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 réwniez deiminacja, polega na konwersji peptydyloargininy do peptydylocytruliny. Ma to
istotne konsekwencje molekularne dla modyfikowanych biatek, moze zmienia¢ ich fadunek co wptywa
na interakcje z innymi biatkami, a takze modyfikowaé 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. lzoformy te jako
jedyne zdolne s3 takze do przeprowadzania cytrulinacji histonow, co sugeruje ich zaangazowanie
w epigenetyczng regulacje ekspresji gendéw. Jednak, fizjologiczne role tej modyfikacji s3 obecnie wciaz
stabo poznane. Dotychczasowe doniesienia skupiajg sie zazwyczaj na wptywie cytrulinacji i wzmozonej
aktywnosci PADs na wystepowanie chordb autoimmunologicznych. Dostepne sg réwniez badania
wskazujace na zaangazowanie PADs w rozwdj choréb nowotworowych.

W niniejszej pracy jako gtéwny model badawczy wykorzystano ludzkie komorki srédbtonka
naczyniowego. Zaréwno immortalizowang linie ludzkich komdrek $rédbtonka mikrowaskularnego
(HMEC-1) jak i pierwotne komdrki srédbtonka izolowane z 7yly pepowinowej (HUVEC). W organizmie
cztowieka komérki érédbtonka, poza petnieniem roli bariery migdzy krazaca krwig a tkankami petnig
takze wiele istotnych funkcji regulatorowych. Odpowiedzialne s3 miedzy innymi za regulacje przeptywu
krwi, jej ciénienia oraz proceséw krzepnigcia i fibrynolizy. Jedng z istotnych funkcji komorek $rddbtonka
jest takze regulacja procesu angiogenezy, tworzenia nowych naczyr krwiono$nych z juz istniejgcych.
Proces ten jest niezwykle istotny w procesach fizjologicznych m.in. w procesie gojenia ran, ale takze
w stanach patologicznych. Zwtaszcza w kontescie nowotwordw patologiczna angiogeneza ma
niezwykle istotne znaczenie, umozliwia dostarczanie tlenu i substancji odzywczych do guza powodujac
rozw6j nowotworu, a takie w pézniejszych etapach umozliwia¢ moze powstawanie przerzutow.
W komdrkach érédbtonka angiogeneza regulowana jest przez wiele mechanizmdéw, w tym
epigenetycznych. Zahamowanie patologicznej angiogenezy stanowi obecnie atrakcyjng metode terapii
choréb nowotworowych, z tego powodu wciagz poszukuje sig nowych mechanizmdw ktore regulujg ten
proces. Dotychczas szeroko opisano wplyw dobrze poznanych modyfikacji biatek w modulowaniu
funkcji komdrek srodbtonka, jednak w kontekécie procesu cytrulinacji brak obecnie jakichkolwiek
jednoznacznych informacji.

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

W modelu farmakologicznym wykorzystano trzy komercyjne inhibitory PADs: BB-Cl-amidyne (BBCLA),



Cl-amidyne (CLA) i F-amidyne (FA). Wyciszenie ekspresji PAD4 w komérkach HMEC-1 wykonano
z wykorzystaniem shRNA dostarczanego do komérek poprzez transdukcje lentiwirusowa.

Cytotoksycznoé¢ wybranych inhibitoréw oceniano przy uzyciu testu redukeji resazuryny.
W pierwotnie badanym zakresie stezeri cytotoksyczne dziatanie w obu typach komérek érédblonka
zarejestrowano jedynie w przypadku BBCLA (w stezeniach > 1,75 puM). Wptyw inhibitoréw na poziom
cytrulinacji H3 w komérkach érédbtonka analizowano z wykorzystaniem techniki Western blotting.
Spoérod testowanych inhibitoréw najwiekszy potencjat inhibitorowy wzgledem wprowadzania
cytrulinacji H3 w obu typach komérek érédbtonka byta BBCLA, obnizajac poziom tej modyfikacji do
okoto 20% kontroli (*p<0,0001). Zaden z zastosowanych inhibitoréw PADs nie wywart istotnych
efektéw na progresje cyklu komodrkowego HMEC-1 oceniang z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Istotnym modyfikacjom poddany zostat natomiast profil ekspresji wybranych cyklin,
ktéry analizowano z wykorzystaniem gPCR.

Efekty farmakologicznej inhibigji cytrulinacji na potencjat angiogenny komérek érédbtonka
oceniano z wykorzystaniem wybranych testéw funkcjonalnych oraz analizujgc profil wydzielniczo-
transkrypcyjny. Zastosowanie kazdego z inhibitoréw spowodowato spadek zaréwno zdolnodci
migracyjnych, jak i potencjatu do tworzenia struktur pseudokapilarnych. Zahamowanie aktywnosci
PADs w HMEC-1 z wykorzystaniem BBCLA lub CLA istotnie zmniejszyfo poziom wydzielanego NO*
(odpowiednio *p<0,001 lub *p<0,05). Dodatkowo, zwigzek BBCLA jako jedyny istotnie statystycznie
hamowat catkowita aktywnoéé MMPs (*p<0,001). Dodatkowo, kazdy z inhibitoréw zwiekszyt poziom
ekspresji mRNA i wydzielania PEDF, silnego inhibitora angiogenezy. Zahamowanie aktywnoéci PADs
obnizyto takze wydzielanie VEGFA, a w przypadku BBCLA i CLA zaobserwowano takze spadek ekspresji
genu kodujgcego ten czynnik. Farmakologiczne zahamowanie aktywnoéci PADs w HMEC-1 skutkowato
takie cytoprotekcyjnym efektem przed dziataniem H,0, dodatkowo istotnie statystycznie
zmniejszajac  uszkodzenia DNA wywotane tym czynnikiem. Preinkubacja komérek HMEC-1
z inhibitorami zmniejszyta takie poziom RFT produkowanych w warunkach stresy oksydacyjnego
zaindukowanego t-BOOH (*p<0,001). Na poziomie transkryptu zanotowano istotny wzrost ekspresji
Nrf2, istotnego czynnika transkrypcyjnego regulujacego ekspresje genéw zwigzanych z potencjatem
antyoksydacyjnym, co wyjaénia¢ moze przedstawione wyzej efekty. Tym samym, wskazano takze na
zaangazowanie PADs w regulacje wybranych parametréw homeostazy redoks. W celu wyjasnienia
molekularnego podtoza antyangiogennego efektu inhibitoréw 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 $473) 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 komdérek $rédbtonka a takze ich pozostatych funkcji. Tym
samym, stwierdzi¢ moina, ze aktywnoéé PADs istotna jest w regulacji funkeji komérek $rédbtonka,

takze w aspekcie ich potencjatu angiogennego.



Komérki HMEC-1 PAD4 KD, przygotowano wykorzystujac mechanizmy RNAj, 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 PI13K/Akt w komérkach HMEC-1. Potwierdzono takie zwigzek
pomiedzy aktywnoscig PAD4, a ekspresjg PEDF i PAI-1, dla ktorych 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 moga by¢ wynikiem ich dziatania
niespecyficznego lub tez zahamowania innych izoform PADs. Na poziomie funkcjonalnym, komdrki
HMEC-1 PAD4 KD miaty istotnie obnizona zdolnos¢ formowania struktur pseudokapilarnych, podobnie
jak w modelu farmakologicznym. Powyzsze potwierdza wnioski pfynace z analiz modelu
farmakologicznego i zaangazowanie PADs w regulacje funkcji komorek érodbtonka, a szczegdlnie ich
potencjafu angiogennego.

Analizy wybranych parametrow epigenomu prowadzono z poziomu potencjalnych posrednich
interakeji pomiedzy aktywnoécia PADs/cytrulinacjg a innymi PTMs histonéw. W komérkach HMEC-1
wykazano potencjalng posrednig interakcje na linii PADs — HDACs. Farmakologiczne zahamowanie
aktywnosci PADs kazdym z inhibitoréw istotnie statystycznie zwigkszyto ekspresjg¢ HDAC3 i HDACS,
przy wyciszeniu PAD4 efekt ten zaobserwowano wytacznie dla HDAC3. W kontekécie poprzednich
analiz wspomnie¢ 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 stusznos¢ prowadzenia dalszych badari nad
potencjalnymi posrednich lub bezposrednimi interakcjami pomigdzy PADs a HDACs. W literaturze
wiecej informacji znalez¢ mozna na temat potencjalnych interakcji cytrulinacji z metylacjg histondw.
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 ekspresjg, poziom
izoform PAD2 i PAD4, jak i cytrulinacji histonow. Podobny spadek w cytrulinacji H3 zaobserwowano
w komoérkach z wyciszeniem ekspresji LSD1 lub G9a. Wskazuje to na istnienie potencjalnej posredniej
interakcji pomigdzy aktywnoscia SET7/9, oraz LSD1 i G9a, a statusem cytrulinacji biatek, w tym
histonéw. Farmakologiczna inhibicja PADs nie powodowata natomiast istotnych statystycznie zmian
w poziomie zaréwno SET7/9 jak i LSD1 i G9a. Jednak w komadrkach HMEC-1 PAD4 KD, zanotowano
zwiekszong ekspresje mRNA dla SET7/9iLSD1. Inkubacja HMEC-1 z inhibitorami PADs nie powodowata
takze istotnych statystycznie zmian w poziomach H3K9me3 i H3K27me3, co biorac pod uwage
doniesienia literaturowe jest zaskakujgce. Zahamowanie aktywnosci PADs nie miato istotnego efektu
na strukture chromatyny, ktdra analizowano pod wzgledem poziomoéw izoform biatka HP1, a istotne
zwiekszeniel (*p< 0,05) CAF1A zanotowano wyfgcznie w przypadku komérek traktowanych BBCLA lub
CLA.



Podsumowujac, przedstawione wyniki potwierdzajg zaangazowanie PADs w ksztattowanie
funkcji komérek $rédbtonka, zwtaszcza ich potencjatu angiogennego. Aktywnoéé PADs, w tym
specyficznie PAD4, istotna jest w regulacji szlaku PI3K/Akt. Potwierdzono takze istnienie potencjalnych
posrednich interakgji pomigdzy cytrulinacjg, a innymi PTMs histonéw w HMEC-1, zwtaszcza na
poziomie PADs <—> HDACs i SET7/9 <—> PADs. Niniejsza rozprawa potwierdza takze zasadnoé¢
prowadzenia dalszych badar nad cytrulinacja biatek. Zwtaszcza tych zwigzanych z regulatorowa funkcja

tej modyfikacji, takze poza aspektem stanu zapalnego i odpowiedzi immunologiczne;.
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