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Wyjasnienie w jezyku angielskim Wyjasnienie w jezyku polskim
ACAP Anti-citrullinated protein antibodies Przeciwciata przeciwko cytrulinowanym biatkom
A disintegrin and metalloproteinase with Dezintegryna i metaloproteinaza z motywami
ADAMTS thrombospondin motifs trombospondyny
Akt Protein kinase B Kinaza biatkowa B
ALL Acute lymphocytic leukemia Ostra biataczka limfoblastyczna
ANG1 Angiopoietin 1 Angiopoetyna 1
APMA 4-Aminophenylmercuric acetate Octan 4-aminofenylorteciowy
ARTN Artemin Artemina
ATII Angiotensin Il Angiotensyna Il
AT Antithrombin [l1 Antytrombina llI
ATM Ataxia-telangiectasia mutated kinase Kinaza ATM
ATP Adenosine triphosphate Adenozynotrojfosforan
BBCLA BB-Cl-amidine BB-Cl-amidyna
BRD4 Bromodomain-containing protein 4 Biatko zawierajgce bromodomene 4
BSA Bovine Serum Albumin Surowicza albumina wotowa
c-SRC Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src Protoonkogenowa kinaza tyrozynowa Src
CBP CREB binding protein Biatko wigzace CREB
CBX5 Chromobox protein homolog 5 Homolog 5 biatka chromobox
CCL2 Chemokine ligand 2 Ligand 2 chemokiny
CCNA Cyclin A Cyklina A
CCNB CyclinB Cyklina B
CCND Cyclin D Cyklina D
CCNE Cyclin E Cyklina E
CCNY CyclinY Cyklina Y
CDK Cyclin-dependent kinases Kinazy zalezne od cyklin
ChIP-seq Chromatin immunoprecipitation-sequencing Immunoprecypitacja chromatyny i sekwencjonowanie
ChK1 Checkpoint kinase 1 Kinaza punktu kontrolnego 1
CLA Cl-amidine Cl-amidyna
COL1A Collagen, type |, alpha 1 Kolagen typu 1, alfa 1
Ctrl Control Kontrola
CVDs Cardiovascular diseases Choroby uktadu krgzenia
CXCL Chemokine (C-X-C motif) ligand family Rodzina ligandéw Chemokiny z motywem C-X-C
4-Amino-5-Methylamino-2',7'- Dioctan 4-amino-5-metyloamino-2',7'-
DAF-FM Difluorofluorescein Diacetate difluorofluoresceiny
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 4',6-diamidino-2-fenyloindol
DNMT1 DNA methyltransferase 1 Metylotransferaza DNA 1
DOT1L Histone H3K79 methyltransferase Metylotransferaza histonowa H3K79
DOX Doxycycline Doksycyklina
DPPIV Dipeptidyl peptidase-4 Dipeptydylopeptydaza-4
E2F1 Transcription factor E2F1 Czynnik transkrypcyjny E2F1
ECM Extracellular matrix Macierz zewnatrzkomaérkowa
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ECs Endothelial cells Komérki srédbtonka
EDN1 Endothelin 1 Endotelina 1
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid Kwas wersenowy
Endocrine gland-derived vascular endothelial | Czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego pochodzacy

EG-VEGF growth factor z gruczotéw dokrewnych
EGF Epidermal growth factor Naskdrkowy czynnik wzrostu
EMT Epithelial-mesenchymal transition Przejscie epitelialno-mezynchemalne
ENG Endoglin Endoglin
eNOS Endothelial nitric oxide synthase Srédbtonkowa syntaza tlenku azotu
ERK Extracellular signal-regulated kinases Kinazy regulowane przez sygnaty zewnatrzkomérkowe
EZH2 Enhancer of zeste homolog 2 Metylotransferaza Wzmacniacz homologu zeste 2
FA F-amidine F-amidyna
FACS Fluorescence-activated cell sorting Sortowanie komérek z wykorzystaniem fluorescencji
FBS Fetal bovine serum Ptodowa surowica bydleca

Food and Drug Administration Agencja Zywnosci i Lekéw Stanéw Zjednoczonych
FDA Ameryki
FGF Fibroblast growth factor Czynniki wzrostu fibroblastéw
FGFR Fibroblast growth factor receptors Receptory dla czynnikéw wzrostu fibroblastow
FOXO Forkhead box O Transcription factors Czynniki transkrypcyjno FOXO
FSC Forward scatter channel Rozpraszanie przednie
G9a G9a methyltransferase Metylotransferaza G9a
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Dehydrogenaza 3-fosforanu gliceryny

Glial cell line-derived neurotrophic factor Czynnik neurotroficzny pochodzacy z komérek
GDNF glejowych
GFAP Glial fibrillary acidic protein Kwasne biatko widkienkowe
Granulocyte-macrophage colony-stimulating Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i

GM-CSF factor makrofagéw
GSK3p Glycogen synthase kinase-3 beta Kinaza syntazy glikogenu-3 beta
H.DCF DA 2'7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate Dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny
HAEC Human Aortic Endothelial Cells Ludzkie komérki srodbtonka aortalnego
HATs Histone/lysine acetyltransferases Acetylotransferazy histonowe/lizynowe
HB-EGF Heparin-binding EGF EGF wigzacy heparyne
HBSS Hanks' Balanced Salt Solution Zréwnowazony roztwor soli Hanka
HDACs Histone deacetylases Deacetylazy histonowe
HDACi Histone deacetylases inhibitors Inhibitor deacetylaz histonowych
HGF Hepatocyte growth factor Czynnik wzrostu hepatocytow
HMEC-1 Human Microvascular Endothelial Cells-1 Ludzkie komérki srodbtonka mikrowaskularnego 1
HP1 Heterochromatin proteins 1 Biatka heterochromatyny 1
HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 Fosforybozylotransferaza hipoksantyny 1
Hsp70 70 kilodalton heat shock proteins Biatka szoku cieplnego o masie 70 kilodaltonéw
HUVEC Human umbilical vein endothelial cells Ludzkie komérki srédbtonka zyty pepowinowe;j
ICAM Intercellular Adhesion Molecule Czasteczka adhezji miedzykomérkowej
IGFBP Insulin-like growth factor-binding protein Biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu

IL-1B

Interleukin 1 beta

Interleukina 1 beta
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IL6 Interleukin 6 Interleukina 6

IL8 Interleukin 8 Interleukina 8

ING4 Inhibitor of growth protein 4 Biatko inhibitorowe wzrostu 4

JAK Janus kinases Kinazy janusowe

KD Gene Knock-down Woyciszenie genu

LB Luria-Bertani growth medium Pozywka Luria-Bertani

LEP Leptin Leptyna

LSD1 Lysine-specific histone demethylase 1A Lizyno-specyficzna demetylaza 1

M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent Odczynnik do izolacji biatek ssaczych

MAPK Mitogen-activated protein kinases Kinazy aktywowane mitogenami

MBP Myelin basic protein Podstawowe biatko mieliny

MeCP Methyl CpG binding protein Biatko wigzace metylo CpG

Mip Macrophage inflammatory protein Biatko zapalne makrofagéw

MMPs Matrix metalloproteinases Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowe;j

mTOR Mammalian target of rapamycin kinase Kinaza ssaczy cel rapamycyny

NETs Neutrophil extracellular traps Zewnatrzkomérkowe sieci neutrofilowe

NO* Nitric oxide Tlenek azotu

OCR Oxygen consumption rate Szybkos¢ zuzycia tlenu

p21 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 Inhibitor kinaz zaleznych od cyklin 1

p300 Histone acetyltransferase p300 Acetylotransferaza histonowa p300

p53 Cellular tumor antigen p53 Komorkowy antygen nowotworowy p53

PADs Peptidyl arginine deiminases Deiminazy peptydyloargininowe

PAF Platelet-activating factor Czynnik aktywujgcy ptytki krwi

PAI1 Plasminogen activator inhibitor-1 Inhibitor aktywatora plazminogenu 1

(SERPINE1)

PBS Phosphate-buffered saline Sél fizjologiczna buforowana fosforanem

PCAF P300/CBP-associated factor Czynnik zwigzany z p300/CBP

PCNA Proliferating cell nuclear antigen Antygen jadrowy proliferacji komadrek

Platelet-derived Endothelial Cell Growth Czynnik wzrostu komérek srédbtonka pochodzacy

PD-ECGF Factor z ptytek krwi

PDGF Platelet-derived growth factor Ptytkopochodny czynnik wzrostu

PECAM Platelet endothelial cell adhesion molecule Czasteczka adhezji komodrek srédbtonka i ptytek krwi

PEDF Pigment epithelium-derived factor Czynnik pochodzacy z nabtonka barwnikowego

(SERPINF1)

PGl Prostacyclin Prostacyklina

phAkt Phosphorylated Akt kinase Ufosforylowana kinaza Akt

phChK1 Phosphorylated ChK1 Ufosforylowana ChK1

PI3K Phosphoinositide 3-kinase Kinaza fosfoinozytolu 3
Phosphatidylinositol-glycan biosynthesis class tozyskowy ludzki czynnik wzrostu

PIGF F protein

PKMTs Protein Lysine Methyltransferases Metylotransferazy lizynowe

PLG Plasminogen Plazminogen

PLK1A Polo-like kinase 1 Kinaza polopodobna 1

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride Fluorek fenylometylosulfonylu
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PRL Prolactin Prolaktyna
PRMTs Protein Arginine Methyltransferases Metylotransferazy argininowe
PSPN Persephin Persephin
PTMs Protein post-translational modifications Modyfikacje potranslacyjne bialek
PTN Pleiotrophin Plejotropina
PTX3 Pentraxin-related protein 3 Biatko zwigzane z pentraksyng 3
PVDF Polyvinylidene fluoride Polifluorek winylidenu
qPCR Real-Time Polymerase Chain Reaction Reakcja faricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
RA Rheumatoid arthritis Reumatoidalne zapalenie stawow
Rb Retinoblastoma protein Biatko siatkdwczaka
RFP Red fluorescent protein Biatko czerwonej fluorescencji
RFT - Reaktywne formy tlenu
SAM S-Adenosyl methionine S-Adenozylometionina
SET7/9 Lysine methyltransferase SETD7 Lizynowa metylotransferaza SET7/9
shRNA Short hairpin RNA Krétkie RNA o strukturze spinki do wioséw
SSC Side Scatter Channel Rozproszenie boczne
Signal transducer and activator of Przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 3
STAT3 transcription 3
t-BOOH tert-Butyl hydroperoxide Wodoronadtlenek tert-butylu
TAF Transcription initiation factors Czynniki incjacji transkrypcji
TECs Tumour Endothelial Cells Komorki srodbtonka zwigzane z nowotworem
TF Transcription factos Czynniki transkrypcyjne
TF Tissue factor Czynnik tkankowy
TFPI Tissue factor pathway inhibitor Inhibitor szlaku czynnika tkankowego
TGFa Transforming growth factor alpha Transformujgcy czynnik wzrostu alfa
TIE2 Angiopoietin-1 receptor Receptor angiopoetyny 1
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases Tkankowy inhibitor metaloproteinaz
TNFa Tumor necrosis factor a Czynnik martwicy nowotworéw
tPA Tissue-type plasminogen activator Tkankowy aktywator plazminogenu
TSP Thrombospondins Trombospondyny
TXA2 Thromboxane A2 Tromboksan A2
uPA Urokinase-type plasminogen activator Urokinazowy aktywator plazminogenu
Urokinase plasminogen activator surface Receptor urokinazowego aktywatora plazminogenu
UPAR receptor
VASH1 Vasohibin-1 Wazohibina-1
VCAM Vascular cell adhesion protein Naczyniowe biatko adhezji komérek
VEGFA Vascular endothelial growth factor A Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego A
VEGFC Vascular endothelial growth factor C Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego C
Vascular endothelial growth factor receptors Receptory czynnikéw wzrostu srodbtonka
VEGFR naczyniowego
ViM Vimentin Wimentyna
VSMC Vascular Smooth Muscle Cell Komorki miesni gtadkich naczyn krwionosnych
VvWF von Willebrand factor Czynnik von Willebranda
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Wstep teoretyczny — Rola wybranych PTMs w regulacji metabolizmu komdrek

. Wstep teoretyczny

1. Rola wybranych potranslacyjnych modyfikacji biatek w regulacji metabolizmu komarek

Termin potranslacyjne modyfikacje biatek (PTMs, ang. Post-Translational Modifications) odnosi
sie do wszystkich addycji, subtrakcji grup funkcyjnych do aminokwaséw tworzgcych biatko czy tez ich
konwersji. Obecnie stosowany jest gtdwnie w odniesieniu do enzymatycznych reakcji kowalencyjnej
addycji m.in. grup funkcyjnych, cukréow, nukleotydéw Ilub lipidéw do bocznych tancuchéw
aminokwasowych biatek. Jednak do PTMs zaliczy¢ nalezy takie proteolityczne ciecie biatek
i nieodwracalne transformacje aminokwaséw, w tym stanowigcg temat niniejszej rozprawy —
cytrulinacje [1]. Oddzielng grupe stanowig modyfikacje biatek bedgce skutkiem ich reakcji
z czagsteczkami wykazujgcymi duzg reaktywnosé takimi jak np. reaktywne formy tlenu (RFT).

Wielkos$¢ proteomu szacowana jest obecnie na poziomie miliona biatek, co oznacza, ze jest on
znacznie wiekszy niz ludzki genom zawierajgcy okoto 20 000 gendw. Wynika to z faktu, ze pojedynczy
gen kodowaé moze wiele biatek w wyniku m.in. alternatywnego splicingu, rekombinacji genetycznej,
inicjacji transkrypcji z rdznych promotoréw, ale takze z mnogosci mozliwych PTMs ktére powodujg
dalszy wzrost ztozonosci proteomu wzgledem genomu. Wedtug najwiekszej bazy danych zbierajgcej
dane dotyczgce biatek — UniProt, obecna liczba poznanych PTMs wynosi okoto 650 [UniProt Vocabulary
of PTM, 24.06.2024]. Dynamiczny wzrost w tym obszarze mozliwy jest dzieki opracowaniu nowych
technik i narzedzi badawczych zwtaszcza spektrometrii masowe;j.

PTMs zachodzi¢ mogg zaréwno na etapie syntezy biatek, co powoduje ich fatdowanie
w odpowiednie struktury, jak i poprzez modyfikacje juz dojrzatych biatek w odpowiedzi na stymulatory
w celu aktywacji czy represji szlakdow sygnatowych [2]. Modyfikacje umozliwiajg dywersyfikacje
i kontrole funkcji biatek w komodrce poprzez zmiany w ich konformacji, aktywnosci i stabilnosci,
wptywajgc na regulacje m.in.: transkrypcji gendw, progresji cyklu komdrkowego, rdéznicowania,
szlakéw sygnatowych czy odpowiedzi immunologicznej, a w konsekwencji kontrolujgc funkcjonowanie
catego organizmu [2]. Jak wspomniano, obecnie termin PTMs odnosi sie gtownie do enzymatycznych
kowalencyjnych modyfikacji, wsrdd ktérych najlepiej poznane to: fosforylacja, acetylacja i metylacja
(Rysunek 1.1). Wiekszo$¢ PTMs jest dynamiczna [3]. Zmiana lub wprowadzenie niepozgdanej PTMs
wywotuje zaburzenia biologicznych funkcji biatka co w wielu przypadkach stanowi podtoze

molekularne dla rozwoju stanéw patologicznych. W bazie danych PTMD 1.0, gdzie gromadzone s3

Acetylacja
Lys

Fosforylacja
Ser, Thr, Tyr, Asp, His

N /

Arg, Lys, Gln

Ubikwitynacja

Ser, Thr, Asn

Lys, Cys, Ser, Thr Rysunek I.1. Wybrane kowalencyjne PTMs biatek i
modyfikowane aminokwasy w faricuchu. Lys — lizyna,
/ \ Arg —arginina, GIn — glutamina, Ser — seryna, Thr —
Lipidacja Lys, Pro treonina, Asn — asparagina, Pro — prolina, Cys — cysteine,

Ser, Thr, Cys His — histydyna. Opracowanie wiasne.

[1



Wstep teoretyczny — Rola wybranych PTMs w regulacji metabolizmu komdrek

informacje o powigzaniach PTMs ze stanami patologicznymi, opisano dotychczas 275 standw

chorobowych [4].

1.1. Fosforylacja

Fosforylacja biatek byta jedng z pierwszych odkrytych modyfikacji potranslacyjnych, z racji tego
jest tez jedng z najlepiej poznanych. Rdwnoczesnie jest tez jedng z najistotniejszych PTMs, zawiadujaca
m.in. aktywacjg lub inaktywacjg enzymodw czy receptoréw biatkowych [5]. Na poziomie biochemicznym
fosforylacja polega na dotgczeniu grupy fosforanowej (-PO4) z adenozyno trifosforanu (ATP, ang.
adenosine triphospate) do polarnych aminokwaséw [6], reakcja ta jest w petni odwracalna (Rysunek
1.2). Fosforylacja przeprowadzana jest przez kinazy — enzymy z rodziny fosfotransferaz (EC 2.7.x.x) [7].
Natomiast, defosforylacja biatek prowadzona jest przez fosfatazy [2]. Dotgczenie grupy fosforanowej
skutkuje zmiang profilu biatka z hydrofobowego (apolarnego) na hydrofilowy (polarny), co umozliwia
zmiane konformacji podczas interakcji z innymi biatkami i formowanie komplekséw [8]. Modyfikacji
podlegajg gtdéwnie seryna, treonina i tyrozyna, przy czym seryna stanowi az 86% fosforylowanych reszt
aminokwasowych w biatkach, a treonina ok 11% [2,9]. U ludzi opisano dotychczas 568 kinaz i 156
fosfataz biatkowych [2]. Fosforylacja reguluje wiekszos¢ z istotnych procesdw komdrkowych
zwigzanych z regulacjg transkrypcji, podziatem i wzrostem komérek, syntezg biatek, transdukcjg
sygnatu i modulacjg szlakéw sygnatowych oraz rdéinicowaniem i starzeniem komorek. Jednym
z wazniejszych biatek podlegajgcych fosforylacji jest p53, ktore po modyfikacji m.in. przez kinaze Chk2
dziata jako czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje gendw hamujacych progresje cyklu
komoérkowego i aktywujgcy mechanizmy naprawy DNA [10,11]. Biatkowa kinaza serynowo-treoninowa
Akt okreslana rowniez jako kinaza biatkowa B (PKB, ang. Protein Kinase B) stanowi kluczowy element

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

Kinaza kinaze 3-fosfoinozytolu (PI3K ang.
. ’ Phosphoinositide 3-kinase) [12]. W literaturze
FosforvlaCJa TQE) Thr - opisano ponad 100 substratow dla Akt w tym inne

kinazy biatkowe np. kinaza syntazy glikogenu

Defosforylacja {

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

regulatory cyklu komdrkowego i proliferacji np.

Fosfataza ssaczy cel rapamycyny (mTOR, ang. mammalian
Rysunek 1.2. Schematyczna ilustracja procesow

fosforylacji i defosforylacji biatek Opracowanie wtasne target of rapamycin kinase) i czynniki
na podstawie: [2].

transkrypcyjne (TF, ang. Transcription Factors),

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

Mnogos$¢ celow sprawia, ze kinaza Akt i regulowane przez nig kaskady sygnatowe stanowig dobry

przyktad istotnosci fosforylacji w modulacji funkcji komoérek. Kolejnym dobrze opisanym szlakiem

sygnatowym zaleznym od fosforylacji i defosforylacji biatek jest szlak kinaz biatkowych aktywowanych

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

przekazywania sygnatu i regulacji metabolizmu [14]. Odpowiedzialny jest on m.in. za regulacje
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odpowiedzi na sygnaty zewnatrzkomérkowe, proliferacje, migracje, wzrost i apoptoze komarek [14,
15].

Zaburzenia w fosforylacji biatek i aktywnosci kinaz/fosfataz mogga skutkowa¢ zahamowaniem lub
catkowitym zablokowaniem istotnych szlakéw sygnatowych, co prowadzi¢ moze do rozwoju standw
patologicznych. W literaturze opisano zwtaszcza wiele powiazan miedzy zaburzong fosforylacjg biatek
a rozwojem choréb nowotworowych. Wykazano m.in., ze zwiekszona aktywnos$¢ kinazy tyrozynowe;j
c-SRC jest bezposrednio zwigzana z nowotworzeniem [16,17]. W ostatnich latach opracowano wiele
inhibitoréow kinazy c-SRC [18], a niektdre z nich zostaty zaakceptowane do uzytku klinicznego przez
amerykanskg organizacje Food and Drug Administration (FDA), m.in. Dasatinib uzywany w leczeniu
przewlektej biataczki szpikowej i biataczki limfatycznej [19]. Réwniez zaburzenia
w aktywnosci opisanej wyzej kinazy Akt a tym samym szlakéw sygnatowych ktdrych jest czesciag moga
by¢ przyczyng nowotworzenia. Utrzymywana przez szlak PI3K/Akt réwnowaga pomiedzy
podziatami/wzrostem komorek, a programowang $miercig jest zaburzona w wiekszos$ci nowotwordéw
[20], zwiekszona aktywnos¢ Akt jest wigzana z wzrostem tempa proliferacji i przezywalnosci komarek
nowotworowych [21]. Majgc na uwadze niezwykle istotng role tych enzymdéw w regulacji
nowotworzenia czy metastazy, opracowanie specyficznych inhibitoréw kinaz stanowi duzg nadzieje na
rozwiniecie celowanych terapii opartych na zwigzkach, ktére w poréwnaniu do stosowanych
standardowo w chemioterapii cytostatykow wykazywacé mogg mniejszg toksycznosé. Na catym swiecie
opracowano ponad 120 zwigzkow tzw. niewielkich inhibitoréw kinaz, a 68 z nich zostato juz
zatwierdzonych przez FDA [2, 22]. Szeroko zbadano takze role fosforylacji w rozwoju chordb
neurodegeneracyjnych. Fosforylacja biatka Tau wykazuje dziatanie protekcyjne wobec neurondw,
jednak jej nadmiar wigzany jest z rozwojem choroby Alzheimera [2, 23]. Wskazywane jest rowniez
zaangazowanie tej modyfikacji w chorobach metabolicznych jak cukrzyca typu drugiego, gdzie dane

wskazujg na zaburzenia w fosforylacji ponad 1000 biatek [2, 24].

1.2. Metylacja
PRMT
Metylacja biatek polega na dotgczeniu grupy
m
metylacji >

metylowej (-CH3) do aminokwasdw. NajczesSciej metylacja £ Stabilnodé
R RMeY Iokf:li‘z(afia:
R nkcja

przeprowadzana jest na resztach argininy i lizyny, jednak

.
.

mozliwa jest réwniez w przypadku asparaginy, kwasu

asparaginowego, cysteiny, glicyny, glutaminy, leucyny i K — b
suniecie (Me

histydyny [2]. Modyfikacja zmienia zaréwno wtasciwosci W

aminokwasow i zwieksza hydrofobowos¢ biatek, co moze | 'PROM ‘

Rysunek I.3:7Metylaéja biatek jest dynamiczna,

hamowa¢ wigzanie substratéw do zmodyfikowanego wprowadzana jest przez PRMTs lub PKMTS,

miejsca aktywnego lub domeny wigzacej. Jednak, w Usuwana przez PKDMs lub PRDMs. Metylacja
moze wptywaé bezposrednio wptywaé na

wiekszosci przypadkdw jej efekty sg wynikiem interakcji ~ stabilnos¢, strukture i funkcje biatek lub poprzez
ich interakcje z biatkami odczytujgcymi ktére

zmodyfikowanych biatek z biatkami ,odczytujgcymi”  zawierajg domene MBD. Opracowanie wiasne.

metylacje, ktére posiadajg strukture wigzgca grupe metylowg (MBD, ang. Methyl Binding Domain) [25]
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(Rysunek 1.3). Donorem grupy metylowej w reakcji jest S-adenozyno-L-metionina (SAM, ang.
S-adenosino-L-methionine), a w zaleznosci od modyfikowanego aminokwasu przeprowadzajg ja
metylo-transferazy lizynowe (PKMTs, ang. Protein Lysine Methyl-transferases) lub metylo-transferazy
argininowe (PRMTSs, ang Protein Arginine Methyl-transferases). Lizyna podlega¢ moze mono-, di- lub
trimetylacji (Rysunek 1.4), a arginina mono- lub di- metylacji (Rysunek I.5). Przy czym dimetylacja
argininy moze zaj$¢ w dwdch réznych konfiguracjach, zaleznie od przeprowadzajgcego jg enzymu
(Rysunek 1.5) [26]. Zaréwno stopien metylacji reszt aminokwasowych, jak i konfiguracja w przypadku
argininy ma kluczowe znaczenie w roli jakg dana modyfikacja odgrywa w regulacji funkcji danego

biatka.

{SAH' ch [sam]  [saH] cn, [saH]  cH,
NN A X \

NH — =
PKMT e PKMT NH—CH, PKMT N —CH,
e —_— \cH,

PKDM \ PKDM \ PKDM \
/" N N
o / ) H )
Lizyna H H H
Mono-metylowana Di-metylowana Tri-metylowana
Lizyna Lizyna Lizyna

Rysunek 1.4. Schematyczne przedstawienie procesu metylacji lizyny. Opracowanie wtasne.

PKMTs podzieli¢ mozna na dwie kategorie. Pierwszg grupg sg enzymy zawierajgce domene SET
odpowiedzialng za aktywnos$¢ metylotransferazy, do ktérych zalicza sie wiekszo$¢ PKMTs np. G9a,
SET7/9, KMT2A i EZH2, wykazujgce zdolnos¢ do modyfikacji zarowno biatek histonowych, jak i nie-
histonowych [27]. Drugg grupa sa metylotransferazy zaliczane do rodziny siedmio-p-niciowych (ang
seven-fstrand) charakteryzujace sie strukturg (3-kartki i niezawierajgce domeny SET [28]. Pierwsza
i do niedawna jedyng PKMT tego rodzaju byta DOT1L, jednak w ostatnich latach opisano 15 kolejnych
enzymow tego typu modyfikujgcych biatka niehistonowe [28]. Sg one w wiekszosci specyficzne wobec
jednego celu, na przyktad METTL21A specyficznie metylujgca Hsp70 [30]. Dotychczas w literaturze

opisano dziewie¢ PRTMs, ktére sg dodatkowo podzielone na trzy typy [31].

CHs CH,
CH, N/
S B [
SAH Asymetrycznie
NH m LSAH | NH >=NH Di-metylowana
NH Arginina
PRMT \t* b\/\
Typulill °
,9
PRDM ) CH;
P
Q, N/H CHy
. N/H Symetrycznie
Arginina Mono-metylowana Di-metylowana
Arginina NH Arginina

Rysunek 1.5. Schematyczne przedstawienie procesu metylacji argininy. Opracowanie wtasne
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Przez wiele lat metylacja byta uwazana za modyfikacje nieodwracalng, az do momentu, gdy
zespot Shi i wsp. w 2004 roku opisat pierwsza lizyno-specyficzng demetylaze [32] (LSD1, ang. Lysine
Specific Demethylase). Obecnie wyrdznia sie juz dwie liczne klasy demetylaz lizynowych:
(i) zawierajgcych domene LSD lub (ii) zawierajgcych domene Jumoniji C (JmjC) [33]. Znacznie stabiej
poznane sg mechanizmy demetylacji argininy [33]. W roku 2007 odkryto pierwszg specyficzng
demetylaze arginino-specyficzng zawierajgcg domene JmjC - JMID6 [34]. Metylacja argininy moze by¢
takze usunieta w wyniku cytrulinacji [35]

Jedng z gtéwnych funkcji metylacji jest kontrola ekspresji gendéw poprzez modyfikacje biatek
histonowych. Do pozostatych istotnych fizjologicznie funkcji regulowanych przez metylacje naleza:
regulacja naprawy DNA, obrébki RNA, znakowanie lokalizacyjne, regulacja stabilnosci oraz aktywnosci
biatek i udziat w transdukcji sygnatu [2]. Metylacja zaangazowana jest w wiele interakcji zinnymi PTMs.
Przyktady takich interakcji znalez¢ moina w mechanizmach regulujacych progresje cyklu
komodrkowego. Kinaza PLK1A, ktdra jest istotnym regulatorem progresji z fazy G,/S i cytokinezy [36],
regulowana jest zaréwno przez fosforylacje w pozycji Thr210p jak i metylacje w pozycji Lys209mel
[37]. Inaktywacja PLK1A zachodzgca w wyniku uszkodzenia DNA wywotywana jest zniesieniem Thr210p
i skutkuje zatrzymaniem cyklu komdrkowego. Efekt ten jest wzmocniony przez wprowadzenie
Lys209mel przez metylotransferaze G9a lub SETD6 [25, 37, 38]. Opisana ,wspofpraca” na linii
fosforylacja <—> metylacja uniemozliwia wiec progresje cyklu w komarkach z uszkodzonym DNA. Poza
regulacja transkrypcji z poziomu histondw, metylacji podlega tez szereg czynnikdw transkrypcyjnych.
PRTM1 metyluje FOXO1 w pozycjach Arg248me i Arg250me, ktére zawarte sg w motywie
rozpoznawanym i fosforylowanym przez Akt. Skutkuje to tym samym zablokowaniem mozliwosci jego
fosforylacji i zwieksza jego aktywnos$é regulujaca transkrypcje [39, 40].

W ostatnich latach publikowane jest coraz wiecej badan opisujgcych role metylacji biatek nie-
histonowych w stanach patologicznych. Wiele typdw nowotwordéw charakteryzuje sie zwiekszonymi
poziomami ekspresji metylotransferaz, co czesto zwigzane jest ze stabg prognozy. Zwiekszona
ekspresja G9a zostata wykryta u pacjentéw z rakiem zotgdka [41], a wyciszenie ekspresji tego enzymu
skutkowato zmniejszeniem tempa wzrostu i zdolnosci metastazy w liniach ludzkiego
niedrobnokomoérkowego raka ptuc (A549 i H1299) [42]. Rosnaca liczba doniesien wskazuje na istotng
role LSD1 w rozwoju i progresji choréb nowotworowych. Nadekspresja LSD1 zostata wykryta w wielu
typach nowotwordw, a jej rola w regulacji przejscia eptelialo-mezynchemalnego oparta jest na
aktywnosci wzgledem histondw [43]. Przyktadem niehistonowego celu LSD1 jest biatko p53 z ktérego
usuwa metylacje, co moze skutkowaé zahamowaniem pro-apoptotycznych witasciwosci tego biatka
i poczatkiem nowotworzenia [44]. Zwiekszona ekspresja SET7 fgczona jest z gorszg prognozg
u pacjentek z rakiem piersi, gdzie enzym ten reguluje wazne szlaki sygnatowe zaangazowane
w kontrole proliferacji, a wyciszenie jego ekspresji w komdrkach MCF-7 i MDA-MB-231 skutkowato
zaréwno zmniejszeniem tempa ich proliferacji i liczby tworzonych kolonii [45]. Opracowanych zostato

wiele czgsteczek hamujgcych dziatanie metylotransferaz lub demetylaz, a niektére z nich znajduja sie
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obecnie na etapie badan klinicznych. Jedynym zaakceptowanym przez FDA zwigzkiem (2020 rok)
zwigzanym z metylacjg biatek jest inhibitor metylotransferazy EZH2 - EPZ-6438 (Tazemetostat),
stosowany w leczeniu miesaka nabtonkowego i chtoniaka grudkowego [46,47]. Inhibitor
metylotransferaz typu |: GSK3368715 znajdowat sie na etapie | fazy badan klinicznych jednak
zaobserwowano zbyt wiele niepozgdanych efektéw i badania zakoriczono [48]. Powyziszy przyktad
doskonale ilustruje problemy z jakimi zmagajg sie badacze przy translacji swoich badan z laboratorium
do kliniki. Intensywnie badane s3 takze implikacje metylacji w kontekscie innych zaburzen, w tym
chordéb neurodegeneracyjnych. W badaniu kohortowym wskazano, ze metylacja Tau moze byc
powigzana z mniejszg zapadalnoscig na chorobe Alzheimera, poprzez zmniejszenie formowania fibryli
biatka Tau [49]. Wyniki dostepnych badan wskazujg takze na powigzania pomiedzy metylacjg biatek

a rozwojem chordb metabolicznych w tym cukrzycy [50], ale takze chordb uktadu krazenia [2, 51].

1.3. Acetylacja

Acetylacja biatek zostata po raz pierwszy opisana w roku 1964 przez zespét Vincent’a Allfrey’a
[52] i juz wtedy autorzy postulowali o istotnej regulacyjnej roli tej modyfikacji, zwtaszcza w kontekscie
ekspresji gendéw. Z chemicznego punktu widzenia acetylacja polega na kowalencyjnym przytgczeniu do
biatka grupy acetylowej (Ac), ktérej donorem jest acetylo-CoA [53]. Modyfikacji tej najczesciej ulegajg
tancuchy boczne e-amino lizyny, ale inne aminokwasy rowniez mogg by¢ acetylowane. Reakcje

przedstawiono schematycznie na Rysunku I.6.

[acetyl-coa | [ coa |
NH, \_/ 0:<
KATs . N—H
N\ /\
/‘ [ octan | ([ mo ] » Rysunek 1.6. Schematyczne przedstawienie reakc;ji
H Q) A= mmsaS - /‘ o acetylacji i deacetylacji biatek. Enzymatyczna
H acetylacja prowadzona przez KATs z acetylo-CoA
Lizyna Acetylo jako donorem grupy acetylowej. Deacetylacja
: Lizyna d KDACs (HDACs) w mechanizmie
0-acetylo prowadzona przez
ADPryboza|  (L_NAD* ]

zaleznym od klasy enzymu. Opracowanie wtasne.

Acetylacja reguluje funkcje biatek poprzez: (i) zwiekszenie ich stabilnosci i opornosci na
degradacje, (ii) zmiane ich lokalizacji w komodrce oraz (iii) hamowanie aktywnosci enzymatycznej
w wyniku modyfikacji miejsc aktywnych. Efekty molekularne acetylacji s wynikiem zmian
w konformacji modyfikowanego biatka, zmiang jego ogdlnego tadunku lub tez interakcji z biatkami
odczytujacymi acetylacje, zawierajagcymi w swojej strukturze a-helikalne bromodomeny, ktére wigza
i rozpoznajg acetylo-lizyne [54]. Acetylacja jest w petni odwracalna i dynamicznie przeprowadzana
w odpowiedzi na sygnaty wewnatrz lub zewnatrzkomérkowe. Reakcje katalizujg acetylotransferazy
lizynowe (KATs lub HATs, odpowiednio: ang. Lysine Acetyltransferases lub Histone Acetyltransferases),
podzielone na trzy gtdwne rodziny wykazujgce podobienstwo sekwenciji: (i) rodzina enzymow p300

i CBP zwigzanych gtownie z acetylacja histondw, (ii) rodzina MYST, ktdrej nazwa stanowi akronim

|6



Wstep teoretyczny — Rola wybranych PTMs w regulacji metabolizmu komdrek

tworzacych jg enzymoéw: MOZ, Ybf2, Sas2, TIP60 i (iii) rodzina enzymow GNAT do ktérej zalicza sie HAT1
i KAT2A [2, 55]. Usuniecie grupy acetylowej przeprowadzane jest przez deacetylazy lizynowe (KDACs
lub HDACs, odpowiednio: ang. Lysine Deacetylazes lub ang. Histone Deacetylazes). KDACs podzielone
sg na cztery gtdwne klasy w oparciu o podobienistwo sekwencji i wymagany kofaktor [55]. Podziat
znanych obecnie KDACs przedstawiono w Tabeli I.1. Nalezy wspomnie¢, ze biatka mogg by¢ réwniez
acetylowane na drodze nieenzymatycznej w wyniku dziatania wysokoreaktywnych metabolitéw np.

acetylofosforanu jednak mechanizmy tego zjawiska sg wcigz stabo poznane [2, 56].

Tabela I.1. Zestawienie KDACs nalezgcych klas I-IV. Przygotowano na podstawie [55, 57 i 58].

Klasa KDACs Enzym Kofaktor Wybrane cele molekularne
| HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8 Histony, p53, NF-xB
1A HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9 Zn2* Histony
11B HDAC6, HDAC9 Histony, tubulina, Hsp
1] SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRTS5, SIRT6, NAD+ Histony, tubulina, p54, TAF
SIRT7
v HDAC11 n%* Histony, tubulina, p54, TAF

Badania nad acetylacjg biatek, podobnie jak nad metylacjg przez wiele lat skupione byty wokot
modyfikacji biatek histonowych i jej wptywu na epigenetyczng regulacje gendw, ktora zostata
przedstawiona w Rozdziale 2. Obecnie zidentyfikowano juz tysigce miejsc w biatkach, ktére moga
podlegac acetylacji i opisano wptyw tej modyfikacji w regulacji szeregu proceséw komérkowych [59,
60]. Globalna analiza wykazata, ze ponad 40% biatek podlegajacych acetylacji zwigzane jest z regulacja
ekspresji genow, witgczajgc w to histony, czynniki transkrypcyjne i inne regulatory transkrypcji [60].
Poza transkrypcjg, acetylacja zaangazowana jest w regulacje cyklu komdrkowego, naprawy DNA,
homeostazy redoks, szlakow sygnatowych, fatdowania biatek i autofagii [60,61]. Jednym z pierwszych
opisanych niehistonowych substratéw dla KATs byto biatko p53 [62]. Acetylacja p53 przeprowadzana
jest przez wiele typédw KATs, m.in. PCAF [63], na kilku lizynach i w wiekszosci przypadkéw wptywa na
zwiekszenie wigzania tego czynnika do DNA promujac transkrypcje zaleznych od niego gendw, co
skutkuje zatrzymaniem wzrostu komérki lub apoptoza [63]. Kolejnym z przyktaddw jest czynnik STAT3,
ktory poza aktywacjg przez fosforylacje w pozycji Tyr705 podlega takze acetylacji w pozycji Lys685
przez CBP, co jak wykazaty badania na komaérkach nerki (HEK293) i raka watroby (HepG2) wptywa na
zdolnos¢ STAT3 do interakcji z DNA, a zahamowanie aktywnosci KDACs skutkowato zwiekszeniem jego
lokalizacji jagdrowej [64,65]. Rdwniez wspominany wczesniej czynnik FOXO1 podlega acetylacji, ktéra
nie tylko ostabia jego wigzanie do DNA, ale zwieksza tez poziom ufosforylowania wptywajac na jego
lokalizacje w komérce [58, 66]. Ponad 100 biatek zaangazowanych w regulacje transkrypcji podlega
acetylacji [60], co umacnia pozycje tej modyfikacji jako jednego z gtéwnych regulatoréw ekspresji
gendw. W kontekscie regulacji cyklu komorkowego przez acetylacje dobrym przyktadem sg niezbedne
w jego progresji kinazy zalezne od cyklin (CDK, ang. Cyclin Dependent Kinases). Status acetylacji CDK1,
jak pokazaty badania wykonane na ludzkich komadrkach nerki (HEK293T) regulowany jest przez p300
i SIRT1 i ma ogromne znaczenie w regulacji interakcji CDK1 z cykling B. Acetylacja CDK1 zachodzi
w miejscu aktywnym kinazy w pozycji Lys33 co hamuje jej interakcje z cykling B i progresje cyklu w fazie
G,/M [67]. Acetylacja odgrywa réwniez role w regulacji funkcji biatek zwigzanych z mechanizmami
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naprawy DNA m.in. Rb [60]. Wcigz stabo poznanym aspektem jest rola acetylacji w modulacji
wewnatrzkomoérkowych szlakow sygnatowych. Badania Okumura i wsp. 2006, w ktérych modelem
rowniez byty komarki HEK293T wykazaty, ze jeden z gtéwnych negatywnych regulatoréw szlaku
PI3K/Akt — PTEN jest acetylowany przez p300 w obrebie miejsca aktywnego, co powoduje
zahamowanie jego funkgcji [68]. Acetylacja kinazy Akt hamuje jej aktywacje przez fosforylacje, a wyniki
badan przeprowadzonych na modelu mysim wskazujg, ze aktywnos¢ SIRT1 umozliwia deacetylacje
i aktywacje Akt [69, 70]. Odwrotny efekt w kontekscie szlaku PI3K/Akt wykazuje acetylacja RICTOR,
ktora wzmaga aktywnosc¢ kinazowg kompleksu mTORC2 wzgledem Akt, a tym samym tego szlaku [71].
Ponadto, acetylacji podlegajg niemal wszystkie enzymy zwigzane z metabolizmem, w tym te biorgce
udziat w glikolizie, glukoneogenezie, cyklu kwasu trikarboksylowego, cyklu mocznikowym
i metabolizmie kwaséw ttuszczowych [2, 72]. W prébkach z ludzkiej watroby wykryto 1300 acetylo-
lizyn na 1047 biatkach [72], co sugeruje olbrzymig role acetylacji w regulacji metabolizmu.

Zaburzenia w acetylacji moga by¢ przyczyng rozwoju standéw patologicznych. Zwigzane jest to
zazwyczaj z profilem acetylacji histondw, ktdry w sposéb bezposredni zaangazowany jest w regulacje
ekspresji gendw w tym pro- i anty-oknogendw. Jednak zidentyfikowano tez niehistonowe biatka,
ktorych status acetylacji determinowa¢ moze rozwadj standw patologicznych. Badania przeprowadzone
na prdobkach tkankowych raka watroby i komodrkach HepG2 wykazaty, ze acetylacja kinazy
fosfoglicerynowej 1 promuje proliferacje komédrek i nowotworzenie [73]. Wiele nowotwordéw
charakteryzuje sie zwiekszonymi poziomami ekspresji KDACs m.in. rak prostaty, rak piersi [2,74].
U pacjentéw z ostrg biataczkg limfoblastyczng (ALL) wykryto zwiekszong ekspresje HDACS,
a zahamowanie aktywnosci tego enzymu w linii komérkowej limfoblastycznej B pobranej od pacjenta
z ALL (Sup-B15) skutkowato zahamowaniem szlaku sygnatowego JAK-STAT i zwiekszeniem wrazliwosci
komoérek na leki, w tym MG-132 [75]. Niezwykle obiecujgce wyniki zaréwno badan in vitro i in vivo
sprawity, ze KDACs staty sie atrakcyjnym celem w opracowywaniu terapii celowanych skierowanych na
acetylacje. Szereg inhibitoréw KDACs (KDACi, ang. lysine deacetylases inhibitors) zostat opracowany
w ostatnich 20 latach, a kilka z nich zostato juz zaakceptowanych przez FDA do stosowania w terapiach

(Tabela. 1.2).

Tabela 1.2. Zestawienie inhibitorow deacetylaz lizynowych zaakceptowanych przez FDA do uzytku
w terapiach. Przygotowano w oparciu o [76i 77].

KDACi Zastosowanie Cel molekularny Rok akceptacji FDA
Vorinostat Skérny chtoniak T-komérkowy Klasa | KDACs i HDAC6 2006
Romidepsin Skérny chtoniak T-komérkowy HDAC6 2009
Belinostat Chtoniaki T-komorkowe Wszystkie klasy KDACs 2014
Panobiostat Nawrotowy Szpiczak mnogi Wszystkie klasy KDACs 2015

Zmiany w poziomach acetylacji biatek wykrywane sg réwniez w chorobach metabolicznych, co
ma zwigzek ze wspomniang juz globalng acetylacja enzyméw zaangazowanych w regulacje
metabolizmu. Cukrzyca i otytos¢ powigzane mogg byé z mutacjami w obrebie celow acetylacji

w biatkach [78]. Hiperglikemia poprzez zwiekszenie puli dostepnego acetylo-CoA prowadzi¢ moze do
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nadmiernej acetylacji biatek i zmiany ich funkcji [79]. Opisano takze role acetylacji w chorobach uktadu
krazenia (CVDs, ang. Cardiovascular diseases), na przyktad aktywnos$¢ SIRT1 chroni komarki sSrédbtonka
przed apoptoza indukowang koncowymi produktami zaawansowanej glikacji poprzez zmniejszanie

acetylacji p53 [80].

1.4. Cytrulinacja

Cytrulinacja biatek to enzymatyczna PTMs, ktdra podobnie jak omdéwione juz acetylacja
i metylacja wprowadzana jest zaréwno na biatkach histonowych i niehistonowych. Jednak
w odrdznieniu od nich jest reakcjg znacznie stabiej poznang, co wynika w duzej mierze z wcigz stabo

rozwinietych specyficznych dla niej metod badawczych.

1.4.1. Reakcja cytrulinacji

Obecnosc cytruliny w biatkach zwierzecych zostata stwierdzona juz ponad 65 lat temu, kiedy to
Rogers i Simmonds opisali jej wykrycie w biatkach wtoséw szczuréw [81]. Przez wiele lat mechanizm jej
wprowadzania pozostawat nieodkryty. Jednak tuz po odkryciu enzymow przeprowadzajgcych
cytrulinacje: deiminaz peptydyloargininowych (PADs, ang. Peptidylarginine deiminases) i kilku ich
substratéw, badania nad cytrulinacjg przybraty na sile. Z biochemicznego punktu widzenia cytrulinacja
biatek rdzni sie od omawianych juz PTMs, nie polega na przytgczeniu (lub odtgczeniu) okreslonej grupy

chemicznej do reszt aminokwasowych, ale na

H,N H,N 0
konwersji argininy do niekodowanego aminokwasu
NH NH
cytruliny. Reakcja ta zachodzi wylacznie w v —y + NH,
Ca’
tancuchach polipeptydowych a nie wolnych ; . 4 i
- . . I (N N N N
aminokwasach. Chemiczny mechanizm reakcji & ’ H & ’

polega na zastgpieniu pierwszorzedowej grupy
ketiminowej argininy przez grupe ketonowa, co

skutkuje utratg ogdlnego dodatniego tadunku

Peptydylo-arginina (pArg) Peptydylo-cytrulina (pCit)

Rysunek 1.7. Schematyczne przedstawienie reakcji
cytrulinacji biatek. Reakcja katalizowana jest przez
wapnio-zalezne enzymy PAD. [Grafika przygotowana do

[82] publikacji Ciesielski i wsp. 2022].

argininy (Rysunek 1.7). Prowadzi to do
relatywnie nieduzej zmiany masy ok. +0,98 Da, co czyni jg niezwykle trudng do wykrywania zwtaszcza
przy wykorzystaniu spektrometrii masowej. W ostatnich latach opracowane zostato jednak wiele
nowatorskich metod badawczych ukierunkowanych na wykrywanie cytrulinowanych biatek, w tym
z wykorzystaniem znacznikdéw biotynowo-tiolowych, ktore umozliwiajg pewniejszg identyfikacje
cytrulinowanych biatek [83]. Badania z roku 2018 przeprowadzone poprzez analize danych
protemicznych z 30 typdw ludzkich tkanek wskazaty, ze okoto 209 biatek podlega cytrulinacji, i pewnie
liczba ta wcigz bedzie wzrastaé [84]. Cytrulinacja jest obecnie uwazana za reakcje nieodwracalng, nie
odkryto zadnych enzymoéw wykazujgcych zdolnos¢ do ,,de-cytrulinacji”, jednak nalezy mie¢ na uwadze,
ze podobnie sadzono o metylacji. Mimo niewielkiej zmiany masy molekularne efekty wprowadzenia
cytruliny w strukture biatek sg istotne. Podobnie jak w przypadku acetylacji gdzie niwelowany jest

dodatni tadunek lizyny, tak i w cytrulinacji utrata dodatniego tadunku argininy skutkowaé¢ moze
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zmianami elektrostatycznymi i konformacyjnymi. Wptywa to na funkcje biatek poprzez modyfikacje
miejsc aktywnych, interakcji biatko — biatko/kwasy nukleinowe, podatnosci na degradacje lub
lokalizacje w komérce [82]. Molekularne konsekwencje cytrulinacji biatek przedstawiono na Rysunku
1.8. Ciekawym aspektem jest ewolucyjne pochodzenie enzymow PADs,
a tym samym cytrulinacji. Cummings i wsp. w swojej pracy postulujg, ze enzymy PADs wprowadzone
zostaty do komoérek zwierzecych jako nowy mechanizm PTMs poprzez horyzontalny transfer genéw
z Cyanobacteriace [85]. PADs pochodzgce z Cyanobacteriace wykazujg aktywnos¢ katalityczng
wzgledem biatek zwierzecych [85]. Dodatkowo PADs lub ich homologéw nie wykryto dotychczas
w powszechnie stosowanych organizmach modelowych m.in. drozdzach czy tez Drosophilia sp.,

stanowi¢ to moze jedno z wyjasnien, dlaczego dotychczas cytrulinacja jest wcigz dos¢ stabo poznang

PTMs.
(i ions) ) )
|| mX %
(e 4
l 1atko B 9
5 @ ! (3) @
Q] PAD 1 lf
. ¥
T i Ca? \I_ = Rysunek 1.8. Molekularne efekty
& | cytrulinacji biatek.
E @ < (1) Zaburzenie interakcji biatko — biatko
(2) Zaburzenie interakcji aminokwasow
xe i formowania wigzan wodorowych
(3) Zmiany konformacyjne
(5) (4) Utrata funkcji w wyniku modyfikacji
: ; é‘;‘;‘r';'l:"; miejsca aktywnego
(<) -Aminokwas o tadunku ujemnym \\ (5) Zwiekszenie podatnosci na degradacje.
WagR - Viicisce aktywne \ [Grafika przygotowana do publikacji

- Zmodyfikowane miejsce aktywne

m - Proteasom

Ciesielski i wsp. 2022]

1.4.2. Deiminazy peptydyloargininowe

Pomimo wykrycia cytrulinacji w roku 1958, az do 1977 roku nie znano ani mechanizmu, ani
enzymow przeprowadzajgcych te reakcje [86]. Badania nad aktywnoscig i ekspresjg PADs prowadzone
byty intensywnie dopiero w latach 90 XX wieku [87]. PADs zaliczane sg do rodziny hydrolaz
cysteinowych (EC 3.5.3.15). Obecnie wyrdznia sie pie¢ izoform PADs: PAD1, PAD2, PAD3, PAD4 i PADSG,
ktore wykazujg zréznicowanie zarowno pod wzgledem substratéw, jak i poziomdw ekspresji w réznych
tkankach [82]. Mechanizm dziatania PADs oparty jest na nukleofilowym ataku cysteiny, zlokalizowanej
w ich miejscu aktywnym, na grupe guanidynowg argininy, co skutkuje utworzeniem posredniego acylo-
enzymu, ktory ulega nastepnie hydrolizacji do cytruliny [82, 88]. Izoformy wykazujg wzgledem siebie
70 — 95% homologii w sekwencji aminokwasowej, a ich dtugos¢ miesci sie w zakresie od 663 do 694
aminokwasow [88]. Struktury krystaliczne, lokalizacje w komdrce oraz gtéwne miejsca ekspresji
izoform PADs przedstawiono na Rysunku 1.9. W ludzkim genomie, geny kodujace izoformy PADs
zlokalizowane sg na chromosomie 1 w regionie 1p35-36, o Sredniej dtugosci 355 kbp, wykryto tez wiele
wariantow transkrypcyjnych PADs ktdre rdznig sie spektrum substratowym, a tym samym funkcjg [89].

Dziatanie PADs regulowane jest przez stezenia jondw wapnia, a kazda z izoform zawiera rézng liczbe
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miejsc ich wigzania (Rysunek 1.9). Zwigzanie Ca®* prowadzi do zmian konformacyjnych PADs, ktére
indukujg powstanie aktywnego centrum aktywnego [90]. Miejsce aktywne PADs zawiera istotne
katalitycznie: cysteine (w pozycji C645 — C647 zaleznie od izoformy) i histydyne oraz dwie stabilizujgce

reakcje reszty asparagininanowe [82].

PAD1
g
A @
2ER o
l\",:' i Ca2
Struktura f' ! , 28 Cad
krystaliczna % A

9L

Lokalizacja w Cytoplazma/
Koméree Cytoplazma Cv‘jz‘::ma/ Cytoplazma Jadro Cytoplazma
Migsnie L
g:':}';z: szkieletowe, Mieszki wiosowe, | Ukiad krwionosny, Jajniki, jadra,
oksproajl Skéra, macica $ledziona, mézg, naskérek krwiotwérczy i limfocyty krwi
P $linianki, macica limfatyczny obwodowej

Rysunek 1.9. Zestawienie struktur krystalicznych, lokalizacji i miejsc ekspresji izoform PADs. Wykorzystano struktury
krystaliczne zamieszczone w pracy Massouri i wsp. [87], z zaznaczeniem miejsc wigzania jondw wapnia. Opracowano na
podstawie [82, 87 i 89].

Nie kazda arginina zlokalizowana w sekwencji biatka moze podlega¢ konwersji na cytruline.
Wykazano, ze znaczenie majg zardwno otaczajgce jg aminokwasy oraz struktura biatka [91]. Spektrum
substratowe izoform PADs znaczgco sie rézni. Wytacznie PAD2 i PAD4 posiadajg sygnat lokalizacji
jadrowej i mogg przeprowadzaé cytrulinacje biatek histonowych. Izoforma PAD6 nie wykazuje

aktywnosci katalitycznej [82].

1.4.3. Fizjologiczny potencjat cytrulinacji

Ostatnia dekada to duze postepy w obszarze wiedzy na temat zaangazowania cytrulinacji biatek
w regulacje fizjologicznych procesdéw komadrkowych. Jednak nadal jest to wiedza znacznie ograniczona
w poréwnaniu do dobrze poznanych mechanizméw zwigzanych z innymi PTMs biatek. Liczba znanych
biatek, ktére podlegaja cytrulinacji znacznie wzrdsta, jak wspomniano kazda z izoform PADs wykazuje
inne spektrum substratowe. Najlepiej poznane biatka modyfikowane przez dang izoforme
przedstawiono w Tabeli 1.3. Obecnie regulacja komdrkowych szlakéw sygnatowych wigzana jest
gtéwnie z fosforylacjg i innymi dobrze poznanymi PTMs, ale coraz wiecej doniesien sktania naukowcéw
do zauwazenia cytrulinacji jako réwnie istotnej sygnatury sygnatowej. Modyfikacja ta moze by¢
istotnym sygnatem w regulacji szlakdw zwigzanych ze wzrostem i proliferacjg komérek. Badania na linii
MCF7 wykazaty, ze GSK3p podlega cytrulinacji, co moduluje jego funkcje i prowadzi do jego translokacji
do jadra, hamujgc szlak sygnatowy TGFp, istotny w regulacji przejscia epitelialno-mezynchemalnego
[92]. Cytrulinacji podlega tez 3-katenina, modyfikacja wprowadzana przez PAD2 zwieksza jej podatnosé

na degradacje hamujac tym samym szlak Wnt [93].
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Tabela 1.3. Zestawienie poznanych celdw biatkowych danej izoformy PADs. Zmodyfikowano z tabeli przygotowanej
pierwotnie na potrzeby publikacji Ciesielski i wsp. 2022.

Enzym Najlepiej poznane modyfikowane biatka

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, GSK33, Histony H1, H3 | H4
PAD6 a-tubulina

Ostatnie doniesienia literaturowe wskazujg tez na bezposrednie powigzanie pomiedzy
poziomem ekspresji PAD4, a aktywacjg szlaku sygnatowego PI13K/Akt, jednak doktadny mechanizm tej
relacji nie jest znany [94,95]. Ponadto, rowniez kinaza MEK1 moze podlegac cytrulinacji przez PAD1 lub
PAD2, co reguluje jej zdolno$¢ do fosforylacji ERK1/2 [96,97]. Ekspresja PADs i ich role, wigzane sg
obecnie gtéwnie z odpowiedzig immunologiczng organizmu. Jednym z dobrze poznanych powigzan jest
cytrulinacja cytokin CXCL10, CXCL11 i IL-8, ktéra prowadzi do obnizenia ich aktywnosci jako
chemoatraktantéw i zdolnosci do interakcji z receptorami [98, 99]. Jak wspomniano, cytrulinacje
wykryto po raz pierwszy w biatkach wtoséw szczuréw. Dzi$ wiemy, ze cytrulinacja wystepuje w wielu
biatkach strukturalnych regulujac ich stabilnos¢ i zmniejszajgc podatnosé na degradacje. Istotnie, biatka
strukturalne takie jak keratyna, filagryna czy tez trichohyalina, cytrulinowane sg przez PAD1 lub PAD3,
co przyczynia sie do zwiekszenia ich stabilnosci i wspomaga petnienie ich funkcji strukturalnych [100].
Wyniki z prébek tkanki ptucnej wskazujg, ze PAD2 prowadzi cytrulinacje fibuliny-5, co zmniejsza jej
podatnos¢ na degradacje proteolityczng i promuje elastogennos¢ [101]. Zas zahamowanie aktywnosci
PAD2 w fibroblastach ptuc noworodkoéw, z wykorzystaniem inhibitora lub poprzez wyciszenie ekspresji,
skutkowato tworzeniem znacznie mniej trwatych elastycznych wtdkien, co przyczynia¢ moze sie m.in.
do rozwoju rozedmy ptuc [101]. Innym istotnym biatkiem strukturalnym stanowigcym cel dla PAD2 jest
podstawowe biatko mieliny (MBP, ang. Myelin Basic Protein) [82, 102]. W ostatnich latach pojawito sie
tez doniesienie, ze cytrulinacja jest istotna w regulacji funkcji biatek remodelujgcych macierz
zewnagtrzkomérkowg  (ECM, ang.  Extracellular ~matrix) — metaloproteinaz  macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMPs, ang. Matrix Metalloproteinases), gdzie hipercytrulinacja przyczyniac
moze sie do zwiekszenia ich aktywnosci [103]. Podobnie w przypadku rodziny SERPIN, z ktérych
niektére dziatajg jako modulatory ECM, wykazano, ze mogg one stanowic cel dla PADs, a cytrulinacja
istotnie wptywa na ich funkcje [104].

Doniesienia ostatnich 10 lat potwierdzity, ze cytrulinacja jest istotnie zwigzang z regulacja
odpowiedzi immunologicznej i stanami autoimmunologicznym [82]. Najwieksze poziomy ekspresji
PADs obserwuje sie w komodrkach uktadu immunologicznego. Zwtaszcza wysokie poziomy PAD4
rejestrowane sg w neutrofilach i innych leukocytach [82, 100], gdzie reguluje immunologiczne szlaki
sygnatowe, ekspresje i aktywnosé cytokin. Jednak najlepiej opisanym dotychczas procesem zaleznym
od cytrulinacji jest powstawanie tzw. zewnatrzkomérkowych putapek neutrofilowych (NETs, ang.

Neutrophil Extracellular Traps). Jest to istotny mechanizm obrony organizmu przed wnikajgcymi
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patogenami, polegajagcy na litycznej $mierci neutrofili, ktéra skutkuje utworzeniem
zewnatrzkomorkowych ,sieci” ztozonych z duzych struktur chromatyny i biatek o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej uwolnionych z martwych neutrofili. NETs mogg wytapywaé patogeny
i prowadzi¢ tym samym do zahamowania rozprzestrzeniania sie infekcji [105]. W literaturze opisano
mechanizmy formowania NETs zalezne od cytrulinacji histonéw wprowadzanej przez PAD4 [82].
Wedtug jednego z proponowanych mechanizmoéw, PAD4 przeprowadza hipercytrulinacje histonéw H3
i H4 w odpowiedzi na aktywacje neutrofili przez m.in. cytokiny prozapalne, co skutkuje dekondensacjg
chromatyny i jej uwolnienie z neutrofili i formacje NETs [82]. Rdwniez same cytrulinowane histony
w Srodowisku zewnatrzkomérkowym wykazujg dziatanie antybakteryjne, co zwieksza efektywnos¢
NETs [106]. Istotnos¢ cytrulinacji w tym procesie potwierdzity badania z zastosowaniem inhibitorow
PAD, ktére zaktécity powstawanie putapek neutrofilowych zaréwno u myszy jak i ludzi [107]. Mimo roli
NETs w odpowiedzi na infekcje zaburzenia w ich formowaniu stanowig podtoze wielu stanow
patologicznych, w tym tych, gdzie zmianie ulega aktywnos¢ PADs. PADs uczestniczg tez w regulacji
réznicowania limfocytéw T, PAD2 moduluje aktywnos$¢ TF odpowiedzialnych za determinowanie losu
limfocytow T [108].

Interakcje na linii cytrulinacja <—> inne PTMs sg obecnie intensywnie badane. Zwtaszcza
interakcje cytrulinacja — metylacja zdajg sie mie¢ istotne znaczenie w regulacji prawidtowych funkcji
komoérek. Wspomniano juz o metylacji arginin, ktéra moze by¢ usuwana poprzez cytrulinacje
prowadzong przez PAD4, jednak bardzo czesto argininy, ktére stanowig cel dla PRTM sg tez celem dla
PADs i ich cytrulinacja wyklucza metylacje, co stanowi interakcje kompetycyjng [109]. Przyktadem
biatka, na ktdrym zachodzi taka interakcja jest acetylotransferaza p300 [110]. Zaréwno PRTM4 jak
i PAD4 mogg modyfikowa¢ C-koricowg arginine p300 w pozycji 2142, wywotujgc inne efekty
biologiczne. Metylacja hamuje interakcje p300 z GRIP1 tym samym zmniejszajagc formowanie sie
kompleksu aktywujgcego ekspresje docelowych gendw, odwrotny efekt wywotuje cytrulinacja ktéra
utatwia formowanie kompleksu p300/GRIP1 [110]. Cytrulinacja i metylacja argininy modulujg funkcje
czynnika transkrypcyjnego E2F1 — prowadzac do ekspresji innych gendw [109]. Cytrulinacja argininy
w pozycji 109 zwieksza aktywno$¢ E2F1 wzgledem promocji ekspresji gendw zwigzanych ze stanem
zapalnym [111], natomiast metylacja tej samej reszty promuje ekspresje gendw zwigzanych z apoptozg
[112]. W literaturze znalez¢ mozna tez doniesienia o wspotpracy acetylacji i cytrulinacji. Acetylowane
E2F1 wchodzi z interakcje z bromodomeng biatka BRD4 i interakcja ta jest wspomagana przez
cytrulinacje arginin w otoczeniu acetylowanej lizyny. Istotnosc¢ tej interakcji wykazano na komadrkach
HL60 gdzie zastosowanie inhibitora PADs zmniejszyto ilo$¢ komplekséw E2F1/BRD4 i poziomy ekspresiji

m.in. TNFo 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 sie zwiekszong aktywnos$¢ PADs, a tym

samym cytrulinacji biatek. Zwtaszcza silne s3 powigzania pomiedzy PAD2/PAD4, a zaburzeniami
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autoimmunologicznymi, co ma zwigzek z produkcjg specyficznych przeciwciat przeciwko wtasnym
cytrulinowanym biatkom — ACPAs (ang. Anti-citrullinated protein antibodies) [113]. W warunkach
fizjologicznych uktad immunologiczny nie reaguje na niskie ilosci cytrulinowanych biatek, jednak
w wyniku ich nagromadzenia i utraty tolerancji produkowane sg ACPAs, ktére dodatkowo napedzajg
procesy autoimmunologiczne [82]. Deregulacja PADs i cytrulinacji najlepiej opisana jest w przypadku
reumatoidalnego zapalenia stawéw (RA, ang. Rheumathoid arthitis) [114]. Schorzenia polegajgcego na
immunologicznym uszkodzeniu stawdw, charakteryzujgcego sie nagromadzeniem autoprzeciwciat
skierowanym przeciwko wtfasnym modyfikowanym, zwtaszcza cytrulinowanym biatkom [114].
W jednym z proponowanych mechanizméw PAD2 i PAD4 uwalniane sg z makrofagdéw i monocytéw
rekrutowanych do stawdéw objetych stanem zapalnym. Nastepujgca apoptoza i wzrastajgce stezenia
Ca** powoduje odpowiednio ich uwolnienie do przestrzeni zewnatrzkomdrkowej i zwiekszenie ich
aktywnosci [82]. PAD2 i PAD4 cytrulinujg nastepnie biatka komdrkowe i zewnatrzkomérkowe w tym
m.in. wimentyne, fibrynogen i a.-enolaze. Nagromadzenie cytrulinowanych epitopéw powoduje utrate
tolerancji uktadu immunologicznego i produkcje ACPAs [82]. ACPAs wykrywane sg u 75% pacjentéow
z RA i stymulujg produkcje cytokin prozapalnych i formowanie NETs [115]. Indukcja powstawania
nadmiernych NETs jest jednym z elementéw wzmacniajgcych objawy RA. Prowadzona przez PAD4,
skutkuje uwolnieniem dodatkowej puli cytrulinowanych biatek z neutrofili, co skutkowaé¢ moze
wytworzeniem wiekszej liczby ACAPs [82]. Obecnie rozwazane jest wykorzystanie PADs jako celéw
terapii w RA, przyktadowo zastosowanie inhibitora PAD4 w mysim modelu RA zmniejszyto formowanie
NET i objawy choroby [116]. Kolejnym zaburzeniem autoimmunologicznym w ktérym wskazaé¢ mozna
wyrazng role cytrulinacji jest stwardnienie rozsiane. Nadmierna cytrulinacja podstawowego biatka
mielinowego prowadzona przez PAD2 jest wskazywana obecnie jako jeden z mechanizmoéw rozwoju
tego schorzenia [82, 117]. Inne zaburzenia autoimmunologiczne tgczone z deregulacjg funkcji PADs

zebrano w Tabeli 1.4.

Tabela 1.4. Zestawienie obecnej wiedzy na temat zaangazowania PADs w choroby autoimmunologiczne. Zmodyfikowano
z Ciesielski i wsp. 2022.

I1zoforma PAD Choroby Rola w chorobie/cel molekularny
PAD1 tuszczyca Deregulacja réznicowania skory/keratyna
PAD2 Stwardnienie rozsiane, RA, toczen Hipercytrulinacja MBP/MBP, hipercytrulinacja wielu biatek indukcja
rumieniowaty produkcji ACPAs, nadmierne formowanie NETs
PAD3 tuszczyca, RA Deregulacja réznicowania skory/keratyna,

hipercytrulinacja wielu biatek indukcja produkcji ACPAs

PAD4 RA, Stwardnienie rozsiane, choroba Hipercytrulinacja wielu biatek indukcja produkcji ACPAs, nadmierne

zapalna jelit formowanie NETSs, epigenetyczna regulacja ekspresji gendw

1.4.4.2. Cytrulinacja w nowotworach

W wielu typach nowotwordw zaobserwowano deregulacje profilu cytrulinacji biatek
i poziomdéw ekspresji PAD2, PAD4. Sposrdod PADs to udziat tych dwdch izoform zostat zbadany
najszerzej w progresji nowotwordéw, wynika to prawdopodobnie z dwéch faktéw. Po pierwsze, PAD2

i PAD4 sg izoformami obecnymi w najwiekszej liczbie tkanek [100]. Po drugie jako jedyne
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zaangazowane s3 W epigenetyczng regulacje gendéw. Sprawia to, ze stanowig obecnie, wraz ze
wzrastajgca liczbg specyficznych odczynnikdw m.in. przeciwciat, atrakcyjny cel badan pod katem ich

zastosowania w terapiach przeciwnowotworowych. Mimo tego, ten obszar badan jest relatywnie nowy
i znaczne postepy obserwowane sg dopiero od ok. 15 lat. Zwiekszone poziomy PAD2 obserwuje sie w
wielu typach nowotwordw zwtaszcza ztosliwych m.in. rak zotadka, rak watroby, rak jelita grubego i rak
piersi [118]. PAD4 jest réwniez nadreprezentowane w wymienionych nowotworach i jego poziomy
wzrastajg wraz ze stopniem agresywnosci choroby [119]. W literaturze proponuje sie wykorzystanie
obu izoform jako biomarkeréw dla okreslonych typéw nowotwordéw [119], jednak biorgc pod uwage
ich zaangazowanie w wiele zaburzen immunologicznych nalezy opracowa¢ metody wykluczajgce
fatszywe lub mylgce diagnozy. Co wiecej, dostepne sg tez doniesienia opisujgce obnizone poziomy
PAD?2. Przyktadowo, w badaniu z 2017 na prébkach tkankowych od Japonskich pacjentow cierpigcych
na raka jelita grubego, gdzie autorzy postulujg, ze PAD2 dziata¢ moze jako supresor nowotworzenia
[120]. Na poziomie molekularnym opisano dotgd kilka mechanizméw zaangazowania cytrulinacji
w progresje choréb nowotworowych. Jednym z dobrze zbadanych celéw dla PAD4, istothym
w omawianym zagadnieniu jest kinaza GSK3[3, regulujaca funkcje TF zaangazowanych w modulacje
procesu nowotworzenia w tym m.in. proliferacje i apoptoze [92, 121]. PAD4 reguluje lokalizacje

jadrowa GSK3[3 poprzez konwersje R344 do cytruliny, jak wykazaty badania modyfikacja ta odpowiada

za translokacje GSK3[3 do jadra [92, 122]. W komdrkach MCF7 wyciszenie PAD4 skutkowato indukcja
profilu wigzanego z EMT, zwiekszajac ich inwazyjnos¢ [92]. Na podstawie uzyskanych wynikow autorzy
postulujg, ze PADA4 jest istotne w utrzymaniu fenotypu epitelialnego, co potwierdzajg rowniez wyniki
od pacjentek z rakiem piersi, gdzie zmniejszone poziomy PAD4 zwigzane byty z wiekszg inwazyjnoscia

i agresywnoscig choroby [92]. Na podstawie uzyskanych

wynikéw autorzy postuluja, ze aktywnos$¢ PAD4 Istotna jest

w utrzymaniu fenotypu epitelialnego, co potwierdzaja l l
, .. . . . . . . MEK1-ERK1/2-IGF2BP1-S0X2 GSK3B/TGF-B
rowniez wyniki od pacjentek z rakiem piersi, gdzie JAK2/STAT3 Wnt/B-Catenin
EGF MEK/ERK
.. . . . Wnt/B-Catenin PI3K/AKT
zmniejszone poziomy PAD4 zwigzane byly z wiekszg Dil4/Notcht 53

inwazyjnoscig i agresywnoscig choroby [92]. W badaniu z \ /

roku 2022 przeprowadzonym na liniach komérkowych raka Migracja

| jnos¢
jelita grubego (HCT116, HT29, SW620) wykazano jednak, ze Prolfaracja

Apoptoza

cytrulinacja GSK3[3 promuje progresje nowotworu poprzez Atgiopencas
Rysunek 1.10. Zestawienie znanych obecnie
indukcje degradacji CDKN1A [121]. Co wiecej, zwiekszona  szlakéw sygnafowych potencjalnie
regulowanych przez PAD2/PADA4. Regulujgc
ekspresja PAD4 zwigzana byta ze zwigkszong proliferacja i aktywacje Iub zahamowanie powyzszych
szlakébw PAD2/PAD4 wptywajg na istotne
procesy komorkowe i prowadzi¢ do rozwoju
lub progresji nowotworéw [opracowanie
wiasne na podstawie doniesiert zebranych

migracjg komodrek HCT116 [122]. Powyzsze przyktady dobrze
pokazujg jak réing role petni¢ moze jedna modyfikacja
w zaleznosci od kontekstu w jakim jest wprowadzana. W 188i119]

Ostatnie badania wskazujg takze na zaangazowanie PAD4 w regulacje szlaku PI13K/Akt, wskazujac, ze

zwiekszona ekspresja PAD4 moze skutkowaé nadmierng aktywacjg tego szlaku i zwiekszeniem
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agresywnosci m.in. w komérkowych modelach raka nosogardzieli [95]. Podobng role pokazano
rowniez dla PAD2 w siatkowczaku: w linii komorkowej Y79 wyciszenie tego enzymu lub zastosowanie
jego inhibitora skutkowato obnizeniem fosforylacji Akt a tym samym proliferacji i migracji in vitro [123].
Inne szlaki sygnatowe ktére w nowotworach regulowane mogg by¢ przez PAD2/PAD4 przedstawiono
na Rysunku 1.10.
1.4.5. Inhibitory PAD

W ostatnich 20 latach opracowano wiele inhibitoréw PADs. Ze wzgledu na duzg homologie
izoform PADs wiekszo$¢ zwigzkdw dziata jako inhibitory pan-PAD, jednak opracowano tez zwigzki
wykazujgce wiekszg specyficznosé wzgledem konkretnej izoformy. Wsrdd odwracalnych inhibitoréw
o szerokim spektrum substratowym mozna wymienié: streptomycyne i chlorotetracykline [82, 90].
Wykazujg one stabg aktywnos¢ inhibitorowg nawet przy wysokich stezeniach, co sprawia, ze mato
prawdopodobne jest ich praktyczne wykorzystanie [119]. Najwiecej uwagi poswiecono opracowaniu
odwracalnych inhibitorow specyficznych wobec PAD4. Pierwszym zwigzkiem byt GSK121, na ktérego
podstawie opracowano znacznie bardziej wydajne GSK199 i GSK484 [90]. GSK484 jest najsilniejszym
odwracalnym inhibitorem PAD4 o ICso = 50 nM. Obecnie w badaniach najszerzej wykorzystywane s3
nieodwracalne inhibitory, ktérych dziatanie opiera sie na kowalencyjnej modyfikacji cysteiny
w centrum aktywnym PADs, niezbednej w nukleofilowym ataku na substrat [82]. Na podstawie
znanego substratu PAD4: amidu benzoilo-L-argininy poprzez wprowadzenie haloacetamidyny
opracowano pierwszg serie nieodwracalnych inhibitoréow PAD [90]. Wsrdd nich najlepsze wyniki
osiggaty Cl-amidyna (CLA) i F-amidyna (FA). Zwtaszcza CLA jest szeroko stosowana w badaniach i czesto
stanowi odnosnik dla nowo opracowywanych zwigzkow [90]. Hamuje ona formacje NETs ex vivo
poprzez obnizenie H3cit [124], a w badaniach na modelach mysich zmniejszata intensywnos¢ stanéw
patologicznych wigzanych z cytrulinacjg [125, 126]. Druga seria zwigzkéw haloaceamidynowych zostata
opracowana przez wprowadzenie grupy karboksylowej w pozycji orto grupy fenylowej CLA lub FA [90].
Powstate o-CLA i o-FA wykazujg silniejsze dziatanie niz oryginalne zwigzki [127]. Trzecia seria
haloacetamidowych inhibitoréw powstata poprzez wprowadzenie N-korncowej grupy bifenylowej i C-
koncowej grupy benzimidazolowej. Opracowane w ten sposéb BB-Cl-amidyna (BBCLA) i BB-F-amidyna
(BBFA) wykazujg nie tylko zwiekszong stabilnos¢ i biodostepnos¢ poprzez zwiekszenie ich lipofilnosci,
ale takze wiekszy potencjat inhibitorowy [90]. Z tych dwdch zwigzkdw to BBCLA jest znacznie czesSciej
stosowana w badaniach, ma wiekszy czas péitrwania in vivo w poréwnaniu z CLA i FA, co
prawdopodobnie odpowiada za jej wiekszy potencjat inhibitorowy, ale i cytotoksycznosé w komérkach
U20S [82]. BBCLA podobnie jak CLA hamuje formowanie NETs i H3cit [125]. Na podstawie CLA
opracowano kilka zwigzkéw wykazujgcych specyficzno$¢ wzgledem PAD2, m.in. AMF30a i AMF32a
[128]. W roku 2024 Wang i wsp. na podstawie struktury B-karboliny opracowali serie specyficznych
inhibitorow PADA4, ktérych skutecznos$¢ zaprezentowali na modelach raka piersi [129]. Sposréd
wymienionych, CLA, FA i BBCLA pozostajg najrzeszej stosowanymi zwigzkami Jednak, wykazujg one

duzo dziatan niepozgdanych [130].
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2. Epigenetyczny aspekt PTMs — modyfikacje histonow

Proces ekspresji gendéw zalezny jest od statusu przestrzennego chromatyny w komérce, ktéry
regulowany jest przez wiele mechanizmoéw. Chromatyna stanowi dynamiczny kompleks DNA
zwigzanego z biatkami, gtéwnie histonami i czynnikami transkrypcyjnymi, ale takze innymi
regulatorami. Podstawowg jednostka upakowania DNA w chromatynie jest nukleosom sktadajacy sie
z DNA nawinietego na oktamer histonowy, zbudowany z dimeréw histonéw H3-H4 otoczonych
dimerami H2A-H2B [131]. Pomiedzy nukleosomami wystepuje tzw. linker DNA (tgczgcy DNA) z ktérym
zwigzany jest histon H1. To wtasnie odlegtos¢ pomiedzy nukleosomami jest jednym z gtéwnych
czynnikéw determinujgcych status przestrzenny chromatyny. Odlegtos¢ ta jest wieksza w luznej
strukturze euchromatyny i znacznie mniejsza w upakowanej heterochromatynie [132]. Dostepnos¢
chromatyny dla czynnikdw umozliwiajgcych transkrypcje genéw lub tez jej upakowanie i zatrzymanie
procesu ekspresji gendw warunkowane jest w duzej mierze przez mechanizmy epigenetyczne.

Epigenetyka wedtug klasycznej definicji odnosi sie do dziedzicznych zmian w ekspresji gendw,
ktore nie sg zwigzane z bezposrednig zmiang w sekwencji DNA. Wsrdd tych mechanizmoéw wyrdznia
sie: (i) metylacje DNA, (ii) PTMs histonéw oraz (iii) niekodujgce RNA. Regulujg one ekspresje gendw
zardwno na poziomie transkrypcyjnym (metylacja DNA i PTMs histondw) jak i post-transkrypcyjnym
(miRNA). Na Rysunku 1.11. schematycznie przedstawiono epigenetyczne mechanizmy regulacji

ekspresji genow.

A. Met Met Met Mechanizmy
regulacji
( ATI'A&GJIG...TA(JJGAT transkrypciji

TAATG(llG?...ATG(fTA
Met Met Met

Mechanizmy
post-

transkrypcyjne

RISC S

miRNA . -j

Rysunek 1.11. Schematyczne przedstawienie mechanizméw epigenetycznych. A. — metylacja DNA, B. — PTMs histonéw
i C— mechanizmy miRNA. Opracowanie wiasne.

Epigenetyka stoi u podstaw rozwoju organizmow. Wszystkie komorki zawierajg identyczng
informacje genetyczng i wytgcznie od profilu ekspresji gendw, ktéry modulowany jest wtasnie przez
wymienione mechanizmy, determinowane jest rdznicowanie i rozwoj okreslonych komaérek. Epigenom
jest niezwykle dynamiczny i podatny na zmiany w odpowiedzi zaréwno na sygnaty wewnatrz, jak

i zewnatrzkomérkowe, co sprawia, ze jest istotnym mechanizmem adaptacyjnym. Wykazano, ze
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Srodowisko zewnetrzne cztowieka znacznie wptywa na profil modyfikacji epigenetycznych. Opisano
wptyw stresu zwigzanego z wojng, kleskami gtodu i wystepowaniem zespotu stresu pourazowego,
a modyfikacjami profilu metylacji DNA [133]. Zmiany w obrebie epigenomu, a tym samym w ekspresji
gendw w naturalny sposéb prowadzi¢c mogg do zaburzen i rozwoju wielu choréb w tym
nowotworowych [134]. Dynamicznos¢ i odwracalno$é wiekszosci z modyfikacji epigenetycznych czyni
je atrakcyjnymi celami w terapiach. Podczas analizy epigenomu kluczowe jest by mieé¢ na uwadze
wspotprace pomiedzy kazdym z poziomow regulacji epigenetycznej, a takze z ostroznoscig odnosié sie
do wptywu pojedynczych modyfikacji. W komadrce, mechanizmy epigenetyczne pozostajg nie tylko
w state]j korelacji ze sobg, zwtaszcza na linii metylacja DNA <—> PTMs histonow, ale takze z szeregiem
innych proceséw komérkowych i szlakdw sygnatowych, w tym tych modyfikowanych przez PTMs biatek

niehistonowych.

2.1. Omowienie wybranych PTMs histonéw

Histony to biatka o $redniej masie czgsteczkowej wahajgcej sie w granicach 11-20 kDA, ktore
dzieki posiadaniu w swojej sekwencji duzej liczby aminokwaséw zasadowych mogg tworzy¢ kompleksy
z DNA [135]. Jak nadmieniono wyzej, histony sg podstawowym elementem nukleosomdw. Sktadajg sie
z domeny globularnej, odpowiadajacej za oddziatywania z DNA i innymi biatkami, w tym za
oddziatywania histon — histon w oktamerze [136]. Poza domeng globularng istotng role w regulacji
funkcji histonédw odgrywajg ich C- i N-konce. N-konce nazywane sg takze ,,ogonami histonowymi”, to
gtéwnie w ich obrebie zachodzg PTMs [136]. W ujeciu teoretycznym PTMs histonéw modulujg
ekspresje gendw bezposrednio poprzez modyfikacje w tadunkach i strukturach ogonéw histonowych,
co w efekcie powoduje zmiany w oddziatywaniach: histony-DNA i skutkuje rozluznieniem lub
kondensacjg struktury chromatyny. W sposéb posredni natomiast, stanowi¢ mogg miejsce wigzania
sie biatek posiadajgcych odpowiednie domeny wigzgce i wykazujgce aktywnos$é promujaca lub
supresorowg. Modyfikacje ogondéw histonowych to jeden z najlepiej poznanych mechanizmédw

epigenetycznych. Schematyczny wptyw wybranych PTMs histondw przedstawiono na Rysunku 1.12.

Rysunek 1.12. Schematyczne
J. me przedstawienie wptywu PTMs
' histonéw na stan

Modyfikacje wigzanez  a¢
me rozluznieniem chromatyny §
ac, p, me, cit, but

przestrzenny chromatyny. ac —
acetylacja; p — fosforylacja; me
— metylacja; cit — cytrulinacja;

met “Modyfikacje wigzane z but — butyrylacja; ub -
upakowaniem chromatyny ubikwitynacja; su -
me, ub, su . .
cu sumoylacja. Opracowanie
wtasne

A
(R
W obszarze badan PTMs histonéw wcigz niezwykle zywa jest dyskuja na temat istnienia tak
zwanego ,kodu histonowego” — hipotezy, wedtug ktérej pojedyncze modyfikacje histonéw komunikujg
sie ze sobg wywotujgc okreslone zmiany w profilu ekspresji gendow. Postulowano takze, ze okreslony
kod histonowy przypisany moze by¢ do konkretnego stanu chorobowego [137]. Interakcje pomiedzy

pojedynczymi PTMs mogg zachodzi¢ w formie kompetycyjnej czy tez sferycznej, zaréwno lokalnie, jak
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i dystalnie. Jednak sg one w duzej mierze zalezne od miejsc ich wprowadzenia, typow, tempa ich
wprowadzania/usuwania oraz kontekstu komérkowego. Tym samym w ostatnich latach coraz czesciej
odchodzi sie od hipotezy kodu histonowego. Dzieki postepom w technikach badawczych, w tym tych
zwigzanych z PTMs biatek i globalnymi badaniami transkrypcyjnymi w ostatnich latach odkrywane jest
coraz wiecej rodzajow PTMs histondw, miedzy innymi jest cytrulinacja.

Jedng z trudnosci badan dotyczacych PTMs histondw jest fakt, ze enzymy wprowadzajace te
modyfikacje nie sg specyficzne wytgcznie wobec biatek histonowych, ale tez innych biatek, w tym tych
zaangazowanych w regulacje transkrypcji. Powoduje to, ze zastosowanie inhibitorow czy tez nawet
wyciszenie ekspresji konkretnych enzyméw, nie stanowi idealnego modelu do badania wptywu
konkretnej modyfikacji na stan chromatyny, ze wzgledu na duzg liczbe celéw dla tych enzymdw.
Przydatne w tym aspekcie jest zastosowanie innych modeli badawczych w ktérych wystepuje mniej
homologdéw czy tez enzymdw petnigcych podobne funkcje jak np. Saccharomyces cerevisiae czy
Caenorhabditis elegans. Mutacje lub zmiany w aktywnosci enzymow wprowadzajgcych PTMs histondw
i nastepujgce w wyniku tego modyfikacje profilu PTMs histonédw znacznie wptywajg na
ekspresje gendow, a tym samym na funkcje komorki. Zaburzenia w profilu PTMs histonéw stojg czesto
u podtoza choréb nowotworowych i ze wzgledu na swéj dynamizm i potencjat odwracalnosci stanowig
atrakcyjne cele terapeutyczne. Zblizonym dziatem epigenetyki jest obszar badajgcy warianty biatek
histonowych, ktérych wystepowanie jest réwniez jednym z waznych regulatoréw stanu chromatyny
[138]. Kanoniczne histony mogg by¢ zastgpione przez niekanoniczne warianty, np. histon H3
zastepowany w aktywnych genach przez histon H3.3 [139]. Warianty odgrywajg wazne role nie tylko

w regulacji transkrypcji, ale takze w segregacji chromosoméw i procesach naprawy DNA [139, 140].

2.1.1. Metylacja histonéw

Proces metylacji histondw z chemicznego punktu widzenia nie réini sie od opisanego juz
mechanizmu metylacji biatek niehistonowych. Prowadzony jest przez te samg grupe enzymdw oraz
zachodzi gtéwnie 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 stanowié¢ moze zaréwno sygnat hamujgcy lub promujacy transkrypcje, zaleznie od
miejsca i stopnia modyfikacji. Na Rysunku .13 przedstawiono wybrane miejsca metylacji ogona
histonowego H3 oraz enzymy wprowadzajgce modyfikacje. Metylacja reguluje transkrypcje gendw
W sposob bezposredni — zmieniajgc interakcje histondw z DNA, ale czesciej ma to miejsce w wyniku
umozliwienia badz zahamowania wigzania aktywatordw lub represordw transkrypcji do promotoréw
gendéw. Waznym aspektem jest interakcja metylowanej lizyny, z biatkami zawierajgcymi
chromodomene, z ktérych jedng z najlepiej opisanych rodzin s biatka heterochromatynowe (HP, ang.
Heterochromatin proteins), w tym HP1 ktére specyficznie wigze sie z trimetylowang lizyng 9 histonu
3 (H3K9me3). Prowadzi to do formowania wyzszych struktur upakowania chromatyny, a tym samym

represji ekspresji gendw [141].
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Metylacja lizyny 4 histonu 3 (H3K4mel, me2, me3) jest jedng z najlepiej poznanych PTM
histonow. Uwaza sie, ze jest to sygnatura epigenetyczna zwigzana z aktywnymi transkrypcyjnie
genami. Dzieki profilowaniu genome-wide ustalono, ze zwiekszone poziomy H3K4mel znajdujg sie
w regionach enhancerowych, H3K4me2 na koncach 5’ transkrybowanych genéw a H3K4me3
w regionach promotorowych aktywnie transkrybowanych gendéw [142, 143]. Wiele badan wskazuje na
bezposrednie zaangazowanie H3K4me w regulacje transkrypcji, ale istniejg tez doniesienia wskazujace,
ze w niektérych sytuacjach sygnatura ta nie petni istotnej roli [142]. Zaproponowano kilka
mechanizméw w jaki H3K4me1l reguluje transkrypcje. Gtéwny zaktada, ze H3K4me1l zlokalizowane
w regionach enhancerowych utatwia ich interakcje z regionami promotorowymi poprzez tworzong
petle chromatyny, wykazano tez, ze nukleosomy na ktérych zlokalizowana jest ta sygnatura wykazuja
wieksze zdolnosci wigzania czynnikdw remodelujgcych chromatyne, co ufatwia transkrypcje [142].
Jednym z enzymdw wprowadzajgcych mono-metylacje (H3K4mel) jest SET7/9. Badania na linii
komodrkowej mysich mioblastéw C2C12 wykazaty, ze zalezna od SET7/9 H3K4mel promuje
transkrypcje genéw miogennych np. MYOD, MYOGENIN [144]. Wyciszenie SET7/9 w ludzkiej linii
$rédbtonka mikronaczyniowego (HMEC-1) skutkowato zmianami w ekspresji ponad 8000 genéw [145].
Zaburzenia w metylacji H3K4 wykrywane sg w wielu typach nowotworéw. Zaréwno obnizenie jak
i zwiekszenie poziomdéw metylacji H3K4 wigzane jest z prognozg w chorobach nowotworowych [146].
Co dodatkowo wskazuje na btedne zatozenia hipotezy jednego kodu histonowego i wyrazng zaleznos¢
efektu modyfikacji od jej kontekstu i lokalizacji.

Kolejng z dobrze poznanych sygnatur epigenetycznych jest metylacja lizyny 9 (H3K9me1, me2,
me3). W literaturze opisywana jest jako marker nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny, obecny
zarowno w konstytutywnej jak i fakultatywnej heterochromatynie. Zwtaszcza zwiekszone poziomy
H3K9me2 i H3K9me3 korelujg ze zmniejszong dostepnoscig transkrypcyjng DNA i obnizong
transkrypcjg gendw [143]. Doktadne mechanizmy tej negatywnej regulacji gendw nie s3 jeszcze dobrze
poznane, zaktada sie jednak, ze gtdwnym mechanizmem jest blokowanie przytgczania TF i komplekséw
polimerazy RNA [147]. Jak juz wspomniano, biatka HP1 a zwtaszcza izoformy HP1a i HP1[3 wigzg sie do

H3K9me2 i H3K9me3 poprzez swoje chromodomeny i f3czg sie tworzgc kompleksy biatkowe, ktére

zblizajg do siebie nukleosomy powodujac upakowanie chromatyny [143, 148]. HPla/B moga
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dodatkowo rekrutowacd inne biatka odpowiedzialne za remodelowanie chromatyny m.in. deacetylazy
histonowe [143]. Jednym z enzymdw odpowiedzialnych za wprowadzanie H3K9me2/3 na promotorach
aktywnych transkrypcyjnie genow zlokalizowanych w euchromatynie i tym samym ich represje, jest
G9a [149]. Aktywnos¢ G9a i poziomy wprowadzanych przez nig modyfikacji sg zwiekszone
w warunkach hipoksji, co ma duze znaczenie zwtaszcza w przypadku nowotwordw, gdzie represja
gendw przez aktywno$¢ G9a promowac moze proliferacje i przezywalnosé [150]. W wielu typach
nowotworéw zaobserwowano zwiekszone poziomy G9a m.in. rak piersi, rak prostaty [151], co
bezposrednio zwigzane jest ze zmniejszong ekspresjg gendw supresorowych. Metylacja H3K9, w tym
ta regulowana przez G9a zaangazowana jest rowniez w promowanie EMT i hamowanie apoptozy, co
potwierdza silne powigzania miedzy zaburzeniami w H3K9me2/3, a agresywnos$cia nowotworu
i potencjatem do przerzutowania [151]. Kilka z inhibitoréw G9a badane byto pod katem ich
wykorzystania jako potencjalnych lekéw, jednak dotychczas zaden z nich nie doszedt do etapu préb
klinicznych. Jeden z najbardziej obiecujgcych zwigzkéw: BIX-01294 wykazywat zdolno$¢ do hamowania
wzrostu kilku linii nowotworowych indukujgc zmniejszenie pozioméw H3K9me2, jednak wykazywat
rowniez duzg cytotoksycznos¢ wzgledem komorek prawidtowych, co znacznie zmniejszyto potencjat
jego wykorzystania [151].

LSD1 jest jednym z enzymdw usuwajgcych grupy metylowe z H3K4 i H3K9. W ujeciu ogdlnym
dziata jako represor ekspresji gendéw, poprzez usuwanie H3K4mel/2, lub jej aktywator, poprzez
usuwanie H3K9me2 [152]. Wykazano, ze LSD1 uczestniczy m.in. w aktywacji ekspresji genow zaleznych
od receptora estrogenowego alfa [153] i represji neuronalnych genéw w tkankach nieneuronalnych
[154, 155]. W badaniach wykonanych na komérkach HMEC-1 wyciszenie ekspresji LSD1 spowodowato
zwiekszenie poziomow biatek HP1, rozregulowanie proliferacji i uruchomienie mechanizméw naprawy
DNA [156]. Zwiekszong produkcje LSD1 zarejestrowano w wielu typach nowotwordw m.in. prostaty,
piersi i ptuc [152]. Farmakologiczne zahamowanie aktywnosci LSD1 wydaje sie obiecujgcym celem
terapii przeciwnowotworowych. Obecnie kilka specyficznych inhibitoréw LSD1 znajduje sie na réznych
etapach badan klinicznych, miedzy innymi GSK2879552 (Il faza badan klinicznych) lub CC-90011 (I faza
badan klinicznych) [157].

Metylacja argininy w ogonach histonowych i jej epigenetyczna rola jest znacznie stabiej zbadana
w poréwnaniu do metylacji lizyny. Moze to by¢ spowodowane stabym poznaniem mechanizmow jej
demetylacji i relatywnie niedawnym odkryciu PRDMSs, przez co nie stanowita ona atrakcyjnego
odwracalnego celu, ktéry mégtby znalezé zastosowanie w terapiach. Co istotne w przypadku tej PTMs

histonow, rézne strukturalnie typy dimetylacji wywieraé mogg odwrotne efekty [26, 31].

2.1.2. Acetylacja histonéw

W odrdznieniu od opisanej wyzej metylacji efekty acetylacji histondw regulujgce status
transkrypcji sg bardziej bezposrednie. Redukcja pozytywnego tadunku lizyny hamuje wigzanie sie
modyfikowanych histonéw do DNA tym samym powodujgc rozluznienie chromatyny, umozliwiajgc

przytgczanie TF i aktywacje transkrypcji. | odwrotnie, usuniecie grupy acetylowe]j przywraca tadunek
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reszty lizynowej co prowadzi do zwiekszenia upakowania chromatyny. Globalna hiperacetylacja
znacznie zwieksza odlegtosci pomiedzy nukleosomami [158]. Z tego powodu uwaza sie, Ze jest
sygnatem promujgcym transkrypcje. Jednak nalezy miec tez na uwadze, ze rozluznienie chromatyny
moze powodowaé represje transkrypcji, tworzac przestrzen dla przytaczania czynnikéw
represorowych, komplekséw remodelujgcych chromatyne oraz modulatoréw innych PTMs histondéw
np. metylacji. Acetylowane lizyny mogg by¢ rozpoznawane przez liczne biatka, w tym te zawierajace
bromodomeny, ktdre tworzg kompleksy aktywujgce transkrypcje [159, 160]. Przyktadem takiego biatka
jest BRD4, ktéry wykrywa wysoko acetylowane regiony chromatyny i po przytgczeniu do acetylo-lizyny
promuje transkrypcje poprzez aktywacje polimerazy RNA Il [161]. Dodatkowo wykazano, ze
deacetylacja histondw jest wysoce skorelowana z metylacjg CpG, co jeszcze bardziej potwierdza jej role
w inaktywacji transkrypcji [162]. Praktycznie kazda z lizyn zlokalizowanych w ogonach histonowych
stanowi¢ moze cel dla KATs/KDACs, ktére ze wzgledu na ich pierwotne wykrycie jako enzymy
modyfikujgce histony okre$la sie tez w literaturze jako HATs/HDACs. Acetylacja moze regulowad
ekspresje okreslonych gendw poprzez ulokowanie w ich regionach promotorowych lub tez
powodowac globalng ekspresje genéw, gdy wprowadzona jest w wielu obszarach chromatyny zaréwno
w regionach kodujacych i niekodujgcych [163]. Podobnie jak w przypadku metylacji, najszerzej zbadano
acetylacje ogona histonu H3. Dobrze poznane modyfikacje to acetylacja lizyn w pozycjach 4, 9, 14 i 27
[143]. Zaréwno acetylacja, jak i deacetylacja histonow petnig istotne role w regulacji ekspresji genow
niezbednych do réznicowania komorek, progresji cyklu komérkowego i metabolizmu.

Lizyny 4i 9 (K4, K9) w ogonie histonu H3 stanowig miejsce przeprowadzenia zaréwno acetylacji,
jak i opisanej wyzej metylacji. W przypadku H3K4 zaréwno acetylacja, jak i metylacja postrzegane sg
obecnie jako sygnatury odpowiadajgce za promowanie transkrypcji. Doktadny genomowy rozktad
H3K4ac, w odrdézinieniu od H3K4me3 nie jest jeszcze poznany, jednak niedawne badanie
przeprowadzone przez zespdt Kang i wsp. z wykorzystaniem ludzkiej limfoblastycznej linii komdrkowej
(K625) rzucity nieco swiatta na ten niezbadany dotad obszar [164]. Zwiekszone poziomy H3K4ac
wykryto zaréwno w obrebie miejsca inicjacji transkrypcji, jak i w regionach enhancerowych [164].
Zahamowanie wprowadzania acetylacji na H3K4 poprzez zastosowanie inhibitora p300 skutkowato
obnizeniem pozioméw metylacji H3K4, co wskazuje na wyrazng interakcje pomiedzy tymi
modyfikacjami [164]. Badania wskazujgce na korelacje miedzy acetylacja, a metylacjg H3K4
przeprowadzono réwniez wczesniej na drozdzach [165]. Wyniki badania z wykorzystaniem techniki
ChlP-seq przeprowadzone na prawidtowych komdérkach piersi (MCF10A), jak i liniach nowotworowych
raka piersi: MCF7 oraz MDA-MB-231, wykazaty wysokie poziomy globalnego poziomu H3K4ac na
wczesnych etapach rozwoju nowotworu i spadek tej modyfikacji z jednoczesnym zwiekszeniem
globalnych poziomdéw H3K4me3 na zaawansowanych etapach rozwoju nowotworu [166]. Modyfikacje
H3K9 stanowig dobry przyktad kompetycyjnej rywalizacji pomiedzy acetylacjag a metylacjg, ktére
wywotujg odwrotne efekty ekspresyjne. W przypadku wprowadzenia grupy acetylowej niemozliwa jest

interakcja biatek HP1o/p z H3K9me3, co skutkuje zwiekszeniem dostepnosci transkrypcyjnej DNA.
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H3K9ac bardzo czesto wystepuje facznie z H3K14ac w regionach enhancerowych aktywnych
transkrypcyjnie genéw [167, 168]. H3K9ac i H3K4me3 czesto zlokalizowane sg w obrebie tych samych
regiondw promotorowych i wspotpracujg w pozytywnej regulacji transkrypcji [169]. Postulowana przez
Gates’a i wsp. rola w regulacji transkrypcji dla H3K9ac zlokalizowanego obok H3K4me3 polega na
umozliwieniu progresji procesu transkrypcji z etapu jej inicjacji do elongacji [170]. Obecnie zaden
inhibitor HATSs nie jest stosowany w terapiach nowotworowych jednak wyniki z badan in vitro wskazuja
na potencjat ich zastosowania w przysztosci po opracowaniu lub tez znalezieniu lepszych zwigzkow.
Jednym z dostepnych obecnie inhibitoréw jest zwigzek C646 hamujgcy aktywno$é p300/CBP, ktéry
w badaniach wykonywanych na nowotworowych liniach komdérkowych hamuje zaréwno rozwadj, jak
i inwazyjno$é niektorych typow nowotwordw. Ekspresja p300/CBP byta znacznie zwiekszona w pieciu
badanych liniach nowotworéw zotgdka w poréwnaniu do linii komorek prawidtowych, a zahamowanie
aktywnosci HATs poprzez zastosowanie C646 w liniach nowotworowych zatrzymato ich proliferacje,
migracje i obnizyto potencjat inwazyjny [171]. Podobne dziatanie C646 pokazano w modelu raka
trzustki, gdzie obnizeniu H3K9ac i H3K27ac towarzyszyto zmniejszenie ekspresji regulatoréw cyklu
komodrkowego — cykliny B i CDK1, odpowiedzialnych za progresje G2/M [172].

Ze wzgledu na potencjat terapeutyczny inhibitorow HDACs to wtasnie role tych enzymoéw
w kontekscie regulacji ekspresji gendw zbadano najlepiej. Deacetylacja histondw przeprowadzana jest
przez wszystkie klasy HDACs. Ich rekrutacja odbywa sie w wyniku kilku poznanych mechanizmaw,
a wiele HDACs wchodzi w sktad wielobiatkowych komplekséw [173]. Biatko MeCP2 rozpoznajace
metylacje DNA rekrutuje HDACs do deacetylacji zmetylowanych juz miejsc promotorowych co
powoduje obnizenie transkrypcji gendéw [174]. HDACs poprzez deacetylacje histondw uczestniczg
w regulacji ekspresji genow kluczowych w podtrzymaniu prawidtowych funkcji komarek, w tym tych
zwigzanych z cyklem komorkowym, apoptozg i naprawg uszkodzen DNA. To wiasnie dlatego
zaburzenie ich funkcji jest tak powszechne w wielu typach nowotwordw, gdzie rejestruje sie
zwiekszone poziomy ekspresji HDACs, ktére zwigzane sg zardwno z tumorogenezg jak i progresjg
i zwiekszeniem stopnia agresywnosci nowotworéw. Wiekszos¢ nowotwordw charakteryzuje sie
globalnym spadkiem acetylacji histondw, co prowadzi¢ moze do ekspresji onkogenéw [175]. Poza
nadekspresjg HDACs obserwowane sg takze ich mutacje, zwtaszcza w biataczkach [176]. HDAC1
wykazuje aktywnos$¢ hamujgcg apoptoze i promujgcy proliferacje. Wykazano, iz wyciszenie ekspresji
HDAC1 w komadrkach Hela skutkuje zahamowaniem ich proliferacji [177]. Zwiekszona ekspresja HDAC5
wykryta zostata w prébkach rdzeniaka pierwotnego, a jej wyciszenie z wykorzystaniem siRNA
zmniejszyto wzrost i przezywalnos¢ ludzkich linii komdrkowych rdzeniaka wielopostaciowego [178].
Istotnym aspektem jest takie zaangazowanie HDACs w modulacje funkcji komdrek srédbtonka
w kontekscie neoangiogenezy. Zastosowanie inhibitorow HDACs ma bardzo duzy potencjat w terapiach
nowotworowych. W aspekcie acetylacji histonéw, HDACi mogg powodowac przywrdcenie ekspresji
gendw supresorowych i inicjowaé zahamowanie wzrostu komdrek nowotworowych, czy tez nawet ich

apoptoze [179]. Poza wymienionymi w Tabeli I.2 Zaakceptowanymi przez FDA HDACi na szeroka skale
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poszukuje sie innych zwigzkéw wykazujgcych podobne wiasciwosci. W ostatnim czasie coraz wiecej
badann opisuje mozliwos¢ wykorzystania zwigzkow pochodzenia naturalnego w terapiach
nowotworowych. Jednym z takich zwigzkéw jest resweratrol, ktéry dziata jako inhibitor pan-HDACs
[180] i na podstawie ktdrego opracowywane sg obecnie nowe inhibitory. Podobny potencjat
wykazywac mogg polifenole, w tym gallusan epigallokatechiny, ktéry w przeprowadzonych przez nas
badaniach na modelu $rédbtonkowym wykazuje silng aktywnos¢ inhibitorowg wzgledem HDACs

[Ciesielski i wsp. 2020, 181].

2.2. Epigenetyczny aspekt cytrulinacji biatek

PADs regulujg ekspresje gendéw poprzez modyfikacje TF i/lub szlakow sygnatowych oraz
bezposrednio poprzez cytrulinacje histondw. Jak juz wspomniano wytgcznie PAD2 i PAD4 s3 zdolne do
prowadzenia cytrulinacji histonéw, a gtéwne doniesienia na ten temat opierajg sie na modelach
nowotworowych stad praktycznie niewiele wiadomo na temat roli cytrulinacji histonéw w regulacji
prawidtowych funkcji komdrek. Jednak, liczba badan opisujgcych ten aspekt wcigz sie zwieksza.
Zaangazowanie cytrulinacji histondw w formowanie NETs poprzez dekondensacje chromatyny
wskazuje, ze moze mie¢ ona molekularne efekty podobne do acetylacji. Zaréwno acetylacja jak
i cytrulinacja skutkuja utratg ujemnego tadunku aminokwasu, co wptywa bezposrednio na interakcje z
DNA. Dlatego tez obecnie uwaza sie cytrulinacje za modyfikacje zwigzang z promowaniem ekspresji
gendéw, co dodatkowo potwierdza fakt, ze PAD4 i cytrulinacja H3 zlokalizowane byty w obrebie
promotorow aktywnych transkrypcyjnie gendw [182]. Nie odkryto dotychczas zadnej domeny
biatkowej ktéra rozpoznawataby specyficznie cytruline w sekwencji biatek, co sprawia, ze nieznane sg
mechanizmy regulacji ekspresji gendw przez cytrulinacje histonéw. Dodatkowo, nieznane sg procesy,
ktore odpowiadajg za rekrutacje PAD4 lub PAD2 do DNA. Nie posiadajg one domeny wigzgcej DNA
i dlatego spekuluje sie, ze rekrutowane sg najpewniej w wyniku interakcji z czynnikami
transkrypcyjnymi czy tez wchodzg w sktad kompleksow biatkowych regulujgcych ekspresje genéw
[100]. Cytrulinacji podlegajg reszty argininowe obecne w ogonach kazdego z histondw, ale najszerzej
opisano modyfikacje H3 i H4 [157]. PAD4 odpowiada za modyfikacje arginin R2, R8, R17 histonu 3 [100]
i to gtdwnie na nich oparta jest obecna wiedza dotyczgca cytrulinacji histondw. W pordéwnaniu
z obecnym stanem wiedzy na temat roli acetylacji/metylacji histondw w regulacji ekspresji gendw,
wptyw cytrulinacji jest znacznie stabiej poznany. Dostepne doniesienia wskazujg na zaangazowanie
PAD2 i H3R26cit w ekspresje gendw podczas réznicowania oligodendrocytéw i istotng role PAD4
i cytrulinacji H3 w ekspresji genébw w embrionalnych komédrkach macierzystych [102, 110, 183]
i réznicowaniu komorek [184]. PAD2 wydaje sie by¢ takze istotnym regulatorem ekspresji genow
docelowych szlaku receptora estrogenowego o, [185].

Interakcje metylacja <—> cytrulinacja sg istotne nie tylko ze wzgledu na kompetycyjnosc
wzgledem tych samych reszt argininownych, ale takze w aspekcie kolokalizacji metylowanych reszt
lizynowych i argininowych podlegajacych deiminacji. W roku 2013 Sharma i wsp. wykazali taka

interakcje w obrebie H3R8cit i H3K9me3 [186]. W linii komdrkowej raka piersi MCF7, cytrulinacja
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H3R8cit wprowadzana przez PAD4 hamowata rozpoznawanie H3K9me3 przez HP1la, a tym samym
promowata ekspresje gendw m.in. TNFa i innych cytokin zapobiegajac kondensacji struktury
chromatyny [186]. Efekt ten nie byt obserwowany w przypadku zahamowania aktywnosci PAD4, gdzie
HPla wchodzito w interakcje z H3K9me3 promujac upakowanie chromatyny [186]. Dodatkowo
badania zespotu Wiesie i wsp. 2019 przeprowadzone na komdrkach mysich pokazaty, ze HP1y ulega
cytrulinacji prowadzonej przez PAD4, a modyfikowane argininy znajdujg sie w obrebie chromodomeny
tego biatka co bezposrednio uposledza jego wigzanie do H3K9me3 [187]. Hamowanie interakcji
HP1/H3K9me3 moze by¢ rowniez istotne w procesie globalnej dekondensacji chromatyny podczas
formowania NETs. Metylacja i cytrulinacja rywalizowa¢ mogg w regionach promotorowych gendw,
wywotujgc odmienne efekty transkrypcyjne (Rysunek 1.14) [109]. Negatywng interakcje pomiedzy
metylacjg i cytrulinacjg reszt aminokwasowych zlokalizowanych obok siebie w ogonie histonu H3
zaobserwowano takze w przypadku H3R26cit i H3K27me3. Przetlomowe badanie zespotu Clancy i wsp.
z roku 2017 w doskonaty sposdb ilustrujg te interakcje zaréwno z wykorzystaniem modyfikowanych

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

A.
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pS2, CTFCi OKL38

Wprowadzenie H3K27me3 przez EZH2 powoduje spowolnienie wprowadzania H3R26cit przez PAD2
okoto 30-krotnie, o wiele istotniejszy efekt obserwowany byt w strone odwrotng, gdzie H3R26cit
hamuje wprowadzenie H3K27me3 blisko 30 000-krotnie [188]. Z biochemicznego punktu widzenia
utrudnienie a w praktyce uniemozliwienie wprowadzenia H3K27me3 wywotywane jest zmiang
struktury ogona histonowego wywotywang przez H3K26cit i utratg dodatniego tadunku argininy
W pozycji 26 co utrudnia interakcje EZH2 z sgsiadujacg lizyng 27 [188]. W modelu ludzkich komodrek

raka piersi TDF47, autorzy pokazali, ze interakcja ta jest istotna w regulacji ekspresji genéw zaleznych
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od ERa i co istotne, PAD2 moze dodatkowo odpowiadac za rekrutacje KDMs, usuwajgcych H3K27me3,
umozliwiajgc transkrypcje genow [188].

W kontekscie podobnych interakcji cytrulinacji z acetylacjg obecnie praktycznie brak doniesien
literaturowych. Wspominano juz o regulacji funkcji acetylotransferazy p300 przez cytrulinacje, jednak
nie opisano dotychczas bezposrednich interakcji miedzy modyfikowanymi aminokwasami. W ogélnym
obrazie, zahamowanie cytrulinacji H3 i H4 z wykorzystaniem CLA w mysich zygotach réwnoczesnie
zmniejszyto acetylacje m.in. H3K9, H3K18, a autorzy postulujg, ze cytrulinacja histonéw sprzyja
wprowadzaniu acetylacji [189]. We wczes$niejszym badaniu z 2009 roku wykazano, ze cytrulinacja
powigzana moze by¢ réwniez z deacetylacjg. W komodrkach raka piersi (MDA-MB231) PAD4
wspotpracuje z HDAC1 w represji gendw regulowanych przez promotor pS2 [190].

Tak jak w przypadku innych PTMs histondw, efekty cytrulinacji sg wysoce zalezne od miejsca jej
przeprowadzenia. O ile uogdlnienie i traktowanie cytrulinacji jako PTMs histondw promujacej
transkrypcje moze by¢ przydatne w analizach, nalezy mie¢ na uwadze, ze efekty mogg by¢ odwrotne,
tak jak w przypadku gendw, ktorych ekspresja obnizana jest przez cytrulinacje m.in. OKL38 [191].
Zespot Zhang i wsp. opisat opracowanie programowalnego systemu edycji epigenetycznej
umozliwiajgcego wprowadzanie cytrulinacji histonéw w zadanym miejscu genomu, opartego na
technice CRISPR [192]. System ten moze rekrutowaé PADs do wprowadzania modyfikacji H3 co
skutkuje aktywacjg lub represjg ekspresji gendéw, przyszte badania z wykorzystaniem tej techniki
umozliwig znaczne poszerzenie obecnego stanu wiedzy na temat epigenetycznej roli cytrulinacji
histonow [192]. CzesSciowo opisano mechanizm dziatania PAD2 i H3cit w patogenezie raka piersi.
Woyciszenie PAD2 w komérkach raka piersi MCF7 zahamowato ich proliferacje, co autorzy korelujg
z obnizeniem ekspresji gendow PTN i MAGE12, wigzanych z progresjg szeregu typdéw nowotworow
[185]. W kolejnym badaniu, zaprezentowano wyniki $wiadczgce o waznej roli H3R26c¢it wprowadzanej
przez PAD2 w promowaniu ekspresji gendw zaleznych od ERa, jednego z wiodacych regulatorow
w raku piersi [193]. Podobny mechanizm przedstawiono w przypadku raka prostaty, gdzie wykazano,
ze cytrulinacja histonéw reguluje wigzanie sie receptora androgenowego do genow docelowych, za$
wyciszenie PAD2 w linii komdrkowej gruczolakoraka prostaty (LNCaP), skutkuje obnizeniem ich
proliferacji i przezywalnosci [194]. Kilka niezaleznych badan potwierdzito, ze PAD4 jest rekrutowane
przez p53 do promotoréw jego docelowych gendw, gdzie przeprowadza konwersje argininy lub
metyloargininy do cytruliny, usuwajgc tym samym efekty tej modyfikacji [119, 191]. W linii
komoérkowej ludzkiego kostniakomiesaka U20S ustalono, ze reszty cytruliny obecne sg na promotorze
genow docelowych p53: p21/WAF1, a zahamowanie lub wyciszenie PAD4 zwieksza ich ekspresje, co
prowadzi do zatrzymania cyklu komdrkowego i apoptozy [195]. Cytrulinacja histondw przeprowadzana
przez PADA4, ktdra nie jest $cisle zwigzana z epigenetyczng regulacjg ma miejsce podczas omdwionego
juz mechanizmu formowania NETs, ktory w ostatnich latach przycigga coraz wiecej uwagi réwniez

w konteks$cie zaangazowania w progresje i przerzutowanie nowotworow [196].
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3. Srédbtonek naczyniowy

Srédbtonek to pojedyncza warstwa komoérek wyscielajgca wewnetrzne $ciany naczyn
krwiono$nych i limfatycznych, o facznej powierzchni ok. 1000 m?i wadze 1 kg [197]. Jest niezwykle
istotnym i wysoce aktywnym metabolicznie elementem naczyn. Przez wiele lat jego rola byta
marginalizowana i postrzegany byt jedynie jako warstwa jgdrzastego celofanu [197], stanowigcego
fizyczng potprzepuszczalng bariere miedzy kragzacg krwig i Srodowiskiem pozanaczyniowym. Jednak
obecnie wiemy, ze Srédbtonek i jego prawidtowe funkcjonowanie jest niezbedne w zapewnieniu
homeostazy organizmu. Produkuje i wydziela wiele czynnikdw o szerokim spektrum biologicznym,
dodatkowo na jego powierzchni prezentowane s3 liczne antygeny, czgsteczki sygnatowe i receptory
przez co niektérzy badacze traktujg go wrecz jako jeden z narzagddéw cztowieka, mianowicie jako
rozproszony organ endokrynny [198].

Komorki srédbtonka (ECs, ang. Endothelial Cells) zaliczane sg do nabtonkdw wyspecjalizowanych
i powstajg z mezodermy podczas rozwoju embrionalnego i réznicowania sie hemangioblastow
w angioblasty [199]. Pojedyncze ECs sg zazwyczaj ptaskie o grubosci ok 0,2 pum i wymiarach 10 x 30 pum.
Ich fenotyp jest wysoce zalezny od lokalizacji. Nawet u jednej osoby komoérki srodbtonka pobrane
z roznych miejsc uktadu krwionosnego wykazywac moga nie tylko inny ksztatt, ale takze profil ekspresji
antygenow, czy wydzielanych czynnikéw regulatorowych [200]. W naczyniach, ECs utozone sg na ECM,
do ktérej Scisle przylegajg dzieki receptorom integrynowym [198]. Za adhezje i komunikacje pomiedzy
sgsiadujgcymi komoérkami odpowiadajg kompleksy potgczen miedzykomodrkowych, wsrdd ktérych
wyrdznia sie potaczenia Sciste, potaczenia przylegajace i potaczenia szczelinowe [201]. Rodzaj
potgczenia i ekspresja kompleksow zalezg od rodzaju naczyn i okreslonej dla danej lokalizacji
przepuszczalnosci [201]. Od strony skierowanej do $wiatta naczynia ECs pokryte sg warstwg
glikokaliksu [202], ktdry tworzony jest przez sie¢ proteoglikandw, glikoprotein i glikozaminoglikanow,
odgrywajacych istotne role w utrzymaniu homeostazy naczyn [202]. Jednym z najwazniejszych
elementow glikokaliksu jest siarczan heparanu, istotny w regulacji przepuszczalnosci, rozpoznawaniu
ligandow przez receptory i procesach immunologicznych [202]. Wiekszos$¢ energii wymaganej do

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

3.1. Fizjologiczne funkcje srodbtonka naczyniowego

Komorki sSrédbtonka sg kluczowymi regulatorami proceséw istotnych w utrzymaniu homeostazy
catego organizmu. Do gtdwnych funkcji ECs nalezg: (i) stanowienie fizycznej bariery i regulowanie
komunikacji miedzy krwig, a tkankami, (ii) regulacja przeptywu i ci$nienia krwi, (iii) kontrola potencjatu
fibrynolitycznego i antykoagulacyjnego, (iv) regulacja procesu angiogenezy. Na Rysunku 1.15.
przedstawiono gtéwne czynniki wydzielane przez ECs zaangazowane w regulacje wymienionych wyzej

procesow.
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Poprzez swoje potozenie w naczyniach krwiono$nych monowarstwa ECs uczestniczy
w dwukierunkowym transporcie i wymianach substancji rozpuszczonych i czgsteczek pomiedzy krazaca
krwig i tkankami [204, 205]. Przepuszczalnos¢ bariery srédbtonkowej jest rézna w réznych odcinkach
naczyn krwionosnych, najmniejszg obserwuje sie w tetniczkach, a najwiekszg w zytkach [206]. Woda
i substancje rozpuszczone swobodnie przenikajg przez bariere $rddbtonkows, a makroczasteczki
w wiekszosci transportowane sg na drodze transcytozy. Transport na drodze transcytozy zalezny jest
od obecnosci wyspecjalizowanych struktur btonowych zwanych kaweolami. Istotnym biatkiem
btonowym obecnym w kaweolach i uczestniczgcym w transcytozie jest biatko PV-1 [207], ktére reguluje
m.in. przepuszczalnos$é ptucnych ECs dla biatek osocza, w tym albuminy [207]. Poza transportem
substancji, bariera srédbtonkowa zapobiega takie wynaczynieniu komadrek krwi, jednak umozliwia
przenikanie leukocytdw przez S$ciany naczyn krwionosnych w procesie zwanym migracjg
przezérddbtonkowg. Celem tego procesu jest usuniecie czynnikow powodujgcych stan zapalny
w tkankach [208].

Srédbtonek reguluje cisnienie i prawidtowy przeptyw krwi poprzez wydzielanie w odpowiedzi na
bodZce mechaniczne i biochemiczne, szeregu czynnikow zaréwno wazodylatacyjnych, jak
i wazokonstrykcyjnych [198] (Rysunek 1.13). Czynniki te powodujg odpowiednio rozkurcz lub skurcz
miesni gtadkich naczynia, skutkujgc rozszerzeniem lub zwezeniem Swiatta naczynia i regulacjg
przeptywu krwi. Jednym z najwazniejszych czynnikbw wydzielanych przez ECs, nie tylko
w kontekscie przeptywu krwi, jest tlenek azotu (NO°), syntetyzowany miedzy innymi przez
Srédbtonkowg syntaze tlenku azotu (eNOS, ang. Endothelial Nitric Oxide Synthase). NO* jest silnym
wazodylatatorem, wykazuje zdolnos¢ przenikania do komorek miesni gtadkich naczyn, aktywuje
cyklaze guanylowg co powoduje obnizenie aktywnosci kinazy taricucha lekkiego miozyny i relaksacjg
naczynia krwionosnego a tym samym spowolnienie przeptywu krwi [209]. Do innych wazodylatatorow
wydzielanych przez srédbtonek nalezg rowniez: prostacyklina PG1; i leukotrieny Cs i C4 [198, 210],
z ktorych kazdy charakteryzuje sie innym mechanizmem dziatania. Do gtéwnych wazokonstryktoréw
wydzielanych przez komoérki srédbtonka nalezg: endotelina 1 (ET-1), angiotensyna Il (All), czynnik

aktywujacy ptytki (PAF, ang. Platlet Activation Factor) i tromboksan A, (TA;) [210, 211]. Zwtaszcza ET-
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1 jest szczegdlnie istotnym wazokonstryktorem, ktdrego dziatanie oparte jest na interakcjach
z receptorem endoteliny typu A (ETA) zlokalizowanymi na komadrkach miesni gtadkich. Po aktywacji
receptora ETA dochodzi do wzrostu wewnatrzkomérkowego stezenia jondw wapnia w komérkach
miesniowych co prowadzi do skurczu miesni [212] i zwezenia $wiatta naczynia. W warunkach
fizjologicznych wiekszo$¢ z wymienionych substancji wytwarzana jest przez srodbtonek w niewielkich
ilosciach [198] i pozostajg one w Scisle okreslonej réwnowadze, ktéra regulowana jest w odpowiedzi
na sygnaty zewnetrzne lub wewnetrzne.

Hemostaza, to system mechanizméw zapobiegajgcych wyciekom krwi z uszkodzonych naczyn
krwionosnych i utrzymujacych jej ptynnos$¢ w stanach fizjologicznych. Koagulacja i fibrynoliza to
procesy wieloetapowe, sktadajgce sie z szeregu zdarzen, mechanizméw komodrkowych
i biochemicznych, ktére utrzymujg ptynnos¢ krwi w naczyniach, a takze odpowiadajg za tworzenie
skrzepdw podczas urazu i pdiniejsze ich rozpuszczanie. Hemostaza tym samym opiera sie na
rownowadze pomiedzy czynnikami antykoagulacyjnymi/prokoagulacyjnymi oraz czynnikami
fibrynolitycznymi/antyfibrynolitycznymi. Lokalizacja ECs na wewnetrznych $cianach naczyn
krwionosnych i ich bogaty profil wydzielniczy sprawiajg, ze sg one kluczowymi elementami
utrzymujacymi hemostaze, biorg udziat w regulacji zaréwno zewnatrz- jak i wewnatrzpochodnego
szlaku koagulacji krwi oraz fibrynolizy [213]. Juz w latach 70 i 80 XX wieku naukowcy zauwazyli, ze na
powierzchni srédbtonka prezentowane sg czasteczki biorgce udziat w regulacji krzepniecia krwi [214].
ECs produkujg i wydzielajg wiele regulatorow hemostazy, niektére z nich przedstawiono na Rysunku
1.13. Do czynnikéw antykoagulacyjnych wydzielanych przez srédbtonek naleza: antytrombina IlI (ATIII),
inhibitor zewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia, NO*, EPCR, THBM, kofaktor heparyny II. ATIII jest
jednym z gtéwnych inhibitoréw krzepniecia krwi, hamuje aktywowane czynniki krzepniecia w tym
trombine i FIXa, FXa, FXla, FXlla [198, 214]. TFPI natomiast jest inhibitorem aktywacji FVII poprzez
hamowanie tworzenia kompleksu tego czynnika z uwolnionym z uszkodzonych ECs czynnikiem
tkankowym (TF, ang. Tissue Factor), a tym samym inicjacji zewngatrzpochodnego szlaku krzepniecia krwi
[214]. ECs wydzielajg takze czynniki prokoagulacyjne, w tym gtownie TF, PAF i vWF [198, 214]. ECs sg
wazne w utrzymaniu potencjatu fibrynolitycznego, odpowiadajg za produkcje m.in. aktywatoréw
plazminogenu, ktdre przeksztatcajg plazminogen w aktywng plazmine doprowadzajgc do roztozenia
ztogow fibrynowych. Przez ECs wydzielane sg m.in. tkankowy aktywator plazminogenu (tPA ang. Tissue
plasminogen activator), urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA, ang. Urokinase plasminogen
activator) [198, 214]. Dla utrzymania rdwnowagi fibrynolitycznej ECs produkujg i wydzielajg takze
proteazy serynowe zaliczane do rodziny SERPIN, ktore sg inhibitorami fibrynolizy, wsréd nich
najwieksze znaczenie obecnie przypisuje sie PAI-1 (SERPIN E1), ale wydzielane s3 takze inne SERPINy
w tym np. PEDF (SERPIN F1) [215, 216]. W ogdlnym zarysie hemostatyczna rola s$rddbtonka
w warunkach fizjologicznych polega na utrzymaniu ptynnosci krwi poprzez wydzielanie czynnikéw
antykoagulacyjnych i utrzymaniu jej swobodnego przeptywu przez naczynia poprzez promowanie

fibrynolizy.
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Zaburzenie funkcji $Srédbtonka stoi u podstaw wielu standw patologicznych. Gtéwnie s3 to
choroby uktadu krazenia, cukrzyca, ale takze nowotwory. Dobrym przyktadem sg zaburzenia
w regulacji przeptywu krwi, wywotane m.in. obnizeniem produkcji NO® co prowadzi¢ moze do rozwoju
nadcis$nienia [217], ktdre jest jednym z gtéwnych czynnikdw ryzyka rozwoju CVDs, takich jak choroba

wiencowa, niewydolnos¢ serca czy migotanie przedsionkow [218, 219].

3.1.1. Angiogeneza

W literaturze czesto jako flagowg funkcje ECs opisuje sie regulacje angiogenezy. Wedtug
definicji, angiogeneza to: wieloetapowy proces powstawania nowych naczyn krwionosnych z juz
istniejgcych [220]. Jest to proces odrebny od waskuologenezy — powstawania naczyn krwionosnych de
novo, ktéra zachodzi gtéwnie podczas embriogenezy i prowadzi do powstania pierwszej sieci
mikronaczyn [221]. Angiogeneza jest istotna w embriogenezie, ale ma miejsce rowniez w pézniejszym
zyciu i jest kluczowa w procesie naprawy tkanek zwfaszcza przy zarastaniu ran, podczas cyklu
menstruacyjnego, rozwoju miesni i regeneracji wysciodtki organdw [222]. O ile fizjologiczna angiogeneza
jest niezwykle wazna dla utrzymania prawidtowego funkcjonowania organizmu, postulowaé mozna, ze
jest réwnie istotna w rozwoju i progresji choréob nowotworowych. Obecnie proponowane jest kilka

mechanizmdw przebiegu procesu angiogenezy.

A.l Inne czynniki ALl

VEGFm  FGF & Pioanaionenne Proteazy / MMPs
.

v
VEGFR \IJ FGFRT \r Receptory \> A.V.
<— ECM .

= ECs y @ ANG1
VSMCs TIE2
|
ALlll A.lV. 3’ Pericyty
T Proliferacja /| 'S
Migracja ECs ECs

Rysunek 1.16. Przebieg procesu angiogenezy. Doktadny opis poszczegdlnych etapow w tekscie. A. I: Inicjacja, A. Il
Degradacja macierzy zewnatrzkomorkowej, A.lll: Migracja ECs, A.IV: Proliferacja ECs, A.V: Dojrzewanie i stabilizacja
naczynia Opracowanie wtasne na podstawie [198, 222

W warunkach fizjologicznych wyréznia sie dwa gtéwne modele angiogenezy: angiogeneze
kietkujaca, i angiogeneze wgtobienowg [222], sposrdd ktdrych to ten pierwszy przedstawiany jest
w literaturze jako gtdwny mechanizm. Proces angiogenezy kietkujgcej przebiega w pieciu etapach
(Rysunek 1.1): (i) Inicjacja angiogenezy poprzez pobudzenie ECs przez sygnaty proangiogenne, w tym
gtéwnie czynniki wzrostowe sposréd ktérych najistotniejsza jest rodzina naczyniowo-srédbtonkowych
czynnikéw wzrostu (VEGF, ang. Vascular Endothelial Growth Factor), ale tez czynniki wzrostu
fibroblastow (FGF, ang. Fibrolast Growth Factor) i czynniki wzrostowe pochodzenia ptytkowego (PDGF,
ang. Platelet Derived Growth Factor), (ii) degradacja btony podstawne] otaczajgcej naczynie
krwionosne w wyniku aktywnosci proteaz, w tym gtéwnie MMPs, (iii) adhezja i migracja ECs
stymulowana czynnikami proangiogennymi i obecnoscig integryn, (iv) intensywna proliferacja
komorek srédbtonka, formowanie struktur kapilarnych prowadzacych do powstania nowego naczynia
krwionosnego, (v) dojrzewanie i stabilizacja Scian naczynia, poprzez zwiekszenie jej integralnosci
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i zmniejszenie przepuszczalnosci m.in. w wyniku indukcji szlakéw sygnatowych zaleznych od
oddziatywania angiopoteny-1 z receptorem prezentowanym przez ECs — Tie2 [222].

Podsumowujac, w trakcie opisanego procesu angiogenezy komorki srodbtonka poza funkcjami
wydzielniczymi wykazujg tez wzrost zdolnosci migracyjnych, proliferacyjnych oraz tworzenia struktur
kapilarnych. Proces ten, jest Scisle regulowany przez réwnowage pomiedzy czynnikami pro- i anty-
angiogennymi, sposrdd ktorych najwazniejsze produkowane i wydzielane sg przez komérki srodbtonka.
Do najwazniejszych czynnikdw proangiogennych nalezg wymienione juz czynniki wzrostowe takie jak
VEGF, EGF, [223], ale takze proteazy odpowiedzialne za degradacje ECM — gtéwnie MMPs [224], czy
tez czynniki transkrypcyjne np. HIF-1a. [225]. Istotnym czynnikiem proangiogennym jest takze NO*
[220]. Wsrdd czynnikéw antyangiogennych wymieni¢ mozna VASH1, trombospondyny, inhibitory TIMP
hamujgce dziatanie MMPs i SERPINy w tym PEDF [226]. Wazinymi szlakami sygnatowymi
w angiogenezie ECs sg zwtaszcza MEK/ERK, MAPK i PI3K/AKT [227].

Angiogeneza jest niezwykle istotna w kontekscie progresji nowotworow. Na poczatku rozwoju
guza, gdy nie nabrat on jeszcze cech ztosliwosci odzywia sie poprzez pobieranie tlenu i substancji
odzywczych z otaczajgcych tkanek na drodze dyfuzji. Po wzroscie guza do rozmiaréow okoto 1 —2 mm
otaczajgce tkanki nie sg w stanie go odzywia¢, co stwarza potrzebe wytworzenia przez nowotwor sieci
naczyn krwionosnych, ktére bedg dostarcza¢ tlen i substancje odzywcze do nowotworu [228].
Mikrosrodowisko guza charakteryzuje sie warunkami, ktére powodujg wydzielanie wielu czynnikéw
wzrostowych, cytokin i chemokin wykazujacych dziatanie aktywujgce ECs i proangiogenne.
W nowotworowej angiogenezie rownowaga jej regulatoréw przesuwa sie w strone wydzielania
czynnikdw proangiogennych, co nazywa sie przetgczeniem angiogennym (ang. angiogenic switch),
promujgcym angiogeneze nowotworu. Zwtaszcza warunki hipoksji powodujg wzrost wydzielania VEGF-
A przez guza [229]. W nowotworach ECs poddawane sg przewlektej stymulacji czynnikami wzrostu
i niedotlenieniu przez co zmieniajg swoj fenotyp w kierunku tzw. nowotworowych komdrek srodbfonka
(TEC, ang. Tumour Endothelial Cells) [229]. Tworzone przez nie naczynia krwionos$ne charakteryzujg sie
duzymi nieprawidtowosciami w morfologii m.in. wykazujg zwiekszong przepuszczalnosé, co wptywa na
przeptyw krwi [229]. Angiogeneza, jest bezposrednio zaangazowana w progresje chordb
nowotworowych. Nowopowstate naczynia krwionosne niezbedne sg do odzywiania guza oraz do
metastazy. Wnioskowa¢ wiec mozna, ze hamowanie procesu angiogenezy jawi sie jako jedno
z mozliwych podejs$¢ terapeutycznych. Takie podejscie postulowat m.in. Folkman juz w roku 1971
przedstawiajgc zatozenia terapii antyangiogennych, ktére oparte sg na zagtodzeniu guza
nowotworowego poprzez zaburzenie formowania nowych naczyn krwionosnych i/lub degradacje tych
juz istniejgcych [230]. Zatrzymanie patologicznej angiogenezy moze by¢ tez przydatne w przypadku
innych chordb, gtéwnie w CVDs, ale takze w RA [231]. Obecnie FDA zaakceptowato juz wiele zwigzkéw
antyangiogennych do wykorzystania w terapiach, ciggle gtdwnie nakierowanych na inhibicje szlaku
VEGF/VEGFR [232]. Pierwszym antyangiogennym lekiem zaakceptowanym w 2004 roku byt

Bevacizumab (Avastin™) — przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko VEGFA [233]. Jednak
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mimo pozytywnych rezultatow stosowanych obecnie zwigzkdéw, wcigz wykazujg one wiele dziatan

niepozgdanych, co wymusza potrzebe opracowywania nowych lekéw.

3.2.  Epigenetyczna regulacja funkcji komdrek srédbtonka

Liczne doniesienia literaturowe wskazujg, ze mechanizmy epigenetyczne sg niezwykle istotne
w regulacji funkcji ECs, a nawet odgrywac¢ mogg decydujgca role w ich aktywacji. Relatywnie dobrze
poznano role statusu acetylacji histondw w regulacji ECs. Wysokie sity Scinania fgczone sg ze
zwiekszong aktywnoscig acetylotransferazy p300, ktéra acetyluje histony H3 i H4 w regionach
promotorowych eNOS [234]. W roku 2005 Fish i wsp. opublikowali badania, ktére wyraznie wskazujg,
ze Srédbtonkowo-specyficzna ekspresja eNOS jest regulowana epigenetycznie [235]. W ECs regiony
promotorowe tego genu i inne sekwencje regulatorowe charakteryzujg sie wzbogaceniem sygnatur:
H3K9ac, H4Kl12ac oraz H3K4me2/me3 [235]. Acetylacja histondw prowadzona przez KAT7
zaangazowana jest w regulacje wielu gendéw w ECs, a wyciszenie tego enzymu m.in. w HUVEC
skutkowato zmniejszonym potencjatem angiogennym w tym obnizeniem migracji i zdolnosci do
tworzenia struktur pseudokapialrnych, co autorzy wigzg ze zmiang w ekspresji 263 genéw, m.in. wielu
regulatorow angiogenezy takich jak VEGFR2 [236]. Wiele opublikowanych badan tgczy szlak sygnatowy
VEGF/VEGFR ze statusem acetylacji histondw/aktywnos$cig HATs m.in., PCAF, p300 i CBP z potencjatem
angiogennym ECs [237, 238. Réwniez deacetylacja histondw jest istotna w funkcjonowaniu ECs,
zarowno HDAC3 i HDAC5 uznawane sg obecnie jako negatywne regulatory angiogenezy hamujg
ekspresje odpowiednio VEGFA lub FGF [239, 240]. HDAC7 natomiast promuje migracje i tworzenie
struktur pseudokapilarnych przez HUVEC oraz progenitorowe komarki srodbtonka [241]. Powyisze
dane wskazujg, ze acetylacja histondw moze by¢ jednym z gtéwnych epigenetycznych regulatorow
funkcji ECs, zwtaszcza w kontekscie angiogenezy. O wiele mniej wiemy na temat metylacji histonéw
w ECs. Z wykorzystaniem analizy ChIP-seq Duan i wsp. wykazali, ze H3K79me2 wprowadzane przez
DOTI1L odpowiada za regulacje gendw angiogennych, w tym VEGFR2 [242]. A wyciszenie ekspresji
DOT1L w HUVEC skutkowato zmniejszeniem ich przezywalnosci i potencjatu angiogennego [242].
Globalna inhibicja PKMTs i PRMTs, w tym metylacji histondw z zastosowaniem zwigzkéow AMI-1 lub
AMI-5 zaindukowata profil angiostatyczny w komérkach HMEC-1 [243]. Podobnie, zahamowanie
aktywnosci G9a i obnizenie pozioméw H3K9me w tym samym modelu skutkowato obnizeniem
zdolnosci proliferacyjnych ECs [244]. Takze wspominana juz wcze$niej LSD1 wydaje sie waznym
modulatorem funkcji ECs, odpowiadajgc m.in. za regulacje proliferacji, mechanizméw naprawy DNA
i odpowiedz? zapalng, jak wykazaty badania przeprowadzone na linii HMEC-1 z wyciszeniem LSD1 [156].

Podsumowujac, dziatanie wybranych mechanizmow epigenetycznych w regulacji funkcji ECs jest
obecnie dobrze poznane, zwtaszcza w kontekscie angiogenezy. Jednak rola mniej poznanych PTMs
histonow, w tym cytrulinacji, pozostaje wcigz stabo zbadana. Biorgc pod uwage obiecujacy potencjat
terapeutyczny, badanie PTMs histonéw i innych biatek w kontekscie regulacji funkcji ECs

i angiogenezy wydaje sie zasadne.

[32



Cele pracy i hipoteza badawcza

1. Cele pracy i hipoteza badawcza

W prezentowanej rozprawie doktorskiej postawiono trzy gtdwne cele badawcze:

1. Okreslenie wptywu farmakologicznej inhibicji cytrulinacji na funkcje komdrek srodbtonka, ze
szczegolnym uwzglednieniem ich potencjatu angiogennego,

2. Analize konsekwencji wyciszenia ekspresji PAD4 dla wybranych funkcji komdrek srodbtonka,
weryfikacja modelu farmakologicznego,

3. Wykazanie potencjalnych interakcji na linii cytrulinacja <-> inne PTMs histonéw w komorkach

$rodbtonka.

Postawiono nastepujgcg hipoteze badawczg:

Aktywnosc¢ PAD:s i cytrulinacja biatek odgrywa istotng role w regulacji funkcji komdrek srédbtonka.
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Ill. Materiaty

1. Linie komérkowe

& HMEC-1 (ang. Human Microvascular Endothelial Cells) — immortalizowana linia ludzkich komoérek
Srédbtonka mikrowaskularnego (ATTC, Manassas, USA).

® HUVEC (ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) — pierwotne ludzkie komérki srédbtonka
izolowane z zyty pepowinowej. Komarki izolowane zgodnie z protokotem opisanym w /V.2.

& HAEC (ang. Human Aortic Endothelial Cells) —immortalizowana linia ludzkich komdrek srédbtonka
aortalnego (ATTC, Manassas, USA).

& HMEC-1 PAD4 KD (ang. PAD4 knockdown) — immortalizowana linia ludzkich komérek srédbtonka
mikrowaskularnego z wyciszong ekspresjg genu PAD4. Linia przygotowana w toku realizacji
niniejszej pracy doktorskiej zgodnie z opisem w /V. 16.

& HMEC-1 SET7/9 KD (ang. SET7/9 knockdown) — immortalizowana linia ludzkich komodrek
$rédbtonka mikrowaskularnego z wyciszong ekspresjg genu SET7/9.

& HMEC-1 LSD1 KD (ang. LDS1 knockdown) — immortalizowana linia ludzkich komérek srédbtonka
mikrowaskularnego z wyciszong ekspresjg genu LSD1.

& HMEC-1 G9a KD (ang. G9a knockdown) — immortalizowana linia ludzkich komérek srédbtonka
mikrowaskularnego z wyciszong ekspresjg genu G9a.

W 293FT — pochodna macierzystej linii komérkowej opracowanej z komérek nabtonkowych ludzkiej

embrionalnej tkanki nerkowej - HEK293. (ThermoFisher, Waltham, MA, USA).

2. Odczynniki chemiczne

Odczynniki chemiczne wykorzystywane w prezentowanych badaniach byty najwyzszej mozliwej
jakosci, odpowiednie do danego zastosowania. Wszystkie uzyte odczynniki podane s3 wraz
z producentem w rozdziale: IV Metody. Sktad uzywanych buforéw réowniez podawany jest w miejscu

ich pierwszego zastosowania.

3. Inhibitory deiminaz peptydyloargininiowych

Inhibitory zakupione zostaty bezposrednio od producentéw: BB-Cl-amidina (MedChemExpress,
New Jersey, US), Cl-amidina i F-amidina (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA). Roztwory
inhibitorow przygotowane zostalty zgodnie z zaleceniami producenta poprzez rozpuszczenie
w dimetylosulfotlenku (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Podczas traktowania komodrek
upewniano sie by koricowe stezenie DMSO w prdbach nie byto toksyczne dla komaérek i nie wptywato

na wyniki analiz. W Tabeli lll. 1. przedstawiono charakterystyke zastosowanych zwigzkow.
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Tabela Ill.1 Podsumowanie wtasciwosci biochemicznych inhibitoréw zastosowanych w badaniach. Tabela przygotowana do
publikacji Ciesielski i wsp. 2024

Inhibitor BB-Cl-amidyna Cl-amidyna F-amidyna
N-[(1S)-4- [(1-amino-2 N-[(2S)-1-amino-5-[(1-amino-2- N-[(2S)-1-amino-5- [(1-amino-2-
Preferowana chloroethylidene) amino]-1-(1H- chloroethyl-idene) amino]-1- fluoroethyl- idene) amino]-1-
nazwa I[UPAC benzimidazol-2-yl) butyl]- 4- oxopentan-2-yl] benzamide oxopentan-2-yl] benzamide
phenylbenzamide
Masa
459,97 310,78 294,32
[g/mol]
CI/\¢~H F/\TNH
J
. HN._ N "/N\' T H/N * CF,CO0H
Wz.or ? ]’\/\/n . .
chemiczny O N WPE\CI 8 ;\n/,% i w,
O ! ~ oo hooo
Potencjat Kinact/Ki PAD1 = 16 100 M~ min~1 Kinact/Ki PAD1 = 37,000 M2 min™ | Kinact/Ki PAD1 = 2800 M~1 min~1
inhibitorowy | kiaa/Ki PAD2 =4 100 M~ min~1 Kinact/Ki PAD2 = 1200 M~1 min~1 Kinact/Ki PAD2 = 380 M~ 1 min~1
wzgledem Kinact/Ki PAD3 = 6 800 M1 min~1 Kinact/Ki PAD3 = 2000 M~ 1 min~1 Kinact/Ki PAD3 = 170 M1 min~1
1 Kinact/Ki PAD4 = 13,000 M~ min™1 | Kinact/Ki PAD4 = 3000 M~ 1 min~1

PADs in vitro

Kinact/Ki PAD4 = 13 300 M~ min~

Mechanizm

inhibicji

Kowalencyjna modyfikacja miejsca aktywnego PADs w pozycji Cys645.
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IV. Metody

1. Hodowla komérek

Komorki hodowane byty w naczyniach hodowlanych: butelkach hodowlanych o powierzchni 75
cm? lub 25 cm? (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), szalkach o $rednicy 6 cm (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) lub 10 cm (Saersted, Nimbrecht, Niemcy), ptytkach 96-, 12-, 24- lub
6-dotkowych (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA Ilub Greiner, Kremsmiinster, Austria).
W przypadku hodowli komérek HUVEC powierzchnia hodowlana pokrywana byta dodatkowo 1%
roztworem zelatyny (Chempur, Piekary Slaskie, Polska) w ddH,0.
% Pozywka hodowlana dla komdrek Srédbtonka: MCDB131 (Corning Life Sciences, NY, USA)

suplementowane: 10 mM L-Glutaming (Corning Life Sciences, NY, USA), 10% ptodowa surowicg
bydleca (FBS, ang. Fetal Bovine Serum; EurX, Gdansk, Polska) i 10 nM $rédbtonkowym czynnikiem
wzrostu (EGF, ang. Endothelial Growth Factor, Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA).
% Pozywka hodowlana dla komérek 293FT: DMEM (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

suplementacja: 10 mM L-glutaming, 10% FBS i antybiotykami (penicylina/streptomycyna).

Hodowle komédrek prowadzono w inkubatorze PHCBI MCO-1701A (PHC Europe, Breda, Holandia),
w standardowych warunkach: 37°C, 5% CO,. Komérki pasazowane byty po osiggnieciu okoto 80%
konfluencji. Monowarstwe komoérek dwukrotnie przemywano zbuforowanym roztworem soli
fizjologicznej (PBS, ang. Phoshpate Buffered Saline) o sktadzie: 3 mM KCl, 145 mM NaCl, 10 mM KH,PO,.
Do odklejenia komorek wykorzystywany byt 0,25% roztwdr trypsyny z wersenianem sodu
(Trypsin/EDTA, Corning Life Sciences, NY, USA). Po odklejeniu sie komérek od podtoza, zawieszano je
w Swiezej porcji pozywki. Gestos¢ zawiesiny komodrkowej oznaczana byta z wykorzystaniem btekitu
trypanu (Corning Life Sciences, NY, USA) w komorze Thoma lub w automatycznym liczniku komorek
Countess 3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). OkreSlong objeto$¢ zawiesiny komorek
(najczesciej 1/10 lub 1/5 w zaleznosci od planu eksperymentalnego) przenoszono do nowego naczynia
hodowlanego i catos¢ uzupetniano swiezg pozywka do zadanej przez producenta naczynia objetosci

koncowe;.

2. lzolacja komoérek HUVEC z zyt pepowinowych

Komérki HUVEC izolowane byty z zyt pepowinowych pobranych od pacjentek Szpitala
Wielospecjalistycznego Medeor (ul. Ciesielska 8, £édz). 1zolacja prowadzona byta wedtug opisanego
w literaturze protokotu Jaffe i wsp. [245] wykorzystujgcego kolagenaze typu Il. Materiat do izolacji
stanowity 15 — 20 cm fragmenty pepowiny, przechowywane i transportowane w sterylnym
zbilansowanym roztworze soli Hanksa (HBSS, ang. Hanks Balanced Salt Solution) o sktadzie: 13,41 mM
KCl, 2,20 mM KH;PQOg4, 0,34 mM NaCl, 1,58 mM Na,HPO,, 27,75 mM glukoza, 5,34 mM NaHCOs, 20 mM
kwas N-(2-hydroksyetylo) piperazyno-N-etylosulfonowy (HEPES), 0,2 mM NaOH, 100 pg/ml
gentamycyna, pH 7,3). Izolacja komdrek srddbtonka odbywata sie w czasie nie przekraczajgcym

24 h od momentu pobrania pepowiny.
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Procedura izolacji HUVEC: zyte pepowinowag przeptukiwano dwukrotnie roztworem HBSS

wprowadzajgc go bezposrednio w Swiatto zyty z wykorzystaniem strzykawki. Jeden z koncéw zyty
zamykano uzywajac peana chirurgicznego, drugim koncem wprowadzano roztwér kolagenazy typu
Il tak by wypetni¢ catg zyte, a nastepnie réwniez zamykano go peanem. Pepowine inkubowano
w inkubatorze w standardowych warunkach hodowli przez 15 minut. Po inkubacji zwalniano zaciski
i zyte przeptukiwano dwukrotnie roztworem HBSS, zbierajac caty ptyn do sterylnej probowki o objetosci
50 ml. Zawiesine wirowano (1 300 rpm, 5 min), supernatant usuwano, a uzyskany osad komérek
zawieszano w petnej pozywce MCDB131 z dodatkiem antybiotykdéw (penicylina/ streptomycyna, 100x).
Wyizolowana zawiesine komdrek wysiewano na naczyd o powierzchni 25 cm? Po 24 godzinach
zmieniano pozywke na s$wiezg i kontynuowano hodowle. Komdrki wykorzystywane byty
w eksperymentach w obrebie pasazéow: 3-5. W celu przeprowadzenia badan z wykorzystaniem
komoérek z ludzkich pepowin uzyskano zgode Komisji Bioetyki Uniwersytetu tédzkiego (nr decyzji:
15/KBBN-Ut/111/2019 i 16 (Ill)/KBBN-Ut/1/2021-2022). Wszystkie badania przeprowadzono zgodnie
z obowigzujgcymi przepisami i wytycznymi Deklaracji Helsinskiej: nie zbierano, nie przechowywano
i nie procedowano zadnych danych dotyczacych dawcéw, a pobrane prébki byly catkowicie

zanonimizowane.

3. Oznaczenie przezywalnosci/proliferacji komoérek srédbtonka
3.1. Test redukcji resazuryny

Przezywalnos$¢ komarek srédbtonka traktowanych inhibitorami PAD oznaczano z wykorzystaniem
testu redukcji resazuryny. Do przygotowania roztworu roboczego resazuryny w ddH,O wykorzystano
s6l sodowa resazuryny (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Zasada metody: Test oparty jest na pomiarze zdolnosci zywych komérek do redukcji wykazujgcej stabg

fluorescencje resazuryny do silnie fluorescencyjnej rezorufiny (Rysunek IV.1.).

O@ NADH/H+ NAD+H.O
N 3 2? : :N :
/E:[(Di@ Y
Resazuryna

Rysunek IV.1. Schematyczne przedstawienie zasady testu redukcji resazuryny. Resazuryna redukowana jest
w mitochondriach zywych komérek do rezorufiny. Opracowanie wiasne

Plan doswiadczenia: Komodrki wysiewano na 96-dotkowe ptytki w gestosci 5 000 komorek/dotek

w przypadku HUVEC i 7 000 komdrek/dotek, w przypadku HMEC-1. Komarki nastepnie inkubowano
w standardowych warunkach hodowli przez 16-20 godz. w celu umozliwienia ich adhezji do
powierzchni naczynia. Nastepnie, komérki traktowano inhibitorami PAD w zakresie stezen 0,1-10 uM
i inkubowano przez 24 godziny w standardowych warunkach hodowlanych. Po uptywie inkubacji
usuwano pozywke hodowlang znad komérek i przemywano je dwukrotnie roztworem PBS z dodatkiem
jondéw i glukozy (0,8 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,, 5 mM D-glukoza). Do dotkdw ptytki dodawano nastepnie

roztwor roboczy resazuryny o stezeniu 0,0125 mg/ml i kontynuowano inkubacje w warunkach hodowli
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przez 2 godziny. Po jej zakoriczeniu przenoszono po 50 pl supernatantu do dotkdw czarnej
okragtodennej ptytki 96-dotkowej (Greiner, Kremsmiinster, Austria). Pomiary fluorescencji
wykonywano z wykorzystaniem czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent (ThermoFisher Scientific,

Waltham, USA) przy Aex = 530 nm i Aem = 590 nm.

3.2. Test wychwytu czerwieni obojetnej

Test wychwytu czerwieni obojetnej wykorzystano do oceny roli inhibitoréow PAD w warunkach
stresu oksydacyjnego generowanego przez wodoronadtlenek tert-butylu (t-BOOH).
Zasada metody: Test opiera sie na zdolnosci zywych komaérek do aktywnego wychwytu i gromadzenia
barwnika eurohodinowego — czerwieni obojetnej w lizosomach.

Plan doswiadczenia: Komodrki HMEC-1 wysiewano na ptytke 96-dotkowg (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA), w gestosci 20 000 komérek/dotek w 100 pl medium hodowlanego. Komorki
traktowano inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA lub 10 uM FA i inkubowano w warunkach
hodowli przez 16 godz. Po zakonczonej inkubacji komarki traktowane inhibitorami poddano dziataniu
10 mM t-BOOH i inkubowano w warunkach hodowli przez godzine. Na ptytce uwzgledniono wszystkie
wymagane kontrole pozytywne i negatywne. Po uptywie inkubacji z t-BOOH znad komdrek usuwano
pozywke i dotki ptytki przemywano dwukrotnie PBS z jonami Ca?/Mg?* i glukoza. Nastepnie do
komorek dodano roztwadr NR (40 pug/ml NR w medium hodowlanym) w objetosci 100 ul/dotek i komorki
inkubowano z barwnikiem w warunkach hodowli przez 2 godz. Po zakonczeniu inkubacji usuwano
roztwor NR, a ptytke ponownie przemywano dwukrotnie PBS z jonami Ca?”/Mg?* i glukoza. Nastepnie
do dotkéw nanoszono po 150 pl odbarwiacza NR (50% etanol, 1% lodowaty kwas octowy w ddH0)
i kontynuowano inkubacje juz na wytrzgsarce przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Absorbancje
prob oznaczano przy A = 540 nm z wykorzystaniem czytnika BioTek Eon™ Microplate

Spectrophotometer (BioTek, Vermont, USA).

4. Analiza poziomu biatek technikg Western blotting
W celu potwierdzenia aktywnosci inhibitorowej zwigzkéow wzgledem enzyméw PAD na
podstawie cytrulinacji histonu H3 i okreslenia ich wptywu na poziom wybranych biatek wigzanych

z architekturg chromatyny i progresji cyklu komorkowego zastosowano technike Western blotting.

4.1. Przygotowanie catkowitych lizatéw komérkowych
Catkowite lizaty komorkowe przygotowywano z uzyciem komercyjnego odczynnika M-PER (ang.
Mammalian Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

Plan doswiadczenia: Komarki Srédbtonka wysiewano na szalki hodowlane o $rednicy 6 cm w gestosci

1 miIn komérek/szalka w 3 ml medium hodowlanego. Komérki inkubowano w warunkach hodowli przez
16-20 godz. by umozliwié¢ ich adhezje do podtoza. Po tym czasie komorki traktowane byty badanymi
stezeniami inhibitoréw i inkubowane ze zwigzkami przez 16 godz.

Protokdt izolacji z wykorzystaniem M-PER:

1. Dwukrotne przeptukanie monowarstwy komédrek roztworem PBS.
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2. Odklejenie komérek od powierzchni hodowlanej z wykorzystaniem 125 pl 0,25% trypsyny
i zbieranie zawiesiny komaérek do sterylnych probdwek.

3. Wirowanie zawiesiny komaérek: 3 000 rpm/5min/4°C.

4. Usuniecie supernatantu i przemycie osadu komodrek dwukrotnie zimnym PBS. Przygotowanie
roztworu roboczego odczynnika M-PER poprzez dodanie inhibitoréw proteaz — HALT Protease
Inhibitor Coctail (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) w stosunku 1:10 objetosci korncowe;j.

5. Zawieszenie osadu komédrek w zadanej objetosci M-PER, wedtug producenta 60 ul M-PER na 1 min
komérek.

6. Inkubacja prébek na lodzie przez 10 minut, wirowanie 14 000 rpm/10 min/4°C.

7. Przeniesienie supernatantu — lizatu komérkowego do sterylnych probdwek o objetosci 1,5 ml.

Prébki przechowywano w -20°C do momentu wykorzystania w analizach.

4.2, Izolacja frakcji histonowej metoda kwasnej ekstrakcji
Analizy profilu modyfikacji potranslacyjnych biatek histonowych prowadzone byly
z wykorzystaniem ekstraktéw przygotowanych metodg kwasnej ekstrakcji, ktdra umozliwia
zachowanie profilu modyfikacji, co jest kluczowym aspektem w przeprowadzonych analizach.
Zasada metody: Histony to biatka bogate w zasadowe aminokwasy, takie jak lizyna i arginina, co
sprawia, ze sg one stabilne w warunkach kwasnych. Dodanie do lizatu komdérkowego roztworu silnego
kwasu (H,SO,4) prowadzi do obnizenia pH roztworu i denaturacji wiekszosci biatek niehistonowych.
Histony, dzieki swojej strukturze i wysokiemu fadunkowi dodatniemu, pozostajg rozpuszczalne w tych
warunkach. Bufory wykorzystywane podczas ekstrakcji:
e  Bufor lizujgcy: 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 0,5 mM DTT, 1,5 mM PMSF, dopetnione
do zadanej objetosci wodg destylowang
e Bufor rozpuszczajacy: 20 mM TRIS pH = 8.0, 100 mM KCI, 10 mM Tween 20, 10% glicerol, 0,2 mM
EDTA, 1mM DTT, 1,5 mM PMSF, dopetnione do zadane]j objetosci wodg destylowang

Plan doswiadczenia: Komérki Srédbtonka wysiewano na szalki o $rednicy 10 cm (Saersted, Nimbrecht,

Niemcy), gestos¢ 5 min komoérek na szalke w 8 ml pozywki MCDB131. Komorki inkubowano

w warunkach hodowli przez 16-20 godz. by umozliwié¢ ich adhezje do podtoza. Po tym czasie komorki

traktowano badanymi zwigzkami i kontynuowano inkubacje w warunkach hodowli przez kolejne 16

godz. Nastepnie przeprowadzano kwasng ekstrakcje zgodnie z ponizszym protokotem:

1. Dwukrotne przeptukanie monowarstwy komérek zimnym roztworem PBS.

2. Zebranie komoérek z wykorzystaniem skrobaka (Greiner, Kremsmiinster, Austria) i zawieszenie ich
W zimnym roztworze PBS.

3. Wirowanie zawiesiny komoérkowej 3 000 rpom/4 min/4°C, usuniecie supernatantu.

4. Dodanie do préb 375 pl buforu lizujgcego i doktadne zawieszenie osadu poprzez worteksowanie

5. Wirowanie zawiesiny 10 000 rpm/10 min/4°C, usuniecie supernatantu.
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6. Ponowne zawieszenie osadu w buforze lizujgcym — 250 pl, po doktadnym zawieszeniu osadu do
mieszaniny dodawano 3,6 pl 18 M H,SO.. Inkubacja préb na lodzie przez godzine.
7. Po inkubacji probki odwirowywano 13 000 rpm/20 min/4°C, a supernatant przenoszono do
nowych sterylnych probdéwek.
8. Do prébek dodawano 1 ml zimnego acetonu (-20°C) i prowadzono 2-godzinng inkubacje
w temperaturze -20°C.
9. Po zakonczeniu inkubacji probki odwirowywano: 13 000 rpm/20 min/4°C, a supernatant usuwano.
10. Osad histonéw zawieszano w 75 ul buforu rozpuszczajacego.
4.3. Oznaczenia stezenia biatka metodg Pierce’a
Stezenie biatka zaréwno w lizatach catkowitych jak i kwasnych ekstraktach oznaczano
spektrofotometrycznie z wykorzystaniem odczynnika: Pierce Protein Assay 660 nm (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). W analizach wykorzystywano protokét producenta.

Zasada metody: Test oparty jest na wigzaniu kompleksu metal-barwnik z biatkiem, co skutkuje

przesunieciem maksimum absorbcji barwnika. Czerwono-brgzowy kompleks metal-barwnik zmienia
barwe na kolor zielony po zwigzaniu biatka, co wywotane jest deprotonacjg barwnika przy niskim pH
i interakcjami z dodatnio natadowanymi grupami aminokwaséw. Oznaczenia wykonywane byty na
ptytkach 96-dotkowych. Stezenie biatka w prdébach okreslane byto na podstawie przygotowanej
krzywej wzorcowej wykonane] dla albuminy surowicy wotowej, BSA (ang. Bovine Serum Albumine;
Capricorn Scientific, Niemcy) w zakresie stezen: 0,0625-2 mg/ml. Préby badane byly one rozciericzane
ddH,0 w stosunku 1:1. Nastepnie dodawano odczynnika Pierce’a i inkubowano przez 5 minut
w temperaturze pokojowej. Absorbancje oznaczano przy A = 660 nm na czytniku BioTek Eon™
(Winooski, VT, USA).

4.4. Western blotting

Przygotowanie préb: badane préby przygotowywano poprzez rozciericzenie ich w ddH,0 do zadanej

ilosci biatka — 2 pg dla ekstraktéw histonowych, 20 pg dla lizatéw catkowitych i dodanie buforu
Lammliego zawierajacego [-merkaptoetanol (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Préby denaturowano
termicznie w termobloku w 85°C przez 5 minut.

Elektroforeza SDS-PAGE: Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w Swiezo przygotowywanych zelach:

3% zageszczajagcym i 10% rozdzielajgcym, w aparacie Mini-Protean (BioRad Laboratories, Hercules,
California, USA), w ktérym umieszczano przygotowane zele i nastepnie wlewano bufor do
elektroforezy (25 mM TRIS, 192 mM glicyna, 0,1% SDS). Do studzienek zeli nanoszono zadane objetosci
prob badanych oraz marker mas: Page Ruler Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Rozdziat prowadzono przez okoto 1,5 godz., przy napieciu 120 V w temperaturze pokojowe;.

Transfer biatek z zelu na membrane PVDF: Transfer biatek prowadzono korzystajgc z systemu Mini-

Protean (BioRad Laboratories, Hercules, California, USA). Po zakonczonym rozdziale
elektroforetycznym przygotowywano ,kanapki do transferu” z wykorzystaniem bibuty filtracyjnej

(BioRad Laboratories, Hercules, California, USA), membrany PVDF (Merck Millipore, Burlington,
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Massachusetts, USA), zelu po rozdziale oraz ggbek dostarczonych przez producenta zestawu.
Membrana PVDF przed wykorzystaniem aktywowana byta poprzez zanurzenie w 99% metanolu na
1 minute. Gotowe ,kanapki do transferu” umieszczano w aparacie, ktory zalewano buforem do
transferu (25 mM TRIS, 192 mM glicyna, 20% metanol). Transfer mokry prowadzono przy natezeniu
370 mA przez 90 minut, w temperaturze 4°C.

Immunodetekcja: Po zakonczonym transferze membrany blokowano w celu unikniecia

niespecyficznego wigzania sie przeciwciat, poprzez umieszczenie membran w roztworze blokujgcym:
5% odttuszczone 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 Nastepnie membrany umieszczano w roztworach przeciwciat pierwszorzedowych rozciericzonych
w 3% BSA w TBST (Tabela IV.1.), i inkubowano zgodnie z zaleceniami producenta. Po zakoriczeniu
inkubacji i 3-krotnym przeptukaniu membran buforem TBST, przeprowadzano 2-godzinng inkubacje
membran z przeciwciatami drugorzedowymi skoniugowanymi z peroksydazg chrzanowga. W ostatnim

kroku membrany 3-krotnie ptukano roztworem TBST. Detekcja i wizualizacja biatek: Kompleksy biatko-

przeciwciata drugorzedowe wykrywano poprzez inkubowanie membran w roztworze SuperSignal™
West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientificc, Waltham, USA), wykorzystujagc reakcje
chemiluminescencyjng peroksydazy chrzanowej z H;0, i luminolem. Sygnat chemiluminescencji

rejestrowany byt z wykorzystaniem chemiluminometru Azure300 (Azure Biosystems, Dublin, USA).

Tabela IV. 1. Spis przeciwciat wykorzystanych w badaniach.

Antygen Pochodzenie Rozcienczenie Producent Numer
przeciwciat katalogowy
H3R2cit + R8cit + R17cit Krolik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab5103
H4R3cit Krolik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab81797
H3ac Krolik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab47915
H3K9/14ac Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #9677
H3K9me3 Krolik 1:1000 ActiveMotif, Tegernheim, Niemcy #39161
H3K4mel Krolik 1:1000 ActiveMotif, Tegernheim, Niemcy #61633
Histone H3 Mysz 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #3638
HP1a Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2616
HP1y Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2619
CHAF1A Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #5480
ChK1 Krolik 1:1000 abcam, Cambridge, UK ab47574
phChK1 Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2348
p53 Krolik 1:750 Cell Signaling, Massachusetts, USA #9282
PCNA Mysz 1:2000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2586
AKT Krolik 1:1000 Abclonal, Woburn, USA A18120
phAKT (S473) Krolik 1:1000 Abclonal, Woburn, USA AP1208
GSK3p Mysz 1:1000 Santa Cruz Biotech., Dallas, USA sc-81462
PI3K Krolik 1:1000 Abclonal, Woburn, USA A4992
SET7/9 Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2813
LSD1 Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #2184
PAD1 Krolik 1:500 abcam, Cambridge, UK ab181762
PAD2 Krolik 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 Krolik 1:1000 Cell Signaling, Massachusetts, USA #5174
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Przeciwciato II° Pochodzenie Rozcienczenie Producent
AffiniPure Anti-Rabbit IgG Jackson ImmunoResearch,
(H+L) Koza 1:10 000 Baltimore Pike, USA 111-007-003

AffiniPure Anti-Mouse Jackson ImmunoResearch,
IgG (H+L) Koza 1:10 000 Baltimore Pike, USA 115-006-003

5. Immunofluorescencyjna analiza antygenéw
W celu okreslenia lokalizacji PAD2 i PAD4 w komdrkach HMEC-1 zastosowano metode barwienia
immunofluorescencyjnego.

Plan doswiadczenia: W doswiadczeniach wykorzystywano ptytki Nunc™ Lab-Tek™ (#155411PK,

ThermoFisher Scientific, Manasas, USA). Komdrki HMEC-1 wysiewano na ptytki w gestosci 20 000
komorek na dotek w 200 ul pozywki hodowlanej. Komérki inkubowano przez 12-16 godz. w warunkach
hodowli. Po tym czasie komorki utrwalano z wykorzystaniem 4% roztworu paraformaldehydu w PBS
przez 45 minut. Nastepnie, w celu zmniejszenia liczby niespecyficznych wigzan przeciwciat préby
blokowano przez godzine w RT w buforze blokujgcym (8% BSA, 0,2% TRITON, 1X PBS). Po zakoriczeniu
blokowania komorki przeptukiwano 3-krotnie buforem PBT (PBS z dodatkiem 0,2% Triton X-100).
Komorki inkubowano przez noc z przeciwciatami pierwszorzedowymi w 4°C. Komdrki ponownie
przeptukano a nastepnie inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi w ciemnosci przez godzine
w RT. Po inkubacji komérki ponownie ptukano a nastepnie dodawano roztwér 1,4-diazabicyklo [2.2.2]
oktan - DABCO (ThermoFisher Scientific, Manasas, USA) zawierajgcy barwnik kontrastowy - 4',6-
diamidyno-2-fenyloindol  (DAPI). Obserwacji i dokumentacji fotograficznej dokonywano
z wykorzystaniem mikroskopu Axiolmager Al (Carl ZeissAG, Oberkochen, Niemcy) wyposazonego

w kamere AxioCam MRc5 CCD (Carl Zeiss, Oberkochen, Niemcy), stosujgc ten sam czas ekspozycji.

6. Analiza ekspresji wybranych genow w komarkach srédbtonka
Zmiany ekspresji gendw analizowano metodg tancuchowej reakcji polimerazowej gPCR (ang.

Quantitive Polymerase Chain Reaction).

6.1. Izolacja mRNA, reakcja odwrotnej transkrypcji

Izolacie mRNA z komérek HMEC-1 oraz HUVEC wykonywano z uzyciem komercyjnego
kolumienkowego zestawu do izolacji — InviTrap SpinCell mRNA Kit (Stratec Biomolecular, Birkenfeld,
Niemcy). Stezenie oraz jakos$¢ wyizolowanego mRNA oznaczano spektrofotometrycznie na czytniku
Eon™ Microplate Spectrophotometer (BioTek, Winooski, VT, USA). Wyizolowane mRNA
przechowywano w temperaturze -80°C. Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano za pomocg
PrimeScript RT Master Mix (Takara, Japonia) zgodnie z instrukcjg zatgczong do produktu. Uzyskane

cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

6.2. gPCR
Analizy qPCR prowadzono przy uzyciu termocyklera Eco Real-Time PCR (lllumina, San Diego,
Kalifornia, USA). Reakcje przeprowadzano w ptytkach 48-dotkowych (lllumina, San Diego, Kalifornia,
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USA). Kornicowa objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 ul i zawierata: 0,2 nM primeréw (Tabela
IV.2.), matryce cDNA, sonde fluorescencyjng SYBR Green Perfect Real Time (Takara, Japonia) i wode
wolng od DNAaz/RNAaz (Corning Life Sciences, NY, USA).

Przebieg reakcji PCR: Aktywacja polimerazy w 96°C przez 2 minuty, nastepnie 40 cykli w nastepujacych

po sobie warunkach: 96°C przez 5 s i 60°C przez 30 s. Normalizacje ekspresji gendw przeprowadzano

Z—AACt

wedftug metody opisanej przez Livaka i wsp. [246], a jako gen referencyjny wykorzystano gen

kodujacy fosforybozylotransferaze hipoksantynowo-guaninowa, HPRT1 (ang. Hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransferase).

Tabela IV.2. Sekwencje primerdéw 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
HDACS5 ATGCCAACCTCCTCAACGACC TCTGTTCCTCGCAGACCTCCA
p300 CCAGACCAGCATGACAGATTTC GCTTCCTCTTGGAGCAGATCAG
NRF2 GCTATACTCTTTCCGTCGC GTCCCAGCAGGACATGGATT
TXNR1 AGGAACGCTCTCGGAATTGG TGCCCTCCTGATAAGCCTTC
TXNR2 GCAGGAGCATGTTGAGGTCT CCCTCAGGCACACCATCTTT
DNMT1 TCCCACTCGAGCCTTCCATA GTGGAAGCCGGCAAAGC
CBX5 CTCCGGAAACAACAGCTTCT ATAGAATGCCCGCACCTGAC

7. Analiza progresji cyklu komérkowego techniky cytometrii przeptywowej (FACS)

W celu oceny wptywu badanych inhibitoréw cytrulinacji na progresje cyklu komérkowego
wykorzystano cytometryczng metode pomiaru zawartos$ci DNA w komaérce z uzyciem jodku propidyny
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Przygotowanie komodrek do analizy cytometrycznej FACS
(ang. Flourescence Activated Cell Sorting) przeprowadzono w oparciu o metode opisang w literaturze
[156].

Plan doswiadczenia: Komoérki srédbtonka wysiewano na ptytki o srednicy 6 cm (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) w gestosci 500 000 komoérek/szalka w 3 ml medium hodowlanego. Komérki

inkubowano w warunkach hodowli przez 16-20 godz. by umozliwi¢ ich adhezje do podtoza, a nastepnie
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traktowano inhibitorami PADs i kontynuowano inkubacje w warunkach hodowli przez 16, 24, 32 lub
48 godzin. Po jej zakonczeniu komarki trypsinizowano, zawiesine wirowano 3 000 rpm/5 min, a osad
przemywano dwukrotnie PBS i zawieszano w PBS.

Przygotowanie prob do analizy FACS:

1. Komérki utrwalano w 70% etanolu przez 24 godziny w temperaturze 4°C.

2. Etanol usuwano poprzez odwirowanie 7 000 rpm/5 min/4°C, nastepnie prdoby przemywano
dwukrotnie roztworem PBS.

3. Osad komoérek zawieszano w 500 pl PBS zawierajgcym 0,4 mg/ml RNAaze A (AppliChem, Niemcy)
i 5 ug/ml jodek propidyny. Préby inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C w ciemnosci.

4. Po zakonczonej inkubacji préby poddawano analizie FACS (LSRII, Becton Dickinson, USA).

5. Uzyskane wyniki analizowano wykorzystujgc oprogramowanie Flowlo (FlowJo, USA). W celu
identyfikacji subpopulacji komoérek znajdujgcych sie w rézinych fazach cyklu komadrkowego
wykorzystano parametry rozpraszania przedniego (FSC, ang. Forward Scatter Channel)
i rozproszenia bocznego (SSC, ang. Side Scatter Channel). Na pierwszym etapie bramkowania
usunieto zanieczyszczenia wykonujgc wykres zaleznosci SSC-A od FSC-A, nastepnie w celu
wykluczenia dubletow i zaagregowanych komédrek wykonano bramkowanie FSC-H vs. FSC-A. By
wykluczy¢ reszte zanieczyszczen oraz niektére z komarek apoptotycznych wykonano wykres SSC-
H vs. SSC-A. W ostatnim etapie komarki bramkowano wykonujgc wykres zaleznosci parametrow
PE-A vs PE-W. Przygotowywano histogram prezentujgcy zaleznos¢ pozytywnych zliczen komérek
od PE-A. Bramkowanie komadrek najpierw przeprowadzano w prébie kontrolnej, a nastepnie takie
same parametry zastosowano w prébach badanych. Koricowg analize subpopulacji komoérek
wykonano z wykorzystaniem algorytmu, ktéry dopasowuje krzywe Gaussa do kazdej z faz cyklu

komérkowego.

8. Test tworzenia struktur pseudokapilarnych na podtozu Matrigel™

Tworzenie przez komorki $Srédbtonka struktur kapilarnych to jeden z kluczowych etapdw
angiogenezy in vivo. Analize tego zjawiska w warunkach in vitro umozliwia test tworzenia struktur
pseudokapilarnych przeprowadzany w wysokobiatkowym podtozu Matrigel™ (Corning Life Sciences,
NY, USA) natozonym do dotkéw ptytki u-Slide Angiogenesis (Ibidi, Niemcy), w stezeniu 5 mg/ml. Ptytki
inkubowano w warunkach hodowli w inkubatorze przez 30 min w celu usieciowana podtoza.

Plan doswiadczenia: Komorki srodbtonka wysiewano na ptytki 6-dotkowe w gestosci 250 000

komorek/dotek w 3 ml medium hodowlanego. Po 12-16 godzinnej inkubacji w warunkach hodowli
umozliwiajgcej adhezje komérek do podtoza, traktowano je inhibitorami PAD (1 uM BBCLA, 10 uM CLA
lub 10 uM FA) i kontynuowano inkubacje w warunkach hodowli przez 16 godz. Po jej zakoriczeniu
komorki trypsinizowano i wirowano 1 300 rpm/3 min, zawieszano w petnym, przefiltrowanym medium
hodowlanym, a nastepnie wysiewano po 7000 komérek/dotek — HMEC-1 i 6000 komérek/dotek —
HUVEC na plyke p-Slide Angiogenesis w koncowej objetosci 50 pl. Tak przygotowane ptytki
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inkubowano w warunkach hodowli przez 6 godzin — HMEC-1 i 8 godzin — HUVEC. Po zakonczonej
inkubacji utworzone struktury pseudokapilarne barwiono przez 15 minut roztworem 3 uM Calcein-AM
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) w PBS z jonami. Wybarwione struktury obserwowano pod
mikroskopem fluorescencyjnym Nikon Eclipse TE200 (Nikon, Japonia) wyposazonym w kamere Zeiss
AcioCamERc5s (Zeiss, Niemcy). Na podstawie wykonanych zdje¢ prowadzono analize parametryczng
i charakterystyke utworzonych przez struktur pseudokapilarnych w programie Imagel (Rasband, W.S.,
Imagel, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https:// /imagej.nih.gov/ij/)

z naktadka Angiogenesis Analyzer (autor: Giles Carpentier, Universite Paris Est Creteil).

9. Analiza zdolnosci migracyjnych komadrek srédbtonka — test zarastania rysy

W celu analizy kolejnego z istotnych etapdéw angiogenezy — migracji komérek Srédbtonka
wykorzystano test zarastania rysy (ang. wound healing) Metoda oparta jest na wykonaniu rysy
w monowarstwie komoérek i obserwacji ich migracji w celu jej zarosniecia. Wykluczono wptyw
podziatéw komdrkowych na zarastanie rysy poprzez zastosowanie cytostatyku: mitomycyna-C
(Molekula Group, Monachium, Niemcy #50-07-7)

Plan doswiadczenia: Komorki HMEC-1 i HUVEC wysiewano na 24-studzienkowe ptytki (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA) w gestosci 400 000 komdrek/dotek w 2 ml medium hodowlanego. Po 16-20
godzinnej inkubacji w warunkach hodowli komérki traktowano inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM
CLA lub 10 uM FA i nastepnie prowadzono inkubacje w warunkach hodowli przez kolejne 16 godz. Po
zakonczeniu inkubacji wykonywano ryse w monowarstwie komérek z wykorzystaniem sterylnej
koricowki do pipet o pojemnosci 200 pl. Nastepnie medium znad komdrek zbierano i uzupetniano
Swiezg porcjg MDCB131 z dodatkiem 10 pg/ml mitomycyny C (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Prowadzono 8 godz. inkubacje w warunkach hodowli. W czasach 0, 2, 4, 6 i 8 godzin od poczatku
doswiadczenia wykonywano zdjecia rys z wykorzystaniem mikroskopu Nikon Eclipse TE200 (Nikon,
Japonia) wyposazonego w kamere Zeiss AcioCamERc5s (Zeiss, Niemcy). Analize zdjec¢ i procesu
zarastania rys przeprowadzano z wykorzystaniem programu Imagel (Rasband, W.S., Imagel). National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https:// /imagej.nih.gov/ij/) z naktadkg Wound Healing
Tool [247].

10. Oznaczenie aktywnosci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej

W celu oznaczenia catkowitej aktywnosci metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomorkowej
(MMPs) wykorzystano komercyjny zestaw: MMP Activity Assay Kit (ab112146, Abcam, UK). Procedure
doswiadczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcjg producenta.

Zasada metody: dziatanie zestawu oparte jest na wykorzystaniu zjawiska bezpromienistego

rezonansowego transferu energii (FRET). Zestaw zawiera sonde — peptyd FRET stanowigcy cel dla
MMPs w ktorym fluorescencja jednej z jego czesci wygaszana jest przez drugg i jedynie po przecieciu

peptydu przez MMPs wykazywana jest fluorescencja Aex = 490 nm i Aem = 525 nm (Rysunek IV. 3.).
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Zestaw moze by¢ wykorzystany jedynie do mierzenia catkowitej aktywnosci MMPs, niemozliwe jest

odczytanie indywidualnych wartosci dla poszczegdlnych izoform MMPs.

Donor FRET Akceptor
Peptyd FRET
°'9°'° P;:'g:“ przez Rysunek IV.3. Przedstawienie dziatania sondy FRET zastosowanej
»‘ w zestawie MMP Activity Assay Kit (Abcam, UK). Wewnetrznie
) wygaszony substrat peptydowy FRET jest trawiony przez MMPs
w wyniku czego powstaje wysoce fluorescencyjny fragmentu
peptydowy. Wzrost fluorescenc;ji jest proporcjonalny do
Fragment wykazulcy silng Fragment nie wykazujacy aktywnosci proteazy. Grafika przygotowana W oparciu o materiaty
fluorescencie fluorescencji producenta zestawu ab112146, firme Abcam.

Plan doswiadczenia: Komérki HMEC-1 wysiewano na 6-dotkowe ptytki w gestosci 700 000

komorek/dotek w 3 ml medium hodowlanego. Po 16-20 godzinnej inkubacji w warunkach hodowli

komérki, potraktowano inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA lub 10 uM FA i inkubowano

w warunkach hodowli przez 16 godzin. Jako pozytywng kontrole hamowania aktywnosci MMPs

komorki HMEC-1 potraktowano 20 pg/ml doksycykling (DOX).

1. Po 16 godzinach inkubacji znad komérek zebrano supernatant, ktéry inkubowano przez 3 godziny
z 2 mM octanem 4-aminofenylorteci (APMA) w celu aktywacji MMPs.

2. Supernatanty aktywowane APMA przeniesiono do dotkdw czarnej ptytki 96-dotkowej
z U-ksztattnym dnem (Greiner, Kremsmiinster, Austria) i dodano MMP Green Substrate.

3. Odczytywano fluorescencje we wszystkich prébach w 5-minutowych odstepach, pomiedzy ktérymi
ptytke inkubowano w temperaturze pokojowej. Fluorescencje préb mierzono przy Aex = 490 nm
i Aem = 525nm, na czytniku do mikroptytek Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA).

4. Wyniki opracowano zgodnie z wytycznymi producenta, odnoszac je wobec kontroli negatywnej
(komorki niczym nie traktowane) i kontroli pozytywnej (komaorki traktowane DOX).

11. Oznaczenie profilu wydzielania regulatoréow angiogenezy

Profil wydzielania regulatoréw angiogenezy (cytokin/chemokin/regulatoréw wzrostu) przez

komorki 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” tescie immunologicznym wykrywajgcym 55 biatek zwigzanych z regulacjg angiogenezy.

Gtéwne etapy testu: (i) probki mieszane sg z koktajlem biotynylowanych przeciwciat, (ii) membrany

wyznakowane przeciwciatami specyficznymi dla danego biatka zalewane sg nastepnie przygotowanymi

probkami i inkubowane przez noc w 4°C, (iii) kompleksy biatko-przeciwciato sg wizualizowane

z wykorzystaniem odczynnikdow chemiluminescencyjnych, a rejestrowany sygnat jest proporcjonalny

do ilosci zwigzanego biatka.

Plan doswiadczenia: Komérki HMEC-1 wysiewano na szalki o Srednicy 6 cm w gestosci 3,5 min

komorek/szalka w 3 ml medium hodowlanego i inkubowano przez 16 — 20 godzin by umozliwi¢ adhezje
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komoérek. Komorki traktowano nastepnie inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA lub 10 uM FA
i inkubowano w warunkach hodowli przez 16 godzin. Po zakonczeniu inkubacji, znad komérek zebrano
supernatanty, krotko odwirowano i rozciericzono zgodnie z instrukcjg producenta. Do supernatantéw
dodano koktajl biotynylowanych przeciwciat wykrywajacych i tak przygotowanymi mieszaninami
zalano membrany. Cato$¢ inkubowano z supernatantami na kotysce laboratoryjnej przez noc
w temperaturze 4°C. Po inkubacji membrany przeptukano zgodnie z wytycznymi producenta i zalano
roztworem zawierajgcym streptawidyne-HRP i odczynnik chemiluminescencyjny. Sygnaty
chemiluminescencyjne z membran wizualizowano przy uzyciu chemiluminometru Azure 300 (Azure
Biosystems, USA). Wyniki nastepnie analizowano z wykorzystaniem programu Imagel (Rasband, W.S.,
Imagel, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https:// /imagej.nih.gov/ij/)
z naktadka: Protein Array Analyzer, zgodnie z instrukcjg producenta i wskazéwkami 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 btony komdrkowe i wewnatrz komoérek jest

deacetylowany przez wewnatrzkomérkowe esterazy tworzac DAF-FM. Sonda wykazuje niska
fluorescencje, dopdki nie zareaguje z NO®, tworzac fluorescencyjny benzotriazol.

Plan doswiadczenia: Komérki HMEC-1 wysiewano na czarng ptytke 96-dotkowg (Greiner,

Kremsminster, Austria), w gestosci 20 000 komérek/dotek w objetosci 100 pl medium hodowlanego.
Komorki inkubowano w warunkach hodowli 12-16 godz. w celu umozliwienia im adhezji do podtoza.
Po tym czasie komérki traktowano inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA lub 10 uM FA
i inkubowano w warunkach hodowli przez 16 godz. Po zakoriczeniu inkubacji usuwano supernatant
znad komérek, przemywano je dwukrotnie roztworem PBS z jonami Ca?”/Mg?* i glukoza, nastepnie do
dotkéw ptytki dodawano po 50 pl roztworu roboczego 2 pM DAF-FM DA w PBS z jonami Ca?*/Mg?*
i glukozg. Fluorescencje préb oznaczano przy Aex = 495 nm i Aem = 510 nm, w czasie 0 oraz po 30
minutach po dodaniu sondy z wykorzystaniem czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA).

13. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu z wykorzystaniem sondy HDCF DA
Produkcje RFT przez komodrki HMEC-1 traktowane inhibitorami PAD analizowano

z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej — dioctanu 2’,7’ dichlorodihydrofluoresceiny (H,DCF DA;

MedChemExpress, USA). Po inkubacji z inhibitorami PAD w komdrkach HMEC-1 indukowano stres

oksydacyjny poprzez inkubacje z wodoronadtlenkiem tert-butylu (t-BOOH).
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Zasada metody: H,DCF DA biernie dyfunduje do komodrek, gdzie poddany jest dziataniu

wewnatrzkomadrkowych esteraz i ulega utlenienieniu przez RFT tworzgc wysoce fluorescencyjng 2’,7'-
dichlorofluoresceine (DCF).

Plan doswiadczenia: Komérki HMEC-1 wysiano na czarng ptytke 96-dotkowg (Greiner, Kremsmdiinster,

Austria), w gestosci 20 000 komérek/dotek w koricowej objetosci 100 ul. Komérki inkubowano
w warunkach hodowli 12-16 godz. w celu umozliwienia im adhezji do podtoza. Po tym czasie
traktowano je inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA lub 10 uM FA i inkubowano w warunkach
hodowli przez 16 godz. Po zakonczonej inkubacji komarki traktowane inhibitorami poddano dziataniu
10 uM t-BOOHi inkubowano w warunkach hodowli przez godzine. Na ptytce uwzgledniono wszystkie
wymagane kontrole pozytywne i negatywne. Po zakonczeniu inkubacji zlewano supernatant znad
komorek, przemywano je dwukrotnie roztworem PBS z jonami Ca?/Mg?* i glukoza. Nastepnie do
dotkéw ptytki dodawano 50 pl roztworu roboczego 5 uM H,DCF DA w PBS z jonami Ca**/Mg?* i glukoza.
Fluorescencje prob oznaczano przy Aex = 495 nm i Aem = 525 nm w czasie 0 oraz 30, 60 i 90 minut po
dodaniu sondy z wykorzystaniem czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA).

14. Ocena funkcji mitochondriéw — Seahorse Mito Stress Test

W celu oceny funkcji mitochondréw w komodrkach HMEC-1 z farmakologicznie zahamowang
aktywnoscig PAD uzyto urzgdzenia Agilent Seahorse XFp (Agilent Technologies, USA) i zestawu Agilent
Cell Mito Stress Test Kit (Agilent Technologies, USA). Test umozliwia pomiar kluczowych parametréw
funkcji mitochondriéw poprzez bezposrednie monitorowanie szybkosci zuzycia tlenu (OCR, ang.
Oxygen Consumption Rate) przy wykorzystaniu modulatorow oddychania komérkowego, (Rysunek
IV.4.): (i) Oligomycyna — dodawana jako pierwsza, hamuje syntaze ATP (kompleks V), obnizajgc OCR,
co pozwala na ocene produkcji ATP w komdrkach; (ii) Cyjanek karbonylu-4 (trifluorometoksy)
fenylohydrazon (FCCP) —drugi modulator, odsprzega potencjat btony mitochondrialnej poprzez zmiane
gradientu protondw. Skutkuje to zwiekszeniem zuzycia tlenu przez kompleks IV, pozwalajac na
obliczenie zapasowej pojemnosci oddechowej — miary zdolnosci komérki do reagowania na
zwiekszone zapotrzebowanie na energie lub stres; (iii) Rotenon + Antamycyna A — trzeci zestaw
modulatoréw, zatrzymuje oddychanie mitochondrialne, umozliwiajgc pomiar oddychania
niemitochondrialnego.

Plan doswiadczenia: Komorki HMEC-1 wysiewane byty na 8-dotkowe ptytki Seahorse XFp Cell Culture

Miniplates w gestosci koncowej 7 000 komdrek/dotek w 80 pl medium hodowlanego. Do dwdch
dotkéw ptytki dodano wytgcznie petng pozywke bez komdrek — dotki korygujgce odczyt. Komorki
inkubowano w warunkach hodowli przez 12 godz. w celu umozliwienia ich adhezji do powierzchni
ptytek. Po tym czasie traktowano je inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA i inkubowano
w warunkach hodowli przez 16 godz. W trakcie trwania inkubacji komodrek z inhibitorami
przygotowywano kartridze sensorowe — XFp Sensor Cartridge — sensory byty inkubowane w ddH,0
w 37°C bez doptywu CO2 przez noc, a nastepnie 60 minut przed pomiarem ddH,O zastgpiono
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odczynnikiem kalibrujgcym XF Calibrant. wykonywano w medium pomiarowym: Seahorse XF DMEM
suplementowang 1 mM pirogronianem, 2 mM L-glutaming i 10 mM glukozg (Agilent Technologies,
USA). Po zakoniczonej inkubacji komdérki dwukrotnie przemywano przygotowanym medium
pomiarowym, a nastepnie przed rozpoczeciem analizy podobnie jak kartridze, komarki inkubowano
przez 60 minut w 37°C bez doptywu CO,. W czasie inkubacji do dotkéw (portéw) kartridza sensorowego
nanoszono wymienione wyzej modulatory ETC zgodnie z zaleceniami producenta,
z uwzglednieniem kolejnosci ich iniekcji: 1,5 uM oligomycyna, 1 uM FCCP, 0,5 uM Rotenon/ 0,5 pM
Antamycyna A i dokonywano pomiarow OCR oraz szybkos$¢ uwalniania protonéw. Wyniki analizowane

byty w dostarczonym przez producenta programie Seahorse Wave.

- Rotenon i
H* . .
pimyiono [Fece |
miedzybtonowa

Macierz
mitochondrialna

Rysunek IV.4. Schematyczna wizualizacja
przebiegu oceny funkcji mitochodriow w systemie
\ Seahorse [zmodyfikowana grafika z instrukcji
App N aTe producenta zestawu pomiarowego - Agilent
Seahorse XFp Cell Mito Stress Test].

15. Ocena uszkodzen DNA - test kometowy
Uszkodzenia DNA w komadrkach HMEC-1 oceniano przy uzyciu testu kometowego. Po inkubacji
z inhibitorami PAD w komdérkach HMEC-1 indukowano uszkodzenia DNA poprzez inkubacje z H,0..

Plan doswiadczenia: Komarki HMEC-1 wysiewano na szalki o $rednicy 3 cm (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) w gestosci 15000 komorek/szalka w objetosci 2 ml. Komérki inkubowano
w warunkach hodowli 12-16 godz. w celu umozliwienia im adhezji do podtoza. Po tym czasie
traktowano je inhibitorami PAD: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA lub 10 uM FA i inkubowano w warunkach
hodowli przez 16 godz. Po zakonczonej inkubacji komarki traktowane inhibitorami poddano dziataniu
150 uM H,0; i inkubowano w warunkach hodowli przez 30 minut. W doswiadczeniu uwzgledniono
wszystkie wymagane kontrole pozytywne i negatywne. Szkietka mikroskopowe pokrywano 1%
roztworem agarozy. Po zakonczeniu inkubacji komorki zawieszano w 1% roztworze agarozy,
nanoszono na szkietko podstawowe, przykrywano szkietkiem nakrywkowym Po stezeniu agarozy
zdejmowano szkietka nakrywkowe i przez godzine przeprowadzano lize komérek w 4°C zalewajac
szkietka podstawowe roztworem lizujgcym (2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 10 mM Tris-HCl o pH 10)
z dodatkiem schtodzonego Triton X-100 (na 100 ml buforu lizujgcego dodano 1 ml Tritonu). Proces ten
miat na celu lize btony komaérkowej i uwolnienie DNA z jadra komdrkowego, odseparowanie biatek od
DNA. Nastepnie, szkietka umieszczano w buforze rozwijajgcym (30 mM NaOH, 1 mM EDTA) na 20 minut
w 4°C, po czym przeprowadzano elektroforeze agarozowq przy napieciu 29 V przez 20 minut. Po
zakonczeniu elektroforezy, szkietka trzykrotnie przeptukiwano wodg. Po wyschnieciu szkietka
barwiono roztworem 1 ug/m DAPI przygotowanym w ddH,0. W kazdym eksperymencie analizowano
100 (po 50 w jednym pomiarze) komdrek. Pomiary i dokumentacje fotograficzng wykonywano za
pomocg mikroskopu Nikon Eclipse E400 (Minato, Tokio, Japonia) wyposazonego w kamere Jenoptik
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ProgRes MF Cool (Jena, Niemcy) wyniki analizowano z wykorzystaniem program LUCIA Comet Assay

(Laboratory Imaging, Praga, Czechy)

16. Analizy in silico interakcji badanych inhibitorow z DNA

Struktury ligandéw opracowano w programie Gaussian 03 oraz GaussView 4.1.2. Krystaliczng
strukture DNA pobrano z bazy danych Protein Data Bank (PDB ID: 1BNA) i za pomocg pakietu ADT
1.5.6rc3 przygotowano do dokowania. Symulacje dokowania ligandow przeprowadzono w AutoDock
4.2, siatke obliczeniowg skonfigurowano tak, by obejmowata catg strukture DNA z odstepem
wynoszacym 0,375 A. Najlepsze pozycje ligandéw wybrano w celu przygotowania reprezentatywnych

komplekséw, ktdre wizualizowano w GaussView 4.1.2.

17. Przygotowanie komdrek HMEC-1 PAD4 KD

Poza oméwionymi wyzej doswiadczeniami wykorzystujgcymi inhibitory PADs, w niniejszej pracy
przygotowano i wykorzystano takze komérki HMEC-1 z wyciszong ekspresjg PAD4. W tym celu
wykorzystano indukowalny system - TRIPZ Inducible Lentiviral shRNA (Horizon Discovery, Perkin Elmer,

UK). Ktéry oparty jest na uzyciu shRNA dostarczanego do komadrek docelowych poprzez transdukcje

3,362 . o . .
14; oy czagstkami lentiwirusowymi. Wektory
o . ,5‘!’4‘3 pOlyA ‘ ‘ \0 . . . T
= il ; zaprojektowane sg w sposéb, ktéry umozliwia
//"’\\ pUC origin e \’%a . . . .
s J ekspresje shRNA a tym samym wyciszenie ekspresji
Q\

wytgcznie w obecnosci  doksycykliny (DOX).

& —SV40 polyA

Wyciszenie PAD4 rowadzono
% a— Hygro® pTRlPZ y P
i 13.4 kb z  wykorzystaniem  plazmidu  pTRIPZ:  klon
— V2THS_48865 (#RHS4696-200683408, Horizon
a1 onigin UBC promoter-4
O”“‘\%/"C“ PolyA Discovery, Perkin Elmer, UK). Jako kontrole uzyto
3-SIN-LTR
; WPRE o mes TR wektor pTRIPZ non-Target (NT, non-silencing
A uro S
o0n’s o? shRNA, #RHS4743, Horizon Discovery, Perkin Elmer,
m UK). Mape wektora PpTRIPZ i sekwencje
GGAAAGAATCAAGGAGG wykorzystanych shRNA przedstawiono na Rysunku
PAD4 TATTGCAGCTTCTTAGAGC L, .
IV.3. Komérki HMEC-1 PAD4 KD przygotowano

Rysunek IV.4. A. Mapa wektora pTRIPZ (Horizon zgodnie ze wskazéwkami producenta systemu
Discovery, Perkin Elmer, UK). B. Sekwencje shRNA

zawarte w dostarczonych przez producenta plazmidach  TRIPZ Inducible Lentiviral shRNA.
PTRIPZ (Horizon Discovery, Perkin Elmer, UK).

17.1. Przygotowanie DNA plazmidowego do transformacji
17.1.1. Hodowla Escherichia coli

Plazmidy shRNA Horizon namnazane byty w bakteriach Escherichia coli, szczep Top10 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Stosowano podstawowg pozywke Luria-Bertani (LB) o niskiej
zawartosci soli, sktad: 10 g Trypton (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 5 g NaCl (ChemPur,
Piekary Slaskie, Polska) i 5 g ekstraktu drozdzowego w 1 L ddH,0. Zgodnie z wytycznymi producenta
plazmidéw przygotowano pozywki hodowlane:
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s Namnazajaca — pozywka LB z dodatkiem 50 pg/ml Zeocyny (InvivoGen, San Diego, USA) i 100 pg/ml
karbenicyliny (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy).

® lzolacyjng — pozywka LB 100 ug/ml karbenicyliny (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy).

Bakterie namnazano w pozywce namnazajgcej przez 16 godz. w temperaturze 37°C
z wytrzgsaniem, nastepnie wykonywano posiew redukcyjny i ptytki inkubowano 16 godz. w cieplarce
37°C. Z posiewow redukcyjnych wybierano po 3 kolonie, ktére wykorzystywano do zaszczepienia
w pozywce izolacyjnej w objetosci 10 ml. Bakterie namnazano przez 16 godz. w temperaturze 37°C

z wytrzgsaniem po czym izolowano DNA plazmidowe (DNAp).

17.1.2. lzolacja i analiza DNA plazmidowego

Izolacja DNAp przeprowadzana byta z wykorzystaniem kolumienkowego zestawu do lizy
alkalicznej firmy Promega (PureYield MidiPrep, Promega, USA), zgodnie z wytycznymi producenta.
Uzyskane DNAp analizowano i identyfikowano pod katem poprawnosci sekwencji, korzystajgc ze
wskazéwek producenta. DNAp trawiono enzymem restrykcyjnym Sall (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA): 250 ng DNAp inkubowano z 0,25 ul Sall przez 15 minut w 37°C, reakcje nastepnie
zatrzymywano przez 10 min inkubacje w temperaturze 65°C. Przeprowadzano rozdziat
elektroforetyczny w 1% zelu agarozowym w TAE, wykorzystywano marker mas: Gen’O Ruler (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Rozdziat prowadzono przez 1 godzine przy napieciu 100 V, po czym
wyniki wizualizowano z wykorzystaniem systemu Azure 300 (Azure Biosystems, USA). Uzyskane wyniki
porownywano ze stezeniem i jakoscig badanych prdb i na tej podstawie wybierano proby, ktére

wykorzystano w transfekcji komdrek 293FT i produkcji czgstek lentiwirusowych.

17.2. Produkcja czastek lentiwirusowych w komoérkach 293FT

Produkcje czastek lentiwirusowych prowadzono z wykorzystaniem komédrek 293FT i zestawu
firmy Takara: Lenti-X™ Packaging Single Shots (Takara, Japonia). Podczas wykonywania czynnosci
zwigzanych z produkcjg i wykorzystaniem Lentiwirusow stosowano sie Scisle do przepisdw zwigzanych
z zachowaniem bezpieczenstwa i higieny pracy okreslonych przez Recombinant DNA Advisory
Committee. Pozywka hodowlana DMEM 293FT filtrowana byta przez filtry o porach 0,45 pm.

Protokdt produkcji czasteczek lentiwirusowych Lenti-NonTarget (L-NT) i Lenti-PAD4 (L-PADA4):

1. Komérki 293FT wysiano na szalki o $Srednicy 10 cm w gestosci 5 min/szalka w 8 ml petnej pozywki
DMEM 293FT. Komérki hodowano w standardowych warunkach przez 24 godz.

2. W sterylnej probdwece rozciericzano DNAp (NT lub PAD4) do ilosci 7 ug w 600 ul ddH,0.

3. DNAp dodawano do probdéwki zawierajgcej Lenti-X Packaging Mix. Mieszanine worteksowano
przez 20 sekund po czym inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 min.

4. Poinkubacji dodawano cato$¢ mieszaniny transfekcyjnej zawierajgcej DNAp i Lenti-X Packaging Mix
do komodrek 293FT.

5. Komorki 293FT inkubowano z mieszaning transfekcyjng w warunkach hodowli przez 4 godziny, po
tym czasie do szalek dodano 6 ml Swiezej porcji pozywki hodowlanej. Po 24 godzinach od
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transfekcji komorki obserwowano pod mikroskopem sSwietlnym oraz fluorescencyjnym w celu
oceny zywotnosci komoérek i wydajnosci transformacji.

6. Hodowle komodrek kontynuowano w standardowych warunkach przez 96 godz. W czasach 48 i 96
godzin od transfekcji zbierano supernatant znad komorek i szalki zalewano swiezg porcjg pozywki.
Zebrane supernatanty zawierajgce czastki lentiwirusowe krotko odwirowywano i filtrowano
z wykorzystaniem filtréw strzykawkowych o porach 0,25 um. Przygotowane supernatanty
lentiwirusowe: L-NT i L-PAD4 przechowywano w wyraZznie oznaczonym pojemniku w temperaturze

-80°C do momentu ich wykorzystania.

17.3. Transdukcja komérek HMEC-1

Komoérki HMEC-1 transdukowane byty wytworzonymi czgstkami lentiwirusowymi.
Wykorzystano komorki HMEC-1 charakteryzujgce sie prawidtowg morfologig oraz progresjg cyklu
komoérkowego. Transdukcje prowadzono z wykorzystaniem czynnika zwiekszajgcego jej wydajnosé —
bromku heksadymetryny (Polybrene, Merck, Niemcy). Po przeprowadzeniu transdukcji, komarki
selekcjonowane byty z wykorzystaniem 1 pg/ml puromycyny (Gibco, USA) przez 10 dni
w standardowych warunkach hodowli.

Protokdt transdukcji HMEC-1 czgstkami lentiwirusowymi:

1. Komoérki HMEC-1 wysiewano na ptytki 6-dotkowe w gestosci 300 000 komorek na dotek
w koricowej objetosci 2 ml filtrowanej (0,45 um) pozywki hodowlanej i inkubowane w warunkach
hodowli przez 12-16 godzin.

2. Zmieniano pozywke hodowlang na swiezg nie zawierajacg FBS i do komdrek HMEC-1 dodawano
Polybrene do koncowego stezenia 1 g/ml. Komorki inkubowano w warunkach hodowli przez 30
minut.

3. Po inkubacji z Polybrene do komérek dodawano rézng objetosci supernatantu lentiwirusowego:
100, 200 lub 500 pl bezposrednio do pozywki hodowlanej. Komérki inkubowano z czgstkami
lentiwirusowymi przez 1 godzine w warunkach hodowli.

4. Dotki ptytki uzupetniano petng swiezg pozywkg MCDB131 i kontynuowano inkubacje komadrek
przez 6 lub 12 godz.

5. Po uptywie czasu inkubacji znad komodrek zbierano pozywke zawierajgcg czastki lentiwirusowe
i dotki ptytki uzupetniano Swiezg porcjg petnej pozywki MCDB131. Kontynuowano hodowle
w standardowych warunkach przez 48 godz. w miedzyczasie obserwujgc komorki pod
mikroskopem $wietlnym.

6. Po 48 godzinach hodowli znad komodrek zebrano starg pozywke hodowlang i dodano medium
hodowlane zawierajgce 1 pg/ml puromycyny. Hodowle kontynuowano przez 10 dni, zmieniajac
pozywke selekcyjng co drugi dzien, az do momentu, gdy wszystkie komorki w dotkach kontrolnych
byty martwe, a w dotkach badanych pozostaty jedynie komarki eksprymujgce shRNA Po tym czasie

komorki potraktowano DOX i obserwowano czerwong fluorescencje komaérek. Wyprowadzono
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stabilne linie komérkowe HMEC-1 PAD4 KD, ktére analizowano pod katem stopnia wyciszenia

badanego genu PADA4.

17.4. Weryfikacja wyciszenia PAD4

Weryfikacje wyciszenia PAD4 w wybranych klonach HMEC-1 prowadzono na poziomie
transkrypcyjnym i biatka odpowiednio z wykorzystaniem opisanych wyzej technik qPCR oraz Western
blotting. Kontrole w analizach stanowity komarki HMEC-1 NT. Najlepszy stopien wyciszenia uzyskano

w przypadku linii HMEC-1 PAD4 KD 6.1, ktéra w pracy okreslana jest skrétem PAD4 KD.

17.5. Analizy komoérek HMEC-1 PAD4 KD

Wszystkie analizy wykonywane z wykorzystaniem przygotowanych komérek HMEC-1 PAD4 KD
prowadzono analogicznie do opisanych juz wyzej metod. Poziomy biatek oceniano przy uzyciu techniki
Western blottingu (Metody 4.), ekspresje mRNA z wykorzystaniem qPCR (Metody 6.). Wykonano takze

test tworzenia struktur pseudokapilarnych (Metody 8.).

18. Analiza statystyczna wynikéw

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem programu GraphPad Prism (v.
9.0, GraphPad, San Diego, Kalifornia, USA). Rdinice miedzy grupami oceniano za pomocg
jednoczynnikowej analizy ANOVA i analizy post hoc za pomocg testu Dunnetta, lub przy wykorzystaniu
testu t-Studenta. Istotnos¢ wynikdw prezentowana jest na wykresach oznaczeniami: ***<0,0001,

**<0,001, *<0,05.
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V. Wyniki
1. Wptyw inhibitorow PADs na wybrane funkcje komoérek srodbtonka - potencjat
angiogenny
1.1. Weryfikacja ekspresji PAD i poziomow H3cit w komoérkach srodbtonka
W komérkach HMEC-1 i HUVEC z wykorzystaniem techniki Western blotting, poréwnano
poziomy dwach izoform: PAD2 i PAD4, ktdre zdolne sg do przeprowadzania cytrulinacji histonéw
(Rysunek V.1A). Poziomy te poréwnywano z wybranymi liniami nowotworowymi (Rysunek V.1A). Tg
samg technikg analizowano takze obecnos¢ cytrulinacji histonéw w wybranych modelach (Rysunek
V.1B). Zarowno w przypadku wybranych izoform PADs jak i H3cit najintensywniejsze sygnaty
chemiluminescencji zarejestrowano dla linii HCT116 i SW620, w obu typach ECs poziomy byty
porownywalne (Rysunek V.1A i V.1B). W ECs potwierdzono takze obecnos¢ pozostatych funkcjonalnych
izoform PADs (Rysunek V.1C). Z wykorzystaniem barwienia immunofluorescencyjnego analizowano
nastepnie lokalizacje izoform PAD2 i PAD4 w komdrkach HMEC-1. Zdjecia zaprezentowane na Rysunku
V.1C wskazujg na lokalizacje obu izoform zaréwno w cytoplazmie, jak i w jagdrze komdrkowym, co

potwierdza, ze cytrulinacja histondw w ECs prowadzona moze by¢ zaréwno przez PAD2 i PADA4.

A D HMEC-1 HMEC-1

PAD2 PAD4
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HUVEC
SW620
HT29
HCT116

Mw
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Rysunek V.1. Weryfikacja obecnosci izoform PADs w wybranych modelach komérkowych 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 obecnosci pozostatych izoform PADs w HMEC-1
i HUVEC; D: Immunofluorescencyjna analiza lokalizacji PAD2 i PAD4 w komérkach HMEC-1. Jgdra komdrkowe wybarwiono 10
UM DAPI. Powiekszenie 10x; reprezentatywne zdjecia mikroskopowe; n = 4.

1.2.  Analizy cytotoksycznosci inhibitorow PAD i ocena potencjatu inhibitorowego

Po potwierdzeniu obecnosci PAD2, PAD4 oraz H3cit w obu badanych typach ECs,
z wykorzystaniem testu redukcji resazuryny zbadano cytotoksycznosé wybranych inhibitoréw PADs.
Charakterystyke stosowanych inhibitoréw przedstawiono w Tabeli lll.1 (//l. Materiaty). Komérki HMEC-
1 i HUVEC traktowane byty stezeniami inhibitorow w zakresie: BBCLA 0,25-5 uM, CLA 0,25-10 uM lub

FA 0,25-10 uM przez 24 godziny. Analizy wykazaty, ze w badanych zakresach stezen wytgcznie BBCLA
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ma dziatanie cytotoksyczne, 1Cso dla HMEC-1: 1,75 uM £ 0,13 uM, dla HUVEC: 1,97 uM £ 0,08 uM
(Rysunek V.2A'i V.2B). CLA i FA nie powodowaty istotnych spadkéw przezywalnosci ECs. W celu dalszej
analizy cytotoksycznosci badanych zwigzkéw dla ECs wykorzystano kolejny typ komaérek srédbtonka —
aortalng linie HAEC, gdzie uzyskano podobne wyniki; 1Cso BBCLA wyniosto 1,99 uM £ 0,16 uM i brak
cytotoksycznosci CLA i FA w badanych zakresach stezen (Rysunek V.2.C). Tak duze rozbieznosci
pomiedzy BBCLA a pozostatymi inhibitorami sprawity, ze zdecydowano sie sprawdzi¢ efekty
wywotywane przez wyisze stezenia CLA i FA. Komorki HMEC-1 (Rysunek V.2.D) i HUVEC (Rysunek V.2.E)
traktowano zatem wyzszymi stezeniami CLA i FA (25-200 uM) przez 24 godz. W HMEC-1 ICso badanych
zwigzkéw ponownie znajduje sie powyzej zastosowanych eksperymentalnie stezen, natomiast

w HUVEC wyznaczone ICso dla CLA to 175,67 pM £ 2,54 uM.
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Rysunek V.2. Cytotoksycznos¢ badanych inhibitorow. Przezywalnosc ECs traktowanych inhibitorami PADs przez 24 godz.: A:
HMEC-1, B: HUVEC, C: HAEC. Dane przedstawiono jako Srednig + SD, n = 5. Przezywalnos¢ ECs traktowanych wyZszymi
stezeniami CLA lub FA przez 24 godz.: D: HMEC-1, E: HUVEC. Dane przedstawiono jako sredniq * SD, n = 3. Analiza statystyczna:
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta, istotnosc¢ statystycznqg zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001,
*p<0,05 vs. kontrola.

Na podstawie powyzszych analiz wybrano nietoksyczne stezenia inhibitoréw PADs, ktore
badano pod wzgledem ich potencjatu do hamowania przeprowadzania procesu cytrulinacji H3 w ECs.
Wykorzystano zatem stezenia 0,25, 0,5 i 1 uM BBCLA lub 2, 5 i 10 uM zaréwno CLA i FA.
Z wykorzystaniem WB analizowano poziom ogdlnej cytrulinacji H3 po 16 godz. inkubacji ECs
z inhibitorami (Rysunek V.3A i V.3B). BBCLA najsilniej hamowat wprowadzanie H3cit w obu modelach
ECs, zmniejszajgc poziom tej sygnatury ponad 4-krotnie przy najwyiszym zastosowanym stezeniu
(Rysunek V.3A i V.3B). Efekty CLA i FA byty do siebie zblizone, oba zwigzki obnizyty poziom H3cit niemal
3-krotnie przy najwyzszym stezeniu w obu typach ECs (Rysunek V.3A i V.3B).
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Rysunek V.3. Weryfikacja potencjatu inhibitorowego badanych zwiqzkow. A i B: Poziom H3cit w ECs traktowanych
inhibitorami PADs przez 16 godz. Jako biatko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane sq reprezentatywne
membrany, a wykresy przedstawiajq analize densytometrycznq sygnatu. Dane przedstawiono jako Srednig + SD, n = 3. Analiza
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; istotnosc statystyczng 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 réwniez efekty 5-godzinnej, inkubacji ECs z inhibitorami. Jednak w tym przypadku istotny
spadek H3cit zaobserwowano wytgcznie w przypadku 1 uM BBCLA (Rysunek V.4A). Dodatkowo,
oznaczono réwniez wptyw badanych inhibitoréw PADs na poziom innej modyfikacji potranslacyjnej
wprowadzanej przez PAD2/PAD4, a mianowicie H4R2cit. Komadrki HMEC-1 inkubowano przez 16 godz.
z inhibitorami, a wyniki wskazujg, ze kazdy z badanych zwigzkdw na podobnym poziomie istotnie
obniza poziom tej modyfikacji do ok. 40% kontroli (Rysunek V.4B). Podsumowujac, stwierdzono, ze
wytgcznie BBCLA wykazuje dziatanie cytotoksyczne wzgledem ECs i na podstawie uzyskanych wynikéw
wybrano optymalny czas inkubacji — 16 godz. oraz stezenia inhibitoréw PADs, ktdre efektywnie hamujg

cytrulinacje H3: 1 uM BBCLA, 10 uM CLA i FA.

| 56



Wyniki — Wptyw inhibitoréw PADs na wybrane funkcje komdrek srédbtonka

Mw
BBCLA [uM] B Ctrl BBCLA CLA FA
- = 120 .
ctilo25 05 1 5 @BBCLA mCLA @FA H4R2c,t|- - |17 kDa
H3cit| - — | 17kba 8 4ol Tz wmE 80090200 oot
3
£ H3 |..--| 15 kDa
CLA [uM] E- & [
Ctrl 2 5 10 =75
=
H3cit|_ Fpe—— |17kDa £g - 100 |
B2 =
FA [uM] § 40 wE 80
%] —
Ctrl 2 5 10 = go=
c 20 gau_. 60 4
H3cit| P —— |17kDa IS se )
£ 2%—“ o *x
..................... 0 L o= 40
555 53¢ 33 338 5
H3|-- -—-|15kDa o0 o0 00 <
S<F 852 253 253 G 204
OO s EXY] s EAT) s o
g :LN 1‘9 12—
8 2 - Ctl BBCLA CLA FA
o

Rysunek V.4. Weryfikacja potencjatu inhibitorowego badanych zwiqzkow; 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 powyzszych
analizach jako biatko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane sq reprezentatywne membrany, a wykresy
przedstawiajg analize densytometryczng sygnatu. Dane przedstawiono jako sredniq + SD, n = 3, Analiza statystyczna:
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; istotnos¢ statystyczng zaprezentowano jako: p **<0,001, p*<0,05 vs.
kontrola.

1.3.  Analizy wptywu inhibitorow PAD na cykl komérkowy i proliferacje ECs

W kolejnym etapie badano wptyw zahamowania aktywnosci PADs w ECs na progresje cyklu
komérkowego. W tym celu komorki HMEC-1 traktowano wybranymi powyzej stezeniami inhibitoréow
z zastosowaniem kilku czaséw inkubacji: 16, 24, 32 i 48 godz. Przy uzyciu techniki cytometrii
przeptywowej analizowano odsetek komodrek znajdujgcych sie w poszczegdlnych fazach cyklu
komérkowego (Rysunek V.5). Na Rysunku V.6 przedstawiono reprezentatywne histogramy z analizy
przeprowadzonej w programie Flowlo. Nie stwierdzono istotnych zmian pomiedzy komodrkami

kontrolnymi, a komérkami poddanymi dziataniu inhibitorow.
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Rysunek V.5. Wptyw inhibitoréw PAD na progresje cyklu komorkowego HMEC-1. Wykresy przedstawiajq procent komorek
HMEC-1 w poszczegdlnych fazach cyklu komdrkowego. Komdrki inkubowano przez podany czas odpowiednio z B: 1 uM BBCLA,
C: 10 uM CLA lub D: 10 uM FA, wyniki poréwnywano do komdrek kontrolnych: A. Wyniki przedstawiono jako Srednia + 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 komérkowego. A: Progresja cyklu komdrkowego HMEC-1 traktowanych
inhibitorami PADs przez 16, 24, 32 lub 48 godz. Przedstawiono reprezentatywny histogram dla kazdego punktu czasowego.
DNA barwiono roztworem jodku propidyny (n = 3). Histogramy przygotowano w oparciu o zliczenia komdrek.

W celu dalszej weryfikacji przeprowadzono test proliferacji z wykorzystaniem metody redukcji

resazuryny. Komérki HMEC-1 inkubowano z inhibitorami przez 48 godz. w zakresach stezen

analogicznych jak przy inkubacji 24 godz. Istotny statystycznie (p*<0,05), cytotoksyczny wptyw na

proliferacje komarek srddbtonka zaobserwowano jedynie przy wyzszych stezeniach BBCLA (>1 uM),

ktorych nie stosowano w kolejnych analizach (Rysunek V.7A i V.7B). CLA i FA nie wywieraty zadnego

efektu w badanym zakresie stezen.
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Rysunek V.7. Proliferacja ECs traktowanych inhibitorami PAD. Proliferacia HMEC-1 (A) lub HUVEC (B) traktowanych
inhibitorami PADs przez 48 godz. Dane przedstawiono jako sredniq + SD (n=3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA,
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test post-hoc Dunnetta. Istotnosc statystyczng wszystkich wynikow zaprezentowano jako: p***<0,0001, p**<0,001, p*<0,05
vs. kontrola.

Rownolegle z prowadzonymi analizami cytometrycznymi sprawdzano jak zahamowanie
aktywnosci PADs wptywa na profil ekspresji wybranych cyklin zaangazowanych w regulacje cyklu
komodrkowego. Potraktowanie komérek HMEC-1 inhibitorami: BBCLA: 0,25, 0,5 i 1 pM oraz CLA/FA:
2, 5 10 uM, znacznie modyfikowato profil ekspresyjny (CCNA, CCNB, CCNE CCND, CCNY), w sposdb
zalezny od danego czasu inkubacji (Rysunek V.8). Stwierdzono, ze BBCLA i CLA znaczgco (p*<0,05 lub
p**<0,001) zmniejszajg ekspresje gendw dla cykliny E (CCNE) i cykliny D (CCND) w HMEC-1 po 16 godz.
inkubacji (Rysunek V.8). Dodatkowo, zarowno BBCLA i CLA istotnie zwiekszyly ekspresje cykliny
A (CCNA) po 24 godz. inkubacji (p*<0,05), ale najwiecej efektow na ekspresje cyklin wywarta inkubacja
z FA (Rysunek V.8). W kazdym punkcie czasowym inkubacja z FA istotnie zwiekszyta ekspresje CCNY
(p*<0,05) (Rysunek V.8). Jednak przedstawiona analiza cytometryczna wskazuje, ze stwierdzone,
istotne statystycznie zmiany w ekspresji wybranych cyklin nie sg wystarczajgce do modyfikacji cyklu

komérkowego.
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Wzgledny poziom ekspresji mRNA
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o16h o24h m32h m48h

[ddCt]
>
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o
o

0,0

CCNA CCNB CCNE CCND  CCNY
Rysunek V.8. Profil ekspresji cyklin w ECs traktowanych inhibitorami PAD. Wzgledny poziom ekspresji mRNA dla wybranych
cyklin w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16, 24, 32 i 48 godz. Dane przedstawiono jako Srednia + SD, n = 3.

Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotnos¢ statystyczng wszystkich wynikow
zaprezentowano jako: p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola.

Analizowano réwniez poziomy wybranych biatek wigzanych z progresjg cyklu komérkowego:
kinazy ChK1, jej aktywnej formy fosforylowanej pChK1, p53 oraz PCNA. Zaden z inhibitoréw nie
wywotat istotnych efektéw na poziom badanych biatek w HMEC-1 (Rysunek V.9). Stwierdzono zatem,

ze zahamowanie PADs dziataniem wybranych stezen stosowanych inhibitorow nie wywiera istotnego
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efektu zaréwno na proliferacje, jak i progresje cyklu komérkowego HMEC-1, mimo istotnych zmian

w profilu ekspresyjnym cyklin.
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Rysunek V.9. Poziom biatek zwigzanych z cyklem komorkowym HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD. HMEC-1
traktowano inhibitorami PADs przez 16 godz. Jako biatko referencyjne wykorzystano [-aktyne. Przedstawione WB sq
reprezentatywne, a wykres przedstawia analize densytometrycznq chemiluminescencji. Dane przedstawiono jako Srednia +
SD (n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta *p<0,05 vs. kontrola.

1.4. Analiza potencjatu angiogennego ECs poddanych dziataniu inhibitoréw PADs

W kolejnych etapach badan analizowano parametry istotne w angiogenezie, m.in. migracje
komorek, tworzenie struktur pseudokapilarnych oraz profil wydzielniczo — transkrypcyjny ECs. Na
poczatku, analizowano zdolnosSci 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 nastepnie zdolnosSci migracyjne oceniano w oparciu o test zarastania rysy.

A Kontrola 1 uM BBCLA 10 uM CLA 10 uM FA

Oh

8h

A!

Powierzchnia rysy
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100
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Rysunek V.10. Analiza zdolnosci migracyjnych HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD. Komdrki HMEC-1 preinkubowano
zinhibitorami przez 16 godz. A Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe HMEC-1 wykonane w czasie 0 i 8 godzin po wykonaniu
rysy. A’: Analiza obszaru zarastania rys przeprowadzona przy uzyciu naktadki Wound healing w programie ImagelJ. Dane
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przedstawiono jako srednia + SD (n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotnosc¢
statystycznq wszystkich wynikdw zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola.

Zahamowanie aktywnosci PADs znacznie zmniejszyto migracje obu typoéw ECs w poréwnaniu do
kontroli. Ponownie najsilniejsze efekty zaobserwowano w przypadku BBCLA, gdzie powierzchnia
zaro$niecia rysy byta o okoto 50% mniejsza w odniesieniu do komérek kontrolnych (Rysunek V10
iV.11).

1 pM BBCLA 10 uM CLA

A Kontrola

Oh

8h

100 4
>
gE‘ 80 4
a8
cc 60
S8
N =
i
SR 40
g2
o

20 |

" 0h 8h oh 8h Oh 8h oh 8h
Kontrola BBCLA CLA FA

Rysunek V.11. Analiza zdolnosci migracyjnych HUVEC traktowanych inhibitorami PAD. Komdrki HUVEC pre-inkubowano
z inhibitorami przez 16 godz. A Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe HUVEC wykonane w czasie 0 i 8 godzin po wykonaniu
rysy. A’: Analiza obszaru zarastania rys przeprowadzona przy uzyciu naktadki Wound Healing w programie ImagelJ. Dane
przedstawiono jako srednia + SD (n = 3). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotnosc¢
statystycznq wszystkich wynikdw zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola.

W celu wyjasnienia obserwowanych efektéw zbadano catkowitg aktywnos$¢ metaloproteinaz
(MMPs) oraz produkcje NO®. Uzyskane wyniki pokazaty, ze catkowita aktywnos¢ MMPs jest istotnie
statystycznie obnizona jedynie w komdrkach poddanych dziataniu BBCLA (*p<0,001), w przypadku
pozostatych zwigzkéw (CLA i FA) nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian (Rysunek V.12A
i V.12B). Natomiast analiza poziomu NO°, wykonana przy uzyciu sondy DAF-FM DA pokazata, ze
zarowno BBCLA i CLA istotnie statystycznie (odpowiednio **p<0,001 i *p<0,05) obnizyty ilos¢ NO*
(Rysunek V.12C).
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Rysunek V.12. Analiza aktywnosci MMPs i poziomu NO* w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD. A i B: Catkowita
aktywnos¢ MMPs w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz, zaprezentowana jako % kontroli (A) i w postaci
wykresu kinetycznego intensywnosci fluorescencji w ciggu 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 srednia + SD (n = 4). Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post hoc Dunnetta. Istotnos¢
statystycznq wszystkich wynikdw zaprezentowano jako: **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola.

Do oceny wptywu inhibitoréw PAD na kolejny istotny etapu angiogenezy, mianowicie tworzenia
struktur kapilarnych, wykorzystano podtoze MatriGel™. HUVECs i HMEC-1 preinkubowano
z inhibitorami PADs przez 16 godz., po czym komorki przenoszono na Matrigel™ i obserwowano
wytworzone struktury po kolejnych 6 godz. inkubacji. Sieci utworzonych pseudokapilar barwiono
z wykorzystaniem kalceiny-AM w konicowym stezeniu 3 uM i fotografowano z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego (Rysunek V.13A i V.13B). Kazdy z zastosowanych inhibitoréw istotnie
wptynat na organizacje i parametry morfologiczne sieci kapilarnych (Rysunek V.13). Ponownie, w obu
modelach ECs najsilniejsze efekty zarejestrowano w komérkach traktowanych BBCLA, widoczne jest to
zarowno w aspekcie liczby weztdw, potaczen, segmentdéw, rozgatezien, jak rowniez dtugosci
powstatych struktur. W komdérkach HMEC-1 istotne statystycznie efekty stwierdzono dla wszystkich
trzech badanych inhibitoréow (Rysunek V.13A i A’), zas w przypadku HUVEC, istotne statystycznie
zmiany, zwigzane z ograniczeniem tworzenia sie sieci pseudonaczyn zaobserwowano w przypadku

BBCLA i CLA (Rysunek V.13B i B').
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Rysunek V.13. Test formowania struktur pseudokapilarnych przez komorki srédbfonka traktowane inhibitorami PADs przez
16 godz. A i B Reprezentatywne zdjecia wytworzonych struktur wybarwionych 3 uM kalceinqg AM, powiekszenie 4x, n =9. A —
HMEC-1, B— HUVEC. Na wykresach A’ i B’ zaprezentowano analize parametrycznq struktur wytworzonych przez HMEC-1 lub
HUVEC, odpowiednio. Dane przedstawiono jako srednia * SD, n = 9. Statystyka: jednoczynnikowa analiza ANOVA, test post-
hoc Dunnetta (***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05).

Aby wyjasni¢ molekularne podtoze anty-angiogennego dziatania inhibitoréw PADs przeanalizowano
profil wydzielniczy HMEC-1 traktowanych badanymi zwigzkami przez 16 godz. W tym celu
wykorzystano komercyjny zestaw membran typu dot-blot Proteome Profiler Human Angiogenesis
Array Kit™, pozwalajacy na oznaczenie poziomdéw biatek zaangazowanych w regulacje procesu
angiogenezy, wydzielanych przez komdrki do pozywki hodowlanej. Na Rysunku V.14A, B, C i D

przedstawiono reprezentatywne membrany dot-blot.

|63



Wyniki — Wptyw inhibitoréw PADs na wybrane funkcje komdrek srédbtonka

1,2 3,4 5,6 7,8 | 9,10 | 11,12 | 13,24 | 15,16 | 17,18 | 19,20 | 21,22 | 23,24
A Ctrl(+) ActivinA JADAMTS] ANG Ang-1 Ang2 AST AR Artemin Ctrl(+)
B TF | oxcuie| cp26 | eeF |ecveer| coios | coxwi| Em1 | Fer1 | FGR2 | FGR4 | FGR7
¢ | GONF | GMmcsF| HB-EGF | HGF | IGFBR1 | IGFBR2 | IGFBR3 | IL-18 I8 | TGFB1| Leptin | ccL2
D | MiP1a | MMRS | MMRo |NRG1B1| TSG14 | PD-ECGF|PDGRAA| PDGRBB| PSPN | cxcla | PIGF |Prolactin
E | Maspin| pa-1 | peof | imra | Tivea | Tsp1 | Ttse2 | upa | vasH | veer | veGre
F | ctrl+) ctrl()
A 12 34 5678 9101112 1314151617181920 2122 2324 B 12 34 5678 9101112 1314151617181920 2122 2324
A .. P s e . @
Alee oo
© b h:] “e 0000
s8 e 1 J oe 2000 Qc . o0
£C . e® o [ X ) @D ® o
Sb [ X J . SE oo
< ee[ oo oo S8 :F ool oo
c 12 34 5678 9101112 1314151617181920 2122 2324 D 12 34 5678 9101112 1314151617181920 2122 2324
A9 e TR L sece r-Y:) A9 e escos e eece oY)
SB|enee 00@@® + s 2000 Bleseoe 2000 ¢ s 0000
;C oo o0 [¢ oo © @
2D |® o o0 o0 D = o oe L X J
oE oo [eoe > B E oo [ee > °
F oe F o

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 pozywkq hodowlang zebrang znad HMEC-
1 odpowiednio kontrola, inkubowanych z BBCLA, CLA i FA. Czerwonymi prostokqtami zaznaczono biatka ktérych wydzielanie
obnizyty wszystkie inhibitory, zielone prostokgty to biatka ktorych wydzielanie byto zwiekszone.

Wsrdd najistotniejszych zmian wykryto znaczne zmniejszenie wydzielania VEGFA i VEGFC
w komodrkach HMEC-1 traktowanych BBCLA (Rysunek V.15A), odpowiednio do 5% i 11% kontroli.
Zmiany te w komadrkach traktowanych CLA i FA byty fagodniejsze, w przypadku CLA obnizenie VEGFA
wzgledem kontroli do 81% i VEGFC do 49% (Rysunek V.15B), dla FA odpowiednio 49% i 42% (Rysunek
V.15C). Na Rysunku V.15 przedstawiono takze analize densytometryczng pozostatych czynnikow,
ktorych analize umozliwit zestaw Proteome Profiler Human Angiogenesis Array Kit™. Ogdlny profil
zmian byt zbiezny w przypadku CLA i FA, i odrebny dla BBCLA. Do czynnikéw, na ktérych podobny efekt
miaty wszystkie trzy zastosowane inhibitory (Rysunek V.16) nalezg: silny inhibitor angiogenezy PEDF,
podwyzszony o 50% wzgledem kontroli, a takze obnizone ponizej 50% kontroli PDGF-AA, TSP-2, uPA,
PSPN, VASH.
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Rysunek V.15. Kwantyfikacja sygnatow chemiluminescencyjnych — zestaw Angiogenesis Array Kit. A, B i C: kwantyfikacja
sygnatu chemiluminencyjnego kazdego z punktéw na membranach, komdrki inkubowano odpowiednio z A— BBCLA, B— CLA,
C — FA. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli, srednia + SD, n = 2. Wyjasnienie skrétéw na wykresach zawarto w Spisie
skrotéw.
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Rysunek V.16. Kwantyfikacja i zestawienie czynnikow, ktorych wydzielanie modulujg inhibitory PAD. Wyniki przedstawiono
jako procent kontroli, srednia + SD, n = 2.

Intensywno$¢ chemiluminescenciji
[% kontroli]

Zarejestrowane zmiany w produkcji wybranych, wyzej wymienionych biatek zweryfikowano na
poziomie transkrypcyjnym z wykorzystaniem gPCR (Rysunek V.17). Stwierdzono, istotnie statystycznie
obnizenie ekspresji VEGFA i VEGFC pod wptywem BBCLA i CLA (*p<0,05), ale nie FA. Wszystkie
inhibitory natomiast silnie zwiekszyty ekspresje PEDF, co koreluje z opisanym wyzej wiekszym
poziomem wydzielania tego czynnika. Podobnie zwiekszenie ekspresji i wydzielania innego enzymu
z rodziny SERPIN — PAI1, zaobserwowano w przypadku komaérek traktowanych BBCLA. Ponadto pod
wptywem BBCLA i FA zarejestrowano zwiekszenie ekspresji TIMP-1, bedacego inhibitorem
metaloproteinaz. Natomiast BBCLA i CLA obnizaty istotnie ekspresje ET-1. Dodatkowo BBCLA i CLA
istotnie zwiekszyty ekspresje IGFBP2, a inhibitor FA poziom mRNA dla IGFBP3 (Rysunek V.17).
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Oznaczono takze ekspresje kilku czynnikdéw, ktore poza zaangazowaniem w regulacje angiogenezy
uczestniczg réwniez w procesach zapalnych. Ekspresja IL6, IL8 i CCL2 byta istotnie obnizona w wyniku
inkubacji z BBCLA i CLA (*p< 0,05), natomiast odwrotny efekt wywotata inkubacja z FA (*p< 0,05).

Podobny schemat odpowiedzi na dziatanie inhibitoréw zaobserwowano dla VIM (Rysunek V.17).

4,0
< 3.5 o E1uMBBCLA  H10uMCLA  E10uMFA
£ 30 .
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B ‘o b N * T
= 1.0 * *
N * . *kk

0,0

VEGFA VEGFC  PAIt PEDF  ET-1 li6 L8 ccL2 VIM  IGFBP2 IGFBP3  TIMP1

Rysunek V.17. Ekspresja genow zwiqzanych z regulacjq angiogenezy lub stanem zapalnym w komorkach HMEC-1. Komorki
HMEC-1 inkubowano z inhibitorami PADs przez 16 godz. Wyniki gPCR normalizowano wzgledem ekspresji HPRT1, dane
przedstawiono jako Sredniqg * SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post hoc Dunnetta ***<0,0001,
**<0,001, *<0,05 vs. kontrola.

Biorgc pod uwage ogdlny antyangiogenny efekt farmakologicznej inhibicji aktywnosci PADs
zdecydowano sie zbadad status jednego z najistotniejszych szlakdw sygnatowych — PI3K/AKT. Komérki
HMEC-1 traktowano inhibitorami PADs przez 16 godz., nastepnie poprzez WB analizowano poziomy
wybranych biatek badanego szlaku: Akt, fosforylowang aktywna forme Akt (pAkt), PI3K i GSK3[3
(Rysunek V.18). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w poziomach PI3K, a GSK3f
obnizony byt istotnie jedynie przez FA (*p<0,05). Natomiast, traktowanie komoérek HMEC-1 kazdym
z inhibitorow skutkowato obnizeniem aktywnej, ufosforylowanej formy biatka — ph-Akt (***p< 0,0001
dla BBCLA i CLA, *p< 0,05 dla FA). Poziom ph-AKT w poréwnaniu do formy nieaktywnej zostat obnizony
do ok. 40% przez wszystkie inhibitory PADs, co wskazuje, ze aktywnos$¢ PADs moze by¢ istotna wtasnie

na etapie aktywacji tego szlaku na poziomie fosforylacji Akt (Rysunek V.18).
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Rysunek V.18. Analiza szlaku PI3K/AKT w komédrkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs. A. — reprezentatywne
membrany przedstawiajgce poziomy pan-Akt, ph-AKT, GSK3B i PI3K w HMEC-1 traktowanych inhibitorami przez 16 godz. Jako
kontrole naktadania wykorzystano B-aktyne, n = 3 B. — analiza densytometryczna sygnatéw chemiluminescencyjnych. Sygnat
pAkt normalizowano wzgledem pan-Akt. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta,
p**%<0,0001, p*<0,05 vs. kontrola.

| 66



Wyniki — Wptyw inhibitoréw PADs na wybrane funkcje komdrek srédbtonka

1.5. Badanie konsekwencji zahamowania aktywnosci PAD w kontekscie homeostazy
redoks
W kolejnym etapie badan starano sie zbadaé wptyw zahamowania aktywnosci PADs w HMEC-1

na wybrane aspekty homeostazy redoks oraz wyjasni¢c podtoze obserwowanej wiekszej
cytotoksycznosci BBCLA wzgledem pozostatych inhibitoréw PADs (Rysunek V.2). Analizowano efekty
zahamowania PADs na cytotoksycznos¢ wywotang czynnikami wywotujgcymi stres oksydacyjny. W tym
celu wykorzystano zarowno utleniacz organiczny: t-BOOH, jak i nieorganiczny: H,0,. Komarki HMEC-1
preinkubowano z inhibitorami PADs przez 16 godz. a nastepnie poddawano dziataniu 10 uM t-BOOH
lub 150 uM H,0,, przezywalnos$¢ komdrek oznaczano z wykorzystaniem testu wychwytu czerwieni
obojetnej. Wczesniejsza inkubacja HMEC-1 z BBCLA istotnie statystycznie zwiekszyta (*p< 0,05)
przezywalno$¢ wzgledem komdrek traktowanych t-BOOH (Rysunek V.19A). W przypadku H,0,
podobny efekt zaobserwowano dla kazdego z zastosowanych inhibitorow (*p < 0,05) (Rysunek V.19B).
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Rysunek V.19. Analiza wptywu inhibitoréow PAD na przezywalnos¢ HMEC-1 traktowanych t-BOOH Ilub H;O;.
A: Przezywalnosc¢ ECs traktowanych inhibitorami PADs przez 24 godz i t-BOOH przez 2 godz. Dane przedstawiono jako Srednig
+ SD, n = 3 B: Przezywalnos¢ ECs traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz. i H,O; przez godzine. Dane przedstawiono
jako Sredniq + SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Proby analizowano vs.
kontrola i t-BOOH/ H,0; vs. ko-traktowanie: inhibitor PADs + t-BOOH/ H,0,. Istotnos¢ statystyczng wszystkich wynikow
zaprezentowano jako: *p<0,05.

Z wykorzystaniem sondy H,DCF DA analizowano poziomy RFT zaréwno w komdrkach HMEC-1
inkubowanych wytgcznie z inhibitorami PAD, jak i w komdrkach poddanych stresowi oksydacyjnemu
wywotanemu 10 pM t-BOOH. Potraktowanie komoérek wytgcznie inhibitorami PADs nie wywotato
istotnych zmian w produkcji RFT (Rysunek V.20A). Natomiast preinkubacja z inhibitorami, podobnie jak
w powyzszych analizach cytotoksycznosci, istotnie zmniejszyta produkcje RFT po inkubacji komérek
z 10 uM t-BOOH (Rysunek V.20A’). Najmniej istotny statystycznie efekt zaobserwowano w przypadku
CLA (*p< 0,05), a zblizone efekty wywotata inkubacja z BBCLA i FA (**p< 0,001). Nastepnie,
z wykorzystaniem qPCR analizowano wzgledne poziomy ekspresji gendw, ktorych produkty
zaangazowane sg W regulacje homeostazy redoks. Wszystkie inhibitory PADs po 16 godz. inkubacji

istotnie (*p<0,05) zwiekszyty w HMEC-1 poziom ekspresji TXNRD1 oraz NRF2 (Rysunek V.20B).
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Natomiast nie zaobserwowano zmian w TXN1, a poziom TXN2 zwiekszyta wytacznie inkubacja z FA

(Rysunek V.208B).
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Rysunek V.20. Poziom RFT i ekspresja genéw zwigzanych z homeostazq redoks w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD.
A: Produkcja RFT w komdrkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz i produkcja RFT w komdrkach HMEC-
1 traktowanych inhibitorami przez 16 godz. i 2 godz. inkubacji z t-BOOH, dane przedstawiono jako Srednia + SD, n = 4. Analiza
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Proby analizowano vs. kontrola i t-BOOH vs. ko-traktowanie
inhibitory PAD + t-BOOH. B: Wzgledny poziom ekspresji genow zwiqzanych z homeostazq redoks w HMEC-1 traktowanych
inhibitorami PADs przez 16 godz. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji HPRT1, dane przedstawiono jako Srednig + SD n
= 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotnosc statystyczng wszystkich wynikow
zaprezentowano jako: p***<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola.

Ze wzgledu na zastanawiajgcg rozbieznos¢ w ICso badanych inhibitoréw PAD w ECs zdecydowano
sie zweryfikowac czy obserwowana wysoka cytotoksycznos¢ BBCLA zwigzana moze byé spowodowana
uszkodzeniami DNA. W pierwszej kolejnosci przy uzyciu metod in silico analizowano potencjat wigzania
sie badanych zwigzkow do struktury DNA (Rysunek V.21). Wedtug przeprowadzonych analiz wszystkie
inhibitory PAD mogg wigza¢ sie do DNA w matym rowku a obliczone energie wigzania wskazuja, ze to

wtasnie BBCLA posiada¢ moze najwiekszg zdolno$é do interakcji DNA (-33,54 kJ/mol).

BBCLA CLA

Energia  [kcal/mol] -8.01 -5,59 -5,60
wigzania do
DNA [kJ/mol] -33,54 -23,40 -23,45

Rysunek V.21. Analizy in silico wigzania badanych inhibitoréw PAD do struktury DNA. Struktury badanych inhibitoréw PADs
dokowano do modelu DNA (PDB ID: 1BNA). Wyniki analizy wizualizowano w programie GaussView 4.1.2

Nastepnie z wykorzystaniem testu kometowego analizowano procent uszkodzern DNA

w komadrkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami PAD przez 16 godz. (Rysunek V.22). Wnioskujgc na
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podstawie analiz in silico, cytotoksyczno$¢ BBCLA spowodowana mogta byé witasnie uszkodzeniami
DNA. Jednak zaden z zastosowanych inhibitoréw nie powodowat istotnych uszkodzern DNA
w zastosowanym stezeniu. Te wyniki w potgczeniu z opisanym wyzej efektem cytoprotekcyjnym przed
H,0; sktonity do analizy wptywu pre-inkubacji HMEC-1 z inhibitorami PADs na uszkodzenia oksydacyjne
DNA wywotywane H,0,. Pre-inkubacja HMEC-1 z inhibitorami PADs istotnie statystycznie (*p< 0,0001)
chronita HMEC-1 przed uszkodzeniami DNA wywotanymi H,0, (Rysunek V22B). Wyniki te wyraznie
wskazujg, ze inhibitory PADs w podanych stezeniach nie tylko nie indukujg uszkodzern DNA, ale
wykazujg dziatanie protekcyjne przed dziataniem H,0,.

A

-
%4
=)

=
<
T
o

N

2

Kontrola

g 30 ‘
o
E e
=5 —_ .
- & ‘
g 20 ;'5.
5 K] Y :
(8] [~ P '
s 2 :
=3 =
_
S b
=2

+ v v 2 v
,e?/o 00\7. O\v <& Q@o Qﬂ/o Q(bo
+ Q x x X
QO\?“ O\Y’ &
£

Rysunek V.22. Test kometowy. A. Reprezentatywne zdjecia z testu kometowego, komdrki HMEC-1 preinkubowano
z inhibitorami PADs a nastepnie poddawano dziataniu 150 pM H,0; przez 30 min. B: Analiza uszkodzeri DNA w HMEC-1
traktowanych inhibitorami PAD przez 16 godz i H,0, przez 30 min. Wyniki na wykresie przedstawiono jako sredniq + SD, n =
3. Analiza statystyczna: test t-Studenta: *** p < 0,0001.

Dodatkowo zdecydowano sie zbadaé wptyw zahamowania aktywnosci PAD na funkcje
mitochondriow w HMEC-1. W tym celu wykorzystano aparat Seahorse i test MitoStress Test
pozwalajgcy oceni¢ szereg parametréw mitochondrialnych. Analizy wykonano wytgcznie dla BBCLA
i CLA. Nie wykryto istotnych statystycznie zmian w profilu oddychania po potraktowaniu komérek

inhibitorami PADs (Rysunek V.23).

Seahorse XF Cell Mito Stress Test Profile
Mitochondrial Respiration
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Rysunek V.23. Analiza oddychania w HMEC-1 traktowanych BBCLA lub CLA. A: wykres OCR, wygenerowane po analizie
w programie Wave, przedstawiajgce wptyw 16 godz. inkubacji HMEC-1 z BBCLA lub CLA na oddychanie mitochondrialne. Dane
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przedstawiono jako srednia + SD, n = 3. Analiza statystyczna: test ANOVA, post-hoc Tuckeya, *p<0,05. B: reprezentatywny
wykres OCR, proponowany przez producenta.

Analizy nie wykazaty takie zadnych istotnych zmian w analizowanych parametrach

mitochondrialnych w tym m.in. w zapasowej zdolnos$ci oddechowej i produkcji ATP (Rysunek V.24).

10.0 4
9.0 { 10.0
_ 804 9.0
g 7.0 { 8.0 -
3 601 £ 704
E 50 £ 60
x 40 § 501
Q 30/ g 201
o) 8 30
2.0 { 2.0 -
1.0 4 1.0 4
00 | : 00
Oddychanie Zapasowa zdolnosé Wyciek Produkcja ATP
podstawowe oddechowa protonow

Rysunek V.24. Analiza wybranych parametréw mitochondrialnych w HMEC-1 traktowanych BBCLA lub CLA. Wykresy
wygenerowane po analizie w programie Wave, przedstawiajgce wptyw 16 godz. inkubacji HMEC-1 z BBCLA lub CLA na
wybrane parametry funkcji mitochondriéw, dane przedstawiono jako srednia + SD, n = 3. Analiza statystyczna: test ANOVA,

post-hoc Tuckeya, *p<0,05.

Biorgc pod uwage wyniki zebrane w tym podrozdziale, podsumowac¢ mozna, ze farmakologiczne
zahamowanie aktywnosci PADs moze zwieksza¢ zdolnos¢ komérek HMEC-1 do ochrony przed stresem
oksydacyjnym wywotanym czynnikami organicznymi i nieorganicznymi. Dodatkowo inhibitory PADs

wykazujg dziatanie protekcyjne przed uszkodzeniami DNA wywotywanymi H,0,.
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2. Analiza wybranych efektéw wyciszenia PAD4 w HMEC-1

Wyniki zaprezentowane w poprzednim rozdziale, opisujgce wptyw zastosowania
farmakologicznego zahamowania aktywnosci PAD na potencjat angiogenny ECs stanowity podstawe
do przeprowadzenia gtebszych analiz zwigzkdw pomiedzy cytrulinacjg a funkcjg komérek srodbtonka.
Zdecydowano sie zweryfikowac czy obserwowane efekty zwigzane s3 rzeczywiscie aktywnoscig PAD,
a nie sg wynikiem niespecyficznego dziatania badanych zwigzkéw. Z wykorzystaniem techniki
indukowalnego wyciszania gendéw poprzez shRNA w komarkach HMEC-1 wyciszono ekspresje PADA4.
Izoforme te wybrano ze wzgledu na fakt, ze w literaturze to wtasnie ona implikowana jest w regulacji
najwiekszej liczby szlakow komoérkowych oraz w wiekszym stopniu niz PAD2 odpowiadaé¢ ma za
przeprowadzanie cytrulinacji histondw. Szczegétowy opis przygotowania komoérek HMEC-1 PAD4 KD
przedstawiono w Sekcji IV Metody.

Plazmidy zawierajgce sekwencje shRNA zaréwno kontrolne NT (non-Target), jak i wyciszajgca
PAD4 namnazano w E. coli szczep Topl0. Zgodnie ze wskazéwkami producenta weryfikowano
prawidtowosc¢ ich sekwencji poprzez specyficzne trawienie enzymem restrykcyjnym — Sall (Rysunek

V.25).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5ug %

. TRIPZ NT shRNA + Sall
TRIPZ NT shRNA
. TRIPZ PAD4 shRNA

" TRIPZ PAD4 shRNA + Sall
Fl -
N
'Y

S TET

Rysunek V.25. Analiza plazmidéw shRNA: reprezentatywne zdjecie Zelu agarozowego po rozdziale trawionych
i nietrawionych prob DNAp. Obserwowane fragmenty o wielkosci: 7104 bp, 4028 bp, 2188 bp. Wykorzystany marker mas:
GeneRuler 1 kbp (ThermoFisher).

Wybrane DNAp o prawidlowym profilu trawienia restrykcyjnego postuzyty nastepnie do
produkcji czastek lentiwirusowych w komérkach 293FT, ktére prowadzono z wykorzystaniem zestawu
Lenti-X™ Packaging Single Shots (Takara, Japonia). Produkcje wirusdw i sukces transformacji komarek
293FT umozliwiata wizualizacja ekspresji RFP znajdujgcego sie w sekwencji DNAp (Rysunek V.26).
Produkcje wiruséw prowadzono przez 92 godz., zbierajac je w czasie 48 i 92 godz. od rozpoczecia

eksperymentu.
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Kontrola L-NT L-PAD4

Rysunek V.26. Produkcja lentiwirusow w 293FT: Zdjecia mikroskopowe komdrek 293FT transfekowanych mieszaning do
produkcji czgsteczek lentiwirusowych, powiekszenie 4x. (L-NT: lentiwirus Non-Target, L-PAD4: lentiwirus PAD4);

Zebrane czgstki lentiwirusowe wykorzystano do transdukcji komoérek HMEC-1, transformanty
stabilnie eksprymujace wprowadzone shRNA selekcjonowano z wykorzystaniem puromycyny przez 10
dni (Rysunek V.27A). Po zakonczonej selekcji wyprowadzono stabilne linie HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4
KD, ktore traktowano 1 ug/ml DOX w celu indukcji wyciszenia docelowego genu PAD4 i aktywacji

ekspresji RFP (Rysunek V.27B).

>

0 godz. 48 godz. 240 godz. B HMEC-1 NT sHRNA

Kontrola
1 pyg/miPuromycya

__HMEC- 1 PAD4 KD

Lenti shRNA NT

Lenti shRNA PAD4

Rysunek V.27. Selekcja oraz wyprowadzenie stabilnych linii HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4 KD. A: reprezentatywne zdjecia
mikroskopowe wykonane podczas selekcji komérek 1 ug/ml puromycyny w czasach 0, 48 i 240 godz, powiekszenie 10x;
B: Reprezentatywne zdjecia mikroskopowe wizualizujqce ekspresje biatka RFP w komdrkach HMEC-1 transdukowanych
lentiwirusami. Zdjecie wykonane po 48 godz. inkubacji komdrek z 1 ug/ml DOX, powiekszenie 10x.

Po wyprowadzeniu stabilnych linii HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4 KD stopien wyciszenia ekspresji
PAD4 analizowano zaréwno na poziomie biatka (Rysunek V.28A), jak i transkryptu (Rysunek V.28B).

tacznie analizowano sze$¢ linii HMEC-1 PAD4 KD, z ktérych najwiekszym stopniem wyciszenia
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charakteryzowata sie HMEC-1 PAD4 KD 6.1, wykorzystywana w prezentowanych analizach. Na
poziomie transkryptu ekspresja PAD4 obnizona byta do ok. 38% kontroli — komérek NT (Rysunek
V.28B), natomiast na poziomie biatka do ok. 40% kontroli (*p< 0,001) (Rysunek V.28A).
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Rysunek V.28. Weryfikacja wyciszenia PAD4 w przygotowanych komdérkach HMEC-1 PAD4 KD. A: Weryfikacja wyciszenia
PAD4 na poziomie biatka oraz analiza poziomdw form kinazy Akt w komdrkach HMEC-1 NT i HMEC-1 PAD4 KD. Jako kontrole
naktadania wykorzystano [-aktyne, n = 2. A’: Analiza densytometryczna sygnatdw chemiluminescencyjnych. Sygnat pAkt
normalizowano wzgledem pan-Akt. Analiza statystyczna: test t-Studenta; B: Weryfikacja wyciszenia PAD4 na poziomie mRNA
oraz poziomy ekspresji wybranych gendw w komdrkach HMEC-1 PAD4 KD. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji HPRT1.
Dane przedstawiono jako Sredniq + SD n = 2, test t-Studenta. Istotnos¢ statystyczng wszystkich wynikéw zaprezentowano jako:
**p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola — komdrki NT.

W komadrkach HMEC-1 PAD4 KD, podobnie jak w przypadku komérek traktowanych inhibitorami
PAD, z wykorzystaniem WB analizowano poziomy zaréwno natywnej formy Akt jak i aktywnej formy
fosforylowanej (ph-Akt S473) (Rysunek V.28A). Podobnie jak w przypadku wynikow z modelu
farmakologicznego, zaprezentowanych na Rysunku V.7 w komadrkach z wyciszong ekspresjg PAD4
zaobserwowano istotne (*p< 0,05) obnizenie ph-Akt do ok. 40% kontroli (Rysunek V.28A). Moze to
wskazywac na kluczows role izoformy PAD4 w regulacji szlaku PI3K/Akt. W odréznieniu od wynikéw
uzyskanych dla inhibitoréw PADs, wyciszenie PAD4 nie miato wptywu na ekspresje VEGFA (Rysunek
V.28B). Natomiast podobny trend zmian, w odniesieniu do modelu farmakologicznego,
zaobserwowano natomiast w przypadku PAI1 i PED, ktérych ekspresja byta istotnie (*p < 0,001 lub
*p < 0,05) zwiekszona w HMEC-1 PAD4 KD (Rysunek V.28B).

W kontekscie analizy potencjatu angiogennego zdecydowano sie zbada¢ zdolnos$é¢ komérek

HMEC-1 PAD4 KD do tworzenia sieci struktur pseudokapilarnych. Specyficzne obnizenie aktywnosci
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PAD4 poprzez jej wyciszenie skutkowato istotnym spadkiem zdolnosci komoérek HMEC-1 do tworzenia
sieci pseudonaczyn, co wizualizujg zdjecia i wykresy z analiz parametrycznych przedstawionych na
Rysunku V.29. Wyciszenie PAD4 istotnie obnizyto wszystkie analizowane parametry poza liczbg
i dtugoscig rozgatezien (Rysunek V.29B). Uzyskane wyniki korelujg z wynikami uzyskanymi przy
zastosowaniu inhibitorow PADs, efekt zahamowania tworzenia pseudokapilar nie jest jednak az tak

silny jak w przypadku BBCLA, a zblizony bardziej do efektéw CLA i FA.
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Rysunek V.29. Test formowania struktur kapilarnych przez komorki z wyciszeniem PADA4. A: reprezentatywne zdjecia
wytworzonych struktur wybarwionych kalceing AM, powiekszenie 4x, n = 3. B: wykresy przedstawiajq analize parametrycznq
wytworzonych struktur. Dane przedstawiono jako Srednia + SD, n = 3. Statystyka: test t-Studenta. Istotnos¢ statystyczng
wszystkich wynikow zaprezentowano jako: ***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 vs. kontrola.
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3. Analiza interakgcji cytrulinacji z innymi PTMs histonow w HMEC-1

W zwigzku z opisanymi dotychczas interakcjami pomiedzy PTMs histondw, w kolejnym etapie
badan zdecydowano sie zbadan potencjalne interakcje pomiedzy cytrulinacjg a innymi PTMs histonow.
Skupiono sie na najlepiej poznanych PTMs histondw, acetylacji oraz metylacji. Analizy te prowadzono

w wiekszosci z wykorzystaniem farmakologicznych inhibitoréw PAD.

3.1.  Cytrulinacja <-> acetylacja

Analizowano wptyw inhibitoréow PADs na poziomy acetylacji H3 i enzyméw regulujacych te
modyfikacje. Przy uzyciu gPCR oznaczono ekspresje genéw dla acetylotransferazy p300 oraz dwdch
deacetylaz HDAC3 i HDAC5 w komérkach HMEC-1 inkubowanych z inhibitorami PADs przez 16 godz.
(Rysunek V.30B). Kazdy z inhibitoréw zwiekszyt ekspresje gendéw HDAC3 i HDAC5 (*p< 0,05),
w przypadku p300 istotng zmiane — spadek ekspresji zaobserwowano wytgcznie w przypadku BBCLA
(Rysunek V.30B). Biorgc pod uwage opisane wyniki zdecydowano sie sprawdzi¢ poziomy ogdlnej
acetylacji H3 (H3ac) i H3K9/14ac w HMEC-1 z zahamowang aktywnoscig PADs (Rysunek V.30A). Nie
zarejestrowano jednak istotnych statystycznie zmian w analizowanych modyfikacjach (Rysunek V.30A).
Zmiany w ekspresji HDAC3 i HDAC5 analizowano takze w komdrkach HMEC-1 PAD4 KD 6.1, gdzie
istotny statystycznie (*p<0,05) wzrost wzglednego poziomu mRNA zaobserwowano tylko w przypadku

HDAC3 (Rysunek V.30C).
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Rysunek V.30. Analiza statusu acetylacji histonow przy zahamowaniu aktywnosci PAD. A: Poziomy H3ac i H3K9/14ac
w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz., wykres (A’) przedstawia analize densytometryczna sygnatéw. Jako
biatko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane sq reprezentatywne membrany. Dane na wykresach
przedstawiono jako sredniq + SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; B: Wzgledny
poziom ekspresji p300, HDAC3 i HDAC5 w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs przez 16 godz. Wyniki normalizowano
wzgledem ekspresji HPRT1, dane przedstawiono jako srednig *+ SD, n = 3, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta.
C: Wzgledny poziom ekspresji HDAC3 i HDAC5 w HMEC-1 PAD4 KD. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji HPRT1. Dane
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przedstawiono jako sSrednig + SD n = 3, test t-Studenta. Istotnos¢ statystyczng wszystkich wynikow zaprezentowano jako:
p*<0,05 vs. kontrola.

By oceni¢ wptyw zahamowania wprowadzania lub usuwania acetylacji histondéw na cytrulinacje
wykorzystano zaréwno inhibitor HATs — C646, jak i inhibitor HDACs — SAHA. Na Rysunku V.31A
zaprezentowano przezywalno$s¢ HMEC-1 traktowanych C646 w zakresie stezen 2-100 uM przez 24
godz. Na podstawie tej analizy wybrano stezenie 10 uM C646 wykorzystywane w dalszych badaniach
(Rysunek V.31A). Stosowano 20 uM SAHA, podobnie jak w poprzednich badaniach opublikowanych
przez nasz zespoét [181]. Analizowano poziomy PAD2 i PAD4 w HMEC-1 traktowanych 10 uM C646, 20
UM SAHA oraz 1 uM BBCLA przez 16 godzin, nie zarejestrowano jednak istotnych statystycznie zmian
(Rysunek V.31B). Nastepnie zbadano wptyw zahamowania HATs lub HDACs na H3ac i H3cit. Zwigzki
C646 i SAHA w zastosowanych stezeniach dziataty zgodnie z zatozeniami wzgledem profilu acetylacji,
C646 obnizyt poziom H3ac, a SAHA istotnie go podwyzszyt (Rysunek V.31C). W kontekscie cytrulinacji,
zahamowanie HATSs z wykorzystaniem C646 nie wykazato istotnych efektow, jednak co zastanawiajgce

zastosowanie SAHA w stopniu wiekszym niz BBCLA silnie obnizyta poziom H3cit (Rysunek V.31C).
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Rysunek V.31. Analiza cytrulinacji histonow przy zahamowaniu aktywnosci HATs lub HDACs. A: Przezywalnos¢ HMEC-1
traktowanych C646 przez 24 godz. Dane przedstawiono jako Srednig + SD (n = 3). Analiza statystyczna: test t-Studenta.
B: Poziomy PAD2 | PAD4 w komdrkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z 10 uM C646, 20 piM SAHA lub 1 piM BBCLA.
Wykres przedstawia analize densytometryczna sygnatdw; C: Poziomy H3cit i H3ac w HMEC-1 traktowanych 10 uM C646, 20
LM SAHA lub 1 uM BBCLA przez 16 godz. Wykres przedstawia analize densytometryczna sygnatéw. W analizach WB jako
biatko referencyjne wykorzystano H3 lub [-aktyne, na rysunku prezentowane sq reprezentatywne membrany, n = 3, a dane
na wykresach przedstawiono jako Sredniq + SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta;
Istotnosc statystycznq wszystkich wynikéw zaprezentowano jako: p***<0,0001, p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazujg na istnienie potencjalnej interakcji pomiedzy cytrulinacja
i acetylacjg histondw w ECs. Zwtaszcza w kontekscie HDACs, ktérych ekspresje zwieksza zaréwno
inhibicja farmakologiczna (HDAC3, HDACS), jak i wyciszenie ekspresji PAD4 (tylko HDAC3). Moze to by¢
rowniez istotne w kontekscie obserwowanego antyangiogennego profil ECs. Z drugiej strony,

zahamowanie aktywnosci HDACs z wykorzystaniem SAHA znacznie obniza cytrulinacje H3.
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3.2.  Cytrulinacja <-> metylacja

W analizach potencjalnych interakcji na linii cytrulinacja — metylacja histonéw w HMEC-1
wykorzystywano przygotowane wczesniej w Katedrze Biologii Nowotwordw i Epigenetyki linie
z wyciszong ekspresjg wybranych enzymow regulujgcych metylacje: SET7/9, LSD1 lub G9a. Enzymy te
wybrano ze wzgledu na poznany juz ogdlny wptyw tych modyfikacji na funkcje komédrek srédbtonka
[145, 156, 243, 244]. Komodrki te przygotowano z wykorzystaniem shRNA, analogicznie do
opracowanych w tej pracy komdrek HMEC-1 PAD4 KD.

3.2.1. Wptyw aktywnosci SET7/9 na profil cytrulinacji H3

W pierwszym etapie oznaczono poziom metylotransferazy SET7/9 w komdrkach HMEC-1
inkubowanych z inhibitorami PADs przez 16 godz. Zaden z zastosowanych inhibitoréw nie powodowat
istotnych zmian w poziomie SET7/9 (Rysunek V.32). Jednak w komodrkach HMEC-1 PAD4 KD

zarejestrowano istotne (*p < 0,001) zwiekszenie wzglednej ekspresji SET7/9 (Rysunek V.32B)
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Rysunek V.32. Analiza poziomu SET7/9 w komérkach inkubowanych z inhibitorami PAD. A: Poziom SET7/9 w komdrkach
HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Wykres przedstawia analize densytometryczna sygnatéw. Jako
biatko referencyjne wykorzystano [-aktyne, Na rysunku prezentowane sq reprezentatywne membrany, n = 3, a dane na
wykresach przedstawiono jako Srednig + SD n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta;
B: Wzgledny poziom ekspresji SET7/9 w HMEC-1 PAD4 KD. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji HPRT1, Dane
przedstawiono jako sredniq + SD, n = 3, test t-Studenta. Istotnos¢ statystyczng wszystkich wynikdéw zaprezentowano jako:
p*<0,05 vs. kontrola.

Analizy profilu cytrulinacji histonu H3 w komdrkach HMEC-1 SET7/9 KD rozpoczeto od analizy
ekspresji gendw PAD2 i PAD4. W analizowanym klonie HMEC-1 SET7/9 KD, w ktérym ekspresja SET7/9
obnizona jest do okoto 30% wzgledem komodrek NT, zarejestrowano istotny spadek (*p< 0,001),
ekspresji obu analizowanych izoform (Rysunek V.33B). Wyniki te zweryfikowano nastepnie na
poziomie biatka, gdzie rowniez zaobserwowano istotny (*p< 0,05) spadek pozioméw PAD2 i PAD4

w HMEC-1 SET7/9 KD (Rysunek V.33A).
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Rysunek V.33. Analiza potencjalnych interakcji pomiedzy aktywnosciq SET7/9 a cytrulinacjq. A: Poziomy PAD2 i PAD4
w komdrkach HMEC-1 SET7/9 KD. Wykres przedstawia analize densytometryczna sygnatéw. Jako biatko referencyjne
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wykorzystano [-aktyne, na rysunku prezentowane sq reprezentatywne membrany, n = 3. Dane na wykresach przedstawiono
jako Sredniq + SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; B: Wzgledny poziom ekspresji
PAD2 i PAD4 i w HMEC-1 SET7/9 KDs. Wyniki normalizowano wzgledem ekspresji HPRT1. Dane przedstawiono jako sredniq +
SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotnos¢ statystyczng wszystkich wynikow
zaprezentowano jako: p***<0,0001, p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola.

Analizy poziomdw wybranych modyfikacji histondéw zaprezentowane na Rysunku V.34 wykazaty,
ze wyciszenie SET7/9 nie tylko istotnie statystycznie obniza poziom H3K4me1l wprowadzanej przez ten
enzym, ale takze H3cit i H4R2cit. Sugeruje to istotng korelacje pomiedzy aktywnoscig SET7/9,
a wprowadzaniem cytruliancji w H3R2, R8, R17 i H4R2.
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Rysunek V.34. Analiza PTMs histonéw w HMEC-1 SET7/9 KD. A: poziomy H3Kmel, H3cit, H4R2cit w komdrkach HMEC-1
SET7/9 KD wykres przedstawia analize densytometryczna sygnatéw. Jako biatko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku
prezentowane sq reprezentatywne membrany, n = 3. Dane na wykresach przedstawiono jako sredniq + SD, n = 3. Analiza
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; Istotnos¢ statystyczng wszystkich wynikéw 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 tez poziomy LSD1 i G9a w HMEC-1 inkubowanych
przez 16 godz. z inhibitorami PADs (Rysunek V.35A) i rbwniez nie zarejestrowano zadnych istotnych
statystycznie zmian. W komaérkach HMEC-1 PAD4 KD analizowano poziom ekspresji genéw dla LSD1
i G9a. Zarejestrowano istotne zwiekszenie ekspresji LSD1 (**p< 0,001) i brak zmian dla G9a (Rysunek
V.35B).
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Rysunek V.35. Poziom enzymoéw zwigzanych z metylacjq w HMEC-1 przy zahamowaniu aktywnosci PAD. A: Poziomy LSD1 i
G9a w komdrkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Wykres przedstawia analize densytometryczna
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sygnatdw. Jako biatko referencyjne wykorzystano faktyne. Na rysunku prezentowane sq reprezentatywne membrany, n = 3.
Dane na wykresach przedstawiono jako Sredniqg + SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnetta; B: wzgledne poziomy ekspresji LSD1 i G9a w komdrkach HMEC-PAD4 KD. Wyniki normalizowano wzgledem
ekspresji HPRT1. Dane przedstawiono jako sredniq + SD n = 2. Analiza statystyczna: test t-Studenta. Istotnosc¢ statystyczng
wszystkich wynikow zaprezentowano jako: p**<0,001 vs. kontrola.

Analizowano poziom dobrze poznanych modyfikacji PTMs histonéw: H3K9me3 i H3K27me3, dla
ktorych w literaturze przedstawiono juz interakcje z cytrulinacjg. W wykorzystanym modelu ECs
zahamowanie PADs z wykorzystaniem wybranych inhibitorow nie wptyneto na poziom tych modyfikacji
(Rysunek V.36A). Badano réwniez poziom H3cit w komdrkach z wyciszong ekspresjg demetylazy LSD1
(HMEC-1 LSD1 KD) lub G9a (HMEC-1 G9a KD). Istotny spadek w cytrulinacji H3 zaobserwowano w obu
analizowanych liniach komérkowych (*p< 0,05 w G9a KD i *p< 0,001 w LSD1 KD)(Rysunek V.36B).
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Rysunek V.36. Analiza potencjalnych interakcji na linii cytrulinacja — metylacja. A: Poziomy H3K9me3 i H3K27me3
w komdrkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Na wykresie przedstawiono analize
densytometryczna; B: poziomy H3cit w komdrkach HMEC-1 LSD1 KD i HMEC1 G9a KD. Wykres przedstawia analize
densytometryczna sygnatow. W analizach jako biatko referencyjne wykorzystano H3. Na rysunku prezentowane sq
reprezentatywne membrany, n = 3. Dane na wykresach przedstawiono jako sredniq + SD, n = 3, Analiza statystyczna:
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta; Istotnos¢ statystycznqg wszystkich wynikow zaprezentowano jako:
p**<0,001, p*<0,05 vs. kontrola.

3.3.  Analiza wptywu inhibitoréw PADs na wybrane regulatory struktury chromatyny

W ostatnim etapie analizowano efekty farmakologicznego zahamowania aktywnosci PADs
i cytrulinacji w HMEC-1 na wybrane czynniki zaangazowane w regulacje struktury chromatyny.
Z wykorzystaniem techniki WB oznaczono poziomy: czynnika formowania chromatyny 1 (CAF1A, ang.
Chromatin assembly factor 1) i izoform biatka heterochromatynowego HP1la oraz HP1y 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 kodujgcego HP1a
- CBX5 zaindukowany przez wszystkie inhibitory PADs (Rysunek V.37B). Poziom CAF1A wzrdst
w komorkach traktowanych BBCLA lub CLA, ale nie FA (Rysunek V.37A). Analizowano takze wptyw
zastosowania inhibitorow PADs na ekspresje genu DNMTI1, istotne zmiany wywotat jedynie BBCLA
obnizajac jego ekspresje (Rysunek V.37B).
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Rysunek V.37. Analiza wplywu inhibitoréw PADs na wybrane czynniki regulujgce status chromatyny. A: Poziomy CAF1A,
HPl1a oraz HP1y w komdrkach HMEC-1 inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs. Przedstawiono reprezentatywne
WB z trzech powtdrzen. Wykres wizualizuje densytometrie sygnatu. Dane przedstawiono jako srednia + SD (n = 3), Analiza
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. B: Wzgledny poziom ekspresji DNMT1 i CBX5 w HMEC-1
inkubowanych przez 16 godz. z inhibitorami PADs, wyniki normalizowano wzgledem ekspresji HPRT1. Dane przedstawiono
jako Srednig + SD, n = 3. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnetta. Istotnosc statystyczng
wszystkich wynikow zaprezentowano jako: p*<0,05 vs. kontrola.

Biorgc pod uwage opisane wyzej wyniki, farmakologiczne zahamowanie wytgcznie cytrulinacji
histondow moze nie by¢ wystarczajgce do istotnej modulacji statusu chromatyny w komdrkach

HMEC-1.
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VI. Dyskusja

W ostatnich latach zaobserwowa¢ mozna duzy postep w obszarze badan nad cytrulinacjg biatek,
takze w kontekscie epigenetycznym. Jednak nadal, fizjologiczna rola tej modyfikacji w regulacji
metabolizmu komdrkowego nie jest dobrze poznana. Zaréwno cytrulinacja, jak i przeprowadzajace ja
enzymy PADs badane sg wcigz gtownie pod wzgledem ich zaangazowania w patogeneze zaburzen
autoimmunologicznych, zwtaszcza reumatoidalnego zapalenia stawdw, co wydaje sie zasadne biorgc
pod uwage istotng role PAD4 w formowaniu NETs. Jednak, cytrulinacja jest takze silnie wigzana ze
stanem zapalnym, gdzie obserwowana jest zwiekszona aktywno$¢ PADs. Zaskakujgco, rola tej
modyfikacji w regulacji funkcji komaorek srédbtonka, ktore sg jednymi z gtéwnych regulatorow reakcji
zapalnych, pozostaje praktycznie niezbadana. Ostatnie lata badan wykazaty, ze poza histonami,
cytrulinowane mogg by¢ takze inne biatka w tym takie, ktdre istotne sg w utrzymaniu prawidtowego
funkcjonowania komorek srédbtonka. Wsréd przyktadow takich biatek wymienié nalezy: a-tubuline
[249, 250], wimentyne [251, 252], fibrynogen [253, 254], metaloproteinazy [103] i ADMTS-13 [255,
256].

W prezentowanej rozprawie wykorzystano dwie metody zahamowania cytrulinacji w komérkach
Srédbtonka: (i) farmakologiczng inhibicje PADs oraz (ii) specyficzne wyciszenie ekspresji PADA4.
W pierwszym podejsciu badawczym wykorzystywano dostepne komercyjnie nieodwracalne inhibitory
PADs: BB-Cl-amidyne (BBCLA), Cl-amidyne (CLA) oraz F-amidyne (FA), ich charakterystyke zawarto
w Tabeli lll.1, w rozdziale /ll. Metody. Natomiast wyciszenie PAD4 przeprowadzono z wykorzystaniem
mechanizmdw interferencji RNA (RNAi). Zdecydowano sie zastosowaé¢ dwa podejscia badawcze, ze
wzgledu na wcigz stabo opisane wtasciwosci badanych inhibitoréw i mozliwosé ich potencjalnych
niespecyficznych oddziatywan. Poréwnanie tych wynikdw z wyciszeniem PAD4 zapewnito szerszy
kontekst dla badanych proceséw. lzoforma PAD4 zostata wytypowana do wyciszenia ze wzgledu na
najszerzej opisane dotgd spektrum substratowe, wzbogacone niedawno dzieki przekrojowemu
badaniu proteomicznemu zespotu Nielsen i wsp. 2024 [257], a takze na fakt, ze to aktywnos$¢ PAD4 jest
obecnie implikowana w wielu stanach patologicznych [82].

Jak przedstawiono juz w Rozdziale 3 wstepu teoretycznego, komorki sSrédbtonka petnig szereg
istotnych funkcji. Zwtaszcza zwigzanych z regulacjg przeptywu/cisnienia krwi, utrzymania hemostazy
oraz regulacji angiogenezy. W niniejszej pracy skupiono sie na ocenie wptywu zahamowania cytrulinacji
na funkcje komédrek $rédbtonka, z naciskiem na angiogeneze. Hamowanie angiogenezy, stanowi
obecnie atrakcyjng metode terapii, zwtaszcza w przypadku choréb nowotworowych, takze ze wzgledu
na dobrze poznang role mechanizméw epigenetycznych w regulacji tego procesu. Jednak analizujac
wptyw zahamowania cytrulinacji w komarkach $rédbtonka, pod uwage nalezy braé takze inne funkcje
tych komorek.

Jako podstawowe modele badawcze wybrano dwa typy komérek srédbtonka, immortalizowang
linie komodrkowa: HMEC-1, oraz komoérki pierwotne izolowane z zyly pepowinowej HUVEC.

Wykorzystanie dwdch rodzajéw ECs, pozwala na doktadniejszg ocene uzyskanych wynikow, ktore
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czesto rdznig sie w zaleznosci od wybranego modelu [258]. W literaturze brak obecnie doniesien
dotyczacych ekspresji PADs w ECs. Jedyne dostepne obecnie dane, zawarte w bazie ProteinAtlas
wskazujg, ze mRNA dla PAD2 i PAD4 obecne jest w wiekszosci tkanek cztowieka [100]. Stad w obu
typach ECs zweryfikowano obecnosé zaréowno tych enzymoéw jak i cytrulinacji H3 (Rysunek V.1A, B i C).
W niniejszej pracy najwiecej uwagi zdecydowano sie poswieci¢ izoformom PAD2 i PAD4, ktére jako
jedyne zdolne sg do translokacji do jagdra komaérki, gdzie modyfikujg m.in. histony. W celu poprawnej
identyfikacji obecnosci tych izoform w ECs jako kontrole odniesienia wykorzystano wybrane linie raka
jelita grubego (Rysunek V.1A). Zaréwno poziom PAD2 i PAD4, jak i H3cit w obu typach ECs byt
porownywalny (Rysunek V.1A i B). Natomiast w odniesieniu do linii nowotworowych ilos¢ tych
enzymow w ECs byta zauwazalnie nizsza niz w przypadku linii HCT116 i SW620, co pozostaje zgodne
z danymi literaturowymi wskazujgcymi na zwiekszong ekspresje tych biatek w nowotworach ztosliwych
[119]. Podobnie obserwowany poziom cytrulinacji histonéw byt znacznie wiekszy w dwadch
wymienionych liniach nowotworowych niz w ECs (Rysunek V.1B). W HMEC-1 i HUVEC potwierdzono
takze obecnos$¢ innych funkcjonalnych izoform PADs (Rysunek V.1C), jednak w prowadzonych
badaniach nie stanowity one obiektu zainteresowania z uwagi na fakt, ze nie s3 one zdolne do
prowadzenia modyfikacji histonéw, a takze ich spektrum substratowe jest znacznie mniejsze niz
w przypadku PAD2 i PAD4 [82]. Weryfikujgc mozliwosci modyfikacji histonéw przez wybrane izoformy
PADs, analizowano ich lokalizacje subkomdrkowa z wykorzystaniem technik immunofluorescencyjnych
(Rysunek V.1D). Uzyskane wyniki pozostajg w zgodzie z dostepng literaturg wskazujgcg na lokalizacje
obu izoform zaréwno w cytoplazmie, jak i w jadrze komorkowym (Rysunek V.1D) [82, 87]. W przypadku
PAD4 translokacja do jadra komérkowego mozliwa jest dzieki obecnosci sekwencji sygnatu lokalizacji
jadrowej [259], natomiast w przypadku PAD2 doktadny mechanizm nie jest znany co stanowi¢ moze
ciekawy obszar badawczy.

Ocene cytotoksycznosci badanych inhibitoréow PADs, w celu ustalenia roboczych zakresow
stezen przeprowadzono z wykorzystaniem testu redukcji resazuryny (Rysunek V.2). W przypadku tej
analizy, kluczowej z punktu widzenia kolejnych eksperymentdéw, wykorzystano takze dodatkowy model
ECs — komoérki srddbtonka aortalnego HAEC. Sposréd wszystkich badanych zwigzkéw, w zakresach
stezen 0,25 — 10 uM, jedynie BBCLA wykazata dziatanie cytotoksyczne, ICso dla HMEC-1: 1,75 uM £ 0,13
UM, dla HUVEC: 1,97 uM # 0,08 uM, dla HAEC: 1,99 uM + 0,16 uM (Rysunek V.2.A, B i C). W przypadku
CLA i FA badano takzie wiekszy zakres stezen (do 200 uM). Istotny spadek przezywalnosci
zaobserwowano tylko w przypadku CLA wzgledem HUVEC: ICso = 175,67 uM + 2,54 uM (Rysunek V.2D).
Istotnie wieksza cytotoksyczno$s¢ BBCLA wzgledem pozostatych dwdch inhibitorow wynikaé moze
z odmiennej struktury chemicznej — obecnosci dodatkowego pierscienia benzoimidazolowego, ktory
zwieksza czas pottrwania in vivo tego inhibitora i moze utrudniac jego transport na zewngatrz komorki
[90, 125]. Podobne wyniki opisujgce cytotoksyczne dziatanie BBCLA uzyskano w przypadku komadrek
kostniakomiesaka U20S, gdzie zwigzek ten okazat sie by¢ okoto 20-krotnie bardziej toksyczny niz CLA

[90]. Réwniez w badaniach prowadzonych na limfocytach T CD4* ten inhibitor wykazywat efekt
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toksyczny w stezeniach powyzej 1 uM [90]. Dodatkowo, cytotoksycznosc tego zwigzku zaobserwowano
takze w przypadku zwierzecych linii komoérkowych pséw: REM134 i CMEC [260]. Te istotne rdznice
w cytotoksycznosci badanych zwigzkéw wzgledem ECs sprawity, ze zdecydowano sie zbadac
potencjalny genotoksyczny efekt BBCLA. Analizy z wykorzystaniem testu kometowego nie wykazaty
jednak istotnych statystycznie uszkodzern DNA w komadrkach HMEC-1 inkubowanych z inhibitorami
PADs (Rysunek V.22). Zatem, wyjasnienie wysokiej cytotoksycznosci BBCLA wzgledem komodrek
Srédbtonka (ICso> 1,75 uM + 0,13 uM) pozostaje wcigz kwestig otwartg, ktérg warto bytoby zbadac
przy wykorzystaniu innych metod. W tym zakresie, badanie Sun i wsp. z roku 2022 wskazuje, ze
cytotoksyczno$¢ stezen BBCLA > 1 puM moze mieé¢ zwigzek z indukcjg stresu retikulum
endoplazmatycznego (ang. endoplamic reticulum stress) [261]. Zjawisko to zaobserwowano
w przypadku linii komérkowej ostrej biataczki szpikowej (ALL), gdzie 2 uM BBCLA efektywnie
indukowata apoptoze [261].

Poniewaz udato sie potwierdzi¢ lokalizacyjng mozliwos¢ przeprowadzania cytrulinacji histondw
przez PAD2 i PAD4 (Rysunek V.1C), potencjat inhibitorowy badanych zwigzkéw analizowano wzgledem
poziomu tej wtasnie modyfikacji. Oba typy ECs inkubowano przez 16 godz. z nietoksycznymi stezeniami
inhibitorow PADs, a nastepnie przy uzyciu techniki WB analizowano poziom H3cit (H3R2R8R17cit)
(Rysunek V.3), dodatkowo w HMEC-1 oceniano takze poziom H4R2cit (Rysunek V.4B). W przypadku
kazdego z badanych zwigzkéow najwyzsze zastosowane stezenie indukowato silny spadek poziomu
zarowno H3cit w obu typach ECs (Rysunek V.3), jak i H4R2cit w HMEC-1 (Rysunek V.4C). Najwiekszy,
blisko 4-krotny spadek H3cit zaobserwowano w komoérkach traktowanych BBCLA. Efekty wywotane
przez CLA i FA byty zblizone (Rysunek V.3). Wybrano stezenia kazdego z inhibitorow wykorzystywane
na dalszych etapach badan (1 uM BBCLA, 10 uM CLA i 10 uM FA). Przy krétszym czasie inkubacji istotny
spadek H3cit zaobserwowano wytgcznie w komdrkach traktowanych BBCLA (Rysunek V.4A).
W literaturze stezenia stosowane w przypadku kazdego z zastosowanych zwigzkdw znacznie rdznig sie
w zaleznosci od wykorzystywanego modelu badawczego. Opublikowane badania prowadzone s3
gtéwnie w odniesieniu do potencjatu zwigzkow do zahamowania formowania NETs, lub tez na
modelach nowotworowych. Z tego powodu trudno odnosi¢ je do wynikdéw uzyskanych w niniejszej
rozprawie. W literaturze, Shi i wsp. w badaniu na modelu mysim z 2021 roku, stosowano 200 uM
stezenie CLA uzasadniajgc ten fakt efektywng inhibicjag PADs i formowaniem NETs [261]. BBCLA
w badaniach in vivo, réwniez na modelu mysim efektywnie zmniejszat H3cit przy stezeniu 7,5 mg/kg
masy ciata [263]. W wiekszosci dostepnych obecnie badan oceniane sg raczej efekty zastosowania
badanych inhibitoréw, a nie ich bezposredni wptyw na poziom konkretnej modyfikacji.

W komérkach HMEC-1 traktowanych inhibitorami oceniano nastepnie wptyw zahamowania
wprowadzania cytrulinacji na proliferacje i cykl komérkowy. Nie wykryto istotnych efektéw
traktowania badanymi zwigzkami w réznych czasach inkubacji (16, 24, 32 i 48 godz.) na progresje cyklu
komorkowego, ktérg analizowano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej (Rysunek V.5 i Rysunek

V.6). Dodatkowo, nie stwierdzono takze istotnych zmian w poziomach biatek zwigzanych z progresja
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cyklu komérkowego: Chkl, p53 i PCNA (Rysunek V.9). W literaturze natomiast, w badaniach na
komoérkach kostniakomiesaka U20S traktowanych CLA zaobserwowano wzrost pozioméw p53 i p21
[195]. Nie stwierdzono istotnych efektéow 48 godz. inkubacji HMEC-1 z CLA/FA na proliferacje,
a w przypadku BBCLA istotne statystycznie obnizenie proliferacji zaobserwowano wytgcznie dla stezen
powyzej ICso (Rysunek V.7). Dostepne doniesienia literaturowe wskazujg jednak na zaangazowanie
PADs w regulacje progresji cyklu komoérkowego zwtaszcza w przypadku linii nowotworowych.
W badaniach na linii naskérkowego raka szyjki macicy CaSki, 3 pM BBCLA zaindukowat nie tylko
zwiekszenie poziomdw p53 i p21, ale takze zahamowanie progresji cyklu komorkowego w fazie Go/G1
[264]. Podobnych efektéw nie zaobserwowano w prezentowanych tutaj badaniach na modelu
Srédbtonkowym. Takze w komérkach siatkdowczaka Y79, 48 godz. inkubacja z 2 uM BBCLA skutkowata
zatrzymaniem progresji cyklu komorkowego i zwiekszeniem odsetka komorek w fazie Go [123].
Natomiast CLA w stezeniu 25 uM w potaczeniu z docetaxelem indukowata zatrzymanie cyklu
komodrkowego w fazie G,/M i apoptoze w komodrkach MCF7 [265]. Dodatkowo, zespét Li i wsp.
w swoich badaniach przedstawit PAD4 jako istotny regulator ekspresji gendéw zaleznych od p53 [195],
a analizy koimmunoprecypitacyjne wykazaty bezposrednie interakcje pomiedzy PAD4 i p53 [195].
Woyciszenie PAD4 Ilub zahamowanie jego aktywnosci z wykorzystaniem CLA w komdrkach
kostniakomiesaka U20S skutkowato zwiekszong ekspresjg gendéw regulowanych przez p53 a tym
samym zatrzymaniem cyklu komoérkowego i indukcjg apoptozy [195]. Brak podobnych efektéw
w przypadku analizowanej linii HMEC-1, dodatkowo traktowanej inhibitorami PADs przez kilka czaséw
inkubacji, pozwala stwierdzi¢, ze cytrulinacja nie jest zaangazowana w regulacje progresji cyklu
komérkowego, a przynajmniej nie na poziomie analizowanych w pracy parametréw. Natomiast co
intrygujace, biorgc pod uwage opisane wyzej analizy, wykryto istotng modulacje w profilu ekspresji
MRNA cyklin w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs (Rysunek V.8). Poziom zmian zalezny byt od
inhibitora oraz danego czasu inkubacji, jednak ich ogdlny kierunek w przypadku BBCLA i CLA byt
porownywalny (Rysunek V.8). Co istotne, ekspresja CCNE i CCND zwigzanych ze wzmozong proliferacja
komorek obnizona zostata w przypadku 16 godz. inkubacji z BBCLA lub CLA (Rysunek V.8). Ten czas
inkubacji, wykorzystano wczesniej w analizie poziomu H3cit (Rysunek V.3), jak i pdzniejszych
badaniach. Najsilniejsze zmiany zaobserwowano w komérkach traktowanych 10 uM FA, ktéra takze
jako jedyna indukowata zwiekszenie ekspresji CCNY w kazdym punkcie czasowym (Rysunek V.8).
Jednak, te istotne zmiany w profilu ekspresji mRNA wybranych cyklin, nie miaty przetozenia na
progresje cyklu komdrkowego. W tym miejscu warto zauwazy¢, ze zmiany w poziomie mRNA nie
zawsze muszg sie przektadaé na zwiekszone poziomy funkcjonalnych biatek, co najwyrazniej ma
miejsce w przypadku opisywanych tutaj wynikow.

Angiogeneza jest procesem wieloetapowym, regulowanym na kilku poziomach, w tym
epigenetycznym. Etapy angiogenezy kietkujgcej, uwazanej za najbardziej typowy model przebiegu tego
procesu przedstawiono we wstepie teoretycznym (Rysunek 1.16). Ws$rdd najistotniejszych etapow

wymienic¢ nalezy proliferacje i migracje komaérek srédbtonka oraz ich zdolnos$é do formowania struktur
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kapilarnych. Procesy te regulowane s3 przez wiele czynnikow, w tym tych produkowanych
i wydzielanych przez same komoérki Srédbtonka. W prezentowanych tutaj badaniach wykazano juz, ze
zahamowanie aktywnosci PADs nie wywiera istotnego wptywu na cykl komaérkowy i proliferacje HMEC-
1. W kolejnych etapach analizowano wptyw stosowanych inhibitoréw na inne wybrane istotne procesy
angiogenne oraz na profil wydzielniczo-transkrypcyjny komorek srodbtonka.

Migracje komodrek, ktdra jest jednym z pierwszych etapéw angiogenezy in vivo (Rysunek
1.16A.11l), oceniano na podstawie powszechnie stosowanego testu zarastania rysy. Uzyskane wyniki
wyraznie wskazujg, ze potraktowanie HMEC-1 lub HUVEC inhibitorami PADs przez 16 godz. istotnie
statystycznie obniza ich migracje (Rysunek V.10 i Rysunek V.11). Stopien zahamowania migracji obu
typdw komodrek byt pordwnywalny, a najsilniejszy efekt wywotata inkubacja z BBCLA (*p<0,0001
w HMEC-1 (Rysunek V.10) i *p<0,001 w HUVEC (Rysunek V.11)). W literaturze znalez¢ mozna kilka
doniesienn opisujgcych podobne wyniki uzyskane w innych liniach komérkowych. 2 uM BBCLA
efektywnie hamowata migracje komoérek raka piersi MCF10 w badaniu Horibata i wsp z 2017 roku
[266]. Natomiast stezenie 500 nM tego zwigzku wystarczajgce byto do zatrzymania migracji
miofibroblastéw [267]. Zahamowanie zdolnosci komérek srédbtonka do migracji przez kazdy ze
stosowanych inhibitorow, wyraznie wskazuje na zaangazowanie PADs w regulacje tego procesu.
Jednymi z najwazniejszych regulatoréw migracji in vivo s3 MMPs, ktére odpowiedzialne sg za
degradacje ECM. Ich dziatanie promujgce angiogeneze wynika takze z uwalniania proangiogennych
czynnikéw z degradowanej ECM [224]. Aktywnos¢ MMPs jest istotna takze w regulacji innych funkcji
ECs, w tym tych zwigzanych z hemostazg [268]. W kontekscie tematu niniejszej rozprawy ostatnie
doniesienia wskazujg, ze hipercytrulinacja MMP9, silnie zwieksza jej aktywnos¢ proteolityczng [103].
Dodatkowo, cytrulinowane MMPs sg mniej podatne na dziatanie inhibitoréw [103]. Pod uwage warto
tez wzigé zwiekszone poziomy ekspresji i aktywnosci MMPs w zapaleniu ozebnej [269], stanu
wigzanego takze ze wzmozong aktywnoscig PADs [270]. Tym samym, zdecydowano sie przeprowadzi¢
analize aktywnosci MMPs w HMEC-1 traktowanych inhibitorami PADs. Analizy prowadzono za pomocg
komercyjnego zestawu pozwalajagcego na ocene catkowitej aktywnosci MMPs (Rysunek V.12A i B).
Wytacznie BBCLA istotnie obnizyta aktywnos¢ MMPs, co wskazuje, ze moze to byc¢ efekt
niespecyficznego, dziatania tego inhibitora. Jednak pod uwage nalezy takie wzigé¢ fakt, ze BBCLA
okazata sie najsilniejszym sposrod stosowanych inhibitorow (Rysunek V.3).

We wstepie teoretycznym (Rozdziat 3.1) opisano juz krétko role NO® jako jednego
z najistotniejszych wazodylatatorow. Jednak, poza regulacjg przeptywu krwi, tlenek azotu jest tez
istotng czgsteczkg sygnalizacyjng, modulujgcg wiele procesow w komodrkach Srédbtonka, miedzy
innymi ich przezywalno$¢, proliferacje i migracje [271]. Rowniez angiogeneza jest procesem zaleznym
od wydzielanego z komérek srédbtonka NO®, a terapie nacelowane na zahamowanie aktywnosci eNOS
sg jednym z proponowanych podejs¢ nie tylko w przypadku choréb nowotworowych [272], ale takze
CVDs [273, 274] i choréb modzgowo-naczyniowych [275]. Z drugiej strony jednak, zmniejszona

produkcja NO* wigzana jest z ryzykiem wystgpienia miazdzycy [276] i dysfunkcjg komdrek srddbtonka.
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Tym samym, w utrzymaniu prawidtowej funkcji tych komérek niezwykle istotna jest réwnowaga
w ilosci wydzielanego NO°. W prezentowanych badaniach poziom NO* wydzielanego przez komarki
HMEC-1 oznaczano z wykorzystaniem sondy DAF-FM DA. 16 godz. inkubacja tych komadrek z BBCLA lub
CLA istotnie statystycznie obnizyta poziom NO* wydzielanego przez komorki HMEC-1 (Rysunek V.12C).
W przypadku komérek traktowanych FA nie zaobserwowano istotnych zmian. Analizujgc wyniki
uzyskane z uzyciem DAF-FM DA nalezy jednak zachowac ostroznos¢ majgc na uwadze niespecyficznosé
tej sondy [277]. W aspekcie korelacji pomiedzy aktywnoscig PADs i produkcjg NO* brak obecnie danych
literaturowych. Obnizenie poziomu NO® w komérkach traktowanych BBCLA i CLA wyjasnia¢ moze cze$¢
z efektow obserwowanych w tych komdrkach i wskazywac na zaangazowanie PADs w regulacje funkcji
komorek srodbtonka z poziomu tej czgsteczki sygnatowej. Pod uwage nalezy wzigc¢ takze jednak brak
podobnych wynikéw w przypadku komorek traktowanych FA, co wskazywaé moze na potencjalne
niespecyficzne dziatanie dwdch pozostatych inhibitoréow.

Kolejnym z istotnych proceséw w angiogenezie kietkujgcej jest formowanie struktur kapilarnych
(Rysunek 1.16A.1V). Tworzenie struktur pseudokapilarnych jest procesem specyficznym dla komérek
Srddbtonka. Przebieg tego procesu in vitro oceniano poprzez wysianie komdrek srédbtonka na
powierzchnie przypominajaca btone podstawng — Matrigel™. Wptyw inhibitoréow PADs na tworzenie
struktur pseudokapilarnych przez HMEC-1 i HUVEC analizowano wykorzystujgc wtasnie te metode,
pozwalajgcg odzwierciedli¢ podobny proces zachodzacy podczas angiogenezy kietkujacej in vivo.
W wyniku 16 godz. inkubacji z badanymi inhibitorami zdolnos$¢ obu typéw komodrek $rédbtonka do
formowania tych struktur zostata istotnie obnizona (Rysunek V.13). Ponownie najsilniejszy efekt
zaobserwowano w przypadku komdrek traktowanych BBCLA, za co odpowiada¢ moze takze
wspomniana juz obnizona aktywnos$¢ MMPs bedaca efektem zastosowania tego zwigzku (Rysunek
V.12A). W komérkach HMEC-1 zaobserwowano istotne spadki wszystkich analizowanych parametrow
opisujgcych wytworzone struktury pod wptywem inkubacji z kazdym z inhibitoréw (Rysunek V.13A’).
Natomiast w HUVEC istotny statystycznie efekt zaobserwowano tylko dla BBCLA i CLA (Rysunek V.13B’).
Wskazuje to, ze inhibitory te istotnie wykazujg potencjat do dziatania antyangiogennego, hamujac
migracje i obnizajgc zdolnos¢ ECs do formowania struktur pseudokapilarnych, procesow istotnych
W angiogenezie in vivo, a efekty te widoczne sg zwtaszcza w komadrkach HMEC-1.

W celu dalszej weryfikacji i przedstawienia molekularnych podstaw dla opisanych wyzej
wynikoéw, przeprowadzono analize profilu wydzielniczo-transkrypcjnego istotnych regulatoréw
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 kontekscie regulacji angiogenezy wykryto spadek wydzielania jednego z gtéwnych
jej regulatoréw — VEGFA, efekt ten zaobserwowano dla kazdego z inhibitoréw (Rysunek V.15) jednak
ponownie byt on najbardziej nasilony w przypadku BBCLA (Rysunek V.15A). Podobny spadek
zanotowano w przypadku VEGFC. Z wykorzystaniem gqPCR analizowano wzgledny poziom zaréwno

mMRNA dla VEGFA i VEGFC, istotne statystycznie (*p< 0,05) obnizenie ekspresji zaobserwowano jednak
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wytgcznie w HMEC-1 traktowanych BBCLA lub CLA (Rysunek V.17). Co istotne, w literaturze znalez¢
mozna doniesienie wskazujace, ze specyficzne wyciszenie PAD4 w ludzkich liniach erytroleukemii (HEL
lub K562) z wykorzystaniem shRNA skutkowato 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 zmniejszyty
takze poziom wydzielanego uPA, istotnego w regulacji homeostazy oraz proteolitycznej degradacji
ECM (Rysunek V.16), podobnie zaobserwowano spadek wydzielania PSPN (Rysunek V.16).
Zaobserwowano takze spadek wydzielania TSP2 oraz VASH, przedstawianych w literaturze jako
inhibitory angiogenezy (Rysunek V.16) [281, 282].

Na poziomie transkryptu wykazano takze istotne statystycznie obnizenie ekspresji ET-1, IL6, IL8,
CCL2 i VIM w HMEC-1 traktowanych BBCLA i CLA (Rysunek V.17), czynniki kodowe przez te geny wsrdd
szeregu petnionych funkcji przedstawiane sg takze jako proangiogenne [251, 283, 284, 285, 286].
Jednak, potraktowanie HMEC-1 inhibitorem FA spowodowato wzrost ekspresji IL8, CCL2 i VIM (Rysunek
V.17). Wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ niespecyficzne dziatanie inhibitora, ktéry zgodnie
z przeprowadzonymi analizami okazat sie takze by¢ najstabszym inhibitorem PADs w komdrkach
Srédbtonka (Rysunek V.3). W HMEC-1 traktowanych BBCLA lub FA wykryto podwyiszong
ekspresje genu TIMP1 (Rysunek V.17), kodujacego silny inhibitor MMPs [287], co dodatkowo wyjasniaé
moze obnizong zdolno$¢ formowania struktur kapilarnych przez te komorki. Analizowano takze
ekspresje pro-angiogennych IGFBP2 i IGFBP3, w przypadku pierwszego z gendw istotne podwyzszenie
jego poziomu zaobserwowano w komdérkach traktowanych BBCLA lub CLA, natomiast /GFBP3
w komoérkach traktowanych FA (Rysunek V.17).

W kontekscie regulacji angiogenezy, najwazniejsze wydajg sie by¢ zaobserwowane zmiany
w ekspresji i wydzielaniu VEGFA oraz PEDF, ktére posrednio lub bezposrednio odpowiada¢ mogg za
obserwowane ogdlne obnizenie potencjatu angiogennego komérek srédbtonka. Nalezy jednak miec na
uwadze, ze spektrum substratowe PADs, zwtaszcza w ECs, nie jest jeszcze dobrze poznane, stad PADs
moga regulowacd ten proces z kilku poziomdw, w tym cytrulinacji histondw. Wspomnie¢ nalezy takze
o potencjalnych dziataniach niespecyficznych stosowanych inhibitoréw i koniecznosci dalszej
weryfikacji tych wynikow w oparciu o inne modele.

W regulacji funkcji ECs istotny udziat bierze szereg szlakdw sygnatowych. W niniejszej rozprawie
skupiono sie na analizie poziomdéw wybranych parametréw szlaku PI3K/Akt. Istotna rola tego szlaku
w modulacji metabolizmu komadrek srédbtonka jest szeroko opisana w literaturze, odpowiada miedzy
innymi za regulacje proliferacji, migracji, syntezy biatek, metabolizm glukozy i angiogenezy [288].
Zwtaszcza w przypadku angiogenezy szeroko opisano takze zaleznosci pomiedzy poziomem VEGFA
a aktywnoscig kinazy Akt [289]. Wzieto réwniez pod uwage wspomiane wczesniej zaangazowanie PADs
w regulacje szlaku PI3K/Akt (. Wstep teoretyczny, Rozdziat 1.4). Analiza WB poziomow nieaktywnej
Akt i aktywnej formy ph-Akt (5473), wyraznie wskazata na istotnie obnizony poziom formy aktywnej

tej kinazy po zahamowaniu aktywnosci PADs (Rysunek V.18). Efekt ten widoczny byt przy kazdym
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z zastosowanych inhibitoréow (p***<0,0001 dla BBCLA i CLA, p*<0,05 dla FA). W literaturze podobny
efekt zaobserwowano we wspomnianej juz linii Y79, gdzie BBCLA réwniez obnizyta poziom ph-Akt
[123]. Podobny efekt stwierdzono takze w przypadku wyciszenia PAD4 w HMEC-1, co opisano
doktadniej w jednym z kolejnych paragraféow. Obnizenie aktywacji kinazy Akt uzupetnia i wyjasnia
opisane wyzej antyangiogenne efekty zahamowania cytrulinacji w ECs. Nie zaobserwowano natomiast
istotnych zmian w poziomie PI3K, a poziom GSK3B istotnie zwiekszyta wytgcznie inkubacja z FA
(Rysunek V.18).

Zaréwno fizjologiczna, jak i patologiczna angiogeneza jest zazwyczaj wynikiem wzrostu
zapotrzebowania na tlen i sktadniki odzywcze. Prowadzi to do wzrastajgcego niedotlenienia tkanek
i sprzyja produkcji RFT [290], ktére historycznie postrzegane byly gtéwnie przez pryzmat ich
negatywnego wptywu na funkcje komérek. Pdzniejsze badania dowiodty, ze RFT sg takze istotnymi
czagsteczkami sygnatowymi [291], zwtaszcza z poziomu homeostazy oksydacyjno-antyoksydacyjne;.
Rowniez w regulacji angiogenezy i innych funkcji komodrek s$rddbtonka RFT dziatajg jak miecz
obusieczny, ich wysokie stezenia sg szkodliwe, natomiast niskie ilosci niektérych rodnikow biorg udziat
w szlakach sygnatowych m.in. promujac proliferacje komoérek [292]. RFT mogg stymulowac
angiogeneze bezposrednio lub posrednio, co ma miejsce na przyktad w przypadku patologicznej
angiogenezy w miazdzycy [290]. Réwniez poziom jednego z gtéwnych regulatoréw angiogenezy —
VEGFA zalezny jest od wystgpienia warunkéw hipoksji [293]. Wobec prezentowanych w tej rozprawie
badan warto takze wspomniec o coraz szerzej badanym wptywie RFT na aktywnos$¢ szlaku PI3K/Akt
[294]. Biorgc pod uwage powyzsze, zbadano konsekwencje zahamowania aktywnosci PADs na
wybrane aspekty homeostazy redoks. Z wykorzystaniem testu wychwytu czerwieni obojetnej
analizowano wptyw preinkubacji komoérek HMEC-1 z inhibitorami PADs na przezywalno$¢ komérek
HMEC-1 poddanych nastepnie dziataniu 10 uM t-BOOH lub 150 uM H,0, (Rysunek V.19). Kazdy
z testowanych inhibitoréw PADs istotnie statystycznie (*p<0,05) zwiekszyt przezywalnos¢ komérek
traktowanych H,0; (Rysunek V.19B). W przypadku t-BOOH, istotny efekt cytoprotekcyjny wykryto
wytacznie w przypadku preinkubacji z BBCLA (Rysunek V.19A). Wskazuje to, ze odpowiedZ komodrek
HMEC-1 preinkubowanych z inhibitorami PADs zalezna jest od rodzaju czynnika wywotujacego stres
oksydacyjny. Molekularne efekty t-BOOH, w poréwnaniu z H,0, mogg by¢ o wiele bardziej destrukcyjne
dla komadrek [295]. Inkubacja HMEC-1 z t-BOOH prowadzita takze do silnego wzrostu produkcji RFT,
ktory ulega istotnemu zmniejszeniu (**p<0,001 dla BBCLA i FA, *p<0,05 dla CLA) w przypadku
wczesniejszego zahamowania aktywnosci PADs (Rysunek V.20A). Jednak co zastanawiajgce, inkubacja
wytgcznie z inhibitorami PADs, bez indukcji stresu oksydacyjnego, nie ma istotnego wptywu na poziom
RFT (Rysunek V.20A). Kazdy z zastosowanych inhibitoréw istotnie statystycznie (*p<0,05) zwiekszyt
poziom mRNA Nrf2 (Rysunek V.20B), jednego z waznych czynnikdéw transkrypcyjnych regulujgcego
ekspresje gendéw odpowiedzialnych za potencjat antyoksydacyjny komarki [296]. Efekt aktywacji szlaku
Nrf2/HO-1 zaobserwowano takze w przypadku zahamowania aktywnos$ci PADs w fibroblastach serca

[297]. Dodatkowo inhibicja cytrulinacji w HMEC-1 skutkowata takze zwiekszeniem ekspresji reduktazy
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tioredoksyny 1 (TXNRD1) (Rysunek V.20B), ktdora réwniez wigzana jest ze wzrostem potencjatu
antyoksydacyjnego [298]. Moze to czeSciowo wyjasniac zarowno zwiekszong przezywalnosc i obnizong
produkcje RFT w komdrkach HMEC-1 preinkubowanych z inhibitorami PADs w warunkach stresu
oksydacyjnego, wywotanego t-BOOH lub H,0,. Jednak w aspekcie regulacji angiogenezy zauwazy¢
nalezy, ze Nrf2 jest w literaturze opisywany jako jej pozytywny regulator [296]. Z wykorzystaniem
metod in silico wykonano dokowanie struktur badanych inhibitoréw do DNA, sposrdd nich najwieksza
zdolnos¢ do interakcji z DNA wykazata BBCLA (Rysunek V.21). Biorgc pod uwage te analize wykonano
test kometowy, ktéry wykazat, ze badane inhibitory nie tylko nie wywotujg uszkodzen DNA w HMEC-1,
ale dziatajg protekcyjnie wobec uszkodzen indukowanych H,0, (Rysunek V.22). Efekt kazidego
z inhibitoréw byt zblizony, stanowi to dodatkowe podtoze dla opisanego wczesniej cytoprotekcyjnego
dziatania zwigzkow przed dziataniem H,0, (Rysunek V.19B). Dodatkowo w komodrkach 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 zadnych istotnych zmian, co pozostaje
w zgodzie rowniez z obserwowanym brakiem zmian w poziomie RFT (Rysunek V.20A). Postulowa¢ wiec
mozna, ze zahamowanie aktywnosci PADs w komodrkach HMEC-1 indukuje mechanizmy obronne
przeciwko stresowi oksydacyjnemu, co moze by¢ tez istotne w ogdlnym antyangiogennym dziataniu
tych zwigzkdw.

Wybrane efekty antyangiogenne inhibitoréw PADs weryfikowano w oparciu o przygotowane
komodrki HMEC-1 PAD4 KD. Uzyskano obnizenie poziomu PAD4 do okoto 40% kontroli zaréwno na
poziomie biatka (Rysunek V.28A), jak i transkryptu (Rysunek V.28B). Specyficzne wyciszenie izoformy
PAD4 i istotny statystycznie (*p< 0,001) obnizony poziom ph-Akt, wyraznie wskazuje na bezposrednia
role PAD4 w regulacji szlaku PI3K/Akt (Rysunek V.28A). Wyniki te pozostajg w zgodzie zaréwno
z dostepnymi w literaturze danymi [94, 95, 123], jak i wynikami uzyskanymi w przypadku zastosowania
inhibitorow PADs (Rysunek V.18). Analizowana tutaj fosforylacja kinazy Akt w pozycji S473, okreslana
jest jako gtéwny aktywator tej kinazy [13]. Za jej przeprowadzanie odpowiedzialny jest kompleks
mTORC2 [299]. Tym samym biorgc pod uwage brak spadku w poziomie PI3K w modelu
farmakologicznym, zasadne wydaje sie zbadanie w przysztosci poziomu i aktywnosci mTORC2
w komoérkach srédbtonka z wyciszonym PAD4. W literaturze wskazano na potencjalng role PAD4
w regulacji ekspresji SESN2 i DDIT4, bedacych negatywnymi regulatorami aktywacji mTORC1 [300]. By¢
moze podobne zjawisko ma miejsce w przypadku aktywacji mTORC2 a tym samym fosforylacji S473
Akt w przedstawionym modelu srddbtonkowym. Potencjalna korelacja pomiedzy aktywnoscia PAD4
a fosforylacjg Akt, ma duze implikacje nie tylko w kontekscie potencjatu angiogennego komdérek
$rddbtonka, ale takze jego pozostatych funkcji. Z klinicznego poziomu, deregulacja szlaku PI3K/Akt
obserwowana jest w przypadku niektorych CVDs, w tym miazdzycy [301, 302].

Podobnie jak w modelu farmakologicznym, wyciszenie PAD4 spowodowato istotny wzrost
ekspresji gendéw kodujacych biatka z rodziny SERPIN: PEDF i PAI-1 (Rysunek V.28B), co wskazuje na role

PAD4 réwniez w regulacji hemostazy. Jednak, w komdrkach HMEC-1 PAD4 KD nie zanotowano
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istotnych zmian w poziomie ekspresji VEGFA (Rysunek V.28B). Sugeruje to, ze obserwowane obnizenie
wydzielania i ekspresji tego czynnika w modelu farmakologicznym (Rysunek V.15 i Rysunek V.17) moze
by¢ wynikiem aktywnosci innych izoform niz PAD4, w tym PAD2. Natomiast, podobnie jak w modelu
farmakologicznym, wyciszenie PAD4 istotnie obnizyto zdolnos¢ HMEC-1 do formowania struktur
pseudokapilarnych (Rysunek V.29 i Rysunek V.13), potwierdza to zaangazowanie PAD4 w regulacje
tego procesu. W przysztosci planowane jest przeprowadzenie podobnych analiz na komérkach ze
specyficznie wyciszong ekspresjg PAD2. Pozwoli to okresli¢c czy obserwowane spadki w ekspresji
i wydzielaniu VEGFA zwigzane sg bezposrednio z aktywnoscig PADs.

Potwierdzono zaangazowanie PADs i specyficznie PAD4, a tym samym cytrulinacji w regulacje
wybranych funkcji komoérek srédbtonka. Przeprowadzone analizy jednoznacznie wskazujg, ze
aktywno$¢ PADs istotna jest w aktywacji kinazy Akt, a tym samym efektéw szlaku PI13K/Akt. Dodatkowo
stwierdzono, ze zahamowanie cytrulinacji znacznie modyfikuje profil transkrypcyjno-wydzielniczy
HMEC-1, skutkujac obnizeniem potencjatu angiogennego komodrek. Efekty te zaobserwowano
w testach funkcjonalnych, takze w przypadku pierwotnych komoérek HUVEC. W analizowanym modelu
farmakologicznym, potencjat inhibitorowy zwigzkéw oceniano wzgledem histonu H3, nalezy jednak
mie¢ na uwadze fakt, ze cytrulinacja zachodzi¢ moze na wielu innych biatkach. Niedawne badanie
proteomiczne wskazato wiele nowych potencjalnych celéw dla PAD4 [257]. Stad obserwowane efekty
mogg nie by¢ bezposrednio powigzane z cytrulinacjg histonéw, a by¢ wynikiem zahamowania
cytrulinacji innych biatek, o ktérych wspomniano na wstepnie dyskusji. Wsrdod innych znanych
substratéw PADs istotnych z poziomu regulacji angiogenezy wymieni¢ nalezy takze SERPINs w tym,
antytrombine i PAI-1, ktérych aktywnos¢ jest obnizana przez cytrulinacje [104]. Jak juz wspomniano
biatka te sgtakze istotne w regulacji angiogenezy. Dodatkowo badania z wrzesnia 2024, istotne
w obliczu przedstawianych tutaj analiz wskazujg, ze cytrulinacja czynnika Hl1-a, istotnego w regulacji
m.in. ekspresji VEGFA, zwieksza jego stabilnos¢ [303]. W literaturze dostepne jest takie badanie
wykonane na modelu mysim wskazujgce zaangazowanie PAD2 w regulacje angiogenezy [304]. Lii wsp.
w swoim badaniu z 2022 roku proponujg takze role PAD2 w aktywacji szlaku EGFR i promowaniu
angiogenezy w gruczolaku ptuc [305]. Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki pozostajg w zgodzie
z dostepnymi danymi literaturowymi, konieczne sg jednak dalsze badania. Dodatkowo, wcigz rosnaca
pula znanych substratow PADs pozwoli takze bezposrednio ocenic¢ role modyfikacji konkretnego biatka
w regulacji metabolizmu komérek sSrédbtonka.

Wptyw zahamowania cytrulinacji na wybrane parametry epigenomu komodrek srédbtonka
analizowano z poziomu modyfikacji histonéw. Zdecydowano sie zbadaé potencjalne posrednie
interakcje cytrulinacji z acetylacjg, a takze zaleznosci pomiedzy cytrulinacjag a metylacjg. Istotne
z punktu widzenia niniejszej rozprawy doniesienia literaturowe na ten temat przedstawiono we
wstepie teoretycznym (Wstep Teoretyczny, Rozdziat 2.2.). Dodatkowo, w odrdznieniu od cytrulinacji
histonow zaréwno wptyw acetylacji, jak i metylacji histondw na regulacje funkcji komérek srédbtonka

zostat szeroko zbadany i opisany w literaturze [306, 307].
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W komoérkach 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 kazdy ze stosowanych inhibitorow istotnie statystycznie (*p< 0,05) zwiekszyt
ekspresje HDAC3 i HDACS5 (Rysunek V.30). W przypadku komorek z wyciszong ekspresjg PAD4, istotny
statystycznie (*p< 0,05) efekt widoczny byt jedynie dla HDAC3 (Rysunek V.30). Nalezy takze zauwazyd,
ze obie wspomniane izoformy HDACs przedstawiane sg w literaturze jako negatywne regulatory
angiogenezy [239, 240], co dodatkowo uzupetnia¢ moze obraz ogdlnego antyangiogennego dziatania
inhibitoréw i wyciszenia PAD4. Inkubacja z BBCLA dodatkowo istotnie obnizyta ekspresje p300, jednak
podobnego efektu nie stwierdzono w przypadku pozostatych inhibitoréw, co sugerowac¢ moze ze nie
jest to bezposrednio efekt zahamowania PADs. Nastepnie, analizujgc wptyw zahamowania aktywnosci
HDAC s, z wykorzystaniem inhibitora SAHA, zarejestrowano istotny spadek poziomu H3cit w HMEC-1
(Rysunek V.31C). W celu wyjasnienia tej obserwacji oceniono poziom PAD2 i PAD4 w komérkach
traktowanych 20 uM SAHA (Rysunek V.31B), nie wykryto jednak istotnych statystycznie zmian.
Uzyskane wyniki wskazywaé mogg tym samym na istnienie potencjalnej posredniej interakcji pomiedzy
aktywnoscig PADs a HDACs w komadrkach srddbtonka. Podobne wyniki uzyskat w roku 2014 roku zespoét
Li i wsp. komdrkach promieloblastycznych HL-60, gdzie SAHA w stezeniu 10 uM efektywnie hamowat
wprowadzanie H3cit [308]. Tym samym, prezentowane tutaj wyniki potwierdzajg, ze podobne
interakcje zachodzi¢ mogg rowniez w komadrkach srédbtonka. W literaturze opisano takze wspotprace
HDAC2 z PADA4, ktére wspolnie regulujg ekspresje gendw zaleznych od p53 [309]. Zaznaczy¢ nalezy
takze, 7ze zahamowanie HATSs nie wywarto istotnego efektu na cytrulinacje (Rysunek V.31), w literaturze
réwniez brak obecnie doniesien na ten temat.

Analizy potencjalnych interakcji cytrulinacji z metylacja rozpoczeto z poziomu
metylotransferazy SET7/9, ktdrej aktywno$¢ w literaturze wigzana jest z regulacjg m.in. proliferacji
i angiogenezy [45], a w komadrkach srédbtonka takze z odpowiedzig na hiperglikemie [310]. Nie wykryto
istotnego wptywu farmakologicznej inhbicji PADs na poziom SET7/9 (Rysunek V.32A). W modelu
wyciszenia PAD4 natomiast zarejestrowano istotny wzrost ekspresji genu kodujgcego ten enzym
(Rysunek V.32B). Ta rozbieznos¢ wynika¢ moze z potencjalnych niespecyficznych efektdw wyciszenia
lub tez niedostatecznego zahamowania aktywnosci PADs w modelu farmakologicznym. W dalszych
analizach wykorzystano komérki HMEC-1 SET7/9 KD, w ktorych wykryto istotne obnizenie PAD2 i PAD4
zaréwno na poziomie biatka, jak i transkryptu (Rysunek V.33), w pewnym sensie wyjasniajgce istotne
obnizenie w poziomach wprowadzanych przez nie modyfikacji H3cit i H4R2cit (Rysunek V.34). Wyniki
te sugerujg, ze metylotransferaza SET7/9 moze regulowal poziom PAD2 i PAD4 w komédrkach
Srddbtonka. W literaturze brak obecnie doniesien na ten temat. Z prezentowanych tutaj danych trudno
jednakze jednoznacznie ustali¢, czy interakcja ta ma forme bezposredniej regulacji ekspresji PADs.

W kolejnych analizach skupiono sie na istotnych z punktu widzenia komodrek srédbtonka
enzymach zawiadujgcych metylacjg histondw: G9a i LSD1. Ostatnie badania wykazaty, ze zahamowanie

aktywnosci G9a, zarowno farmakologiczne, jak i poprzez wyciszenie, hamuje proliferacje HMEC-1
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a takze moduluje ekspresje gendw zwigzanych z progresja cyklu komérkowego [244]. Podobne badania
przeprowadzone na komodrkach HMEC-1 z wyciszeniem LSD1, potwierdzity zaangazowanie tego
enzymu w regulacje miedzy innymi srodbtonkowej odpowiedzi zapalnej [311]. Oba enzymy opisano
takze krétko we wstepie teoretycznym. Farmakologiczna inhibicja PADs nie miata istotnego wptywu na
poziomy LSD1 i G9a w HMEC-1 (Rysunek V.35A). Jednak w przypadku komdrek HMEC-1 PAD4 KD
zaobserwowano wzrost ekspresji LSD1 na poziomie transkryptu (Rysunek V.35B), co jak w przypadku
zwiekszonej ekspresji SET7/9 wymaga dalszych badan, w celu identyfikacji mechanizmu interakcji.

W aspekcie potencjalnych posrednich oddziatywan pomiedzy cytrulinacjg a statusem metylacji
konkretnych lizyn ogona histonowego H3 skupiono sie na poziomie H3K9me3 i HeK27me3 (Rysunek
V.36A). Biorgc pod uwage doniesienia literaturowe (zebrane na Rysunku 1.14), spodziewano sie
istotnych zmian w poziomie metylacji tych dwéch lizyn. Jednak w badanym uktadzie badawczym nie
wykryto zadnych istotnych zmian (Rysunek V.36A). Natomiast, podobnie jak w przypadku wyciszenia
SET7/9, zaobserwowano spadek cytrulinacji H3 zaréwno w komaérkach HMEC-1 G9a KD i HMEC-1 LSD1
KD (Rysunek V.36B). Jest to zaskakujgce biorgc pod uwage przeciwng funkcje w regulacji metylacji
histonow tych enzymdéw. Tym samym uzyskane wyniki wskazujg na zasadno$¢ przeprowadzenia
dalszych analiz, zwtaszcza biorgc pod uwage opisany wczesniej zwigzek pomiedzy aktywnoscig SET7/9
a poziomem PAD2 i PAD4. Jednak zweryfikowa¢ nalezy takze poziom wybranych modyfikacji histonéw,
a zwtaszcza H3K9me3 i H3K27me3 w komdrkach HMEC-1 PAD4 KD, co planowane jest w przysztosci.

W celu przeprowadzenia wstepnej oceny ogdlnego statusu chromatyny analizowano poziomy
biatek: CAF1A i izoform HP1 w HMEC-1 traktowanych inhibitorami przez 16 godz. (Rysunek V.37A).
Istotng role cytrulinacji histondw w regulacji struktury chromatyny zauwazy¢ mozna zwtaszcza podczas
formowania NETs. W komodrkach HMEC-1 istotny statystycznie efekt, zwiekszenie poziomu CAF1A
(p *<0,05), zaobserwowano wytgcznie w przypadku komaérek traktowanych BBCLA lub CLA (Rysunek
V.37A). Kompleks CAF1A odpowiedzialny jest za upakowanie chromatyny oraz uczestniczy w naprawie
DNA [312]. Zwiekszony poziom CAF1A moze wiec takze wyjasniaé opisany wczesnie cytoprotekcyjny
efekt inhibitoréw PADs przed uszkodzeniami wywotywanymi przez H,O, (Rysunek V.22). Brak zmian
w poziomach izoform HP1 (Rysunek V.37A) sugeruje, ze zahamowanie wytgcznie cytrulinacji histonéw
nie jest wystarczajgce dla zaindukowania zmiany konformacji przestrzennej chromatyny, lub tez
wywotane spadki w cytrulinacji nie sg wystarczajgce. Wykryto natomiast zwiekszenie ekspresji genu
CBX5 (Rysunek V.37B), kodujgcego izoforme HP1a, nalezy jednak ponownie pamietaé, ze nie zawsze
zwiekszenie poziomu mRNA réwne jest zwiekszonej ilosci funkcjonalnego biatka. Wspomnieé nalezy
takze o bezposrednim wptywie cytrulinacji na aktywnosc¢ i stabilno$¢ biatek HP1 [187]. W wyniku
inkubacji z BBCLA zmniejszeniu ulegta ekspresja DNMT1, w literaturze brak dotychczas jakichkolwiek
doniesien wskazujgcych na zwigzek pomiedzy metylacja DNA a cytrulinacjg, w tym cytrulinacjg
histonow. Dodatkowo, poniewaz efekt ten zaobserwowano wytgcznie dla jednego inhibitora, nie

wykluczone, ze moze to by¢ wynik dziatania niespecyficznego.
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Przedyskutowane wyzej wyniki, przedstawiajace wptyw zahamowania cytrulinacji na wybrane
parametry epigenomu komodrek sSrédbtonka wskazujag na potrzebe przeprowadzenia dalszych
dogtebnych analiz. Zwtaszcza w zakresie posrednich interakcji PADs z HDACs oraz SET7/9. Z dostepnych
wynikdw nie mozna réwniez wnioskowac o wptywie samej cytrulinacji oraz potencjalnych posrednich
interakcji z innymi PTMs histonéw na profil ekspresji gendw.

Podsumowujgc, w literaturze cytrulinacja przedstawiana jest gtéwnie w kontekscie
immunologicznym. Jednak niniejsza rozprawa wskazuje, ze cytrulinacja petni¢ moze réwniez role
w innych waznych fizjologicznie procesach, w tym w komodrkach srédbtonka, ktorych prawidtowe

funkcjonowanie istotne jest w utrzymaniu homeostazy catego organizmu cztowieka.
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VIl. Podsumowanie i wnioski

Podsumowujac, cato$¢ przedstawionych wynikow wyraznie wskazuje na istotng role PADs
i cytrulinacji w regulacji funkcji komorek sSrédbtonka, zwtaszcza w kontekscie potencjatu angiogennego.
Zaobserwowano spadek zdolnosci migracyjnych, tworzenia struktur pseudokapilarnych oraz
modulacje profilu transkrypcyjno — wydzielniczego komadrek, w tym obnizenie wydzielania/ekspresji
VEGFA i zwiekszenie PEDF. Molekularne podtoze opisanych efektéw stanowi¢ moze obnizenie
aktywacji szlaku PI3K/Akt na poziomie kinazy Akt, co stwierdzono zaréwno w modelu
farmakologicznym i wyciszenia ekspresji PAD4. Dodatkowo wykazano potencjalne protekcyjne
dziatanie badanych inhibitoréw wobec stresu oksydacyjnego. Zaobserwowano takze modyfikacje
wybranych parametréw epigenomu. Wykazano potencjalng posrednig interakcje na linii

PADs <—> HDACs oraz SET7/9 <—> PADs.

Whioski z przeprowadzonych badan:

1. Farmakologiczna inhibicja PADs obniza ogdlny potencjat angiogenny komadrek srodbfonka, m.in.
hamujgc aktywacje szlaku PI3K/Akt na poziomie aktywacji kinazy Akt i zwiekszajgc ekspresje

i wydzielanie czynnikow anty-angiogennych przy rownoczesnym obnizeniu wydzielania VEGFA.

2. Wyciszenie ekspresji PAD4 z wykorzystaniem shRNA wywotuje efekty zblizone do modelu
farmakologicznego, wskazujgc na zaangazowanie izoformy PAD4 w ksztaftowanie potencjatu

angiogennego komorek HMEC-1.

3. W komdrkach HMEC-1 potwierdzono istnienie potencjalnych posrednich interakcji na linii PADs <—

> HDACs oraz SET7/9 <—> PADs.

W toku przeprowadzonych badan udato sie tym samym potwierdzi¢ postawiong hipoteze badawcza:

Aktywnosc¢ PAD:s i cytrulinacja biatek odgrywa istotng role w regulacji funkcji komorek srodbtonka.
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Uwagi koncowe i przyszte kierunki badan

Wynik uzyskane w ramach niniejszej rozprawy poszerzajg obecny stan wiedzy na temat roli
cytrulinacji biatek o dotychczas niezbadany obszar regulacji metabolizmu komdérek srodbtonka. Jednak,
moga byc¢ réwniez cenne z punktu widzenia innych obszaréw badawczych, a zwtaszcza roli cytrulinacji
w regulacji angiogenezy i procesie nowotworzenia. By¢ moze dalsze badania pozwolg stwierdzi¢ czy
cytrulinacja, a zwtaszcza aktywnos$é PAD4, podobnie jak chociazby acetylacja histondw, stanowi¢ moze
potencjalny cel terapeutyczny. Obecnie duzy nacisk ktadziony jest na role PADs i cytrulinacje
w chorobach autoimmunologicznych, co wydaje sie jak najbardziej stusznym podejsciem, jak pokazujg
liczne doniesienia cytrulinacja i aktywnos¢ PADs przyczynia sie zaréwno do patogenezy, jak i i progres;ji
tych schorzen. Niemniej jednak niniejsza rozprawa pokazuje, ze istotne jest badanie cytruliancji biatek
rowniez w kontekscie innych procesow.

W trakcie analizy przedstawionych wynikdw nasuwajg sie sugestie i wnioski, na temat tego co
dopetnitoby prezentowane badania. Szczegdlnie w aspekcie modelu tranksrypcyjnego wyciszenia
PAD4 niezwykle zasadne wydaje sie wykonanie profilowania ekspresji gendw w oparciu o techniki NGS,
a mianowicie RNA-seq. Analiza ta zapewnitaby szerszy obraz tego jak PAD4 przyczynia sie do regulacji
gendw, nie tylko pod wzgledem regulacji angiogenezy, na ktérej skupiono sie w niniejszej pracy, ale
takze innych procesdw. Profilowanie mogtoby takze zasugerowac przyszte kierunki badan.

Z punktu widzenia gendw, ktdorych zmieniona ekspresja zaobserwowana zostata zaréwno
w modelu farmakologicznym i transkrypcyjnym, warto bytoby przeprowadzi¢ analizy ChlIP
i zidentyfikowaé czy cytrulinacja histondw obecna jest w promotorach czy tez ciatach tych gendw.
W podobnym zakresie i pod wzgledem potencjalnych interakcji cytrulinacji i innym modyfikacji
histonéw kluczowe bytoby sprawdzenie kolokalizacji cytrulinacji i metylacji/acetylacji w obrebie
wybranych gendéw. Warto réwniez rozwazy¢ czy proces cytrulinacji moze by¢ odwrdcony, co obecnie
wydaje sie niemozliwe, jednak podobnie sadzono w przypadku dobrze opisanej obecnie metylacji
biatek.

Ponadto, realizacja rozprawy doktorskiej nasuneta pytania o role cytrulinacji i aktywnosci PAD4
w regulacji innych istotnych funkcji komérek srodbtonka. Zwtaszcza, stwierdzona zaréwno w modelu
farmakologicznym, jak i przy wyciszeniu PAD4 modyfikacja ekspresji SERPIN (PAI-1, PEDF) sugeruje, ze
cytrulinacja poza opisywanym tutaj zaangaZzowaniem w angiogeneze uczestniczy¢ moze takze
w regulacji funkcji hemostatycznych komarek srodbtonka. Cze$¢ wynikdw uzyskanych w toku realizacji
niniejszej rozprawy postuzyta jako badania wstepne we wniosku grantowym w konkursie NCN
PRELUDIUM 23, ktory zostat zakwalifikowany do finansowania (tytut projektu: Zmiany w profilu
cytrulinacji biatek oraz w strukturze chromatyny indukowane aktywnoscig deiminaz peptydylo-
argininowych i ich konsekwencje dla hemostatycznych funkcji komorek srodbtonka; Nr DEC-
2024/53/N/NZz3/02799, kierownik: mgr Oskar Ciesielski). Realizacja tego projektu by¢ moze pozwoli na

uzyskanie dalszych wyjasnien odnosnie znaczenia cytrulinacji dla metabolizmu..
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Streszczenie w jezyku polskim

W literaturze szeroko opisano role dobrze poznanych potranslacyjnych modyfikacji biatek,
takich jak chocby fosforylacja czy tez metylacja w regulacji metabolizmu komdrkowego. Jedng ze
stabiej opisanych modyfikacji, rowniez w tym zakresie, jest cytrulinacja biatek. Modyfikacja ta,
nazywana rowniez deiminacjg, polega na konwersji peptydyloargininy do peptydylocytruliny. Ma to
istotne konsekwencje molekularne dla modyfikowanych biatek, moze zmieniac¢ ich tadunek co wptywa
na interakcje z innymi biatkami, a takze modyfikowa¢ miejsca aktywne hamujac dziatanie enzymow.
Modyfikacja ta przeprowadzana jest przez enzymy z rodziny deiminaz peptydyloargininowych (PADs).
Wyrdznia sie piec izoform PADs, z ktérych najszerzej zbadane zostaty PAD2 i PADA4. Izoformy te jako
jedyne zdolne s3 takze do przeprowadzania cytrulinacji histonéw, co sugeruje ich zaangazowanie
w epigenetyczng regulacje ekspresji gendw. Jednak, fizjologiczne role tej modyfikacji sg obecnie wcigz
stabo poznane. Dotychczasowe doniesienia skupiajg sie zazwyczaj na wptywie cytrulinacji i wzmozone;j
aktywnosci PADs na wystepowanie choréb autoimmunologicznych. Dostepne sg réwniez badania
wskazujgce na zaangazowanie PADs w rozwdéj chordb nowotworowych.

W niniejszej pracy jako gtéwny model badawczy wykorzystano ludzkie komorki sSrédbtonka
naczyniowego. Zarowno immortalizowang linie ludzkich komérek srédbtonka mikrowaskularnego
(HMEC-1) jak i pierwotne komoérki Srodbtonka izolowane z zyty pepowinowej (HUVEC). W organizmie
cztowieka komorki srodbtonka, poza petnieniem roli bariery miedzy krgzacg krwig a tkankami petnig
takze wiele istotnych funkcji regulatorowych. Odpowiedzialne sg miedzy innymi za regulacje przeptywu
krwi, jej ci$nienia oraz procesow krzepniecia i fibrynolizy. Jedng z istotnych funkcji komorek srédbtonka
jest takze regulacja procesu angiogenezy, tworzenia nowych naczyn krwionosnych z juz istniejgcych.
Proces ten jest niezwykle istotny w procesach fizjologicznych m.in. w procesie gojenia ran, ale takze
w stanach patologicznych. Zwtfaszcza w kontescie nowotworéw patologiczna angiogeneza ma
niezwykle istotne znaczenie, umozliwia dostarczanie tlenu i substancji odzywczych do guza powodujac
rozwdj nowotworu, a takze w pdzniejszych etapach umozliwia¢c moze powstawanie przerzutow.
W komdrkach S$rédbtonka angiogeneza regulowana jest przez wiele mechanizméw, w tym
epigenetycznych. Zahamowanie patologicznej angiogenezy stanowi obecnie atrakcyjng metode terapii
choréb nowotworowych, z tego powodu wcigz poszukuje sie nowych mechanizmoéw ktore regulujg ten
proces. Dotychczas szeroko opisano wptyw dobrze poznanych modyfikacji biatek w modulowaniu
funkcji komérek srdédbtonka, jednak w kontekscie procesu cytrulinacji brak obecnie jakichkolwiek
jednoznacznych informacji.

Zbadano wptyw zahamowania aktywnosci PADs a tym samym cytrulinacji biatek, w tym
histonow, na wybrane funkcje i parametry epigenomu komorek srédbtonka. W tym celu wykorzystano
dwie metody zahamowania aktywnosci PADs: (i) model farmakologiczny z wykorzystaniem
komercyjnie dostepnych inhibitoréw, (ii) model transkrypcyjny, tj. wyciszenie genu PAD4 przez shRNA.

W modelu farmakologicznym wykorzystano trzy komercyjne inhibitory PADs: BB-Cl-amidyne (BBCLA),
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Cl-amidyne (CLA) i F-amidyne (FA). Wyciszenie ekspresji PAD4 w komédrkach HMEC-1 wykonano
z wykorzystaniem shRNA dostarczanego do komérek poprzez transdukcje lentiwirusowa.

Cytotoksyczno$¢ wybranych inhibitoréw oceniano przy uzyciu testu redukcji resazuryny.
W pierwotnie badanym zakresie stezen cytotoksyczne dziatanie w obu typach komorek srddbtonka
zarejestrowano jedynie w przypadku BBCLA (w stezeniach > 1,75 pM). Wptyw inhibitoréw na poziom
cytrulinacji H3 w komadrkach $rddbtonka analizowano z wykorzystaniem techniki Western blotting.
Sposrod testowanych inhibitoréw najwiekszy potencjat inhibitorowy wzgledem wprowadzania
cytrulinacji H3 w obu typach komorek srddbtonka byta BBCLA, obnizajgc poziom tej modyfikacji do
okoto 20% kontroli (*p<0,0001). Zaden z zastosowanych inhibitoréw PADs nie wywart istotnych
efektow na progresje cyklu komoérkowego HMEC-1 oceniang z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Istotnym modyfikacjom poddany zostat natomiast profil ekspresji wybranych cyklin,
ktory analizowano z wykorzystaniem gPCR.

Efekty farmakologicznej inhibicji cytrulinacji na potencjat angiogenny komdérek srédbtonka
oceniano z wykorzystaniem wybranych testow funkcjonalnych oraz analizujgc profil wydzielniczo-
transkrypcyjny. Zastosowanie kazdego z inhibitoréw spowodowato spadek zaréwno zdolnosci
migracyjnych, jak i potencjatu do tworzenia struktur pseudokapilarnych. Zahamowanie aktywnosci
PADs w HMEC-1 z wykorzystaniem BBCLA lub CLA istotnie zmniejszyto poziom wydzielanego NO*
(odpowiednio *p<0,001 lub *p<0,05). Dodatkowo, zwigzek BBCLA jako jedyny istotnie statystycznie
hamowat catkowitg aktywnosé¢ MMPs (*p<0,001). Dodatkowo, kazdy z inhibitorow zwiekszyt poziom
ekspresji mRNA i wydzielania PEDF, silnego inhibitora angiogenezy. Zahamowanie aktywnosci PADs
obnizyto takze wydzielanie VEGFA, a w przypadku BBCLA i CLA zaobserwowano takze spadek ekspresji
genu kodujgcego ten czynnik. Farmakologiczne zahamowanie aktywnosci PADs w HMEC-1 skutkowato
takze cytoprotekcyjnym efektem przed dziataniem H,0,, dodatkowo istotnie statystycznie
zmniejszajgc  uszkodzenia DNA wywotane tym czynnikiem. Preinkubacja komérek HMEC-1
z inhibitorami zmniejszyta takze poziom RFT produkowanych w warunkach stresu oksydacyjnego
zaindukowanego t-BOOH (*p<0,001). Na poziomie transkryptu zanotowano istotny wzrost ekspresji
Nrf2, istotnego czynnika transkrypcyjnego regulujgcego ekspresje gendw zwigzanych z potencjatem
antyoksydacyjnym, co wyjasnia¢ moze przedstawione wyzej efekty. Tym samym, wskazano takze na
zaangazowanie PADs w regulacje wybranych parametrow homeostazy redoks. W celu wyjasnienia
molekularnego podtoza antyangiogennego efektu inhibitorow i zahamowania PADs w ECs badano
poziomy wybranych elementéw szlaku sygnatowego PI3K/Akt. Kazdy z zastosowanych inhibitoréw
istotnie statystycznie obnizyt poziom aktywnej formy kinazy Akt (pH-Akt S473) do okoto 40% kontroli
(p*<0,0001 lub *p<0,05), co wskazuje na zaangazowanie PADs w regulacje szlaku PI3K/Akt, istotnego
w ksztattowaniu potencjatu angiogennego komadrek srédbtonka a takze ich pozostatych funkcji. Tym
samym, stwierdzi¢ mozna, ze aktywnos¢ PADs istotna jest w regulacji funkcji komoérek srédbtonka,

takze w aspekcie ich potencjatu angiogennego.
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Komorki HMEC-1 PAD4 KD, przygotowano wykorzystujgc 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 okoto 40% kontroli (p*<0,05), co potwierdza zaangazowanie PADs
i specyficznie PAD4 w regulacje szlaku PI3K/Akt w komdrkach HMEC-1. Potwierdzono takze zwigzek
pomiedzy aktywnoscig PAD4, a ekspresjg PEDF i PAI-1, dla ktérych zanotowano istotnie statystycznie
zwiekszone poziomy mRNA (*p<0,05 lub *p<0,001). Nie zaobserwowano natomiast zmian w ekspresji
VEGFA, co wskazuje, ze zmiany wywotane przez BBCLA i CLA mogg by¢ wynikiem ich dziatania
niespecyficznego lub tez zahamowania innych izoform PADs. Na poziomie funkcjonalnym, komaérki
HMEC-1 PAD4 KD miaty istotnie obnizong zdolnos$¢ formowania struktur pseudokapilarnych, podobnie
jak w modelu farmakologicznym. Powyisze potwierdza wnioski ptyngce z analiz modelu
farmakologicznego i zaangazowanie PADs w regulacje funkcji komorek srédbtonka, a szczegdlnie ich
potencjatu angiogennego.

Analizy wybranych parametréw epigenomu prowadzono z poziomu potencjalnych posrednich
interakcji pomiedzy aktywnoscig PADs/cytrulinacjg a innymi PTMs histonéw. W komadrkach HMEC-1
wykazano potencjalng posrednig interakcje na linii PADs — HDACs. Farmakologiczne zahamowanie
aktywnosci PADs kazdym z inhibitorow istotnie statystycznie zwiekszyto ekspresje HDAC3 i HDACS,
przy wyciszeniu PAD4 efekt ten zaobserwowano wytgcznie dla HDAC3. W kontekscie poprzednich
analiz wspomnieé¢ nalezy, ze izoformy te opisane sg w literaturze jako negatywne regulatory
angiogenezy. Zastosowanie inhibitora HDACs — SAHA, istotnie statystycznie (p*<0,001) zmniejszyto
poziom cytrulinacji H3. Tym samym potwierdzono stuszno$¢ prowadzenia dalszych badan nad
potencjalnymi posrednich lub bezposrednimi interakcjami pomiedzy PADs a HDACs. W literaturze
wiecej informacji znalezé mozna na temat potencjalnych interakcji cytrulinacji z metylacjg histonéw.
W niniejszej pracy analizy te prowadzono z poziomu aktywnosci metylotransferazy SET7/9. Specyficzne
wyciszenie jej ekspresji w komdrkach HMEC-1, istotnie (p*<0,05) obnizyto zaréwno ekspresje, poziom
izoform PAD2 i PAD4, jak i cytrulinacji histondw. Podobny spadek w cytrulinacji H3 zaobserwowano
w komoarkach z wyciszeniem ekspresji LSD1 lub G9a. Wskazuje to na istnienie potencjalnej posredniej
interakcji pomiedzy aktywnoscig SET7/9, oraz LSD1 i G9a, a statusem cytrulinacji biatek, w tym
histonow. Farmakologiczna inhibicja PADs nie powodowata natomiast istotnych statystycznie zmian
w poziomie zaréwno SET7/9 jak i LSD1 i G9a. Jednak w komdrkach HMEC-1 PAD4 KD, zanotowano
zwiekszong ekspresje mRNA dla SET7/9 i LSD1. Inkubacja HMEC-1 z inhibitorami PADs nie powodowata
takze istotnych statystycznie zmian w poziomach H3K9me3 i H3K27me3, co biorgc pod uwage
doniesienia literaturowe jest zaskakujgce. Zahamowanie aktywnosci PADs nie miato istotnego efektu
na strukture chromatyny, ktérg analizowano pod wzgledem pozioméw izoform biatka HP1, a istotne
zwiekszenie (*p< 0,05) CAF1A zanotowano wytgcznie w przypadku komarek traktowanych BBCLA lub
CLA.
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Podsumowujgc, przedstawione wyniki potwierdzajg zaangazowanie PADs w ksztattowanie
funkcji komadrek s$rddbtonka, zwtaszcza ich potencjatu angiogennego. Aktywnos$é PADs, w tym
specyficznie PAD4, istotna jest w regulacji szlaku PI3K/Akt. Potwierdzono takze istnienie potencjalnych
posrednich interakcji pomiedzy cytrulinacjg, a innymi PTMs histonéw w HMEC-1, zwtaszcza na
poziomie PADs <—> HDACs i SET7/9 <—> PADs. Niniejsza rozprawa potwierdza takze zasadnos$¢
prowadzenia dalszych badan nad cytrulinacjg biatek. Zwtaszcza tych zwigzanych z regulatorowg funkcja

tej modyfikacji, takze 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 uM 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 NOe 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 H,0,, 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 HDACS 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 protein PTMs, particular attention has been given to pepti-
dyl-arginine citrullination, that was found to be an impor-

Post-translational modifications of histone and non-histone  tant factor in regulation of the gene expression machinery

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
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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.clinicaltrialsregister.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

Fig. 1 Enzymatic conversion of .
positively charged arginine into H,N (
neutral citrulline

Peptidyl Arginine (pArg)
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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
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Description:
(1) - Disrupted ionic interactions/intramolecular interactions

2) - Disrupted amino acid interactions and hydrogen bonds formation

(
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(4) - Loss of function via active sites modification
(5) - Proteolytic degradation

Fig.2 The effects of citrullination on protein—protein interactions

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 PADG6 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

Citrullinated
protein

@

@) -Arginine
) -Citrulline

¥ ¥

(-1 -Negatively charged amino acid

- Active site
[ - Modified active site
() “_ e - Proteasome
4 =

(%)

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 PADI 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) Ca”>* binding sites, and these are crucial
for PADs catalytic activity, as calcium increases PAD activ-
ity by > 10,000 fold. Ca’* 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 pM. Therefore, in most
physiological states, PADs remain inactive. Upon binding of
Ca**, 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 p-turn
structures, were frequently citrullinated, as opposed to low
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citrullination observed in trichohyalin, a protein in which
single a-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

[5, 13, 28, 29, 33-41]

(5, 28-30]
(5,29, 31-33]
(5. 28, 29],
[42-44]
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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
(PBMC:s), 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",
CD197, CD567). 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

brain, glial cells, colon, kidney, pancreas, breast,

epidermal, bone marrow, salivary gland, secre-

tory gland, ear, eye
Immune cells, keratinocytes, hair follicles, nerves

Immune cells, brain, uterus, bone marrow, joints,

Immune cells, keratinocytes, hair follicle, epider-
cancerous tissues

mis, uterus
Immune cells, spleen, thymus, skeletal muscle,

Ovary, early embryo, testicles, ovum, oocyte,

(e.g. breast carcinomas, lung carcinomas)
thymus

Table 1 Physiological roles of PADs
PAD isotype Expression profile

PADI1
PAD2
PAD3
PAD4
PAD6
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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

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

nd no data; — no expression; +low/+ +moderate/+ + +high esti-
mated protein expression level

change by the binding of Ca®* to the Ca®" 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 U20S 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/Ipr 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
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Table 3 An overview of PAD inhibitors

Type

Inhibitor

TUPAC name (from PubChem)

Inhibitory potential

Refs

Reversible inhibitors

Irreversible inhibitors

Streptomycin

Minocyline

Taxol

Chlortetracycline

Ruthenium red

Sanguinarine

GSK121

GSK484

GSK199

NSC95397

Streptonigrin

2-chloro-acetamide

Cl-amidine

F-amidine

0-Cl-amidine

o-F-amidine

2-[(1R,2R,3S,4R,5R,6S)-3-
(diaminomethylideneamino)-4-
[(2R,3R,4R,55)-3-[(2S,3S,4S,5R,6S)-4,5-di-
hydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-(methylamino)
oxan-2-ylJoxy-4-formyl-4-hydroxy-5-methyl-
oxolan-2-ylJoxy-2,5,6-trihydroxycyclohexyl]
guanidine

(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

[4,12-diacetyloxy-15-(3-benzamido-2-hydroxy-
3-phenylpropanoyl)oxy-1,9-dihydroxy-
10,14,17,17-tetramethyl-11-oxo0-6-oxatetra-
cyclo[11.3.1.03,10.04,7]heptadec-13-en-2-yl]
benzoate

(4S,4a8,5a8,6S,12aR)-7-chloro-
4-(dimethylamino)-1,6,10,11,12a-pentahy-
droxy-6-methyl-3,12-dioxo0-4,4a,5,5a-tetrahy-
drotetracene-2-carboxamide

Azane; ruthenium(2 +); hexachloride; dihydrate

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

(3-aminopiperidin-1-yl)(1-methyl-2-(1-methyl-
1H-indol-2-yl)-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)
methanone 2,2,2-trifluoroacetate

(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

(R)-(3-Aminopiperidin-1-y1)(2-(1-ethyl-
1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-2-yl)-7-methoxy-1-
methyl-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)methanone
hydrochloride

2,3-bis(2-hydroxyethylsulfanyl)naphthalene-
1,4-dione

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

2-chloroacetamide

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

N-a-(2-carboxyl)benzoyl-N5-(2-Chloro-
1-iminoethyl)-L-ornithine amide

N-a-(2-carboxyl)benzoyl-N5-(2-fluoro-
1-iminoethyl)-L-ornithine amide

IC5, PAD4=1.8 mM

IC5, PAD4 =620 uM

Pan-PAD inhibition at 12.5 mM

IC5, PAD4 =100 uM

K; PAD1 =30 uM
K;PAD2: 17 uM

K; PAD3: 25 uM

K; PAD4: 10 uM

K; PAD1 =2000 uM
K; PAD2=100 uM
K; PAD3 =60 uM
K; PAD4 =80 uyM

IC5, PAD4=3.2 uM

IC5, PAD4=50 nM

IC5, PAD4=200 nM

K;PAD1=175M"" min~!

K; PAD2=1600 M~" min~'
K; PAD3=9150 M~ min™"
K, PAD4=4530 M~ min~!

K; PAD1=3700 M~ min™"

K, PAD2=12,000 M~! min~!
K, PAD3=3500 M~! min~!

K; PAD4=440,000 M~ min~"

K; PAD1=37,000 M~" min~"
K; PAD2=1200 M~ min™"
K; PAD3=2000 M~! min~!
K; PAD4= 13,000 M~ min~!

K; PAD1=2800 M~ min~!
K, PAD2=380 M~! min"
K;PAD3=170 M~ min™'
K, PAD4=3000 M~! min~!

K; PAD1=100,000 M~" min~!
K, PAD2=40,000 M~! min~!
K; PAD3=8000 M~' min~"

K; PAD4=50,000 M~ min~"

K; PAD1=40,000 M~" min~'
K; PAD2=180,000 M~! min~!
K; PAD3=7000 M~! min~!

K; PAD4=45,000 M™~" min~"’

[50, 55, 63]

[48, 50, 64]

[49, 50, 65, 66]

[48, 50, 63, 67]

[50]

[50, 68]

[50, 51]

[50, 51, 69, 70]

[28, 50, 51, 71]

[50, 68, 72, 73]

[50, 74]

[50, 54, 75, 76]

[31. 51, 56, 58, 60, 61 64]

[50, 54, 56, 62]

[50, 60]

[50, 60]
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Table 3 (continued)

Type Inhibitor TUPAC name (from PubChem) Inhibitory potential Refs
BB-Cl-amidine N-[(1S)-4-[(1-amino-2-chloroethylidene) K; PAD1=16 100 M~ min~! [50, 56, 61, 70]
amino]-1-(1H-benzimidazol-2-yl)butyl]- K;PAD2=4 100 M~! min~!
4-phenylbenzamide K; PAD3=6 800 M~ min~!
K, PAD4=13 300 M~' min~!
ECy, PAD4=28.8 uM
BB-F-amidine N-[(1S)-4-[(1-amino-2-fluoroethylidene) K; PAD1=900 M~! min~! [50]
amino]-1-(1H-benzimidazol-2-yl)butyl]- K; PAD2=1200 M~ min™!
4-phenylbenzamide K; PAD3=3400 M~! min~!
K, PAD4=3750 M~! min~!
PAD2-IN-1 N-[(1S)-4-[(1-amino-2-fluoroethylidene) IC5, PAD2=8.3 uM [50, 62]
amino]-1-(4-ethoxy-1-methylbenzimidazol-
2-yl)butyl]-3-o0xo-1,2-dihydroisoindole-
4-carboxamide
TDFA N-Acetyl-L-threonyl-L-a-aspartyl-N5-(2- K; PAD4=25,000 M~ min~! [50, 77, 78]
fluoroethanimidoyl)-L-ornithinamide
TDCA N-Acetyl-L-threonyl-L-a-aspartyl-N5-(2- K, PAD1=20,000 M~ min~! [50, 78]

chloroethanimidoyl)-L-ornithinamide

K; PAD4=24,000 M~" min~"!

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, PAD?2 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
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Table 4 Reported involvement of PADs in immune disorders

PAD isotype Disease Role in disease/molecular target (if applicable) Refs
PADI1 Psoriasis Changes in skin differentiation pathways/keratin [13,83]
PAD2 Multiple sclerosis, rheuma- Hypercitrullination of MBP resulting in myelin sheet disruption /MBP [84, 85]
toid arthritis, COVID-19
PAD4 Rheumatoid arthritis, mul- Hypercitrullination of many proteins e.g. vimentin, filaggrin, MP resulting in  [5, 13, 31, 86]
tiple sclerosis, cancer, production of ACPAs and acute autoinflammatory reactions, excessive NET
COVID-19 formation, gene expression regulation via histone citrullination
PAD6 Infertility Early embryonic arrest/unknown [42, 43]

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

(1) Neutrophil
activation

(2) Hypercitrullination in the neutrophil
nucleolus driven by PAD4

lnﬂammator{
cytokines/
chemokines

Opsonized
pathogenes
Antibodies

LPS
(Gram negative
bacteria)

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-
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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
PADA4 targets in RA are: vimentin, fibrinogen, fibronectin,
anti-thrombin and a-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, a-enolase and fibrino-
gen. These ACPAs demonstrate arthritogenic potential

Citrullinated

histones
(3) NET formation

and chromatin fiber
release

Trapped
pathogen

Bactericidal
granules

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
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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-a) in the joints
[107, 108]. NETSs 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-a, IL-8 and IL-17. These mediators
are released by immune cells in large quantities in response
to ACPAs and NETSs, 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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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

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
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(4) Antigen presentation and induction of ACPA production resulting
in a vicious inflammatory circle with an excessive immune response

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,
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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-
Iytic 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 NETSs
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 a-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 NETSs
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 NETSs 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
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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-kB and the production
of active TGF-B1, 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 PAD?2 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 NETSs
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
PADA4. 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
(NCTO03832374), 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 (CTLA4-1g)
is a fusion protein, combining cytotoxic T cell antigen 4
(CTLA4) and IgG, Fc,, 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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Table 5 Diagnostic studies
based on citrullination in the
immune disorders

Analyzed parameter

Disease

Clinical trial regis- Phase of the study
tration number

Subtypes of ACPA
ACPA antibody
Anti-MCV Ab and anti-CCP Ab

Rheumatoid arthritis ~ NCT03832374 Descriptive study
Rheumatoid arthritis ~ NCT03663829 Non-interventional study
Rheumatoid arthritis ~ NCT01078597 Diagnostic test
NCT03265236
NCT03224377

The clinical trial registration number from www.clinicaltrials.gov is provided. Anti-CCP Ab anti-cyclic-
citrullinated peptide antibody; Anti-MCV Ab anti-mutated-citrullinated vimentin antibody

Table 6 Targeting autoimmune

0 . Disease
diseases using ACPAs

Drug

Clinical trial registration Phase of the study

number
Abatacept, Metho-  Rheumatoid arthritis, theu-  NCT03492658 Interventional trial, Phase 4
trexate matic diseases
Enbrel Psoriatic arthritis NCT04428502 Observational trial
Enbrel Rheumatoid arthritis NCT04428424 Observational trial

The clinical trial registration number from www.clinicaltrials.gov is provided

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
IIT (NCTO00048568) 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-a 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
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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].
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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.

© 2024 The Author(s). Published by

Cell Physiol Biochem Press GmbH&Co. KG

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 NETSs, 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 invitro, wounding potential and explore the subjacent molecular mechanisms.
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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-UL/III/2019 and 16 (I1I)/KBBN-UL/1/2021-22), 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 um for 24 h. After the indicated time, the culture medium was removed, and cells were washed with
phosphate buffered saline (PBS) containing Ca?*/Mg?* 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 A =
530 nmandA_ =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 x g. For DNA content analysis, cells were fixed in 70% ethanol for 24 h at 4
°C, centrifuged (10 min at 200 x g), washed with PBS, and centrifuged again (10 min at 200 x g). Cells were
then resuspended in propidium iodide (PI) buffer containing RNase A (0.4 mg/ml; AppliChem, Darmstadt,
Germany) and PI (5 pg/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 Flow]o software (Flow]Jo, 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 pL
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 2722 method described by Livak [26].

Table 1. List of primers for quantitative PCR used in this study

Gene Forward primer sequence 5'-3’ Reverse primer sequence 5'-3’
HPRT1 ATGGACAGGACRGAACGTCTT TCCAGCAGGTCAGCAAAGAA
CCNA2 ACTGGTGGTCTGTGTTCTGTGA GATGCCAGTCTTACTCATAGCTGAC
CCNB1 TGGTGAATGGACACCAAVTC TAGCATGCTTCGATGTGGCA
CCND1 ATGCCAACCTCCTCAACGACC TCTGTTCCTCGCAGACCTCCA
CCNE1 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
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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 pg of histone extract or 10 pg 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 NacCl, 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), GSK3f (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 3.5x10° 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
Image] (Rasband, W.S., Image], U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://image;j.
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 pg/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 ?\ex =490 nm and Aem
=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
Image] (Rasband, W.S., Image], U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, https://image;j.

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 pg/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 Image] (Rasband, W.S., Image], 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 uM range), Cl-amidine (CLA, 0.25 - 10
1M range) and F-amidine (FA, 0.25 - 10 uM 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 (IC, ) of 1.75 uM and 1.97 uM 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
uM (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 uM were used. For
both CLA and FA, concentrations of 2, 5 and 10 uM 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 uM). 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

Inhibitor BB-Cl-amidine Cl-amidine F-amidine
N-[(1S)-4- [(1-amino-2 chloroethylidene) N-[(2S)-1-amino-5-[(1-amino- N-[(2S)-1-amino-5- [(1-amino-
amino]-1-(1H-benzimidazol-2-yl) butyl]- ~ 2-chloroethyl-idene) amino]-1-  2-fluoroethyl- idene) amino]-1-

IUPAC name and

En]\;\l;;:ular weight 4-phenylbenzamide oxopentan-2-yl] benzamide oxopentan-2-yl] benzamide
MW = 459.97 MW = 310.78 MW = 294.32
= o M N\
\1:7 /N‘ /“\
HN, N e TR " ‘ +CF,C00H
Chemical formula & ? Lo~ Mo~
[ ¥ @ o o
SN NH /?\\V/A\N/\(Nu_ P "d'»,/‘\—,, e
J 7] d (3] T
- \/// H ) M (4]
Kinact/Ki PAD1 = 37,000 M~1 Kinact/Ki PAD1 = 2800 M~1
min~1 min~1
In vitro inhibitory Kinact/Ki PAD1 = 16 100 M~ min~1 Kinact/Ki PAD2 = 1200 M~1 Kinact/Ki PAD2 = 380 M~ 1
potency against Kinact/Ki PAD2 = 4 100 M~ 1 min~1 min~1 min~1
PADs (target and Kinact/Ki PAD3 = 6 800 M~ min~1 Kinact/Ki PAD3 = 2000 M~ 1 Kinact/Ki PAD3 = 170 M~1
K9 Kinact/Ki PAD4 = 13 300 M~1 min~1 min~1 min~1
Kinact/Ki PAD4 = 13,000 M~1 Kinact/Ki PAD4 = 3000 M~1
min~1 min~1
lnhlbltory Covalent modification of the active site residue Cys645 29
mechanism

Potential off-target
effects on
endothelial cells

Cytotoxicity at > 1 uM on both HUVEC and Minor at the concentrations Minor at the concentrations
HMEC used in this study 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 pM), 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 G, 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 G /G, phase after 16 h.
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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 meanz 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.
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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. 44, 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.
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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 Image]. Data are presented as mean * SD. Statistics: one-way ANOVA control vs. treated (***<0.0001,
*#<0.001, *<0.05).
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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).

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 uM BBCLA (Fig. 54, B). However, no significant reduction in
enzyme activity was observed upon 10 uM CLA and 10 uM 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 (I/L8), and C-C Motif Chemokine Ligand 2 (CCLZ2)
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 33 (GSK3p) 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.
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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 GSK3f 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 GSK3f immunoblotting signals calculated
using (-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,
invitro 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 IC, of
approximately 2 uM BBCLA. In contrast, CLA and FA treatments did not affect cell viability
at concentrations of up to 10 uM (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 U20S
cells [10]. Upon treatment of endothelial cells with CLA, FA (up to 10 uM), and BBCLA (up to
1 puM 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 G /G,
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 G /G, 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. 34, A). Similarly, inhibition of capillary-like structures formation
was observed in HUVECs (Fig. 3B, B’). The three inhibitors also prevented cell spreading in
a ,2wound 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 uM 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 uM 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. 64, 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 GSK3[3 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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posteru: Conversion of arginine to citrulline alters the angiogenic and epigenetic profile of human

endothelial cells, O. Ciesielski, A. Balcerczyk

7. FASEB The Epigenome in Human Health and Diseases Conference, 18-20.10.2021, Nancy, Francja.
Prezentacja ustna: Inhibition of peptidylarginine deiminases driven histone citrullination affects
the angiogenic potential of endotheliall cells, O. Ciesielski, A. Balcerczyk

8. Young in Cancer Research — Interdisciplinary Scientific Conference. 7 — 8.05.2022. Prezentacja
ustna: Protein citrullination and its implication in cancer progression and metastasis, O. Ciesielski,
A. Balcerczyk

9. International Young Scientists Conference on Molecular and Cell Biology, 25 — 26.02.2021,
Warszawa, Prezentacja ustna: Pharmacological inhibition of peptidylarginine deiminases driving
histone citrullination and its impact on endothelial cells proliferation, O. Ciesielski, A. Balcerczyk

10.Nauka | Pasja — kluczem do sukcesu, 11.06.2021, 11.06.2021, Rzeszow, Prezentacja ustna: Proces
cytrulinacji w ostrych stanach zapalnych, O. Ciesielski, A. Balcerczyk

11.11 Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa z cyklu Badania Mtodych Naukowcéw ,Wiedza —
Inspiracja— Pasja, 04.10.2019, £6dzZ Prezentacja ustna: Wptyw gallusanu epigallokatechiny (EGCG)
na potranslacyjne modyfikacje lizyny histonu 3 i reorganizacje chromatyny w komodrkach
srédbtfonka naczyniowego, O. Ciesielski, A. Balcerczyk

12.Konferencja Naukowa TYGIEL 2019 Lublin, 23-24 marca 2019 r. Prezentacja posteru: Wpfyw
galusanu epigallokatechiny na proliferacje komdrek srodbfonka naczyniowego. Epigenetyczny
potencjat zwigzku do modyfikacji struktury chromatyny. O. Ciesielski, M. Biesiekierska, A.
Balcerczyk

13.VII Konferencja Biologii Molekularnej, 12 — 14.04.2018, t6dz, Prezentacja posteru: Perspektywy
wykorzystania galusanu epigallokatechiny w terapiach wspomagajgcych leczenie chorob
nowotworowych, O. Ciesielski, A. Balcerczyk


https://doi.org/10.1002/2211-5463.13442

Doswiadczenie badawcze:
Granty:

1.

Grant NCN PRELUDIM, 2024 — 2026, edycja 23. Tytut projektu: Zmiany w profilu cytrulinacji biatek
oraz w strukturze chromatyny indukowane aktywnosciq deiminaz peptydylo-argininowych i ich
konsekwencje dla hemostatycznych funkcji komdrek srodbtonka.

Rola w grancie: Kierownik projektu, Rodzaj: Krajowy, NCN, Kwota: 140 000 zt

Grant w ramach programu ,, Diamentowy Grant” MEiN, VIII edycja 2019. Tytut projektu: Analiza
epigenetycznego profilu modyfikacji wybranych arginin histonéw rdzeniowych i wynikajgce z nich
konsekwencje dla innych modyfikacji potranslacyjnych oraz funkcjonowania srédbtonka
naczyniowego.

Rola w grancie: Kierownik projektu, Rodzaj: Krajowy, MEiN Kwota: 220 000 zt

NAWA Polonium 2019 — 2021, Tytut projektu: Exploring the link between ketogenesis and
epigenetics. Prowadzony we wspotpracy z CarMeN Laboratory Lyon, Francja.

Rola w grancie: Wykonawca, Kierownik projektu: dr hab. Aneta Balcerczyk, pro Ut, Rodzaj:
Miedzynarodowy, NAWA

Studencki Grant Badawczy Ut 2018-2019: The influence of epigallocatechin gallate (EGCG) on
angiogenic potential and epigenetic parameters of vascular endothelium (HMEC-1) in tumor co-
culture conditions.

Rola w grancie: Kierownik projektu, Rodzaj: Grant Wewnetrzny Ut Kwota: 3500 zt

Staze i wyjazdy naukowe:

1.

03 —25.09.2021 — Wyjazd naukowy do INSERM CARMEN, Lyon, Francja w ramach projektu: NAWA
Polonium Exploring the link between ketogenesis and epigenetics,

04 — 08 .2018 — Staz w Katedrze Biofizyki Molekularnej Ut 2018 pod opiekg dr hab. Anety
Balcerczyk (360 godz.) w ramach inicjatywy "Staz na start. Program wsparcia studentow
Uniwersytetu todzkiego”

01-30.09.2017 — Praktyki zawodowe w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Chemii Bioorganicznej, £t6dz 2017, opiekun praktyk: dr Agnieszka
Krakowiak

Otrzymane nagrody i wyrdznienia:

1.

2.
3.
4

Nagroda Rektora Uniwersytetu tédzkiego dla Najlepszych Doktorantéw | stopnia 2023

Nagroda Santander Universidades za dziatalnos$¢ na rzecz uczelni oraz aktywnos$¢ spoteczng 2023,
Wyréznienie za aktywnos$¢ Doktoranckg na rzecz i dla dobra Uniwersytetu tédzkiego 2022,
Miedzynarodowa nagroda w postaci stypendium wyjazdowego przyznanego przez Federacje
Europejskich Stowarzyszen Biochemicznych (FEBS) na 1st FEBS-IUBMB-ENABLE, 16 — 18.11.2022,
Sewilla, Hiszpania

Miedzynarodowa nagroda w postaci stypendium wyjazdowego przyznanego przez Federacje
Europejskich Stowarzyszen Biochemicznych (FEBS) na IUBMB-FEBS-PABMB Young Scientists’
Forum, 06-09.07.2022, Vimeiro, Portugalia oraz The Biochemistry Global Summit — the 25th
IUBMB, 46th FEBS and 15th PABMB Congresses 09-14.07.2022, Lizbona, Portugalia 2022

Laureat w ramach programu Diamentowy Grant MEiN 2019,

Il miejsce w plebiscycie Osobowos¢ Roku w kategorii Nauka (Wojewddztwo tédzkie) Dziennika
tédzkiego 2019

List gratulacyjny Rektora Uniwersytetu tddzkiego za wybitne wyniki w nauce przyznany
w latach: 2018, 2019 i 2020

Stypendium Rektora Uniwersytetu tddzkiego dla najlepszych studentéw przyznane w latach: 2016,
2017, 2018, 2019, 2020



Aktywnosci popularyzatorskie, organizacyjne i inne:

1.

o v AW

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Opiekun studentéw zagranicznych w ramach programéw Erasmus+ i Mobility Direct na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska Ut 2024 — obecnie,

Cztonkostwo w Uczelnianej Radzie Samorzgdu Doktorantéw Uniwersytetu tédzkiego —uczestniczenie w
posiedzeniach rady, zatwierdzanie rozporzadzen m.in. dotyczacych dofinansowan dla doktorantéw na Ut
oraz organizacja wydarzeri popularyzujgcych nauke i ksztatcenie w szkotach doktorskich 2020 - 2022
Cztonkostwo w Polskim Towarzystwie Biochemicznym 2019 - obecnie,

Cztonkostwo w Studenckim Kole Mtodych Biofizykéw Ut 2017 — obecnie

Wspotorganizacja VIl Konferencji Biologii Molekularnej 12 — 14.04.2018, +6d?

Wspotorganizacja i prowadzenie zaje¢ w ramach Festiwalu Nauki Techniki i Sztuki w todzi 21.04.2023,
Wydziat BiOS Uniwersytetu tddzkiego — zajecia dla ucznidw szkét podstawowych — ,Moc zjawiska dyfuzji jak
jg badac i obserowac” — mgr Oskar Ciesielski, mgr Anna Gabryanczyk, dr Anna Selmi, mgr Karolina Gérecka,
lic Natalia Chrzan, dr hab. Aneta Balcerczyk, prof. Ut

Wspétorganizacja i prowadzenie zaje¢ w ramach Nocy Biologéw w todzi 13.01.2023, Wydziat BiOS
Uniwersytetu tddzkiego — zajecia dla ucznidw szkét podstawowych — ,H.O— wystarczy kropla — badania
fizykochemicznych wtasciwosci wody” — mgr Oskar Ciesielski, mgr Anna Gabryanczyk, dr Anna Selmi, mgr
Karolina Gérecka, lic Natalia Chrzan, dr hab. Aneta Balcerczyk, prof. Ut

Wspétorganizacja i prowadzenie warsztatow eksperymentalnych dla studentéw 2 roku Biotechnologii Ut w
ramach cyklu: ,,PoCOVIDowy zawrdt glowy” 02.08.2021. Temat warsztatéw: , Techniki Biologii Molekularnej”’
— mgr Oskar Ciesielski, mgr inz. Marta Biesiekierska, dr Anna selmi, dr hab. Aneta Balcerczyk, prof. Ut
Wspétorganizacja i prowadzenie warsztatéw eksperymentalnych dla uczniéw licedw w ramach Instytutu
Kreatywnej Biologii Temat warsztatow: ,Strefa mocy antyoksydantéw — badanie przeciwutleniajgcych
witasciwosci ekstraktéw z owocow i warzyw” — mgr Oskar Ciesielski, lic. Natalia Chrzan, lic. Karolina Gérecka,
dr hab. Aneta Balcerczyk, prof. Ut

Wspétorganizacja i prowadzenie zaje¢ w ramach ogélnopolskiej ,,Nocy Biologéw” 10.01.2020, Wydziat BiOS
Uniwersytetu todzkiego — zajecia dla ucznidéw szkét podstawowych — ,Jak wyglgda nowotwdr? Jedna z
najpowszechniejszych choréb cywilizacyjnych pod lupq” — lic Oskar Ciesielski dr hab. Aneta Balcerczyk, prof.
Ut Varvara Vialichka, mgr inz. Marta Biesiekierska,

Wspétorganizacja i prowadzenie cyklu warsztatéw eksperymentalnych w ramach czwartej edycji Instytutu
Kreatywnej Biologii 22.11.2019 organizowanych przez Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, zajecia dla
ucznidw szkdt podstawowych i ponadpodstawowych ,,Jak wyglgda nowotwdr? Jedna z najpowszechniejszych
chordb cywilizacyjnych pod lupg” —lic. Oskar Ciesielski, mgr inz. Marta Biesiekierska, mgr Varvara Vialichka,
dr hab. Aneta

Wspétorganizacja i prowadzenie warsztatbw w ramach Nocy Biologéw 11.01.2019, Wydziat BiOS
Uniwersytetu todzkiego — zajecia dla gimnazjalistéw i uczniéw szkét podstawowych — ,,Czy wiesz, co jesz?
Sprawdzanie wtasciwosci antyoksydacyjnych owocéw i warzyw” — lic. Oskar Ciesielski, mgr inz. Marta
Biesiekierska, mgr Arkadiusz Dgbek, mgr Martyna Wojtala, dr hab. Aneta Balcerczyk

Zajecia dla licealistéw na Wydziale BiOS, Ut 27.09.2018 - wyktad i warsztaty dla licealistéw z | Liceum
Ogdlnoksztatcgcego im. J. Dgbrowskiego w Tomaszowie Maz. Potencjat redoks, ocena catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej substancji pochodzenia roslinnego, obrazowanie komdrek w mikroskopie swietlnym:
parametryczno-morfologiczna ocena wielkosci komdrek — Oskar Ciesielski, Varvara Vialichka, mgr inz. Marta
Biesiekierska, mgr Arkadiusz Dgbek, dr hab. Aneta Balcerczyk

Wspotorganizacja i prowadzenie warsztatéw w ramach XVIII Festiwalu Nauki, Techniki i Sztuki w todzi 16-
23.04.2018 — warsztaty prowadzone na rynku Manufaktury w todzi. Temat: ,Wolne rodniki vs
Antyoksydanty” (oznaczanie zdolnosci antyoksydacyjnej produktéw spozywczych, przeprowadzanie reakcji
oscylacyjnych redoks) — Katarzyna Stapek, Oskar Ciesielski, mgr Arkadiusz Dabek

Wspotorganizacja i prowadzenie warsztatbw w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii 17.11.2017,
15.12.2017, 19.01.2018— warsztaty dla ucznidw szkét ponadpodstawowych z regionu tédzkiego. ,,Wolne
rodniki kontra Antyoksydanty — kto z tej walki wyjdzie zwyciesko” (oznaczanie zdolnosci antyoksydacyjnej,
obserwacja bioluminescencji glonéw), Martyna Lesiak, Oskar Ciesielski, mgr Arkadiusz Dabek, dr hab. tukasz
Putaski, prof. nadz. Ut



