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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt., Wplyw inhibicji deiminaz peptydyloargininowych oraz wyciszenia genu PAD4
na wybrane funkcje komorek srodbfonka oraz parametry epigenomu”

wykonanej przez mgr Oskara Ciesielskiego
pod kierunkiem dr hab. Anety Balcerczyk, prof. Ut

w Katedrze Biologii Nowotworow i Epigenetyki, Instytutu Biofizyki, Uniwersytetu
toédzkiego

Zmiany epigenetyczne (metylacja DNA, modyfikacje biatek histonowych czy
interferencja RNA), obok najwazniejszej informacji zapisanej w sekwencji DNA, reguluja
ekspresje genéw. Mechanizmy epigenetyczne odgrywaja kluczowa role w utrzymywaniu
stabilnosci ekspresji gendw, okreslajg czy dane geny powinny by¢ wigczone lub wytaczone,
co jest niezbedne do budowy i funkcjonowania réznorodnych tkanek w organizmie.
Opisano, ze modyfikacje potranslacyjne histonéw, nie tylko regulujg ekspresje genéw, ale
mogaq takze wigzac sie z aktywacjg niektdrych szlakéw sygnatowych, kiedy zmienione biatka
histonowe jako aktywne czastki s3 uwalniane z komérek pod wptywem uszkodzenia lub
Smierci komorki.

Modyfikacje biochemiczne na szlaku ekspresji genu sg wynikiem dziatania réznych
enzymow, w tym metylaz, demetylaz, acetylaz, deacetylaz, kinaz, fosfataz czy deiminaz,
ktore regulujg procesy metylacji, acetylacji, fosforylacji czy cytrulinacji biatek histonowych,
wptywajg na strukture chromatyny i modyfikacje DNA. Metylacja jest najbardziej znang
modyfikacjg, a jej role opisano w patogenezie rdéinego typu chordb. Zaburzenia
homeostazy w aktywnosci enzyméw metylujgcych DNA, a takze enzymoéw
odpowiedzialnych za modyfikacje potranslacyjne biatek histonowych sg podstawg
transformacji nowotworowej. Do czesto opisywanych modyfikacji nalezy acetylacja, ktéra
jest procesem odwracalnym, zaangazowanym w utrzymanie homeostazy organizmu, cho¢
odpowiada takze za proliferacie komérek nowotworowych, mobilnos¢, potencjat
metastatyczny oraz opornos¢ na chemioterapie. Fosforylacja prowadzi do wzmozonej
ekspresji gendw przez rozluznienie struktury chromatyny, a zaburzenia w fosforylacji biatek
sg obserwowane w wielu stanach patologicznych. Ze wzgledu na duze znaczenie zmian
epigenetycznych wynikajgcych z metylacji, fosforylacji czy acetylacji w wystepowaniu i
przebiegu choréb poszukuje sie mozliwosci terapeutycznych z zastosowaniem zwigzkow
modyfikujgcych te procesy.

Najmniej poznana jest cytrulinacja (deiminacja), modyfikacja potranslacyjna biatek
polegajgca na zmianie argininy do niestandardowego aminokwasu cytruliny, reakcja ta jest
katalizowana przez enzymy zalezne od Ca2+ peptydyloargininowe deiminazy (ang.
peptidylarginine deiminases, PADs). Wykazano, ze cytrulinacja znaczgco zmienia strukture,
stabilnos¢ i funkcje biatek, przez co wptywa na przebieg proceséw fizjologicznych i
patologicznych, w tym ekspresje gendw, reakcje zapalne czy metastaze. Zwiekszong
ekspresje i/lub aktywnos$é PADs, ze szczegdlng rolg wybranych izoform deiminaz (PAD1 —
PAD4, PADG6), zaobserwowano w reumatoidalnym zapaleniu stawéw, stwardnieniu
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rozsianym, w chorobach neurodegeneracyjnych czy nowotworowych. Najbardziej znaczaca
deiminaza, PAD4, odgrywa role w procesie nowotworzenia poprzez wpltyw na ekspresje
p53, oraz jest silnie powigzana z patogenezg miazdzycy naczyn krwionosnych przez

modulowanie  funkcji chemokin czy  powstawania neutrofilowych  sieci
zewnatrzkomérkowych (ang. Neutrophil Extracellular Traps, NETs). Ze wzgledu na
znaczenie fizjologiczne czy role w stanach patologicznych cytrulinacji, prowadzi sie badania 2

nad opracowaniem skutecznych inhibitoréw PADs. Z grupy dotychczas opisanych
inhibitorow, najlepsze wyniki uzyskano dla pochodnych haloacetamidyny: CL-amidyna
(CLA) i F-amidyna (FA), dla ktérych zakres IC50 wynosi 1,9 — 22 uM i ktére wykazuja
aktywnos$¢ wobec PAD4 w uktadach in vitro i in vivo. Inhibitor drugiej generacji, BB-CI-
amidyna (BB-CLA), réwniez z grupy inhibitoréw nieselektywnych wobec izoform PADs,
wykazuje sie dtuzszym czasem poéttrwania w osoczu, lepszg dostepnoscia komdérkowa oraz
jego dziatanie opisano w wielu mysich modelach choréb. Opracowano takze inhibitory
specyficzne wobec PAD2 czy PAD4, jednak trwajg badania nad nowymi zwigzkami o wyzszej
specyficznosci i mozliwosci zastosowania w leczeniu chordb, szczegdlnie o podtozu
autoimmunologicznym czy nowotworowych.

Srédbtonek naczyniowy, rozsiany organ endokrynny, petni kluczowa role w utrzymaniu
homeostazy organizmu. Substancje wydzielane przez komodrki srédbtonka dziatajg lokalnie
lub na odlegtos¢, regulujg czynno$é uktadu krazenia, odpowiadajg za przepuszczalnosé
$ciany naczyniowej, determinujg jej strukture i przebudowe oraz tworzenie nowych naczyn
krwionosnych. Srédbtonek jest czeécig uktadu hemostazy oraz reguluje procesy zapalne.
Dysfunkcja $rédbtonka wigze sie z rozwojem i przebiegiem wielu choréb (miazdzyca,
choroby sercowo-naczyniowe), ma réwniez znaczenie w przerzutowosci nowotworowe;j,
sttuszczeniu watroby, chorobach neurodegeneracyjnych i innych.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Oskara Ciesielskiego dotyczy
analizy znaczenia deiminaz peptydyloargininowych (ang. peptidylarginine deiminases,
PADs) oraz cytrulinacji biatek w regulacji funkcji komorek srédbtonka. Hipoteza badawcza
pracy dotyczaca roli aktywnosci PADs i cytrulinacji biatek w regulacji funkcji sréodbtonka,
zostata zweryfikowana na podstawie przeprowadzonych badan. Tematyka pracy jest
nowatorska, a uzyskane wyniki dobrze uzupetniajg dotychczasowg wiedze na temat udziatu
deiminaz peptydyloargininowych w funkcjonowaniu i epigenetycznej regulacji dziatania
komorek Srodbtonka.

W pracy zatozone cele byty realizowane na modelu komérek srédbtonka naczyniowego z
uzyciem linii ludzkich prawidtowych komaérek izolowanych z zyty pepowinowej (ang. Human
Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) oraz uniesmiertelnionej linii ludzkich komodrek
Srédbtonka mikrowaskularnego (ang. Human Microvascular Endothelial Cells, HMEC-1) z
zastosowaniem licznych dobrze dobranych metod. W pierwszym etapie pracy wykazano
obecno$é¢ dwéch izoform deiminaz peptydyloargininowych: PAD2 i PAD4 oraz
cytrulinowanej formy histonu H3 (H3cit) w obu badanych typach $rédbtonka. Wyniki te
pozwolity na kontynuowanie badan z zastosowaniem 3 wybranych inhibitoréw PADs: CL-
amidyny (CLA), i F-amidyny (FA) i BB-Cl-amidyny (BB-CLA). Po ocenie cytotoksycznosci tych
zwigzkéw wobec HUVEC i HMEC-1, w dalszych analizach stosowano inhibitory w stezeniach
bezpiecznych dla komédrek. Najsilniej dziatajgcym cytotoksycznie zwigzkiem okazat sie BB-
CLA, dla ktorego obliczono IC50. CLA i FA nie powodowaty istotnych spadkdw
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przezywalnosci, cho¢ jak widaé¢ na Rys.V.2. F-amidyna istotnie obnizata przezywalnos¢
HMEC-1 w zakresie stezen od ok. 2 do 10 uM bez znaczacego efektu dla HUVEC. Wyniki z
testéw proliferacji sq raczej spdjne z wynikami z testdw przezywalnosci, silne istotne
hamowanie jest jedynie dla BB-CLA. Czy mozna wyjasni¢ wiekszg wrazliwos¢ HMEC-1 na
dziatanie FA czy raczej ta obserwacja to przypadek? Jaki mégtby by¢ potencjalny
mechanizm cytotoksycznego dziatania BB-CLA? Prébg odpowiedzi na to pytanie byto 3
badanie roli zahamowania aktywnos$ci PADs w odpowiedzi komdérek na stres oksydacyjny.
Wyniki badania pokazaty, ze BB-CLA jak i CLA i FA nie wywotywaty istotnych zmian w
produkcji reaktywnych form tlenu w komdrkach czy nie powodowaty uszkodzern DNA,
pomimo potencjalnych mozliwosci wigzania do DNA okreslonych w analizach in silico.
Jednoczesnie, badane inhibitory PADs wykazaty aktywnos¢ protekcyjng przed dziataniem
nadtlenku wodoru (poprawiajg przezywalnos¢ HMEC-1, chronig przed uszkodzeniami DNA).

Dalsze analizy wykazaty, ze badane inhibitory PADs nie majg wptywu na cykl
komoérkowy, pomimo modyfikowania ekspresji wybranych cyklin. Badania potencjatu
angiogennego inhibitorow pokazaty, ze zaréwno BB-CLA jak i CLA i FA istotnie zmniejszaja
migracje obu typow komoérek srdodbtonka oraz istotnie wptywajg na organizacje i parametry
morfologiczne sieci kapilarnych, przy czym efekt hamowania tworzenia sieci pseudonaczyn
przez FA byt silniejszy dla HMEC-1 (istotny statystycznie) niz dla HUVEC (nieistotny
statystycznie) w pordwnaniu do kontroli. Préba wyjasnienia podstaw molekularnych
hamujgcego dziatania badanych inhibitoréw na etapy angiogenezy obejmowata ocene
profilu wydzielniczo-transkrypcyjnego waznych regulatoréw angiogenezy. Whnioski z tej
czesci badania nie sg jednoznaczne, cho¢ Doktorant w dyskusji wynikdw za najwazniejsze
wskazuje zmiany w ekspresji i wydzielaniu VEGFA oraz PEDF wptywajace na obnizenie
potencjatu angiogennego $Srédbtonka pod wptywem inhibitoréw PADs. Wazng obserwacjg
jest wptyw inhibicji PADs na potencjat angiogenny s$rdodbtonka poprzez hamowanie
aktywacji szlaku PI3K/Akt na poziomie aktywacji kinazy Akt. Obnizenie fosforylacji Akt
zostato takze potwierdzone w modelu komérek HMEC-1 z wyciszong ekspresja PAD4 KD.
Zastosowanie modelu HMEC-1 PAD4 KD jest bardzo dobrym uzupetnieniem i
potwierdzeniem do wynikdw uzyskanych z inhibitorami PADs, ktérych efekty dziatania
zostaty zweryfikowane w niniejszej pracy poprzez ocene poziomu cytrulinacji histonéw w
srodbtonku. W ostatniej czesci pracy opisane sg obserwacje, ktére wskazujg na istnienie
potencjalnych posrednich interakcji pomiedzy cytrulinacjg i innymi potranslacyjnymi
modyfikacjami histonédw w srédbtonku.

Obserwacje i wyniki opisane w rozprawie doktorskiej mgr Oskara Ciesielskiego s3a
wartosciowe dla poznania zjawiska potranslacyjnej modyfikacji - cytrulinacji w komadrkach
Srédbtonka. Opracowanie modelu srédbtonka z wyciszong ekspresjag PAD4 (HMEC-1 PAD4
KD) jest nowatorskim narzedziem do badania roli deiminaz i cytrulinacji. Wyniki uzyskane
dla HMEC-1 PAD4 KD s3g zbiezne z zastosowanym modelem farmakologicznym. Uzyskane
wyniki Doktorant szczegétowo i merytorycznie omawia w odniesieniu do badan opisanych
przez innych autoréow wskazujgc jednoczesnie na potrzebe dalszych analiz i
eksperymentow. Badania opisane przez Doktoranta bardzo dobrze wpisujg sie w profil
tematyczny jednostki badawczej, w ktérej zostata zrealizowana rozprawa doktorska, sg
takze efektem wspdtpracy miedzynarodowej. Na uwage zastuguje rozdziat pracy ,Uwagi
koricowe i przyszte kierunki badan”, w ktorym Doktorant podkresla znaczenie wynikdéw

Zaktad Zaburzen Krzepniecia Krwi
Katedra Nauk Biomedycznych

92- 215 t4dz | ul. Mazowiecka 6/8

tel. (042) 2725720, fax. (042) 2725730
www.umed..pl



) ) Ji e e 2SS
W LODZI

wiasnych oraz okresla potencjalne kierunki dalszych badan, takze z udziatem wiasnym w
ramach projektu Preludium 23 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

W niniejszej pracy, ocena wptywu zahamowania PADs na funkcje srdodbtonka
poczatkowa byta prowadzona na modelu komoérek prawidtowych HUVEC i komodrek
unieSmiertelnionych HMEC-1, natomiast kolejne eksperymenty byty jedynie na linii HMEC-
1. Badania obecnosci poszczegdlnych izoform PADs czy cytrulinacji histonu H3 pokazaty
porownywalne poziomy tych markerow w obu typach komorek. Inne  testy
(przezywalnos¢, tworzenie sieci pseudonaczyn) nie dajg tak jednoznacznych wynikéw. Czy
zatem zawsze jest uzasadnione stosowanie linii unie$miertelnionych czy nawet
nowotworowych do poszukiwania mechanizméw zjawisk biologicznych, w tym oceny
potranslacyjnych modyfikacji i pdzniejsze odnoszenie uzyskanych wynikéw do tego co
dzieje sie w organizmie?

Z obowigzku recenzenta zwracam takze uwage na analize statystyczng wynikow.
Zgodnie z opisem na str. 53 pracy oraz informacjami podanymi w legendzie wykreséw, w
analizie statystycznej zastosowano testy ANOVA, Dunneta i t Studenta. Nie ma jednak
informacji o sprawdzeniu zatozen do stosowania tych testéw. Ponadto, wskazana byfaby
ostroznos¢ do stosowania testéw parametrycznych przy liczbie 3 niezaleznych powtdrzen.
Zwiekszenie liczby powtdrzen poprawia moc testu.

Praca doktorska mgr O. Ciesielskiego obejmuje 2 czesci: 1) rozprawe, 2) tematyczny

zbior publikacji wraz z oswiadczeniami wspétautoréw. Pod wzgledem edytorskim rozprawa
doktorska przygotowana zostata bardzo starannie, z logicznym utozeniem kolejnych
rozdziatow pracy, bibliografig, przejrzystym spisem skrétéow stosowanych w pracy, spisem
rysunkéw i tabel. Praca napisana jest jezykiem naukowym, w oparciu o dobrze dobrane i
aktualne pismiennictwo (bibliografia obejmuje 312 cytowanych zrédet). Wstep teoretyczny
zawiera liczne rysunki, schematy oraz tabele, ktére stanowczo wzbogacajg tekst. Legendy
do wykreséw i tabel zawierajg potrzebne informacje, poza nielicznymi przypadkami (Rys.
.12 — brak wyjasnienia skrétéw TF i TR; str. 30 — odwotfanie w tekscie do Rys. 1.16, jest I.1;
niedokfadny opis A i B na Rys. V.3). W tekscie zdarzajg sie nieliczne literéwki i niefortunne
sformutowania (np. powstanie aktywnego centrum aktywnego str.11 lub ,komorki
traktowane byty badanymi stezeniami inhibitoréw” zamiast ,badanymi inhibitorami w
stezeniach” str. 38), co nie wptywa na wtasciwe zrozumienie tresci.
Druga czes¢ pracy doktorskiej zawiera dwie spdjne tematycznie publikacje, w ktérych mgr
O. Ciesielski jest pierwszym autorem z wktadem autorskim szacowanym na 55% (publikacja
przegladowa w Cell Mol Life Sci IF 6,2 za 2023; MNiSW 140) i 70% (publikacja badawcza w
Cell Physiol Biochem IF 2,5 za 2023; MNiSW 140). Publikacja przeglgdowa zawiera szerokie
omowienie zjawiska cytrulinacji w chorobach zapalnych i autoimmunologicznych,
poprzedzone wyjasnieniem podstaw reakcji cytrulinacji. Natomiast druga publikacja opisuje
wyniki badan nad rolg hamowania deiminaz peptydyloargininowych (PADs) w aktywnosci
angiogennej komodrek s$rdodbtonka. Obie publikacje zostaty przygotowane w ramach
wspotpracy miedzynarodowe;j.

Inne uwagi, ktdére nie wptywajg na ocene merytoryczng pracy:
- skrét TF zostat w pracy uzyty do wyjasnienia po pierwsze czynnika tkankowego (ang.
tissue factor), po drugie czynnikdw transkrypcyjnych (ang. transcription factors). W pracy
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mozna byto wprowadzié rézne skroty dla obu nazw lub postugiwac sie skrétem TF tylko do
jednej wybranej nazwy.

- str. 9, niewtasciwe okreslenie ,,wtosy szczuréw” zamiast ,siers¢ szczurow”

- nieprawidtowy zapis wynikéw, np. str. 55: jest 1,75 uM £ 0,13 uM powinno by¢ 1,75 +
0,13 uM. Ta sama jednostka jest dla Sredniej i odchylenia standardowego.

W sktad dorobku naukowego Doktoranta wchodzi wspdétautorstwo 7 publikacji w
uznanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, w tym w 4 publikacjach jest
pierwszym autorem. Ponadto Doktorant jest wspdétautorem rozdziatu w anglojezycznej
monografii, oraz 13 prezentacji i posterow konferencyjnych na naukowych konferencjach
krajowych i miedzynarodowych. Na uwage zastuguje doswiadczenie badawcze Doktoranta,
kierowanie projektami (grant NCN Preludium, Diamentowy Grant, Studencki Grant
Badawczy Ut) oraz udziat w realizacji miedzynarodowego projektu NAWA Polonium. Mgr O.
Ciesielski jest laureatem wielu nagréd i wyrdznien za prace naukowg i aktywnosé
spoteczng, jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, opiekunem studentéw
zagranicznych w ramach programéw Erasmus+ i Mobility Direct na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska Ut, czynnie uczestniczy w organizowaniu i prowadzeniu warsztatéow i
wydarzen promujacych nauke.

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca doktorska magistra Oskara Ciesielskiego jest
nowatorska i wnosi wartosci poznawcze uzupetniajgce dotychczasowa wiedze na temat
zjawiska cytrulinacji i hamowania aktywnosci deiminaz peptydyloargininowych w
komodrkach srédbtonka. Rozprawa doktorska spetnia warunki okres$lone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668).
Przedktadam Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne wniosek o dopuszczenie mgr. Oskara Ciesielskiego do dalszych etapow
postepowania doktorskiego.

Ponadto z uwagi na bardzo wysokg wartos¢ poznawcza, a w przysztosci aplikacyjng

wnosze rowniez o wyrdznienie rozprawy doktorskiej wtasciwg nagroda.
W uzasadnieniu wniosku o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr O. Ciesielskiego na
uwage zastuguje szczegdlna warto$¢é poznawcza pracy i wyrdzniajgcy sie poziom
merytoryczny. Zagadnienie cytrulinacji, jako modyfikacji potranslacyjnej w komdrkach
srodbtonka, jest stosunkowo stabo poznanym tematem badawczym, choé znaczenie tego
zjawiska opisywane jest w przypadku niektérych choréb immunologicznych,
neurodegeneracyjnych czy sercowo-naczyniowych. Dla wyjasnienia podjetego tematu w
pracy zastosowano wiele metod biologii molekularnej i biotechnologii, a prowadzone
badania w sposéb logiczny wskazywaty na kolejne etapy postepowania. Uzyskane wyniki
znaczgco uzupetniajg dotychczasowg wiedze na temat mozliwosci monitorowania i
znaczenia reakcji cytrulinacji w komodrkach sréddbtonka. Ponadto, wyniki przedstawione w
pracy zostaty opublikowane w miedzynarodowym czasopismie (Cell Physiol Biochem IF 2,5
za 2023; MNIiSW 140) jako publikacja badawcza, w ktdérej Doktorant jest pierwszym
autorem.
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