestniczy m.in. w aktywacji ekspresji genów zależnych 

od receptora estrogenowego alfa [153] i represji neuronalnych genów w tkankach nieneuronalnych 

[154, 155]. W badaniach wykonanych na komórkach HMEC-1 wyciszenie ekspresji LSD1 spowodowało 

zwiększenie poziomów białek HP1, rozregulowanie proliferacji i uruchomienie mechanizmów naprawy 

DNA [156]. Zwiększoną produkcję LSD1 zarejestrowano w wielu typach nowotworów m.in. prostaty, 

piersi i płuc [152]. Farmakologiczne zahamowanie aktywności LSD1 wydaje się obiecującym celem 

terapii przeciwnowotworowych. Obecnie kilka specyficznych inhibitorów LSD1 znajduje się na różnych 

etapach badań klinicznych, między innymi GSK2879552 (II faza badań klinicznych) lub CC-90011 (I faza 

badań klinicznych) [157].  

Metylacja argininy w ogonach histonowych i jej epigenetyczna rola jest znacznie słabiej zbadana 

w porównaniu do metylacji lizyny. Może to być spowodowane słabym poznaniem mechanizmów jej 

demetylacji i relatywnie niedawnym odkryciu PRDMs, przez co nie stanowiła ona atrakcyjnego 

odwracalnego celu, który mógłby znaleźć zastosowanie w terapiach. Co istotne w przypadku tej PTMs 

histonów, różne strukturalnie typy dimetylacji wywierać mogą odwrotne efekty [26, 31]. 

2.1.2. Acetylacja histonów 

W odróżnieniu od opisanej wyżej metylacji efekty acetylacji histonów regulujące status 

transkrypcji są bardziej bezpośrednie. Redukcja pozytywnego ładunku lizyny hamuje wiązanie się 

modyfikowanych histonów do DNA tym samym powodując rozluźnienie chromatyny, umożliwiając 

przyłączanie TF i aktywację transkrypcji. I odwrotnie, usunięcie grupy acetylowej przywraca ładunek 
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reszty lizynowej co prowadzi do zwiększenia upakowania chromatyny. Globalna hiperacetylacja 

znacznie zwiększa odległości pomiędzy nukleosomami [158]. Z tego powodu uważa się, że jest 

sygnałem promującym transkrypcję. Jednak należy mieć też na uwadze, że rozluźnienie chromatyny 

może powodować represję transkrypcji, tworząc przestrzeń dla przyłączania czynników 

represorowych, kompleksów remodelujących chromatynę oraz modulatorów innych PTMs histonów 

np. metylacji. Acetylowane lizyny mogą być rozpoznawane przez liczne białka, w tym te zawierające 

bromodomeny, które tworzą kompleksy aktywujące transkrypcję [159, 160]. Przykładem takiego białka 

jest BRD4, który wykrywa wysoko acetylowane regiony chromatyny i po przyłączeniu do acetylo-lizyny 

promuje transkrypcję poprzez aktywację polimerazy RNA II [161]. Dodatkowo wykazano, że 

deacetylacja histonów jest wysoce skorelowana z metylacją CpG, co jeszcze bardziej potwierdza jej rolę 

w inaktywacji transkrypcji [162]. Praktycznie każda z lizyn zlokalizowanych w ogonach histonowych 

stanowić może cel dla KATs/KDACs, które ze względu na ich pierwotne wykrycie jako enzymy 

modyfikujące histony określa się też w literaturze jako HATs/HDACs. Acetylacja może regulować 

ekspresję określonych genów poprzez ulokowanie w ich regionach promotorowych lub też 

powodować globalną ekspresję genów, gdy wprowadzona jest w wielu obszarach chromatyny zarówno 

w regionach kodujących i niekodujących [163]. Podobnie jak w przypadku metylacji, najszerzej zbadano 

acetylację ogona histonu H3. Dobrze poznane modyfikacje to acetylacja lizyn w pozycjach 4, 9, 14 i 27 

[143]. Zarówno acetylacja, jak i deacetylacja histonów pełnią istotne role w regulacji ekspresji genów 

niezbędnych do różnicowania komórek, progresji cyklu komórkowego i metabolizmu. 

Lizyny 4 i 9 (K4, K9) w ogonie histonu H3 stanowią miejsce przeprowadzenia zarówno acetylacji, 

jak i opisanej wyżej metylacji. W przypadku H3K4 zarówno acetylacja, jak i metylacja postrzegane są 

obecnie jako sygnatury odpowiadające za promowanie transkrypcji. Dokładny genomowy rozkład 

H3K4ac, w odróżnieniu od H3K4me3 nie jest jeszcze poznany, jednak niedawne badanie 

przeprowadzone przez zespół Kang i wsp. z wykorzystaniem ludzkiej limfoblastycznej linii komórkowej 

(K625) rzuciły nieco światła na ten niezbadany dotąd obszar [164]. Zwiększone poziomy H3K4ac 

wykryto zarówno w obrębie miejsca inicjacji transkrypcji, jak i w regionach enhancerowych [164]. 

Zahamowanie wprowadzania acetylacji na H3K4 poprzez zastosowanie inhibitora p300 skutkowało 

obniżeniem poziomów metylacji H3K4, co wskazuje na wyraźną interakcję pomiędzy tymi 

modyfikacjami [164]. Badania wskazujące na korelację między acetylacją, a metylacją H3K4 

przeprowadzono również wcześniej na drożdżach [165]. Wyniki badania z wykorzystaniem techniki 

ChIP-seq przeprowadzone na prawidłowych komórkach piersi (MCF10A), jak i liniach nowotworowych 

raka piersi: MCF7 oraz MDA-MB-231, wykazały wysokie poziomy globalnego poziomu H3K4ac na 

wczesnych etapach rozwoju nowotworu i spadek tej modyfikacji z jednoczesnym zwiększeniem 

globalnych poziomów H3K4me3 na zaawansowanych etapach rozwoju nowotworu [166]. Modyfikacje 

H3K9 stanowią dobry przykład kompetycyjnej rywalizacji pomiędzy acetylacją a metylacją, które 

wywołują odwrotne efekty ekspresyjne. W przypadku wprowadzenia grupy acetylowej niemożliwa jest 

interakcja białek HP1a/b z H3K9me3, co skutkuje zwiększeniem dostępności transkrypcyjnej DNA. 
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H3K9ac bardzo często występuje łącznie z H3K14ac w regionach enhancerowych aktywnych 

transkrypcyjnie genów [167, 168]. H3K9ac i H3K4me3 często zlokalizowane są w obrębie tych samych 

regionów promotorowych i współpracują w pozytywnej regulacji transkrypcji [169]. Postulowana przez 

Gates’a i wsp. rola w regulacji transkrypcji dla H3K9ac zlokalizowanego obok H3K4me3 polega na 

umożliwieniu progresji procesu transkrypcji z etapu jej inicjacji do elongacji [170]. Obecnie żaden 

inhibitor HATs nie jest stosowany w terapiach nowotworowych jednak wyniki z badań in vitro wskazują 

na potencjał ich zastosowania w przyszłości po opracowaniu lub też znalezieniu lepszych związków. 

Jednym z dostępnych obecnie inhibitorów jest związek C646 hamujący aktywność p300/CBP, który  

w badaniach wykonywanych na nowotworowych liniach komórkowych hamuje zarówno rozwój, jak  

i inwazyjność niektórych typów nowotworów. Ekspresja p300/CBP była znacznie zwiększona w pięciu 

badanych liniach nowotworów żołądka w porównaniu do linii komórek prawidłowych, a zahamowanie 

aktywności HATs poprzez zastosowanie C646 w liniach nowotworowych zatrzymało ich proliferację, 

migrację i obniżyło potencjał inwazyjny [171]. Podobne działanie C646 pokazano w modelu raka 

trzustki, gdzie obniżeniu H3K9ac i H3K27ac towarzyszyło zmniejszenie ekspresji regulatorów cyklu 

komórkowego – cykliny B i CDK1, odpowiedzialnych za progresję G2/M [172]. 

Ze względu na potencjał terapeutyczny inhibitorów HDACs to właśnie rolę tych enzymów  

w kontekście regulacji ekspresji genów zbadano najlepiej. Deacetylacja histonów przeprowadzana jest 

przez wszystkie klasy HDACs. Ich rekrutacja odbywa się w wyniku kilku poznanych mechanizmów,  

a wiele HDACs wchodzi w skład wielobiałkowych kompleksów [173]. Białko MeCP2 rozpoznające 

metylację DNA rekrutuje HDACs do deacetylacji zmetylowanych już miejsc promotorowych co 

powoduje obniżenie transkrypcji genów [174]. HDACs poprzez deacetylację histonów uczestniczą  

w regulacji ekspresji genów kluczowych w podtrzymaniu prawidłowych funkcji komórek, w tym tych 

związanych z cyklem komórkowym, apoptozą i naprawą uszkodzeń DNA. To właśnie dlatego 

zaburzenie ich funkcji jest tak powszechne w wielu typach nowotworów, gdzie rejestruje się 

zwiększone poziomy ekspresji HDACs, które związane są zarówno z tumorogenezą jak i progresją  

i zwiększeniem stopnia agresywności nowotworów. Większość nowotworów charakteryzuje się 

globalnym spadkiem acetylacji histonów, co prowadzić może do ekspresji onkogenów [175]. Poza 

nadekspresją HDACs obserwowane są także ich mutacje, zwłaszcza w białaczkach [176]. HDAC1 

wykazuje aktywność hamującą apoptozę i promującą proliferację. Wykazano, iż wyciszenie ekspresji 

HDAC1 w komórkach HeLa skutkuje zahamowaniem ich proliferacji [177]. Zwiększona ekspresja HDAC5 

wykryta została w próbkach rdzeniaka pierwotnego, a jej wyciszenie z wykorzystaniem siRNA 

zmniejszyło wzrost i przeżywalność ludzkich linii komórkowych rdzeniaka wielopostaciowego [178]. 

Istotnym aspektem jest także zaangażowanie HDACs w modulację funkcji komórek śródbłonka  

w kontekście neoangiogenezy. Zastosowanie inhibitorów HDACs ma bardzo duży potencjał w terapiach 

nowotworowych. W aspekcie acetylacji histonów, HDACi mogą powodować przywrócenie ekspresji 

genów supresorowych i inicjować zahamowanie wzrostu komórek nowotworowych, czy też nawet ich 

apoptozę [179]. Poza wymienionymi w Tabeli I.2 Zaakceptowanymi przez FDA HDACi na szeroką skalę 
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poszukuje się innych związków wykazujących podobne właściwości. W ostatnim czasie coraz więcej 

badań opisuje możliwość wykorzystania związków pochodzenia naturalnego w terapiach 

nowotworowych. Jednym z takich związków jest resweratrol, który działa jako inhibitor pan-HDACs 

[180] i na podstawie którego opracowywane są obecnie nowe inhibitory. Podobny potencjał 

wykazywać mogą polifenole, w tym gallusan epigallokatechiny, który w przeprowadzonych przez nas 

badaniach na modelu śródbłonkowym wykazuje silną aktywność inhibitorową względem HDACs 

[Ciesielski i wsp. 2020, 181].  

2.2. Epigenetyczny aspekt cytrulinacji białek 

PADs regulują ekspresję genów poprzez modyfikację TF i/lub szlaków sygnałowych oraz 

bezpośrednio poprzez cytrulinację histonów. Jak już wspomniano wyłącznie PAD2 i PAD4 są zdolne do 

prowadzenia cytrulinacji histonów, a główne doniesienia na ten temat opierają się na modelach 

nowotworowych stąd praktycznie niewiele wiadomo na temat roli cytrulinacji histonów w regulacji 

prawidłowych funkcji komórek. Jednak, liczba badań opisujących ten aspekt wciąż się zwiększa. 

Zaangażowanie cytrulinacji histonów w formowanie NETs poprzez dekondensację chromatyny 

wskazuje, że może mieć ona molekularne efekty podobne do acetylacji. Zarówno acetylacja jak  

i cytrulinacja skutkują utratą ujemnego ładunku aminokwasu, co wpływa bezpośrednio na interakcję z 

DNA. Dlatego też obecnie uważa się cytrulinację za modyfikację związaną z promowaniem ekspresji 

genów, co dodatkowo potwierdza fakt, że PAD4 i cytrulinacja H3 zlokalizowane były w obrębie 

promotorów aktywnych transkrypcyjnie genów [182]. Nie odkryto dotychczas żadnej domeny 

białkowej która rozpoznawałaby specyficznie cytrulinę w sekwencji białek, co sprawia, że nieznane są 

mechanizmy regulacji ekspresji genów przez cytrulinację histonów. Dodatkowo, nieznane są procesy, 

które odpowiadają za rekrutację PAD4 lub PAD2 do DNA. Nie posiadają one domeny wiążącej DNA  

i dlatego spekuluje się, że rekrutowane są najpewniej w wyniku interakcji z czynnikami 

transkrypcyjnymi czy też wchodzą w skład kompleksów białkowych regulujących ekspresję genów 

[100]. Cytrulinacji podlegają reszty argininowe obecne w ogonach każdego z histonów, ale najszerzej 

opisano modyfikacje H3 i H4 [157]. PAD4 odpowiada za modyfikację arginin R2, R8, R17 histonu 3 [100] 

i to głównie na nich oparta jest obecna wiedza dotycząca cytrulinacji histonów. W porównaniu  

z obecnym stanem wiedzy na temat roli acetylacji/metylacji histonów w regulacji ekspresji genów, 

wpływ cytrulinacji jest znacznie słabiej poznany. Dostępne doniesienia wskazują na zaangażowanie 

PAD2 i H3R26cit w ekspresję genów podczas różnicowania oligodendrocytów i istotną rolę PAD4  

i cytrulinacji H3 w ekspresji genów w embrionalnych komórkach macierzystych [102, 110, 183]  

i różnicowaniu komórek [184]. PAD2 wydaje się być także istotnym regulatorem ekspresji genów 

docelowych szlaku receptora estrogenowego a [185]. 

Interakcje metylacja <–> cytrulinacja są istotne nie tylko ze względu na kompetycyjność 

względem tych samych reszt argininownych, ale także w aspekcie kolokalizacji metylowanych reszt 

lizynowych i argininowych podlegających deiminacji. W roku 2013 Sharma i wsp. wykazali taką 

interakcję w obrębie H3R8cit i H3K9me3 [186]. W linii komórkowej raka piersi MCF7, cytrulinacja 
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H3R8cit wprowadzana przez PAD4 hamowała rozpoznawanie H3K9me3 przez HP1a, a tym samym 

promowała ekspresję genów m.in. TNFa i innych cytokin zapobiegając kondensacji struktury 

chromatyny [186]. Efekt ten nie był obserwowany w przypadku zahamowania aktywności PAD4, gdzie 

HP1a wchodziło w interakcję z H3K9me3 promując upakowanie chromatyny [186]. Dodatkowo 

badania zespołu Wiesie i wsp. 2019 przeprowadzone na komórkach mysich pokazały, że HP1g ulega 

cytrulinacji prowadzonej przez PAD4, a modyfikowane argininy znajdują się w obrębie chromodomeny 

tego białka co bezpośrednio upośledza jego wiązanie do H3K9me3 [187]. Hamowanie interakcji 

HP1/H3K9me3 może być również istotne w procesie globalnej dekondensacji chromatyny podczas 

formowania NETs. Metylacja i cytrulinacja rywalizować mogą w regionach promotorowych genów, 

wywołując odmienne efekty transkrypcyjne (Rysunek I.14) [109]. Negatywną interakcję pomiędzy 

metylacją i cytrulinacją reszt aminokwasowych zlokalizowanych obok siebie w ogonie histonu H3 

zaobserwowano także w przypadku H3R26cit i H3K27me3. Przełomowe badanie zespołu Clancy i wsp. 

z roku 2017 w doskonały sposób ilustrują tę interakcje zarówno z wykorzystaniem modyfikowanych 

sekwencji peptydowych, jak i w modelach komórkowych [188].  

Wprowadzenie H3K27me3 przez EZH2 powoduje spowolnienie wprowadzania H3R26cit przez PAD2 

około 30-krotnie, o wiele istotniejszy efekt obserwowany był w stronę odwrotną, gdzie H3R26cit 

hamuje wprowadzenie H3K27me3 blisko 30 000-krotnie [188]. Z biochemicznego punktu widzenia 

utrudnienie a w praktyce uniemożliwienie wprowadzenia H3K27me3 wywoływane jest zmianą 

struktury ogona histonowego wywoływaną przez H3K26cit i utratą dodatniego ładunku argininy  

w pozycji 26 co utrudnia interakcję EZH2 z sąsiadującą lizyną 27 [188]. W modelu ludzkich komórek 

raka piersi TDF47, autorzy pokazali, że interakcja ta jest istotna w regulacji ekspresji genów zależnych 

Rysunek I.14. Schematyczne 
przedstawienie znanych 
interakcji na linii cytrulinacja – 
metylacja histonów. A – 
Wprowadzenie H3K8cit blokuje 
interakcje H3K9me3 z Hp1a. B – 
Interakcja pomiędzy H3K27me3 
i H3R26cit C – Różne efekty 
metylacji i cytrulinacji na 
promotorach tych samych 
genów. Opracowanie własne na 
podstawie [109, 186, 188] 
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od ERa i co istotne, PAD2 może dodatkowo odpowiadać za rekrutację KDMs, usuwających H3K27me3, 

umożliwiając transkrypcję genów [188].  

W kontekście podobnych interakcji cytrulinacji z acetylacją obecnie praktycznie brak doniesień 

literaturowych. Wspominano już o regulacji funkcji acetylotransferazy p300 przez cytrulinację, jednak 

nie opisano dotychczas bezpośrednich interakcji między modyfikowanymi aminokwasami. W ogólnym 

obrazie, zahamowanie cytrulinacji H3 i H4 z wykorzystaniem CLA w mysich zygotach równocześnie 

zmniejszyło acetylację m.in. H3K9, H3K18, a autorzy postulują, że cytrulinacja histonów sprzyja 

wprowadzaniu acetylacji [189]. We wcześniejszym badaniu z 2009 roku wykazano, że cytrulinacja 

powiązana może być również z deacetylacją. W komórkach raka piersi (MDA-MB231) PAD4 

współpracuje z HDAC1 w represji genów regulowanych przez promotor pS2 [190].  

Tak jak w przypadku innych PTMs histonów, efekty cytrulinacji są wysoce zależne od miejsca jej 

przeprowadzenia. O ile uogólnienie i traktowanie cytrulinacji jako PTMs histonów promującej 

transkrypcję może być przydatne w analizach, należy mieć na uwadze, że efekty mogą być odwrotne, 

tak jak w przypadku genów, których ekspresja obniżana jest przez cytrulinację m.in. OKL38 [191]. 

Zespół Zhang i wsp. opisał opracowanie programowalnego systemu edycji epigenetycznej 

umożliwiającego wprowadzanie cytrulinacji histonów w zadanym miejscu genomu, opartego na 

technice CRISPR [192]. System ten może rekrutować PADs do wprowadzania modyfikacji H3 co 

skutkuje aktywacją lub represją ekspresji genów, przyszłe badania z wykorzystaniem tej techniki 

umożliwią znaczne poszerzenie obecnego stanu wiedzy na temat epigenetycznej roli cytrulinacji 

histonów [192]. Częściowo opisano mechanizm działania PAD2 i H3cit w patogenezie raka piersi. 

Wyciszenie PAD2 w komórkach raka piersi MCF7 zahamowało ich proliferację, co autorzy korelują  

z obniżeniem ekspresji genów PTN i MAGE12, wiązanych z progresją szeregu typów nowotworów 

[185]. W kolejnym badaniu, zaprezentowano wyniki świadczące o ważnej roli H3R26cit wprowadzanej 

przez PAD2 w promowaniu ekspresji genów zależnych od ERa, jednego z wiodących regulatorów  

w raku piersi [193]. Podobny mechanizm przedstawiono w przypadku raka prostaty, gdzie wykazano, 

że cytrulinacja histonów reguluje wiązanie się receptora androgenowego do genów docelowych, zaś 

wyciszenie PAD2 w linii komórkowej gruczolakoraka prostaty (LNCaP), skutkuje obniżeniem ich 

proliferacji i przeżywalności [194]. Kilka niezależnych badań potwierdziło, że PAD4 jest rekrutowane 

przez p53 do promotorów jego docelowych genów, gdzie przeprowadza konwersję argininy lub 

metyloargininy do cytruliny, usuwając tym samym efekty tej modyfikacji [119, 191]. W linii 

komórkowej ludzkiego kostniakomięsaka U2OS ustalono, że reszty cytruliny obecne są na promotorze 

genów docelowych p53: p21/WAF1, a zahamowanie lub wyciszenie PAD4 zwiększa ich ekspresję, co 

prowadzi do zatrzymania cyklu komórkowego i apoptozy [195]. Cytrulinacja histonów przeprowadzana 

przez PAD4, która nie jest ściśle związana z epigenetyczną regulacją ma miejsce podczas omówionego 

już mechanizmu formowania NETs, który w ostatnich latach przyciąga coraz więcej uwagi również  

w kontekście zaangażowania w progresję i przerzutowanie nowotworów [196].
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3. Śródbłonek naczyniowy 

Śródbłonek to pojedyncza warstwa komórek wyścielająca wewnętrzne ściany naczyń 

krwionośnych i limfatycznych, o łącznej powierzchni ok. 1000 m2 i wadze 1 kg [197]. Jest niezwykle 

istotnym i wysoce aktywnym metabolicznie elementem naczyń. Przez wiele lat jego rola była 

marginalizowana i postrzegany był jedynie jako warstwa jądrzastego celofanu [197], stanowiącego 

fizyczną półprzepuszczalną barierę między krążącą krwią i środowiskiem pozanaczyniowym. Jednak 

obecnie wiemy, że śródbłonek i jego prawidłowe funkcjonowanie jest niezbędne w zapewnieniu 

homeostazy organizmu. Produkuje i wydziela wiele czynników o szerokim spektrum biologicznym, 

dodatkowo na jego powierzchni prezentowane są liczne antygeny, cząsteczki sygnałowe i receptory 

przez co niektórzy badacze traktują go wręcz jako jeden z narządów człowieka, mianowicie jako 

rozproszony organ endokrynny [198]. 

Komórki śródbłonka (ECs, ang. Endothelial Cells) zaliczane są do nabłonków wyspecjalizowanych 

i powstają z mezodermy podczas rozwoju embrionalnego i różnicowania się hemangioblastów  

w angioblasty [199]. Pojedyncze ECs są zazwyczaj płaskie o grubości ok 0,2 μm i wymiarach 10 x 30 μm. 

Ich fenotyp jest wysoce zależny od lokalizacji. Nawet u jednej osoby komórki śródbłonka pobrane  

z różnych miejsc układu krwionośnego wykazywać mogą nie tylko inny kształt, ale także profil ekspresji 

antygenów, czy wydzielanych czynników regulatorowych [200]. W naczyniach, ECs ułożone są na ECM, 

do której ściśle przylegają dzięki receptorom integrynowym [198]. Za adhezję i komunikację pomiędzy 

sąsiadującymi komórkami odpowiadają kompleksy połączeń międzykomórkowych, wśród których 

wyróżnia się połączenia ścisłe, połączenia przylegające i połączenia szczelinowe [201]. Rodzaj 

połączenia i ekspresja kompleksów zależą od rodzaju naczyń i określonej dla danej lokalizacji 

przepuszczalności [201]. Od strony skierowanej do światła naczynia ECs pokryte są warstwą 

glikokaliksu [202], który tworzony jest przez sieć proteoglikanów, glikoprotein i glikozaminoglikanów, 

odgrywających istotne rolę w utrzymaniu homeostazy naczyń [202]. Jednym z najważniejszych 

elementów glikokaliksu jest siarczan heparanu, istotny w regulacji przepuszczalności, rozpoznawaniu 

ligandów przez receptory i procesach immunologicznych [202]. Większość energii wymaganej do 

funkcjonowania ECs uzyskują w wyniku beztlenowego procesu glikolizy [203]. 

3.1. Fizjologiczne funkcje śródbłonka naczyniowego 

Komórki śródbłonka są kluczowymi regulatorami procesów istotnych w utrzymaniu homeostazy 

całego organizmu. Do głównych funkcji ECs należą: (i) stanowienie fizycznej bariery i regulowanie 

komunikacji między krwią, a tkankami, (ii) regulacja przepływu i ciśnienia krwi, (iii) kontrola potencjału 

fibrynolitycznego i antykoagulacyjnego, (iv) regulacja procesu angiogenezy. Na Rysunku I.15. 

przedstawiono główne czynniki wydzielane przez ECs zaangażowane w regulację wymienionych wyżej 

procesów. 
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Poprzez swoje położenie w naczyniach krwionośnych monowarstwa ECs uczestniczy  

w dwukierunkowym transporcie i wymianach substancji rozpuszczonych i cząsteczek pomiędzy krążącą 

krwią i tkankami [204, 205]. Przepuszczalność bariery śródbłonkowej jest różna w różnych odcinkach 

naczyń krwionośnych, najmniejszą obserwuje się w tętniczkach, a największą w żyłkach [206]. Woda  

i substancje rozpuszczone swobodnie przenikają przez barierę śródbłonkową, a makrocząsteczki  

w większości transportowane są na drodze transcytozy. Transport na drodze transcytozy zależny jest 

od obecności wyspecjalizowanych struktur błonowych zwanych kaweolami. Istotnym białkiem 

błonowym obecnym w kaweolach i uczestniczącym w transcytozie jest białko PV-1 [207], które reguluje 

m.in. przepuszczalność płucnych ECs dla białek osocza, w tym albuminy [207]. Poza transportem 

substancji, bariera śródbłonkowa zapobiega także wynaczynieniu komórek krwi, jednak umożliwia 

przenikanie leukocytów przez ściany naczyń krwionośnych w procesie zwanym migracją 

przezśródbłonkową. Celem tego procesu jest usunięcie czynników powodujących stan zapalny  

w tkankach [208].  

Śródbłonek reguluje ciśnienie i prawidłowy przepływ krwi poprzez wydzielanie w odpowiedzi na 

bodźce mechaniczne i biochemiczne, szeregu czynników zarówno wazodylatacyjnych, jak  

i wazokonstrykcyjnych [198] (Rysunek I.13). Czynniki te powodują odpowiednio rozkurcz lub skurcz 

mięśni gładkich naczynia, skutkując rozszerzeniem lub zwężeniem światła naczynia i regulacją 

przepływu krwi. Jednym z najważniejszych czynników wydzielanych przez ECs, nie tylko  

w kontekście przepływu krwi, jest tlenek azotu (NO•), syntetyzowany między innymi przez 

śródbłonkową syntazę tlenku azotu (eNOS, ang. Endothelial Nitric Oxide Synthase). NO• jest silnym 

wazodylatatorem, wykazuje zdolność przenikania do komórek mięśni gładkich naczyń, aktywuje 

cyklazę guanylową co powoduje obniżenie aktywności kinazy łańcucha lekkiego miozyny i relaksacją 

naczynia krwionośnego a tym samym spowolnienie przepływu krwi [209]. Do innych wazodylatatorów 

wydzielanych przez śródbłonek należą również: prostacyklina PG12 i leukotrieny C3 i C4 [198, 210],  

z których każdy charakteryzuje się innym mechanizmem działania. Do głównych wazokonstryktorów 

wydzielanych przez komórki śródbłonka należą: endotelina 1 (ET-1), angiotensyna II (AII), czynnik 

aktywujący płytki (PAF, ang. Platlet Activation Factor) i tromboksan A2 (TA2) [210, 211]. Zwłaszcza ET-

 

Rysunek I.15. Zestawienie 
czynników produkowanych  
i wydzielanych przez ECs 
Opracowanie własne na 
podstawie: [198, 204]. 



Wstęp teoretyczny – Śródbłonek naczyniowy 

 29 

1 jest szczególnie istotnym wazokonstryktorem, którego działanie oparte jest na interakcjach  

z receptorem endoteliny typu A (ETA) zlokalizowanymi na komórkach mięśni gładkich. Po aktywacji 

receptora ETA dochodzi do wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia w komórkach 

mięśniowych co prowadzi do skurczu mięśni [212] i zwężenia światła naczynia. W warunkach 

fizjologicznych większość z wymienionych substancji wytwarzana jest przez śródbłonek w niewielkich 

ilościach [198] i pozostają one w ściśle określonej równowadze, która regulowana jest w odpowiedzi 

na sygnały zewnętrzne lub wewnętrzne. 

Hemostaza, to system mechanizmów zapobiegających wyciekom krwi z uszkodzonych naczyń 

krwionośnych i utrzymujących jej płynność w stanach fizjologicznych. Koagulacja i fibrynoliza to 

procesy wieloetapowe, składające się z szeregu zdarzeń, mechanizmów komórkowych  

i biochemicznych, które utrzymują płynność krwi w naczyniach, a także odpowiadają za tworzenie 

skrzepów podczas urazu i późniejsze ich rozpuszczanie. Hemostaza tym samym opiera się na 

równowadze pomiędzy czynnikami antykoagulacyjnymi/prokoagulacyjnymi oraz czynnikami 

fibrynolitycznymi/antyfibrynolitycznymi. Lokalizacja ECs na wewnętrznych ścianach naczyń 

krwionośnych i ich bogaty profil wydzielniczy sprawiają, że są one kluczowymi elementami 

utrzymującymi hemostazę, biorą udział w regulacji zarówno zewnątrz- jak i wewnątrzpochodnego 

szlaku koagulacji krwi oraz fibrynolizy [213]. Już w latach 70 i 80 XX wieku naukowcy zauważyli, że na 

powierzchni śródbłonka prezentowane są cząsteczki biorące udział w regulacji krzepnięcia krwi [214]. 

ECs produkują i wydzielają wiele regulatorów hemostazy, niektóre z nich przedstawiono na Rysunku 

I.13. Do czynników antykoagulacyjnych wydzielanych przez śródbłonek należą: antytrombina III (ATIII), 

inhibitor zewnątrzpochodnego szlaku krzepnięcia, NO•, EPCR, THBM, kofaktor heparyny II. ATIII jest 

jednym z głównych inhibitorów krzepnięcia krwi, hamuje aktywowane czynniki krzepnięcia w tym 

trombinę i FIXa, FXa, FXIa, FXIIa [198, 214]. TFPI natomiast jest inhibitorem aktywacji FVII poprzez 

hamowanie tworzenia kompleksu tego czynnika z uwolnionym z uszkodzonych ECs czynnikiem 

tkankowym (TF, ang. Tissue Factor), a tym samym inicjacji zewnątrzpochodnego szlaku krzepnięcia krwi 

[214]. ECs wydzielają także czynniki prokoagulacyjne, w tym głownie TF, PAF i vWF [198, 214]. ECs są 

ważne w utrzymaniu potencjału fibrynolitycznego, odpowiadają za produkcję m.in. aktywatorów 

plazminogenu, które przekształcają plazminogen w aktywną plazminę doprowadzając do rozłożenia 

złogów fibrynowych. Przez ECs wydzielane są m.in. tkankowy aktywator plazminogenu (tPA ang. Tissue 

plasminogen activator), urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA, ang. Urokinase plasminogen 

activator) [198, 214]. Dla utrzymania równowagi fibrynolitycznej ECs produkują i wydzielają także 

proteazy serynowe zaliczane do rodziny SERPIN, które są inhibitorami fibrynolizy, wśród nich 

największe znaczenie obecnie przypisuje się PAI-1 (SERPIN E1), ale wydzielane są także inne SERPINy 

w tym np. PEDF (SERPIN F1) [215, 216]. W ogólnym zarysie hemostatyczna rola śródbłonka  

w warunkach fizjologicznych polega na utrzymaniu płynności krwi poprzez wydzielanie czynników 

antykoagulacyjnych i utrzymaniu jej swobodnego przepływu przez naczynia poprzez promowanie 

fibrynolizy. 
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Zaburzenie funkcji śródbłonka stoi u podstaw wielu stanów patologicznych. Głównie są to 

choroby układu krążenia, cukrzyca, ale także nowotwory. Dobrym przykładem są zaburzenia  

w regulacji przepływu krwi, wywołane m.in. obniżeniem produkcji NO• co prowadzić może do rozwoju 

nadciśnienia [217], które jest jednym z głównych czynników ryzyka rozwoju CVDs, takich jak choroba 

wieńcowa, niewydolność serca czy migotanie przedsionków [218, 219]. 

3.1.1. Angiogeneza 

W literaturze często jako flagową funkcję ECs opisuje się regulację angiogenezy. Według 

definicji, angiogeneza to: wieloetapowy proces powstawania nowych naczyń krwionośnych z już 

istniejących [220]. Jest to proces odrębny od waskuologenezy – powstawania naczyń krwionośnych de 

novo, która zachodzi głównie podczas embriogenezy i prowadzi do powstania pierwszej sieci 

mikronaczyń [221]. Angiogeneza jest istotna w embriogenezie, ale ma miejsce również w późniejszym 

życiu i jest kluczowa w procesie naprawy tkanek zwłaszcza przy zarastaniu ran, podczas cyklu 

menstruacyjnego, rozwoju mięśni i regeneracji wyściółki organów [222]. O ile fizjologiczna angiogeneza 

jest niezwykle ważna dla utrzymania prawidłowego funkcjonowania organizmu, postulować można, że 

jest równie istotna w rozwoju i progresji chorób nowotworowych. Obecnie proponowane jest kilka 

mechanizmów przebiegu procesu angiogenezy.  

W warunkach fizjologicznych wyróżnia się dwa główne modele angiogenezy: angiogenezę 

kiełkująca, i angiogenezę wgłobienową [222], spośród których to ten pierwszy przedstawiany jest  

w literaturze jako główny mechanizm. Proces angiogenezy kiełkującej przebiega w pięciu etapach 

(Rysunek I.1): (i) Inicjacja angiogenezy poprzez pobudzenie ECs przez sygnały proangiogenne, w tym 

głównie czynniki wzrostowe spośród których najistotniejsza jest rodzina naczyniowo-śródbłonkowych 

czynników wzrostu (VEGF, ang. Vascular Endothelial Growth Factor), ale też czynniki wzrostu 

fibroblastów (FGF, ang. Fibrolast Growth Factor) i czynniki wzrostowe pochodzenia płytkowego (PDGF, 

ang. Platelet Derived Growth Factor), (ii) degradacja błony podstawnej otaczającej naczynie 

krwionośne w wyniku aktywności proteaz, w tym głównie MMPs, (iii) adhezja i migracja ECs 

stymulowana czynnikami proangiogennymi i obecnością integryn, (iv) intensywna proliferacja 

komórek śródbłonka, formowanie struktur kapilarnych prowadzących do powstania nowego naczynia 

krwionośnego, (v) dojrzewanie i stabilizacja ścian naczynia, poprzez zwiększenie jej integralności  

 
Rysunek I.16. Przebieg procesu angiogenezy. Dokładny opis poszczególnych etapów w tekście. A. I: Inicjacja, A. II: 
Degradacja macierzy zewnątrzkomórkowej, A.III: Migracja ECs, A.IV: Proliferacja ECs, A.V: Dojrzewanie i stabilizacja 
naczynia Opracowanie własne na podstawie [198, 222 
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i zmniejszenie przepuszczalności m.in. w wyniku indukcji szlaków sygnałowych zależnych od 

oddziaływania angiopoteny-1 z receptorem prezentowanym przez ECs – Tie2 [222]. 

Podsumowując, w trakcie opisanego procesu angiogenezy komórki śródbłonka poza funkcjami 

wydzielniczymi wykazują też wzrost zdolności migracyjnych, proliferacyjnych oraz tworzenia struktur 

kapilarnych. Proces ten, jest ściśle regulowany przez równowagę pomiędzy czynnikami pro- i anty-

angiogennymi, spośród których najważniejsze produkowane i wydzielane są przez komórki śródbłonka. 

Do najważniejszych czynników proangiogennych należą wymienione już czynniki wzrostowe takie jak 

VEGF, EGF, [223], ale także proteazy odpowiedzialne za degradację ECM – głównie MMPs [224], czy 

też czynniki transkrypcyjne np. HIF-1a [225]. Istotnym czynnikiem proangiogennym jest także NO• 

[220]. Wśród czynników antyangiogennych wymienić można VASH1, trombospondyny, inhibitory TIMP 

hamujące działanie MMPs i SERPINy w tym PEDF [226]. Ważnymi szlakami sygnałowymi  

w angiogenezie ECs są zwłaszcza MEK/ERK, MAPK i PI3K/AKT [227]. 

Angiogeneza jest niezwykle istotna w kontekście progresji nowotworów. Na początku rozwoju 

guza, gdy nie nabrał on jeszcze cech złośliwości odżywia się poprzez pobieranie tlenu i substancji 

odżywczych z otaczających tkanek na drodze dyfuzji. Po wzroście guza do rozmiarów około 1 – 2 mm 

otaczające tkanki nie są w stanie go odżywiać, co stwarza potrzebę wytworzenia przez nowotwór sieci 

naczyń krwionośnych, które będą dostarczać tlen i substancje odżywcze do nowotworu [228]. 

Mikrośrodowisko guza charakteryzuje się warunkami, które powodują wydzielanie wielu czynników 

wzrostowych, cytokin i chemokin wykazujących działanie aktywujące ECs i proangiogenne.  

W nowotworowej angiogenezie równowaga jej regulatorów przesuwa się w stronę wydzielania 

czynników proangiogennych, co nazywa się przełączeniem angiogennym (ang. angiogenic switch), 

promującym angiogenezę nowotworu. Zwłaszcza warunki hipoksji powodują wzrost wydzielania VEGF-

A przez guza [229]. W nowotworach ECs poddawane są przewlekłej stymulacji czynnikami wzrostu  

i niedotlenieniu przez co zmieniają swój fenotyp w kierunku tzw. nowotworowych komórek śródbłonka 

(TEC, ang. Tumour Endothelial Cells) [229]. Tworzone przez nie naczynia krwionośne charakteryzują się 

dużymi nieprawidłowościami w morfologii m.in. wykazują zwiększoną przepuszczalność, co wpływa na 

przepływ krwi [229]. Angiogeneza, jest bezpośrednio zaangażowana w progresję chorób 

nowotworowych. Nowopowstałe naczynia krwionośne niezbędne są do odżywiania guza oraz do 

metastazy. Wnioskować więc można, że hamowanie procesu angiogenezy jawi się jako jedno  

z możliwych podejść terapeutycznych. Takie podejście postulował m.in. Folkman już w roku 1971 

przedstawiając założenia terapii antyangiogennych, które oparte są na zagłodzeniu guza 

nowotworowego poprzez zaburzenie formowania nowych naczyń krwionośnych i/lub degradację tych 

już istniejących [230]. Zatrzymanie patologicznej angiogenezy może być też przydatne w przypadku 

innych chorób, głównie w CVDs, ale także w RA [231]. Obecnie FDA zaakceptowało już wiele związków 

antyangiogennych do wykorzystania w terapiach, ciągle głównie nakierowanych na inhibicje szlaku 

VEGF/VEGFR [232]. Pierwszym antyangiogennym lekiem zaakceptowanym w 2004 roku był 

Bevacizumab (AvastinTM) – przeciwciało monoklonalne skierowane przeciwko VEGFA [233]. Jednak 
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mimo pozytywnych rezultatów stosowanych obecnie związków, wciąż wykazują one wiele działań 

niepożądanych, co wymusza potrzebę opracowywania nowych leków.  

3.2. Epigenetyczna regulacja funkcji komórek śródbłonka 

Liczne doniesienia literaturowe wskazują, że mechanizmy epigenetyczne są niezwykle istotne  

w regulacji funkcji ECs, a nawet odgrywać mogą decydującą rolę w ich aktywacji. Relatywnie dobrze 

poznano rolę statusu acetylacji histonów w regulacji ECs. Wysokie siły ścinania łączone są ze 

zwiększoną aktywnością acetylotransferazy p300, która acetyluje histony H3 i H4 w regionach 

promotorowych eNOS [234]. W roku 2005 Fish i wsp. opublikowali badania, które wyraźnie wskazują, 

że śródbłonkowo-specyficzna ekspresja eNOS jest regulowana epigenetycznie [235]. W ECs regiony 

promotorowe tego genu i inne sekwencje regulatorowe charakteryzują się wzbogaceniem sygnatur: 

H3K9ac, H4K12ac oraz H3K4me2/me3 [235]. Acetylacja histonów prowadzona przez KAT7 

zaangażowana jest w regulację wielu genów w ECs, a wyciszenie tego enzymu m.in. w HUVEC 

skutkowało zmniejszonym potencjałem angiogennym w tym obniżeniem migracji i zdolności do 

tworzenia struktur pseudokapialrnych, co autorzy wiążą ze zmianą w ekspresji 263 genów, m.in. wielu 

regulatorów angiogenezy takich jak VEGFR2 [236]. Wiele opublikowanych badań łączy szlak sygnałowy 

VEGF/VEGFR ze statusem acetylacji histonów/aktywnością HATs m.in., PCAF, p300 i CBP z potencjałem 

angiogennym ECs [237, 238. Również deacetylacja histonów jest istotna w funkcjonowaniu ECs, 

zarówno HDAC3 i HDAC5 uznawane są obecnie jako negatywne regulatory angiogenezy hamują 

ekspresję odpowiednio VEGFA lub FGF [239, 240]. HDAC7 natomiast promuje migrację i tworzenie 

struktur pseudokapilarnych przez HUVEC oraz progenitorowe komórki sródbłonka [241]. Powyższe 

dane wskazują, że acetylacja histonów może być jednym z głównych epigenetycznych regulatorów 

funkcji ECs, zwłaszcza w kontekście angiogenezy. O wiele mniej wiemy na temat metylacji histonów  

w ECs. Z wykorzystaniem analizy ChIP-seq Duan i wsp. wykazali, że H3K79me2 wprowadzane przez 

DOT1L odpowiada za regulację genów angiogennych, w tym VEGFR2 [242]. A wyciszenie ekspresji 

DOT1L w HUVEC skutkowało zmniejszeniem ich przeżywalności i potencjału angiogennego [242]. 

Globalna inhibicja PKMTs i PRMTs, w tym metylacji histonów z zastosowaniem związków AMI-1 lub 

AMI-5 zaindukowała profil angiostatyczny w komórkach HMEC-1 [243]. Podobnie, zahamowanie 

aktywności G9a i obniżenie poziomów H3K9me w tym samym modelu skutkowało obniżeniem 

zdolności proliferacyjnych ECs [244]. Także wspominana już wcześniej LSD1 wydaje się ważnym 

modulatorem funkcji ECs, odpowiadając m.in. za regulację proliferacji, mechanizmów naprawy DNA  

i odpowiedź zapalną, jak wykazały badania przeprowadzone na linii HMEC-1 z wyciszeniem LSD1 [156]. 

Podsumowując, działanie wybranych mechanizmów epigenetycznych w regulacji funkcji ECs jest 

obecnie dobrze poznane, zwłaszcza w kontekście angiogenezy. Jednak rola mniej poznanych PTMs 

histonów, w tym cytrulinacji, pozostaje wciąż słabo zbadana. Biorąc pod uwagę obiecujący potencjał 

terapeutyczny, badanie PTMs histonów i innych białek w kontekście regulacji funkcji ECs  

i angiogenezy wydaje się zasadne.
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II. Cele pracy i hipoteza badawcza 

W prezentowanej rozprawie doktorskiej postawiono trzy główne cele badawcze:  

1. Określenie wpływu farmakologicznej inhibicji cytrulinacji na funkcję komórek śródbłonka, ze 

szczególnym uwzględnieniem ich potencjału angiogennego, 

2. Analizę konsekwencji wyciszenia ekspresji PAD4 dla wybranych funkcji komórek śródbłonka, 

weryfikacja modelu farmakologicznego, 

3. Wykazanie potencjalnych interakcji na linii cytrulinacja <-> inne PTMs histonów w komórkach 

śródbłonka. 

Postawiono następującą hipotezę badawczą: 

Aktywność PADs i cytrulinacja białek odgrywa istotną rolę w regulacji funkcji komórek śródbłonka.
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III. Materiały 
1. Linie komórkowe 

Ì HMEC-1 (ang. Human Microvascular Endothelial Cells) – immortalizowana linia ludzkich komórek 

śródbłonka mikrowaskularnego (ATTC, Manassas, USA). 

Ì HUVEC (ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) – pierwotne ludzkie komórki śródbłonka 

izolowane z żyły pępowinowej. Komórki izolowane zgodnie z protokołem opisanym w IV.2. 

Ì HAEC (ang. Human Aortic Endothelial Cells) – immortalizowana linia ludzkich komórek śródbłonka 

aortalnego (ATTC, Manassas, USA). 

Ì HMEC-1 PAD4 KD (ang. PAD4 knockdown) – immortalizowana linia ludzkich komórek śródbłonka 

mikrowaskularnego z wyciszoną ekspresją genu PAD4. Linia przygotowana w toku realizacji 

niniejszej pracy doktorskiej zgodnie z opisem w IV.16. 

Ì HMEC-1 SET7/9 KD (ang. SET7/9 knockdown) – immortalizowana linia ludzkich komórek 

śródbłonka mikrowaskularnego z wyciszoną ekspresją genu SET7/9.  

Ì HMEC-1 LSD1 KD (ang. LDS1 knockdown) – immortalizowana linia ludzkich komórek śródbłonka 

mikrowaskularnego z wyciszoną ekspresją genu LSD1.  

Ì HMEC-1 G9a KD (ang. G9a knockdown) – immortalizowana linia ludzkich komórek śródbłonka 

mikrowaskularnego z wyciszoną ekspresją genu G9a.  

Ì 293FT – pochodna macierzystej linii komórkowej opracowanej z komórek nabłonkowych ludzkiej 

embrionalnej tkanki nerkowej - HEK293. (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). 

 

2. Odczynniki chemiczne 

Odczynniki chemiczne wykorzystywane w prezentowanych badaniach były najwyższej możliwej 

jakości, odpowiednie do danego zastosowania. Wszystkie użyte odczynniki podane są wraz  

z producentem w rozdziale: IV Metody. Skład używanych buforów również podawany jest w miejscu 

ich pierwszego zastosowania. 

3. Inhibitory deiminaz peptydyloargininiowych 

Inhibitory zakupione zostały bezpośrednio od producentów: BB-Cl-amidina (MedChemExpress, 

New Jersey, US), Cl-amidina i F-amidina (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA). Roztwory 

inhibitorów przygotowane zostały zgodnie z zaleceniami producenta poprzez rozpuszczenie  

w dimetylosulfotlenku (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Podczas traktowania komórek 

upewniano się by końcowe stężenie DMSO w próbach nie było toksyczne dla komórek i nie wpływało 

na wyniki analiz. W Tabeli III. 1. przedstawiono charakterystykę zastosowanych związków.  
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Tabela III.1 Podsumowanie właściwości biochemicznych inhibitorów zastosowanych w badaniach. Tabela przygotowana do 
publikacji Ciesielski i wsp. 2024 

Inhibitor BB-Cl-amidyna Cl-amidyna F-amidyna 

Preferowana 
nazwa IUPAC 

N-[(1S)-4- [(1-amino-2 
chloroethylidene) amino]-1-(1H-

benzimidazol-2-yl) butyl]- 4-
phenylbenzamide 

N-[(2S)-1-amino-5-[(1-amino-2-
chloroethyl-idene) amino]-1-
oxopentan-2-yl] benzamide 

N-[(2S)-1-amino-5- [(1-amino-2-
fluoroethyl- idene) amino]-1-
oxopentan-2-yl] benzamide 

Masa  
[g/mol] 

459,97 310,78 294,32 

Wzór 
chemiczny 

 
  

Potencjał 
inhibitorowy 

względem 
PADs in vitro 

kinact/Ki PAD1 = 16 100 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD2 = 4 100 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD3 = 6 800 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD4 = 13 300 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD1 = 37,000 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD2 = 1200 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD3 = 2000 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD4 = 13,000 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD1 = 2800 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD2 = 380 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD3 = 170 M−1 min−1 

kinact/Ki PAD4 = 3000 M−1 min−1 
Mechanizm 

inhibicji 
Kowalencyjna modyfikacja miejsca aktywnego PADs w pozycji Cys645. 



Metody 

 36 

IV. Metody 
1.  Hodowla komórek 

Komórki hodowane były w naczyniach hodowlanych: butelkach hodowlanych o powierzchni 75 

cm2 lub 25 cm2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), szalkach o średnicy 6 cm (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) lub 10 cm (Saersted, Nümbrecht, Niemcy), płytkach 96-, 12-, 24- lub  

6-dołkowych (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA lub Greiner, Kremsmünster, Austria).  

W przypadku hodowli komórek HUVEC powierzchnia hodowlana pokrywana była dodatkowo 1% 

roztworem żelatyny (Chempur, Piekary Śląskie, Polska) w ddH2O. 
Ì Pożywka hodowlana dla komórek śródbłonka: MCDB131 (Corning Life Sciences, NY, USA) 

suplementowane: 10 mM L-Glutaminą (Corning Life Sciences, NY, USA), 10% płodową surowicą 

bydlęcą (FBS, ang. Fetal Bovine Serum; EurX, Gdańsk, Polska) i 10 nM śródbłonkowym czynnikiem 

wzrostu (EGF, ang. Endothelial Growth Factor, Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA). 

Ì Pożywka hodowlana dla komórek 293FT: DMEM (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) 

suplementacja: 10 mM L-glutaminą, 10% FBS i antybiotykami (penicylina/streptomycyna).  

Hodowlę komórek prowadzono w inkubatorze PHCBI MCO-1701A (PHC Europe, Breda, Holandia),  

w standardowych warunkach: 37°C, 5% CO2. Komórki pasażowane były po osiągnięciu około 80% 

konfluencji. Monowarstwę komórek dwukrotnie przemywano zbuforowanym roztworem soli 

fizjologicznej (PBS, ang. Phoshpate Buffered Saline) o składzie: 3 mM KCl, 145 mM NaCl, 10 mM KH2PO4. 

Do odklejenia komórek wykorzystywany był 0,25% roztwór trypsyny z wersenianem sodu 

(Trypsin/EDTA, Corning Life Sciences, NY, USA). Po odklejeniu się komórek od podłoża, zawieszano je 

w świeżej porcji pożywki. Gęstość zawiesiny komórkowej oznaczana była z wykorzystaniem błękitu 

trypanu (Corning Life Sciences, NY, USA) w komorze Thoma lub w automatycznym liczniku komórek 

Countess 3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Określoną objętość zawiesiny komórek 

(najczęściej 1/10 lub 1/5 w zależności od planu eksperymentalnego) przenoszono do nowego naczynia 

hodowlanego i całość uzupełniano świeżą pożywką do zadanej przez producenta naczynia objętości 

końcowej. 

2. Izolacja komórek HUVEC z żył pępowinowych 

Komórki HUVEC izolowane były z żył pępowinowych pobranych od pacjentek Szpitala 

Wielospecjalistycznego Medeor (ul. Ciesielska 8, Łódź). Izolacja prowadzona była według opisanego  

w literaturze protokołu Jaffe i wsp. [245] wykorzystującego kolagenazę typu II. Materiał do izolacji 

stanowiły 15 – 20 cm fragmenty pępowiny, przechowywane i transportowane w sterylnym 

zbilansowanym roztworze soli Hanksa (HBSS, ang. Hanks Balanced Salt Solution) o składzie: 13,41 mM 

KCl, 2,20 mM KH2PO4, 0,34 mM NaCl, 1,58 mM Na2HPO4, 27,75 mM glukoza, 5,34 mM NaHCO3, 20 mM 

kwas N-(2-hydroksyetylo) piperazyno-N’-etylosulfonowy (HEPES), 0,2 mM NaOH, 100 µg/ml 

gentamycyna, pH 7,3). Izolacja komórek śródbłonka odbywała się w czasie nie przekraczającym  

24 h od momentu pobrania pępowiny. 
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Procedura izolacji HUVEC: żyłę pępowinową przepłukiwano dwukrotnie roztworem HBSS 

wprowadzając go bezpośrednio w światło żyły z wykorzystaniem strzykawki. Jeden z końców żyły 

zamykano używając peana chirurgicznego, drugim końcem wprowadzano roztwór kolagenazy typu  

II tak by wypełnić całą żyłę, a następnie również zamykano go peanem. Pępowinę inkubowano  

w inkubatorze w standardowych warunkach hodowli przez 15 minut. Po inkubacji zwalniano zaciski  

i żyłę przepłukiwano dwukrotnie roztworem HBSS, zbierając cały płyn do sterylnej probówki o objętości 

50 ml. Zawiesinę wirowano (1 300 rpm, 5 min), supernatant usuwano, a uzyskany osad komórek 

zawieszano w pełnej pożywce MCDB131 z dodatkiem antybiotyków (penicylina/ streptomycyna, 100x). 

Wyizolowaną zawiesinę komórek wysiewano na naczyń o powierzchni 25 cm2. Po 24 godzinach 

zmieniano pożywkę na świeżą i kontynuowano hodowlę. Komórki wykorzystywane były  

w eksperymentach w obrębie pasażów: 3-5. W celu przeprowadzenia badań z wykorzystaniem 

komórek z ludzkich pępowin uzyskano zgodę Komisji Bioetyki Uniwersytetu Łódzkiego (nr decyzji: 

15/KBBN-UŁ/III/2019 i 16 (III)/KBBN-UŁ/I/2021-2022). Wszystkie badania przeprowadzono zgodnie  

z obowiązującymi przepisami i wytycznymi Deklaracji Helsińskiej: nie zbierano, nie przechowywano  

i nie procedowano żadnych danych dotyczących dawców, a pobrane próbki były całkowicie 

zanonimizowane.  

3. Oznaczenie przeżywalności/proliferacji komórek śródbłonka  

3.1. Test redukcji resazuryny 

Przeżywalność komórek śródbłonka traktowanych inhibitorami PAD oznaczano z wykorzystaniem 

testu redukcji resazuryny. Do przygotowania roztworu roboczego resazuryny w ddH2O wykorzystano 

sól sodową resazuryny (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

Zasada metody: Test oparty jest na pomiarze zdolności żywych komórek do redukcji wykazującej słabą 

fluorescencję resazuryny do silnie fluorescencyjnej rezorufiny (Rysunek IV.1.).  

 
Rysunek IV.1. Schematyczne przedstawienie zasady testu redukcji resazuryny. Resazuryna redukowana jest  
w mitochondriach żywych komórek do rezorufiny. Opracowanie własne 

Plan doświadczenia: Komórki wysiewano na 96-dołkowe płytki w gęstości 5 000 komórek/dołek  

w przypadku HUVEC i 7 000 komórek/dołek, w przypadku HMEC-1. Komórki następnie inkubowano  

w standardowych warunkach hodowli przez 16-20 godz. w celu umożliwienia ich adhezji do 

powierzchni naczynia. Następnie, komórki traktowano inhibitorami PAD w zakresie stężeń 0,1-10 µM 

i inkubowano przez 24 godziny w standardowych warunkach hodowlanych. Po upływie inkubacji 

usuwano pożywkę hodowlaną znad komórek i przemywano je dwukrotnie roztworem PBS z dodatkiem 

jonów i glukozy (0,8 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2, 5 mM D-glukoza). Do dołków płytki dodawano następnie 

roztwór roboczy resazuryny o stężeniu 0,0125 mg/ml i kontynuowano inkubację w warunkach hodowli 
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przez 2 godziny. Po jej zakończeniu przenoszono po 50 µl supernatantu do dołków czarnej 

okrągłodennej płytki 96-dołkowej (Greiner, Kremsmünster, Austria). Pomiary fluorescencji 

wykonywano z wykorzystaniem czytnika mikropłytek Fluoroscan Ascent (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, USA) przy λex = 530 nm i λem = 590 nm. 

3.2. Test wychwytu czerwieni obojętnej 

Test wychwytu czerwieni obojętnej wykorzystano do oceny roli inhibitorów PAD w warunkach 

stresu oksydacyjnego generowanego przez wodoronadtlenek tert-butylu (t-BOOH). 

Zasada metody: Test opiera się na zdolności żywych komórek do aktywnego wychwytu i gromadzenia 

barwnika eurohodinowego – czerwieni obojętnej w lizosomach. 

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 wysiewano na płytkę 96-dołkową (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA), w gęstości 20 000 komórek/dołek w 100 µl medium hodowlanego. Komórki 

traktowano inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA lub 10 µM FA i inkubowano w warunkach 

hodowli przez 16 godz. Po zakończonej inkubacji komórki traktowane inhibitorami poddano działaniu 

10 mM t-BOOH i inkubowano w warunkach hodowli przez godzinę. Na płytce uwzględniono wszystkie 

wymagane kontrole pozytywne i negatywne. Po upływie inkubacji z t-BOOH znad komórek usuwano 

pożywkę i dołki płytki przemywano dwukrotnie PBS z jonami Ca2+/Mg2+ i glukozą. Następnie do 

komórek dodano roztwór NR (40 µg/ml NR w medium hodowlanym) w objętości 100 ul/dołek i komórki 

inkubowano z barwnikiem w warunkach hodowli przez 2 godz. Po zakończeniu inkubacji usuwano 

roztwór NR, a płytkę ponownie przemywano dwukrotnie PBS z jonami Ca2+/Mg2+ i glukozą. Następnie 

do dołków nanoszono po 150 µl odbarwiacza NR (50% etanol, 1% lodowaty kwas octowy w ddH2O)  

i kontynuowano inkubację już na wytrząsarce przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Absorbancję 

prób oznaczano przy λ = 540 nm z wykorzystaniem czytnika BioTek Eon™ Microplate 

Spectrophotometer (BioTek, Vermont, USA). 

4. Analiza poziomu białek techniką Western blotting 

W celu potwierdzenia aktywności inhibitorowej związków względem enzymów PAD na 

podstawie cytrulinacji histonu H3 i określenia ich wpływu na poziom wybranych białek wiązanych  

z architekturą chromatyny i progresji cyklu komórkowego zastosowano technikę Western blotting.  

4.1. Przygotowanie całkowitych lizatów komórkowych 

Całkowite lizaty komórkowe przygotowywano z użyciem komercyjnego odczynnika M-PER (ang. 

Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).  

Plan doświadczenia: Komórki śródbłonka wysiewano na szalki hodowlane o średnicy 6 cm w gęstości  

1 mln komórek/szalka w 3 ml medium hodowlanego. Komórki inkubowano w warunkach hodowli przez 

16-20 godz. by umożliwić ich adhezję do podłoża. Po tym czasie komórki traktowane były badanymi 

stężeniami inhibitorów i inkubowane ze związkami przez 16 godz. 

Protokół izolacji z wykorzystaniem M-PER: 

1. Dwukrotne przepłukanie monowarstwy komórek roztworem PBS. 
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2. Odklejenie komórek od powierzchni hodowlanej z wykorzystaniem 125 µl 0,25% trypsyny  

i zbieranie zawiesiny komórek do sterylnych probówek. 

3. Wirowanie zawiesiny komórek: 3 000 rpm/5min/4°C. 

4. Usunięcie supernatantu i przemycie osadu komórek dwukrotnie zimnym PBS. Przygotowanie 

roztworu roboczego odczynnika M-PER poprzez dodanie inhibitorów proteaz – HALT Protease 

Inhibitor Coctail (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) w stosunku 1:10 objętości końcowej. 

5. Zawieszenie osadu komórek w zadanej objętości M-PER, według producenta 60 µl M-PER na 1 mln 

komórek. 

6. Inkubacja próbek na lodzie przez 10 minut, wirowanie 14 000 rpm/10 min/4°C. 

7. Przeniesienie supernatantu – lizatu komórkowego do sterylnych probówek o objętości 1,5 ml. 

Próbki przechowywano w -20°C do momentu wykorzystania w analizach. 

 

4.2. Izolacja frakcji histonowej metodą kwaśnej ekstrakcji 

Analizy profilu modyfikacji potranslacyjnych białek histonowych prowadzone były  

z wykorzystaniem ekstraktów przygotowanych metodą kwaśnej ekstrakcji, która umożliwia 

zachowanie profilu modyfikacji, co jest kluczowym aspektem w przeprowadzonych analizach. 

Zasada metody: Histony to białka bogate w zasadowe aminokwasy, takie jak lizyna i arginina, co 

sprawia, że są one stabilne w warunkach kwaśnych. Dodanie do lizatu komórkowego roztworu silnego 

kwasu (H2SO4) prowadzi do obniżenia pH roztworu i denaturacji większości białek niehistonowych. 

Histony, dzięki swojej strukturze i wysokiemu ładunkowi dodatniemu, pozostają rozpuszczalne w tych 

warunkach. Bufory wykorzystywane podczas ekstrakcji: 

• Bufor lizujący: 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 0,5 mM DTT, 1,5 mM PMSF, dopełnione 

do zadanej objętości wodą destylowaną 

• Bufor rozpuszczający: 20 mM TRIS pH = 8.0, 100 mM KCl, 10 mM Tween 20, 10% glicerol, 0,2 mM 

EDTA, 1mM DTT, 1,5 mM PMSF, dopełnione do zadanej objętości wodą destylowaną 

Plan doświadczenia: Komórki śródbłonka wysiewano na szalki o średnicy 10 cm (Saersted, Nümbrecht, 

Niemcy), gęstość 5 mln komórek na szalkę w 8 ml pożywki MCDB131. Komórki inkubowano  

w warunkach hodowli przez 16–20 godz. by umożliwić ich adhezję do podłoża. Po tym czasie komórki 

traktowano badanymi związkami i kontynuowano inkubację w warunkach hodowli przez kolejne 16 

godz. Następnie przeprowadzano kwaśną ekstrakcję zgodnie z poniższym protokołem: 

1. Dwukrotne przepłukanie monowarstwy komórek zimnym roztworem PBS. 

2. Zebranie komórek z wykorzystaniem skrobaka (Greiner, Kremsmünster, Austria) i zawieszenie ich 

w zimnym roztworze PBS. 

3. Wirowanie zawiesiny komórkowej 3 000 rpm/4 min/4°C, usunięcie supernatantu. 

4. Dodanie do prób 375 µl buforu lizującego i dokładne zawieszenie osadu poprzez worteksowanie  

5. Wirowanie zawiesiny 10 000 rpm/10 min/4°C, usunięcie supernatantu. 
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6. Ponowne zawieszenie osadu w buforze lizującym – 250 µl, po dokładnym zawieszeniu osadu do 

mieszaniny dodawano 3,6 µl 18 M H2SO4. Inkubacja prób na lodzie przez godzinę. 

7. Po inkubacji próbki odwirowywano 13 000 rpm/20 min/4°C, a supernatant przenoszono do 

nowych sterylnych probówek.  

8. Do próbek dodawano 1 ml zimnego acetonu (-20°C) i prowadzono 2-godzinną inkubację  

w temperaturze -20°C. 

9. Po zakończeniu inkubacji próbki odwirowywano: 13 000 rpm/20 min/4°C, a supernatant usuwano.  

10. Osad histonów zawieszano w 75 µl buforu rozpuszczającego. 

4.3. Oznaczenia stężenia białka metodą Pierce’a 

Stężenie białka zarówno w lizatach całkowitych jak i kwaśnych ekstraktach oznaczano 

spektrofotometrycznie z wykorzystaniem odczynnika: Pierce Protein Assay 660 nm (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA). W analizach wykorzystywano protokół producenta.  

Zasada metody: Test oparty jest na wiązaniu kompleksu metal-barwnik z białkiem, co skutkuje 

przesunięciem maksimum absorbcji barwnika. Czerwono-brązowy kompleks metal-barwnik zmienia 

barwę na kolor zielony po związaniu białka, co wywołane jest deprotonacją barwnika przy niskim pH  

i interakcjami z dodatnio naładowanymi grupami aminokwasów. Oznaczenia wykonywane były na 

płytkach 96-dołkowych. Stężenie białka w próbach określane było na podstawie przygotowanej 

krzywej wzorcowej wykonanej dla albuminy surowicy wołowej, BSA (ang. Bovine Serum Albumine; 

Capricorn Scientific, Niemcy) w zakresie stężeń: 0,0625-2 mg/ml. Próby badane były one rozcieńczane 

ddH2O w stosunku 1:1. Następnie dodawano odczynnika Pierce’a i inkubowano przez 5 minut  

w temperaturze pokojowej. Absorbancję oznaczano przy l = 660 nm na czytniku BioTek Eon™ 

(Winooski, VT, USA). 

4.4. Western blotting  

Przygotowanie prób: badane próby przygotowywano poprzez rozcieńczenie ich w ddH2O do zadanej 

ilości białka – 2 µg dla ekstraktów histonowych, 20 µg dla lizatów całkowitych i dodanie buforu 

Lammliego zawierającego b-merkaptoetanol (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Próby denaturowano 

termicznie w termobloku w 85°C przez 5 minut.  

Elektroforeza SDS-PAGE: Rozdział elektroforetyczny prowadzono w świeżo przygotowywanych żelach: 

3% zagęszczającym i 10% rozdzielającym, w aparacie Mini-Protean (BioRad Laboratories, Hercules, 

California, USA), w którym umieszczano przygotowane żele i następnie wlewano bufor do 

elektroforezy (25 mM TRIS, 192 mM glicyna, 0,1% SDS). Do studzienek żeli nanoszono zadane objętości 

prób badanych oraz marker mas: Page Ruler Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). Rozdział prowadzono przez około 1,5 godz., przy napięciu 120 V w temperaturze pokojowej.  

Transfer białek z żelu na membranę PVDF: Transfer białek prowadzono korzystając z systemu Mini-

Protean (BioRad Laboratories, Hercules, California, USA). Po zakończonym rozdziale 

elektroforetycznym przygotowywano „kanapki do transferu” z wykorzystaniem bibuły filtracyjnej 

(BioRad Laboratories, Hercules, California, USA), membrany PVDF (Merck Millipore, Burlington, 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=1939e291f41ef3b2&sca_upv=1&q=Hercules,+California&si=ACC90nyvvWro6QmnyY1IfSdgk5wwjB1r8BGd_IWRjXqmKPQqmyfDM_mTPbesYKe1xizs0G0QAmf6HtAKXiIcTUqbIxKdFcAoPf07zXyLJGURQ49vMAgNWC1x6mWgiwuZJ94Cn8bj8tjdSJG-XGXvFgSiEfhAh_3vIZcqSeKKpAQs9rRf70ILEm2kW0Q0Awyd5U0nyBfA-kA2jxYQ2KBOIhE9qPx_J7FicQ%3D%3D&sa=X&ved=2ahUKEwj57qHqhJWIAxXUQ_EDHfnJKZcQmxMoAHoECDcQAg
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=1939e291f41ef3b2&sca_upv=1&q=Hercules,+California&si=ACC90nyvvWro6QmnyY1IfSdgk5wwjB1r8BGd_IWRjXqmKPQqmyfDM_mTPbesYKe1xizs0G0QAmf6HtAKXiIcTUqbIxKdFcAoPf07zXyLJGURQ49vMAgNWC1x6mWgiwuZJ94Cn8bj8tjdSJG-XGXvFgSiEfhAh_3vIZcqSeKKpAQs9rRf70ILEm2kW0Q0Awyd5U0nyBfA-kA2jxYQ2KBOIhE9qPx_J7FicQ%3D%3D&sa=X&ved=2ahUKEwj57qHqhJWIAxXUQ_EDHfnJKZcQmxMoAHoECDcQAg
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=1939e291f41ef3b2&sca_upv=1&q=Hercules,+California&si=ACC90nyvvWro6QmnyY1IfSdgk5wwjB1r8BGd_IWRjXqmKPQqmyfDM_mTPbesYKe1xizs0G0QAmf6HtAKXiIcTUqbIxKdFcAoPf07zXyLJGURQ49vMAgNWC1x6mWgiwuZJ94Cn8bj8tjdSJG-XGXvFgSiEfhAh_3vIZcqSeKKpAQs9rRf70ILEm2kW0Q0Awyd5U0nyBfA-kA2jxYQ2KBOIhE9qPx_J7FicQ%3D%3D&sa=X&ved=2ahUKEwj57qHqhJWIAxXUQ_EDHfnJKZcQmxMoAHoECDcQAg
https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=1939e291f41ef3b2&sca_upv=1&q=Hercules,+California&si=ACC90nyvvWro6QmnyY1IfSdgk5wwjB1r8BGd_IWRjXqmKPQqmyfDM_mTPbesYKe1xizs0G0QAmf6HtAKXiIcTUqbIxKdFcAoPf07zXyLJGURQ49vMAgNWC1x6mWgiwuZJ94Cn8bj8tjdSJG-XGXvFgSiEfhAh_3vIZcqSeKKpAQs9rRf70ILEm2kW0Q0Awyd5U0nyBfA-kA2jxYQ2KBOIhE9qPx_J7FicQ%3D%3D&sa=X&ved=2ahUKEwj57qHqhJWIAxXUQ_EDHfnJKZcQmxMoAHoECDcQAg
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Massachusetts, USA), żelu po rozdziale oraz gąbek dostarczonych przez producenta zestawu. 

Membrana PVDF przed wykorzystaniem aktywowana była poprzez zanurzenie w 99% metanolu na  

1 minutę. Gotowe „kanapki do transferu” umieszczano w aparacie, który zalewano buforem do 

transferu (25 mM TRIS, 192 mM glicyna, 20% metanol). Transfer mokry prowadzono przy natężeniu 

370 mA przez 90 minut, w temperaturze 4°C. 

Immunodetekcja: Po zakończonym transferze membrany blokowano w celu uniknięcia 

niespecyficznego wiązania się przeciwciał, poprzez umieszczenie membran w roztworze blokującym: 

5% odtłuszczone mleko w TBST (1 M Tris, 3 M NaCl, pH 7,9, 0,5% Tween 20) na czas od 1 do 2 godzin 

w RT Następnie membrany umieszczano w roztworach przeciwciał pierwszorzędowych rozcieńczonych 

w 3% BSA w TBST (Tabela IV.1.), i inkubowano zgodnie z zaleceniami producenta. Po zakończeniu 

inkubacji i 3-krotnym przepłukaniu membran buforem TBST, przeprowadzano 2-godzinną inkubację 

membran z przeciwciałami drugorzędowymi skoniugowanymi z peroksydazą chrzanową. W ostatnim 

kroku membrany 3-krotnie płukano roztworem TBST. Detekcja i wizualizacja białek: Kompleksy białko-

przeciwciała drugorzędowe wykrywano poprzez inkubowanie membran w roztworze SuperSignal™ 

West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), wykorzystując reakcję 

chemiluminescencyjną peroksydazy chrzanowej z H2O2 i luminolem. Sygnał chemiluminescencji 

rejestrowany był z wykorzystaniem chemiluminometru Azure300 (Azure Biosystems, Dublin, USA).  
Tabela IV. 1. Spis przeciwciał wykorzystanych w badaniach. 

Antygen Pochodzenie Rozcieńczenie 
przeciwciał 

Producent  Numer 
katalogowy 

H3R2cit + R8cit + R17cit Królik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab5103 

H4R3cit Królik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab81797 
H3ac Królik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab47915 

H3K9/14ac Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #9677 
H3K9me3 Królik 1:1000 ActiveMotif, Tegernheim, Niemcy #39161 
H3K4me1 Królik 1:1000 ActiveMotif, Tegernheim, Niemcy #61633 

Histone H3 Mysz 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #3638 
HP1a Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2616 
HP1g Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2619 

CHAF1A Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #5480 
ChK1 Królik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab47574 

phChK1 Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2348 
p53 Królik 1:750 Cell Signaling, Massachusetts, USA #9282 

PCNA Mysz 1:2000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2586 
AKT Królik 1:1000 Abclonal, Woburn, USA A18120 

phAKT (S473) Królik 1:1000 Abclonal, Woburn, USA AP1208 
GSK3b Mysz 1:1000 Santa Cruz Biotech., Dallas, USA sc-81462 
PI3K Królik 1:1000 Abclonal, Woburn, USA A4992 

SET7/9 Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2813 
LSD1 Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2184 
PAD1 Królik 1:500 abcam, Cambridge, UK ab181762 
PAD2 Królik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab16478 
PAD3 Mysz 1:500 Santa Cruz Biotech., Dallas, USA sc-393622 
PAD4 Mysz 1:250 Santa Cruz Biotech., Dallas, USA sc-166645 
b - actin Mysz 1:1000 Santa Cruz Biotech., Dallas, USA sc-69879 
GAPDH Królik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #5174 
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Przeciwciało II° Pochodzenie Rozcieńczenie Producent  Numer 
katalogowy AffiniPure Anti-Rabbit IgG 

(H+L) Koza 1:10 000 
Jackson ImmunoResearch, 

Baltimore Pike, USA 111-007-003 

AffiniPure Anti-Mouse 
IgG (H+L) Koza 1:10 000 

Jackson ImmunoResearch, 
Baltimore Pike, USA 115-006-003 

 

5. Immunofluorescencyjna analiza antygenów 

W celu określenia lokalizacji PAD2 i PAD4 w komórkach HMEC-1 zastosowano metodę barwienia 

immunofluorescencyjnego. 

Plan doświadczenia: W doświadczeniach wykorzystywano płytki Nunc™ Lab-Tek™ (#155411PK, 

ThermoFisher Scientific, Manasas, USA). Komórki HMEC-1 wysiewano na płytki w gęstości 20 000 

komórek na dołek w 200 ul pożywki hodowlanej. Komórki inkubowano przez 12–16 godz. w warunkach 

hodowli. Po tym czasie komórki utrwalano z wykorzystaniem 4% roztworu paraformaldehydu w PBS 

przez 45 minut. Następnie, w celu zmniejszenia liczby niespecyficznych wiązań przeciwciał próby 

blokowano przez godzinę w RT w buforze blokującym (8% BSA, 0,2% TRITON, 1X PBS). Po zakończeniu 

blokowania komórki przepłukiwano 3-krotnie buforem PBT (PBS z dodatkiem 0,2% Triton X-100). 

Komórki inkubowano przez noc z przeciwciałami pierwszorzędowymi w 4°C. Komórki ponownie 

przepłukano a następnie inkubowano z przeciwciałami drugorzędowymi w ciemności przez godzinę  

w RT. Po inkubacji komórki ponownie płukano a następnie dodawano roztwór 1,4-diazabicyklo [2.2.2] 

oktan - DABCO (ThermoFisher Scientific, Manasas, USA) zawierający barwnik kontrastowy - 4',6-

diamidyno-2-fenyloindol (DAPI). Obserwacji i dokumentacji fotograficznej dokonywano  

z wykorzystaniem mikroskopu AxioImager A1 (Carl ZeissAG, Oberkochen, Niemcy) wyposażonego  

w kamerę AxioCam MRc5 CCD (Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy), stosując ten sam czas ekspozycji. 

6. Analiza ekspresji wybranych genów w komórkach śródbłonka 

Zmiany ekspresji genów analizowano metodą łańcuchowej reakcji polimerazowej qPCR (ang. 

Quantitive Polymerase Chain Reaction).  

6.1. Izolacja mRNA, reakcja odwrotnej transkrypcji 

Izolację mRNA z komórek HMEC-1 oraz HUVEC wykonywano z użyciem komercyjnego 

kolumienkowego zestawu do izolacji – InviTrap SpinCell mRNA Kit (Stratec Biomolecular, Birkenfeld, 

Niemcy). Stężenie oraz jakość wyizolowanego mRNA oznaczano spektrofotometrycznie na czytniku 

Eon™ Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT, USA). Wyizolowane mRNA 

przechowywano w temperaturze -80°C. Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadzano za pomocą 

PrimeScript RT Master Mix (Takara, Japonia) zgodnie z instrukcją załączoną do produktu. Uzyskane 

cDNA przechowywano w temperaturze -20°C. 

6.2. qPCR 

Analizy qPCR prowadzono przy użyciu termocyklera Eco Real-Time PCR (Illumina, San Diego, 

Kalifornia, USA). Reakcję przeprowadzano w płytkach 48-dołkowych (Illumina, San Diego, Kalifornia, 
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USA). Końcowa objętość mieszaniny reakcyjnej wynosiła 10 µl i zawierała: 0,2 nM primerów (Tabela 

IV.2.), matrycę cDNA, sondę fluorescencyjną SYBR Green Perfect Real Time (Takara, Japonia) i wodę 

wolną od DNAaz/RNAaz (Corning Life Sciences, NY, USA).  

Przebieg reakcji PCR: Aktywacja polimerazy w 96°C przez 2 minuty, następnie 40 cykli w następujących 

po sobie warunkach: 96°C przez 5 s i 60°C przez 30 s. Normalizację ekspresji genów przeprowadzano 

według metody 2−ΔΔCt opisanej przez Livaka i wsp. [246], a jako gen referencyjny wykorzystano gen 

kodujący fosforybozylotransferazę hipoksantynowo-guaninową, HPRT1 (ang. Hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase). 

Tabela IV.2. Sekwencje primerów wykorzystywanych w badaniach. 
Analizowany gen Sekwencja primeru 1 (5’ → 3’) Sekwencja primeru 2 (5’ → 3’) 

HPRT1 ATGGACAGGACRGAACGTCTT TCCAGCAGGTCAGCAAAGAA 
CCNA ACTGGTGGTCTGTGTTCTGTGA GATGCCAGTCTTACTCATAGCTGAC 
CCNB TGGTGAATGGACACCAAVTC TAGCATGCTTCGATGTGGCA 
CCND ATGCCAACCTCCTCAACGACC TCTGTTCCTCGCAGACCTCCA 
CCNE CAGGGAGCGGGATGCG GGTCACGTTTGCCTTCCTCT 
CCNY TGGCAGAAGCGAACAACCTG AGGCGAGAGATGGCCTCAAG 

VEGFA CTACCTCCACCATGCCAAGT ATGATTCTGCCCTCCTCCTT 
VEGFC CAGCAACACTACCACAGTGTCA CTCCAGCATCCGAGGAAAACAT 

SERPINE1 TGTCATAGTCTCAGCCCGCA AAAAGGACTGTTCCTGTGGGG 
SERPINF1 GCGTATCCACAGGCCCCA GGGCTGGCAGGGTTCTG 

EDN1 GAGCTCCAGAAACAGCAGTC TATCCATCAGGGACGAGCAG 
IL6 CTCATTCTGCCCTCFAGCC GACCGAAGGCGCTTGTGGA 
IL8 ACCGGAAGGAACCATCTCAC GGCAAAACTFCACCTTCACAC 

CCL2 TCTCAAACTGAAGCTCGCACT TGGGGCATTGATTGCATCTGG 
VIM TACCGGAGACAGGTGCAGT CGTTCCAGGGACTCATTGGTT 

IGFBP2 GCTGGTCATGGGCGAGGG TGGTCATCGCCATTGTCTGC 
IGFBP3 CCTACCTGCTGCCAGCGCC GGTGCGTGCTGGAGACGGAC 
TIMP1 TGACATCCGGTTCGTCTACA CTGCAGTTTTCCAGCAATGA 
PAD2 CGCGTGGAGGCGGTGTA TCCTCAGCCTCCCCATCAC 
PAD4 CCATCCTGCTGGTGAACTGT GAAGTCCTTGGGGGTCTTCG 

HDAC3 TGGTGAATGGACACCAACTC TAGCATGCTTCGATGTGGCA 
HDAC5 ATGCCAACCTCCTCAACGACC TCTGTTCCTCGCAGACCTCCA 
p300 CCAGACCAGCATGACAGATTTC GCTTCCTCTTGGAGCAGATCAG 
NRF2 GCTATACTCTTTCCGTCGC GTCCCAGCAGGACATGGATT 

TXNR1 AGGAACGCTCTCGGAATTGG TGCCCTCCTGATAAGCCTTC 
TXNR2 GCAGGAGCATGTTGAGGTCT CCCTCAGGCACACCATCTTT 
DNMT1 TCCCACTCGAGCCTTCCATA GTGGAAGCCGGCAAAGC 

CBX5 CTCCGGAAACAACAGCTTCT ATAGAATGCCCGCACCTGAC 
 

7. Analiza progresji cyklu komórkowego techniką cytometrii przepływowej (FACS) 

W celu oceny wpływu badanych inhibitorów cytrulinacji na progresję cyklu komórkowego 

wykorzystano cytometryczną metodę pomiaru zawartości DNA w komórce z użyciem jodku propidyny 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Przygotowanie komórek do analizy cytometrycznej FACS 

(ang. Flourescence Activated Cell Sorting) przeprowadzono w oparciu o metodę opisaną w literaturze 

[156]. 

Plan doświadczenia: Komórki śródbłonka wysiewano na płytki o średnicy 6 cm (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) w gęstości 500 000 komórek/szalka w 3 ml medium hodowlanego. Komórki 

inkubowano w warunkach hodowli przez 16-20 godz. by umożliwić ich adhezję do podłoża, a następnie 
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traktowano inhibitorami PADs i kontynuowano inkubację w warunkach hodowli przez 16, 24, 32 lub 

48 godzin. Po jej zakończeniu komórki trypsinizowano, zawiesinę wirowano 3 000 rpm/5 min, a osad 

przemywano dwukrotnie PBS i zawieszano w PBS.  

Przygotowanie prób do analizy FACS: 

1. Komórki utrwalano w 70% etanolu przez 24 godziny w temperaturze 4°C. 

2. Etanol usuwano poprzez odwirowanie 7 000 rpm/5 min/4°C, następnie próby przemywano 

dwukrotnie roztworem PBS. 

3. Osad komórek zawieszano w 500 µl PBS zawierającym 0,4 mg/ml RNAazę A (AppliChem, Niemcy)  

i 5 µg/ml jodek propidyny. Próby inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C w ciemności.  

4. Po zakończonej inkubacji próby poddawano analizie FACS (LSRII, Becton Dickinson, USA).  

5. Uzyskane wyniki analizowano wykorzystując oprogramowanie FlowJo (FlowJo, USA). W celu 

identyfikacji subpopulacji komórek znajdujących się w różnych fazach cyklu komórkowego 

wykorzystano parametry rozpraszania przedniego (FSC, ang. Forward Scatter Channel)  

i rozproszenia bocznego (SSC, ang. Side Scatter Channel). Na pierwszym etapie bramkowania 

usunięto zanieczyszczenia wykonując wykres zależności SSC-A od FSC-A, następnie w celu 

wykluczenia dubletów i zaagregowanych komórek wykonano bramkowanie FSC-H vs. FSC-A. By 

wykluczyć resztę zanieczyszczeń oraz niektóre z komórek apoptotycznych wykonano wykres SSC-

H vs. SSC-A. W ostatnim etapie komórki bramkowano wykonując wykres zależności parametrów 

PE-A vs PE-W. Przygotowywano histogram prezentujący zależność pozytywnych zliczeń komórek 

od PE-A. Bramkowanie komórek najpierw przeprowadzano w próbie kontrolnej, a następnie takie 

same parametry zastosowano w próbach badanych. Końcową analizę subpopulacji komórek 

wykonano z wykorzystaniem algorytmu, który dopasowuje krzywe Gaussa do każdej z faz cyklu 

komórkowego. 

 

8. Test tworzenia struktur pseudokapilarnych na podłożu MatrigelTM 

Tworzenie przez komórki śródbłonka struktur kapilarnych to jeden z kluczowych etapów 

angiogenezy in vivo. Analizę tego zjawiska w warunkach in vitro umożliwia test tworzenia struktur 

pseudokapilarnych przeprowadzany w wysokobiałkowym podłożu MatrigelTM (Corning Life Sciences, 

NY, USA) nałożonym do dołków płytki µ-Slide Angiogenesis (Ibidi, Niemcy), w stężeniu 5 mg/ml. Płytki 

inkubowano w warunkach hodowli w inkubatorze przez 30 min w celu usieciowana podłoża.  

Plan doświadczenia: Komórki śródbłonka wysiewano na płytki 6-dołkowe w gęstości 250 000 

komórek/dołek w 3 ml medium hodowlanego. Po 12-16 godzinnej inkubacji w warunkach hodowli 

umożliwiającej adhezję komórek do podłoża, traktowano je inhibitorami PAD (1 µM BBCLA, 10 µM CLA 

lub 10 µM FA) i kontynuowano inkubację w warunkach hodowli przez 16 godz. Po jej zakończeniu 

komórki trypsinizowano i wirowano 1 300 rpm/3 min, zawieszano w pełnym, przefiltrowanym medium 

hodowlanym, a następnie wysiewano po 7000 komórek/dołek – HMEC-1 i 6000 komórek/dołek – 

HUVEC na płykę µ-Slide Angiogenesis w końcowej objętości 50 µl. Tak przygotowane płytki 
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inkubowano w warunkach hodowli przez 6 godzin – HMEC-1 i 8 godzin – HUVEC. Po zakończonej 

inkubacji utworzone struktury pseudokapilarne barwiono przez 15 minut roztworem 3 µM Calcein-AM 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) w PBS z jonami. Wybarwione struktury obserwowano pod 

mikroskopem fluorescencyjnym Nikon Eclipse TE200 (Nikon, Japonia) wyposażonym w kamerę Zeiss 

AcioCamERc5s (Zeiss, Niemcy). Na podstawie wykonanych zdjęć prowadzono analizę parametryczną  

i charakterystykę utworzonych przez struktur pseudokapilarnych w programie ImageJ (Rasband, W.S., 

ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https:// /imagej.nih.gov/ij/)  

z nakładką Angiogenesis Analyzer (autor: Giles Carpentier, Universite Paris Est Creteil). 

9. Analiza zdolności migracyjnych komórek śródbłonka – test zarastania rysy 

W celu analizy kolejnego z istotnych etapów angiogenezy – migracji komórek śródbłonka 

wykorzystano test zarastania rysy (ang. wound healing) Metoda oparta jest na wykonaniu rysy  

w monowarstwie komórek i obserwacji ich migracji w celu jej zarośnięcia. Wykluczono wpływ 

podziałów komórkowych na zarastanie rysy poprzez zastosowanie cytostatyku: mitomycyna-C 

(Molekula Group, Monachium, Niemcy #50-07-7) 

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 i HUVEC wysiewano na 24-studzienkowe płytki (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) w gęstości 400 000 komórek/dołek w 2 ml medium hodowlanego. Po 16-20 

godzinnej inkubacji w warunkach hodowli komórki traktowano inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM 

CLA lub 10 µM FA i następnie prowadzono inkubację w warunkach hodowli przez kolejne 16 godz. Po 

zakończeniu inkubacji wykonywano rysę w monowarstwie komórek z wykorzystaniem sterylnej 

końcówki do pipet o pojemności 200 µl. Następnie medium znad komórek zbierano i uzupełniano 

świeżą porcją MDCB131 z dodatkiem 10 µg/ml mitomycyny C (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 

Prowadzono 8 godz. inkubację w warunkach hodowli. W czasach 0, 2, 4, 6 i 8 godzin od początku 

doświadczenia wykonywano zdjęcia rys z wykorzystaniem mikroskopu Nikon Eclipse TE200 (Nikon, 

Japonia) wyposażonego w kamerę Zeiss AcioCamERc5s (Zeiss, Niemcy). Analizę zdjęć i procesu 

zarastania rys przeprowadzano z wykorzystaniem programu ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ. National 

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https:// /imagej.nih.gov/ij/) z nakładką Wound Healing 

Tool [247].  

10. Oznaczenie aktywności metaloproteinaz macierzy zewnątrzkomórkowej 

W celu oznaczenia całkowitej aktywności metaloproteinaz macierzy zewnątrzkomórkowej 

(MMPs) wykorzystano komercyjny zestaw: MMP Activity Assay Kit (ab112146, Abcam, UK). Procedurę 

doświadczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcją producenta. 

Zasada metody: działanie zestawu oparte jest na wykorzystaniu zjawiska bezpromienistego 

rezonansowego transferu energii (FRET). Zestaw zawiera sondę – peptyd FRET stanowiący cel dla 

MMPs w którym fluorescencja jednej z jego części wygaszana jest przez drugą i jedynie po przecięciu 

peptydu przez MMPs wykazywana jest fluorescencja λex = 490 nm i λem = 525 nm (Rysunek IV. 3.). 
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Zestaw może być wykorzystany jedynie do mierzenia całkowitej aktywności MMPs, niemożliwe jest 

odczytanie indywidualnych wartości dla poszczególnych izoform MMPs.  

 

Rysunek IV.3. Przedstawienie działania sondy FRET zastosowanej 
w zestawie MMP Activity Assay Kit (Abcam, UK). Wewnętrznie 
wygaszony substrat peptydowy FRET jest trawiony przez MMPs  
w wyniku czego powstaje wysoce fluorescencyjny fragmentu 
peptydowy. Wzrost fluorescencji jest proporcjonalny do 
aktywności proteazy. Grafika przygotowana w oparciu o materiały 
producenta zestawu ab112146, firmę Abcam. 

 

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 wysiewano na 6-dołkowe płytki w gęstości 700 000 

komórek/dołek w 3 ml medium hodowlanego. Po 16-20 godzinnej inkubacji w warunkach hodowli 

komórki, potraktowano inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA lub 10 µM FA i inkubowano  

w warunkach hodowli przez 16 godzin. Jako pozytywną kontrolę hamowania aktywności MMPs 

komórki HMEC-1 potraktowano 20 µg/ml doksycykliną (DOX).  

1. Po 16 godzinach inkubacji znad komórek zebrano supernatant, który inkubowano przez 3 godziny 

z 2 mM octanem 4-aminofenylortęci (APMA) w celu aktywacji MMPs. 

2. Supernatanty aktywowane APMA przeniesiono do dołków czarnej płytki 96-dołkowej  

z U-kształtnym dnem (Greiner, Kremsmünster, Austria) i dodano MMP Green Substrate.  

3. Odczytywano fluorescencję we wszystkich próbach w 5-minutowych odstępach, pomiędzy którymi 

płytkę inkubowano w temperaturze pokojowej. Fluorescencję prób mierzono przy λex = 490 nm  

i λem = 525nm, na czytniku do mikropłytek Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA). 

4. Wyniki opracowano zgodnie z wytycznymi producenta, odnosząc je wobec kontroli negatywnej 

(komórki niczym nie traktowane) i kontroli pozytywnej (komórki traktowane DOX). 

11. Oznaczenie profilu wydzielania regulatorów angiogenezy 

Profil wydzielania regulatorów angiogenezy (cytokin/chemokin/regulatorów wzrostu) przez 

komórki HMEC-1 oznaczano z wykorzystaniem zestawu: Proteome Profiler Human Angiogenesis Array 

(R&D Systems, USA).  

Zasada metody: Zestaw Proteome Profiler Human Angiogenesis Array oparty jest na membranowym, 

„kanapkowym” teście immunologicznym wykrywającym 55 białek związanych z regulacją angiogenezy. 

Główne etapy testu: (i) próbki mieszane są z koktajlem biotynylowanych przeciwciał, (ii) membrany 

wyznakowane przeciwciałami specyficznymi dla danego białka zalewane są następnie przygotowanymi 

próbkami i inkubowane przez noc w 4°C, (iii) kompleksy białko-przeciwciało są wizualizowane  

z wykorzystaniem odczynników chemiluminescencyjnych, a rejestrowany sygnał jest proporcjonalny 

do ilości związanego białka. 

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 wysiewano na szalki o średnicy 6 cm w gęstości 3,5 mln 

komórek/szalka w 3 ml medium hodowlanego i inkubowano przez 16 – 20 godzin by umożliwić adhezję 
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komórek. Komórki traktowano następnie inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA lub 10 µM FA  

i inkubowano w warunkach hodowli przez 16 godzin. Po zakończeniu inkubacji, znad komórek zebrano 

supernatanty, krótko odwirowano i rozcieńczono zgodnie z instrukcją producenta. Do supernatantów 

dodano koktajl biotynylowanych przeciwciał wykrywających i tak przygotowanymi mieszaninami 

zalano membrany. Całość inkubowano z supernatantami na kołysce laboratoryjnej przez noc  

w temperaturze 4°C. Po inkubacji membrany przepłukano zgodnie z wytycznymi producenta i zalano 

roztworem zawierającym streptawidynę-HRP i odczynnik chemiluminescencyjny. Sygnały 

chemiluminescencyjne z membran wizualizowano przy użyciu chemiluminometru Azure 300 (Azure 

Biosystems, USA). Wyniki następnie analizowano z wykorzystaniem programu ImageJ (Rasband, W.S., 

ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https:// /imagej.nih.gov/ij/)  

z nakładką: Protein Array Analyzer, zgodnie z instrukcją producenta i wskazówkami autora pakietu 

[248]. 

12. Oznaczenie poziomu NO• z wykorzystaniem sondy DAF-FM DA 

Poziom NO• wydzielanego przez ECs badano z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej – 

dioctanu 4-amino-5-metyloamino-2’,7’-difluorofluoresceiny (DAF-FM DA; Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA).  

Zasada metody: DAF-FM DA biernie dyfunduje przez błony komórkowe i wewnątrz komórek jest 

deacetylowany przez wewnątrzkomórkowe esterazy tworząc DAF-FM. Sonda wykazuje niską 

fluorescencję, dopóki nie zareaguje z NO•, tworząc fluorescencyjny benzotriazol. 

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 wysiewano na czarną płytkę 96-dołkową (Greiner, 

Kremsmünster, Austria), w gęstości 20 000 komórek/dołek w objętości 100 µl medium hodowlanego. 

Komórki inkubowano w warunkach hodowli 12-16 godz. w celu umożliwienia im adhezji do podłoża. 

Po tym czasie komórki traktowano inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA lub 10 µM FA  

i inkubowano w warunkach hodowli przez 16 godz. Po zakończeniu inkubacji usuwano supernatant 

znad komórek, przemywano je dwukrotnie roztworem PBS z jonami Ca2+/Mg2+ i glukozą, następnie do 

dołków płytki dodawano po 50 µl roztworu roboczego 2 µM DAF-FM DA w PBS z jonami Ca2+/Mg2+  

i glukozą. Fluorescencję prób oznaczano przy λex = 495 nm i λem = 510 nm, w czasie 0 oraz po 30 

minutach po dodaniu sondy z wykorzystaniem czytnika mikropłytek Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). 

13. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu z wykorzystaniem sondy H2DCF DA 

Produkcję RFT przez komórki HMEC-1 traktowane inhibitorami PAD analizowano  

z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej – dioctanu 2’,7’ dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF DA; 

MedChemExpress, USA). Po inkubacji z inhibitorami PAD w komórkach HMEC-1 indukowano stres 

oksydacyjny poprzez inkubację z wodoronadtlenkiem tert-butylu (t-BOOH). 
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Zasada metody: H2DCF DA biernie dyfunduje do komórek, gdzie poddany jest działaniu 

wewnątrzkomórkowych esteraz i ulega utlenienieniu przez RFT tworząc wysoce fluorescencyjną 2’,7’-

dichlorofluoresceinę (DCF).  

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 wysiano na czarną płytkę 96-dołkową (Greiner, Kremsmünster, 

Austria), w gęstości 20 000 komórek/dołek w końcowej objętości 100 µl. Komórki inkubowano  

w warunkach hodowli 12-16 godz. w celu umożliwienia im adhezji do podłoża. Po tym czasie 

traktowano je inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA lub 10 µM FA i inkubowano w warunkach 

hodowli przez 16 godz. Po zakończonej inkubacji komórki traktowane inhibitorami poddano działaniu 

10 µM t-BOOHi inkubowano w warunkach hodowli przez godzinę. Na płytce uwzględniono wszystkie 

wymagane kontrole pozytywne i negatywne. Po zakończeniu inkubacji zlewano supernatant znad 

komórek, przemywano je dwukrotnie roztworem PBS z jonami Ca2+/Mg2+ i glukozą. Następnie do 

dołków płytki dodawano 50 µl roztworu roboczego 5 µM H2DCF DA w PBS z jonami Ca2+/Mg2+ i glukozą. 

Fluorescencję prób oznaczano przy λex = 495 nm i λem = 525 nm w czasie 0 oraz 30, 60 i 90 minut po 

dodaniu sondy z wykorzystaniem czytnika mikropłytek Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA). 

14. Ocena funkcji mitochondriów – Seahorse Mito Stress Test 

W celu oceny funkcji mitochondrów w komórkach HMEC-1 z farmakologicznie zahamowaną 

aktywnością PAD użyto urządzenia Agilent Seahorse XFp (Agilent Technologies, USA) i zestawu Agilent 

Cell Mito Stress Test Kit (Agilent Technologies, USA). Test umożliwia pomiar kluczowych parametrów 

funkcji mitochondriów poprzez bezpośrednie monitorowanie szybkości zużycia tlenu (OCR, ang. 

Oxygen Consumption Rate) przy wykorzystaniu modulatorów oddychania komórkowego, (Rysunek 

IV.4.): (i) Oligomycyna – dodawana jako pierwsza, hamuje syntazę ATP (kompleks V), obniżając OCR, 

co pozwala na ocenę produkcji ATP w komórkach; (ii) Cyjanek karbonylu-4 (trifluorometoksy) 

fenylohydrazon (FCCP) – drugi modulator, odsprzęga potencjał błony mitochondrialnej poprzez zmianę 

gradientu protonów. Skutkuje to zwiększeniem zużycia tlenu przez kompleks IV, pozwalając na 

obliczenie zapasowej pojemności oddechowej – miary zdolności komórki do reagowania na 

zwiększone zapotrzebowanie na energię lub stres; (iii) Rotenon + Antamycyna A – trzeci zestaw 

modulatorów, zatrzymuje oddychanie mitochondrialne, umożliwiając pomiar oddychania 

niemitochondrialnego.  

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 wysiewane były na 8-dołkowe płytki Seahorse XFp Cell Culture 

Miniplates w gęstości końcowej 7 000 komórek/dołek w 80 µl medium hodowlanego. Do dwóch 

dołków płytki dodano wyłącznie pełną pożywkę bez komórek – dołki korygujące odczyt. Komórki 

inkubowano w warunkach hodowli przez 12 godz. w celu umożliwienia ich adhezji do powierzchni 

płytek. Po tym czasie traktowano je inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA i inkubowano  

w warunkach hodowli przez 16 godz. W trakcie trwania inkubacji komórek z inhibitorami 

przygotowywano kartridże sensorowe – XFp Sensor Cartridge – sensory były inkubowane w ddH2O  

w 37°C bez dopływu CO2 przez noc, a następnie 60 minut przed pomiarem ddH2O zastąpiono 
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odczynnikiem kalibrującym XF Calibrant. wykonywano w medium pomiarowym: Seahorse XF DMEM 

suplementowaną 1 mM pirogronianem, 2 mM L-glutaminą i 10 mM glukozą (Agilent Technologies, 

USA). Po zakończonej inkubacji komórki dwukrotnie przemywano przygotowanym medium 

pomiarowym, a następnie przed rozpoczęciem analizy podobnie jak kartridże, komórki inkubowano 

przez 60 minut w 37°C bez dopływu CO2. W czasie inkubacji do dołków (portów) kartridża sensorowego 

nanoszono wymienione wyżej modulatory ETC zgodnie z zaleceniami producenta,  

z uwzględnieniem kolejności ich iniekcji: 1,5 µM oligomycyna, 1 µM FCCP, 0,5 µM Rotenon/ 0,5 µM 

Antamycyna A i dokonywano pomiarów OCR oraz szybkość uwalniania protonów. Wyniki analizowane 

były w dostarczonym przez producenta programie Seahorse Wave. 

15. Ocena uszkodzeń DNA – test kometowy 

Uszkodzenia DNA w komórkach HMEC-1 oceniano przy użyciu testu kometowego. Po inkubacji 

z inhibitorami PAD w komórkach HMEC-1 indukowano uszkodzenia DNA poprzez inkubację z H2O2. 

Plan doświadczenia: Komórki HMEC-1 wysiewano na szalki o średnicy 3 cm (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) w gęstości 15 000 komórek/szalka w objętości 2 ml. Komórki inkubowano  

w warunkach hodowli 12-16 godz. w celu umożliwienia im adhezji do podłoża. Po tym czasie 

traktowano je inhibitorami PAD: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA lub 10 µM FA i inkubowano w warunkach 

hodowli przez 16 godz. Po zakończonej inkubacji komórki traktowane inhibitorami poddano działaniu 

150 µM H2O2 i inkubowano w warunkach hodowli przez 30 minut. W doświadczeniu uwzględniono 

wszystkie wymagane kontrole pozytywne i negatywne. Szkiełka mikroskopowe pokrywano 1% 

roztworem agarozy. Po zakończeniu inkubacji komórki zawieszano w 1% roztworze agarozy, 

nanoszono na szkiełko podstawowe, przykrywano szkiełkiem nakrywkowym Po stężeniu agarozy 

zdejmowano szkiełka nakrywkowe i przez godzinę przeprowadzano lizę komórek w 4°C zalewając 

szkiełka podstawowe roztworem lizującym (2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris-HCl o pH 10)  

z dodatkiem schłodzonego Triton X-100 (na 100 ml buforu lizującego dodano 1 ml Tritonu). Proces ten 

miał na celu lizę błony komórkowej i uwolnienie DNA z jądra komórkowego, odseparowanie białek od 

DNA. Następnie, szkiełka umieszczano w buforze rozwijającym (30 mM NaOH, 1 mM EDTA) na 20 minut 

w 4°C, po czym przeprowadzano elektroforezę agarozową przy napięciu 29 V przez 20 minut. Po 

zakończeniu elektroforezy, szkiełka trzykrotnie przepłukiwano wodą. Po wyschnięciu szkiełka 

barwiono roztworem 1 μg/m DAPI przygotowanym w ddH2O. W każdym eksperymencie analizowano 

100 (po 50 w jednym pomiarze) komórek. Pomiary i dokumentację fotograficzną wykonywano za 

pomocą mikroskopu Nikon Eclipse E400 (Minato, Tokio, Japonia) wyposażonego w kamerę Jenoptik 

 

 

 

 

Rysunek IV.4. Schematyczna wizualizacja 
przebiegu oceny funkcji mitochodriów w systemie 
Seahorse [zmodyfikowana grafika z instrukcji 
producenta zestawu pomiarowego - Agilent 
Seahorse XFp Cell Mito Stress Test]. 

Przestrzeń 
międzybłonowa

Macierz 
mitochondrialna

Rotenon Antamycyna A Oligomycyna

FCCP



Metody 

 50 

ProgRes MF Cool (Jena, Niemcy) wyniki analizowano z wykorzystaniem program LUCIA Comet Assay 

(Laboratory Imaging, Praga, Czechy) 

16. Analizy in silico interakcji badanych inhibitorów z DNA 

Struktury ligandów opracowano w programie Gaussian 03 oraz GaussView 4.1.2. Krystaliczną 

strukturę DNA pobrano z bazy danych Protein Data Bank (PDB ID: 1BNA) i za pomocą pakietu ADT 

1.5.6rc3 przygotowano do dokowania. Symulacje dokowania ligandów przeprowadzono w AutoDock 

4.2, siatkę obliczeniową skonfigurowano tak, by obejmowała całą strukturę DNA z odstępem 

wynoszącym 0,375 Å. Najlepsze pozycje ligandów wybrano w celu przygotowania reprezentatywnych 

kompleksów, które wizualizowano w GaussView 4.1.2. 

17. Przygotowanie komórek HMEC-1 PAD4 KD 

Poza omówionymi wyżej doświadczeniami wykorzystującymi inhibitory PADs, w niniejszej pracy 

przygotowano i wykorzystano także komórki HMEC-1 z wyciszoną ekspresją PAD4. W tym celu 

wykorzystano indukowalny system - TRIPZ Inducible Lentiviral shRNA (Horizon Discovery, Perkin Elmer, 

UK). Który oparty jest na użyciu shRNA dostarczanego do komórek docelowych poprzez transdukcję 

cząstkami lentiwirusowymi. Wektory 

zaprojektowane są w sposób, który umożliwia 

ekspresję shRNA a tym samym wyciszenie ekspresji 

wyłącznie w obecności doksycykliny (DOX). 

Wyciszenie PAD4 prowadzono  

z wykorzystaniem plazmidu pTRIPZ: klon 

V2THS_48865 (#RHS4696-200683408, Horizon 

Discovery, Perkin Elmer, UK). Jako kontrolę użyto 

wektor pTRIPZ non-Target (NT, non-silencing 

shRNA, #RHS4743, Horizon Discovery, Perkin Elmer, 

UK). Mapę wektora pTRIPZ i sekwencje 

wykorzystanych shRNA przedstawiono na Rysunku 

IV.3. Komórki HMEC-1 PAD4 KD przygotowano 

zgodnie ze wskazówkami producenta systemu 

TRIPZ Inducible Lentiviral shRNA.  

17.1. Przygotowanie DNA plazmidowego do transformacji 

17.1.1. Hodowla Escherichia coli 

Plazmidy shRNA Horizon namnażane były w bakteriach Escherichia coli, szczep Top10 (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, USA). Stosowano podstawową pożywkę Luria-Bertani (LB) o niskiej 

zawartości soli, skład: 10 g Trypton (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 5 g NaCl (ChemPur, 

Piekary Śląskie, Polska) i 5 g ekstraktu drożdżowego w 1 L ddH2O. Zgodnie z wytycznymi producenta 

plazmidów przygotowano pożywki hodowlane:  

 
Rysunek IV.4. A. Mapa wektora pTRIPZ (Horizon 
Discovery, Perkin Elmer, UK). B. Sekwencje shRNA 
zawarte w dostarczonych przez producenta plazmidach 
pTRIPZ (Horizon Discovery, Perkin Elmer, UK). 

Sekwencja Gen docelowy

GGAAAGAATCAAGGAGGNT

TATTGCAGCTTCTTAGAGCPAD4



Metody 

 51 

Ì Namnażającą – pożywka LB z dodatkiem 50 µg/ml Zeocyny (InvivoGen, San Diego, USA) i 100 µg/ml 

karbenicyliny (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy). 

Ì Izolacyjną – pożywka LB 100 µg/ml karbenicyliny (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy). 

Bakterie namnażano w pożywce namnażającej przez 16 godz. w temperaturze 37°C  

z wytrząsaniem, następnie wykonywano posiew redukcyjny i płytki inkubowano 16 godz. w cieplarce 

37°C. Z posiewów redukcyjnych wybierano po 3 kolonie, które wykorzystywano do zaszczepienia  

w pożywce izolacyjnej w objętości 10 ml. Bakterie namnażano przez 16 godz. w temperaturze 37°C  

z wytrząsaniem po czym izolowano DNA plazmidowe (DNAp). 

17.1.2. Izolacja i analiza DNA plazmidowego 

Izolacja DNAp przeprowadzana była z wykorzystaniem kolumienkowego zestawu do lizy 

alkalicznej firmy Promega (PureYield MidiPrep, Promega, USA), zgodnie z wytycznymi producenta. 

Uzyskane DNAp analizowano i identyfikowano pod kątem poprawności sekwencji, korzystając ze 

wskazówek producenta. DNAp trawiono enzymem restrykcyjnym SalI (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA): 250 ng DNAp inkubowano z 0,25 ul SalI przez 15 minut w 37°C, reakcję następnie 

zatrzymywano przez 10 min inkubację w temperaturze 65°C. Przeprowadzano rozdział 

elektroforetyczny w 1% żelu agarozowym w TAE, wykorzystywano marker mas: Gen’O Ruler (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, USA). Rozdział prowadzono przez 1 godzinę przy napięciu 100 V, po czym 

wyniki wizualizowano z wykorzystaniem systemu Azure 300 (Azure Biosystems, USA). Uzyskane wyniki 

porównywano ze stężeniem i jakością badanych prób i na tej podstawie wybierano próby, które 

wykorzystano w transfekcji komórek 293FT i produkcji cząstek lentiwirusowych. 

17.2. Produkcja cząstek lentiwirusowych w komórkach 293FT 

Produkcję cząstek lentiwirusowych prowadzono z wykorzystaniem komórek 293FT i zestawu 

firmy Takara: Lenti-X™ Packaging Single Shots (Takara, Japonia). Podczas wykonywania czynności 

związanych z produkcją i wykorzystaniem Lentiwirusów stosowano się ściśle do przepisów związanych 

z zachowaniem bezpieczeństwa i higieny pracy określonych przez Recombinant DNA Advisory 

Committee. Pożywka hodowlana DMEM 293FT filtrowana była przez filtry o porach 0,45 µm. 

Protokół produkcji cząsteczek lentiwirusowych Lenti-NonTarget (L-NT) i Lenti-PAD4 (L-PAD4): 

1. Komórki 293FT wysiano na szalki o średnicy 10 cm w gęstości 5 mln/szalka w 8 ml pełnej pożywki 

DMEM 293FT. Komórki hodowano w standardowych warunkach przez 24 godz. 

2. W sterylnej probówce rozcieńczano DNAp (NT lub PAD4) do ilości 7 µg w 600 µl ddH2O.  

3. DNAp dodawano do probówki zawierającej Lenti-X Packaging Mix. Mieszaninę worteksowano 

przez 20 sekund po czym inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 min. 

4. Po inkubacji dodawano całość mieszaniny transfekcyjnej zawierającej DNAp i Lenti-X Packaging Mix 

do komórek 293FT.  

5. Komórki 293FT inkubowano z mieszaniną transfekcyjną w warunkach hodowli przez 4 godziny, po 

tym czasie do szalek dodano 6 ml świeżej porcji pożywki hodowlanej. Po 24 godzinach od 
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transfekcji komórki obserwowano pod mikroskopem świetlnym oraz fluorescencyjnym w celu 

oceny żywotności komórek i wydajności transformacji. 

6. Hodowlę komórek kontynuowano w standardowych warunkach przez 96 godz. W czasach 48 i 96 

godzin od transfekcji zbierano supernatant znad komórek i szalki zalewano świeżą porcją pożywki. 

Zebrane supernatanty zawierające cząstki lentiwirusowe krótko odwirowywano i filtrowano  

z wykorzystaniem filtrów strzykawkowych o porach 0,25 µm. Przygotowane supernatanty 

lentiwirusowe: L-NT i L-PAD4 przechowywano w wyraźnie oznaczonym pojemniku w temperaturze 

-80°C do momentu ich wykorzystania. 

 

17.3. Transdukcja komórek HMEC-1 

Komórki HMEC-1 transdukowane były wytworzonymi cząstkami lentiwirusowymi. 

Wykorzystano komórki HMEC-1 charakteryzujące się prawidłową morfologią oraz progresją cyklu 

komórkowego. Transdukcję prowadzono z wykorzystaniem czynnika zwiększającego jej wydajność – 

bromku heksadymetryny (Polybrene, Merck, Niemcy). Po przeprowadzeniu transdukcji, komórki 

selekcjonowane były z wykorzystaniem 1 µg/ml puromycyny (Gibco, USA) przez 10 dni  

w standardowych warunkach hodowli.  

Protokół transdukcji HMEC-1 cząstkami lentiwirusowymi: 

1. Komórki HMEC-1 wysiewano na płytki 6-dołkowe w gęstości 300 000 komórek na dołek  

w końcowej objętości 2 ml filtrowanej (0,45 µm) pożywki hodowlanej i inkubowane w warunkach 

hodowli przez 12-16 godzin. 

2. Zmieniano pożywkę hodowlaną na świeżą nie zawierającą FBS i do komórek HMEC-1 dodawano 

Polybrene do końcowego stężenia 1µ g/ml. Komórki inkubowano w warunkach hodowli przez 30 

minut. 

3. Po inkubacji z Polybrene do komórek dodawano różną objętości supernatantu lentiwirusowego: 

100, 200 lub 500 µl bezpośrednio do pożywki hodowlanej. Komórki inkubowano z cząstkami 

lentiwirusowymi przez 1 godzinę w warunkach hodowli. 

4. Dołki płytki uzupełniano pełną świeżą pożywką MCDB131 i kontynuowano inkubację komórek 

przez 6 lub 12 godz. 

5. Po upływie czasu inkubacji znad komórek zbierano pożywkę zawierającą cząstki lentiwirusowe  

i dołki płytki uzupełniano świeżą porcją pełnej pożywki MCDB131. Kontynuowano hodowlę  

w standardowych warunkach przez 48 godz. w międzyczasie obserwując komórki pod 

mikroskopem świetlnym. 

6. Po 48 godzinach hodowli znad komórek zebrano starą pożywkę hodowlaną i dodano medium 

hodowlane zawierające 1 µg/ml puromycyny. Hodowlę kontynuowano przez 10 dni, zmieniając 

pożywkę selekcyjną co drugi dzień, aż do momentu, gdy wszystkie komórki w dołkach kontrolnych 

były martwe, a w dołkach badanych pozostały jedynie komórki eksprymujące shRNA Po tym czasie 

komórki potraktowano DOX i obserwowano czerwoną fluorescencję komórek. Wyprowadzono 
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stabilne linie komórkowe HMEC-1 PAD4 KD, które analizowano pod kątem stopnia wyciszenia 

badanego genu PAD4. 
 

17.4. Weryfikacja wyciszenia PAD4 

Weryfikację wyciszenia PAD4 w wybranych klonach HMEC-1 prowadzono na poziomie 

transkrypcyjnym i białka odpowiednio z wykorzystaniem opisanych wyżej technik qPCR oraz Western 

blotting. Kontrolę w analizach stanowiły komórki HMEC-1 NT. Najlepszy stopień wyciszenia uzyskano 

w przypadku linii HMEC-1 PAD4 KD 6.1, która w pracy określana jest skrótem PAD4 KD. 

17.5. Analizy komórek HMEC-1 PAD4 KD 

Wszystkie analizy wykonywane z wykorzystaniem przygotowanych komórek HMEC-1 PAD4 KD 

prowadzono analogicznie do opisanych już wyżej metod. Poziomy białek oceniano przy użyciu techniki 

Western blottingu (Metody 4.), ekspresję mRNA z wykorzystaniem qPCR (Metody 6.). Wykonano także 

test tworzenia struktur pseudokapilarnych (Metody 8.). 

18. Analiza statystyczna wyników 

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono z wykorzystaniem programu GraphPad Prism (v. 

9.0, GraphPad, San Diego, Kalifornia, USA). Różnice między grupami oceniano za pomocą 

jednoczynnikowej analizy ANOVA i analizy post hoc za pomocą testu Dunnetta, lub przy wykorzystaniu 

testu t-Studenta. Istotność wyników prezentowana jest na wykresach oznaczeniami: ***<0,0001, 

**<0,001, *<0,05. 
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V. Wyniki 
1. Wpływ inhibitorów PADs na wybrane funkcje komórek śródbłonka – potencjał 

angiogenny 

1.1. Weryfikacja ekspresji PAD i poziomów H3cit w komórkach śródbłonka 

W komórkach HMEC-1 i HUVEC z wykorzystaniem techniki Western blotting, porównano 

poziomy dwóch izoform: PAD2 i PAD4, które zdolne są do przeprowadzania cytrulinacji histonów 

(Rysunek V.1A). Poziomy te porównywano z wybranymi liniami nowotworowymi (Rysunek V.1A). Tą 

samą techniką analizowano także obecność cytrulinacji histonów w wybranych modelach (Rysunek 

V.1B). Zarówno w przypadku wybranych izoform PADs jak i H3cit najintensywniejsze sygnały 

chemiluminescencji zarejestrowano dla linii HCT116 i SW620, w obu typach ECs poziomy były 

porównywalne (Rysunek V.1A i V.1B). W ECs potwierdzono także obecność pozostałych funkcjonalnych 

izoform PADs (Rysunek V.1C). Z wykorzystaniem barwienia immunofluorescencyjnego analizowano 

następnie lokalizację izoform PAD2 i PAD4 w komórkach HMEC-1. Zdjęcia zaprezentowane na Rysunku 

V.1C wskazują na lokalizację obu izoform zarówno w cytoplazmie, jak i w jądrze komórkowym, co 

potwierdza, że cytrulinacja histonów w ECs prowadzona może być zarówno przez PAD2 i PAD4.  

 
Rysunek V.1. Weryfikacja obecności izoform PADs w wybranych modelach komórkowych A: Poziom PAD2 i PAD4  
w wybranych modelach ECs i liniach nowotworowych; reprezentatywny WB; n = 3; B: Poziom H3cit w wybranych modelach 
ECs i liniach nowotworowych; reprezentatywny WB; n = 3; C: Weryfikacja obecności pozostałych izoform PADs w HMEC-1  
i HUVEC; D: Immunofluorescencyjna analiza lokalizacji PAD2 i PAD4 w komórkach HMEC-1. Jądra komórkowe wybarwiono 10 
µM DAPI. Powiększenie 10x; reprezentatywne zdjęcia mikroskopowe; n = 4. 

1.2. Analizy cytotoksyczności inhibitorów PAD i ocena potencjału inhibitorowego 

Po potwierdzeniu obecności PAD2, PAD4 oraz H3cit w obu badanych typach ECs,  

z wykorzystaniem testu redukcji resazuryny zbadano cytotoksyczność wybranych inhibitorów PADs. 

Charakterystykę stosowanych inhibitorów przedstawiono w Tabeli III.1 (III. Materiały). Komórki HMEC-

1 i HUVEC traktowane były stężeniami inhibitorów w zakresie: BBCLA 0,25-5 µM, CLA 0,25-10 µM lub 

FA 0,25-10 µM przez 24 godziny. Analizy wykazały, że w badanych zakresach stężeń wyłącznie BBCLA 
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ma działanie cytotoksyczne, IC50 dla HMEC-1: 1,75 µM ± 0,13 µM, dla HUVEC: 1,97 µM ± 0,08 µM 

(Rysunek V.2A i V.2B). CLA i FA nie powodowały istotnych spadków przeżywalności ECs. W celu dalszej 

analizy cytotoksyczności badanych związków dla ECs wykorzystano kolejny typ komórek śródbłonka – 

aortalną linię HAEC, gdzie uzyskano podobne wyniki; IC50 BBCLA wyniosło 1,99 µM ± 0,16 µM i brak 

cytotoksyczności CLA i FA w badanych zakresach stężeń (Rysunek V.2.C). Tak duże rozbieżności 

pomiędzy BBCLA a pozostałymi inhibitorami sprawiły, że zdecydowano się sprawdzić efekty 

wywoływane przez wyższe stężenia CLA i FA. Komórki HMEC-1 (Rysunek V.2.D) i HUVEC (Rysunek V.2.E) 

traktowano zatem wyższymi stężeniami CLA i FA (25-200 µM) przez 24 godz. W HMEC-1 IC50 badanych 

związków ponownie znajduje się powyżej zastosowanych eksperymentalnie stężeń, natomiast  

w HUVEC wyznaczone IC50 dla CLA to 175,67 µM ± 2,54 µM.  

 
Rysunek V.2. Cytotoksyczność badanych inhibitorów. Przeżywalność ECs traktowanych inhibitorami PADs przez 24 godz.: A: 
HMEC-1, B: HUVEC, C: HAEC. Dane przedstawiono jako średnią ± SD, n = 5. Przeżywalność ECs traktowanych wyższymi 
stężeniami CLA lub FA przez 24 godz.: D: HMEC-1, E: HUVEC. Dane przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: 
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta, istotność statystyczną zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001, 
*p<0,05 vs. kontrola. 

Na podstawie powyższych analiz wybrano nietoksyczne stężenia inhibitorów PADs, które 

badano pod względem ich potencjału do hamowania przeprowadzania procesu cytrulinacji H3 w ECs. 

Wykorzystano zatem stężenia 0,25, 0,5 i 1 µM BBCLA lub 2, 5 i 10 µM zarówno CLA i FA.  

Z wykorzystaniem WB analizowano poziom ogólnej cytrulinacji H3 po 16 godz. inkubacji ECs  

z inhibitorami (Rysunek V.3A i V.3B). BBCLA najsilniej hamował wprowadzanie H3cit w obu modelach 

ECs, zmniejszając poziom tej sygnatury ponad 4-krotnie przy najwyższym zastosowanym stężeniu 

(Rysunek V.3A i V.3B). Efekty CLA i FA były do siebie zbliżone, oba związki obniżyły poziom H3cit niemal 

3-krotnie przy najwyższym stężeniu w obu typach ECs (Rysunek V.3A i V.3B). 
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Rysunek V.3. Weryfikacja potencjału inhibitorowego badanych związków. A i B: Poziom H3cit w ECs traktowanych 
inhibitorami PADs przez 16 godz. Jako białko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane są reprezentatywne 
membrany, a wykresy przedstawiają analizę densytometryczną sygnału. Dane przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3. Analiza 
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; istotność statystyczną zaprezentowano jako: ***p<0,0001, 
**p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola. 

Poza 16 godz. czasem inkubacji, powszechnie stosowanym w podobnego typu badaniach, 

analizowano również efekty 5-godzinnej, inkubacji ECs z inhibitorami. Jednak w tym przypadku istotny 

spadek H3cit zaobserwowano wyłącznie w przypadku 1 µM BBCLA (Rysunek V.4A). Dodatkowo, 

oznaczono również wpływ badanych inhibitorów PADs na poziom innej modyfikacji potranslacyjnej 

wprowadzanej przez PAD2/PAD4, a mianowicie H4R2cit. Komórki HMEC-1 inkubowano przez 16 godz. 

z inhibitorami, a wyniki wskazują, że każdy z badanych związków na podobnym poziomie istotnie 

obniża poziom tej modyfikacji do ok. 40% kontroli (Rysunek V.4B). Podsumowując, stwierdzono, że 

wyłącznie BBCLA wykazuje działanie cytotoksyczne względem ECs i na podstawie uzyskanych wyników 

wybrano optymalny czas inkubacji – 16 godz. oraz stężenia inhibitorów PADs, które efektywnie hamują 

cytrulinację H3: 1 µM BBCLA, 10 µM CLA i FA. 
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Rysunek V.4. Weryfikacja potencjału inhibitorowego badanych związków; A: Poziom H3cit w HMEC-1 inkubowanych  
z inhibitorami PADs przez 5 godz.; B: Poziom H4R2 w HMEC-1 inkubowanych z inhibitorami PADs przez 16 godz. W powyższych 
analizach jako białko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane są reprezentatywne membrany, a wykresy 
przedstawiają analizę densytometryczną sygnału. Dane przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3, Analiza statystyczna: 
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; istotność statystyczną zaprezentowano jako: p **<0,001, p*<0,05 vs. 
kontrola. 

1.3. Analizy wpływu inhibitorów PAD na cykl komórkowy i proliferację ECs 

W kolejnym etapie badano wpływ zahamowania aktywności PADs w ECs na progresję cyklu 

komórkowego. W tym celu komórki HMEC-1 traktowano wybranymi powyżej stężeniami inhibitorów 

z zastosowaniem kilku czasów inkubacji: 16, 24, 32 i 48 godz. Przy użyciu techniki cytometrii 

przepływowej analizowano odsetek komórek znajdujących się w poszczególnych fazach cyklu 

komórkowego (Rysunek V.5). Na Rysunku V.6 przedstawiono reprezentatywne histogramy z analizy 

przeprowadzonej w programie FlowJo. Nie stwierdzono istotnych zmian pomiędzy komórkami 

kontrolnymi, a komórkami poddanymi działaniu inhibitorów.  

 
Rysunek V.5. Wpływ inhibitorów PAD na progresję cyklu komórkowego HMEC-1. Wykresy przedstawiają procent komórek 
HMEC-1 w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Komórki inkubowano przez podany czas odpowiednio z B: 1 µM BBCLA, 
C: 10 µM CLA lub D: 10 µM FA, wyniki porównywano do komórek kontrolnych: A. Wyniki przedstawiono jako średnia ± SD  
(n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta p*<0,05 vs. kontrola. 
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Rysunek V.6. Cytometryczna analiza cyklu komórkowego. A: Progresja cyklu komórkowego HMEC-1 traktowanych 
inhibitorami PADs przez 16, 24, 32 lub 48 godz. Przedstawiono reprezentatywny histogram dla każdego punktu czasowego. 
DNA barwiono roztworem jodku propidyny (n = 3). Histogramy przygotowano w oparciu o zliczenia komórek. 

W celu dalszej weryfikacji przeprowadzono test proliferacji z wykorzystaniem metody redukcji 

resazuryny. Komórki HMEC-1 inkubowano z inhibitorami przez 48 godz. w zakresach stężeń 

analogicznych jak przy inkubacji 24 godz. Istotny statystycznie (p*<0,05), cytotoksyczny wpływ na 

proliferację komórek śródbłonka zaobserwowano jedynie przy wyższych stężeniach BBCLA (>1 µM), 

których nie stosowano w kolejnych analizach (Rysunek V.7A i V.7B). CLA i FA nie wywierały żadnego 

efektu w badanym zakresie stężeń. 

 
Rysunek V.7. Proliferacja ECs traktowanych inhibitorami PAD. Proliferacja HMEC-1 (A) lub HUVEC (B) traktowanych 
inhibitorami PADs przez 48 godz. Dane przedstawiono jako średnią ± SD (n=3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, 
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test post-hoc Dunnetta. Istotność statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: p***<0,0001, p**<0,001, p*<0,05 
vs. kontrola. 

Równolegle z prowadzonymi analizami cytometrycznymi sprawdzano jak zahamowanie 

aktywności PADs wpływa na profil ekspresji wybranych cyklin zaangażowanych w regulację cyklu 

komórkowego. Potraktowanie komórek HMEC-1 inhibitorami: BBCLA: 0,25, 0,5 i 1 µM oraz CLA/FA:  

2, 5 i 10 µM, znacznie modyfikowało profil ekspresyjny (CCNA, CCNB, CCNE CCND, CCNY), w sposób 

zależny od danego czasu inkubacji (Rysunek V.8). Stwierdzono, że BBCLA i CLA znacząco (p*<0,05 lub 

p**<0,001) zmniejszają ekspresję genów dla cykliny E (CCNE) i cykliny D (CCND) w HMEC-1 po 16 godz. 

inkubacji (Rysunek V.8). Dodatkowo, zarówno BBCLA i CLA istotnie zwiększyły ekspresję cykliny  

A (CCNA) po 24 godz. inkubacji (p*<0,05), ale najwięcej efektów na ekspresję cyklin wywarła inkubacja  

z FA (Rysunek V.8). W każdym punkcie czasowym inkubacja z FA istotnie zwiększyła ekspresję CCNY 

(p*<0,05) (Rysunek V.8). Jednak przedstawiona analiza cytometryczna wskazuje, że stwierdzone, 

istotne statystycznie zmiany w ekspresji wybranych cyklin nie są wystarczające do modyfikacji cyklu 

komórkowego.  

 
Rysunek V.8. Profil ekspresji cyklin w ECs traktowanych inhibitorami PAD. Względny poziom ekspresji mRNA dla wybranych 
cyklin w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16, 24, 32 i 48 godz. Dane przedstawiono jako średnia ± SD, n = 3. 
Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotność statystyczną wszystkich wyników 
zaprezentowano jako: p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola. 

 

Analizowano również poziomy wybranych białek wiązanych z progresją cyklu komórkowego: 

kinazy ChK1, jej aktywnej formy fosforylowanej pChK1, p53 oraz PCNA. Żaden z inhibitorów nie 

wywołał istotnych efektów na poziom badanych białek w HMEC-1 (Rysunek V.9). Stwierdzono zatem, 

że zahamowanie PADs działaniem wybranych stężeń stosowanych inhibitorów nie wywiera istotnego 
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efektu zarówno na proliferację, jak i progresję cyklu komórkowego HMEC-1, mimo istotnych zmian  

w profilu ekspresyjnym cyklin. 

 
Rysunek V.9. Poziom białek związanych z cyklem komórkowym HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD. HMEC-1 
traktowano inhibitorami PADs przez 16 godz. Jako białko referencyjne wykorzystano b-aktynę. Przedstawione WB są 
reprezentatywne, a wykres przedstawia analizę densytometryczną chemiluminescencji. Dane przedstawiono jako średnia ± 
SD (n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta *p<0,05 vs. kontrola. 

1.4. Analiza potencjału angiogennego ECs poddanych działaniu inhibitorów PADs 

W kolejnych etapach badań analizowano parametry istotne w angiogenezie, m.in. migrację 

komórek, tworzenie struktur pseudokapilarnych oraz profil wydzielniczo – transkrypcyjny ECs. Na 

początku, analizowano zdolności migracyjne ECs, kluczowe w procesie angiogenezy in vivo. W tym celu 

HMEC-1 (Rysunek V.10) i HUVEC (Rysunek V.11) traktowano inhibitorami PADs przez 16 godz.,  

a następnie zdolności migracyjne oceniano w oparciu o test zarastania rysy. 

.  
Rysunek V.10. Analiza zdolności migracyjnych HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD. Komórki HMEC-1 preinkubowano 
z inhibitorami przez 16 godz. A Reprezentatywne zdjęcia mikroskopowe HMEC-1 wykonane w czasie 0 i 8 godzin po wykonaniu 
rysy. A’: Analiza obszaru zarastania rys przeprowadzona przy użyciu nakładki Wound healing w programie ImageJ. Dane 
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przedstawiono jako średnia ± SD (n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotność 
statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola. 

Zahamowanie aktywności PADs znacznie zmniejszyło migrację obu typów ECs w porównaniu do 

kontroli. Ponownie najsilniejsze efekty zaobserwowano w przypadku BBCLA, gdzie powierzchnia 

zarośnięcia rysy była o około 50% mniejsza w odniesieniu do komórek kontrolnych (Rysunek V10 

i V.11).  

 
Rysunek V.11. Analiza zdolności migracyjnych HUVEC traktowanych inhibitorami PAD. Komórki HUVEC pre-inkubowano  
z inhibitorami przez 16 godz. A Reprezentatywne zdjęcia mikroskopowe HUVEC wykonane w czasie 0 i 8 godzin po wykonaniu 
rysy. A’: Analiza obszaru zarastania rys przeprowadzona przy użyciu nakładki Wound Healing w programie ImageJ. Dane 
przedstawiono jako średnia ± SD (n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotność 
statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola. 

W celu wyjaśnienia obserwowanych efektów zbadano całkowitą aktywność metaloproteinaz 

(MMPs) oraz produkcję NO•. Uzyskane wyniki pokazały, że całkowita aktywność MMPs jest istotnie 

statystycznie obniżona jedynie w komórkach poddanych działaniu BBCLA (*p<0,001), w przypadku 

pozostałych związków (CLA i FA) nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian (Rysunek V.12A  

i V.12B). Natomiast analiza poziomu NO•, wykonana przy użyciu sondy DAF-FM DA pokazała, że 

zarówno BBCLA i CLA istotnie statystycznie (odpowiednio **p<0,001 i *p<0,05) obniżyły ilość NO• 

(Rysunek V.12C). 

0 h

8 h

Kontrola 1 µM BBCLA 10 µM CLA 10 µM FAA

A’

0

20

40

60

80

100

1 2 3 4

Po
wi

er
zc

hn
ia

 ry
sy

[%
 z

ar
oś

ni
ęc

ia
]

Kontrola BBCLA CLA FA

**

**
*

0 h 8 h
Kontrola BBCLA CLA FA

0 h 8 h 0 h 8 h 0 h 8 h



Wyniki – Wpływ inhibitorów PADs na wybrane funkcje komórek śródbłonka 

 62 

 
Rysunek V.12. Analiza aktywności MMPs i poziomu NO• w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD. A i B: Całkowita 
aktywność MMPs w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz, zaprezentowana jako % kontroli (A) i w postaci 
wykresu kinetycznego intensywności fluorescencji w ciągu 60 min (B) (n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, 
test post hoc Dunnetta. C: Analiza produkcji NO• w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz. Dane 
przedstawione jako średnia ± SD (n = 4). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post hoc Dunnetta. Istotność 
statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola. 

Do oceny wpływu inhibitorów PAD na kolejny istotny etapu angiogenezy, mianowicie tworzenia 

struktur kapilarnych, wykorzystano podłoże MatriGel™. HUVECs i HMEC-1 preinkubowano  

z inhibitorami PADs przez 16 godz., po czym komórki przenoszono na Matrigel™ i obserwowano 

wytworzone struktury po kolejnych 6 godz. inkubacji. Sieci utworzonych pseudokapilar barwiono  

z wykorzystaniem kalceiny-AM w końcowym stężeniu 3 µM i fotografowano z wykorzystaniem 

mikroskopu fluorescencyjnego (Rysunek V.13A i V.13B). Każdy z zastosowanych inhibitorów istotnie 

wpłynął na organizację i parametry morfologiczne sieci kapilarnych (Rysunek V.13). Ponownie, w obu 

modelach ECs najsilniejsze efekty zarejestrowano w komórkach traktowanych BBCLA, widoczne jest to 

zarówno w aspekcie liczby węzłów, połączeń, segmentów, rozgałęzień, jak również długości 

powstałych struktur. W komórkach HMEC-1 istotne statystycznie efekty stwierdzono dla wszystkich 

trzech badanych inhibitorów (Rysunek V.13A i A’), zaś w przypadku HUVEC, istotne statystycznie 

zmiany, związane z ograniczeniem tworzenia się sieci pseudonaczyń zaobserwowano w przypadku 

BBCLA i CLA (Rysunek V.13B i B’).  
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Rysunek V.13. Test formowania struktur pseudokapilarnych przez komórki śródbłonka traktowane inhibitorami PADs przez 
16 godz. A i B Reprezentatywne zdjęcia wytworzonych struktur wybarwionych 3 µM kalceiną AM, powiększenie 4x, n = 9. A – 
HMEC-1, B – HUVEC. Na wykresach A’ i B’ zaprezentowano analizę parametryczną struktur wytworzonych przez HMEC-1 lub 
HUVEC, odpowiednio. Dane przedstawiono jako średnia ± SD, n = 9. Statystyka: jednoczynnikowa analiza ANOVA, test post-
hoc Dunnetta (***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05). 

Aby wyjaśnić molekularne podłoże anty-angiogennego działania inhibitorów PADs przeanalizowano 

profil wydzielniczy HMEC-1 traktowanych badanymi związkami przez 16 godz. W tym celu 

wykorzystano komercyjny zestaw membran typu dot-blot Proteome Profiler Human Angiogenesis 

Array Kit™, pozwalający na oznaczenie poziomów białek zaangażowanych w regulację procesu 

angiogenezy, wydzielanych przez komórki do pożywki hodowlanej. Na Rysunku V.14A, B, C i D 

przedstawiono reprezentatywne membrany dot-blot. 
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Rysunek V.14 Analiza profilu wydzielniczego HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs. A B C i D: reprezentatywne 
membrany dot-blot z zestawu Proteome Profiler Angiogenesis Array, inkubowane z pożywką hodowlaną zebraną znad HMEC-
1 odpowiednio kontrola, inkubowanych z BBCLA, CLA i FA. Czerwonymi prostokątami zaznaczono białka których wydzielanie 
obniżyły wszystkie inhibitory, zielone prostokąty to białka których wydzielanie było zwiększone. 

Wśród najistotniejszych zmian wykryto znaczne zmniejszenie wydzielania VEGFA i VEGFC  

w komórkach HMEC-1 traktowanych BBCLA (Rysunek V.15A), odpowiednio do 5% i 11% kontroli. 

Zmiany te w komórkach traktowanych CLA i FA były łagodniejsze, w przypadku CLA obniżenie VEGFA 

względem kontroli do 81% i VEGFC do 49% (Rysunek V.15B), dla FA odpowiednio 49% i 42% (Rysunek 

V.15C). Na Rysunku V.15 przedstawiono także analizę densytometryczną pozostałych czynników, 

których analizę umożliwił zestaw Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit™. Ogólny profil 

zmian był zbieżny w przypadku CLA i FA, i odrębny dla BBCLA. Do czynników, na których podobny efekt 

miały wszystkie trzy zastosowane inhibitory (Rysunek V.16) należą: silny inhibitor angiogenezy PEDF, 

podwyższony o 50% względem kontroli, a także obniżone poniżej 50% kontroli PDGF-AA, TSP-2, uPA, 

PSPN, VASH.  
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Rysunek V.15. Kwantyfikacja sygnałów chemiluminescencyjnych – zestaw Angiogenesis Array Kit. A, B i C: kwantyfikacja 
sygnału chemiluminencyjnego każdego z punktów na membranach, komórki inkubowano odpowiednio z A – BBCLA, B – CLA, 
C – FA. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli, średnia ± SD, n = 2. Wyjaśnienie skrótów na wykresach zawarto w Spisie 
skrótów. 

 
Rysunek V.16. Kwantyfikacja i zestawienie czynników, których wydzielanie modulują inhibitory PAD. Wyniki przedstawiono 
jako procent kontroli, średnia ± SD, n = 2. 

Zarejestrowane zmiany w produkcji wybranych, wyżej wymienionych białek zweryfikowano na 

poziomie transkrypcyjnym z wykorzystaniem qPCR (Rysunek V.17). Stwierdzono, istotnie statystycznie 

obniżenie ekspresji VEGFA i VEGFC pod wpływem BBCLA i CLA (*p<0,05), ale nie FA. Wszystkie 

inhibitory natomiast silnie zwiększyły ekspresję PEDF, co koreluje z opisanym wyżej większym 

poziomem wydzielania tego czynnika. Podobnie zwiększenie ekspresji i wydzielania innego enzymu  

z rodziny SERPIN – PAI1, zaobserwowano w przypadku komórek traktowanych BBCLA. Ponadto pod 

wpływem BBCLA i FA zarejestrowano zwiększenie ekspresji TIMP-1, będącego inhibitorem 

metaloproteinaz. Natomiast BBCLA i CLA obniżały istotnie ekspresję ET-1. Dodatkowo BBCLA i CLA 

istotnie zwiększyły ekspresję IGFBP2, a inhibitor FA poziom mRNA dla IGFBP3 (Rysunek V.17). 
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Oznaczono także ekspresję kilku czynników, które poza zaangażowaniem w regulację angiogenezy 

uczestniczą również w procesach zapalnych. Ekspresja lL6, IL8 i CCL2 była istotnie obniżona w wyniku 

inkubacji z BBCLA i CLA (*p< 0,05), natomiast odwrotny efekt wywołała inkubacja z FA (*p< 0,05). 

Podobny schemat odpowiedzi na działanie inhibitorów zaobserwowano dla VIM (Rysunek V.17). 

 
Rysunek V.17. Ekspresja genów związanych z regulacją angiogenezy lub stanem zapalnym w komórkach HMEC-1. Komórki 
HMEC-1 inkubowano z inhibitorami PADs przez 16 godz. Wyniki qPCR normalizowano względem ekspresji HPRT1, dane 
przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post hoc Dunnetta ***<0,0001, 
**<0,001, *<0,05 vs. kontrola. 

Biorąc pod uwagę ogólny antyangiogenny efekt farmakologicznej inhibicji aktywności PADs 

zdecydowano się zbadać status jednego z najistotniejszych szlaków sygnałowych – PI3K/AKT. Komórki 

HMEC-1 traktowano inhibitorami PADs przez 16 godz., następnie poprzez WB analizowano poziomy 

wybranych białek badanego szlaku: Akt, fosforylowaną aktywną formę Akt (pAkt), PI3K i GSK3b 

(Rysunek V.18). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w poziomach PI3K, a GSK3b 

obniżony był istotnie jedynie przez FA (*p<0,05). Natomiast, traktowanie komórek HMEC-1 każdym  

z inhibitorów skutkowało obniżeniem aktywnej, ufosforylowanej formy białka – ph-Akt (***p< 0,0001 

dla BBCLA i CLA, *p< 0,05 dla FA). Poziom ph-AKT w porównaniu do formy nieaktywnej został obniżony 

do ok. 40% przez wszystkie inhibitory PADs, co wskazuje, że aktywność PADs może być istotna właśnie 

na etapie aktywacji tego szlaku na poziomie fosforylacji Akt (Rysunek V.18). 

 
Rysunek V.18. Analiza szlaku PI3K/AKT w komórkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs. A. – reprezentatywne 
membrany przedstawiające poziomy pan-Akt, ph-AKT, GSK3B i PI3K w HMEC-1 traktowanych inhibitorami przez 16 godz. Jako 
kontrolę nakładania wykorzystano β-aktynę, n = 3 B. – analiza densytometryczna sygnałów chemiluminescencyjnych. Sygnał 
pAkt normalizowano względem pan-Akt. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta, 
p***<0,0001, p*<0,05 vs. kontrola. 
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1.5. Badanie konsekwencji zahamowania aktywności PAD w kontekście homeostazy 

redoks 

W kolejnym etapie badań starano się zbadać wpływ zahamowania aktywności PADs w HMEC-1 

na wybrane aspekty homeostazy redoks oraz wyjaśnić podłoże obserwowanej większej 

cytotoksyczności BBCLA względem pozostałych inhibitorów PADs (Rysunek V.2). Analizowano efekty 

zahamowania PADs na cytotoksyczność wywołaną czynnikami wywołującymi stres oksydacyjny. W tym 

celu wykorzystano zarówno utleniacz organiczny: t-BOOH, jak i nieorganiczny: H2O2. Komórki HMEC-1 

preinkubowano z inhibitorami PADs przez 16 godz. a następnie poddawano działaniu 10 µM t-BOOH 

lub 150 µM H2O2, przeżywalność komórek oznaczano z wykorzystaniem testu wychwytu czerwieni 

obojętnej. Wcześniejsza inkubacja HMEC-1 z BBCLA istotnie statystycznie zwiększyła (*p< 0,05) 

przeżywalność względem komórek traktowanych t-BOOH (Rysunek V.19A). W przypadku H2O2 

podobny efekt zaobserwowano dla każdego z zastosowanych inhibitorów (*p < 0,05) (Rysunek V.19B). 

 
Rysunek V.19. Analiza wpływu inhibitorów PAD na przeżywalność HMEC-1 traktowanych t-BOOH lub H2O2.  
A: Przeżywalność ECs traktowanych inhibitorami PADs przez 24 godz i t-BOOH przez 2 godz. Dane przedstawiono jako średnią 
± SD, n = 3 B: Przeżywalność ECs traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz. i H2O2 przez godzinę. Dane przedstawiono 
jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Próby analizowano vs. 
kontrola i t-BOOH/ H2O2 vs. ko-traktowanie: inhibitor PADs + t-BOOH/ H2O2. Istotność statystyczną wszystkich wyników 
zaprezentowano jako: *p<0,05. 

Z wykorzystaniem sondy H2DCF DA analizowano poziomy RFT zarówno w komórkach HMEC-1 

inkubowanych wyłącznie z inhibitorami PAD, jak i w komórkach poddanych stresowi oksydacyjnemu 

wywołanemu 10 µM t-BOOH. Potraktowanie komórek wyłącznie inhibitorami PADs nie wywołało 

istotnych zmian w produkcji RFT (Rysunek V.20A). Natomiast preinkubacja z inhibitorami, podobnie jak 

w powyższych analizach cytotoksyczności, istotnie zmniejszyła produkcję RFT po inkubacji komórek  

z 10 µM t-BOOH (Rysunek V.20A’). Najmniej istotny statystycznie efekt zaobserwowano w przypadku 

CLA (*p< 0,05), a zbliżone efekty wywołała inkubacja z BBCLA i FA (**p< 0,001). Następnie,  

z wykorzystaniem qPCR analizowano względne poziomy ekspresji genów, których produkty 

zaangażowane są w regulację homeostazy redoks. Wszystkie inhibitory PADs po 16 godz. inkubacji 

istotnie (*p<0,05) zwiększyły w HMEC-1 poziom ekspresji TXNRD1 oraz NRF2 (Rysunek V.20B). 
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Natomiast nie zaobserwowano zmian w TXN1, a poziom TXN2 zwiększyła wyłącznie inkubacja z FA 

(Rysunek V.20B). 

 
Rysunek V.20. Poziom RFT i ekspresja genów związanych z homeostazą redoks w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD. 
A: Produkcja RFT w komórkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz i produkcja RFT w komórkach HMEC-
1 traktowanych inhibitorami przez 16 godz. i 2 godz. inkubacji z t-BOOH, dane przedstawiono jako średnia ± SD, n = 4. Analiza 
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Próby analizowano vs. kontrola i t-BOOH vs. ko-traktowanie 
inhibitory PAD + t-BOOH. B: Względny poziom ekspresji genów związanych z homeostazą redoks w HMEC-1 traktowanych 
inhibitorami PADs przez 16 godz. Wyniki normalizowano względem ekspresji HPRT1, dane przedstawiono jako średnią ± SD n 
= 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotność statystyczną wszystkich wyników 
zaprezentowano jako: p***<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola. 

Ze względu na zastanawiającą rozbieżność w IC50 badanych inhibitorów PAD w ECs zdecydowano 

się zweryfikować czy obserwowana wysoka cytotoksyczność BBCLA związana może być spowodowana 

uszkodzeniami DNA. W pierwszej kolejności przy użyciu metod in silico analizowano potencjał wiązania 

się badanych związków do struktury DNA (Rysunek V.21). Według przeprowadzonych analiz wszystkie 

inhibitory PAD mogą wiązać się do DNA w małym rowku a obliczone energie wiązania wskazują, że to 

właśnie BBCLA posiadać może największą zdolność do interakcji DNA (-33,54 kJ/mol).  

 
Rysunek V.21. Analizy in silico wiązania badanych inhibitorów PAD do struktury DNA. Struktury badanych inhibitorów PADs 
dokowano do modelu DNA (PDB ID: 1BNA). Wyniki analizy wizualizowano w programie GaussView 4.1.2 

Następnie z wykorzystaniem testu kometowego analizowano procent uszkodzeń DNA  

w komórkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD przez 16 godz. (Rysunek V.22). Wnioskując na 
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podstawie analiz in silico, cytotoksyczność BBCLA spowodowana mogła być właśnie uszkodzeniami 

DNA. Jednak żaden z zastosowanych inhibitorów nie powodował istotnych uszkodzeń DNA  

w zastosowanym stężeniu. Te wyniki w połączeniu z opisanym wyżej efektem cytoprotekcyjnym przed 

H2O2 skłoniły do analizy wpływu pre-inkubacji HMEC-1 z inhibitorami PADs na uszkodzenia oksydacyjne 

DNA wywoływane H2O2. Pre-inkubacja HMEC-1 z inhibitorami PADs istotnie statystycznie (*p< 0,0001) 

chroniła HMEC-1 przed uszkodzeniami DNA wywołanymi H2O2 (Rysunek V22B). Wyniki te wyraźnie 

wskazują, że inhibitory PADs w podanych stężeniach nie tylko nie indukują uszkodzeń DNA, ale 

wykazują działanie protekcyjne przed działaniem H2O2. 

 
Rysunek V.22. Test kometowy. A. Reprezentatywne zdjęcia z testu kometowego, komórki HMEC-1 preinkubowano  
z inhibitorami PADs a następnie poddawano działaniu 150 µM H2O2 przez 30 min. B: Analiza uszkodzeń DNA w HMEC-1 
traktowanych inhibitorami PAD przez 16 godz i H2O2 przez 30 min. Wyniki na wykresie przedstawiono jako średnią ± SD, n = 
3. Analiza statystyczna: test t-Studenta: *** p < 0,0001. 

Dodatkowo zdecydowano się zbadać wpływ zahamowania aktywności PAD na funkcję 

mitochondriów w HMEC-1. W tym celu wykorzystano aparat Seahorse i test MitoStress Test 

pozwalający ocenić szereg parametrów mitochondrialnych. Analizy wykonano wyłącznie dla BBCLA  

i CLA. Nie wykryto istotnych statystycznie zmian w profilu oddychania po potraktowaniu komórek 

inhibitorami PADs (Rysunek V.23).  

 
Rysunek V.23. Analiza oddychania w HMEC-1 traktowanych BBCLA lub CLA. A: wykres OCR, wygenerowane po analizie  
w programie Wave, przedstawiające wpływ 16 godz. inkubacji HMEC-1 z BBCLA lub CLA na oddychanie mitochondrialne. Dane 
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przedstawiono jako średnia + SD, n = 3. Analiza statystyczna: test ANOVA, post-hoc Tuckeya, *p<0,05. B: reprezentatywny 
wykres OCR, proponowany przez producenta. 

Analizy nie wykazały także żadnych istotnych zmian w analizowanych parametrach 

mitochondrialnych w tym m.in. w zapasowej zdolności oddechowej i produkcji ATP (Rysunek V.24). 

 
Rysunek V.24. Analiza wybranych parametrów mitochondrialnych w HMEC-1 traktowanych BBCLA lub CLA. Wykresy 
wygenerowane po analizie w programie Wave, przedstawiające wpływ 16 godz. inkubacji HMEC-1 z BBCLA lub CLA na 
wybrane parametry funkcji mitochondriów, dane przedstawiono jako średnia + SD, n = 3. Analiza statystyczna: test ANOVA, 
post-hoc Tuckeya, *p<0,05. 

Biorąc pod uwagę wyniki zebrane w tym podrozdziale, podsumować można, że farmakologiczne 

zahamowanie aktywności PADs może zwiększać zdolność komórek HMEC-1 do ochrony przed stresem 

oksydacyjnym wywołanym czynnikami organicznymi i nieorganicznymi. Dodatkowo inhibitory PADs 

wykazują działanie protekcyjne przed uszkodzeniami DNA wywoływanymi H2O2. 

0.0
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0
8.0
9.0

10.0

O
C

R
 (p

m
ol

/m
in

)

0.0
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0
8.0
9.0

10.0

O
C

R
 (p

m
ol

/m
in

)

Oddychanie 
podstawowe

Zapasowa zdolność 
oddechowa

Wyciek
protonów

Produkcja ATP



Wyniki – Analiza wybranych efektów wyciszenia PAD4 w HMEC-1 

 71 

2. Analiza wybranych efektów wyciszenia PAD4 w HMEC-1 

Wyniki zaprezentowane w poprzednim rozdziale, opisujące wpływ zastosowania 

farmakologicznego zahamowania aktywności PAD na potencjał angiogenny ECs stanowiły podstawę 

do przeprowadzenia głębszych analiz związków pomiędzy cytrulinacją a funkcją komórek śródbłonka. 

Zdecydowano się zweryfikować czy obserwowane efekty związane są rzeczywiście aktywnością PAD,  

a nie są wynikiem niespecyficznego działania badanych związków. Z wykorzystaniem techniki 

indukowalnego wyciszania genów poprzez shRNA w komórkach HMEC-1 wyciszono ekspresję PAD4. 

Izoformę tę wybrano ze względu na fakt, że w literaturze to właśnie ona implikowana jest w regulacji 

największej liczby szlaków komórkowych oraz w większym stopniu niż PAD2 odpowiadać ma za 

przeprowadzanie cytrulinacji histonów. Szczegółowy opis przygotowania komórek HMEC-1 PAD4 KD 

przedstawiono w Sekcji IV Metody.  

Plazmidy zawierające sekwencje shRNA zarówno kontrolne NT (non-Target), jak i wyciszającą 

PAD4 namnażano w E. coli szczep Top10. Zgodnie ze wskazówkami producenta weryfikowano 

prawidłowość ich sekwencji poprzez specyficzne trawienie enzymem restrykcyjnym – SalI (Rysunek 

V.25).  

 
Rysunek V.25. Analiza plazmidów shRNA: reprezentatywne zdjęcie żelu agarozowego po rozdziale trawionych  
i nietrawionych prób DNAp. Obserwowane fragmenty o wielkości: 7104 bp, 4028 bp, 2188 bp. Wykorzystany marker mas: 
GeneRuler 1 kbp (ThermoFisher). 

Wybrane DNAp o prawidłowym profilu trawienia restrykcyjnego posłużyły następnie do 

produkcji cząstek lentiwirusowych w komórkach 293FT, które prowadzono z wykorzystaniem zestawu 

Lenti-X™ Packaging Single Shots (Takara, Japonia). Produkcję wirusów i sukces transformacji komórek 

293FT umożliwiała wizualizacja ekspresji RFP znajdującego się w sekwencji DNAp (Rysunek V.26). 

Produkcję wirusów prowadzono przez 92 godz., zbierając je w czasie 48 i 92 godz. od rozpoczęcia 

eksperymentu. 
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Rysunek V.26. Produkcja lentiwirusów w 293FT: Zdjęcia mikroskopowe komórek 293FT transfekowanych mieszaniną do 
produkcji cząsteczek lentiwirusowych, powiększenie 4x. (L-NT: lentiwirus Non-Target, L-PAD4: lentiwirus PAD4); 

Zebrane cząstki lentiwirusowe wykorzystano do transdukcji komórek HMEC-1, transformanty 

stabilnie eksprymujące wprowadzone shRNA selekcjonowano z wykorzystaniem puromycyny przez 10 

dni (Rysunek V.27A). Po zakończonej selekcji wyprowadzono stabilne linie HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4 

KD, które traktowano 1 µg/ml DOX w celu indukcji wyciszenia docelowego genu PAD4 i aktywacji 

ekspresji RFP (Rysunek V.27B).  

 
Rysunek V.27. Selekcja oraz wyprowadzenie stabilnych linii HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4 KD. A: reprezentatywne zdjęcia 
mikroskopowe wykonane podczas selekcji komórek 1 µg/ml puromycyny w czasach 0, 48 i 240 godz, powiększenie 10x;  
B: Reprezentatywne zdjęcia mikroskopowe wizualizujące ekspresję białka RFP w komórkach HMEC-1 transdukowanych 
lentiwirusami. Zdjęcie wykonane po 48 godz. inkubacji komórek z 1 µg/ml DOX, powiększenie 10x.  

Po wyprowadzeniu stabilnych linii HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4 KD stopień wyciszenia ekspresji 

PAD4 analizowano zarówno na poziomie białka (Rysunek V.28A), jak i transkryptu (Rysunek V.28B). 

Łącznie analizowano sześć linii HMEC-1 PAD4 KD, z których największym stopniem wyciszenia 
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charakteryzowała się HMEC-1 PAD4 KD 6.1, wykorzystywana w prezentowanych analizach. Na 

poziomie transkryptu ekspresja PAD4 obniżona była do ok. 38% kontroli – komórek NT (Rysunek 

V.28B), natomiast na poziomie białka do ok. 40% kontroli (*p< 0,001) (Rysunek V.28A). 

 
Rysunek V.28. Weryfikacja wyciszenia PAD4 w przygotowanych komórkach HMEC-1 PAD4 KD. A: Weryfikacja wyciszenia 
PAD4 na poziomie białka oraz analiza poziomów form kinazy Akt w komórkach HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4 KD. Jako kontrolę 
nakładania wykorzystano b-aktynę, n = 2. A’: Analiza densytometryczna sygnałów chemiluminescencyjnych. Sygnał pAkt 
normalizowano względem pan-Akt. Analiza statystyczna: test t-Studenta; B: Weryfikacja wyciszenia PAD4 na poziomie mRNA 
oraz poziomy ekspresji wybranych genów w komórkach HMEC-1 PAD4 KD. Wyniki normalizowano względem ekspresji HPRT1. 
Dane przedstawiono jako średnią ± SD n = 2, test t-Studenta. Istotność statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: 
**p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola – komórki NT. 

W komórkach HMEC-1 PAD4 KD, podobnie jak w przypadku komórek traktowanych inhibitorami 

PAD, z wykorzystaniem WB analizowano poziomy zarówno natywnej formy Akt jak i aktywnej formy 

fosforylowanej (ph-Akt S473) (Rysunek V.28A). Podobnie jak w przypadku wyników z modelu 

farmakologicznego, zaprezentowanych na Rysunku V.7 w komórkach z wyciszoną ekspresją PAD4 

zaobserwowano istotne (*p< 0,05) obniżenie ph-Akt do ok. 40% kontroli (Rysunek V.28A). Może to 

wskazywać na kluczową rolę izoformy PAD4 w regulacji szlaku PI3K/Akt. W odróżnieniu od wyników 

uzyskanych dla inhibitorów PADs, wyciszenie PAD4 nie miało wpływu na ekspresję VEGFA (Rysunek 

V.28B). Natomiast podobny trend zmian, w odniesieniu do modelu farmakologicznego, 

zaobserwowano natomiast w przypadku PAI1 i PED, których ekspresja była istotnie (*p < 0,001 lub  

*p < 0,05) zwiększona w HMEC-1 PAD4 KD (Rysunek V.28B). 

W kontekście analizy potencjału angiogennego zdecydowano się zbadać zdolność komórek 

HMEC-1 PAD4 KD do tworzenia sieci struktur pseudokapilarnych. Specyficzne obniżenie aktywności 
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PAD4 poprzez jej wyciszenie skutkowało istotnym spadkiem zdolności komórek HMEC-1 do tworzenia 

sieci pseudonaczyń, co wizualizują zdjęcia i wykresy z analiz parametrycznych przedstawionych na 

Rysunku V.29. Wyciszenie PAD4 istotnie obniżyło wszystkie analizowane parametry poza liczbą  

i długością rozgałęzień (Rysunek V.29B). Uzyskane wyniki korelują z wynikami uzyskanymi przy 

zastosowaniu inhibitorów PADs, efekt zahamowania tworzenia pseudokapilar nie jest jednak aż tak 

silny jak w przypadku BBCLA, a zbliżony bardziej do efektów CLA i FA.  

 
Rysunek V.29. Test formowania struktur kapilarnych przez komórki z wyciszeniem PAD4. A: reprezentatywne zdjęcia 
wytworzonych struktur wybarwionych kalceiną AM, powiększenie 4x, n = 3. B: wykresy przedstawiają analizę parametryczną 
wytworzonych struktur. Dane przedstawiono jako średnia ± SD, n = 3. Statystyka: test t-Studenta. Istotność statystyczną 
wszystkich wyników zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola.  
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3. Analiza interakcji cytrulinacji z innymi PTMs histonów w HMEC-1 

W związku z opisanymi dotychczas interakcjami pomiędzy PTMs histonów, w kolejnym etapie 

badań zdecydowano się zbadań potencjalne interakcje pomiędzy cytrulinacją a innymi PTMs histonów. 

Skupiono się na najlepiej poznanych PTMs histonów, acetylacji oraz metylacji. Analizy te prowadzono 

w większości z wykorzystaniem farmakologicznych inhibitorów PAD. 

3.1. Cytrulinacja <-> acetylacja 

Analizowano wpływ inhibitorów PADs na poziomy acetylacji H3 i enzymów regulujących tę 

modyfikację. Przy użyciu qPCR oznaczono ekspresję genów dla acetylotransferazy p300 oraz dwóch 

deacetylaz HDAC3 i HDAC5 w komórkach HMEC-1 inkubowanych z inhibitorami PADs przez 16 godz. 

(Rysunek V.30B). Każdy z inhibitorów zwiększył ekspresję genów HDAC3 i HDAC5 (*p< 0,05),  

w przypadku p300 istotną zmianę – spadek ekspresji zaobserwowano wyłącznie w przypadku BBCLA 

(Rysunek V.30B). Biorąc pod uwagę opisane wyniki zdecydowano się sprawdzić poziomy ogólnej 

acetylacji H3 (H3ac) i H3K9/14ac w HMEC-1 z zahamowaną aktywnością PADs (Rysunek V.30A). Nie 

zarejestrowano jednak istotnych statystycznie zmian w analizowanych modyfikacjach (Rysunek V.30A). 

Zmiany w ekspresji HDAC3 i HDAC5 analizowano także w komórkach HMEC-1 PAD4 KD 6.1, gdzie 

istotny statystycznie (*p<0,05) wzrost względnego poziomu mRNA zaobserwowano tylko w przypadku 

HDAC3 (Rysunek V.30C). 

 
Rysunek V.30. Analiza statusu acetylacji histonów przy zahamowaniu aktywności PAD. A: Poziomy H3ac i H3K9/14ac  
w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz., wykres (A’) przedstawia analizę densytometryczna sygnałów. Jako 
białko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane są reprezentatywne membrany. Dane na wykresach 
przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; B: Względny 
poziom ekspresji p300, HDAC3 i HDAC5 w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz. Wyniki normalizowano 
względem ekspresji HPRT1, dane przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. 
C: Względny poziom ekspresji HDAC3 i HDAC5 w HMEC-1 PAD4 KD. Wyniki normalizowano względem ekspresji HPRT1. Dane 
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przedstawiono jako średnią ± SD n = 3, test t-Studenta. Istotność statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: 
p*<0,05 vs. kontrola. 

By ocenić wpływ zahamowania wprowadzania lub usuwania acetylacji histonów na cytrulinację 

wykorzystano zarówno inhibitor HATs – C646, jak i inhibitor HDACs – SAHA. Na Rysunku V.31A 

zaprezentowano przeżywalność HMEC-1 traktowanych C646 w zakresie stężeń 2-100 µM przez 24 

godz. Na podstawie tej analizy wybrano stężenie 10 µM C646 wykorzystywane w dalszych badaniach 

(Rysunek V.31A). Stosowano 20 µM SAHA, podobnie jak w poprzednich badaniach opublikowanych 

przez nasz zespół [181]. Analizowano poziomy PAD2 i PAD4 w HMEC-1 traktowanych 10 µM C646, 20 

µM SAHA oraz 1 µM BBCLA przez 16 godzin, nie zarejestrowano jednak istotnych statystycznie zmian 

(Rysunek V.31B). Następnie zbadano wpływ zahamowania HATs lub HDACs na H3ac i H3cit. Związki 

C646 i SAHA w zastosowanych stężeniach działały zgodnie z założeniami względem profilu acetylacji, 

C646 obniżył poziom H3ac, a SAHA istotnie go podwyższył (Rysunek V.31C). W kontekście cytrulinacji, 

zahamowanie HATs z wykorzystaniem C646 nie wykazało istotnych efektów, jednak co zastanawiające 

zastosowanie SAHA w stopniu większym niż BBCLA silnie obniżyła poziom H3cit (Rysunek V.31C). 

 
Rysunek V.31. Analiza cytrulinacji histonów przy zahamowaniu aktywności HATs lub HDACs. A: Przeżywalność HMEC-1 
traktowanych C646 przez 24 godz. Dane przedstawiono jako średnią ± SD (n = 3). Analiza statystyczna: test t-Studenta.  
B: Poziomy PAD2 i PAD4 w komórkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z 10 µM C646, 20 µM SAHA lub 1 µM BBCLA. 
Wykres przedstawia analizę densytometryczna sygnałów; C: Poziomy H3cit i H3ac w HMEC-1 traktowanych 10 µM C646, 20 
µM SAHA lub 1 µM BBCLA przez 16 godz. Wykres przedstawia analizę densytometryczna sygnałów. W analizach WB jako 
białko referencyjne wykorzystano H3 lub b-aktynę, na rysunku prezentowane są reprezentatywne membrany, n = 3, a dane 
na wykresach przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; 
Istotność statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: p***<0,0001, p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola. 

Podsumowując, uzyskane wyniki wskazują na istnienie potencjalnej interakcji pomiędzy cytrulinacją  

i acetylacją histonów w ECs. Zwłaszcza w kontekście HDACs, których ekspresję zwiększa zarówno 

inhibicja farmakologiczna (HDAC3, HDAC5), jak i wyciszenie ekspresji PAD4 (tylko HDAC3). Może to być 

również istotne w kontekście obserwowanego antyangiogennego profil ECs. Z drugiej strony, 

zahamowanie aktywności HDACs z wykorzystaniem SAHA znacznie obniża cytrulinację H3.  
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3.2. Cytrulinacja <-> metylacja 

W analizach potencjalnych interakcji na linii cytrulinacja – metylacja histonów w HMEC-1 

wykorzystywano przygotowane wcześniej w Katedrze Biologii Nowotworów i Epigenetyki linie  

z wyciszoną ekspresją wybranych enzymów regulujących metylację: SET7/9, LSD1 lub G9a. Enzymy te 

wybrano ze względu na poznany już ogólny wpływ tych modyfikacji na funkcje komórek śródbłonka 

[145, 156, 243, 244]. Komórki te przygotowano z wykorzystaniem shRNA, analogicznie do 

opracowanych w tej pracy komórek HMEC-1 PAD4 KD. 

3.2.1. Wpływ aktywności SET7/9 na profil cytrulinacji H3 

W pierwszym etapie oznaczono poziom metylotransferazy SET7/9 w komórkach HMEC-1 

inkubowanych z inhibitorami PADs przez 16 godz. Żaden z zastosowanych inhibitorów nie powodował 

istotnych zmian w poziomie SET7/9 (Rysunek V.32). Jednak w komórkach HMEC-1 PAD4 KD 

zarejestrowano istotne (*p < 0,001) zwiększenie względnej ekspresji SET7/9 (Rysunek V.32B) 

 
Rysunek V.32. Analiza poziomu SET7/9 w komórkach inkubowanych z inhibitorami PAD. A: Poziom SET7/9 w komórkach 
HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Wykres przedstawia analizę densytometryczna sygnałów. Jako 
białko referencyjne wykorzystano b-aktynę, Na rysunku prezentowane są reprezentatywne membrany, n = 3, a dane na 
wykresach przedstawiono jako średnią ± SD n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta;  
B: Względny poziom ekspresji SET7/9 w HMEC-1 PAD4 KD. Wyniki normalizowano względem ekspresji HPRT1, Dane 
przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3, test t-Studenta. Istotność statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: 
p*<0,05 vs. kontrola. 

Analizy profilu cytrulinacji histonu H3 w komórkach HMEC-1 SET7/9 KD rozpoczęto od analizy 

ekspresji genów PAD2 i PAD4. W analizowanym klonie HMEC-1 SET7/9 KD, w którym ekspresja SET7/9 

obniżona jest do około 30% względem komórek NT, zarejestrowano istotny spadek (*p< 0,001), 

ekspresji obu analizowanych izoform (Rysunek V.33B). Wyniki te zweryfikowano następnie na 

poziomie białka, gdzie również zaobserwowano istotny (*p< 0,05) spadek poziomów PAD2 i PAD4  

w HMEC-1 SET7/9 KD (Rysunek V.33A).  

 
Rysunek V.33. Analiza potencjalnych interakcji pomiędzy aktywnością SET7/9 a cytrulinacją. A: Poziomy PAD2 i PAD4  
w komórkach HMEC-1 SET7/9 KD. Wykres przedstawia analizę densytometryczna sygnałów. Jako białko referencyjne 
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wykorzystano b-aktynę, na rysunku prezentowane są reprezentatywne membrany, n = 3. Dane na wykresach przedstawiono 
jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; B: Względny poziom ekspresji 
PAD2 i PAD4 i w HMEC-1 SET7/9 KDs. Wyniki normalizowano względem ekspresji HPRT1. Dane przedstawiono jako średnią ± 
SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotność statystyczną wszystkich wyników 
zaprezentowano jako: p***<0,0001, p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola. 

Analizy poziomów wybranych modyfikacji histonów zaprezentowane na Rysunku V.34 wykazały, 

że wyciszenie SET7/9 nie tylko istotnie statystycznie obniża poziom H3K4me1 wprowadzanej przez ten 

enzym, ale także H3cit i H4R2cit. Sugeruje to istotną korelację pomiędzy aktywnością SET7/9,  

a wprowadzaniem cytruliancji w H3R2, R8, R17 i H4R2. 

 
Rysunek V.34. Analiza PTMs histonów w HMEC-1 SET7/9 KD. A: poziomy H3Kme1, H3cit, H4R2cit w komórkach HMEC-1 
SET7/9 KD wykres przedstawia analizę densytometryczna sygnałów. Jako białko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku 
prezentowane są reprezentatywne membrany, n = 3. Dane na wykresach przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3. Analiza 
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; Istotność statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano 
jako: p***<0,0001, p**<0,001 vs. kontrola. 

3.2.2. Analizy potencjalnych interakcji metylacja <-> cytrulinacja 

Podobnie jak w przypadku SET7/9 oznaczono też poziomy LSD1 i G9a w HMEC-1 inkubowanych 

przez 16 godz. z inhibitorami PADs (Rysunek V.35A) i również nie zarejestrowano żadnych istotnych 

statystycznie zmian. W komórkach HMEC-1 PAD4 KD analizowano poziom ekspresji genów dla LSD1  

i G9a. Zarejestrowano istotne zwiększenie ekspresji LSD1 (**p< 0,001) i brak zmian dla G9a (Rysunek 

V.35B). 

 
Rysunek V.35. Poziom enzymów związanych z metylacją w HMEC-1 przy zahamowaniu aktywności PAD. A: Poziomy LSD1 i 
G9a w komórkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Wykres przedstawia analizę densytometryczna 
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sygnałów. Jako białko referencyjne wykorzystano b-aktynę. Na rysunku prezentowane są reprezentatywne membrany, n = 3. 
Dane na wykresach przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc 
Dunnetta; B: względne poziomy ekspresji LSD1 i G9a w komórkach HMEC-PAD4 KD. Wyniki normalizowano względem 
ekspresji HPRT1. Dane przedstawiono jako średnią ± SD n = 2. Analiza statystyczna: test t-Studenta. Istotność statystyczną 
wszystkich wyników zaprezentowano jako: p**<0,001 vs. kontrola. 

Analizowano poziom dobrze poznanych modyfikacji PTMs histonów: H3K9me3 i H3K27me3, dla 

których w literaturze przedstawiono już interakcję z cytrulinacją. W wykorzystanym modelu ECs 

zahamowanie PADs z wykorzystaniem wybranych inhibitorów nie wpłynęło na poziom tych modyfikacji 

(Rysunek V.36A). Badano również poziom H3cit w komórkach z wyciszoną ekspresją demetylazy LSD1 

(HMEC-1 LSD1 KD) lub G9a (HMEC-1 G9a KD). Istotny spadek w cytrulinacji H3 zaobserwowano w obu 

analizowanych liniach komórkowych (*p< 0,05 w G9a KD i *p< 0,001 w LSD1 KD)(Rysunek V.36B).  

 
Rysunek V.36. Analiza potencjalnych interakcji na linii cytrulinacja – metylacja. A: Poziomy H3K9me3 i H3K27me3  
w komórkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Na wykresie przedstawiono analizę 
densytometryczna; B: poziomy H3cit w komórkach HMEC-1 LSD1 KD i HMEC1 G9a KD. Wykres przedstawia analizę 
densytometryczna sygnałów. W analizach jako białko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane są 
reprezentatywne membrany, n = 3. Dane na wykresach przedstawiono jako średnią ± SD, n = 3, Analiza statystyczna: 
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; Istotność statystyczną wszystkich wyników zaprezentowano jako: 
p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola. 

3.3. Analiza wpływu inhibitorów PADs na wybrane regulatory struktury chromatyny 

W ostatnim etapie analizowano efekty farmakologicznego zahamowania aktywności PADs  

i cytrulinacji w HMEC-1 na wybrane czynniki zaangażowane w regulację struktury chromatyny.  

Z wykorzystaniem techniki WB oznaczono poziomy: czynnika formowania chromatyny 1 (CAF1A, ang. 

Chromatin assembly factor 1) i izoform białka heterochromatynowego HP1a oraz HP1g w HMEC-1 

inkubowanych z inhibitorami przez 16 godz. (Rysunek V.37A). W przypadku obu izoform HP1 nie 

zaobserwowano istotnych zmian, natomiast zaobserwowano wzrost ekspresji genu kodującego HP1a 

- CBX5 zaindukowany przez wszystkie inhibitory PADs (Rysunek V.37B). Poziom CAF1A wzrósł  

w komórkach traktowanych BBCLA lub CLA, ale nie FA (Rysunek V.37A). Analizowano także wpływ 

zastosowania inhibitorów PADs na ekspresję genu DNMT1, istotne zmiany wywołał jedynie BBCLA 

obniżając jego ekspresję (Rysunek V.37B).  
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Rysunek V.37. Analiza wpływu inhibitorów PADs na wybrane czynniki regulujące status chromatyny. A: Poziomy CAF1A, 
HP1a oraz HP1y w komórkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Przedstawiono reprezentatywne 
WB z trzech powtórzeń. Wykres wizualizuje densytometrię sygnału. Dane przedstawiono jako średnia ± SD (n = 3), Analiza 
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. B: Względny poziom ekspresji DNMT1 i CBX5 w HMEC-1 
inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs, wyniki normalizowano względem ekspresji HPRT1. Dane przedstawiono 
jako średnią ± SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotność statystyczną 
wszystkich wyników zaprezentowano jako: p*<0,05 vs. kontrola. 

Biorąc pod uwagę opisane wyżej wyniki, farmakologiczne zahamowanie wyłącznie cytrulinacji 

histonów może nie być wystarczające do istotnej modulacji statusu chromatyny w komórkach  

HMEC-1.
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VI. Dyskusja  
W ostatnich latach zaobserwować można duży postęp w obszarze badań nad cytrulinacją białek, 

także w kontekście epigenetycznym. Jednak nadal, fizjologiczna rola tej modyfikacji w regulacji 

metabolizmu komórkowego nie jest dobrze poznana. Zarówno cytrulinacja, jak i przeprowadzające ją 

enzymy PADs badane są wciąż głównie pod względem ich zaangażowania w patogenezę zaburzeń 

autoimmunologicznych, zwłaszcza reumatoidalnego zapalenia stawów, co wydaje się zasadne biorąc 

pod uwagę istotną rolę PAD4 w formowaniu NETs. Jednak, cytrulinacja jest także silnie wiązana ze 

stanem zapalnym, gdzie obserwowana jest zwiększona aktywność PADs. Zaskakująco, rola tej 

modyfikacji w regulacji funkcji komórek śródbłonka, które są jednymi z głównych regulatorów reakcji 

zapalnych, pozostaje praktycznie niezbadana. Ostatnie lata badań wykazały, że poza histonami, 

cytrulinowane mogą być także inne białka w tym takie, które istotne są w utrzymaniu prawidłowego 

funkcjonowania komórek śródbłonka. Wśród przykładów takich białek wymienić należy: α-tubulinę 

[249, 250], wimentynę [251, 252], fibrynogen [253, 254], metaloproteinazy [103] i ADMTS-13 [255, 

256]. 

W prezentowanej rozprawie wykorzystano dwie metody zahamowania cytrulinacji w komórkach 

śródbłonka: (i) farmakologiczną inhibicję PADs oraz (ii) specyficzne wyciszenie ekspresji PAD4.  

W pierwszym podejściu badawczym wykorzystywano dostępne komercyjnie nieodwracalne inhibitory 

PADs: BB-Cl-amidynę (BBCLA), Cl-amidynę (CLA) oraz F-amidynę (FA), ich charakterystykę zawarto  

w Tabeli III.1, w rozdziale III. Metody. Natomiast wyciszenie PAD4 przeprowadzono z wykorzystaniem 

mechanizmów interferencji RNA (RNAi). Zdecydowano się zastosować dwa podejścia badawcze, ze 

względu na wciąż słabo opisane właściwości badanych inhibitorów i możliwość ich potencjalnych 

niespecyficznych oddziaływań. Porównanie tych wyników z wyciszeniem PAD4 zapewniło szerszy 

kontekst dla badanych procesów. Izoforma PAD4 została wytypowana do wyciszenia ze względu na 

najszerzej opisane dotąd spektrum substratowe, wzbogacone niedawno dzięki przekrojowemu 

badaniu proteomicznemu zespołu Nielsen i wsp. 2024 [257], a także na fakt, że to aktywność PAD4 jest 

obecnie implikowana w wielu stanach patologicznych [82]. 

Jak przedstawiono już w Rozdziale 3 wstępu teoretycznego, komórki śródbłonka pełnią szereg 

istotnych funkcji. Zwłaszcza związanych z regulacją przepływu/ciśnienia krwi, utrzymania hemostazy 

oraz regulacji angiogenezy. W niniejszej pracy skupiono się na ocenie wpływu zahamowania cytrulinacji 

na funkcję komórek śródbłonka, z naciskiem na angiogenezę. Hamowanie angiogenezy, stanowi 

obecnie atrakcyjną metodę terapii, zwłaszcza w przypadku chorób nowotworowych, także ze względu 

na dobrze poznaną rolę mechanizmów epigenetycznych w regulacji tego procesu. Jednak analizując 

wpływ zahamowania cytrulinacji w komórkach śródbłonka, pod uwagę należy brać także inne funkcje 

tych komórek. 

Jako podstawowe modele badawcze wybrano dwa typy komórek śródbłonka, immortalizowaną 

linię komórkową: HMEC-1, oraz komórki pierwotne izolowane z żyły pępowinowej HUVEC. 

Wykorzystanie dwóch rodzajów ECs, pozwala na dokładniejszą ocenę uzyskanych wyników, które 
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często różnią się w zależności od wybranego modelu [258]. W literaturze brak obecnie doniesień 

dotyczących ekspresji PADs w ECs. Jedyne dostępne obecnie dane, zawarte w bazie ProteinAtlas 

wskazują, że mRNA dla PAD2 i PAD4 obecne jest w większości tkanek człowieka [100]. Stąd w obu 

typach ECs zweryfikowano obecność zarówno tych enzymów jak i cytrulinacji H3 (Rysunek V.1A, B i C). 

W niniejszej pracy najwięcej uwagi zdecydowano się poświęcić izoformom PAD2 i PAD4, które jako 

jedyne zdolne są do translokacji do jądra komórki, gdzie modyfikują m.in. histony. W celu poprawnej 

identyfikacji obecności tych izoform w ECs jako kontrolę odniesienia wykorzystano wybrane linie raka 

jelita grubego (Rysunek V.1A). Zarówno poziom PAD2 i PAD4, jak i H3cit w obu typach ECs był 

porównywalny (Rysunek V.1A i B). Natomiast w odniesieniu do linii nowotworowych ilość tych 

enzymów w ECs była zauważalnie niższa niż w przypadku linii HCT116 i SW620, co pozostaje zgodne  

z danymi literaturowymi wskazującymi na zwiększoną ekspresję tych białek w nowotworach złośliwych 

[119]. Podobnie obserwowany poziom cytrulinacji histonów był znacznie większy w dwóch 

wymienionych liniach nowotworowych niż w ECs (Rysunek V.1B). W HMEC-1 i HUVEC potwierdzono 

także obecność innych funkcjonalnych izoform PADs (Rysunek V.1C), jednak w prowadzonych 

badaniach nie stanowiły one obiektu zainteresowania z uwagi na fakt, że nie są one zdolne do 

prowadzenia modyfikacji histonów, a także ich spektrum substratowe jest znacznie mniejsze niż  

w przypadku PAD2 i PAD4 [82]. Weryfikując możliwości modyfikacji histonów przez wybrane izoformy 

PADs, analizowano ich lokalizację subkomórkową z wykorzystaniem technik immunofluorescencyjnych 

(Rysunek V.1D). Uzyskane wyniki pozostają w zgodzie z dostępną literaturą wskazującą na lokalizację 

obu izoform zarówno w cytoplazmie, jak i w jądrze komórkowym (Rysunek V.1D) [82, 87]. W przypadku 

PAD4 translokacja do jądra komórkowego możliwa jest dzięki obecności sekwencji sygnału lokalizacji 

jądrowej [259], natomiast w przypadku PAD2 dokładny mechanizm nie jest znany co stanowić może 

ciekawy obszar badawczy.  

Ocenę cytotoksyczności badanych inhibitorów PADs, w celu ustalenia roboczych zakresów 

stężeń przeprowadzono z wykorzystaniem testu redukcji resazuryny (Rysunek V.2). W przypadku tej 

analizy, kluczowej z punktu widzenia kolejnych eksperymentów, wykorzystano także dodatkowy model 

ECs – komórki śródbłonka aortalnego HAEC. Spośród wszystkich badanych związków, w zakresach 

stężeń 0,25 – 10 µM, jedynie BBCLA wykazała działanie cytotoksyczne, IC50 dla HMEC-1: 1,75 µM ± 0,13 

µM, dla HUVEC: 1,97 µM ± 0,08 µM, dla HAEC: 1,99 µM ± 0,16 µM (Rysunek V.2.A, B i C). W przypadku 

CLA i FA badano także większy zakres stężeń (do 200 µM). Istotny spadek przeżywalności 

zaobserwowano tylko w przypadku CLA względem HUVEC: IC50 = 175,67 µM ± 2,54 µM (Rysunek V.2D). 

Istotnie większa cytotoksyczność BBCLA względem pozostałych dwóch inhibitorów wynikać może  

z odmiennej struktury chemicznej – obecności dodatkowego pierścienia benzoimidazolowego, który 

zwiększa czas półtrwania in vivo tego inhibitora i może utrudniać jego transport na zewnątrz komórki 

[90, 125]. Podobne wyniki opisujące cytotoksyczne działanie BBCLA uzyskano w przypadku komórek 

kostniakomięsaka U2OS, gdzie związek ten okazał się być około 20-krotnie bardziej toksyczny niż CLA 

[90]. Również w badaniach prowadzonych na limfocytach T CD4+ ten inhibitor wykazywał efekt 
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toksyczny w stężeniach powyżej 1 µM [90]. Dodatkowo, cytotoksyczność tego związku zaobserwowano 

także w przypadku zwierzęcych linii komórkowych psów: REM134 i CMEC [260]. Te istotne różnice  

w cytotoksyczności badanych związków względem ECs sprawiły, że zdecydowano się zbadać 

potencjalny genotoksyczny efekt BBCLA. Analizy z wykorzystaniem testu kometowego nie wykazały 

jednak istotnych statystycznie uszkodzeń DNA w komórkach HMEC-1 inkubowanych z inhibitorami 

PADs (Rysunek V.22). Zatem, wyjaśnienie wysokiej cytotoksyczności BBCLA względem komórek 

śródbłonka (IC50 > 1,75 µM ± 0,13 µM) pozostaje wciąż kwestią otwartą, którą warto byłoby zbadać 

przy wykorzystaniu innych metod. W tym zakresie, badanie Sun i wsp. z roku 2022 wskazuje, że 

cytotoksyczność stężeń BBCLA > 1 µM może mieć związek z indukcją stresu retikulum 

endoplazmatycznego (ang. endoplamic reticulum stress) [261]. Zjawisko to zaobserwowano  

w przypadku linii komórkowej ostrej białaczki szpikowej (ALL), gdzie 2 µM BBCLA efektywnie 

indukowała apoptozę [261].  

Ponieważ udało się potwierdzić lokalizacyjną możliwość przeprowadzania cytrulinacji histonów 

przez PAD2 i PAD4 (Rysunek V.1C), potencjał inhibitorowy badanych związków analizowano względem 

poziomu tej właśnie modyfikacji. Oba typy ECs inkubowano przez 16 godz. z nietoksycznymi stężeniami 

inhibitorów PADs, a następnie przy użyciu techniki WB analizowano poziom H3cit (H3R2R8R17cit) 

(Rysunek V.3), dodatkowo w HMEC-1 oceniano także poziom H4R2cit (Rysunek V.4B). W przypadku 

każdego z badanych związków najwyższe zastosowane stężenie indukowało silny spadek poziomu 

zarówno H3cit w obu typach ECs (Rysunek V.3), jak i H4R2cit w HMEC-1 (Rysunek V.4C). Największy, 

blisko 4-krotny spadek H3cit zaobserwowano w komórkach traktowanych BBCLA. Efekty wywołane 

przez CLA i FA były zbliżone (Rysunek V.3). Wybrano stężenia każdego z inhibitorów wykorzystywane 

na dalszych etapach badań (1 µM BBCLA, 10 µM CLA i 10 µM FA). Przy krótszym czasie inkubacji istotny 

spadek H3cit zaobserwowano wyłącznie w komórkach traktowanych BBCLA (Rysunek V.4A).  

W literaturze stężenia stosowane w przypadku każdego z zastosowanych związków znacznie różnią się 

w zależności od wykorzystywanego modelu badawczego. Opublikowane badania prowadzone są 

głównie w odniesieniu do potencjału związków do zahamowania formowania NETs, lub też na 

modelach nowotworowych. Z tego powodu trudno odnosić je do wyników uzyskanych w niniejszej 

rozprawie. W literaturze, Shi i wsp. w badaniu na modelu mysim z 2021 roku, stosowano 200 µM 

stężenie CLA uzasadniając ten fakt efektywną inhibicją PADs i formowaniem NETs [261]. BBCLA  

w badaniach in vivo, również na modelu mysim efektywnie zmniejszał H3cit przy stężeniu 7,5 mg/kg 

masy ciała [263]. W większości dostępnych obecnie badań oceniane są raczej efekty zastosowania 

badanych inhibitorów, a nie ich bezpośredni wpływ na poziom konkretnej modyfikacji. 

W komórkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami oceniano następnie wpływ zahamowania 

wprowadzania cytrulinacji na proliferację i cykl komórkowy. Nie wykryto istotnych efektów 

traktowania badanymi związkami w różnych czasach inkubacji (16, 24, 32 i 48 godz.) na progresję cyklu 

komórkowego, którą analizowano z wykorzystaniem cytometrii przepływowej (Rysunek V.5 i Rysunek 

V.6). Dodatkowo, nie stwierdzono także istotnych zmian w poziomach białek związanych z progresją 
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cyklu komórkowego: Chk1, p53 i PCNA (Rysunek V.9). W literaturze natomiast, w badaniach na 

komórkach kostniakomięsaka U2OS traktowanych CLA zaobserwowano wzrost poziomów p53 i p21 

[195]. Nie stwierdzono istotnych efektów 48 godz. inkubacji HMEC-1 z CLA/FA na proliferację,  

a w przypadku BBCLA istotne statystycznie obniżenie proliferacji zaobserwowano wyłącznie dla stężeń 

powyżej IC50 (Rysunek V.7). Dostępne doniesienia literaturowe wskazują jednak na zaangażowanie 

PADs w regulację progresji cyklu komórkowego zwłaszcza w przypadku linii nowotworowych.  

W badaniach na linii naskórkowego raka szyjki macicy CaSki, 3 µM BBCLA zaindukował nie tylko 

zwiększenie poziomów p53 i p21, ale także zahamowanie progresji cyklu komórkowego w fazie G0/G1 

[264]. Podobnych efektów nie zaobserwowano w prezentowanych tutaj badaniach na modelu 

śródbłonkowym. Także w komórkach siatkówczaka Y79, 48 godz. inkubacja z 2 µM BBCLA skutkowała 

zatrzymaniem progresji cyklu komórkowego i zwiększeniem odsetka komórek w fazie G0 [123]. 

Natomiast CLA w stężeniu 25 µM w połączeniu z docetaxelem indukowała zatrzymanie cyklu 

komórkowego w fazie G2/M i apoptozę w komórkach MCF7 [265]. Dodatkowo, zespół Li i wsp.  

w swoich badaniach przedstawił PAD4 jako istotny regulator ekspresji genów zależnych od p53 [195], 

a analizy koimmunoprecypitacyjne wykazały bezpośrednie interakcje pomiędzy PAD4 i p53 [195]. 

Wyciszenie PAD4 lub zahamowanie jego aktywności z wykorzystaniem CLA w komórkach 

kostniakomięsaka U2OS skutkowało zwiększoną ekspresją genów regulowanych przez p53 a tym 

samym zatrzymaniem cyklu komórkowego i indukcją apoptozy [195]. Brak podobnych efektów  

w przypadku analizowanej linii HMEC-1, dodatkowo traktowanej inhibitorami PADs przez kilka czasów 

inkubacji, pozwala stwierdzić, że cytrulinacja nie jest zaangażowana w regulację progresji cyklu 

komórkowego, a przynajmniej nie na poziomie analizowanych w pracy parametrów. Natomiast co 

intrygujące, biorąc pod uwagę opisane wyżej analizy, wykryto istotną modulację w profilu ekspresji 

mRNA cyklin w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs (Rysunek V.8). Poziom zmian zależny był od 

inhibitora oraz danego czasu inkubacji, jednak ich ogólny kierunek w przypadku BBCLA i CLA był 

porównywalny (Rysunek V.8). Co istotne, ekspresja CCNE i CCND związanych ze wzmożoną proliferacją 

komórek obniżona została w przypadku 16 godz. inkubacji z BBCLA lub CLA (Rysunek V.8). Ten czas 

inkubacji, wykorzystano wcześniej w analizie poziomu H3cit (Rysunek V.3), jak i późniejszych 

badaniach. Najsilniejsze zmiany zaobserwowano w komórkach traktowanych 10 µM FA, która także 

jako jedyna indukowała zwiększenie ekspresji CCNY w każdym punkcie czasowym (Rysunek V.8). 

Jednak, te istotne zmiany w profilu ekspresji mRNA wybranych cyklin, nie miały przełożenia na 

progresję cyklu komórkowego. W tym miejscu warto zauważyć, że zmiany w poziomie mRNA nie 

zawsze muszą się przekładać na zwiększone poziomy funkcjonalnych białek, co najwyraźniej ma 

miejsce w przypadku opisywanych tutaj wyników.  

Angiogeneza jest procesem wieloetapowym, regulowanym na kilku poziomach, w tym 

epigenetycznym. Etapy angiogenezy kiełkującej, uważanej za najbardziej typowy model przebiegu tego 

procesu przedstawiono we wstępie teoretycznym (Rysunek I.16). Wśród najistotniejszych etapów 

wymienić należy proliferację i migrację komórek śródbłonka oraz ich zdolność do formowania struktur 
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kapilarnych. Procesy te regulowane są przez wiele czynników, w tym tych produkowanych  

i wydzielanych przez same komórki śródbłonka. W prezentowanych tutaj badaniach wykazano już, że 

zahamowanie aktywności PADs nie wywiera istotnego wpływu na cykl komórkowy i proliferację HMEC-

1. W kolejnych etapach analizowano wpływ stosowanych inhibitorów na inne wybrane istotne procesy 

angiogenne oraz na profil wydzielniczo-transkrypcyjny komórek śródbłonka.  

Migrację komórek, która jest jednym z pierwszych etapów angiogenezy in vivo (Rysunek 

I.16A.III), oceniano na podstawie powszechnie stosowanego testu zarastania rysy. Uzyskane wyniki 

wyraźnie wskazują, że potraktowanie HMEC-1 lub HUVEC inhibitorami PADs przez 16 godz. istotnie 

statystycznie obniża ich migrację (Rysunek V.10 i Rysunek V.11). Stopień zahamowania migracji obu 

typów komórek był porównywalny, a najsilniejszy efekt wywołała inkubacja z BBCLA (*p<0,0001  

w HMEC-1 (Rysunek V.10) i *p<0,001 w HUVEC (Rysunek V.11)). W literaturze znaleźć można kilka 

doniesień opisujących podobne wyniki uzyskane w innych liniach komórkowych. 2 µM BBCLA 

efektywnie hamowała migrację komórek raka piersi MCF10 w badaniu Horibata i wsp z 2017 roku 

[266]. Natomiast stężenie 500 nM tego związku wystarczające było do zatrzymania migracji 

miofibroblastów [267]. Zahamowanie zdolności komórek sródbłonka do migracji przez każdy ze 

stosowanych inhibitorów, wyraźnie wskazuje na zaangażowanie PADs w regulację tego procesu. 

Jednymi z najważniejszych regulatorów migracji in vivo są MMPs, które odpowiedzialne są za 

degradację ECM. Ich działanie promujące angiogenezę wynika także z uwalniania proangiogennych 

czynników z degradowanej ECM [224]. Aktywność MMPs jest istotna także w regulacji innych funkcji 

ECs, w tym tych związanych z hemostazą [268]. W kontekście tematu niniejszej rozprawy ostatnie 

doniesienia wskazują, że hipercytrulinacja MMP9, silnie zwiększa jej aktywność proteolityczną [103]. 

Dodatkowo, cytrulinowane MMPs są mniej podatne na działanie inhibitorów [103]. Pod uwagę warto 

też wziąć zwiększone poziomy ekspresji i aktywności MMPs w zapaleniu ozębnej [269], stanu 

wiązanego także ze wzmożoną aktywnością PADs [270]. Tym samym, zdecydowano się przeprowadzić 

analizę aktywności MMPs w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs. Analizy prowadzono za pomocą 

komercyjnego zestawu pozwalającego na ocenę całkowitej aktywności MMPs (Rysunek V.12A i B). 

Wyłącznie BBCLA istotnie obniżyła aktywność MMPs, co wskazuje, że może to być efekt 

niespecyficznego, działania tego inhibitora. Jednak pod uwagę należy także wziąć fakt, że BBCLA 

okazała się najsilniejszym spośród stosowanych inhibitorów (Rysunek V.3).  

We wstępie teoretycznym (Rozdział 3.1) opisano już krótko rolę NO• jako jednego  

z najistotniejszych wazodylatatorów. Jednak, poza regulacją przepływu krwi, tlenek azotu jest też 

istotną cząsteczką sygnalizacyjną, modulującą wiele procesów w komórkach śródbłonka, między 

innymi ich przeżywalność, proliferację i migrację [271]. Również angiogeneza jest procesem zależnym 

od wydzielanego z komórek śródbłonka NO•, a terapie nacelowane na zahamowanie aktywności eNOS 

są jednym z proponowanych podejść nie tylko w przypadku chorób nowotworowych [272], ale także 

CVDs [273, 274] i chorób mózgowo-naczyniowych [275]. Z drugiej strony jednak, zmniejszona 

produkcja NO• wiązana jest z ryzykiem wystąpienia miażdżycy [276] i dysfunkcją komórek śródbłonka. 
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Tym samym, w utrzymaniu prawidłowej funkcji tych komórek niezwykle istotna jest równowaga  

w ilości wydzielanego NO•. W prezentowanych badaniach poziom NO• wydzielanego przez komórki 

HMEC-1 oznaczano z wykorzystaniem sondy DAF-FM DA. 16 godz. inkubacja tych komórek z BBCLA lub 

CLA istotnie statystycznie obniżyła poziom NO• wydzielanego przez komórki HMEC-1 (Rysunek V.12C). 

W przypadku komórek traktowanych FA nie zaobserwowano istotnych zmian. Analizując wyniki 

uzyskane z użyciem DAF-FM DA należy jednak zachować ostrożność mając na uwadze niespecyficzność 

tej sondy [277]. W aspekcie korelacji pomiędzy aktywnością PADs i produkcją NO• brak obecnie danych 

literaturowych. Obniżenie poziomu NO• w komórkach traktowanych BBCLA i CLA wyjaśniać może część 

z efektów obserwowanych w tych komórkach i wskazywać na zaangażowanie PADs w regulację funkcji 

komórek śródbłonka z poziomu tej cząsteczki sygnałowej. Pod uwagę należy wziąć także jednak brak 

podobnych wyników w przypadku komórek traktowanych FA, co wskazywać może na potencjalne 

niespecyficzne działanie dwóch pozostałych inhibitorów. 

Kolejnym z istotnych procesów w angiogenezie kiełkującej jest formowanie struktur kapilarnych 

(Rysunek I.16A.IV). Tworzenie struktur pseudokapilarnych jest procesem specyficznym dla komórek 

śródbłonka. Przebieg tego procesu in vitro oceniano poprzez wysianie komórek śródbłonka na 

powierzchnię przypominającą błonę podstawną – MatrigelTM. Wpływ inhibitorów PADs na tworzenie 

struktur pseudokapilarnych przez HMEC-1 i HUVEC analizowano wykorzystując właśnie tę metodę, 

pozwalającą odzwierciedlić podobny proces zachodzący podczas angiogenezy kiełkującej in vivo.  

W wyniku 16 godz. inkubacji z badanymi inhibitorami zdolność obu typów komórek śródbłonka do 

formowania tych struktur została istotnie obniżona (Rysunek V.13). Ponownie najsilniejszy efekt 

zaobserwowano w przypadku komórek traktowanych BBCLA, za co odpowiadać może także 

wspomniana już obniżona aktywność MMPs będąca efektem zastosowania tego związku (Rysunek 

V.12A). W komórkach HMEC-1 zaobserwowano istotne spadki wszystkich analizowanych parametrów 

opisujących wytworzone struktury pod wpływem inkubacji z każdym z inhibitorów (Rysunek V.13A’). 

Natomiast w HUVEC istotny statystycznie efekt zaobserwowano tylko dla BBCLA i CLA (Rysunek V.13B’). 

Wskazuje to, że inhibitory te istotnie wykazują potencjał do działania antyangiogennego, hamując 

migrację i obniżając zdolność ECs do formowania struktur pseudokapilarnych, procesów istotnych  

w angiogenezie in vivo, a efekty te widoczne są zwłaszcza w komórkach HMEC-1.  

W celu dalszej weryfikacji i przedstawienia molekularnych podstaw dla opisanych wyżej 

wyników, przeprowadzono analizę profilu wydzielniczo-transkrypcjnego istotnych regulatorów 

angiogenezy. Ich poziomy w HMEC-1 po 16 godz. inkubacji z inhibitorami PADs oceniano  

z wykorzystaniem komercyjnego zestawu membran dot-blot – Angiogenesis Profiler (R&D Systems) 

(Rysunek V.14). W kontekście regulacji angiogenezy wykryto spadek wydzielania jednego z głównych 

jej regulatorów – VEGFA, efekt ten zaobserwowano dla każdego z inhibitorów (Rysunek V.15) jednak 

ponownie był on najbardziej nasilony w przypadku BBCLA (Rysunek V.15A). Podobny spadek 

zanotowano w przypadku VEGFC. Z wykorzystaniem qPCR analizowano względny poziom zarówno 

mRNA dla VEGFA i VEGFC, istotne statystycznie (*p< 0,05) obniżenie ekspresji zaobserwowano jednak 
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wyłącznie w HMEC-1 traktowanych BBCLA lub CLA (Rysunek V.17). Co istotne, w literaturze znaleźć 

można doniesienie wskazujące, że specyficzne wyciszenie PAD4 w ludzkich liniach erytroleukemii (HEL 

lub K562) z wykorzystaniem shRNA skutkowało spadkiem ekspresji VEGFA [278]. Zanotowano wzrost 

ekspresji genu PEDF (Rysunek V.17) oraz wydzielania PEDF (SERPIN F1) (Rysunek V.16), opisywanego  

w literaturze jako silnego inhibitora angiogenezy [216, 279, 280]. Wszystkie inhibitory zmniejszyły 

także poziom wydzielanego uPA, istotnego w regulacji homeostazy oraz proteolitycznej degradacji 

ECM (Rysunek V.16), podobnie zaobserwowano spadek wydzielania PSPN (Rysunek V.16). 

Zaobserwowano także spadek wydzielania TSP2 oraz VASH, przedstawianych w literaturze jako 

inhibitory angiogenezy (Rysunek V.16) [281, 282].  

Na poziomie transkryptu wykazano także istotne statystycznie obniżenie ekspresji ET-1, IL6, IL8, 

CCL2 i VIM w HMEC-1 traktowanych BBCLA i CLA (Rysunek V.17), czynniki kodowe przez te geny wśród 

szeregu pełnionych funkcji przedstawiane są także jako proangiogenne [251, 283, 284, 285, 286]. 

Jednak, potraktowanie HMEC-1 inhibitorem FA spowodowało wzrost ekspresji IL8, CCL2 i VIM (Rysunek 

V.17). Wyjaśnieniem tego zjawiska może być niespecyficzne działanie inhibitora, który zgodnie  

z przeprowadzonymi analizami okazał się także być najsłabszym inhibitorem PADs w komórkach 

śródbłonka (Rysunek V.3). W HMEC-1 traktowanych BBCLA lub FA wykryto podwyższoną 

ekspresję genu TIMP1 (Rysunek V.17), kodującego silny inhibitor MMPs [287], co dodatkowo wyjaśniać 

może obniżoną zdolność formowania struktur kapilarnych przez te komórki. Analizowano także 

ekspresję pro-angiogennych IGFBP2 i IGFBP3, w przypadku pierwszego z genów istotne podwyższenie 

jego poziomu zaobserwowano w komórkach traktowanych BBCLA lub CLA, natomiast IGFBP3  

w komórkach traktowanych FA (Rysunek V.17).  

W kontekście regulacji angiogenezy, najważniejsze wydają się być zaobserwowane zmiany  

w ekspresji i wydzielaniu VEGFA oraz PEDF, które pośrednio lub bezpośrednio odpowiadać mogą za 

obserwowane ogólne obniżenie potencjału angiogennego komórek śródbłonka. Należy jednak mieć na 

uwadze, że spektrum substratowe PADs, zwłaszcza w ECs, nie jest jeszcze dobrze poznane, stąd PADs 

mogą regulować ten proces z kilku poziomów, w tym cytrulinacji histonów. Wspomnieć należy także  

o potencjalnych działaniach niespecyficznych stosowanych inhibitorów i konieczności dalszej 

weryfikacji tych wyników w oparciu o inne modele. 

W regulacji funkcji ECs istotny udział bierze szereg szlaków sygnałowych. W niniejszej rozprawie 

skupiono się na analizie poziomów wybranych parametrów szlaku PI3K/Akt. Istotna rola tego szlaku  

w modulacji metabolizmu komórek śródbłonka jest szeroko opisana w literaturze, odpowiada między 

innymi za regulację proliferacji, migracji, syntezy białek, metabolizm glukozy i angiogenezy [288]. 

Zwłaszcza w przypadku angiogenezy szeroko opisano także zależności pomiędzy poziomem VEGFA  

a aktywnością kinazy Akt [289]. Wzięto również pod uwagę wspomiane wcześniej zaangażowanie PADs 

w regulację szlaku PI3K/Akt (I. Wstęp teoretyczny, Rozdział 1.4). Analiza WB poziomów nieaktywnej 

Akt i aktywnej formy ph-Akt (S473), wyraźnie wskazała na istotnie obniżony poziom formy aktywnej 

tej kinazy po zahamowaniu aktywności PADs (Rysunek V.18). Efekt ten widoczny był przy każdym  
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z zastosowanych inhibitorów (p***<0,0001 dla BBCLA i CLA, p*<0,05 dla FA). W literaturze podobny 

efekt zaobserwowano we wspomnianej już linii Y79, gdzie BBCLA również obniżyła poziom ph-Akt 

[123]. Podobny efekt stwierdzono także w przypadku wyciszenia PAD4 w HMEC-1, co opisano 

dokładniej w jednym z kolejnych paragrafów. Obniżenie aktywacji kinazy Akt uzupełnia i wyjaśnia 

opisane wyżej antyangiogenne efekty zahamowania cytrulinacji w ECs. Nie zaobserwowano natomiast 

istotnych zmian w poziomie PI3K, a poziom GSK3B istotnie zwiększyła wyłącznie inkubacja z FA 

(Rysunek V.18).  

Zarówno fizjologiczna, jak i patologiczna angiogeneza jest zazwyczaj wynikiem wzrostu 

zapotrzebowania na tlen i składniki odżywcze. Prowadzi to do wzrastającego niedotlenienia tkanek  

i sprzyja produkcji RFT [290], które historycznie postrzegane były głównie przez pryzmat ich 

negatywnego wpływu na funkcje komórek. Późniejsze badania dowiodły, że RFT są także istotnymi 

cząsteczkami sygnałowymi [291], zwłaszcza z poziomu homeostazy oksydacyjno-antyoksydacyjnej. 

Również w regulacji angiogenezy i innych funkcji komórek śródbłonka RFT działają jak miecz 

obusieczny, ich wysokie stężenia są szkodliwe, natomiast niskie ilości niektórych rodników biorą udział 

w szlakach sygnałowych m.in. promując proliferację komórek [292]. RFT mogą stymulować 

angiogenezę bezpośrednio lub pośrednio, co ma miejsce na przykład w przypadku patologicznej 

angiogenezy w miażdżycy [290]. Również poziom jednego z głównych regulatorów angiogenezy – 

VEGFA zależny jest od wystąpienia warunków hipoksji [293]. Wobec prezentowanych w tej rozprawie 

badań warto także wspomnieć o coraz szerzej badanym wpływie RFT na aktywność szlaku PI3K/Akt 

[294]. Biorąc pod uwagę powyższe, zbadano konsekwencje zahamowania aktywności PADs na 

wybrane aspekty homeostazy redoks. Z wykorzystaniem testu wychwytu czerwieni obojętnej 

analizowano wpływ preinkubacji komórek HMEC-1 z inhibitorami PADs na przeżywalność komórek 

HMEC-1 poddanych następnie działaniu 10 µM t-BOOH lub 150 µM H2O2 (Rysunek V.19). Każdy  

z testowanych inhibitorów PADs istotnie statystycznie (*p<0,05) zwiększył przeżywalność komórek 

traktowanych H2O2 (Rysunek V.19B). W przypadku t-BOOH, istotny efekt cytoprotekcyjny wykryto 

wyłącznie w przypadku preinkubacji z BBCLA (Rysunek V.19A). Wskazuje to, że odpowiedź komórek 

HMEC-1 preinkubowanych z inhibitorami PADs zależna jest od rodzaju czynnika wywołującego stres 

oksydacyjny. Molekularne efekty t-BOOH, w porównaniu z H2O2 mogą być o wiele bardziej destrukcyjne 

dla komórek [295]. Inkubacja HMEC-1 z t-BOOH prowadziła także do silnego wzrostu produkcji RFT, 

który ulega istotnemu zmniejszeniu (**p<0,001 dla BBCLA i FA, *p<0,05 dla CLA) w przypadku 

wcześniejszego zahamowania aktywności PADs (Rysunek V.20A). Jednak co zastanawiające, inkubacja 

wyłącznie z inhibitorami PADs, bez indukcji stresu oksydacyjnego, nie ma istotnego wpływu na poziom 

RFT (Rysunek V.20A). Każdy z zastosowanych inhibitorów istotnie statystycznie (*p<0,05) zwiększył 

poziom mRNA Nrf2 (Rysunek V.20B), jednego z ważnych czynników transkrypcyjnych regulującego 

ekspresję genów odpowiedzialnych za potencjał antyoksydacyjny komórki [296]. Efekt aktywacji szlaku 

Nrf2/HO-1 zaobserwowano także w przypadku zahamowania aktywności PADs w fibroblastach serca 

[297]. Dodatkowo inhibicja cytrulinacji w HMEC-1 skutkowała także zwiększeniem ekspresji reduktazy 
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tioredoksyny 1 (TXNRD1) (Rysunek V.20B), która również wiązana jest ze wzrostem potencjału 

antyoksydacyjnego [298]. Może to częściowo wyjaśniać zarówno zwiększoną przeżywalność i obniżoną 

produkcję RFT w komórkach HMEC-1 preinkubowanych z inhibitorami PADs w warunkach stresu 

oksydacyjnego, wywołanego t-BOOH lub H2O2. Jednak w aspekcie regulacji angiogenezy zauważyć 

należy, że Nrf2 jest w literaturze opisywany jako jej pozytywny regulator [296]. Z wykorzystaniem 

metod in silico wykonano dokowanie struktur badanych inhibitorów do DNA, spośród nich największą 

zdolność do interakcji z DNA wykazała BBCLA (Rysunek V.21). Biorąc pod uwagę tę analizę wykonano 

test kometowy, który wykazał, że badane inhibitory nie tylko nie wywołują uszkodzeń DNA w HMEC-1, 

ale działają protekcyjnie wobec uszkodzeń indukowanych H2O2 (Rysunek V.22). Efekt każdego  

z inhibitorów był zbliżony, stanowi to dodatkowe podłoże dla opisanego wcześniej cytoprotekcyjnego 

działania związków przed działaniem H2O2 (Rysunek V.19B). Dodatkowo w komórkach HMEC-1 

traktowanych BBCLA i CLA oceniano profil i podstawowe parametry oddychania mitochondrialnego 

(Rysunek V.23 i Rysunek V.24). W analizach tych nie wykryto żadnych istotnych zmian, co pozostaje  

w zgodzie również z obserwowanym brakiem zmian w poziomie RFT (Rysunek V.20A). Postulować więc 

można, że zahamowanie aktywności PADs w komórkach HMEC-1 indukuje mechanizmy obronne 

przeciwko stresowi oksydacyjnemu, co może być też istotne w ogólnym antyangiogennym działaniu 

tych związków. 

Wybrane efekty antyangiogenne inhibitorów PADs weryfikowano w oparciu o przygotowane 

komórki HMEC-1 PAD4 KD. Uzyskano obniżenie poziomu PAD4 do około 40% kontroli zarówno na 

poziomie białka (Rysunek V.28A), jak i transkryptu (Rysunek V.28B). Specyficzne wyciszenie izoformy 

PAD4 i istotny statystycznie (*p< 0,001) obniżony poziom ph-Akt, wyraźnie wskazuje na bezpośrednią 

rolę PAD4 w regulacji szlaku PI3K/Akt (Rysunek V.28A). Wyniki te pozostają w zgodzie zarówno  

z dostępnymi w literaturze danymi [94, 95, 123], jak i wynikami uzyskanymi w przypadku zastosowania 

inhibitorów PADs (Rysunek V.18). Analizowana tutaj fosforylacja kinazy Akt w pozycji S473, określana 

jest jako główny aktywator tej kinazy [13]. Za jej przeprowadzanie odpowiedzialny jest kompleks 

mTORC2 [299]. Tym samym biorąc pod uwagę brak spadku w poziomie PI3K w modelu 

farmakologicznym, zasadne wydaje się zbadanie w przyszłości poziomu i aktywności mTORC2  

w komórkach śródbłonka z wyciszonym PAD4. W literaturze wskazano na potencjalną rolę PAD4  

w regulacji ekspresji SESN2 i DDIT4, będących negatywnymi regulatorami aktywacji mTORC1 [300]. Być 

może podobne zjawisko ma miejsce w przypadku aktywacji mTORC2 a tym samym fosforylacji S473 

Akt w przedstawionym modelu śródbłonkowym. Potencjalna korelacja pomiędzy aktywnością PAD4  

a fosforylacją Akt, ma duże implikacje nie tylko w kontekście potencjału angiogennego komórek 

śródbłonka, ale także jego pozostałych funkcji. Z klinicznego poziomu, deregulacja szlaku PI3K/Akt 

obserwowana jest w przypadku niektórych CVDs, w tym miażdżycy [301, 302]. 

Podobnie jak w modelu farmakologicznym, wyciszenie PAD4 spowodowało istotny wzrost 

ekspresji genów kodujących białka z rodziny SERPIN: PEDF i PAI-1 (Rysunek V.28B), co wskazuje na rolę 

PAD4 również w regulacji hemostazy. Jednak, w komórkach HMEC-1 PAD4 KD nie zanotowano 
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istotnych zmian w poziomie ekspresji VEGFA (Rysunek V.28B). Sugeruje to, że obserwowane obniżenie 

wydzielania i ekspresji tego czynnika w modelu farmakologicznym (Rysunek V.15 i Rysunek V.17) może 

być wynikiem aktywności innych izoform niż PAD4, w tym PAD2. Natomiast, podobnie jak w modelu 

farmakologicznym, wyciszenie PAD4 istotnie obniżyło zdolność HMEC-1 do formowania struktur 

pseudokapilarnych (Rysunek V.29 i Rysunek V.13), potwierdza to zaangażowanie PAD4 w regulację 

tego procesu. W przyszłości planowane jest przeprowadzenie podobnych analiz na komórkach ze 

specyficznie wyciszoną ekspresją PAD2. Pozwoli to określić czy obserwowane spadki w ekspresji  

i wydzielaniu VEGFA związane są bezpośrednio z aktywnością PADs. 

Potwierdzono zaangażowanie PADs i specyficznie PAD4, a tym samym cytrulinacji w regulację 

wybranych funkcji komórek śródbłonka. Przeprowadzone analizy jednoznacznie wskazują, że 

aktywność PADs istotna jest w aktywacji kinazy Akt, a tym samym efektów szlaku PI3K/Akt. Dodatkowo 

stwierdzono, że zahamowanie cytrulinacji znacznie modyfikuje profil transkrypcyjno-wydzielniczy 

HMEC-1, skutkując obniżeniem potencjału angiogennego komórek. Efekty te zaobserwowano  

w testach funkcjonalnych, także w przypadku pierwotnych komórek HUVEC. W analizowanym modelu 

farmakologicznym, potencjał inhibitorowy związków oceniano względem histonu H3, należy jednak 

mieć na uwadze fakt, że cytrulinacja zachodzić może na wielu innych białkach. Niedawne badanie 

proteomiczne wskazało wiele nowych potencjalnych celów dla PAD4 [257]. Stąd obserwowane efekty 

mogą nie być bezpośrednio powiązane z cytrulinacją histonów, a być wynikiem zahamowania 

cytrulinacji innych białek, o których wspomniano na wstępnie dyskusji. Wśród innych znanych 

substratów PADs istotnych z poziomu regulacji angiogenezy wymienić należy także SERPINs w tym, 

antytrombinę i PAI-1, których aktywność jest obniżana przez cytrulinację [104]. Jak już wspomniano 

białka te są także istotne w regulacji angiogenezy. Dodatkowo badania z września 2024, istotne  

w obliczu przedstawianych tutaj analiz wskazują, że cytrulinacja czynnika HI1-α, istotnego w regulacji 

m.in. ekspresji VEGFA, zwiększa jego stabilność [303]. W literaturze dostępne jest także badanie 

wykonane na modelu mysim wskazujące zaangażowanie PAD2 w regulację angiogenezy [304]. Li i wsp. 

w swoim badaniu z 2022 roku proponują także rolę PAD2 w aktywacji szlaku EGFR i promowaniu 

angiogenezy w gruczolaku płuc [305]. Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki pozostają w zgodzie  

z dostępnymi danymi literaturowymi, konieczne są jednak dalsze badania. Dodatkowo, wciąż rosnąca 

pula znanych substratów PADs pozwoli także bezpośrednio ocenić rolę modyfikacji konkretnego białka 

w regulacji metabolizmu komórek śródbłonka. 

Wpływ zahamowania cytrulinacji na wybrane parametry epigenomu komórek śródbłonka 

analizowano z poziomu modyfikacji histonów. Zdecydowano się zbadać potencjalne pośrednie 

interakcje cytrulinacji z acetylacją, a także zależności pomiędzy cytrulinacją a metylacją. Istotne  

z punktu widzenia niniejszej rozprawy doniesienia literaturowe na ten temat przedstawiono we 

wstępie teoretycznym (Wstęp Teoretyczny, Rozdział 2.2.). Dodatkowo, w odróżnieniu od cytrulinacji 

histonów zarówno wpływ acetylacji, jak i metylacji histonów na regulację funkcji komórek śródbłonka 

został szeroko zbadany i opisany w literaturze [306, 307]. 
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W komórkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs nie zarejestrowano istotnych 

statystycznie zmian w poziomie H3ac i H3K9/14ac (Rysunek V.30A i A’). Natomiast, na poziomie 

transkrypcyjnym każdy ze stosowanych inhibitorów istotnie statystycznie (*p< 0,05) zwiększył 

ekspresję HDAC3 i HDAC5 (Rysunek V.30). W przypadku komórek z wyciszoną ekspresją PAD4, istotny 

statystycznie (*p< 0,05) efekt widoczny był jedynie dla HDAC3 (Rysunek V.30). Należy także zauważyć, 

że obie wspomniane izoformy HDACs przedstawiane są w literaturze jako negatywne regulatory 

angiogenezy [239, 240], co dodatkowo uzupełniać może obraz ogólnego antyangiogennego działania 

inhibitorów i wyciszenia PAD4. Inkubacja z BBCLA dodatkowo istotnie obniżyła ekspresję p300, jednak 

podobnego efektu nie stwierdzono w przypadku pozostałych inhibitorów, co sugerować może że nie 

jest to bezpośrednio efekt zahamowania PADs. Następnie, analizując wpływ zahamowania aktywności 

HDACs, z wykorzystaniem inhibitora SAHA, zarejestrowano istotny spadek poziomu H3cit w HMEC-1 

(Rysunek V.31C). W celu wyjaśnienia tej obserwacji oceniono poziom PAD2 i PAD4 w komórkach 

traktowanych 20 µM SAHA (Rysunek V.31B), nie wykryto jednak istotnych statystycznie zmian. 

Uzyskane wyniki wskazywać mogą tym samym na istnienie potencjalnej pośredniej interakcji pomiędzy 

aktywnością PADs a HDACs w komórkach śródbłonka. Podobne wyniki uzyskał w roku 2014 roku zespół 

Li i wsp. komórkach promieloblastycznych HL-60, gdzie SAHA w stężeniu 10 µM efektywnie hamował 

wprowadzanie H3cit [308]. Tym samym, prezentowane tutaj wyniki potwierdzają, że podobne 

interakcje zachodzić mogą również w komórkach śródbłonka. W literaturze opisano także współpracę 

HDAC2 z PAD4, które wspólnie regulują ekspresję genów zależnych od p53 [309]. Zaznaczyć należy 

także, że zahamowanie HATs nie wywarło istotnego efektu na cytrulinację (Rysunek V.31), w literaturze 

również brak obecnie doniesień na ten temat. 

 Analizy potencjalnych interakcji cytrulinacji z metylacją rozpoczęto z poziomu 

metylotransferazy SET7/9, której aktywność w literaturze wiązana jest z regulacją m.in. proliferacji  

i angiogenezy [45], a w komórkach śródbłonka także z odpowiedzią na hiperglikemię [310]. Nie wykryto 

istotnego wpływu farmakologicznej inhbicji PADs na poziom SET7/9 (Rysunek V.32A). W modelu 

wyciszenia PAD4 natomiast zarejestrowano istotny wzrost ekspresji genu kodującego ten enzym 

(Rysunek V.32B). Ta rozbieżność wynikać może z potencjalnych niespecyficznych efektów wyciszenia 

lub też niedostatecznego zahamowania aktywności PADs w modelu farmakologicznym. W dalszych 

analizach wykorzystano komórki HMEC-1 SET7/9 KD, w których wykryto istotne obniżenie PAD2 i PAD4 

zarówno na poziomie białka, jak i transkryptu (Rysunek V.33), w pewnym sensie wyjaśniające istotne 

obniżenie w poziomach wprowadzanych przez nie modyfikacji H3cit i H4R2cit (Rysunek V.34). Wyniki 

te sugerują, że metylotransferaza SET7/9 może regulować poziom PAD2 i PAD4 w komórkach 

śródbłonka. W literaturze brak obecnie doniesień na ten temat. Z prezentowanych tutaj danych trudno 

jednakże jednoznacznie ustalić, czy interakcja ta ma formę bezpośredniej regulacji ekspresji PADs.  

W kolejnych analizach skupiono się na istotnych z punktu widzenia komórek śródbłonka 

enzymach zawiadujących metylacją histonów: G9a i LSD1. Ostatnie badania wykazały, że zahamowanie 

aktywności G9a, zarówno farmakologiczne, jak i poprzez wyciszenie, hamuje proliferację HMEC-1  
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a także moduluje ekspresję genów związanych z progresją cyklu komórkowego [244]. Podobne badania 

przeprowadzone na komórkach HMEC-1 z wyciszeniem LSD1, potwierdziły zaangażowanie tego 

enzymu w regulację między innymi śródbłonkowej odpowiedzi zapalnej [311]. Oba enzymy opisano 

także krótko we wstępie teoretycznym. Farmakologiczna inhibicja PADs nie miała istotnego wpływu na 

poziomy LSD1 i G9a w HMEC-1 (Rysunek V.35A). Jednak w przypadku komórek HMEC-1 PAD4 KD 

zaobserwowano wzrost ekspresji LSD1 na poziomie transkryptu (Rysunek V.35B), co jak w przypadku 

zwiększonej ekspresji SET7/9 wymaga dalszych badań, w celu identyfikacji mechanizmu interakcji. 

W aspekcie potencjalnych pośrednich oddziaływań pomiędzy cytrulinacją a statusem metylacji 

konkretnych lizyn ogona histonowego H3 skupiono się na poziomie H3K9me3 i HeK27me3 (Rysunek 

V.36A). Biorąc pod uwagę doniesienia literaturowe (zebrane na Rysunku I.14), spodziewano się 

istotnych zmian w poziomie metylacji tych dwóch lizyn. Jednak w badanym układzie badawczym nie 

wykryto żadnych istotnych zmian (Rysunek V.36A). Natomiast, podobnie jak w przypadku wyciszenia 

SET7/9, zaobserwowano spadek cytrulinacji H3 zarówno w komórkach HMEC-1 G9a KD i HMEC-1 LSD1 

KD (Rysunek V.36B). Jest to zaskakujące biorąc pod uwagę przeciwną funkcję w regulacji metylacji 

histonów tych enzymów. Tym samym uzyskane wyniki wskazują na zasadność przeprowadzenia 

dalszych analiz, zwłaszcza biorąc pod uwagę opisany wcześniej związek pomiędzy aktywnością SET7/9 

a poziomem PAD2 i PAD4. Jednak zweryfikować należy także poziom wybranych modyfikacji histonów, 

a zwłaszcza H3K9me3 i H3K27me3 w komórkach HMEC-1 PAD4 KD, co planowane jest w przyszłości.  

W celu przeprowadzenia wstępnej oceny ogólnego statusu chromatyny analizowano poziomy 

białek: CAF1A i izoform HP1 w HMEC-1 traktowanych inhibitorami przez 16 godz. (Rysunek V.37A). 

Istotną rolę cytrulinacji histonów w regulacji struktury chromatyny zauważyć można zwłaszcza podczas 

formowania NETs. W komórkach HMEC-1 istotny statystycznie efekt, zwiększenie poziomu CAF1A  

(p *<0,05), zaobserwowano wyłącznie w przypadku komórek traktowanych BBCLA lub CLA (Rysunek 

V.37A). Kompleks CAF1A odpowiedzialny jest za upakowanie chromatyny oraz uczestniczy w naprawie 

DNA [312]. Zwiększony poziom CAF1A może więc także wyjaśniać opisany wcześnie cytoprotekcyjny 

efekt inhibitorów PADs przed uszkodzeniami wywoływanymi przez H2O2 (Rysunek V.22). Brak zmian  

w poziomach izoform HP1 (Rysunek V.37A) sugeruje, że zahamowanie wyłącznie cytrulinacji histonów 

nie jest wystarczające dla zaindukowania zmiany konformacji przestrzennej chromatyny, lub też 

wywołane spadki w cytrulinacji nie są wystarczające. Wykryto natomiast zwiększenie ekspresji genu 

CBX5 (Rysunek V.37B), kodującego izoformę HP1α, należy jednak ponownie pamiętać, że nie zawsze 

zwiększenie poziomu mRNA równe jest zwiększonej ilości funkcjonalnego białka. Wspomnieć należy 

także o bezpośrednim wpływie cytrulinacji na aktywność i stabilność białek HP1 [187]. W wyniku 

inkubacji z BBCLA zmniejszeniu uległa ekspresja DNMT1, w literaturze brak dotychczas jakichkolwiek 

doniesień wskazujących na związek pomiędzy metylacją DNA a cytrulinacją, w tym cytrulinacją 

histonów. Dodatkowo, ponieważ efekt ten zaobserwowano wyłącznie dla jednego inhibitora, nie 

wykluczone, że może to być wynik działania niespecyficznego.  
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Przedyskutowane wyżej wyniki, przedstawiające wpływ zahamowania cytrulinacji na wybrane 

parametry epigenomu komórek śródbłonka wskazują na potrzebę przeprowadzenia dalszych 

dogłębnych analiz. Zwłaszcza w zakresie pośrednich interakcji PADs z HDACs oraz SET7/9. Z dostępnych 

wyników nie można również wnioskować o wpływie samej cytrulinacji oraz potencjalnych pośrednich 

interakcji z innymi PTMs histonów na profil ekspresji genów.  

Podsumowując, w literaturze cytrulinacja przedstawiana jest głównie w kontekście 

immunologicznym. Jednak niniejsza rozprawa wskazuje, że cytrulinacja pełnić może również rolę  

w innych ważnych fizjologicznie procesach, w tym w komórkach śródbłonka, których prawidłowe 

funkcjonowanie istotne jest w utrzymaniu homeostazy całego organizmu człowieka.
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VII. Podsumowanie i wnioski 

Podsumowując, całość przedstawionych wyników wyraźnie wskazuje na istotną rolę PADs  

i cytrulinacji w regulacji funkcji komórek śródbłonka, zwłaszcza w kontekście potencjału angiogennego. 

Zaobserwowano spadek zdolności migracyjnych, tworzenia struktur pseudokapilarnych oraz 

modulację profilu transkrypcyjno – wydzielniczego komórek, w tym obniżenie wydzielania/ekspresji 

VEGFA i zwiększenie PEDF. Molekularne podłoże opisanych efektów stanowić może obniżenie 

aktywacji szlaku PI3K/Akt na poziomie kinazy Akt, co stwierdzono zarówno w modelu 

farmakologicznym i wyciszenia ekspresji PAD4. Dodatkowo wykazano potencjalne protekcyjne 

działanie badanych inhibitorów wobec stresu oksydacyjnego. Zaobserwowano także modyfikację 

wybranych parametrów epigenomu. Wykazano potencjalną pośrednią interakcję na linii  

PADs <–> HDACs oraz SET7/9 <–> PADs. 

Wnioski z przeprowadzonych badań: 

1. Farmakologiczna inhibicja PADs obniża ogólny potencjał angiogenny komórek śródbłonka, m.in. 

hamując aktywację szlaku PI3K/Akt na poziomie aktywacji kinazy Akt i zwiększając ekspresję  

i wydzielanie czynników anty-angiogennych przy równoczesnym obniżeniu wydzielania VEGFA. 
 

2. Wyciszenie ekspresji PAD4 z wykorzystaniem shRNA wywołuje efekty zbliżone do modelu 

farmakologicznego, wskazując na zaangażowanie izoformy PAD4 w kształtowanie potencjału 

angiogennego komórek HMEC-1. 
 

3. W komórkach HMEC-1 potwierdzono istnienie potencjalnych pośrednich interakcji na linii PADs <–

> HDACs oraz SET7/9 <–> PADs. 

 

W toku przeprowadzonych badań udało się tym samym potwierdzić postawioną hipotezę badawczą: 

Aktywność PADs i cytrulinacja białek odgrywa istotną rolę w regulacji funkcji komórek śródbłonka. 
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Uwagi końcowe i przyszłe kierunki badań 

Wynik uzyskane w ramach niniejszej rozprawy poszerzają obecny stan wiedzy na temat roli 

cytrulinacji białek o dotychczas niezbadany obszar regulacji metabolizmu komórek śródbłonka. Jednak, 

mogą być również cenne z punktu widzenia innych obszarów badawczych, a zwłaszcza roli cytrulinacji 

w regulacji angiogenezy i procesie nowotworzenia. Być może dalsze badania pozwolą stwierdzić czy 

cytrulinacja, a zwłaszcza aktywność PAD4, podobnie jak chociażby acetylacja histonów, stanowić może 

potencjalny cel terapeutyczny. Obecnie duży nacisk kładziony jest na rolę PADs i cytrulinację  

w chorobach autoimmunologicznych, co wydaje się jak najbardziej słusznym podejściem, jak pokazują 

liczne doniesienia cytrulinacja i aktywność PADs przyczynia się zarówno do patogenezy, jak i i progresji 

tych schorzeń. Niemniej jednak niniejsza rozprawa pokazuje, że istotne jest badanie cytruliancji białek 

również w kontekście innych procesów. 

W trakcie analizy przedstawionych wyników nasuwają się sugestie i wnioski, na temat tego co 

dopełniłoby prezentowane badania. Szczególnie w aspekcie modelu tranksrypcyjnego wyciszenia 

PAD4 niezwykle zasadne wydaje się wykonanie profilowania ekspresji genów w oparciu o techniki NGS, 

a mianowicie RNA-seq. Analiza ta zapewniłaby szerszy obraz tego jak PAD4 przyczynia się do regulacji 

genów, nie tylko pod względem regulacji angiogenezy, na której skupiono się w niniejszej pracy, ale 

także innych procesów. Profilowanie mogłoby także zasugerować przyszłe kierunki badań.  

Z punktu widzenia genów, których zmieniona ekspresja zaobserwowana została zarówno  

w modelu farmakologicznym i transkrypcyjnym, warto byłoby przeprowadzić analizy ChIP  

i zidentyfikować czy cytrulinacja histonów obecna jest w promotorach czy też ciałach tych genów.  

W podobnym zakresie i pod względem potencjalnych interakcji cytrulinacji i innym modyfikacji 

histonów kluczowe byłoby sprawdzenie kolokalizacji cytrulinacji i metylacji/acetylacji w obrębie 

wybranych genów. Warto również rozważyć czy proces cytrulinacji może być odwrócony, co obecnie 

wydaje się niemożliwe, jednak podobnie sądzono w przypadku dobrze opisanej obecnie metylacji 

białek.  

Ponadto, realizacja rozprawy doktorskiej nasunęła pytania o rolę cytrulinacji i aktywności PAD4 

w regulacji innych istotnych funkcji komórek śródbłonka. Zwłaszcza, stwierdzona zarówno w modelu 

farmakologicznym, jak i przy wyciszeniu PAD4 modyfikacja ekspresji SERPIN (PAI-1, PEDF) sugeruje, że 

cytrulinacja poza opisywanym tutaj zaangażowaniem w angiogenezę uczestniczyć może także  

w regulacji funkcji hemostatycznych komórek śródbłonka. Część wyników uzyskanych w toku realizacji 

niniejszej rozprawy posłużyła jako badania wstępne we wniosku grantowym w konkursie NCN 

PRELUDIUM 23, który został zakwalifikowany do finansowania (tytuł projektu: Zmiany w profilu 

cytrulinacji białek oraz w strukturze chromatyny indukowane aktywnością deiminaz peptydylo-

argininowych i ich konsekwencje dla hemostatycznych funkcji komórek śródbłonka; Nr DEC-

2024/53/N/NZ3/02799, kierownik: mgr Oskar Ciesielski). Realizacja tego projektu być może pozwoli na 

uzyskanie dalszych wyjaśnień odnośnie znaczenia cytrulinacji dla metabolizmu..
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Streszczenie w języku polskim 
W literaturze szeroko opisano rolę dobrze poznanych potranslacyjnych modyfikacji białek, 

takich jak choćby fosforylacja czy też metylacja w regulacji metabolizmu komórkowego. Jedną ze 

słabiej opisanych modyfikacji, również w tym zakresie, jest cytrulinacja białek. Modyfikacja ta, 

nazywana również deiminacją, polega na konwersji peptydyloargininy do peptydylocytruliny. Ma to 

istotne konsekwencje molekularne dla modyfikowanych białek, może zmieniać ich ładunek co wpływa 

na interakcję z innymi białkami, a także modyfikować miejsca aktywne hamując działanie enzymów. 

Modyfikacja ta przeprowadzana jest przez enzymy z rodziny deiminaz peptydyloargininowych (PADs). 

Wyróżnia się pięć izoform PADs, z których najszerzej zbadane zostały PAD2 i PAD4. Izoformy te jako 

jedyne zdolne są także do przeprowadzania cytrulinacji histonów, co sugeruje ich zaangażowanie  

w epigenetyczną regulację ekspresji genów. Jednak, fizjologiczne role tej modyfikacji są obecnie wciąż 

słabo poznane. Dotychczasowe doniesienia skupiają się zazwyczaj na wpływie cytrulinacji i wzmożonej 

aktywności PADs na występowanie chorób autoimmunologicznych. Dostępne są również badania 

wskazujące na zaangażowanie PADs w rozwój chorób nowotworowych.  

W niniejszej pracy jako główny model badawczy wykorzystano ludzkie komórki śródbłonka 

naczyniowego. Zarówno immortalizowaną linię ludzkich komórek śródbłonka mikrowaskularnego 

(HMEC-1) jak i pierwotne komórki śródbłonka izolowane z żyły pępowinowej (HUVEC). W organizmie 

człowieka komórki śródbłonka, poza pełnieniem roli bariery między krążącą krwią a tkankami pełnią 

także wiele istotnych funkcji regulatorowych. Odpowiedzialne są między innymi za regulację przepływu 

krwi, jej ciśnienia oraz procesów krzepnięcia i fibrynolizy. Jedną z istotnych funkcji komórek śródbłonka 

jest także regulacja procesu angiogenezy, tworzenia nowych naczyń krwionośnych z już istniejących. 

Proces ten jest niezwykle istotny w procesach fizjologicznych m.in. w procesie gojenia ran, ale także  

w stanach patologicznych. Zwłaszcza w konteście nowotworów patologiczna angiogeneza ma 

niezwykle istotne znaczenie, umożliwia dostarczanie tlenu i substancji odżywczych do guza powodując 

rozwój nowotworu, a także w późniejszych etapach umożliwiać może powstawanie przerzutów.  

W komórkach śródbłonka angiogeneza regulowana jest przez wiele mechanizmów, w tym 

epigenetycznych. Zahamowanie patologicznej angiogenezy stanowi obecnie atrakcyjną metodę terapii 

chorób nowotworowych, z tego powodu wciąż poszukuje się nowych mechanizmów które regulują ten 

proces. Dotychczas szeroko opisano wpływ dobrze poznanych modyfikacji białek w modulowaniu 

funkcji komórek śródbłonka, jednak w kontekście procesu cytrulinacji brak obecnie jakichkolwiek 

jednoznacznych informacji. 

Zbadano wpływ zahamowania aktywności PADs a tym samym cytrulinacji białek, w tym 

histonów, na wybrane funkcje i parametry epigenomu komórek śródbłonka. W tym celu wykorzystano 

dwie metody zahamowania aktywności PADs: (i) model farmakologiczny z wykorzystaniem 

komercyjnie dostępnych inhibitorów, (ii) model transkrypcyjny, tj. wyciszenie genu PAD4 przez shRNA. 

W modelu farmakologicznym wykorzystano trzy komercyjne inhibitory PADs: BB-Cl-amidynę (BBCLA), 
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Cl-amidynę (CLA) i F-amidynę (FA). Wyciszenie ekspresji PAD4 w komórkach HMEC-1 wykonano  

z wykorzystaniem shRNA dostarczanego do komórek poprzez transdukcję lentiwirusową. 

Cytotoksyczność wybranych inhibitorów oceniano przy użyciu testu redukcji resazuryny.  

W pierwotnie badanym zakresie stężeń cytotoksyczne działanie w obu typach komórek śródbłonka 

zarejestrowano jedynie w przypadku BBCLA (w stężeniach > 1,75 µM). Wpływ inhibitorów na poziom 

cytrulinacji H3 w komórkach śródbłonka analizowano z wykorzystaniem techniki Western blotting. 

Spośród testowanych inhibitorów największy potencjał inhibitorowy względem wprowadzania 

cytrulinacji H3 w obu typach komórek śródbłonka była BBCLA, obniżając poziom tej modyfikacji do 

około 20% kontroli (*p<0,0001). Żaden z zastosowanych inhibitorów PADs nie wywarł istotnych 

efektów na progresję cyklu komórkowego HMEC-1 ocenianą z wykorzystaniem cytometrii 

przepływowej. Istotnym modyfikacjom poddany został natomiast profil ekspresji wybranych cyklin, 

który analizowano z wykorzystaniem qPCR. 

Efekty farmakologicznej inhibicji cytrulinacji na potencjał angiogenny komórek śródbłonka 

oceniano z wykorzystaniem wybranych testów funkcjonalnych oraz analizując profil wydzielniczo-

transkrypcyjny. Zastosowanie każdego z inhibitorów spowodowało spadek zarówno zdolności 

migracyjnych, jak i potencjału do tworzenia struktur pseudokapilarnych. Zahamowanie aktywności 

PADs w HMEC-1 z wykorzystaniem BBCLA lub CLA istotnie zmniejszyło poziom wydzielanego NO• 

(odpowiednio *p<0,001 lub *p<0,05). Dodatkowo, związek BBCLA jako jedyny istotnie statystycznie 

hamował całkowitą aktywność MMPs (*p<0,001). Dodatkowo, każdy z inhibitorów zwiększył poziom 

ekspresji mRNA i wydzielania PEDF, silnego inhibitora angiogenezy. Zahamowanie aktywności PADs 

obniżyło także wydzielanie VEGFA, a w przypadku BBCLA i CLA zaobserwowano także spadek ekspresji 

genu kodującego ten czynnik. Farmakologiczne zahamowanie aktywności PADs w HMEC-1 skutkowało 

także cytoprotekcyjnym efektem przed działaniem H2O2, dodatkowo istotnie statystycznie 

zmniejszając uszkodzenia DNA wywołane tym czynnikiem. Preinkubacja komórek HMEC-1  

z inhibitorami zmniejszyła także poziom RFT produkowanych w warunkach stresu oksydacyjnego 

zaindukowanego t-BOOH (*p<0,001). Na poziomie transkryptu zanotowano istotny wzrost ekspresji 

Nrf2, istotnego czynnika transkrypcyjnego regulującego ekspresję genów związanych z potencjałem 

antyoksydacyjnym, co wyjaśniać może przedstawione wyżej efekty. Tym samym, wskazano także na 

zaangażowanie PADs w regulację wybranych parametrów homeostazy redoks. W celu wyjaśnienia 

molekularnego podłoża antyangiogennego efektu inhibitorów i zahamowania PADs w ECs badano 

poziomy wybranych elementów szlaku sygnałowego PI3K/Akt. Każdy z zastosowanych inhibitorów 

istotnie statystycznie obniżył poziom aktywnej formy kinazy Akt (pH-Akt S473) do około 40% kontroli 

(p*<0,0001 lub *p<0,05), co wskazuje na zaangażowanie PADs w regulację szlaku PI3K/Akt, istotnego 

w kształtowaniu potencjału angiogennego komórek śródbłonka a także ich pozostałych funkcji. Tym 

samym, stwierdzić można, że aktywność PADs istotna jest w regulacji funkcji komórek śródbłonka, 

także w aspekcie ich potencjału angiogennego. 
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Komórki HMEC-1 PAD4 KD, przygotowano wykorzystując mechanizmy RNAi, a mianowicie 

shRNA. W tym modelu weryfikowano wybrane efekty zaobserwowane w przypadku modelu 

farmakologicznego. Stwierdzono podobny istotny statystycznie spadek w poziomie aktywnej formy 

kinazy Akt (pH-Akt S473) do około 40% kontroli (p*<0,05), co potwierdza zaangażowanie PADs  

i specyficznie PAD4 w regulację szlaku PI3K/Akt w komórkach HMEC-1. Potwierdzono także związek 

pomiędzy aktywnością PAD4, a ekspresją PEDF i PAI-1, dla których zanotowano istotnie statystycznie 

zwiększone poziomy mRNA (*p<0,05 lub *p<0,001). Nie zaobserwowano natomiast zmian w ekspresji 

VEGFA, co wskazuje, że zmiany wywołane przez BBCLA i CLA mogą być wynikiem ich działania 

niespecyficznego lub też zahamowania innych izoform PADs. Na poziomie funkcjonalnym, komórki 

HMEC-1 PAD4 KD miały istotnie obniżoną zdolność formowania struktur pseudokapilarnych, podobnie 

jak w modelu farmakologicznym. Powyższe potwierdza wnioski płynące z analiz modelu 

farmakologicznego i zaangażowanie PADs w regulację funkcji komórek śródbłonka, a szczególnie ich 

potencjału angiogennego. 

Analizy wybranych parametrów epigenomu prowadzono z poziomu potencjalnych pośrednich 

interakcji pomiędzy aktywnością PADs/cytrulinacją a innymi PTMs histonów. W komórkach HMEC-1 

wykazano potencjalną pośrednią interakcję na linii PADs – HDACs. Farmakologiczne zahamowanie 

aktywności PADs każdym z inhibitorów istotnie statystycznie zwiększyło ekspresję HDAC3 i HDAC5, 

przy wyciszeniu PAD4 efekt ten zaobserwowano wyłącznie dla HDAC3. W kontekście poprzednich 

analiz wspomnieć należy, że izoformy te opisane są w literaturze jako negatywne regulatory 

angiogenezy. Zastosowanie inhibitora HDACs – SAHA, istotnie statystycznie (p*<0,001) zmniejszyło 

poziom cytrulinacji H3. Tym samym potwierdzono słuszność prowadzenia dalszych badań nad 

potencjalnymi pośrednich lub bezpośrednimi interakcjami pomiędzy PADs a HDACs. W literaturze 

więcej informacji znaleźć można na temat potencjalnych interakcji cytrulinacji z metylacją histonów. 

W niniejszej pracy analizy te prowadzono z poziomu aktywności metylotransferazy SET7/9. Specyficzne 

wyciszenie jej ekspresji w komórkach HMEC-1, istotnie (p*<0,05) obniżyło zarówno ekspresję, poziom 

izoform PAD2 i PAD4, jak i cytrulinacji histonów. Podobny spadek w cytrulinacji H3 zaobserwowano  

w komórkach z wyciszeniem ekspresji LSD1 lub G9a. Wskazuje to na istnienie potencjalnej pośredniej 

interakcji pomiędzy aktywnością SET7/9, oraz LSD1 i G9a, a statusem cytrulinacji białek, w tym 

histonów. Farmakologiczna inhibicja PADs nie powodowała natomiast istotnych statystycznie zmian  

w poziomie zarówno SET7/9 jak i LSD1 i G9a. Jednak w komórkach HMEC-1 PAD4 KD, zanotowano 

zwiększoną ekspresję mRNA dla SET7/9 i LSD1. Inkubacja HMEC-1 z inhibitorami PADs nie powodowała 

także istotnych statystycznie zmian w poziomach H3K9me3 i H3K27me3, co biorąc pod uwagę 

doniesienia literaturowe jest zaskakujące. Zahamowanie aktywności PADs nie miało istotnego efektu 

na strukturę chromatyny, którą analizowano pod względem poziomów izoform białka HP1, a istotne 

zwiększenie (*p< 0,05) CAF1A zanotowano wyłącznie w przypadku komórek traktowanych BBCLA lub 

CLA.  
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Podsumowując, przedstawione wyniki potwierdzają zaangażowanie PADs w kształtowanie 

funkcji komórek śródbłonka, zwłaszcza ich potencjału angiogennego. Aktywność PADs, w tym 

specyficznie PAD4, istotna jest w regulacji szlaku PI3K/Akt. Potwierdzono także istnienie potencjalnych 

pośrednich interakcji pomiędzy cytrulinacją, a innymi PTMs histonów w HMEC-1, zwłaszcza na 

poziomie PADs <–> HDACs i SET7/9 <–> PADs. Niniejsza rozprawa potwierdza także zasadność 

prowadzenia dalszych badań nad cytrulinacją białek. Zwłaszcza tych związanych z regulatorową funkcją 

tej modyfikacji, także poza aspektem stanu zapalnego i odpowiedzi immunologicznej. 
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Abstract 
The role of well-characterized post-translational protein modifications, such as phosphorylation 

or methylation, in regulating cellular metabolism is widely described. However, in this context, protein 

citrullination is one of the less studied modifications. Citrullination, also known as deimination, 

involves the conversion of peptidylarginine to peptidylcitrulline. The reaction has significant molecular 

consequences for modified proteins via altering their charge, which in turn impacts their interactions 

with other proteins or modifies the active sites, thereby inhibiting enzyme activity. Citrullination is 

catalyzed by enzymes from the peptidylarginine deiminase (PAD) family. To date five PAD isoforms are 

known, of which PAD2 and PAD4 have been most extensively studied. These isoforms are also the only 

ones capable of histone citrullination, suggesting their involvement in the epigenetic regulation of 

gene expression. However, the physiological roles of this modification remain poorly understood. 

Existing data largely focus on the influence of citrullination and increased PAD activity on autoimmune 

diseases. Recently there is also gathering evidence suggesting PADs involvement in the progression of 

cancer. 

In the presented study, human endothelial cells were used as the primary research model. 

Including the immortalized human microvascular endothelial cell line (HMEC-1) and primary 

endothelial cells isolated from the human umbilical vein (HUVEC). In the body, endothelial cells not 

only form a barrier between circulating blood and tissues but also perform many critical regulatory 

functions. These include regulating blood flow, blood pressure, coagulation, and fibrinolysis. One of 

the key functions of endothelial cells is the regulation of angiogenesis, the formation of new blood 

vessels from pre-existing ones. Angiogenesis is vital for not only for physiological processes, such as 

wound healing, but also plays a role in pathological conditions. In cancer, pathological angiogenesis is 

particularly significant as it supplies oxygen and nutrients to tumor, facilitating its growth and, in later 

stages, enabling metastasis. In endothelial cells, angiogenesis is regulated by numerous mechanisms, 

including epigenetics. Inhibiting pathological angiogenesis is currently an attractive strategy for cancer 

therapy, leading to ongoing research into novel mechanisms that regulate this process. While the role 

of well-studied protein modifications in modulating endothelial cell functions has been widely 

described, no conclusive information is currently available on the role of citrullination in this context. 

This dissertation investigates the impact of inhibiting PAD activity, and thus citrullination of 

proteins, including histones, on selected functions and parameters of the epigenome of endothelial 

cells. Two methods were employed to inhibit PAD activity: (i) pharmacological approach using 

commercially available inhibitors, and (ii) a genetic silencing approach involving transcriptional 

silencing of the PAD4 gene. In the pharmacological model, three commercial PAD inhibitors were used: 

BB-Cl-amidine (BBCLA), Cl-amidine (CLA), and F-amidine (FA). PAD4 expression in HMEC-1 cells was 

silenced using shRNA delivered via lentiviral transduction. 

The cytotoxicity of the selected inhibitors was analyzed using the resazurin reduction assay. 

Cytotoxic effects were observed only for BBCLA at concentrations >1.75 μM in both endothelial cell 
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types. The effect of the inhibitors on H3 citrullination levels in endothelial cells was analyzed using 

Western blotting. BBCLA exhibited the highest inhibitory potential against H3 citrullination in both cell 

types, reducing this modification to approximately 20% of control levels (*p<0.0001). None of the PAD 

inhibitors significantly altered the progression of the HMEC-1 cell cycle, as analyzed by flow cytometry. 

However, significant changes were observed in the expression profile of selected cyclins, which was 

analyzed using qPCR. 

The effects of pharmacological inhibition of citrullination on the angiogenic potential of 

endothelial cells were assessed using functional assays and by analyzing secretory and transcriptional 

profiles. Each inhibitor reduced both the migratory capacity and pseudocapillary structure formation 

potential of endothelial cells. PAD activity inhibition in HMEC-1 cells with BBCLA or CLA significantly 

decreased NO• secretion (*p<0.001 or *p<0.05, respectively). Additionally, BBCLA significantly 

inhibited total MMP activity (*p<0.001) in HMEC-1. Furthermore, each inhibitor increased mRNA 

expression and secretion of PEDF, a potent angiogenesis inhibitor. PAD activity inhibition also 

decreased VEGFA secretion, and in the case of BBCLA and CLA, a reduction in the expression of the 

gene encoding this factor was observed. Pharmacological inhibition of PAD activity in HMEC-1 cells 

also resulted in a cytoprotective effect against H2O2, significantly (*p<0.0001) reducing DNA damage 

caused by this factor. Pre-incubation of HMEC-1 cells with the inhibitors also reduced ROS production 

under oxidative stress induced by t-BOOH (*p<0.001). At the transcriptional level, a significant increase 

in Nrf2 expression was noted, a key transcription factor regulating genes related to antioxidant 

potential, which may explain the effects described above. Thus, PAD involvement in regulating 

selected redox homeostasis parameters was demonstrated. To elucidate the molecular basis of the 

inhibitors' antiangiogenic effects and PAD inhibition in endothelial cells, the levels of selected elements 

of the PI3K/Akt signaling pathway were analyzed. Each inhibitor significantly reduced the level of active 

Akt kinase (pH-Akt S473) to approximately 40% of control levels (*p<0.0001 or *p<0.05), suggesting 

PAD involvement in regulating the PI3K/Akt pathway, which plays a critical role in shaping the 

angiogenic potential of endothelial cells as well as their other functions. These findings indicate that 

PAD activity is crucial for regulating endothelial cell functions, including their angiogenic potential. 

HMEC-1 PAD4 KD cells were generated using RNA interference mechanisms, specifically shRNA. 

In this model, selected effects observed in the pharmacological model were verified. A similar 

statistically significant decrease in active Akt kinase levels (pH-Akt S473) to approximately 40% of 

control (*p<0.05) was found, confirming PAD involvement, particularly PAD4, in regulating the 

PI3K/Akt pathway in HMEC-1 cells. A relationship between PAD4 activity and the expression of PEDF 

and PAI-1 was also confirmed, with significantly increased mRNA levels observed for these factors 

(*p<0.05 or *p<0.001). No changes in VEGFA expression were observed, suggesting that the changes 

induced by BBCLA and CLA may result from non-specific effects or inhibition of other PAD isoforms. 

Functionally, HMEC-1 PAD4 KD cells exhibited a significantly reduced ability to form pseudocapillary 

structures, similar to the pharmacological model. These findings confirm the conclusions from the 
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pharmacological model and highlight PAD involvement in regulating endothelial cell functions, 

particularly their angiogenic potential. 

Selected epigenome parameters were analyzed for potential indirect interactions between PAD 

activity/citrullination and other histone PTMs. In HMEC-1 cells, a potential indirect interaction 

between PADs and HDACs was demonstrated. Pharmacological inhibition of PADs significantly 

increased HDAC3 and HDAC5 expression, while PAD4 silencing showed this effect only for HDAC3. 

Notably, these isoforms are described in the literature as negative regulators of angiogenesis. Using 

the HDAC inhibitor SAHA significantly (*p<0.001) reduced H3 citrullination levels, confirming the 

validity of further studies on potential direct or indirect interactions between PADs and HDACs. The 

literature provides more information on potential interactions between citrullination and histone 

methylation. This study analyzed these interactions at the level of SET7/9 methyltransferase activity. 

Specific silencing of SET7/9 expression in HMEC-1 cells significantly (*p<0.05) reduced the expression 

and levels of PAD2 and PAD4 isoforms, as well as histone citrullination. A similar decrease in H3 

citrullination was observed in cells with silenced LSD1 or G9a expression. This suggests a potential 

indirect interaction between SET7/9, LSD1, and G9a activity and the status of protein citrullination, 

including histones. Pharmacological inhibition of PADs did not significantly affect SET7/9, LSD1, or G9a 

levels. However, in HMEC-1 PAD4 KD cells, increased mRNA expression for SET7/9 and LSD1 was 

observed. PAD inhibitor treatment did not result in significant changes in H3K9me3 and H3K27me3 

levels, which, considering the literature, is surprising. PAD inhibition did not significantly affect 

chromatin structure, as analyzed by HP1 isoform levels, while a significant increase (*p<0.05) in CAF1A 

was observed only in cells treated with BBCLA or CLA. 

In summary, the presented results confirm PAD involvement in shaping endothelial cell 

functions, particularly their angiogenic potential. PAD activity, specifically PAD4, is crucial for 

regulating the PI3K/Akt pathway. Potential indirect interactions between citrullination and other 

histone PTMs in HMEC-1 cells were also confirmed, particularly at the PAD–HDAC and SET7/9–PAD 

levels. This dissertation also underscores the importance of further research into protein citrullination, 

especially concerning the regulatory function of this modification beyond inflammation and immune 

response contexts.
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Abstract
Numerous post-translational modifications (PTMs) govern the collective metabolism of a cell through altering the structure 
and functions of proteins. The action of the most prevalent PTMs, encompassing phosphorylation, methylation, acylations, 
ubiquitination and glycosylation is well documented. A less explored protein PTM, conversion of peptidylarginine to citrul-
line, is the subject of this review. The process of citrullination is catalysed by peptidylarginine deiminases (PADs), a family 
of conserved enzymes expressed in a variety of human tissues. Accumulating evidence suggest that citrullination plays a 
significant role in regulating cellular metabolism and gene expression by affecting a multitude of pathways and modulating the 
chromatin status. Here, we will discuss the biochemical nature of arginine citrullination, the enzymatic machinery behind it 
and also provide information on the pathological consequences of citrullination in the development of inflammatory diseases 
(rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, psoriasis, systemic lupus erythematosus, periodontitis and COVID-19), cancer and 
thromboembolism. Finally, developments on inhibitors against protein citrullination and recent clinical trials providing a 
promising therapeutic approach to inflammatory disease by targeting citrullination are discussed.

Keywords Immune disorders · COVID-19 · Cancer · Peptidylarginine deiminases (PADs) · Anti-citrullinated proteins 
antibodies (ACPAs) · Neutrophil extracellular traps (NETs)

Introduction

Post-translational modifications of histone and non-histone 
proteins include covalent changes taking place on the amino 
acid side chain leading to the addition of a chemical group, 
such as acetyl, methyl, phosphoryl, glycosyl, which signifi-
cantly change the properties of a protein, its conformation, 
localization and stability, and help to diversify the protein’s 
functionalities [1, 2]. In addition to the above-mentioned 

protein PTMs, particular attention has been given to pepti-
dyl-arginine citrullination, that was found to be an impor-
tant factor in regulation of the gene expression machinery 
and, consequently, a regulator of many physiological pro-
cesses including skin keratinisation, plasticity of the central 
nervous system or regulation of the immune reactions, by 
affecting neutrophil extracellular traps (NETs) formation 
[3, 4]. Citrullination has been also identified as a poten-
tial therapeutic target, as conversion of peptidyl-arginine 
to peptidyl-citrulline plays an important role in promoting 
tumorigenesis and autoimmunity [5–7]. Recent studies have 
also shown an association between protein arginine citrul-
lination and COVID-19 severity [8–10].

This review presents the recent advances in the field of 
protein citrullination and the role of this modification in 
immune disorders including rheumatoid arthritis, multiple 
sclerosis, psoriasis, systemic lupus erythematosus, peri-
odontitis and COVID-19. We survey the current-state-of-
the-art regarding the enzymes catalysing the reaction, as 
well as their substrates. We review the identified citrulli-
nated peptide epitopes that are proposed as disease markers, 
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specifically recognized in certain human autoimmune disor-
ders, and discuss the diagnostic features and potential thera-
peutic value of anti-citrullinated protein antibodies based on 
ongoing clinical trials.

Methodology of literature search

Literature search strategy: Medline and Scopus databases 
were surveyed for original articles and literature reviews 
with the following keywords and terms, used alone or in 
combination: citrullination, deimination, citrulline, pep-
tidylarginine deiminase (PAD), autoimmune disorders, 
rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, systemic lupus ery-
thematosus, periodontitis, psoriasis, inflammatory bowel 
disease, COVID-19, ACPA, NET, NET formation, NET dis-
orders, therapeutic potential, anti-citrullination therapy, 
PAD inhibitors. Adequate clinical trials were searched in 
the NIH clinical trials register (clinicaltrials.gov) and in 
The European Council EU Clinical Trials Register (https:// 
www. clini caltr ialsr egist er. eu).

Biochemistry of the citrullination process

Protein citrullination is an irreversible PTM, and refers to 
the process of conversion of peptidyl-arginine (pArg) to pep-
tidyl-citrulline (pCit). The reaction, known also as deimina-
tion, was first described in 1958 by Rogers and Simmonds 
[11]. As citrulline is not one of the 20 primary amino acids 
encoded by DNA, pCit only occurs in proteins following 
pArg deimination. Citrulline is also a metabolite of the urea 
cycle, the metabolic pathway mediating the detoxification 
of ammonia into urea, secreted in the urine [12]. Protein 
citrullination is catalysed by the peptidylarginine deiminase 
(PAD) enzyme family [13]. The reaction is, at present, con-
sidered to be an irreversible process, as no evidence for the 
existence of a de-citrullination reaction has been reported 

yet. However, as it was the case with protein methylation, 
which was initially considered as an irreversible protein 
PTM prior to the discovery of histone demethylases, a group 
of decitrullinating enzymes may have yet to be discovered 
[14]. The chemical mechanism of the deimination reaction 
is based on a primary ketimine group being replaced by a 
ketone group, resulting in the loss of the positive charge of 
arginine and production of ammonia. In contrast to posi-
tively charged arginine, citrulline is neutral (Fig. 1) [15].

The loss of a positive charge caused by citrullination 
results in electrostatic and conformational changes of the 
modified protein, affecting its function by altering bind-
ing sites, protein–protein interaction and susceptibility to 
degradation [15, 16]. Citrullination substantially lowers the 
amino acid isoelectric point, from 11.41 for arginine to 5.91 
for citrulline, thus affecting the acidity of the protein and 
its potential to form hydrogen bonds and inter amino acid 
electrostatic interactions (Fig. 2) [17].

The human “citrullinome” includes hundreds of proteins, 
some of the best known being (i) structural proteins: keratin, 
fibronectin, actin, tubulin, vimentin and (ii) proteins found 
in chromatin, notably histones [3]. Recently, protein citrul-
lination has gained much of scientific interest, because of 
its role in several important biological processes, including 
skin keratinization, myelin formation and gene expression 
regulation [4, 5]. One of the best studied processes where 
citrullination plays a central role is the formation of neu-
trophil extracellular traps (NETs), the immune system’s 
first line of defence against infections. While physiological 
arginine citrullination does occur in the regulation of many 
physiological pathways, because of its drastic effects on pro-
tein–protein interactions and epitope changes, dysregulated 
arginine citrullination may contribute to the development 
of severe pathological states [18]. Increased PAD activity, 
and thus increased protein citrullination, is strongly linked 
with the occurrence of autoimmune-mediated inflammatory 

Fig. 1  Enzymatic conversion of 
positively charged arginine into 
neutral citrulline

https://www.clinicaltrialsregister.eu
https://www.clinicaltrialsregister.eu
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responses such as rheumatoid arthritis (RA) [19]. Moreover, 
recent reports suggest that excessive protein citrullination 
may also play a crucial role in non-autoimmune inflamma-
tory diseases such as chronic obstructive pulmonary disease 
(COPD), or other inflammatory-linked conditions such as: 
thrombosis, atherosclerosis, psoriasis, cancer and Alzheimer 
disease [4]. The link between PAD activity and excessive 
inflammatory response is discussed in detail in the follow-
ing sections.

Peptidylarginine deiminases: structure, function 
and tissue expression

Peptidylarginine deiminases or protein arginine deimi-
nases (PADs), first reported in 1977, belong to the cysteine 
hydrolases enzyme family (EC 3.5.3.15). PADs drive argi-
nine deimination via a nucleophilic attack of the active 
site cysteine on the arginine’s guanidinium group, leading 
to the formation of an intermediate acyl-enzyme which is 
then hydrolyzed to citrulline [13]. There are five known 
isotypes of PADs: PAD1, PAD2, PAD3, PAD4 and PAD6, 
with PAD6 being catalytically inactive, that are distributed 
in a myriad of human cell types showing a highly tissue-
specific expression pattern and consequently perform vari-
ous functions. All the human PAD isozymes have a length 
ranging from 663 to 694 amino acids, a molecular weight 
around 74 kDa and share 70–95% homology within their 
sequences [13], UniProtKB database]. The overall structure 
of PADs is composed of two N-terminal immunoglobulin-
like domains with regulatory function which are connected 

to a C-terminal catalytic domain. PAD2 and PAD4 crystal-
lize as homodimers with the two holoenzyme’s active sites 
exposed on the same face of the dimer [20, 21]. The PADs 
active site contains a conserved nucleophilic cysteine (C645 
in PAD1 and 4; C647 in PAD2; C646 in PAD3), a conserved 
histidine (H471) and two aspartates (D350 and D473). The 
cysteine and histidine residues are the two catalytic residues, 
with the two aspartates acting to stabilize the positively 
charged peptidyl-arginine substrate between the active site 
cysteine and histidine. PADs contain 4 (PAD1), 5 (PAD3, 
4) and 6 (PAD2)  Ca2+ binding sites, and these are crucial 
for PADs catalytic activity, as calcium increases PAD activ-
ity by > 10,000 fold.  Ca2+ binding at these sites leads to a 
series of conformational changes that induce a catalytically 
competent active site [22].

Only PAD2 and PAD4 isozymes contain a nuclear local-
ization signal, targeting them to the nucleus where they 
deiminate histones H1, H3 and H4 [21, 23]. All PAD iso-
types require a high concentration of calcium to perform 
their function, typically above 100 µM. Therefore, in most 
physiological states, PADs remain inactive. Upon binding of 
 Ca2+, PADs undergo a conformational change that moves the 
cysteine of the active site into a competent position for catal-
ysis [21, 24]. As shown by Tarcsa et al., not all arginine resi-
dues within a polypeptide are amenable to citrullination by 
PADs. In the case of the two proteins: filaggrin and tricho-
hyalin, the secondary structure is a determinant factor for 
arginine accessibility and potential conversion to citrulline 
[25]. Arginine residues in filaggrin, a protein rich in β-turn 
structures, were frequently citrullinated, as opposed to low 

Fig. 2  The effects of citrullination on protein–protein interactions
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citrullination observed in trichohyalin, a protein in which 
single α-helix structures prevail [25]. Arginine residues 
located in disordered structures rapidly undergo the conver-
sion to citrulline, with efficiency up to 95% [25, 26]. Fur-
thermore, the reaction efficiency also depends on the amino 
acid sequence which contains the target arginine. Arginines 
located next to glutamic acid residues or flanked by prolines 
are reported to be less frequently citrullinated, in contrast to 
arginines proximal to aspartic acid residues, which are more 
likely to be a substrate for PADs [25, 27]. However, con-
sensus sequences for arginine to citrulline conversion were 
reported only in filaggrin and trichohyalin, and no further 
studies involving other proteins have been published to date. 
Performing such studies on other targets is warranted as it 
would clarify whether these sequence-specific citrullination 
rules generally apply to known PAD targets.

As mentioned above, citrullination is crucial for several 
physiological processes, each being driven by one or more 
PAD isotypes. Processes reported to require PAD action 
include: skin differentiation (PAD1, PAD3), terminal dif-
ferentiation of keratinocytes (PAD1, PAD3), brain and nerv-
ous system functioning (PAD2), immune cells differentiation 
(PAD2, PAD4), immune response—NET formation (PAD4) 
and proper functioning of the female reproductive system 
(PAD6). Table 1 summarises the most recent findings on the 
physiological roles of PAD isotypes and also presents the 
identified molecular targets/protein substrates.

Expression of PADs in immune cells

Different PAD isoforms present tissue-specific expression 
patterns [45] (Table 1). Due to the key role of PADs in 
mediating inflammatory responses, the identification of the 
expression of specific PADs isoforms in immune cells is of 
particular importance, allowing their identification as poten-
tial therapeutic targets. PAD1 and PAD3 gene and protein 
expression is very low in peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs), but detected in specific leukocytes populations 
(Table 2). On the contrary, gene expression of PAD2 and 
PAD4 was observed in PBMCs, with detectable expression 
in B cells, T cells, NK cells and monocytes  (CD14+,  CD3−, 
 CD19−,  CD56−). During monocyte to macrophage differ-
entiation, PAD4 gene expression is lost, but PAD4 protein 
expression persists, indicating its stability. In contrast, PAD2 
mRNA levels remain unchanged during monocyte to mac-
rophage differentiation, but PAD2 protein is only detected in 
macrophages, as PAD2 translation is initiated during mac-
rophage differentiation [46]. Expression of PAD4 in mono-
cytes and PAD2/PAD4 in resting macrophages is, however, 
not associated to constitutive citrullination. A raise in cyto-
solic calcium concentration, as occurring during NETs for-
mation or apoptosis, leading to an activatory conformational Ta
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change by the binding of  Ca2+ to the  Ca2+ binding sites of 
PADs is necessary to induce their activation [29].

PAD inhibitors

The link between PAD activity and inflammatory condi-
tions is strong, with citrullination being causal for the for-
mation of NETs. Therefore, recent years have witnessed an 
ever growing interest in the development of PAD inhibitors 
(PADis).

Several reversible wide-spectrum PAD inhibitors have 
been identified, including streptomycin, minocycline, taxol, 
chlorotetracycline, ruthenium red and sanguinarine [47–50]. 
Even more attention has been devoted to the finding of spe-
cific PAD4 inhibitors, as PAD4 appears to be the main driver 
of most citrullination dependent diseases. Initially, GSK121 
was identified as a lead compound in a screen for PAD4 
inhibitors, and was the basis for lead optimization to produce 
the more potent and specific PAD4 inhibitors GSK484 and 
GSK199 [50]. These specific PAD4 inhibitors showed sig-
nificant inhibition of protein citrullination and NET forma-
tion in human and mouse neutrophils [51]. In a recent study, 
Aliko et al. tested six compounds proposed as novel PAD4 
inhibitors, one of which (compound 4—SC97362) showed 
significant inhibitory potential [52].

Reversible PADis are relatively weak inhibitors, most 
likely due to the small active site cavity which requires 
calcium binding to the enzyme to accommodate the side 
chain of peptidyl-arginine substrate [53]. Therefore, the most 
potent PADis described to date are compounds that cova-
lently modify the active site cysteine, in an irreversible way 
[50]. An activity-based protein profiling high-throughput 

screening platform identified NSC95397 and streptonigrin 
as irreversible PADis [50]. It was also shown that 2-chloro-
acetamide covalently binds to and inhibits PAD4 [54–56]. In 
2006, Luo et al. described two compounds Cl-amidine and 
F-amidine which act as pan-PAD inhibitors through covalent 
modification of the active site cysteine in a time and con-
centration dependent manner [56, 57]. Both inhibitors have 
shown promising results for potential use as therapeutics. 
Cl-amidine reduced ex vivo NET formation by preventing 
histone H3 citrullination [58] and reduced the severity of 
arthritis by reducing the production of autoantibodies against 
citrullinated epitopes in a mouse model of collagen-induced 
arthritis [59]. F-amidine was shown to inhibit the citrullina-
tion of p300 by PAD4 [57]. Incorporation of a carboxylate 
moiety at the ortho position of Cl-amidine and F-amidine 
produced the second generation of PADis, namely o-Cl-ami-
dine and o-F-amidine [50, 53]. These modified inhibitors 
show significant improvement of potency and selectivity, 
and are more potent in inhibiting histone H3 citrullination in 
HL-60 cells (> 100-fold) [50, 60]. Two more modifications 
of Cl-amidine and F-amidine were synthesized by introduc-
ing an N-terminal biphenyl group and a C-terminal benzi-
midazole group, namely BB-Cl-amidine and BB-F-amidine. 
The introduced groups increase the hydrophobicity, bioavail-
ability and stability of the compounds [50]. Although these 
PADis show similar potency to Cl-amidine and F-amidine, 
BB-Cl-amidine has a longer half-life in vivo then Cl-ami-
dine, and is also more cytotoxic to U2OS cells (~ 20 fold) 
[50, 61]. BB-Cl-amidine was shown to inhibit NET forma-
tion and to downregulate the expression of type I interferon 
genes in MRL/lpr mice [61]. Another derivative of Cl-ami-
dine—PAD2-IN-1—is a potent and highly selective PAD2 
inhibitor (over 95-fold and 79-fold more potent over PAD4 
and PAD3, respectively) [62]. Interestingly, two peptidic 
PADis with C-terminal chloroacetamidine- or fluoro-con-
jugated orthenine were identified in a small library: TDFA 
(Thr–Asp–F-amidine) and TDCA (Thr–Asp–Cl-amidine). 
These two compounds show high selectivity to specific PAD 
isoforms: TDFA towards PAD4 and TDCA towards PAD1 
and PAD4 [50, 53]. Although numerous PADis have been 
reported in the literature, as presented in Table 3, Cl-amidine 
and BB-Cl-amidine remain the most investigated.

Protein citrullination as a hallmark 
of immune disorders

Findings of the recent years have permitted to establish that 
citrullination is a process strongly linked to inflammation 
[79]. Multiple studies show that most immune disorders are 
characterized by an excess of citrullinated proteins [19]. 
The human immune system in normal conditions is not self-
reacting to citrullinated proteins. However, as citrullination 

Table 2  Estimated protein expression levels  based on HIPED (the 
Human Integrated Protein Expression Database), a unified database 
of protein abundance in human tissues, residing within GeneCards

nd no data; − no expression; + low/ +  + moderate/ +  +  + high esti-
mated protein expression level

Leukocytes/PAD isotype PAD1 PAD2 PAD3 PAD4 PAD6

Agranulocytes
 Monocytes  +  +  +  +  +  −  +  +  − 
 B lymphocytes  +  +  +  +  −  +  − 

T lymphocytes
 CD4  −  −  −  −  − 
 CD8  −  +  −  +  − 
 Other  +  +  −  −  −  − 
 Nk-cells  −  +  −  +  − 

Granulocytes
 Neutrophils  −  +  +  +  +  +  +  − 
 Eosinophils nd nd nd  + nd
 Basophils nd nd nd nd nd
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Table 3  An overview of PAD inhibitors
Type Inhibitor IUPAC name (from PubChem) Inhibitory potential Refs

Reversible inhibitors Streptomycin 2-[(1R,2R,3S,4R,5R,6S)-3-
(diaminomethylideneamino)-4-
[(2R,3R,4R,5S)-3-[(2S,3S,4S,5R,6S)-4,5-di-
hydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-(methylamino)
oxan-2-yl]oxy-4-formyl-4-hydroxy-5-methyl-
oxolan-2-yl]oxy-2,5,6-trihydroxycyclohexyl]
guanidine

IC50 PAD4 = 1.8 mM [50, 55, 63]

Minocyline (4S,4aS,5aR,12aR)-4,7-bis(dimethylamino)-
1,10,11,12a-tetrahydroxy-3,12-dioxo-
4a,5,5a,6-tetrahydro-4H-tetracene-2-carbox-
amide

IC50 PAD4 = 620 µM [48, 50, 64]

Taxol [4,12-diacetyloxy-15-(3-benzamido-2-hydroxy-
3-phenylpropanoyl)oxy-1,9-dihydroxy-
10,14,17,17-tetramethyl-11-oxo-6-oxatetra-
cyclo[11.3.1.03,10.04,7]heptadec-13-en-2-yl] 
benzoate

Pan-PAD inhibition at 12.5 mM [49, 50, 65, 66]

Chlortetracycline (4S,4aS,5aS,6S,12aR)-7-chloro-
4-(dimethylamino)-1,6,10,11,12a-pentahy-
droxy-6-methyl-3,12-dioxo-4,4a,5,5a-tetrahy-
drotetracene-2-carboxamide

IC50 PAD4 = 100 µM [48, 50, 63, 67]

Ruthenium red Azane; ruthenium(2 +); hexachloride; dihydrate Ki PAD1 = 30 µM
Ki PAD2: 17 µM
Ki PAD3: 25 µM
Ki PAD4: 10 µM

[50]

Sanguinarine 24-methyl-5,7,18,20-tetraoxa-24-azoniahex-
acyclo[11.11.0.02,10.04,8.014,22.017,21]
tetracosa-1(24),2,4(8),9,11,13,15,17(21),22-
nonaene

Ki PAD1 = 2000 µM
Ki PAD2 = 100 µM
Ki PAD3 = 60 µM
Ki PAD4 = 80 µM

[50, 68]

GSK121 (3-aminopiperidin-1-yl)(1-methyl-2-(1-methyl-
1H-indol-2-yl)-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)
methanone 2,2,2-trifluoroacetate

IC50 PAD4 = 3.2 µM [50, 51]

GSK484 (3-amino-4-hydroxy-piperidin-1-yl)-(8-(7-
(cyclopropyl-methyl)-7-aza-bicyclo[4.3.0]
nona-1(6),2,4,8-tetraen-8-yl)-5-methoxy-
7-methyl-7,9-diaza-bicyclo[4.3.0]nona-
1,3,5,8-tetraen-3-yl)-methanone

IC50 PAD4 = 50 nM [50, 51, 69, 70]

GSK199 (R)-(3-Aminopiperidin-1-yl)(2-(1-ethyl-
1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)-7-methoxy-1-
methyl-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)methanone 
hydrochloride

IC50 PAD4 = 200 nM [28, 50, 51, 71]

Irreversible inhibitors NSC95397 2,3-bis(2-hydroxyethylsulfanyl)naphthalene-
1,4-dione

Ki PAD1 = 175  M−1  min−1

Ki PAD2 = 1600  M−1  min−1

Ki PAD3 = 9150  M−1  min−1

Ki PAD4 = 4530  M−1  min−1

[50, 68, 72, 73]

Streptonigrin 5-amino-6-(7-amino-6-methoxy-5,8-di-
oxoquinolin-2-yl)-4-(2-hydroxy-3,4-
dimethoxyphenyl)-3-methylpyridine-2-car-
boxylic acid

Ki PAD1 = 3700  M−1  min−1

Ki PAD2 = 12,000  M−1  min−1

Ki PAD3 = 3500  M−1  min−1

Ki PAD4 = 440,000  M−1  min−1

[50, 74]

2-chloro-acetamide 2-chloroacetamide – [50, 54, 75, 76]

Cl-amidine N-[(2S)-1-amino-5-[(1-amino-2-chloroethyl-
idene)amino]-1-oxopentan-2-yl]benzamide

Ki PAD1 = 37,000  M−1  min−1

Ki PAD2 = 1200  M−1  min−1

Ki PAD3 = 2000  M−1  min−1

Ki PAD4 = 13,000  M−1  min−1

[31. 51, 56, 58, 60, 61 64]

F-amidine N-[(2S)-1-amino-5-[(1-amino-2-fluoroethyl-
idene)amino]-1-oxopentan-2-yl]benzamide

Ki PAD1 = 2800  M−1  min−1

Ki PAD2 = 380  M−1  min−1

Ki PAD3 = 170  M−1  min−1

Ki PAD4 = 3000  M−1  min−1

[50, 54, 56, 62]

o-Cl-amidine N-α-(2-carboxyl)benzoyl-N5-(2-Chloro-
1-iminoethyl)-L-ornithine amide

Ki PAD1 = 100,000  M−1  min−1

Ki PAD2 = 40,000  M−1  min−1

Ki PAD3 = 8000  M−1  min−1

Ki PAD4 = 50,000  M−1  min−1

[50, 60]

o-F-amidine N-α-(2-carboxyl)benzoyl-N5-(2-fluoro-
1-iminoethyl)-L-ornithine amide

Ki PAD1 = 40,000  M−1  min−1

Ki PAD2 = 180,000  M−1  min−1

Ki PAD3 = 7000  M−1  min−1

Ki PAD4 = 45,000  M−1  min−1

[50, 60]
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substantially affects protein structure and folding, some 
epitopes may undergo changes or new epitopes may be 
formed upon protein citrullination, which in turn may trigger 
immune response against citrullinated host protein resulting 
in autoimmune reaction [80]. Moreover, in most patients 
with autoimmune-mediated conditions, PAD2 and PAD4 
levels are elevated, further indicating a strong correlation 
between protein citrullination and these diseases [4]. In line 
with these observations, high levels of citrullinated proteins 
are often found in patients prior to the onset of rheumatoid 
arthritis [81].

Abnormal PAD activity is now firmly associated with a 
number of immune disorders, such as: rheumatoid arthritis, 
multiple sclerosis, systemic lupus erythematosus, periodon-
titis, psoriasis and inflammatory bowel disease (Table 4) [15, 
82]. In the following sections  the latest findings on PAD’s 
involvement in immune system disorders, including COVID-
19, recently affecting the world globally, are discussed.

PAD4-mediated NETs: the double edged sword 
of the immune system

Neutrophils, a subclass of blood granulocytes, constitute 
the vanguard of the human innate immune response to 
invading pathogens: bacteria, fungi and viruses [86, 87]. 
Their modes of action include: phagocytosis—consisting 
of the direct engulfing of pathogens, production of reac-
tive oxygen species (ROS) and release of cytokines and 
chemokines, which recruit other immune cells and enhance 
the host immune response [88, 89]. In 2004, the formation 
of neutrophil extracellular traps (NETs) was identified as 
a new mechanism of neutrophil action against invading 
pathogens [90]. NETs are composed of a decondensed 
chromatin scaffold decorated with factors possessing 

high bactericidal properties such as: citrullinated histones, 
cathepsin G, lactoferrin, proteinase 3, neutrophil elastase 
(NE), myeloperoxidase (MPO) and peptidoglycan-binding 
proteins [91]. NETs have been also reported to be highly 
effective in fighting viral infections by blocking viral repli-
cation through PKC (Protein Kinase C) pathway inhibition 
[89, 92]. As shown by numerous studies, NET formation 
is also a citrullination dependent process, mainly driven 
by PAD4-mediated citrullination of histone H3 [93]. Neu-
trophils show a high expression level for PAD4, further 
indicating an important function for this enzyme in cell 
specific immunoreactivity [94]. The classic NET activa-
tion pathway via the induction of the formation of terminal 
complement complexes (C5b–9) is described in detail in 
other reviews [95]. Briefly, during NET formation, PAD4 
citrullinates histones in neutrophils, resulting in chromatin 
decondensation due to the loss of histone positive charges 
[29, 96]. Part of the citrullinated histones may be excised 
from the chromatic template and subsequently released in 
the extracellular space where anti-pathogen effects takes 
place [97]. The mechanism is schematically presented on 
Fig. 3. The importance of PAD4 action for NETs was ini-
tially shown in studies utilizing pan-PAD inhibitors, such 
as Cl-amidine, that significantly reduces NET formation 
[29]. Subsequently, novel reversible PAD4-specific inhibi-
tors, belonging to the GSK family (GSK121, GSK199 and 
GSK484) were shown to be sufficient to disrupt mouse and 
human NET formation [51]. Several studies suggest also 
a role for PAD2 in NET action, however, in contrast to 
PAD4, PAD2 is currently not viewed as a factor required 
for NET formation, but rather as an intrinsic component 
of mature NETs [98–100]. Although beneficial during 
pathogen invasion, citrullination driven NET formation 
can also have detrimental effects on the host, thus it may 

Table 3  (continued)
Type Inhibitor IUPAC name (from PubChem) Inhibitory potential Refs

BB-Cl-amidine N-[(1S)-4-[(1-amino-2-chloroethylidene)
amino]-1-(1H-benzimidazol-2-yl)butyl]-
4-phenylbenzamide

Ki PAD1 = 16 100  M−1  min−1

Ki PAD2 = 4 100  M−1  min−1

Ki PAD3 = 6 800  M−1  min−1

Ki PAD4 = 13 300  M−1  min−1

EC50 PAD4 = 8.8 µM

[50, 56, 61, 70]

BB-F-amidine N-[(1S)-4-[(1-amino-2-fluoroethylidene)
amino]-1-(1H-benzimidazol-2-yl)butyl]-
4-phenylbenzamide

Ki PAD1 = 900  M−1  min−1

Ki PAD2 = 1200  M−1  min−1

Ki PAD3 = 3400  M−1  min−1

Ki PAD4 = 3750  M−1  min−1

[50]

PAD2-IN-1 N-[(1S)-4-[(1-amino-2-fluoroethylidene)
amino]-1-(4-ethoxy-1-methylbenzimidazol-
2-yl)butyl]-3-oxo-1,2-dihydroisoindole-
4-carboxamide

IC50 PAD2 = 8.3 µM [50, 62]

TDFA N-Acetyl-L-threonyl-L-α-aspartyl-N5-(2-
fluoroethanimidoyl)-L-ornithinamide

Ki PAD4 = 25,000  M−1  min−1 [50, 77, 78]

TDCA N-Acetyl-L-threonyl-L-α-aspartyl-N5-(2-
chloroethanimidoyl)-L-ornithinamide

Ki PAD1 = 20,000  M−1  min−1

Ki PAD4 = 24,000  M−1  min−1
[50, 78]
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be perceived as a double edged sword. Increased action of 
PAD enzymes in NETs may result in loss of immune toler-
ance to citrullinated proteins, and recently multiple studies 
have shown that excessive NETs build up may contribute 
to the development of several autoimmune and autoinflam-
matory diseases [91].

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis (RA) is an immune disorder in which 
protein citrullination plays a prominent role. RA is a chronic 
and progressive disease, characterized by a symmetric 
deformity of joints, which may result in structural damage 
to the joint and systemic inflammation [101]. A specific 
characteristic of the disease is the presence of high quanti-
ties of autoantibodies directed against post-translationally 
modified proteins in synovial tissue fluids [19]. Pathogen-
esis of RA can progress for decades, with initial years of 
asymptomatic autoimmunity, until symptoms, including 
tissues erosion and joint inflammation become apparent 
[102]. RA can cause disability as chronic synovial inflam-
mation, as well as hyperplasia, drive joint damaging and 
bone thinning [103]. As shown by numerous reports, protein 

citrullination, and thus PAD activity, is one of the main play-
ers in RA pathogenesis. In RA patients the expression, activ-
ity as well as activation of PAD2 and PAD4 are increased 
[104]. A model for increased PAD activity in inflamed 
joints proposed that PAD enzymes originate from mono-
cytes and macrophages recruited to the joints [13, 46]. In 
this model, macrophages and monocytes rich in PADs are 
eventually degraded and undergo apoptosis, which causes 
PAD activation due to rising levels of calcium [46]. These 
activated PADs are then free to citrullinate both cellular and 
extracellular proteins, building an excessive pool of citrul-
linated proteins in the joints that eventually cause the loss of 
immune tolerance [19]. Some of the best known PAD2 and 
PAD4 targets in RA are: vimentin, fibrinogen, fibronectin, 
anti-thrombin and α-enolase [19]. When immune tolerance 
to citrullinated proteins is lost, anti-citrullinated proteins 
antibodies (ACPAs) are produced that recognize the newly 
formed epitopes [105]. ACPAs are detected in 75% of RA 
patients, and, therefore, their detection is used as a predictive 
method before disease onset as they are present in the serum 
of patients even 5 years prior to the symptomatic phase of 
the disease [3]. Although a large number of proteins are 
targeted by PADs in RA, only a few were identified as tar-
gets for ACPAs namely: vimentin, α-enolase and fibrino-
gen. These ACPAs demonstrate arthritogenic potential 

Table 4  Reported involvement of PADs in immune disorders

PAD isotype Disease Role in disease/molecular target (if applicable) Refs

PAD1 Psoriasis Changes in skin differentiation pathways/keratin [13, 83]
PAD2 Multiple sclerosis, rheuma-

toid arthritis, COVID-19
Hypercitrullination of MBP resulting in myelin sheet disruption /MBP [84, 85]

PAD4 Rheumatoid arthritis, mul-
tiple sclerosis, cancer, 
COVID-19

Hypercitrullination of many proteins e.g. vimentin, filaggrin, MP resulting in 
production of ACPAs and acute autoinflammatory reactions, excessive NET 
formation, gene expression regulation via histone citrullination

[5, 13, 31, 86]

PAD6 Infertility Early embryonic arrest/unknown [42, 43]

Fig. 3  Schematic presentation of the classical concept for PAD 
4-mediated NET formation. (1) Neutrophils stimulated by a range of 
proinflammatory stimuli, including microbial agents, trigger a cas-
cade of reactions that ultimately entrap and kill pathogens. (2) PAD4-

driven hypercitrullination of proteins, including histones, causes 
changes in the chromatin architecture and relaxation of its structure. 
(3) This allows neutrophils to release chromatin fibres that are able to 
bind and kill bacteria as well as degrade virulence factors



Citrullination in the pathology of inflammatory and autoimmune disorders: recent advances…

1 3

Page 9 of 20 94

and greatly stimulate the progression of the autoimmune 
response, suggesting their direct involvement in the patho-
genesis of RA. The biological actions of ACPAs include: 
stimulation/promotion of proinflammatory cytokine produc-
tion, induction of osteoclastogenesis and stimulation of NET 
formation [105]. In vitro studies demonstrated that ACPAs 
from RA patients activate the complement via the classical 
and alternative pathway, which further exacerbate the auto-
immune response in the joints [106]. It was also reported 
that ACPAs may stimulate macrophages to produce and 
release inflammatory mediators (e.g. TNF-α) in the joints 
[107, 108]. NETs are reported to be highly dysfunctional 
in RA, and serve as a driving force for increasing ACPAs 
[6]. PAD4-mediated NET formation leads to citrullination 
of histones H2A, H2B and H4 serving as antigens and, in 
addition, generation of citrullinated vimentin which stimu-
lates the secretion of proinflammatory cytokines [109, 110]. 
Increased NET formation may be induced by inflammatory 
mediators such as: TNF-α, IL-8 and IL-17. These mediators 
are released by immune cells in large quantities in response 
to ACPAs and NETs, and amplify the occurrence of ACPAs 
antigens. Therefore, a cycle of NET formation and ACPAs 
accumulation can be hypothesized: the initial ACPAs induce 
inflammatory mediators which in turn activate NET forma-
tion and the production of even more ACPAs (Fig. 4) [111]. 
The vicious circle of reciprocal reinforcement of ACPAs and 
NETs does not apply, however, to all reported ACPAs. The 
use of monoclonal therapeutic antibodies designed to target 
citrullinated N-termini of histones 2A and 4 demonstrated 
that citrullinated histones are specific targets for therapeutic 
intervention with anti CitH2/H4 therapeutic antibodies, lead-
ing to a decrease in NET formation [111]. The development 
of therapeutic anti-citrullinated antibodies will be discussed 
more in detail in the paragraph "Diagnostic and therapeutic 
potential of citrullination". It was also recently reported that 
NETs can directly injure cartilage in RA, with PAD2 action 
directly contributing to this process [112]. To summarize, 
PAD catalytic activity and protein citrullination have been 
linked to the pathogenesis of RA for over 20 years, however, 
the role for NETs in RA etiology and the comprehension 
of the mechanisms leading to the development of strong 
autoimmune responses to citrullinated proteins still require 
further elucidation.

N-glycosylation determines the pathogenicity of ACPAs

N-linked glycans play an important role in immunity and, in 
autoimmune disease, the severity of the response to autoan-
tibodies can be modulated by the degree of glycosylation 
on the Fc or variable domain (Fab) of immunoglobulins 
[113]. Several studies demonstrated that glycosylation pat-
terns of ACPAs modulate their pathogenicity and change 
during autoimmune disease progression. To evaluate the 

establishment of Fc glycosylation patterns on ACPAs before 
onset of rheumatoid arthritis and during the development of 
the disease, serum was collected at baseline from patients 
with ACPA-positive arthralgia—a joint pain condition pre-
disposing to RA—and at a various follow-up time points. 
Within this cohort, the 57% of the participants who devel-
oped arthritis displayed a higher degree of ACPA-IgG1 Fc 
fucosylation at baseline and prior to diagnosis as compared 
to the fucosylation levels observed in total IgG1 [114]. 
Similarly, a strong enrichment of N-linked glycans on the 
Fab-domain of ACPAs IgG, leading to a 10–20 kDa higher 
molecular weight compared to non-autoreactive IgG, was 
identified in RA patients [115]. Structural analysis indicated 
that > 90% of ACPA-IgG Fab-domain contains highly sia-
lylated glycans, representing a five-fold enrichment in sia-
lylation as compared to control IgGs from the same donor 
[116]. High sialylation was more notable in ACPAs from 
synovial fluids than serum ACPAs from the same patient 
[116]. These data indicate that ACPAs glycosylation con-
tribute to their arthritogenic potential and increased glyco-
sylation stimulates the progression to RA. The measure of 
ACPAs glycosylation levels may potentially be used as a 
biomarker to monitor disease progression and ACPAs IgG 
glycosylation may be a target for disease treatment.

Multiple sclerosis

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease character-
ized by demyelination of the central nervous system (CNS) 
[117]. Demyelination leads to loss of nerve signal trans-
duction, causing severe adverse neurological effects that 
are clinically manifested as ataxia, weakness, visual loss, 
movement disorders, bladder dysfunction and even complete 
disability [118, 119]. The etiology and pathogenesis of MS 
still remains unclear. It is believed that genetic factors com-
bined with environmental factors and vitamin D deficiency 
contribute towards a higher risk of MS development [120]. 
Another theory indicates that epigenetic changes, highly sus-
ceptible to environmental factors, passed from parents to 
progeny may also contribute to MS onset [121]. One of the 
proposed mechanisms for the occurrence of demyelination 
and MS development is the failure to maintain the myelin 
sheet structure due to excessive myelin basic protein (MBP) 
citrullination. MPB citrullination was shown to be carried 
out by PAD2, and increased expression of this isotype is 
reported in the white matter and peripheral blood of MS 
patients [84, 85]. Overexpression of PAD2 and the associ-
ated enhancement of citrullination of MPB in MS patients 
is the result of hypomethylation of the PAD2 gene promoter 
[84]. The role of PAD2 in demyelination is also supported 
by a study in which PAD2 knock-out mice exhibit no CNS 
citrullination and demyelination [65]. In healthy individu-
als, 18% of MBP arginines are citrullinated whereas in MS 
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patients the citrullinated arginine to total arginine ratio 
increases to approximately 45% [4]. The enhanced citrul-
lination profile of MBP causes extensive loss of net posi-
tive charges and partial unfolding of MBP molecules. MBP 
hypercitrullination prevents the transition of lipid bilayers 
into compact multilayers, resulting in highly unstable myelin 
sheets and loss of proper nerve signal transduction [65]. To 
summarise, current evidence indicates that excessive protein 
citrullination, mediated by PAD2 overexpression, may be an 
etiologic factor in MS onset.

Systemic lupus erythematosus

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic systemic 
autoimmune disease that can manifest itself in any part of 
the body. Due to its heterogeneity in clinical manifestation, 
SLE diagnosis and treatment can be challenging [122]. SLE 
is characterized by loss of immune tolerance and abnormal 
B- and T-cell function, eventually leading to significant mor-
bidity and mortality [122]. A hallmark of SLE is the release 
of a plethora of autoantibodies, including ACPAs [123]. 
Tissues of patients affected by SLE exhibit increased levels 
of citrullinated proteins. PAD4 is directly involved in SLE 

through its role in NET formation and histone citrullination 
[124] while the role for PAD2 and other PAD isotypes in 
SLE has not yet been investigated. The observed high levels 
of citrullinated proteins contribute to the loss of immune tol-
erance and high production of ACPAs, which subsequently 
cause the detrimental autoimmune response in SLE [125].

Psoriasis

Psoriasis is a relatively common chronic immune-mediated 
skin disorder, displaying clinical manifestations of well-
demarcated red scaly lesions on the skin [125]. Psoriasis 
lesions are typically found on the scalp, elbow and knees, 
and the disease may also be accompanied by arthritis as 
comorbidity [126]. The cause of psoriasis remains to be 
elucidated. Clinically, psoriasis results from rapid prolifera-
tion of keratinocytes in the epidermis’ basal layer and high 
migration of excess keratinocytes to the skin’s surface. Due 
to such rapid maturation, keratinocytes accumulate on the 
skin surface forming thick dry patches [127, 128]. The rea-
son for the hyperproliferation of keratinocytes is unknown, 
however, the infiltration of immune cells in the skin may 
play a decisive role in lesion formation [126]. Recently, 

Fig. 4  The proposed role of NETs and increasing ACPAs level in 
rheumatoid arthritis. (1) ACPAs induce the production and release of 
inflammatory mediators by macrophages. (2) Inflammatory mediators 
secreted from macrophages induce NET formation. (3) Citrullinated 

proteins released during NETosis are recognised by lymphocytes T. 
(4) Antigen presentation and induction of ACPA production resulting 
in a vicious inflammatory circle with an excessive immune response
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Benhadou et al. showed that the contribution of immune 
cells, keratinocytes, endothelial cells and several other skin-
resident cells is required for the maintenance and progres-
sion of psoriatic alterations [129]. There is also evidence 
supporting a driving role of citrullination in psoriasis. PAD1 
is expressed at high level in keratinocytes, where it citrulli-
nates keratin K1 during terminal differentiation [83]. Deimi-
nation of arginines in keratin K1 facilitates the compaction 
of keratin filaments, a phenomenon required for normal epi-
dermis cornification [4]. Several groups reported that in skin 
samples from psoriasis patients there is loss of citrullinated 
keratin K1 [83, 126, 130]. Lack of citrullinated keratin K1 
results in disturbed epidermis cornification, and may be a 
contributing factor to psoriasis. It was reported that, besides 
lowered citrullinated keratin K1 levels in psoriasis patients, 
psoriatic cornified cell layers displayed lowered levels of 
global protein citrullination [83]. As expression levels of 
PADs in psoriatic lesions are not altered, the PADs cata-
lytic activity is enhanced in the course of the disease [130]. 
Lately, a role for NETs was proposed in psoriasis, but their 
role is not defined. In psoriatic patients, the amount of NETs 
formed was increased and correlated with disease severity 
[125]. The administration of a PAD4 inhibitor Cl-amidine 
alleviated the gravity of psoriatic lesions in a mouse model 
and decreased NETs formation, suggesting a role for both 
NETs and PAD4 activity in this disorder [131].

Periodontitis

Periodontitis (PD) is an inflammatory disease of the oral 
cavity affecting the tissues supporting teeth that, if left 
untreated, may result in teeth loss. PD is caused by the gram-
negative anaerobic bacterium Porphyromonas gingivalis [4, 
132]. The P. gingivalis peptidylarginine deiminase enzyme 
(PPAD) can rapidly citrullinate both bacterial and human 
host proteins such as fibrinogen and α-enolase [4]. PPAD 
released from P. gingivalis can spread into the host’s connec-
tive tissue, where can modify/citrullinate epidermal growth 
factor (EGF), thus blocking its recognition by the epithe-
lium. This mechanism delays the local healing process and 
breaks the local protective epithelial cell-periodontal tissue 
barrier [132]. PPAD also generates a pool of new potent 
antigenic epitopes that, when present in excess, break the 
tolerance barrier, which will result in generating ACPAs and 
may induce an acute autoimmune response [132, 133]. High 
levels of ACPAs are observed in patients with aggressive 
form of periodontitis [134]. Analysis of the possible link 
between PD and RA (as the autoimmune response induced 
by P. gingivalis is similar to that observed during RA) 
revealed that host and microbial PAD activities are highly 
elevated in RA and non-RA periodontitis patients. Moreo-
ver, the severity of periodontal conditions was increased 
in patients with RA comorbidity as compared to healthy 

individuals [133, 135]. Although PD is not an autoimmune 
disease itself, it may induce a severe autoimmune response 
of the host, were citrullinated proteins are an important fac-
tor for disease development.

Inflammatory bowel disease

Inflammatory bowel diseases (IBDs) are chronic inflam-
matory conditions characterized by inflammation of the 
intestinal mucosa. The two main subtypes of IBD include 
ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) [136]. In 
UC patients, chronic inflammation is limited to the intestinal 
mucosae and in CD patients the inflammation can be trans-
mural in the whole gastrointestinal tract [136], rendering CD 
more aggressive. In healthy human colon enzymatic PAD 
activity is negligible, suggesting that deimination processes 
are not physiologically required in the intestine. In contrast, 
PADs and citrullinated protein levels are increased in human 
UC [79]. As in the case of RA, elevated levels of citrulli-
nated proteins may trigger an atypical immune response to 
the newly formed epitopes and high levels of ACPAs induce 
inflammation of the UC [136, 137]. Moreover, immunohis-
tochemical staining of human UC samples demonstrated 
strong expression of both PAD2 and PAD4, and treatment 
of UC mice with Cl-amidine reduced inflammation [137]. 
A cohort study of 114 Japanese patients with UC suggested 
that specific PAD4 haplotypes previously known to be asso-
ciated with RA are also found in UC [138]. Recent studies 
suggest an even more prominent role for PAD4 in IBD, as 
it was found that IBD occurrence was positively correlated 
with PAD4 and negatively correlated with PAD2 [82, 139]. 
Also, some researchers have tried to link IBD to NETs for-
mation. Given the key role of citrullination in this process, 
higher correlation of increased PAD4 expression with IBD 
incidence may be explained. Inflamed colon of UC patients 
displayed increased NET formation and overexpression of 
NET-associated proteins, including citrullinated histones 
and PAD4, with both responses being diminished in subjects 
receiving streptonigrin, a selective PAD4 inhibitor [140, 
141]. Similar results were recently reported by Li et al., in 
which NETs formation increased tissue damage and throm-
botic tendency in IBD [142]. In conclusion, targeting NETs 
in IBD may provide an effective therapeutic approach to 
alleviate the disease [143].

COVID-19 and pulmonary diseases

COVID-19 is a novel disease caused by infection with the 
Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) [144]. The disease spread across the world from 
late 2019 causing a global pandemic and a plethora of 
global health, sociological and economical adverse effects 
[145, 146]. The disease can manifest itself with multiple 
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symptoms, making it hard to properly diagnose patients in 
the absence of a molecular test detecting the viral genome 
[147, 148]. The most common COVID-19 symptoms 
include: influenza-like symptoms, diarrhoea, anosomia, 
osteoarticular disorders and a cytokine storm which affects 
the functioning of the immune system [149]. The severity of 
the symptoms varies between patients, ranging from asymp-
tomatic cases, to mild consequences, to lethal respiratory 
failure [150]. As scientists around the world race to find 
effective treatments to COVID-19, in addition to currently 
available preventive vaccination approaches, a link between 
the disease and protein citrullination starts to emerge. Sera 
from COVID-19 patients have elevated levels of citrullinated 
histone 3 as well as myeloperoxidase-DNA complexes, two 
specific markers of NETs [8]. Increased level of histone 
H3 citrullination in COVID-positive patients was found to 
be correlated with increased leukocyte, granulocytes and 
cytokine IL-8 levels, indicating the occurrence of an acute 
inflammatory response [9]. What is even more interesting, 
in the context of arginine deiminiation’s role in determin-
ing the severity of COVID-19, is that SARS-CoV-2 positive 
patients show increased levels of NET formation, and sera 
from those patients cause NET formation when added to 
control neutrophils [10, 151]. The lungs are the most devas-
tated organ by COVID-19, and elevated NETs formation was 
reported in lung epithelial tissue and tracheal aspirate, indi-
cating that NETs may be an important factor to the severity 
of the disease [151–153]. As PAD4 activity is essential for 
NET formation, and elevated levels of citrullinated H3 are 
detected in COVID-19, it may be possible that the virus 
alters PAD4 activity. A recent study by Arisan et al. based 
on transcriptomic data from patients’ biopsies and in vitro 
experiments linked PADs activity to SARS-CoV-2 infection 
[154]. However, more studies on this subject must be per-
formed to unravel the complete picture of PAD involvement, 
and NET formation, in COVID-19 [154]. Zuo et al. propose 
that the positive correlation between platelet count and cit-
rullinated H3 levels, and thus the abnormal increased plate-
let count, is one of the possible explanations for the vascular 
clinical manifestations of COVID-19 [8, 151]. Interestingly, 
elevated levels of citrullinated circulating nucleosomes were 
reported in COVID-19 patients [150]. Cavalier et al. propose 
to use circulating citrullinated nucleosomes as biomarkers 
for COVID-19, as citrullination levels are positively cor-
related to disease severity [150]. SARS-CoV-2 is known to 
cause, in a percentage of patients, a post-acute COVID-19 
syndrome, termed long-COVID, characterized by persis-
tent symptoms and delayed long-term complications [155]. 
Such prolonged effects may result in even more excessive 
accumulation of citrullinated proteins, and, therefore, lead 
to loss of immune tolerance. A first case of increased levels 
of ACPA in a post-COVID-19 patient showing initial symp-
toms of RA was recently reported [156]. This may be the 

first of many reported post-COVID-19 symptoms related to 
citrullination. These recent data linking citrullination and 
NETs to COVID-19 indicate that citrullination events may 
be highly relevant to the physiophathology of COVID-19 
and more generally in pulmonary diseases associated with 
lung inflammation.

One of the COVID-associated pulmonary complications 
that develops even 6–8 weeks after initial infection with 
SARS-CoV-2, particularly in critically ill patients treated 
in intensive care units, is lung fibrosis, a condition that may 
also result from other causes such as cigarette smoking or 
long-term exposure to cigarette smoke. Although there is 
no data so far about protein citrullination level in COVID 
patients suffering from lung fibrosis, it was found that in 
a model of lung fibrosis induced by cadmium and carbon 
black (Cd/CB), two cigarette components providing a model 
for cigarette smoke, the level of citrullinated vimentin (Cit-
vim) was significantly increased and was related with a 
TLR4-dependent activation of NF-κB and the production 
of active TGF-β1, CTGF (Connective Tissue Growth Factor) 
and IL-8 [157]. These ex vivo studies were confirmed in a 
mouse model in which control animals treated with Cit-vim 
developed TLR4-dependent lung tissue fibrosis, whereas 
PAD2−/− mice, exposed to cadmium/carbon black did not 
generate high amounts of Cit-vim. This observation points 
at PAD2 as a promising potential factor in fibrosis treatment.

Cancer

Studies in cancer cell lines demonstrated that the occur-
rence of histone citrullination, mediated by PAD4, on 
p53-regulated genes, including p21, CIP1, WAF1 and 
OKL38 repressed their transcriptional activation, leading 
to cell cycle arrest and apoptosis [158, 159]. These find-
ings are in support of the notion that targeting PAD4 and 
other PAD enzymes may provide a novel strategy to inhibit 
tumor growth [160]. Immunohistochemistry and western 
blot detection demonstrated PAD4 overexpression in vari-
ous tumor types, especially adenocarcinoma. In these sam-
ples, PAD4 overexpression was found to be associated with 
cytokeratin, a widespread tumor marker, in a citrullinated 
form that rendered it resistant to the digestion by caspases 
[161]. Elevated PAD4 levels were also observed by ELISA 
in the blood of patients with malignant tumors, but not in 
blood of patients with benign tumors [162]. Similarly, over-
expression of PAD2 was observed in prostate cancer and 
correlated to histone H3 citrullination [163]. Administra-
tion of the pan-PAD inhibitor Cl-amidine synergized with 
the androgen receptor inhibitor enzalutamide to decrease 
prostate cancer cells proliferation in vitro and in xenografts 
[163].

Besides the direct promoting effect of histone/protein 
citrullination on cancer growth, a recent study on a cohort 
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of 975 patients with cancer demonstrated that citrullinated 
histone H3, a marker of NETs and arterial thromboembo-
lism, predicts the risk of all-cause mortality in patients with 
cancer [164].

Thrombosis

A study by Fuchs et al. proved for the first time that NETs 
perfused with blood caused platelet adhesion, activation 
and aggregation demonstrating that NETs provide a struc-
tural platform and biological stimulus for thrombus forma-
tion [165]. PAD4, by promoting histone citrullination and 
chromatin decondensation, was identified to regulate both 
NETs formation and promote pathological thrombosis [166]. 
The overexpression of PAD4 was shown to promote, in an 
in vitro system, chromatin decondensation and formation 
of NET-like structures in cell types that do not undergo this 
form of cell death [167]. That PAD4 is necessary to medi-
ate NETs formation was demonstrated by gene targeting of 
PAD4. Neutrophils derived from PAD4 knock-out mice were 
unable to generate NETs upon exposure to bacteria or stimu-
lation with chemokines [168], and PAD4 knock-out animals 
were more susceptible to bacterial infection [168]. The link 
between PAD4 activity, NETs formation and induction of 
thromboembolism has been demonstrated in PAD4 knock-
out mice subjected to a stenosis model to promote deep vein 
thrombosis: upon intervention, < 10% of PAD4 knock-out 
animals produced a thrombus, as compared to 90% of the 
control wild type animals [169].

Diagnostic and therapeutic potential 
of citrullination

Recent years brought significant progress into the under-
standing of the role of the citrullination process in immune 
disorders. The growing body of evidence highlighting the 
importance of citrullination, and the identification of autoan-
tibodies directed to the citrullinated peptides or proteins 
(ACPAs) has significantly broadened our understanding, 
and clinical characterization, of many immune disorders. 
The number of the ongoing clinical studies targeting PADs 
and the citrullination process is, however, currently limited 
to a few. The most advanced studies concern rheumatoid 
arthritis, and include diagnostic tests (Table 5) as well as 
interventional trials (Table 6).

The non-interventional studies aim at the identification 
and quantification of the prevalence of anti-citrullinated 
proteins antibodies directed against different citrullinated 
antigens, including collagen, fibrinogen, filaggrin or vimen-
tin, to evaluate their diagnostic and prognostic value in 
rheumatoid arthritis progression (Table 5, NCT01078597, 
NCT03265236, NCT03224377). Monitoring of anti-cyclic 

citrullinated peptide (anti-CCP) antibodies and anti-mutated 
citrullinated vimentin (anti-MCV) antibodies titers in RA, 
brought the conclusion that anti-CCP antibodies have a bet-
ter diagnostic power than anti-MCV antibodies. However, 
anti-MCV antibodies have a higher sensitivity as compared 
to anti-CCP antibodies. A significant correlation has been 
found between anti-MCV antibodies titers and both the 
severity of RA and the disease-activity score (DAS28). 
Anti-MCV-positive patients presented lower reduction in 
disease activity and an increased number of swollen joints. 
This finding allowed concluding that anti-MCV antibod-
ies titers may work as an indicator correlating the disease 
activity and patient outcome [170]. Also, an attempt was 
made to characterize the etiology of rheumatoid arthritis 
from lung level (NCT03832374), as it was found that diffuse 
interstitial pneumopathy and bronchial dysfunctions occur in 
one-third of RA patients, and that some subtypes of ACPAs 
are preferentially present in the lungs [171]. This study 
(NCT03832374), still ongoing, addresses a very important 
question regarding the subtype(s) of ACPAs with a prefer-
ential tropism for the lung, that might be responsible for the 
infection within parenchyma and pulmonary airways, and 
the overall increased morbidity and mortality among RA 
patients with lung co-morbidities.

Likewise, an observational study was performed to 
assess the impact of ACPA in RA participants who were 
treated with the immunosuppressive drug Abatacept or the 
tumur necrosis factor inhibitors (TNFis): adalimumab, cer-
tolizumab, etanercept or golimumab (NCT03663829). A 
total of 2052 patients were included of which 1415 were 
in the TNFis cohort (n = 1053 ACPA positive) and 637 in 
the Abatacept cohort (n = 445 ACPA positive). The baseline 
ACPA score was associated with an improvement in clinical 
response using a measure of clinical disease-activity index at 
12 months for Abatacept therapy, but not for TNFis therapy 
[172].

As of today, most of the interventional trials are at an 
early clinical testing phase (Table 6). The most advanced 
clinical studies concern investigation of the effect of com-
bination therapy of Abatacept and methotrexate on rheu-
matoid arthritis (NCT03492658). Abatacept (CTLA4-Ig) 
is a fusion protein, combining cytotoxic T cell antigen 4 
(CTLA4) and  IgG1  Fc1, dedicated to modulate the T cell 
co-stimulatory signal. Abatacept works as an immune 
checkpoint and downregulates immune responses mediated 
through the CD28–CD80/86 pathway. The dose ranging pilot 
study of patients with active RA, treated with both Abata-
cept and LEA29Y (Belatacept, a CTLA4-Ig variant), showed 
dose dependent reductions in the clinical manifestations of 
disease [173]. Following the pilot studies, an investigation 
of combined therapy with Abatacept and methotrexate, an 
immune system suppressant, is now ongoing for the determi-
nation of its effectiveness on RA phenotype, transcriptional 
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profile of the disease, B cell receptor usage and func-
tional parameters of circulating B cells expressing ACPA 
(NCT03492658). Patients will be randomized to treatment 
with (i) methotrexate monotherapy (10–25 mg once weekly) 
reference group or a (ii) combination therapy of methotrex-
ate (10–25 mg once weekly) and Abatacept (125 mg subcu-
taneously once weekly) for 6 months, followed by metho-
trexate monotherapy (10–25 mg once weekly) in both groups 
for another 6 months. Phase II (NCT00254293) [174] and 
III (NCT00048568) of the trial gave promising results and 
showed that long-term treatment with Abatacept provided 
sustained efficacy with high RA patient retention [175].

Other ongoing clinical trials addressing the study of cit-
rullination process are aiming to evaluate the effect of Enbrel 
treatment with regards to anti-cyclic citrullinated peptide in 
psoriatic arthritis activity (NCT04428502) and the impact 
of rheumatoid factor and anti-cyclic citrullinated peptide in 
rheumatoid arthritis (NCT04428424). Enbrel, also known as 
Etanercept, is a TNF-α inhibitor used to treat autoimmune 
diseases. In previous studies Enbrel efficacy was compared 
with disease modifying antirheumatic drugs (DMARDs) 
commonly used in patients with rheumatoid arthritis. It was 
found that Enbrel leads to a much greater decrease of the 
serum levels of anti-CCP and RF in rheumatoid arthritis 
than DMARDs alone. This finding was compatible with a 
reduction in clinical disease activity [176], Ann Rheum Dis 
2006 Jan;65(1):35–9). Moreover, to evaluate the efficacy 
and safety of Etanercept, the drug was given over a 2-years 

period (25 mg twice per week) to patients suffering from 
different autoimmune disorders, including: ankylosing spon-
dylitis (9 patients), juvenile rheumatoid arthritis (4 patients), 
rheumatoid arthritis (57 patients) and psoriatic arthritis (6 
patients). This study confirmed the safety of Etanercept 
administration up to two years. Also, declined levels anti-
CCP antibody and rheumatoid factor observed in this study, 
lead to the conclusion that a significant clinical response in 
different subclasses of arthritis patients can be achieved by 
Etanercept [177]. Further clinical studies on Etanercept and 
Abatacept addressing their anti-inflammatory potential will 
be necessary allow a full validation of their clinical value 
and, in the affirmative, a progression towards their routine 
clinical use.

As outlined above, the clinical studies addressing citrulli-
nation are focused around citrullinated protein antibodies as 
a diagnostic element to assess disease progression. However, 
a recent preclinical report delivered by Chirivi and co-work-
ers provides evidence that ACPAs can also potentially be 
used as therapeutics for neutrophil-mediated inflammatory 
diseases such as inflammatory arthritis, pulmonary fibrosis, 
inflammatory bowel disease and sepsis [111]. Using these 
therapeutic ACPAs (tACPAs), particularly against citrulli-
nated histones H2A and H4, it was found that in mice suffer-
ing from chronic arthritis these antibodies suppressed NET 
release and possibly initiated NET uptake by macrophages, 
resulting in reduced tissue damage in the joints [111].

Table 5  Diagnostic studies 
based on citrullination in the 
immune disorders

The clinical trial registration number from www. clini caltr ials. gov is provided. Anti-CCP Ab anti-cyclic-
citrullinated peptide antibody; Anti-MCV Ab anti-mutated-citrullinated vimentin antibody

Analyzed parameter Disease Clinical trial regis-
tration number

Phase of the study

Subtypes of ACPA Rheumatoid arthritis NCT03832374 Descriptive study
ACPA antibody Rheumatoid arthritis NCT03663829 Non-interventional study
Anti-MCV Ab and anti-CCP Ab Rheumatoid arthritis NCT01078597

NCT03265236
NCT03224377

Diagnostic test

Table 6  Targeting autoimmune 
diseases using ACPAs

The clinical trial registration number from www. clini caltr ials. gov is provided

Drug Disease Clinical trial registration 
number

Phase of the study

Abatacept, Metho-
trexate

Rheumatoid arthritis, rheu-
matic diseases

NCT03492658 Interventional trial, Phase 4

Enbrel Psoriatic arthritis NCT04428502 Observational trial
Enbrel Rheumatoid arthritis NCT04428424 Observational trial

http://www.clinicaltrials.gov
http://www.clinicaltrials.gov
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Conclusions and future perspectives

Recent basic, preclinical and clinical research in the early 
diagnosis of autoimmune disease, particularly arthritis, has 
shown that conversion of selected arginine residues to citrul-
line and the immune response to citrullinated proteins are 
key elements of recognition and better understanding the 
etiology of these disorders. It was shown that ACPAs are 
also directly involved in the pathogenesis of autoimmune 
disorders at several levels through (i) ligation to Fc recep-
tors [178], (ii) modification of the function of monocytes 
[179], (iii) differentiation of osteoclasts [128] and (iv) for-
mation of extracellular DNA traps [6]. Recent research has 
also shown that there is a potential link between the histone 
specific ACPAs (directed to citH2A and citH4) and NETs 
that deserves to be investigated and may lead to promising 
new strategies in treatment of autoimmune diseases [180].

It is now becoming evident that further studies on the 
effects of protein citrullination, biochemistry of citrulli-
nating enzymes and modification of cellular proteins, and 
also on generation of ACPAs, will significantly help in 
understanding the metabolic processes as well as patho-
physiology of multiple disorders, not only of immune/
autoimmune origin, but also metabolic disease and cancer. 
A deeper look into the “citrullinome” and the cross-talk 
between citrullination and other modified residues may 
bring the development of novel drugs acting against dis-
orders associated with aberrant citrullination.
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Abstract
Background/Aims: Endothelial cells (ECs) play a crucial role in various physiological 
processes, particularly those related to the cardiovascular system, but also those affecting 
the entire organism. The biology of ECs is regulated by multiple biochemical stimuli and 
epigenetic drivers that govern gene expression. We investigated the angiogenic potential 
of ECs from a protein citrullination perspective, regulated by peptidyl-arginine deiminases 
(PADs) that modify histone and non-histone proteins. Although the involvement of PADs 
has been demonstrated in several physiological processes, inflammation-related disorders 
and cancer, their role in angiogenesis remains unclear. Methods: To elucidate the role of 
PADs in endothelial angiogenesis, we used two human EC models: primary vein (HUVECs) 
and microvascular endothelial cells (HMEC-1). PADs activity was inhibited using irreversible 
inhibitors: BB-Cl-amidine, Cl-amidine and F-amidine. We analyzed all three steps of 
angiogenesis in vitro: proliferation, migration, and capillary-like tube formation, as well as 
secretory activities, gene expression and signaling in ECs. Results: All used PAD inhibitors 
reduced the histone H3 citrullination (H3cit) mark, inhibited endothelial cell migration and 
capillary-like tube formation, and favored an angiostatic activity in HMEC-1 cells, by increasing 
PEDF (pigment epithelium-derived factor) and reducing VEGF (vascular endothelial growth 
factor) mRNA expression and protein secretion. Additionally, BB-Cl-amidine reduced the total 
activity of MMPs (Matrix metalloproteinases). The observed effects were underlined by the 
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inhibition of Akt phosphorylation. Conclusions: Our findings suggest that pharmacological 
inhibitors of citrullination are promising therapeutic agents to target angiogenesis.

Introduction

The human vasculature, formed through angiogenesis and vasculogenesis, is a vital 
regulator of body homeostasis through the mobilization of metabolites and catabolites, 
gas exchange, and inter-organ communication via the transport of hormones and other 
regulatory or immune-related factors [1]. Endothelial cells (ECs) lining the inner wall of 
arterial, venous, and microvascular vessels form the endothelium, which is now widely 
considered as a metabolically active and key endocrine organ.

The endothelium secretes a plethora of factors such as nitric oxide, von Willebrand 
factor, and vascular endothelial growth factors (VEGFs), which modulate blood flow, 
coagulation, pressure, and wound healing [2]. Angiogenesis, leading to the de novo 
formation of blood vessels from pre-existing ones, is considered a flagship function of ECs, 
which under physiological condition occurs during embryogenesis, wound healing, and the 
menstrual cycle [3]. Conversely, abnormal angiogenesis contributes to the etiology of many 
pathologies including cancer, tumor neovascularization [4], diabetic vascular complications 
[5], and obesity [6]. Among the mechanisms contributing to the shift from physiological 
to pathological endothelium, epigenetic alterations, including histone post-translational 
modifications (PTMs), may play an indispensable role, as aberrant histone acetylation is 
a signature of hyperglycemic damage in cultured aortic endothelial cells [7] and histone 
methylation acts as a signature of persistent glycemic damage [8].

A more recently discovered histone post-translational modification (PTM) is arginine 
citrullination, which in contrast to most histone PTMs such as methylation and acetylation, 
appears to be irreversible as its reversal can only be achieved by histone replacement [9]. The 
enzymatic conversion of peptidyl-arginines to citrulline is catalyzed by a conserved family 
of peptidylarginine deiminases (PADs) [10]. Replacement of the arginine primary ketamine 
group with the citrulline side chain ketone group leads to the loss of a positive charge [11]. 
The human “citrullinome” includes thousands of proteins [12] and notably histones [9]. 
Accumulating evidence suggests that histone citrullination, by modulating chromatin status, 
cellular metabolism, and gene expression, contributes to pathological processes including 
cancer progression [13] and inflammation [14]. Citrullination is widely regarded as an 
immune related histone PTM, as it was shown that aberrant levels of citrullination occur in 
several autoimmune mediated diseases, notably rheumatoid arthritis, and COVID-19 [15].

Mechanistically, citrullinated decondensed chromatin from neutrophils acts as a 
scaffold for the formation of the so-called neutrophil extracellular traps (NETs), a net-like 
structures enriched in bactericidal proteins [16, 17] whose formation can also be induced 
by reactive nitrogen molecules such as nitric oxide and peroxynitrite [18]. The release of 
decondensed chromatin and the formation of NETs contribute to thrombus formation [19] 
and mice deficient in PAD4 were shown to be protected from thrombus formation after 
experimental induction of venous stenosis [20]. Similarly, exposure of the endothelium to 
citrullinated histone H3, as found in NETs, contributes to microvascular endothelial barrier 
dysfunction through the opening of cellular adherens junctions and reorganization of the 
actin cytoskeleton of endothelial cells [21]. Conversely, a recent study showed that free 
citrullinated histones exert beneficial effects on endothelial cell function [22].

Although widely studied in immune cells, the effects of protein citrullination on the 
endothelium remain largely unknown, although recent results from several groups suggest 
that citrullination may influence vascular function. The aim of our study was to investigate, 
by pharmacological targeting, the contribution of PADs to endothelial cells proliferation, 
vascularization in vitro, wounding potential and explore the subjacent molecular mechanisms.

© 2024 The Author(s). Published by 
Cell Physiol Biochem Press GmbH&Co. KG
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Materials and Methods

Cell culture
Human Microvascular Endothelial Cells (HMEC-1) were obtained from American Type Culture 

Collection (ATTC, Manassas, VA, USA). Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) were isolated from 
the veins of freshly collected umbilical cords, by collagenase type II digestion as described previously [23] 
and used for the experiments at passages 2-4. The study design and protocol involving the use of human 
umbilical cords were approved by the Bioethics Commission at the University of Lodz (Decision No. 15/
KBBN-UŁ/III/2019 and 16 (III)/KBBN-UŁ/I/2021-22), all research was performed in accordance with 
relevant regulations and the guidelines of the Declaration of Helsinki. Informed consent was obtained from 
the donors at the Medeor Multidisciplinary Hospital in Lodz, no data regarding the donors were collected 
and stored, and the samples were completely anonymized. Both endothelial cell types were cultured in 
MCDB131 medium (Corning Life Sciences, Corning, NY, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum 
(EurX, Gdansk, Poland), 10 ng/ml Epidermal Growth Factor (Millipore, Burlington, MA, USA), and 10 mM 
glutamine (Corning Life Sciences, Corning, NY, USA). For passaging and seeding, the cells were detached 
using 0.25% trypsin-EDTA solution (Corning Life Sciences, Corning, NY, USA).

PAD inhibitors used in the study
Three commercially available PAD inhibitors were used: BB-Cl-amidine (cat. no. HY-111347, 

MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA), Cl-amidine (cat. no. 506282, Merck, Darmstadt, Germany), 
and F-amidine (item no. 10610, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA). All inhibitors were dissolved 
in DMSO (Chempur, Piekary Slaskie, Poland) according to the manufacturers’ suggestions, aliquoted (to 
avoid freeze-refreeze cycles), and stored for up to 3 months according to the manufacturer’s instructions. 
The final concentration of the solvent at the highest concentration of drugs did not exceed 0.6% of the 
volume sample and did not affect cellular metabolism, which was checked in the viability assay.

Cytotoxicity assay by resazurin reduction test
Cytotoxicity was analyzed by resazurin reduction to fluorescent resorufin, as described previously [24]. 

Cells were seeded onto 96-well plates at a density of 5, 000 and 7, 000 cells/well for HUVECs and HMEC-
1 cells, respectively. After 16-20 h, the cells were treated with PAD inhibitors at a concentration range of 
0.1-10 μm for 24 h. After the indicated time, the culture medium was removed, and cells were washed with 
phosphate buffered saline (PBS) containing Ca2+/Mg2+ and 5.5 mM glucose. The cells were then incubated 
for 2 h in the washing buffer supplemented with 0.0125 mg/ml resazurin. After incubation, fluorescence 
was read on a Fluoroscan Ascent microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at λex = 
530 nm and λem = 590 nm.

Flow cytometry
Cell preparation for FACS analysis was based on a previously described method [25]. Briefly, ECs were 

plated on 6 cm dishes (ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA), then after 16-20 h the cells were 
treated with PAD inhibitors. After 16 to 48 h of incubation, the cells were trypsinized, washed with PBS, 
and centrifuged for 5 min at 200 × g. For DNA content analysis, cells were fixed in 70% ethanol for 24 h at 4 
°C, centrifuged (10 min at 200 × g), washed with PBS, and centrifuged again (10 min at 200 × g). Cells were 
then resuspended in propidium iodide (PI) buffer containing RNase A (0.4 mg/ml; AppliChem, Darmstadt, 
Germany) and PI (5 µg/ml; ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA) in PBS and incubated for 30 min. 
Nuclear DNA content was measured using an LSRII flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 
USA). Flow acquisition was performed using FlowJo software (FlowJo, Williamson Way Ashland, USA).
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RNA isolation, reverse transcription, and Real-Time PCR
Cells were plated onto 6-well plates (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA) and after 16-20 

h treated with PAD inhibitors for 16 h. Total cellular RNA was isolated and purified using an InviTrap Spin 
Cell RNA mini kit (Stratec Molecular, Birkenfeld, Germany) in accordance with the manufacturer’s protocol. 
cDNA synthesis was performed using the PrimeScript RT Reagent Kit (Perfect Real Time, Takara, Japan) 
according to the manufacturer’s instructions. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) was 
performed using Eco Real-Time PCR (Illumina, San Diego, CA, USA). The final reaction volume was 10 μL 
and contained: 0.2 nM of forward and reverse primers (Table 1 for sequences), cDNA template, SYBR Green 
(Perfect Real Time, Takara, Japan), and DNAase/RNAase-free water (46-000-CV, Corning Life Sciences, 
Corning, USA). The reactions were incubated at 96 °C for 2 min, followed by 40 cycles of 96 °C for 5 s and 
60 °C for 30 s. HPRT1 was used as a reference for gene expression normalization, performed according to 
the 2−ΔΔCt method described by Livak [26].

Table 1. List of primers for quantitative PCR used in this study
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Western blotting
To determine the levels of PAD isoforms in ECs, HMEC-1 and HUVECs were seeded onto 60 mm dishes 

at 500, 000 cells/dish. After 24 h, total protein extract was prepared using Mammalian Protein Extraction 
Reagent (M-PER, ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA) reagent according to the manufacturer’s 
instructions. For histone citrullination assessments, cells were seeded onto 60 mm dishes (ThermoFisher, 
Waltham, Massachusetts, USA) at 2, 500, 000 cells/dish and after 18–20 h treated with PAD inhibitors 
and incubated for 16 h. Histone extracts were prepared following an acid extraction protocol as described 
previously [24]. For the study of Akt signaling, HMEC-1 were seeded onto 60 mm dishes at 500, 000 cells/
dish and, after 18-20 h, treated with PAD inhibitors for 16 h. Total protein was prepared using Mammalian 
Protein Extraction Reagent (M-PER, ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA) reagent according to 
the manufacturer’s instructions. The extracts were immunoblotted to determine the level of citrullination 
of histone H3. 1 µg of histone extract or 10 µg of total protein extract was loaded onto polyacrylamide 
gels and resolved using Sodium dodecyl sulfate- Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), then 
transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane. The membrane was then washed with TBST 
buffer (10 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% Tween20) and blocked in 3% freshly prepared non-fat milk 
in Tris-buffered saline with Tween (TBST) overnight at 4 °C with agitation. After incubation, the membranes 
were washed thrice for 5 min each in TBST at room temperature. Next, the membranes were probed with 
primary antibodies prepared according to suppliers’ instructions, for PAD expression: anti-PAD1 (dilution 
1:1, 000; cat. no. ab181762, Abcam, Cambridge, UK), anti-PAD2, (dilution 1:1, 000; cat. no. ab16478, Abcam, 
Cambridge, UK), anti-PAD3 (dilution 1:1, 000; cat. no. sc-393622, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), 
anti PAD4 (dilution 1:1, 000; cat. no. ab128086, Abcam, Cambridge, UK) and b-actin (dilution 1:1, 000; cat. 
no. sc-69879, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA) was used as loading control. For histone citrullination, 
H3R2R8R17cit (dilution 1:1, 000; cat. no. ab47915, Abcam, Cambridge, UK), H3 (dilution 1:1, 000; cat. 
no. ab18521; Abcam, Cambridge, United-Kingdom) was used as loading control. For PI3K/Akt signaling 
analysis: Pan-Akt (dilution 1:1000; cat. no. A18120, ABclonal, Woburn, USA), Phosphorylated-Akt S473 
(dilution 1:000; cat. no. AP1208, ABclonal, Woburn, USA), PI3 Kinase p85 alpha (dilution 1:1000; cat. no. 
A4992, ABclonal, Woburn, USA), GSK3b (dilution 1:1000; cat. no. sc-81462, Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, USA), and the aforementioned  b-actin antibody was used as a loading control. The membranes were 
incubated with primary antibodies overnight and then washed thrice with TBST for 5 min. The membranes 
were then incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (dilution 1:10, 000, cat. 
no. 111007003 AffiniPure Fab Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) and cat. no. 115-006-003 AffiniPure 
F(ab›)2 Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch, Baltimore Pike, USA) for 1.5 h 
at room temperature. The signal from the membranes was visualized using ECL (ThermoFisher, Waltham, 
Massachusetts, USA) on the Azure 300 Chemiluminometer (Azure Biosystems, Sierra Trinity, USA). 

Cytokines/chemokines/growth factors release assay
The release of selected angiogenesis-related proteins by endothelial cells was performed as previously 

described [27] using the Proteome Profiler Human Angiogenesis Array (R&D Systems, Minneapolis, USA). 
Cells were seeded onto 60 mm dishes at 3.5x106 cells/dish and after 18-20 h treated with PAD inhibitors 
and incubated for 16 h. After incubation, the cell culture supernatants were collected, centrifuged, diluted, 
and mixed with a cocktail of biotinylated detection antibodies supplied by the manufacturer. The samples 
were then incubated overnight on a cytokine assay kit membrane. Following a wash to remove unbound 
material, streptavidin-HRP and chemiluminescent detection reagent were added to quantify protein levels. 
The signals from the membranes were visualized using an Azure 300 chemiluminometer (Azure Biosystems, 
Sierra Trinity, USA). The results were then analyzed and quantified using the Protein Array Analyzer tool in 
ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.
nih.gov/ij/), as described previously [28].

Matrix metalloproteinases (MMPs) activity kit
The total activity of MMPs in HMEC-1 cells treated with PAD inhibitors was measured using 

a fluorometric assay (MMP Activity Assay Kit, ab112146; Abcam, Cambridge, UK) according to the 
manufacturer’s instructions. Briefly, HMEC-1 cells were seeded onto 6-well plates at a density of 700, 000 
cells/well, followed by treatment with the highest concentration of all inhibitors. As a positive control 
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for MMP inhibition, 20 µg/ml doxycycline (DOX) was used. After 16 h, the supernatant was collected and 
incubated for 3 h with 2 mM 4-aminophenylmercuric acetate (APMA) to activate the MMPs. After that, the 
supernatants activated with APMA were transferred to a U-bottom 96-well plate, and MMP Green Substrate 
was added to the samples. Subsequently, fluorescence was read in all samples at 5-minute intervals using a 
Fluoroscan Ascent microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at λex = 490 nm and λem 
= 525 nm.

Capillary-like tube formation assay
Endothelial capillary tube-like formation was assessed using Matrigel (Corning Life Sciences, Corning, 

NY, USA) according to the manufacturer’s instructions. A basement Matrigel membrane was diluted to a 
protein concentration of 5 mg/ml using a sterile medium MCDB131, that is, the same medium that we used 
for endothelial cell culture, and stored at -20 °C. Before the experiment, a sample of Matrigel was thawed 
(overnight at 4 °C), plated onto 15-well plates (Ibidi, Martinsried, Germany), and incubated at 37 °C for 30-
40 min to allow polymerization. Then, endothelial cells in the complete cell culture medium were seeded 
onto Matrigel-coated plates; HMEC-1: 3, 000 cells/well, HUVECs 4, 000 cells/well. After 6 h (for HMEC-
1) or 8 h (for HUVECs), the created structures were stained with calcein-AM (ThermoFisher, Waltham, 
Massachusetts, USA) for 15 min. Endothelial cell capillary tubes were assessed by fluorescence and phase 
contrast microscopy (Nikon Eclipse TE200 microscope, Tokyo, Japan) with a Zeiss CCD video camera 
(AcioCamERc5s, Oberkochen, Germany). The characterization of the created structures was performed by 
measuring the number, length, and width of the capillary tubes using the Angiogenesis Analyzer tool in 
ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://imagej.
nih.gov/ij/) [29].

Wound healing assay
Cells were seeded in 24-well plates at a density of 400, 000 cells/well. After overnight incubation, 

cells were pretreated with PAD inhibitors for 16 h before scratching the confluent monolayer. To exclude 
the influence of endothelial cells proliferation on wound closure, the medium was supplemented with the 
cytostatic agent mitomycin C (at a final concentration of 10 µg/ml; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 
throughout the experiment. Next, the cells were incubated in inhibitor-free medium, and after 8 h, the size 
of the wound was measured. Cell migration was tracked using a phase-contrast microscope image analysis 
system (Nikon Eclipse TE200 microscope, Tokyo, Japan) with a Zeiss CCD video camera (AcioCamERc5s, 
Oberkochen, Germany). Wound healing inhibition analysis was performed using the Wound Healing Tool 
plugin in ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://
imagej.nih.gov/ij/) [30].

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using GraphPad Prims 9.0 (GraphPad, San Diego, California, USA). 

Normality in the data distribution was determined using the Kolmogorov–Smirnov test. Differences between 
groups were assessed by the one-way ANOVA and post hoc analysis by Dunnett’s test was performed. 
Significance of the results is indicated on the graphs (***<0.0001, **<0.001, *<0.05), and all the results are 
shown for the treated condition vs control.
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Results

The expression of PAD isoforms renders ECs susceptible to PAD inhibitors
We initially assessed the protein expression levels of PAD isoforms – PAD1, PAD2, PAD3 

and PAD4 – in microvascular HMEC-1 and macrovascular HUVECs cells (Fig. 1A) and observed 
easily detectable PAD proteins levels in both cell types. Next, we tested the cytotoxicity of 
three PAD inhibitors, BB-Cl-amidine (BBCLA, 0.25 – 5 mM range), Cl-amidine (CLA, 0.25 – 10 
mM range) and F-amidine (FA, 0.25 – 10 mM range) on both cell lines. BBCLA, which displays 
highest inhibitory potency towards several PAD isoforms (Table 2), exerted a cytotoxic effect 
with a half-maximal inhibitory concentration (IC50) of 1.75 mM and 1.97 mM for HMEC-1 and 
HUVECs, respectively (Fig. 1B and 1D). Conversely, CLA and FA showed no major effects 
on cellular viability at the tested concentrations (Fig. 1B and 1D). We also investigated the 
effects of higher concentrations of CLA and FA and observed no cytotoxic effects up to 100 
mM (data not shown). Next, PAD inhibitors were tested for biochemical inhibitory potency, 
which was assessed by analyzing histone H3 citrullination levels (H3Cit) (Fig. 1C and 1E). 
Given the high cytotoxicity of BBCLA, concentrations of 0.25, 0.5, and 1 µM were used. For 
both CLA and FA, concentrations of 2, 5 and 10 mM were selected. BBCLA was the most 
potent PAD inhibitor in both endothelial cell models, reducing histone citrullination more 
than 4-fold (Fig. 1C and 1E) at the highest concentration (1 mM). The inhibitory activity of 
CLA closely followed that of FA, lowering the H3cit mark by almost 3-fold in both EC models 
at the highest concentration. These data indicate that a high inhibition of H3cit is cytotoxic, 
while milder inhibition, halving H3Cit levels, may affect endothelial cell function without 
toxic effects.

Table 2. Summary of the biochemical properties of the inhibitors used in this study
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No significant effect of PAD inhibition on ECs cell cycle
No significant changes for the selected inhibitor concentrations were observed in a 

resazurin proliferation assay (Fig. 2B). A statistically significant effect on endothelial cell 
proliferation was observed only at higher concentrations of BBCLA (>1 µM), which were not 
used in subsequent experiments, and no significant results were obtained for either CLA or FA 
in the tested concentration range. HMEC-1 cells were treated with nontoxic concentrations 
of PAD inhibitors for several incubation times (16, 24, 32, and 48 h). HMEC-1 cells were 
treated with nontoxic concentrations of PAD inhibitors for several incubation times (16, 24, 
32, and 48 h). Flow cytometry analysis showed no significant differences in the cell cycle 
progression of PAD inhibitor-treated HMEC-1 cells (Fig. 2C and D). A minor increase in the 
number of cells in the G1 phase was detected after 16 h (Fig. 2C and D). Conversely, PAD 
inhibition significantly altered the expression profile of several cyclins in an incubation 
time dependent manner (Fig. 2A). Most notably, cyclin E (CCNE) and cyclin D (CCND) were 
found to be significantly decreased by all inhibitors after 16 h. Although the change in cyclin 
expression profile was not sufficient to alter the cell cycle of PAD inhibitor-treated HMEC-1 
cells, the change in CCNE and CCND expression may be responsible for the slight increase in 
the percentage of cells in the G0/G1 phase after 16 h.

Fig. 1. Expression of 
selected PAD isotypes in 
endothelial cells and the 
effect of their inhibition 
on cell viability and 
histone citrullination 
levels (abbreviations; 
Ctrl; Experimental 
control, BBCLA - BB-
Cl-amidine, CLA - Cl-
amidine, FA - F-amidine). 
A. Western blot analysis 
of PAD isoforms levels in 
ECs, representative blots 
from three independent 
experiments are shown, 
the chart visualizes 
densitometry of the 
c h e m i l u m i n e s c e n c e 
signal calculated vs 
loading control; B, D. 
Viability of endothelial 
cells treated with PAD 
inhibitors for 24 h: B. 
HMEC-1, D. HUVECs. Data 
are presented as mean 
± SD (n = 5). Statistics: 
One-way ANOVA control 
vs. treated, post-hoc 
Dunnett’s test, sample 
vs. control (***<0.0001, 
**<0.001, *<0.05). C, E. 
Levels of histone citrullination in ECs treated with PAD inhibitors for 16 h. C. HMEC-1, E. HUVECs. The 
presented western blots are representative of three independent experiments, and the charts visualize 
densitometry of the chemiluminescence signal calculated vs. loading control, presented as mean ± SD (n = 
3). Statistics: one-way ANOVA control vs. treated, post-hoc Dunnett’s test, sample vs. control (***<0.0001, 
**<0.001, *<0.05).
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Fig. 2. A. Cyclin mRNA expression profile in PAD inhibitor-treated HMEC-1 over a time-course incubation 
time 16-48h. Data are presented relative to untreated cells. Statistics: One-way Anova control vs. treated, 
post-hoc Dunnett’s test, sample vs. control (***<0.0001, **<0.001, *<0.05). B. Proliferation of HMEC-
1 (B) treated with PAD inhibitors for 48 h. Data are presented as mean ± SD (n = 3). Statistics: One-way 
ANOVA, control vs. treated, post-hoc Dunnett’s test, sample vs. control (***<0.0001, **<0.001, *<0.05).  B’. 
Proliferation of HUVECs cells treated with PAD inhibitors for 48 h. Data are presented as mean ± SD (n = 
3). Statistics: One-way ANOVA, control vs. treated, post-hoc Dunnett’s test, sample vs. control (***<0.0001, 
**<0.001, *<0.05). C. Cell cycle progression in PAD inhibitor-treated ECs. A. Flow cytometry plots from HMEC-
1 cells treated with PAD inhibitors for 16, 24, 32 or 48 h. DNA was stained using propidium iodide/RNAseA 
solution. Representative plot from each time point is shown (n = 3). D. Percentage of HMEC-1 cells in each 
phase of the cell cycle at each incubation time, analyzed by propidium iodide flow cytometry staining, and 
presented as mean± SD (n = 3). Statistical analysis was performed using ANOVA and post-hoc Dunnett’s test, 
sample vs. control
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Pharmacological inhibition of PADs affects in vitro capillary tube formation and „wound 
healing” in HMEC1 and HUVECs
Subsequently, we used selected PAD inhibitor concentrations to investigate the 

contribution of protein citrullination to the regulation of angiogenesis-like responses in 
our in vitro EC models. As pharmacological inhibition of PADs affected cell viability and 
proliferation of endothelial cells, we analyzed the response of HMEC1 and HUVECs cells to 
PAD inhibitors in terms of angiogenic potential by performing the capillary-tube formation 
assay (Fig. 3) and cell migration assay (Fig. 4). The inhibition of PADs by the three different 
inhibitors affected the organization and several morphological parameters of the capillary 
net. Inhibitory effects on tube formation were observed in both HMEC-1 cell lines (Fig. 3A) 
and HUVECs (Fig. 3B), with stronger de-structuration of capillary tube formation by BBCLA 
compared to CLA and FA in HMEC-1 and no significant results for FA in HUVECs.

Fig. 3. Inhibition of capillary-like tube formation by PADs inhibitors in HMEC-1 and HUVECs in Matrigel 
matrix (Abbreviations: Nb, number; Tot. - Total). A. HMEC-1 and B. HUVECs panels containing representative 
pictures of BBCLA, CLA and FA treatments on the formation of the capillary-like structures stained with 
Calcein-AM, magnification 4x. Images are representative of five independent experiments. A’. and B’. show 
the analysis of the parameters characterizing capillary-like structures after PAD inhibition in HMEC-1 and 
HUVECs endothelial cells respectively. Data are presented as mean ± SD, n = 9. Statistics: one-way ANOVA 
control vs. treated, post-hoc Dunnett’s test (***<0.0001, **<0.001, *<0.05).
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Next, we monitored endothelial cell migration potential. In both HMEC-1 and HUVECs, 
cell migration, as seen by the filling of the “wounded” area after 8 h, was almost complete in 
vehicle-treated cells (Fig. 4). Conversely, significantly reduced cell migration was observed 
upon pre-incubation with the BBCLA, CLA and FA, with a slightly stronger effect of BBCLA 
(Fig. 4A’, 4B’). Thus, inhibition of PADs suppressed the migration of HMEC-1 and HUVECs 
into cell-free areas. Overall, pharmacological inhibition of PADs destabilizes capillary-like 
tube formation and cell migration, which are two processes necessary for angiogenesis.

Fig. 4. Inhibition of PADs activity in endothelial cells inhibited cell migration in a wound-healing assay. 
Cells were pretreated with PAD inhibitors for 16 h before creating a scratch in the confluent monolayer. 
Next, the cells were incubated in inhibitor-free medium, and after 8 h, the size of the wound was measured. 
A. B. Representative phase-contrast images of HMEC-1 cells and HUVECs taken at 0 and 8 h post-scratch, 
magnification 10x. A’, B’. Wound healing area analysis was performed using the Wound Healing Tool plugin 
in ImageJ. Data are presented as mean ± SD. Statistics: one-way ANOVA control vs. treated (***<0.0001, 
**<0.001, *<0.05).
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With the results of PAD inhibition on ECs capillary formation and migration we 
monitored the activity of the MMPs one of the key players in the analyzed angiogenesis 
processes. We found that the total MMP activity was significantly lowered in the HMEC-1 
upon 16 h incubation with 1 µM BBCLA (Fig. 5A, B). However, no significant reduction in 
enzyme activity was observed upon 10 µM CLA and 10 µM FA treatment.

PADs inhibitors induce an anti-angiogenic profile in HMEC-1 and affect Akt activation
To evaluate the effects of PAD inhibitors on ECs functions, we analyzed the secretory 

profile of HMEC-1 treated with inhibitors for 16 h. Fig. 5A shows the signals of the secreted 
cytokines, chemokines, and growth factors released in the conditioned medium in response 
to PADs inhibitors. Among the most prominent features, we detected decreased secretion 
of Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGFA) and Vascular Endothelial Growth Factor 
C (VEGFC) upon BBCLA treatment of HMEC-1 to 5% and 11% of the control, respectively. 
We have highlighted these significant changes in the appropriate representative dot-blot 
membranes (Fig. 6A, B). In the case of the other two inhibitors, VEGFs downregulation was 
milder. CLA: 81% for VEGFA and 62% for VEGFC; FA: 49% for VEGFA and 42% for VEGFC (Fig. 
6A, B). These results were then verified at the transcriptional level, and we found that BBCLA 
and CLA, but not FA treatment, significantly reduced VEGFA and VEGFC mRNA expression. In 
addition, we detected increased serpinE1 (PAI1) and serpine F1 (PEDF) levels (Fig. 6A, B), 
which was also supported by concordant changes in the expression levels of the respective 
genes (Fig. 6C). Overall, the modulation of the secretion pattern was almost coincident with 
CLA and FA, whereas BBCLA also displayed specific modulation of endothelial cells. We also 
found several inflammatory genes downregulated in BBCLA- and CLA-treated HMEC-1 cells, 
namely Interleukin-6 (IL6), Interleukin-8 (IL8), and C-C Motif Chemokine Ligand 2 (CCL2) 
with an opposite effect in FA-treated cells (Fig. 6C).

Given the multiple anti-angiogenic responses observed upon PAD inhibitor treatment, 
we monitored the activation status of PI3K-Akt signaling (Fig. 7). In HMEC-1 cells treated 
for 16 h with the three PAD inhibitors, the expression levels of the key PI3K-Akt signaling 
enzymes, total Akt, PI3K p85 adapter subunit were not affected by inhibitor treatment, and 
glycogen synthase kinase 3b (GSK3b) was only mildly downregulated by FA (Fig. 7A and 
7B). In contrast, the activation status of the PI3K-Akt signaling pathway was inhibited by the 
three inhibitors, as Akt phosphorylation at Ser473 was reduced by >60% (Fig. 7A and 7B). 
Thus, PI3K-Akt signaling may be a downstream target of PAD inhibition. In Fig. 8, we propose 
a mechanism for the observed anti-angiogenic profile of endothelial cells treated with PAD 
inhibitors.

Fig. 5. Total MMP activity in PAD inhibitor treated HMEC-1. A. Kinetic graph of total MMP activity in HMEC-
1 treated with PAD inhibitors for 16 h, in relative fluorescence intensity units over 60 min with 5 min 
measurement interval. B. Total MMP activity in HMEC-1 cells treated with PAD inhibitors for 16 h, data 
presented as percentage of control, mean ± SD (n = 3). Statistics: one-way ANOVA control vs. treated, post-
hoc Dunnett’s test (***<0.0001, **<0.001, *<0.05).
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Fig. 6. Release of 
a n g i o g e n e s i s - r e l a t e d 
molecules from HMEC-
1 treated with PAD 
inhibitors for 16 h. A. 
Representative images 
of dot blot membranes 
from the Angiogenesis 
Array. Green rectangles, 
proteins upregulated by 
more than 50% by all 
inhibitors; red rectangles, 
proteins downregulated 
by more than 50% by all 
inhibitors; circles, proteins 
downregulated by BBCLA 
only. B. Quantification of 
the chemiluminescent 
signal of each membrane 
spot from PAD inhibitor-
treated cell membranes 
is presented as mean 
percentage of control 
membrane, mean + SD (n 
= 2). (Abbreviations for 
A, B: TF – Tissue Factor; 
GDNF – Glial Cell Derived 
Neurotrophic Factor; 
MIP-1α – Macrophage 
Inflammatory Protein 1; 
MASPIN – Serpin Family B 
Member 5; CXCL16 – C-X-C 
Motif Chemokine Ligand 16; GM-CSF – Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor; PAI-1- Serpin 
Family E Member 1; INHBA – Inhibin Subunit Beta A; DPPIV – Dipeptidyl peptidase-4; HB-EGF – Heparin 
Binding EGF Like Growth Factor; PEDF – Serpin Family F Member 1; ADAMTS1 – ADAM Metallopeptidase 
With Thrombospondin Type 1 Motif 1; EGF – Epidermal Growth Factor; HGF – Hepatocyte Growth Factor; 
NRG1-β1 – Neuregulin 1; TIMP1 – TIMP Metallopeptidase Inhibitor 1; ANG – Angiogenin; EG-VEGF – 
Endocrine gland-derived vascular endothelial growth factor; IGFBP1 – Insulin Like Growth Factor Binding 
Protein 1; TSG-14, tumor necrosis factor-stimulated gene 14 (also known as PTX3 – Pentraxin 3); TIMP-
4 – TIMP Metallopeptidase Inhibitor 4; Ang-1 – Angiopoietin 1; CD 105 – Endoglin; IGFBP2 – Insulin 
Like Growth Factor Binding Protein 2; PD-ECGF – Platelet-derived Endothelial Cell Growth Factor; TSP1 
– Thrombospondin 1; Ang-2 – Angioopoietin-2; IGFBP3 – Insulin Like Growth Factor Binding Protein 3; 
PDGF-AA – Platelet Derived Growth Factor Subunit A; TSP2 – Thrombospondin 2; AST – Angiostatin; ET-1 
– Endothelin 1; IL-1β – Interleukin 1 Beta; PDGF-AB – Platelet Derived Growth Factor Subunit B; uPA – 
Plasminogen Activator, Urokinase; AR – Amphiregulin; FGF-1 – Fibroblast Growth Factor 1 acidic; IL-8 – 
Interleukin 8; PSPN – Persephin; VASH1 – Vasohibin 1; FGF-2 – Fibroblast Growth Factor 2 basic; TGF-β1 
– Transforming Growth Factor Beta 1; CXCL4 – Platelet Factor 4; VEGFA – Vascular Endothelial Growth 
Factor A; FGF4 – Fibroblast Growth Factor 4; PIGF – Placental growth factor; VEGFC – Vascular Endothelial 
Growth Factor C; FGF-7 – Fibroblast Growth Factor 7; MCP1 – Monocyte Chemoattractant Protein-1.) C. 
Expression of angiogenesis and inflammatory genes in HMEC-1 after 16h of incubation with PAD inhibitors 
vs. untreated control normalized to the expression of HPRT1; data are presented as mean ± SD (n = 3). 
Statistics one-way ANOVA control vs. treated, post-hoc Dunnett’s test (***<0.0001, **<0.001, *<0.05).
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Fig. 7. Inhibition of Akt phosphorylation in HMEC-1 cells treated with PAD inhibitors for 16 h. A. 
Representative immunoblot of total Akt (Pan-Akt), phosphorylated Akt (on Ser 473), PI3K adapter subunit 
p85 and GSK3β in HMEC-1 cells treated with the indicated PAD inhibitors (BBCLA, CLA, and FA) for 16 
h. B. Quantification of Pan-Akt, phosphorylated Akt, PI3K and GSK3β immunoblotting signals calculated 
using β-actin as loading control, the signal of ph-Akt(S474) was normalized to the level of Pan-Akt. Data 
are presented as mean ± SD (n = 3). Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, post-hoc 
Dunnett’s test (***<0.0001, **<0.001, *<0.05).
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Discussion

Endothelial cells play a foundational role in vascular biology, influencing development, 
repair, and the maintenance of homeostasis within the cardiovascular system. Their functions 
are regulated by multiple stimuli and signaling pathways. In our study, we specifically explore 
the role of protein citrullination in endothelial cell function. By employing pharmacological 
approaches, we demonstrate that the inhibition of PADs affects endothelial cells proliferation, 
in vitro capillary tube formation and wound healing. Furthermore, PADs inhibitors extensively 
altered the endothelial cells secretion of multiple cytokines and angiogenic factors, defining 
citrullination as a PTM contributing to the regulation of endothelial cells biology. In recent 
years, numerous angiostatic molecules have been identified as target enzymes involved in the 
determination of histone PTMs patterns, such as histone deacetylases (HDACs) and histone 
methyltransferases (HMTs) [31], suggesting a promising strategy to inhibit endothelial 
proliferation. Our previous works demonstrated that broad inhibition of arginine and lysine 
methyltransferases suppresses angiogenesis [32] and the specific inhibition of G9a HMT 
suppresses the proliferation of human microvascular endothelial cells [33].

Using the immortalized microvascular (HMEC-1) and primary macrovascular (HUVECs) 
endothelial cells, as the experimental models, we found that both cell types express noticeable 
amounts of the PAD isoforms PAD1, 2, 3, and 4 at the protein level (Fig. 1A). Incubation of 
cells with the PAD inhibitor – BBCLA led to strong inhibition of cell viability, with an IC50 of 
approximately 2 µM BBCLA. In contrast, CLA and FA treatments did not affect cell viability 
at concentrations of up to 10 µM (Fig. 1B, D). The observed cytotoxic effect of BBCLA may 
be linked to its different chemical structure and longer in vivo half-life compared to CLA and 
FA, additionally BBCLA was also found to be almost 20-fold more cytotoxic than CLA to U2OS 
cells [10]. Upon treatment of endothelial cells with CLA, FA (up to 10 µM), and BBCLA (up to 
1 µM to exclude cytotoxic effects of the inhibitor), the three inhibitors effectively inhibited 
histone H3 arginine citrullination by > 50% at the highest concentrations tested (Fig. 1C, 
E). PADs inhibitors affected the proliferation machinery, altering the expression profile of 
selected cyclins and notably lowering CCNE and CCND after 16 h (Fig. 2A/B). However, no 
significant changes in cell cycle progression were observed during the 16, 24, 32, and 48 h 
inhibition periods by flow cytometry, with only a slight but non-significant increase in G0/G1 
percentage of cells after 16 h of treatment with PAD inhibitors (Fig. 2C, D). Recent data from 
nasopharyngeal carcinoma cells suggest that PAD4 promotes cell cycle progression, as its 
overexpression lowers the percentage of cells in the G0/G1 phase [34].

Next, we examined the effects of PAD inhibition on the angiogenic potential of ECs using 
standard assays. Using a Matrigel™-based assay, we studied the generation of capillary-
like structures by HMEC-1 with different measurable features, including the number and 
length of nodes, junctions, segments, and branches, which were significantly inhibited by 
the three inhibitors (Fig. 3A, A’). Similarly, inhibition of capillary-like structures formation 
was observed in HUVECs (Fig. 3B, B’). The three inhibitors also prevented cell spreading in 
a „wound healing” assay (Fig. 4). Given these findings, and to study the possible underlying 
mechanisms, we analyzed the total activity of MMPs in HMEC-1 cells treated with PAD 
inhibitors for 16 h (Fig. 5). We observed that only 1 mM BBCLA significantly lowered the total 
MMPs activity, which may in part explain the strong anti-angiogenic effects on ECs treated 
with this compound, as MMPs are crucial for extracellular matrix (ECM) reorganization 
during both capillary formation and cell migration [35, 36]. We then analyzed the release 
of chemokines, cytokines, and angiogenic factors into the culture medium, and we observed 
extensive changes upon incubation of HMEC-1 cells with PADs (Fig. 6). In keeping with the 
reduced in vitro formation of a capillary network and reduced wound healing, PAD inhibitor-
treated HMEC-1 cells displayed reduced secretion of angiogenic factors VEGFA and VEGFC. 
Furthermore, 1 mM BBCLA induced secretion and increased mRNA expression of PAI-1 in 
HMEC-1 (Fig. 6A, 6C), which is involved in the regulation of blood coagulation and is reported 
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to be inactivated by citrullination [37]. As citrullinated serpins contribute to pathological 
thrombus formation in several autoimmune conditions, including rheumatoid arthritis, 
multiple sclerosis, and ulcerative colitis [38], PAD-induced inhibition of serpine citrullination, 
although not investigated in this study, may also contribute to endothelial health. Also, it 
has recently been shown that exogenously added PAI-1 inhibits angiogenesis in vivo [39]. 
Moreover, the secretion of uPA, a molecule that plays a role in the proteolytic degradation of 
the ECM [40], was decreased by each PAD inhibitor. As PAI-1 functions as a uPA inhibitor, its 
increased secretion coupled with decreased uPA levels may significantly lower the ability of 
ECs to modulate the ECM, thereby inhibiting angiogenesis. In addition, all the PAD inhibitors 
used in this study convergently upregulated PEDF (Serpin F1) secretion (up to almost 300% 
and 200% of the control for BBCLA and CLA/FA, respectively) and PEDF mRNA expression 
in HMEC-1 (Fig. 6A, 6C). In vitro mouse studies showed that PEDF inhibited migration and 
tube formation by dermal microvascular endothelial cells, consistent with the results of our 
study on human ECs [41, 42].

As PAD activity is strongly linked to inflammation, we also report that PAD inhibition by 
BBCLA and CLA downregulated the expression of IL-6, IL-8, VIM, and CCL2 in HMEC-1 cells 
(Fig. 6C). In contrast, FA treatment increased the expression of these factors, a phenomenon 
that requires further insight and may be an effect of different substrate specificity of the 
inhibitors, the lower inhibitory potential of FA or an off-target effect of the compound. It 
cannot be excluded that the strong anti-angiogenic profile of BBCLA-treated HMEC-1 may 
also be related to the significant lowering of CCL2 and IL8 expression, strong pro-angiogenic 
factors that are also reported to regulate the expression of VEGF [43]. Studies performed 
on peripheral blood cells have shown that citrullination of histone H3 arginine 8 (H3R8), 
driven by PAD4, is required for the expression of IL-8 and other immune genes such as 
TNF-alpha [44]. Vimentin is one of the best studied PAD substrates, and functions as a pro-
angiogenic molecule [45] and in our study it was also downregulated by BBCLA and CLA. 
Although we have discussed the citrullination of several angiogenesis-related proteins, such 
as serpins and vimentin, the human citrullinome may encompass hundreds of either anti- or 
pro-angiogenic molecules that require citrullination to be activated or deactivated, given the 
profound molecular effects of this modification. A prominent PAD substrate is fibrinogen, 
which promotes angiogenesis [46], and to date, no other significant proteins from an 
angiogenic perspective were shown to be affected by citrullination.

Recently, PAD4 has been shown to be an important component in the activation of the 
PI3K/AKT pathway [47, 48], which is an important regulator of VEGFA production [49]. In 
addition, PAD2 may be involved in the activation of Akt and downstream cancer progression, 
as BBCLA treatment of retinoblastoma cell line Y79 reduced the levels of activated Akt [50]. 
Our observation that all three PAD inhibitors reduce Akt Serine 473 phosphorylation by 
> 60% (Fig. 7A, 7B) suggests that inhibition of the PI3K/AKT signaling pathway is among 
downstream events secondary to PADs inhibition by BBCLA, CLA, and FA. Surprisingly, given 
the significant changes in activated Akt, no changes in total Akt and PI3K protein expression 
levels were noticeable, and the level of GSK3b a protein downstream of the pathway, was 
reduced only upon FA treatment (Fig. 7A, 7B). Inhibition of Akt phosphorylation provides a 
molecular background for the observed anti-angiogenic effect, as the PI3K/Akt pathway is 
widely regarded as the key regulator of angiogenesis and Akt activation is one of the most 
important events in mitogenic cell signaling [51, 52, 53]. All three PAD inhibitors act in a 
similar manner in our ECs model, with lowered Akt phosphorylation, possibly dependent on 
the decreased levels of its activators, such as VEGFA and IL6, or through other mechanism(s) 
which should be addressed in further studies. The occurrence of angiogenesis depends on 
the activation of the three VEGF receptors (VEGFRs) tyrosine kinases by the hormones VEGF 
A, B, and C [54], which act intracellularly by activating, among others, the PI3K-Akt signaling 
pathway [55], which we showed to be affected by PAD inhibitors treatment. Whether other 
mitogenic signaling cascades, and particularly the RAS-Raf-MAPK signaling, are affected by 
PAD inhibitors in endothelial cells remains to be determined.
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Our findings complement the limited existing studies regarding the role of PAD activity 
in angiogenesis and endothelial biology [56, 57]. We showed that irreversible PAD inhibitors 
affect key endothelial cell processes, such as capillary tube formation and wound healing, 
by lowering the capacity of cells to destabilize the ECM, inducing PEDF expression and 
secretion, decreasing VEGF expression and secretion, affecting the expression of cyclin 
CCNE and CCND, and, most importantly, lowering the levels of activated Akt. The results 
presented in this study provide further evidence that citrullination and PAD inhibitors may 
prove to be therapeutic targets, not only in autoinflammatory disorders but also in other 
pathologies. Based on the isoform-specific inhibitory potencies of the three inhibitors we 
used (Table 2) and the prominent effects of BBCLA, we infer that PAD4, which contains a 
nuclear localization signal (NLS) [58] and is strongly inhibited by BBCLA, may be the main 
isoform mediating endothelial histone citrullination. However, this hypothesis needs to be 
further validated using a specific knockout of each PAD isoform.

Conclusion

To summarize, we show that pharmacological inhibition of PADs in ECs resulted in 
subsequent significant decrease in histone citrullination, capillary-tube like formation, 
wound healing, Akt phosphorylation and expression/secretion of selected angiogenic factors. 
The obtained data indicate a possible role for citrullination in the regulation of angiogenesis.
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23.04.2018 – warsztaty prowadzone na rynku Manufaktury w Łodzi. Temat: „Wolne rodniki vs 
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