Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
Zaktad Biologii RNA
Zesp6t Biosyntezy Biatka

Dorota Gurda

Mechanizmy zmian w transkrypcji genow wywolanych przez
homocysteing w ludzkich komoérkach srédbtonka

naczyn krwionosnych

rozprawa doktorska

promotorzy:
prof. dr hab. Hieronim Jakubowski

prof. dr hab. Tomasz Twardowski

Poznan 2013



Panu Prof. dr hab. Hieronimowi Jakubow sKiemu
skfadam serdeczne podzigkowania
za powierzenie mi interesujgcego tematu badan

oraz okazang pomoc w trakcie jego realizacji

Panu Prof. dr hab. Tomaszowi Twardow sKiemu
skfadam serdeczne podzigkowania
za pomoc okazang w trakcie prowadzenia prac laboratoryjnych,

wyrozumiatoSC i Zyczliw oS¢

Panu Prof. dr hab. Markowi Figlerowiczowi
oraz Panu Prof. dr hab. Maciejowi StobiecKiemu

dzigkuje za umoZliwienie nawiqzania wspotpracy

Dr Luizie Handschuh
serdecznie dzigkuje za wspotprace,

okazang pomoc i zaangaZow anie

Dr £ukaszowi Marczakowi
dzigkuje za wspotprace

i okazang pomoc w realizacji pracy

Dr hab. prof. ICHB PAN ‘Elizie WyszKo
serdecznie dzigKuje za tworcze dysKusje,

okazanq pomoc i Zyczliw oS¢

Mgring. Annie M. Kietrys oraz Mgr inZ. Aleksandrze Szopie
bardzo dzigkuje za pomoc i wsparcie oraz tworcze,

nieKoniecznie naukowe dyskusje i mitq atmosferg

Wspotpracownikom z Zaktadu Biologii RNA

dzigkuje za mifq atmosfere, ZyczliwoSCi wszelkq pomoc

Moim NajbliZszym dzigkuje za wiarg,

mitoSC, wsparcie i zrozumienie



,Cztowiek jest wielki nie przez to, co posiada, lecz przez to, Kim jest;
nie przez to, co ma, lecz przez to, czym dzieli sig z innymi.”

Jan Pawef II

Kochani!
Tylko dzigki Wam i Waszej trosce i mifoSci jestem tu gdzie jestem i jestem tym Kim

jestem. Za co z catego serca dzigKuje.

Prace dedykuje Rodzicom i Siostrze



Spis tresci

1. Wprowadzenie lItETatUrOWE .........ceevuuieiriiieiiiieeitee et ettt ettt e et e eieeesaeee e 8
1.1. Metabolizm hOMOCYSIEINY ......ccccviiiiiieiiiieeiiie ettt e sbeeesereeeeaeeenenes 8
1.2. HiperhOmOCYSIEINEMIA ......covuviiiiiieiiiieiiiie ettt ettt e 10
1.3. Rola homocysteiny w rozwoju choréb uktadu krazenia..........cccoveevvveenieeenneenns 12

1.3.1 Dysfunkcja srédbtonka naczyn krwiono$nych .........cccceeeviiieniiiiiniiennieennne. 14
1.3.2. Stres OKSYAACYTNY .uvveeeeiieieiieeeiie et ertee ettt etee e sbee e eeeseaeeensaeeneees 15
1.3.3. Stres siateczki $§rédpolazmatycznej i odpowiedz na niesfaldowane biatka.. 16
1.4. TiolaKton NOMOCYSIEINY ....cevviieriieiiiieeiiieeiee e eiee e et eesteeesreeesebeeeeneeeaneeenes 18
1.5. Konsekwencje N-homcysteinylacji biatek............coooveeniiiiiiiiiniiiiiiees 20
1.6. Odpowiedz autoimmunologiczna przeciw N-homocysteinylowanym biatkom.. 24
1.7. Mechanizmy eliminacji tiolaktonu homoCySteiny .........ccccevvveeevieeenieeenieennieenne 25
1.7.1. Wydalanie tiolaktonu homocysteiny Z MoOCZem ..........ccccecvveervieenveeernveeennne 26
1.7.2. Paraoksonazal .........coccoouieiiiiiiiiniieiienieeeene ettt 27
1.7.3. Hydrolaza bBIEOMYCYNY ...ccccueeeriieiriiieeiiieeiieeesiieeeieeeeieeesieeesveeeseveeesneeenenes 28
1.8. Mechanizmy regulacji eKSPresji SENOW ......cc.ueevvuieeriiieeriiieeriieeiee et eiree e 29
L.8.1. mIKIORNA ..ottt 30
1.8.2. Epigenetyczna regulacja ekSpresji SENOW .........eevvueeerieeeniieeniieeniieeeieeesnes 32
1.9. Wptyw homocysteiny na regulacjg ekspresji SEnOw ..........ccecveevierieinieenienneene 35
1.9.1. Homocysteina a regulacja ekspresji genéw za pomoca miRNA .................. 36
1.9.2. Homocysteina a epigenetyczna regulacja ekspresji genow ........c.ccceeeeeueenee 37

2. CRLPIACY ettt ettt ettt ettt et e e st e e s it e s et e e bt e e e bt e e eabeesabaeenn 39

3. Material 1 MELOAY ....cccouvieiiiieeiieeeiie ettt et e e e te e e st e e ssbeeessaeeenaseeenneennns 40
BoL  MAAIIAl ... 40
I 016 16747411 1 11« USRS 40
3.3. Gotowe zestawy do badan biochemicznych: ............ccooceeiiiiiiiiiiniiiiiieiceee, 41
B4 ROZEWOTY ...ttt ettt ettt e e ettt e e st e e e s sttt e e esnabeeeesabaaeesenteeeesnnnne 42
3.5. Zel poliakrylamidowy BiatkOWY ..........c.c.oveveeiueveveieiceeeeeeee e 43
3.6. Hodowla KOMOTEK.....cc..ooiiiiiiiiiiiiiiiie e 43
3.7. Test aktywnosci metabolicznej komérek HUVEC ..., 44
3.8. Modyfikacja biatek surowicy bydlecej (FBS) tiolaktonem homocysteiny.......... 45
3.10. Izolacja catkowitego RNA z komérek HUVEC ..., 46
3.11. Trawienie préb catkowitego RNA deoksyrybonukleazg...........c.ccceeevveeunennee. 47
3.12. Analiza jakosciowa i ilosciowa preparatow RNA ..........occeoiiiiiniiiiiiieiieeee, 48
3.13. Eksperyment mikromacierzowy z zastosowaniem mikromacierzy dla
ELANSKIYPLOIIIU ..eeiiitie ettt et e et e e it e e s st e e sabeesbbeesnbneesnbaeens 48
3.14. Eksperyment mikromacierzowy z zastosowaniem macierzy dla miRNA ......... 54
3.15. Real-time PCR ...co.oiiiiiiii e 56
3.16. Izolacja biatek histonowych z komérek HUVEC............cccoooiiiiiiiiniieeieee, 62
317 WESEEIM DlOT ...ttt s 63
3.18. Analiza miejsc N-homocysteinylacji biatek histonowych in vitro .................... 65

AL WYIKT 1ttt ettt et e st e et e st e eaes 67
4.1. Testy aktywnos$ci metabolicznej komérek HUVEC .............ccccoooiiiiiiiiiiiiennnn. 67
4.2. Modyfikacja bialek surowicy tiolaktonem homocysteiny.............ccoecveevvuveennnnn. 68
4.3. Analiza ekspresji genéw cztowieka pod wpltywem homocysteiny oraz jej
MELADOIIEOW ...ttt ettt st 70

4.3.1. Zastosowanie mikromacierzy DNA do analizy profilu ekspresji
transkryptomu pod wptywem homocysteiny, tiolaktonu homocysteiny oraz
N-HCy-bIlaleK SUTOWICY ..ccevviiiiiieeiiieciieeeie ettt e e e e 70



4.3.2. Analiza poziomu mRNA genéw réznicujacych za pomoca ilosciowego PCR

W CZASIC TZECZYWISTYIML.c..uuiiiniiieiiieeeiiee ettt e ettt et e e et e e st e e sabeeesibeeenabeesabeeeabaeesnnees 82
4.4. Analiza zmian w profilu ludzkich miRNA pod wplywem homocysteiny i jej
MELADOIIEOW ...ttt ettt st 94
4.4.1. Okres$lenie zmian ludzkich miRNA w komérkach HUVEC pod wptywem
Hcy 1 jej metabolitow za pomoca MIKIOMACIEIZY ....cc..eeevuveeeniieeiniieeniieeniieeeiieeae 94
4.4.2. Analiza zmian poziomu ludzkich miRNA za pomoca ilosciowego PCR
W CZASIC TZECZYWISTYIML.c.uutieiuiiieiiieeeiiee ettt e ettt e et e e st e e st e esabeeesiteessateeebaeesbaeenane 101
4.5. Wplyw N-homocysteinylacji biatek histonowych na epigenetyczna regulacje
ekspresji ZeNOW CZIOWIEKA ......coovuviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 105
4.5.1. Identyfikacja miejsc N-homocysteinylacji biatek histonowych in vitro .... 105
4.5.2. N-homocysteinylacja biatek histonowych w komérkach HUVEC ............ 107
4.5.3. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na poziom acetylacji biatek
RISTONOWYCH ..ttt e e e 110
T ) ] 8 ] T TSR RPSR 111
5.1. Analiza ekspresji genow cztowieka pod wptywem homocysteiny i jej
MELADOIIEOW ...ttt sttt 111
5.1.1. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
z metabolizmem aminOKWaASOW ......c...civuiiriiiiiiiniiiiieiieeeese et 118
5.1.2. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
z katabolizmem S-adenozylo-hOmoOCYSteINY .........cecvvieriiieeniiieeniieeriee e eiee e 120
5.1.3. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
Z Metabolizmem HIPIAOW ......ccviiiiiiieiieeiie ettt e e e e e e 120
5.1.4. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
ze szlakiem sygnalowym kinazy mTOR ...........ccccoooiiiiiiiiiniiieeeeeeeeeee 123
5.1.5. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje¢ genéw zwiazanych ze
szlakiem LXR/RXR ....coouiiiiiiiiiiiii ettt s 124
5.1.6. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
Z NIEAOtIENICNICIN .....euiiiiiiiiiiite ettt 125
5.1.7. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
Z PIOCESEIM ANZIOZENECZY ...vveenerreeureeeureeersreeansreessreesssreessseeessseesssseesssessssseessseesnns 126
5.1.8. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
z odpowiedzia na niesfatdowane biatka...........coceeviiiiiiiiininii 129
5.1.9. Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje genéw zwiazanych
z rozwojem odpowiedzi ZAPAINE].........eeeruvieeriiieriiiieeiieeeieeeeieeeeteeerreeerreeere e 130
5.1.10. Wplyw Hcy oraz jej metabolitow na regulacje ekspresji gendw.............. 133
5.1.11. Wpltyw Hcy oraz jej metabolitoéw na dojrzewanie komoérek nerwowych. 133
5.1.12. Wplyw Hcy oraz jej metabolitow na proces krzepnigcia krwi ................. 134
5.2. Analiza ekspresji ludzkich miRNA pod wptywem homocysteiny i jej
MELADOIIEOW ...ttt st 135
5.3. Wplyw N-homocysteinylacji bialek histonowych na epigenetyczna regulacje
ekspresji EENOW CZIOWICKA ......ccooviieiiieeiie e e e 143
5.3.2. N-homocysteinylacja biatek histonowych w komérkach HUVEC ............ 144
5.3.3. Wptyw homocysteiny i jej metabolitéw na poziom acetylacji biatek
histonowych w komérkach HUVEC ... 145
6. WILOSKI ..ttt ettt ettt ettt et e bt e s 149
T LIETATUTAL c...eoeveeieeee ettt et ettt et st et e ettt s e san e e e saneenne 151
LI ;174111 - OO 166
Q. ZaYaCZINIK 2..oeeeiiiiieeee e e e e e araae s 171



Wprowadzenie literaturowe [

Spis stosowanych skrotow:

ADMA - asymetryczna dimetyloarginina

AMP - adenozyno monofosforan

ApoA-I - Apolipoproteina Al

ApoE - Apolipoproteina E

ApoLl - Apolipoproteina L1

ARGI] - arginaza 1

BIP - biatko wiazace tancuchy polipeptydowe

BLH - hydrolaza bleomycyny

CBS - syntaza B-cystationiny

CH;-THF - 5,10-metylenotetrahydrofolian

DDAH - dimetyloaminohydrolaza dimetyloargininy

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

eNOS - srédbtonkowa syntaza tlenku azotu

ER - retikulum endoplazmatyczne

ERAD - degradacja biatek zwiazana z retikulum endoplazmatycznym
ERK 1/2 - kinaza aktywowana mitogenem

FBS - surowica wolowa

GFR - wspotczynnik przesaczania kigbuszkowego

GPx - peroksydaza glutationu

Hcy - homocysteina

HDL - lipoproteiny o wysokiej gestosci

HIF1a - czynnik indukowany niedotlenieniem

Hsp60 - biatko szoku cieplnego

HTL - tiolakton homocysteiny

HUVEC - komdérki ludzkiego srodbtonka zyty pgpowinowe;j
ICAMI1 - migdzykomoérkowa czastka adhezyjna 1

IFGBP-3 - biatko wiazace insulinopodobny czynnik wzrostu
LDL - lipoproteiny o matej ggstosci

LOX1 - btonowy receptor dla utlenionych form LDL

LXR - receptor watrobowy X



Wprowadzenie literaturowe [

MCP1 - czynnik chemotaktyczny monocytéw
miRISC - rybonukleoproteinowy kompleks wyciszajacy
miRNA - mikro RNA

mRNA - informacyjny RNA

MS - syntaza metioniny

MTHER - 5-metylotetrahydrofolian

NCAM - nerwowa czastka adhezyjna

ncRNA - niekodujace RNA

N-Hcy-biatka - N-homocysteinylowane biatka
NO - tlenek azotu

oxLDL - utlenione formy LDL

PA - kwas fosfatydowy

PABP - biatko wiazace sekwencjg poli(A)
PON - paraoksonaza

pre-miRNA - prekursorowe mikro RNA
pri-miRNA - pierwotny transkrypt miRNA
gPCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
RNA - kwas rybonukleinowy

RXR - receptor retinoidu X

SAH - S-adenozylohomocysteina

SAHH - hydrolaza S-adenozylo-homocysteiny
SAM - S-adenozylometionina

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu
SynCAM-1 - synaptyczna czastka adhezyjna 1
TG - triglicerydy

TNFa - czynnik martwicy nowotworéw

tPA - aktywator plazminogenu

tRNA - transportujacy RNA

uPA - aktywator plazminogenu typu urokinazy
UPR - odpowiedz na niesfatldowane biatka
UTR - region nieulegajacy translacji

VCAMI - naczyniowa czastka adhezyjna 1
VEGFA - §rédblonkowy czynnik wzrostu
VLDL - lipoproteiny o bardzo matej gestosci



Wprowadzenie literaturowe [

1. Wprowadzenie literaturowe

1.1. Metabolizm homocysteiny

Homocysteina (Hcy) jest niebiatkowym aminokwasem, pod wzgledem struktury
przypominajacym biatkowy aminokwas metioning, od ktérej rézni si¢ brakiem grupy
metylowej (rysunek 1). W organizmie czlowieka moze ona powstawaé jedynie
z metioniny dostarczanej wraz z pokarmem. Metionina uwolniona z bialek podczas
procesu trawienia, wykorzystywana jest przez maszyneri¢ komoérkowa do syntezy
nowych biatek oraz S-adenozylo-metioniny (SAM), ktéra petni rol¢ uniwersalnego
donora grupy metylowej. W wyniku reakcji metylacji SAM przeksztatcana jest do
S-adenozylo-homocysteiny, ktéra nast¢pnie hydrolizowana jest do homocysteiny
1 adenozyny. Hcy jest reutylizowana poprzez remetylacj¢ do metioniny, badz jest
przeksztalcana w reakcji transsulfurylacji do cysteiny (rysunek 2) [1]. Reakcja
remetylacji katalizowana jest przez syntaz¢ metioniny (MS), w ktérej donorem grupy
metylowej jest pochodna kwasu foliowego - 5,10-metylenotetrahydrofolian
(CH3-THF). Reakcja ta moze réwniez przebiega¢ z uzyciem trimetyloglicyny (betainy),
jako zrédia grupy metylowej, jednakze mechanizm ten zachodzi giéwnie w watrobie
i nerkach. Transsulfurylacja Hcy zachodzi przy pomocy syntazy B-cystationiny (CBS)
oraz y-liazy cystationiny. Reutylizacja Hcy na drodze transsulfurylacji zachodzi jedynie
w watrobie, nerkach, trzustce i jelicie cienkim [2]. Metabolizm homocysteiny jest $cisle
zwiazany z obecnoscia witamin, ktére petnig rolg¢ kofaktoréw reakcji enzymatycznych.
Kobalamina (witamina Bj;) jest kofaktorem syntazy metioniny (MS), natomiast
pirydoksal-5-fosforanu (aktywna forma witaminy Bg) jest kofaktorem syntazy
B-cystationiny (CBS) lub liazy y-cystationiny. Niedob6r ktérejkolwiek z tych witamin
oraz kwasu foliowego, a takze mutacje genéw kodujacych enzymy zaangazowane
w reakcje remetylacji czy transsulfurylacji, powoduja wzrost poziomu Hecy we krwi [2].

Hcy moze réwniez ulega¢ konwersji do cyklicznego tioestru — tiolaktonu
homocysteiny (HTL). Szlak ten staje si¢ dominujacym, gdy remetylacja
1 transsulfurylacja zostaja zaburzone poprzez wystapienie defektow genetycznych
enzymOw zaangazowanych w metabolizm Hcy, takich jak syntaza metioniny (MS),
syntaza 3 cystationiny (CBS) czy reduktaza metylotetrahydrofolianu (MTHFR) lub tez

na skutek niedoboru kwasu foliowego, witaminy Be 1 B, w diecie.
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Rysunek 1: Wzory strukturalne aminokwasow zaangazowanych w metabolizm homocysteiny.
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Rysunek 2: Metabolizm Hcy u ludzi na podstawie [3].

Ze wzgledu na strukturalne podobienstwo do metioniny, Hcy moze by¢ bi¢dnie
rozpoznana przez syntetaz¢ metionylo-tRNA w reakcji aminoacylacji. Jednak dzigki
aktywnosci korekcyjnej tego enzymu, nigdy nie dochodzi do wbudowania Hcy do
czasteczki peptydu w procesie translacji. W wyniku reakcji korekcyjnej syntetazy

metionylo-tRNA z Hcy powstaje tiolakton homocysteiny. [4-7].
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1.2. Hiperhomocysteinemia

Ponad 40 lat temu po raz pierwszy zaproponowano hipotezg, ze Hcy moze by¢
zwiazana z rozwojem choréb uktadu krazenia [8]. Wowczas McCully zaobserwowat
zmiany patologiczne w naczyniach krwiono$nych u dzieci z hiperhomocysteinemia
wywolana wrodzonymi defektami genéw zwiazanych z metabolizmem metioniny.
Hiperhomocysteinemia jest to patologiczny stan, charakteryzujacy si¢ podwyzszonym
poziomem homocysteiny we krwi (powyzej 15uM/I). Jest to czynnik ryzyka wielu
choréb, w tym choréb uktadu krazenia czy choréb neurodegeneracyjnych [9, 10].
Wzrost poziomu Hcy we krwi moze by¢ spowodowany mutacjami w genach
kodujacych enzymy zwiazane z metabolizmem Hcy (CBS, MTHFR) lub Met (MS), badz
tez zbyt mata zawarto$cia w diecie witaminy Bg, B1, czy kwasu foliowego a takze dieta
wysokometioninowa.

Reduktaza 5,10-metylotetrahyfolianu katalizuje reakcj¢, w wyniku ktorej
dochodzi do powstania 5-metylotetrahydrofolianu (MTHFR), donora grupy metylowe;j
do reakcji remetylacji, przebiegajacej za posrednictwem syntazy metioniny (MS).
Niedobér MTHFR powodowany jest recesywna, autosomalna mutacja, ktéra
manifestuje si¢ cigzka hiperhomocysteinemia i1 obnizonym poziomem metioniny.
Objawy kliniczne obejmuja wiele neurologicznych 1 naczyniowych powiktan, takich jak
opOznienie rozwoju, uposledzenie umystowe, napady padaczkowe, nieprawidtowosci
motoryczne, a takze miazdzyca. Objawy te moga nasila¢ si¢ z wiekiem. Znanych jest
wiele mutacji, w obrgbie tego genu, ktére skutkuja réznym stopniem obnizenia
aktywnosci kodowanego enzymu [10-15]. Na przyktad homozygotyczna mutacja
powodujaca zamiang C na T w pozycji 667 (667C—T), czego skutkiem jest zamiana
alaniny na waling (Ala222Val), powoduje obnizenie aktywnosci enzymu o 70%.
Natomiast gdy mutacja ta obejmuje tylko jeden allel genu MTHFR (fenotyp CT)
aktywno$¢ biatka zmniejsza si¢ o 30%. Homozygotyczna mutacja w pozycji 1298
powodujaca zamiang adeniny na cytozyng (1298A—C), skutkujaca zamiana glutaminy
na alaning (Glu429Ala) wptywa na redukcj¢ aktywnosci biatka o 60%. Wczesna
diagnoza, a takze szybkie wdrozenie leczenia, moga ztagodzi¢ skutki choroby [15].

Syntaza B-cystationiny (CBS) przeprowadza pierwszy etap reakcji
transsulfurylacji, prowadzacy do powstania cystationiny na skutek kondensacji Hcy
z seryng. Mutacje genu CBS prowadza do cigzkiej postaci hiperhomocysteinemii, ktéra

nieleczona prowadzi do uposledzenia umystowego, przemieszczenia soczewek (ectopia

10
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lentis), osteoporozy. Mutacje w genie CBS sa zwiazane z zaburzeniami
w funkcjonowaniu uktadu krwionosnego [16]. Na podstawie wynikéw z badan
przeprowadzonych na myszach z nadekspresja genu Cbs oraz na ludzkich liniach
komérkowych pochodzacych z watroby i nerek dowiedziono, Ze cystationina chroni
przed uszkodzeniem watroby, zapobiega akumulacji ttuszczu w watrobie 1 nerkach oraz
chroni przed S$miercia komoérek indukowang stresem retikulum endoplazmatycznego
(stres ER zostal oméwiony w rozdziale 1.3.3.) [17]. Nadekspresja genu Chs u myszy
bedacych na diecie wysokometioninowej prowadzi rowniez do obnizenia catkowitego
poziomu Hcy we krwi, w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych [18].

Zwiazek mutacji w sekwencji genu MTHFR, CBS czy MS z podwyzszonym
ryzykiem choréb uktadu krazenia byl badany przez wiele zespotéw, zaréwno na modelu
zwierzecym, jak i u ludzi. U hetero- jak i homozygotycznych myszy z wyciszonym
genem Mthfr zaobserwowano podwyzszony poziom homocysteiny we krwi, a takze
ztogi tluszczowe we wstgpujacym odcinku aorty. Co wigcej, homozygoty (Mthfr-/-)
wykazywaly zmniejszona przezywalnos¢, a takze nieprawidlowosci w budowie
moézdzku [19]. U myszy z wyciszonym genem Cbs (-/-), a takze Mthfr zaobserwowano
znaczaco podwyzszony poziom N-homocysteinylowanych biatek (konsekwencje
N-homocysteinylacji biatek zostaly opisane w rozdziale 1.5.) w surowicy krwi [20].
Podobne skutki mutacji genéw zwigzanych z metabolizmem Hcy zaobserwowano
u ludzi. Pacjenci z mutacja CBS i MTHFR mieli podwyzszony poziom zaré6wno Hcy,
jak 1 HTL, a takze znaczaco podwyzszony poziom N-Hcy-biatek w surowicy krwi.
Dodatkowo pacjenci CBS -/- mieli zwigkszony poziom N-Hcy-fibrynogenu, co
tlumaczy podwyzszona sktonno$¢ do rozwoju zmian miazdzycowych, obserwowana
u tych pacjentéw [21].

Jednym ze sposobéw obnizenia podwyzszonego poziomu Hcy we krwi jest
terapia witaminowa. Polega ona na suplementacji codziennej diety witaminami Bg, Bs,
czy kwasem foliowym. Pacjentom z defektem genetycznym genu CBS, podawano
witaming Bg, co skutkowato znaczacym obnizeniem poziomu homocysteiny we krwi
[22]. Terapia witaminowa polegajaca na podawaniu witaminy Bg, B, oraz kwasu
foliowego pozwolita réwniez obnizy¢ poziom Hcy we krwi pacjentéw po przeszczepie
nerki [23]. Suplementacja betaing noworodkéw z homozygotyczna mutacja MTHFR
C1129T pozwolita unikna¢ patofizjologicznych konsekwencji, takich jak opdzniony
rozwéj moézgu, cigzki niedorozwdj umystowy i przedwczesna $mieré [24]. Jednak

terapia witaminowa nie jest skuteczna we wszystkich przypadkach. Podczas badan
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prowadzonych na grupie pacjentéw z zaawansowana miazdzyca, terapia ta okazata sig
nieskuteczna w obnizaniu podwyzszonego poziomu Hcy [23]. Polimorfizm genu CBS,
zwiazany jest z podatnos$cia na terapi¢ obnizajaca poziom Hcy we krwi. Kruger i wsp.
wykazali, ze nosiciele homozygotycznej mutacji w pozycji 699, powodujacej zamiang
cytozyny na tyming (699C—T) oraz w pozycji 1080, skutkujaca zamiang tyminy na
cytozyng (1080T—C), wykazuja zwigkszona podatnoscia na terapi¢ kwasem foliowym,
co wskazuje na konieczno$¢ genotypowania kazdego z pacjentéw, przed podjgciem
leczenia [25]. Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze nadekspresja genu DDAH2 moze
by¢ nowym narzgdziem terapeutycznym, zapobiegajacym dysfunkcji $rédbtonka

naczyn krwiono$nych powodowana przez hiperhomocysteinemig [26].

1.3. Rola homocysteiny w rozwoju chor6b ukladu krazenia

Mimo ogromnego postgpu medycyny choroby uktadu krazenia sa wciaz
podstawowym zagrozeniem dla zdrowia i zycia czlowieka, szczegdlnie w krajach
wysoko rozwinigtych. W Polsce jest to najczestsza przyczyna hospitalizacji.
Hiperhomocysteinemia jest niezaleznym, rozpoznanym czynnikiem ryzyka rozwoju
choréb uktadu krazenia takich jak miazdzyca, choroba niedokrwienna serca, czy udar
moézgu. Miazdzyca jest choroba $cian naczyn krwiono$nych o charakterze zapalnym,
inicjowanym przez uszkodzenie srodbtonka. Komorki §rédbtonka i substancje przez nie
wytwarzane stanowia fizjologiczng zaporg dla czynnikéw zapoczatkowujacych proces
przebudowy Scian naczyn krwionosnych (ang. vascular remodeling). W wyniku
uszkodzenia $rédbtonka na skutek oddziatywania takich czynnikéw jak wysokie
stezenie frakcji LDL cholesterolu, nadcis$nienia t¢tniczego, cukrzycy czy wolnych
rodnik6w, nastgpuje wzrost przepuszczalnosci btony zewngtrznej naczynia dla
lipoprotein frakcji LDL, gdzie nastgpuje jego akumulacja. Pod wplywem czynnikéw
uwalnianych przez komorki $rédbtonka takich jak wolne rodniki, enzymy czy
angiotensyna, czasteczki LDL ulegaja modyfikacjom, w tym oksydacji, przez co
nabieraja wlasciwosci silnie proaterogennych. Ultenione formy LDL (oxLDL) peinia
wazne funkcje w rozwoju blaszki miazdzycowej 1 jej destabilizacji. Uszkadzaja
srodbtonek naczyn krwionos$nych, co utatwia dalsza migracje czynnikoéw zapalnych,
a takze nasila adhezj¢ ptytek krwi. Powoduja one réwniez aktywacje makrofagéw, ktére

w zwigkszonych ilosciach syntetyzuja czynniki wzrostu, mediatory prozapalne i wolne
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rodniki. Zmodyfikowane LDL facza si¢ z receptorami typu scavenger na powierzchni
makrofagéw. W poczatkowym etapie jest to zjawisko korzystne, poniewaz ogranicza
negatywny wpltyw zmodyfikowanej frakcji LDL na komorki $rédbtonka i migsni
gtadkich. Jednak pochtanianie zmodyfikowanych LDL nie podlega ujemnemu
sprz¢zeniu zwrotnemu zaleznemu od st¢zenia LDL w komodrce. Po wchionigciu
zmodyfikowany LDL uwalnia cholesterol, ktéry podlega reakcji estryfikacji, co
powoduje przeksztalcenie makrofagéw w komdrki piankowate. Kiedy mozliwos¢
estryfikacji wolnego cholesterolu w komoérce zostaje wyczerpana, dochodzi do
wytracania si¢ krysztaldéw wolnego cholesterolu, co powoduje rozpad komoérek
piankowatych 1 tworzenie si¢ pozakomdrkowych zlogoéw cholesterolu, ktore daja
poczatek blaszce miazdzycowej. Zmodyfikowane komoérki migéni gtadkich zaczynaja
syntetyzowa¢ elementy tkanki tacznej, gtéwne kolagen, co zabezpiecza przed jej
peknigciem. Giéwne zagrozenie wynikajace z powstawania blaszki miazdzycowe;,
zwiazane jest z mozliwos$cia jej peknigcia. Wowczas przedostajace si¢ do krwiobiegu
sktadniki blaszki miazdzycowej powoduja aktywacje ptytek krwi i wytworzenie
zakrzepu, co grozi zahamowaniem przeptywu krwi przez naczynie [27].

Uszkodzenie srodblonka, aktywacja odpowiedzi immunologicznej czy
zakrzepica obserwowane sa rowniez w hiperhomocysteinemii zaréwno u zwierzat, jak
i u ludzi. Dodatkowo, stopien uszkodzenia §rédblonka jest bardzo podobny do tego,
obserwowanego w przebiegu hiperholesterolemii. Homocysteina jest réwniez
odpowiedzialna za rozw(j stanu zapalnego w obrgbie naczyn krwionosnych.
Hiperhomocysteinemia u myszy wywotana dieta wysokometioninowa prowadzi do
wzrostu ekspresji genu kodujacego biatko adhezyjne VCAM 1 (ang. vascular cell
adgesion molecule 1) w komoérkach $rédbtonka aorty, przy czym wzrost ten jest wprost
proporcjonalny do poziomu Hcy we krwi [28]. Podwyzszony poziom Hcy u myszy
z wyciszonym genem apolipoproteiny E (ApoE -/-), powodowal powstawanie ztogéw
tluszczowych w $cianach naczyn krwionosnych, a takze wzrost ekspresji receptorow
typu scavenger CD36 i LOX1 (blonowy receptor dla oxLLDL) w obrgbie zmienionych
naczyn. Hiperhomocysteinemia powodowata réwniez wzrost poziomu utlenionych form
LDL (oxLDL) w surowicy tych zwierzat [29]. U myszy ApoE -/- jak i Cbs -/-
hiperhomocysteinemia powodowata znaczny wzrost catkowitego poziomu cholesterolu,
jak 1 frakcji cholesterolu nie-HDL, ktéremu towarzyszyl spadek poziomu frakcji

cholesterolu  HDL. Natomiast u pacjentéw 2z choroba naczyn wiencowych
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zaobserwowano negatywna korelacj¢ poziomu Hcy z poziomem HDL oraz ApoA-I,
gléwnego sktadnika biatkowego tej frakcji cholesterolu [30].

Na podstawie wynikow tych badan mozna wnioskowaé, ze podwyzszony
poziom Hcy we krwi moze leze¢ u podstaw patofizjologii miazdzycy. Postuluje sig, ze
homocysteina angazuje wiele mechanizméw prowadzacych w konsekwencji do rozwoju
zmian miazdzycowych, ktére =z czasem nasilaja sig. Naleza do nich:
N-homocysteinylacja bialek (oméwiona w rozdziale 1.4. 1 1.5.), dysfunkcja srédbtonka
naczyn krwionos$nych, stres oksydacyjny, stres siateczki srédplazmatycznej i odpowiedz
na niesfaldowane biatka, wywolywanie odpowiedzi autoimmunologicznej (omdéwione
w rozdziale 1.6.), obnizenie poziomu metylacji DNA (omdéwione w rozdziale 1.9.2.)

[31].

1.3.1 Dysfunkcja srédblonka naczyn krwionosnych

Warstwa komorek srédbtonka naczyn krwionosnych odpowiada za prawidtowe
funkcjonowanie uktadu krwionosnego. Ich rola polega na regulacji przeptywu krwi,
biora udzial w reakcji wytwarzania skrzepu w miejscach uszkodzen naczyn, a takze sa
wazne dla prawidlowego funkcjonowania komodrek migsni gladkich naczyn
krwionos$nych. Jedna z cech charakterystycznych dla wczesnych stadidow rozwoju
miazdzycy jest uszkodzenie warstwy komorek $rédblonka. Dysfunkcja srédbtonka
objawia si¢ poprzez upos$ledzenie zdolnosci wazorelaksacji naczyn krwiono$nych
zaleznej od komorek $rédblonka. Jest to cecha charakterystyczna dla stanéw
patologicznych takich jak nadci$nienie tg¢tnicze, hiperholesterolemia 1 cukrzyca.
W zwiazku z tym, upo$ledzenie funkcji czynnosciowej S$rédblonka naczyn
krwiono$nych moze by¢ jednoczes$nie czynnikiem prognostycznym ryzyka rozwoju
chor6b uktadu krazenia. Hiperhomocysteinemia réwniez uposledza prawidtowe
funkcjonowanie komoérek srodblonka. Jednym z postulowanych mechanizméw
wywolywanych przez hiperhomocysteinemig jest obnizenie dostgpnosci tlenku azotu
(NO), produkowanego przez syntaze tlenku azotu (eNOS) w komoérkach srédbtonka.
NO jest silnym czynnikiem wazodylatacyjnym produkowanym pod wpltywem bodzcéw
takich jak acetylocholina, trombina, bradykinina czy naprgzenia Sciany naczynia
spowodowane przeptywem krwi (ang. shear stress) [9]. Wyniki badan

przeprowadzonych na komoérkach ludzkiego §rédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC)
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dowodza, ze Hcy powoduje obnizenie produkcji NO, a takze eNOS, zar6wno na
poziomie biatka, jak 1 mRNA [32, 33]. Obnizenie dostgpnosci NO przy
hiperhomocysteinemii moze by¢ réwniez spowodowane poprzez akumulacje
asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA), naturalnego inhibitora eNOS. W warunkach
fizjologicznych ADMA jest hydrolizowana do cytruliny i1 metyloaminy przez
dimetyloaminohydrolazg dimetyloargininy (DDAH) [34]. Istnieja dwie izoformy tego
enzymu DDAH1 i DDAH2. Izoforma DDAH1 wystgpuje giéwnie w komorkach
syntetyzujacych neuronalna syntaz¢ tlenku azotu, podczas gdy izoforoma DDAH2
wystgpuje w komorkach syntetyzujacych eNOS [33]. Homocysteina jest zdolna do
wigzania si¢ z resztami lizyny w miejscu aktywnym enzymu, co wptywa na obnizenie
jego aktywnosci [35]. Wykazano réwniez, ze Hcy moze zaburza¢ proces transkrypcji
genu DDAH2, powodujac obnizenie poziomu mRNA co przyczynito si¢ do obnizenia
ilosci biatka w komoérkach srdédbtonka. Zmiany te skutkowaty akumulacja ADMA
w medium hodowlanym 1 obnizeniem stgzenia NO powodowanego spadkiem

aktywnosci eNOS [26, 33].

1.3.2. Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny wywotany przez podwyzszony poziom homocysteiny moze
rowniez wplywaé¢ na rozwdj zmian miazdzycowych w naczyniach krwiono$nych.
Hiperhomocysteinemia powoduje zwigkszona produkcje reaktywnych form tlenu
(ROS), migdzy innymi poprzez zwigkszenie ekspresji oksydazy NADPH w komoérkach
srodblonka, a takze podwyzszony poziom utlenionych lipidéow bilon komérkowych.
Czynniki te powoduja wzmozona ekspresj¢ genu kodujacego biatko p53, ktére reguluje
geny kierujace komorke na droge programowanej $§mierci poprzez apoptoze. Wykazano
bowiem, ze aktywacja biatkka p53 poprzez stres oksydacyjny indukowany
hiperhomocysteinemia prowadzita do wzrostu ekspresji genu Noxa, co prowadzito do
wstapienia komorek S$rédblonka na drogg apoptozy [32]. Ponadto, anionorodnik
ponadtlenkowy moze reagowa¢ z NO, powodujac powstanie anionorodnika
nadnitrylowego. Moze on reagowal z tyrozyna, co przyczynia si¢ do powstania
nitrozotyrozyny. Zwigkszony poziom nitrozotyrozyny obserwowano w komorkach
srodblonka naczynh krwionosnych, narazonych na stres oksydacyjny wywolany

hiperhomocysteinemia [36]. Hcy obniza réwniez ekspresj¢ silnych antyoksydantéw,
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takich jak peroksydaza glutationu (GPx), NKEF -B PAG, dysmutaza ponadtlenkowa
czy klasteryna, obnizajac mozliwosci obronne komoérek przed negatywnym wplywem

wolnych rodnikéw [37].

1.3.3. Stres siateczki srédpolazmatycznej i odpowiedz na niesfaldowane biatka

W  komoérkach  eukariotycznych  siateczka  srddplazmatyczna  (ER)
odpowiedzialna jest za dojrzewanie i prawidtowe faldowanie biatek. Retikulum posiada
wiele biatek, tzw. chaperonéw (ang. chaperone), ktére petnia funkcj¢ ochronna dla
nowo zsyntetyzowanych biatek. Zapobiegaja one przed niewlasciwym sfaldowaniem
biatka zanim zostanie ono dostarczone do aparatu Golgiego, gdzie zachodzi ich
modyfikacja i dojrzewanie. Sa to m.in. GRP78, GRP94 (ang. growth arrest and DNA
damage), izomerazy biatkowe, kalneksyna, czy kalretikulina. Dzigki tej wewngtrznej
kontroli tylko prawidlowo sfaldowane biatka moga zosta¢ skierowane do innych
organelli komorkowych. Nieprawidlowo sfaldowane biatka zostaja zatrzymane
w $Swietle ER w kompleksie z chaperonami, badz sa kierowane na droge degradacji
poprzez mechanizm degradacji zwiazanej z ER (ERAD, ang. ER-associated
degradation) lub autofagi¢. Wewnatrz ER panuja szczegdlne warunki, ktdre zapewniaja
poprawne fatdowanie biatek, kiedy nowo powstaly tancuch polipeptydowy wchodzi do
swiatta ER. Aby proces ten zachodzit w komérce prawidtowo musza zosta¢ spetnione
odpowiednie warunki $rodowiskowe, genetyczne oraz metaboliczne. Zaburzenie
ktéregokolwiek z tych czynnikéw powoduje powstanie puli niesfaldowanych lub
czgSciowo sfaldowanych biatek, ktére wykazuja sktonnos¢ do agregacji. Biatka wiazace
tancuchy polipeptydowe, takie jak BIP czy GRP94 spowalniaja reakcje zachodzace
podczas  faldowania  bialek, zapobiegajac tym samym  nieprawidlowym
oddzialywaniom, a takze powstawaniu agregatow. Proces faldowania biatka obejmuje
rowniez powstawanie mostkéw dwusiarczkowych. Biatkowe izomerazy dwusiarczkowe
(ang. protein disulfide isomerases) sa odpowiedzialne za kontrolg¢ tej reakcji i chronig
przed powstawaniem nieprawidlowych mostkéw dwusiarczkowych. Kalneksyna
i kalretikulina oddzialuja z oksydoreduktaza Erp57, ktéra katalizuje te reakcjeg.
Akumulacja niesfatdowanych biatek w §wietle ER powoduje powstanie odpowiedzi na
niesfatdowane biatka (UPR, ang. unfolded protein response). Jest to szlak sygnatowy,

ktory jest wywotany stresem ER, zwiazanym z nagromadzeniem si¢ duzej iloSci
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niesfatdowanych lub btednie sfaldowanych biatek. Diugotrwaty lub cigzki stres ER
powoduje apoptotyczna $mier¢ komorek [38, 39].

Hiperhomocysteinemia wywiera negatywny wplyw rowniez na retikulum
endoplazmatyczne. Podwyzszony poziom Hcy we wngtrzu komérki powoduje, ze moze
ona uczestniczy¢ w reakcji wymiany dwusiarczkow z biatkami ER, prowadzac do
powstania niewtasciwie sfatdowanych bialek membranowych i sekrecyjnych, takich jak
trombomodulina czy czynnik von Willebranda [9]. Zaobserwowano takze zaburzenia
w strukturze retikulum endoplazmatycznego oraz w jego prawidtowym funkcjonowaniu
pod wptywem Hcy [40]. Homocysteina zakt6ca rowniez syntezg DNA w komodrkach
HUVEC, powodujac jej obnizenie. Zmiana ta jest wprost proporcjonalna do stgzenia
Hcy. Innym objawem stresu ER jest zaburzenie procesu ekspresji informacji
genetycznej. Wyniki analizy mRNA pochodzacego z fragmentéw naczyn krwiono$nych
ze zmianami miazdzycowymi u myszy z wyciszonym genem ApoE wskazuja, ze
hiperhomocysteinemia powoduje stres ER. Zaobserwowano bowiem wzrost ekspresji
genéw kodujacych chaperony i inne markery stresu ER u badanych myszy [9].
Homocysteina powoduje nadekspresje genu GRP78, a takze wzrost syntezy jego
produktu biatlkowego w komoérkach $rédbtonka naczyn krwionosnych. Podwyzszenie
poziomu ekspresji genow, ktorych ekspresja indukowana jest stresem ER a takze
stresem komodrkowym, takich jak posredniczace w kierowaniu komoérki na droge
apaptozy GADD45, GADDI153 (ang. DNA damage inducing protein), czy czynnika
transkrypcyjnego ATF-4, a takze YY1 (ang. transcriptional repressor protein) jest
kolejnym dowodem stresu ER wywotanego hiperhomocysteinemia [37, 41].

N-homocysteinylowane biatka moga réwniez wywotywac stres siateczki
srodplazmatycznej. N-Hcy-biatka akumuluja si¢ w watrobie myszy z wyciszonym
genem Cbs [20]. Myszy z wyciszonym genem ApoE bedace na diecie
wysokometioninowej miaty podwyzszony poziom N-Hcy-biatek. Metoda barwienia
immunohistochemicznego wykazano ich akumulacj¢ w obrgbie ztogéw ttuszczowych
w aorcie. N-homocysteinylacja jest modyfikacja, ktéra zwigksza podatno$¢ biatek na
tworzenie  agregatéw. Obecno$¢  agregatow  N-Hcy-biatek w  retikulum
endoplazmatycznym moze powodowac stress ER i rozwdj UPR, co w konsekwencji

moze prowadzi¢ do dysfunkcji komérki i apoptozy [42].
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1.4. Tiolakton homocysteiny

Tiolakton homocysteiny moze tworzy¢ si¢ w wyniku reakcji korekcyjnej
syntetaz aminoacylo-tRNA. Reakcja aminoacylacji polega na aktywacji aminokwasu
przez odpowiednia syntetaz¢ tRNA, z wytworzeniem aminoacyloadenylanu jako
produktu posredniego, a nastgpnie przeniesieniu go do tRNA. Niektére aminokwasy, ze
wzgledu na podobienstwo strukturalne moga by¢ btednie aktywowane. Reakcja
korekcyjna (ang. editing) zachodzi dzigki aktywno$ci hydrolitycznej tej grupy
enzymoOw. Znane sa dwa mechanizmy korekcyjne syntetaz aminoacylo-tRNA. Reakcja
ta moze polega¢ na hydrolizie niewlasciwego aminoacyloadenylanu (ang. pre-transfer)
lub tez na hydrolizie bt¢dnie zatadowanego tRNA (ang. post-transfer). Homocysteina
ze wzgledu na swoje podobienstwo strukturalne do metioniny, leucyny czy izoleucyny
moze by¢ btednie rozpoznana przez odpowiadajace im syntetazy aminoacylo-tRNA.
Homnocysteina zostaje wowczas aktywowana z udzialem ATP. W wyniku tej reakcji
powstaje adenylan homocysteiny (Hcy~AMP). W reakcj¢ korekcyjna, w wyniku ktorej
dochodzi do usunigcia Hcy~AMP, z centrum aktywnego syntetazy metionylo-tRNA,
zaangazowany jest boczny tancuch tiolowy, ktéry wypiera AMP z aktywowanej grupy
karboksylowej Hcy, tworzac cykliczny tioester — tiolakton homocysteiny (rysunek 3).
Energia wiazania anhydrowego Hcy~AMP zostaje zachowana w  postaci
wewnatrzczasteczkowego wiazania tioestrowego tiolaktonu, w skutek czego tiolakton
z tatwoscia acyluje wolne grupy aminowe lizyny. [7, 43, 44].

Wykazano, ze HTL powstaje na drodze reakcji korekcyjnej syntetazy
metionylo-tRNA w komoérkach bakteryjnych, drozdzowych, w komoérkach ssaczych jak
i u ludzi [6, 45-49]. Dowiedziono réwniez, ze u bakterii Eschericha coli reakcje
powstawania HTL moga rowniez przeprowadza¢ syntetazy leucylo- i izoleucylo-tRNA

[45].

AARS + Hcy + ATP —— AARS*Hcy~AMP + PPi

HoN H,N
0
ﬁ\(AMP “AMP b‘o
SH S

Rysunek 3: Reakcja powstawania tiolaktoktonu homocysteiny [7].
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W warunkach fizjologicznych (pH 7,4, 37°C) tiolakton homocysteiny jest
stabilny, a okres jego pétrozpadu wynosi 25h. Natomiast w Srodowisku zasadowym
HTL szybko hydrolizuje do Hcy. Wiazanie tioestrowe tiolaktonu jest bardzo podatne na
reakcje z grupami nukleofilowymi, takimi jak wolne grupy aminowe biatek, dlatego tez
w warunkach fizjologicznych HTL preferencyjnie reaguje z e-aminowa grupa lizyny,
powodujac wbudowanie Hcy do czasteczki biatka, co wykazano zaréwno in vitro [43]
jak i in vivo [48] (rysunek 4). e-aminowa grupa lizyny wykazuje trzy razy wigksza
reaktywno$¢ w stosunku do HTL, niz grupa a-aminowa lizyny. Dzigki niskiej wartosci
pKa grupy a-aminowej (pKa = 7,1), tiolakton homocysteiny moze bardzo tatwo
reagowa¢ z aldehydami, na przyklad fosforanem pirydoksalu, o-ftalaldehydem czy
streptomycyna. Na podstawie eksperymentow z uzyciem kultur komoérkowych
dowiedziono, ze w medium hodowlanym zawierajacym antybiotyk — streptomycyneg
czgsto stosowang jako suplement medium komoérkowego, okres pétrozpadu HTL
wynosi jedynie 10 min. Jest to spowodowane faktem, ze reakcja tiolaktonu

homocysteiny ze streptomycyna zachodzi 400 razy szybciej niz z lizyna [43, 47, 50].

NH, NH,
NH, _ NH
— _—
o + sH
s
o

Rysunek 4: Reakcja N-homocysteinylacji biatek przez tiolakton homocysteiny

W 1997 roku zaproponowano hipotezg, wedtug ktérej konwersja Hcy do HTL
inicjuje szlak metaboliczny prowadzacy do zmian patologicznych w organizmie. Na
podstawie danych pochodzacych z eksperymentéw z uzyciem ludzkich fibroblastéw
i komorek $rédbtonka dowiedziono, ze potranslacyjne modyfikacje biatek
komérkowych poprzez N-homocysteinylacj¢, moga by¢ mechanizmem inicjujacym
uszkodzenia komérkowe, co moze prowadzi¢ do powstawania stanéw patologicznych.
Poczatkowo mate ilosci N-Hcy-bialek, z czasem moga si¢ kumulowa¢ w organizmie,
przyczyniajac si¢ do rozwoju stanéw chorobowych [51]. Patofizjologiczne
konsekwencje = N-homocysteinylacji  bialek  obejmuja  réwniez:  odpowiedz
autoimmunologiczna, toksyczno$¢ komorkowa, stres siateczki Srodplazmatycznej,
aktywacje odpowiedzi na niesfaldowane biatka [3, 52]. Na podstawie danych

pochodzacych z eksperymentéw z uzyciem kultur komérkowych dowiedziono, ze
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modyfikacje potranslacyjne bialek komérkowych poprzez N-homocysteinylacjg,
inicjuja uszkodzenia komodrkowe, co moze prowadzi¢ do powstawania standéw

patologicznych.

1.5. Konsekwencje N-homocysteinylacji biatek

N-homocysteinylacja biatek powoduje uposledzenie ich funkcji poprzez zmiany
w drugorzgdowej strukturze biatek. Reakcja ta zachodzi juz przy 10 nM st¢zeniu
tiolaktonu homocysteiny, a ilo$¢ reszt Lys w biatku ulegajacych N-homocysteinylacji
jest wprost proporcjonalna do wzrostu st¢zenia HTL. Funkcja N-Hcy-biatka jest tym
bardziej zaburzona, im wigksza liczba reszt lizynowych jest zmodyfikowanych przez
HTL. Modyfikacja ta zmienia fadunek lizyny, poniewaz grupa e-aminowa lizyny
(pKa = 10,5) jest bardziej zasadowa niz o-aminowa grupa Hcy (pKa = 7,1).
W rezultacie do czasteczki biatka przylaczone zostaja dodatkowe grupy tiolowe, co
zwigksza podatnos¢ biatka na utlenianie, tworzenie wewnatrzczasteczkowych mostkow
dwusiarczkowych oraz agregacj¢ [43]. N-homocysteinylacja biatek, jest reakcja
specyficzna wytacznie dla homocysteiny, poniewaz HTL, czasteczka odpowiedzialna za
powstawanie tego rodzaju modyfikacji moze powstawaé jedynie z homocysteiny.
Ponadto N-Hcy-biatka staja si¢ bardziej podatne na agregacj¢, oraz na uszkodzenia
spowodowane utlenianiem [3, 43, 53]. Co wigcej, dzigki niskiej wartosci pKa
(pKa = 6,67) w warunkach fizjologicznych pH HTL jest neutralny dla komérek i moze
z tatwoscia przenika¢ przez btony komérkowe, powodujac N-homocysteinylacje biatek
zardbwno wewnatrz- jak 1 zewnatrzkomorkowych [47, 51]. Reakcja N-homocysteinylacji
biatek, poczatkowo zaobserwowana ex vivo, na podstawie eksperymentdw z uzyciem
kultur komérkowych [47], zachodzi réwniez u zwierzat jak i w organizmie czlowieka
[20, 21, 48]. Cytochrom c¢ jest bardzo podatny na modyfikacje¢ tiolaktonem
homocysteiny. N-homocysteinylacja powoduje zmiany strukturalne tego bialka, co
skutkuje zmniejszona podatnoscia na proteolizg, a takze zmienia jego status redox.
N-Hcy-cytochrom c jest rowniez podatny na multimeryzacje [54].

Biatka krwi réwniez tatwo ulegaja modyfikacji pod wptywem HTL. Poziom
N-Hcy-bialek wykazuje pozytywna korelacj¢ z poziomem homocysteiny we krwi,
a 1los¢ wbudowanych czasteczek Hcy do czasteczki biatka zalezy od liczby reszt

lizynowych w biatku. Najwigcej czasteczek Hcy wbudowanej do biatka za pomoca
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wigzania amidowego znaleziono w hemoglobinie (75%), albuminie (22%) oraz
w y-globulinie (2%). Wykazano réwniez, ze N-homocysteinylowane formy innych
biatek, takich jak LDL, HDL, antytrypsyna, transferryna oraz fibrynogen sa obecne we
krwi, co pociaga za soba powazne konsekwencje [48].

Albumina jest gtéwnym bialkiem surowicy krwi i1 stanowi ponad 90% biatek
surowicy. Pelni ona bardzo wiele funkcji biologicznych, jak utrzymywanie cisnienia
onkotycznego w naczyniach krwiono$nych, posiada wlasciwosci buforujace
i oksydacyjne. Posiada réwniez zdolno$¢ wiazania i transportu do tkanek docelowych
kwaséw tluszczowych, bilirubiny, niektérych hormonéw, toksyn czy lekow.
N-Hcy-albumina jest bardziej podatna na uszkodzenia oksydacyjne, a takze na
proteoliz¢. Wykazano, ze modyfikacja ta zachodzi za réwno in vitro jak i in vivo.
Albumina jest biatkiem fatwo ulegajacym N-homocysteinylacji, a tatwos¢ z jaka
zachodzi ta reakcja zalezy od reszty Cys-34. Reakcja tiolaktonu homocysteiny z forma
albumina-Cys>*-S-S-Cys zachodzi szybciej niz z merkaptoalbuming
(albumina-Cys**-SH). Cysteina 34 znajduje sie na powierzchni biatka i ma bardzo niska
warto$¢ pKa grupy tiolowej (pKa~5), co powoduje, ze w warunkach fizjologicznych
dominujaca forma wystgpowania albuminy jest jon tiolanowy, ktéry tatwo reaguje
z tiolami, dwusiarczkami 1 metalami [55].

Dominujacymi miejscami przytaczania grup tiolowych do czasteczki albuminy
poprzez wiazanie amidowe in vitro jest Lys-4, Lys-12, Lys-137, Lys-159, Lys-205,
Lys-212 oraz Lys-525. Analiza struktury trzeciorzgdowej biatka potwierdzita, ze
wszystkie reszty lizyn podatnych na N-homocysteinylacj¢ znajduja si¢ na zewnatrz
czasteczki. Analiza albuminy pochodzace;j z surowic pacjentéw
z hiperhomocysteinemia pozwolita na lokalizacj¢ reszt Lys-525, Lys-137 oraz Lys-212
jako gtéwnych miejsc modyfikacji [55, 56]. N-homcysteinylacja Lys-525 w czasteczce
albuminy moze stuzy¢ jako wskaznik poziomu Hcy we krwi oraz N-Hcy-bialek.
Pacjenci z mutacja w genie CBS maja wyzszy poziom N-homocysteinylacji Lys-525,
w poréwnaniu do pacjentdw kontrolnych. Jest to takze zwiazane z wyzszym poziomem
Hcy oraz N-Hcy bialek w tej grupie [57].

N-homocysteinylacja albuminy pociaga za soba powazne konsekwencje. Paoli
1 wsp.wykazali, ze N-Hcy-albumina bydlgca zdolna jest do agregacji, a wytworzone
agregaty sa toksyczne, co wykazano na mysich komoérkach $rédblonka. Agregaty
N-Hcy-albuminy z czasem podlegaja reorganizacji strukturalnej tworzac fibrylle

1 stuktury amylodialne. Doniesienia te, moga po czgSci wyjasni¢ negatywne skutki
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hiperhomocysteinemii w organizmie cztowieka, takie jak rozwéj odpowiedzi zapalnej,
nieprawidlowe funkcjonowanie komorek a takze ich smier¢ [58].

N-Hcy-albumina powoduje takze zmiany w funkcjonowaniu komoérek
srodbtonka. N-Hcy-albumina dodana do medium hodowlanego, powodowata wzrost
adhezji monocytéow do warstwy komoérek srédbtonka. Jednoczesnie komorki te
charakteryzowaty si¢ nadekspresja genéw bialek adhezyjnych VCAMI (ang. vascular
cell adhesion molecule 1)1 ICAMI (ang. intracellular adhesion molecule 1), ktéra byta
zalezna od czasu inkubacji i stgzenia N-Hcy-albuminy. Wzrost poziomu mRNA dla
tych genéw skutkowal réwniez wzrostem poziomu ich produktéw biatkowych.
Czasteczki te uczestnicza w przekazywaniu 1 wzmacnianiu sygnatu o istniejacym stanie
zapalnym. Przedluzajacy si¢ stan zapalny w obrgbie naczyn krwiono$nych prowadzi
z czasem do rozwoju zmian miazdzycowych. Ponadto inkubacja komoérek
z N-Hcy-albuming spowodowata wzrost ekspresji genéw zwiazanych z mechanizmem
remodelowania naczyn krwionos$nych (ang. vascular remodeling): ADAMI17 (ang.
a disintegrin and metalloprotease domain 17), MCPI (ang. monocyte chemoattractant
protein), Hsp60 (ang. heat shock protein). Proces ten jest charakterystyczny dla
nadci$nienia t¢tniczego, czy miazdzycy [59] .

Fibrynogen jest gtéwnym biatkiem bioracym udzial w procesie krzepnigcia
krwi. Proces ten polega na przeksztalceniu rozpuszczalnego fibrynogenu
w nierozpuszczalna sie¢ fibryny pod wptywem trombiny. Rozpuszczanie skrzepéw
fibryny (fibrynoliza) jest niezbgdne podczas gojenia si¢ ran, a takze jako mechanizm
obronny organizmu przed powstawaniem wewnatrznaczyniowych zakrzepow,
mogacych sta¢ si¢ przyczyna zakrzepicy zylnej. Do inicjacji fibrynolizy niezb¢dnym
etapem jest przeksztalcenie plazminogenu w aktywne proteolitycznie biatko - plazming.
Proces ten moze zachodzi¢ przy pomocy osoczowych (kalikreina) lub tkankowych
czynnikow, takich jak tkankowy aktywator plazminogenu (tPA) oraz aktywator
plazminogenu typu urokinazy (uPA). Powstanie plazminy z nieaktywnego prekursora
plazminogenu, warunkowane jest hydroliza wiazania peptydowego pomigdzy argining
560, a waling 561. Dwa powstale w ten sposéb tancuchy potaczone sa mostkiem
dwusiarczkowym 1 taka czasteczka ma witasciwosci katalityczne. W poblizu N-konca
plazminy znajduja si¢ obszary bogate w reszty lizyny, ktére warunkuja powinowactwo
do fibryny [27]. Fibrynogen tatwo ulega N-homocysteinylacji in vitro [48].
Modyfikacja ta powoduje zmiany strukturalne w biatku. Struktura skrzepu fibrynowego

powstatego z N-Hcy-fibryny jest bardziej zwarta, a co za tym idzie jest on mniej
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przepuszczalny dla czynnikéw fibrynolitycznych. Reszty Lys znajduja si¢ réwniez
w miejscu wigzania si¢ tPA i plazminogenu, gdzie zachodzi hydroliza plazminy, co
tlumaczy zwigkszona odpornoscia N-Hcy-fibryny na fibrynolize [60]. Wyniki
eksperymentéw przeprowadzonych in vivo dowodza, ze N-homocysteinylacja zaburza
biologiczng funkcj¢ fibrynogenu, powodujac zmiany w strukturze skrzepu fibrynowego.
Zmiany te skutkuja mniejsza podatnoscia N-Hcy-fibryny na fibrynolizg, zaréwno
u pacjentéw zdrowych, jak i z zaawansowanymi zmianami miazdzycowymi [61].
Obecnos¢ N-Hcy-fibrynogenu mozna réwniez zauwazy¢ we Kkrwi pacjentow
z hiperhomocysteinemia. Fakt, Zze posiada on wlasciwosci prozakrzepowe, moze
tlhumaczy¢ zwigkszone ryzyko rozwoju zakrzepicy, obserwowane w tej grupie
badawczej [21]. Tiolakton homocysteiny moze rowniez zaburza¢ proces krzepnigcia
krwi, poprzez zwigkszona adhezj¢ trombiny i aktywowanych ptytek krwi do kolagenu
1 fibrynogenu. Zmiany te sa wprost proporcjonalnie do stgzenia HTL [62].

Lipoproteiny sa to kompleksy sktadajace sig z estrow cholesterolu, triglicerydow
oraz polarnej powloki zawierajacej fosfolipidy, wolny cholesterol oraz bialka
(apolipoproteiny), ktére uczestnicza w transporcie i metabolizmie lipidow. Lipoproteiny
o wysokiej gestosci (HDL, ang. high denstity lipoprotein) pelnia gtéwna rolg
w mechanizmie obronnym przeciwko rozwojowi zmian miazdzycowych w naczyniach
krwiono$nych. Pelnia one funkcj¢ antyoksydacyjna, a takze biora udziat w transporcie
zwrotnym cholesterolu, czyli transporcie z komorek tkanek obwodowych do watroby,
gdzie dochodzi do jego eliminacji na drodze syntezy kwasoéw zotciowych. Natomiast
frakcja cholesterolu LDL (ang. low density lipoprotein) odpowiada za transport
cholesterolu do komoérek w celu regeneracji. Tiolakton homocysteiny, poprzez
N-homocysteinylacje = moze  réwniez  zaburza¢  metabolizm  lipoprotein.
N-homocysteinylacja biatkowej komponenty LDL, ApoB100 powoduje zwigkszona
podatnos¢ czasteczek LDL na agregacje, a takze zwigkszone pobieranie N-Hcy-LDL
przez makrofagi, co wskazuje na zwigkszenie jego wlasciwosci prozapalnych [S1].
Czasteczki N-Hcy-LDL powoduja réwniez zmiany w funkcjonowaniu komorek
srodbtonka: zwigkszaja stres oksydacyjny a takze powoduja apoptoze komorek, ktéra
moze by¢ spowodowana uposledzeniem wymiany jonowej przez membrang. Inkubacja
komérek srodbtonka z N-Hcey-LDL wywotuje bowiem uposledzenie aktywnosci
komérkowej ATPazy sodowo-potasowej, enzymu odpowiedzialnego za utrzymanie
homeostazy jonowej w komoérce. Innym negatywnym skutkiem wywotywanym przez

N-Hcy-LDL jest zwigkszenie stezenia jonéw Ca** w cytoplazmie komérek. Wykazano
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rowniez korelacj¢ wewnatrzkomérkowego stgzenia jondw wapnia z poziomem
anionorodnika nadnitrylowego, co jest oznaka stresu oksydacyjnego, z czym zwiazany
jest réwniez spadek stezenia tlenku azotu [63].

N-homocysteinylacja biatkowej komponenty lipoprotein o wysokiej gestosci,
powoduje przylaczenie duzej liczby grup —SH, juz po 10 minutach inkubacji z HTL.
Modyfikacja ta nie skutkuje jednak zwigkszona podatnoscia na uszkodzenia
oksydacyjne. N-homocysteinylacja powoduje natomiast obnizenie aktywnos$ci
paraoksonazy (PON), enzymu zwiazanego z czasteczka HDL, zaangazowanego
w detoksyfikacje fosforanow organicznych (PON oméwiona w rozdziale 1.7.1). Zmiany
te moga by¢ wynikiem zmian konformacyjnych zwiazanych z przylaczeniem grup
tiolowych do czasteczki HDL. Modyfikacje biatkowej komponenty tej czasteczki moga
rowniez wptywa¢ na interakcje z warstwa fosfolipidowa, a takze na interakcje
pomigdzy czasteczka HDL a PON. Paraoksonaza jest enzymem wykazujacym
naturalnie, osobnicze réznice w swojej aktywnosci, co wiaze si¢ z podatnoscia HDL na
modyfikacj¢ przez HTL. Wykazano bowiem, ze frakcja HDL wyizolowana
z normolipemicznych surowic charakteryzujacych si¢ nizsza aktywnoscia PON byta
bardziej podatna na przylaczanie grup tiolowych. Natomiast wyzsza aktywnos¢ PON

chronita HDL przed N-homocysteinylacja [64].

1.6. Odpowiedz autoimmunologiczna przeciw N-homocysteinylowanym biatkom

Oprécz  negatywnych skutkow N-homocysteinylacji  biatek opisanych
w poprzednim rozdziale, modyfikacja biatek tiolaktonem homocysteiny pociaga za soba
rowniez inne konsekwencje. N-Hcy-biatka moga by¢ rozpoznawane przez organizm
jako antygen i zdolne sa do wywolywania odpowiedzi autoimmunologicznej.
Przeciwciata przeciwko N-Hcy-bialkom obecne sa we krwi zaréwno zwierzat, jak
1 ludzi z podwyzszonym poziomem homocysteiny [52, 65]. Przeciwciala te specyficznie
rozpoznaja epitop N-Hcy-Lys. Wyniki doswiadczen testéw immunoenzymatycznych
(ELISA) dowodza, ze N-Hcy-albumina, N-Hcy-hemoglobina oraz N-Hcy-transferyna sa
efektywnymi kompetytorami, podczas gdy natywne odpowiedniki N-Hcy-bialek nie
konkuruja o miejsce wiazania do przeciwciata. N-Hcy-biatka z zablokowana grupa

tiolowa przy pomocy jodoacetamidu rowniez nie sa dobrymi kompetytorami. Wskazuje
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to, ze grupa tiolowa przylaczona przez wiazanie amidowe do czasteczki bialtka jest
istotna dla rozpoznawania przez przeciwciato [65].

Poziom przeciwciat przeciwko N-Hcy-biatkom jest skorelowany dodatnio
z poziomem N-Hcy-bialek jak i homocysteiny we krwi, ale nie z poziomem metioniny
czy cysteiny. Zaproponowano, ze przeciwciata te moga stuzy¢ jako czuty i specyficzny
marker do monitorowania poziomu N-Hcy-bialek w tkankach [42]. PodwyZszone miano
przeciwciat wykazano u mezczyzn z choroba wiencowa w poréwnaniu do zdrowych
mezczyzn [65, 66]. Podwyzszony poziom przeciwcial o okoto 50% zaobserwowano
rowniez u megzczyzn po udarze moézgu [65]. W obu przypadkach u kobiet poziom
przeciwciatl przeciwko N-Hcy-biatkom byt nizszy niz u mezczyzn. Jest to zwiazane
z nizszym poziomem Hcy we krwi kobiet objetych badaniem. Podwyzszony poziom
przeciwciat przeciwko N-Hcy-albuminie oraz N-Hcy-hemoglobinie zaobserwowano
rowniez u pacjentdw poddawanych dializowaniu przez dtugi okres czasu, u ktérych
wystgpowata tagodna hiperhomocysteinemia. Ponadto obecno$¢ przeciwcial korelowata
z wystepowaniem stresu oksydacyjnego. U tych pacjentéw wykazano podwyzszony
poziom 8-izoprostaglandyny F,, (8-1Z0-PG F,,), czulego markera stresu
oksydacyjnego [67].

Przeciwciata przeciwko N-Hcy-biatkkom moga mie¢ réwniez zwiazek
z rozwojem miazdzycy. N-homocysteinylacji moga ulega¢ biatka zaréwno wewnatrz-
jak i1 zewnatrzkomérkowe. Przylaczenie grup tiolowych do bialek powierzchniowych
komoérek sroédbtonka moze by¢ immunogenne, wywotujac odpowiedZz ze strony
organizmu. Wytworzenie  kompleksow  N-Hcy-biatko-przeciwcialo  (antygen-
przeciwciato) moze by¢ sygnatem dla makrofagéw do ich pochtonigcia przez receptor
Fc, powodujac uszkodzenie $ciany naczynia krwionos$nego. Jesli obecnosé
N-Hcy-bialek na powierzchni komoérek srédbtonka, bedzie si¢ utrzymywaé przez
dluzszy czas (dtugotrwata hiperhomocysteinemia), wywotujac miejscowy stan zapalny,

doprowadzi to z czasem do powstania blaszki miazdzycowej [68].

1.7. Mechanizmy eliminacji tiolaktonu homocysteiny

Podwyzszony poziom homocysteiny, a takze jej metabolitow (HTL oraz
N-Hcy-bialek) pociaga za soba bardzo powazne konsekwencje dla organizmu. Ich

wplyw na organizmy zywe, zarOwno prokariotyczne jak i eukariotyczne byt
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przedmiotem badan wielu zespotéw. Wyniki tych badan jednoznacznie wskazuja na
wysoka toksyczno$¢ HTL oraz N-Hcy-bialek. Dlatego tez, organizmy zywe musiaty
wyksztatci¢ mechanizmy chroniace przed ich negatywnym wptywem. Mechanizmy te
moga zapobiega¢ tworzeniu si¢ HTL, jak i jego detoksykacji. Wewnatrzkomoérkowa
transmetylacja Hcy do metioniny czy transsulfuryjacja do cysteiny (omoéwione
w rozdziale 1.1), a takze wiazanie Hcy z czasteczka albuminy (albumina-S-S-Hcy) [55]
to mechanizmy zapobiegajace powstawaniu HTL. Znane sa réwniez enzymatyczne jak
i nieenzymatyczne mechanizmy detoksyfikacji HTL, w ktére zaangazowane sa
paraoksonaza, hydrolaza bleomoycyny oraz wydalanie tiolaktonu homocysteiny

Z moczem.

1.7.1. Wydalanie tiolaktonu homocysteiny z moczem

Stgzenie tiolaktonu homocysteiny u pacjentdw z hiperhomocysteinemia jest
duzo nizsze, niz wynikaloby to z wczesniejszych badan nad metabolizmem Hcy na
modelu komérkowym [47]. Jedna z podstawowych metod eliminacji tiolaktonu
homocysteiny z ludzkiego organizmu jest wydalanie z moczem. Zawiera on okoto 100
razy wigcej HTL niz krew. HTL obecny w moczu stanowi znacznie wigksza pulg
homocysteiny (2,5 do 28%), niz HTL w surowicy krwi (<0,002% do 0,29%). W oparciu
o wspotczynnik przesaczania kigbuszkowego (GFR, ang. glomerular filtration rate)
obliczono, ze powyzej 95% HTL z krwi ulega przesaczeniu w kigbuszkach nerkowych
do moczu, a tylko 0,3 - 3,8% ulega resorpcji zwrotnej. Prawdopodobnym mechanizmem
utatwiajacym wydalanie HTL z moczem jest nabywanie dodatniego tadunku przez
a-aminowa grup¢ HTL, ktéry zapobiega przed resorpcja zwrotna w kanaliku
nerkowym. W krwioobiegu HTL jest neutralny (pK=7,1), podczas gdy w moczu nabiera
dodatniego tadunku w wyniku kwasnego pH moczu. Dodatni tadunek o-aminowe;j
grupy HTL, sprawia, ze wykazuje on duzo wigksze powinowactwo do ujemnie
naladowanej btony filtracyjnej kigbuszkéw nerkowych, co powoduje, ze mozliwe jest
jego wydajne wydzielanie przez kanaliki nerkowe do moczu ostatecznego. Negatywna
korelacja pomigdzy wartoscia pH a stezeniem HTL w moczu potwierdza t¢ hipotezeg.
Wydalanie HTL z moczem pozwala na jego wydajna eliminacje z krwioobiegu
1 zapobieganie negatywnym skutkom jego obecnosci, takim jak N-homocysteinylacja

biatek [69].
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1.7.2. Paraoksonazal

Detoksykacja tiolaktonu homocysteiny mozliwa jest réwniez na drodze
enzymatycznej. Jednym ze znanych enzyméw uczestniczacych w hydrolizie HTL
(aktywnosc HTazy) jest wystepujaca w krwioobiegu paraoksonaza 1, zwiazana z frakcja
HDL. Jest to biatko o masie czasteczkowej 45 kDa, ktérego aktywnos$¢ zalezna jest od
jonéw wapnia. Wykazano, ze aktywnos$¢ tiolaktonazowa PONI jest selektywna wobec
tiolaktonu  L-homocysteiny [70]. Pierwsze doniesienia o  wlasciwos$ciach
hydrolitycznych HTL pochodza z eksperymentéw z uzyciem kultur komoérkowych.
Jednak woéwczas nie znano jeszcze aktywnosci HTazowej PON1, poniewaz do tej pory,
enzym ten byl znany wylacznie z wilasciwosci detoksyfikacyjnych fosforanow
organicznych. Dodatek fizjologicznych stezen HDL do medium hodowlanego,
powodowat obnizenie stgzenia HTL i N-Hcy-biatek w komoérkach srédbtonka [47].

Aktywno$¢ enzymatyczna paraoksonazy/tiolaktonazy u ludzi determinowana
jest przez naturalnie wystgpujaca zmienno$¢ genetyczna. W obregbie sekwencji
promotora genu PONI cztowieka zidentyfikowano trzy polimorfizmy, ktére wptywaja
na aktywno$¢ HTazowa enzymu. Polimorfizm sekwencji promotorowej wystepuje
w pozycji -107 (C lub T), -824 (A lub G) oraz -907 (C lub T). Tylko dwa warianty,
sposrod wymienionych polimorfizméw wptywaja na zwigkszona aktywnosc
transkrypcyjna promotora PONI. Cytozyna w pozycji — 107 powoduje zwigkszenie
aktywnosci trakskrypcyjnej 2 razy, natomiast A w pozycji — 824 okoto 1,7 razy.
Polimorfizm regionu paromotorowego PONI ma réwniez wplyw na stgzenie biatka
w surowicy krwi 1 jego aktywno$¢ enzymatyczng. Obecno$¢ w sekwencji
nukleotydowej tyminy w pozycji -107, guaniny -824 oraz cytozyny w pozycji -907 jest
zwiagzana z nizsza aktywno$cia enzymatyczna, natomiast wyst¢powanie cytozyny
w pozycji -107, adeniny w pozycji -824, a takze guaniny w pozycji — 907 skorelowane
jest ze zwigkszonym stgzeniem i aktywno$cia enzymu w surowicy [71]. Mutacje
w obregbie sekwencji kodujacej genu PONI maja réwniez wplyw na aktywno$¢
enzymatyczng biatka. Zidentyfikowano substytucje, ktére skutkuja zamiana
aminokwaséw w pozycji 55 i 192 sekwencji biatka. Leucyna w pozycji 55 i arginina
w pozycji 192 zwiazane sa z wyzsza aktywnos$cia tiolaktonazowa, podczas gdy
obecnos¢ metioniny w pozycji 55 1 glutaminy w pozycji 192 zwigzane sa z mniejsza
aktywnos$cia enzymatyczng. W surowicy oséb o genotypie zwiazanym z Wyzsza

aktywnos$cia enzymatyczna PONI1, hydroliza HTL zachodzi znacznie szybciej,
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w poréwnaniu z osobami o mniej korzystnym genotypie pod wzgledem aktywnoSci
enzymu, co skutkowato wigksza akumulacja Hcy 1 mniejsza zawartoscia N-Hcy-biatek
w badanych prébkach [72]. Roéwniez u pacjentéw, u ktérych hiperhomocysteinemia
wystgpowata na skutek mutacji w genie CBS, wigksza aktywnos¢ HTazowa
skorelowana byta z mniejszym poziomem N-Hcy-bialek w surowicy krwi [73].
Wiasciwosci antymiazdzycowe PON1 potwierdzono réwniez u myszy. Transgeniczne
myszy wykazujace zwigkszona aktywnos$¢ paraoksonazy, bedace na wysokottuszczowej
diecie miaty o 60% mniejsze zmiany miazdzycowe w porOwnaniu z myszami typu
dzikiego. Zaobserwowano réwniez zmniejszenie ekspresji Mcpl u transgenicznych
myszy, ktéry jest jednym ze wskaznikéw uszkodzenia oksydacyjnego frakcji LDL
i petni gtéwna role w aktywacji monocytéw [74].

Wyniki tych badan wskazuja, ze paraoksonaza/tiolaktonaza chroni przed
uszkodzeniem biatek na skutek N-homocystenylacji, ktérych akumulacja prowadzi do
rozwoju stanu zapalnego, co w konsekwencji moze skutkowa¢ rozwojem choréb uktadu
krazenia. Aktywnos$¢ tiolaktonazowa PON1 ttumaczy rowniez wtasciwosci frakcji HDL

chroniace organizm przed rozwojem miazdzycy.

1.7.3. Hydrolaza bleomycyny

Paraoksonaza jest enzymem zewnatrzkomérkowym, dlatego tez komorki
wyksztalcily inny mechanizm chroniacy przed negatywnymi skutkami konwersji Hcy
do HTL. Wewnatrzkomérkowym enzymem, zdolnym do hydrolizy HTL jest hydrolaza
bleomycyny (BLH). Jest to proteza cysteinowa, ktérej nazwa pochodzi od zdolnosci do
deaminacji leku przeciwnowotworowego - bleomycyny.

Ekspresja genu BLH jest zar6wno tkankowo, jak i komdrkowo specyficzna.
Najwiecej mRNA hydrolazy bleomycyny wystepuje w jadrach, mig$niach
szkieletowych i trzustce, a takze w nowotworowych liniach komérkowych takich jak
HelLa czy HL-60. Nie zidentyfikowano obecno$ci tego enzymu w komorkach
srodbtonka naczyn krwiono$nych, co wiaze si¢ z ich zwigkszona podatno$cia na
toksyczny wptyw homocysteiny. Enzym ten wystepuje nie tylko u ludzi;
zidentyfikowano go réwniez u drozdzy [75] i1 ssakéw [76]. Zaréwno drozdzowa, jak
1ludzka BLH wykazuja specyficznos¢ substratowa w stosunku do tiolaktonu L-Hcy.

Stereoizomer D nie jest hydrolizowany przez zaden z enzymdéw. Ponadto hydrolaza
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bleomycyny duzo wydajniej hydrolizuje tiolakton homocysteiny niz paraoksonazal.
Aktywnos¢ tiolaktonazowa BLH jest okoto 100 razy wyzsza, niz zewnatrzkomdrkowej
PONI1. Wykazano, ze takze u drozdzy petni od funkcj¢ ochronna przed toksycznym
wptywem HTL na komérki. Drozdze, pozbawione aktywnosci tiolaktonazowej/BLH
miaty spowolniony wzrost w obecnosci Hcy w pozywce hodowlanej. Dodatek 10 mM
Hcy powodowat réwniez obnizenie zywotnosci drozdzy [75]. Myszy z mutacja genu
Blmh, u ktérych hiperhomocysteinemi¢ wywotano przy pomocy wysokometioninowej
diety wydalaly z moczem wigcej HTL, niz myszy z aktywnym genem Blmh. Ponadto
akumulacja tiolaktonu homocysteiny zachodzita w moézgach, jak 1 nerkach
zmutowanych myszy. Roéwniez metabolizm HTL byl mniej wydajny u myszy
pozbawionych enzymu, w poréwnaniu do myszy z aktywnym genem Blmh. Hydrolaza
bleomycyny pelni réwniez wazna funkcje ochronng przeciwko neurotoksycznym
wlasciwosciom HTL. Mutacja genu Blmh spowodowata wystapienie napadow
padaczkowych u myszy 30 - 60 min po dootrzewnowym wstrzyknigciu HTL [77].
Funkcja hydrolazy bleomycyny zwiazana jest réwniez z rozwojem choroby
Alzheimera. Analiza post mortem aktywnosci enzymatycznej BLH w ekstraktach
pobranych z mézgéw pacjentdw z choroba Alzheimera wykazata, spadek aktywnosci

aminopeptydazowej jak i tiolaktonazowej BLH [78].

1.8. Mechanizmy regulacji ekspresji genow

Centralny dogmat biologii molekularnej wyjasniat jednokierunkowy przeptyw
informacji genetycznej w organizmach zywych, od DNA jako nosnika informacji
genetycznej, poprzez RNA stanowigcego matrycg dla bialek, do bialek bedacych
produktem koncowym ekspresji genéw. Dzi$ wiemy, ze réwnie wazna funkcj¢ pelnia
takze mechanizmy regulatorowe, ktére decyduja o tym kiedy i jaki gen zostaje
,wlaczony” czy ,wylaczony”. Odkrycie niekodujacych RNA (ncRNA) pozwolito
uzupetni¢ nasze pojecie o przeptywie informacji genetycznej. Dowiedziono, ze zardwno
ncRNA jak i biatka moga regulowaé ekspresje genéw (rysunek 5). Innym, réwnie
waznym mechanizmem regulacji ekspresji informacji genetycznej sa epigenetyczne
modyfikacje DNA 1 bialek histonowych. Dzigki nim mozliwe sa dynamiczne zmiany
struktury chromatyny, przez co jest ona bardziej lub mniej dostgpna dla czynnikéw

transkrypcyjnych.
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Rysunek 5. Schemat przeptywu informacji genetycznej uwzgledniajacy role niekodujqcych RNA [79].

1.8.1. mikroRNA

MikroRNA (miRNA) to krétkie, okoto 21-nukleotydowe, niekodujace RNA,
ktore sa zdolne do potranslacyjnej regulacji ekspresji gendéw. Szacuje sig, ze u ssakow
miRNA kontroluja ekspresj¢ okoto 50% genéw kodujacych biatka. Regulacja ta polega
na parowaniu miRNA z docelowym mRNA. U ssakéw jest to z reguty nie w petni
komplementarne parowanie w rejonie 3’UTR (ang. untranslated region) mRNA
z nukleotydami w pozycji 2 - 8 na koncu 5° miRNA (ang. seed region). Wigkszos¢
miejsc wigzania miRNA zlokalizowanych jest w rejonie 3’UTR docelowych mRNA,
jednak u zwierzat miejsca wiazania moga znajdowac¢ si¢ roéwniez w rejonie 5’UTR,
a takze w sekwencji kodujacej genu. Co wigcej parowanie miRNA w obrg¢bie regionu 5’
UTR powoduje raczej aktywacjg translacji docelowego mRNA, niz jej zahamowanie
[80].

Biogeneza miRNA w komdrce zaczyna si¢ od ich syntezy w jadrze przez
polimeraze II lub III RNA, w postaci dtugich transkryptéw (pri-miRNA), tworzacych
strukture spinki do wiloséw (ang. harpin), ktére na koncu 5’ maja pozycji siddme;j
metylowana guanozyn¢ (ang.cap) oraz sekwencj¢ poli(A) na koncu 3’. (rysunek 6.)
Dalsza obrébka pri-miRNA odbywa si¢ przy udziale enzyméw nalezacych do rodziny
RNaz III: Drosha i Dicer. Enzym Drosha tworzy kompleks z biatkiem wiazacym
dwuniciowe RNA DGCRS, ktéry zdolny jest do hydrolizy pri-miRNA, do okoto
70-nukleotydowych pre-miRNA o strukturze spinki do wtoséw. Pre-miRNA sa
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nastgpnie transportowane do cytoplazmy przez eksportyng 5. Tam sa one substratem dla
endonukleazy Dicer, ktéra hydrolizuje je do okoto 21 nukleotydowych dwuniciowych
miRNA. Nastepnie jedna z nici dupleksu zwana nicia wiodaca (ang. guide strand)
wlaczana jest do rybonukleoproteinowego kompleksu miRISC (ang. miRNA-induced
silencing complex), podczas gdy druga z nici (miRNA*) (ang. passenger strand) ulega
degradacji. O tym, ktéra z nici dupleksu miRNA/miRNA* zostanie skierowana na
droge degradacji decyduje stabilno$¢ termodynamiczna jego koncéw. Do kompleksu
miRISC zostaje wlaczona ta z nici, ktérej koniec 5’ jest stabiej zaangazowany
w wigzania typu Watson-Crick z druga nicia dupleksu [81]. Najlepiej
scharakteryzowanymi sktadnikami kompleksu miRISC sa biatka z rodziny Argonaute
(Ago) oraz GW182 (ang. glycine-tryptophan repeat-containing protein of 182kDa).
U ssakéw znane sa cztery biatka Ago (Agol - Ago4), jednak to Ago2 decyduje

o aktywnosci nukleazowej kompleksu RISC, poniewaz posiada ono domeng

o aktywnosci RNazy H (domena PIWI).
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Znane sa dwa mechanizmy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendw,
w ktorych uczestnicza miRNA: degradacji mRNA oraz hamowania translacji
i deadenylacji. Wybér jednego z tych mechanizméw zalezy od komplementarnosci
sekwencji miRNA do sekwencji docelowej mRNA. Jesli parowanie od 2 do 8
nukleotydu od kofca 5° miRNA jest catkowite lub niemal catkowite dochodzi do
przecigeia sekwencji docelowe] mRNA, a miRNA pozostaje niezmieniony 1 moze brac¢
dalej udziat w rozpoznawaniu i degradacji kolejnych mRNA. Jesli natomiast parowanie
miRNA z sekwencja docelowa nie jest kompletne dochodzi do zahamowania translacji
i/lub deadenylacji docelowego mRNA. Deadenylacja zachodzi z udzialem biatka
GW182, ktérego koniec aminowy oddziatuje z biatkiem Ago, podczas gdy koniec
karboksylowy oddziatuje z biatkiem wiazacym sekwencj¢ poli(A) (PABP) i angazuje
deadenylazy CCR4 i CAFI1. Nie wiadomo doktadnie na czym polega mechanizm
zahamowania translacji. mRNA, ktérego ekspresja zostala zahamowana zostaje

skierowany do ciatek P (ang. P bodies) [80, 81].

1.8.2. Epigenetyczna regulacja ekspresji genow

Epigenetyka jest nauka zajmujaca si¢ dziedzicznymi zmianami w ekspresji
genoéw, ktore nie sa spowodowane zmianami w sekwencji DNA. Zmiany te
spowodowane sa rearanzacja struktury chromatyny, na skutek modyfikacji jej
sktadnikow DNA i/lub biatek histonowych. Modyfikacje te stanowia sygnat dla biatek
odpowiedzialnych za przebudowe chromatyny, co prowadzi do jej wigkszej lub
mniejszej kondensacji, a co za tym idzie zmniejszonej lub zwigkszonej ekspresji gendw.
Mechanizmy epigenetyczne moga rézni¢ si¢ pomig¢dzy osobnikami czy tkankami,
a takze zmienia¢ si¢ w czasie np. podczas wzrostu czy starzenia si¢ organizmu, pod
wptywem czynnikOw zewnetrznych czy tez jako odpowiedz na stany chorobowe [83].

W jadrach komorek eukariotycznych DNA jest sciSle upakowany w postaci
chromatyny. Podstawowa jednostka chromatyny jest nukleosom, ktéry zbudowany jest
z biatek histonowych. Pojedynczy nukleosom zbudowany jest z fragmentu DNA
o dlugosci 147 par zasad, ktéry nawinigty jest na oktamer histonowy, zawierajacy po
dwa histony H2A, H2B, H3 i H4. Histon H1, zwany tez tacznikowym, spina strukture
rdzenia, umozliwiajac tym samym nawini¢cie DNA. Dzigki oddziatywaniom histonéw

tacznikowych z tancuchem DNA pomigdzy poszczegdlnymi nukleosomami, mozliwe
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jest  utworzenie heliakalnych struktur wyzszego rzedu, zwanych solenoidami.
Solenoidy ulegajac kolejnym zwinigciom, az do powstania chromosoméw, pozwalaja
na jeszcze wigksze upakowanie materiatu genetycznego [84, 85].

Histony sa matlymi bialkami (masa czasteczkowa ponizej 23kDa), ktére
w swojej budowie posiadaja elastyczny N-koncowy fragment wystajacy z nukleosomu,
oraz globularng C-koncowa domeng tworzaca rdzen. Dzigki duzej zawartosci
aminokwaséw zasadowych, przede wszystkim lizyny i argininy, histony zyskuja
charakter zasadowy i polikationowy. Umozliwia im to oddzialywanie z negatywnie
natadowanym tancuchem DNA lub z biatkami [84, 85].

Struktura chromatyny pelni podstawowa funkcje¢ w regulacji ekspresji informacji
genetycznej. N-koncowe ogony histonéw oddziatujac z DNA 1 sasiadujacymi
nukleosomami umozliwiaja dynamiczne zachodzenie zmian w strukturze chromatyny,
zwigkszajac lub zmniejszajac tym samym dostgpnos¢ dla czynnikéw transkrypcyjnych.
Aminokwasy takie jak arginina, lizyna, treonina i seryna wchodzace w skiad biatek
histonowych moga ulega¢ potranslacyjnym modyfikacjom takim jak acetylacja,
metylacja, fosforylacja, ADP-rybozylacja, sumoilacja i ubikwitynacja. Modyfikacje
o charakterze epigenetycznym zauwazono rowniez w nici DNA [84-86].

Acetylacja polega na przytaczeniu reszty acetylowej do g-aminowej grupy reszty
lizyny. Postuluje sig, ze modyfikacja ta przyczynia si¢ gléwnie do rozluznienia
struktury chromatyny, co sprzyja zwigkszeniu aktywno$ci transkrypcyjnej
acetylowanych regionéw, a takze zwiazana jest z naprawa DNA. Modyfikacja ta
wpltywa na zmniejszenie dodatniego tadunku biatek histonowych, co powoduje
zwigkszenie ich powinowactwa do negatywnie natadowanej nici DNA, a co za tym
idzie udostgpnienie wybranych sekwencji dla biatek regulujacych transkrypcje.
Postuluje si¢ réwniez, ze acetylacja moze zmienia¢ struktur¢ N-koncowych ogonéw
histonowych poprzez zwigkszenie zawartosci struktur a-helikalnych. Jak dotad, u ludzi
zidentyfikowano pi¢¢ klas enzymoéw z grupy acetylotransferaz. Acetylowane reszty
lizyny sluza jako miejsce wiazania biatek zawierajacych bromodomeng, motyw
strukturalny charakterystyczny dla niektérych czynnikéw transkrypcyjnych czy biatek
odpowiedzialnych za zmiany w strukturze chromatyny. Na przyklad acetylacja lizyny
16 histonu H4 w stanowi sygnat do kondensacji chromatyny in vivo [85, 87-89].

Metylacja polega na przytaczeniu grupy metylowej do lizyny badz argininy.
Lizyna ma mozliwos$¢ przytaczenia jednoczes$nie az trzech grup metylowych, podczas

gdy tylko dwie grupy metylowe moga by¢ przylaczone réwnocze$nie do argininy.
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Modyfikacja ta, w przeciwienstwie do acetylacji nie zmienia wypadkowego tadunku
biatek histonowych. Zwigkszenie ilosci grup metylowych powoduje zwigkszenie
powinowactwa histonéw do DNA obdarzonego ujemnym fadunkiem. Modyfikacji tej
podlegaja giéwnie histony H3 i H4. Metylacja zwiazana jest giéwnie z naprawa
uszkodzen w DNA oraz z regulacja aktywnosci transkrypcyjnej. Dowiedziono, ze
metylowana lizyna 4., 36. 1 79. histonu H3 stuza jako sygnal aktywacji transkrypcji,
natomiast metylacja lizyny 9., 27. i 20. histonu H3 rozpoznawane sa jako sygnal
inhibicji transkrypcji. Metylacja histonu H3 w pozycji K79 czy dimetylacja histonu H4
w pozycji K20 stuza jako miejsce rozpoznania dla biatek odpowiedzialnych za naprawg
uszkodzen w DNA [87-90].

Fosforylacja biatek histonowych zwiazana jest z regulacja transkrypcji, naprawa
uszkodzen w DNA oraz kondensacja chromatyny. Fosforylacja histonu H3 w pozycji
S10 1 S28 zwiazana jest z kondensacja chromatyny podczas mitozy, natomiast
fosforylacja histonu H3 w pozycji T3 jest niezbgdna do wlasciwego podziatu
chromosoméw podczas metafazy [87, 89, 90].

Ubikwitynacja jest modyfikacja zwiazana z aktywacja badz represja
transkrypcji, wyciszeniem aktywnosci niektérych obszaréw DNA poprzez tworzenie
heterochromatyny, a takze naprawa DNA. Przykladem moze by¢ ubikwitynacja histonu
H2A w pozycji K119, ktéra zwigzana jest z represja transkrypcji. Znane sa réwniez
doniesienia o aktywacji transkrypcji regiondw chromatyny podlegajacych tej
modyfikacji, jak na przyktad ubikwitynacja histonu H2B w pozycji K120 [87, 89].

Sumoilacja polega na przylaczeniu do aminokwasu biatka SUMO - malego
biatka stanowiacego czg$¢ ubikwityny. Modyfikacja ta przeciwdziata zar6éwno
ubikwitynacji, jak i acetylacji, a zwiazana jest z wyciszaniem genéw w komdrkach
ssaczych [85, 87].

ADP-rybozylacja polega na przytaczeniu do aminokwasu reszt cukrowych.
Zaréwno histony rdzeniowe, jak i histon tacznikowy H1 moga by¢ mono- lub
poli-ADP-rybozylowane. Wykazano, ze ADP-rybozylacja argininy i glutaminy
zwiazana jest z naprawa uszkodzen w DNA oraz z proliferacja komérek. Modyfikacja
histonu H2A w pozycji S129 oraz histonu H4 w pozycji S1 zwiazane sa z naprawa
uszkodzen w obu niciach DNA [85, 87].

W 2000 roku zaproponowano hipotez¢ kodu histonowego, ktéra wyjasnia
zwiazek potranslacyjnych modyfikacji biatek histonowych ze zmianami w strukturze

chromatyny, a co za tym idzie z regulacja ekspresji informacji genetycznej. Wedtug tej
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teorii potranslacyjne modyfikacje histonéw stanowia specyficzny wzor, ktéry wptywa
na zmiany w funkcjonowaniu DNA poprzez modyfikacj¢ struktury chromatyny. Jednak
pomimo wielu badan prowadzonych w tym zakresie, nie znaleziono dotad

uniwersalnego ,,jezyka” modyfikacji dla organizméw zywych [91, 92].

1.9. Wplyw homocysteiny na regulacj¢ ekspresji genow

Jednym z negatywnych efektéw podwyzszonego poziomu homocysteiny we
krwi jest rowniez zmiana ekspresji gendéw, ktore posrednio lub bezposrednio
zaangazowane s3 w patofizjologi¢ hiperhomocysteinemii. Jednym z mechanizméw,
przyczyniajacych si¢ do zmiany poziomu ekspresji genéw jest obnizenie metylacji
DNA, obserwowane pod wplywem homocysteiny. Homocysteina moze jednak
indukowa¢ zmiany ekspresji gendw, angazujac inne, nieznane mechanizmy. Na
podstawie danych literaturowych wiadomo, ze Hcy powoduje stres oksydacyjny,
poprzez powstawanie reaktywnych form tlenu. Moze réwniez posrednio przyczynia€ sig
do powstawania stresu oksydacyjnego, poprzez zmniejszenie ekspresji genow
kodujacych enzymy antyoksydacyjne: peroksydaze glutationu i dysmutaze
ponadtlenkowa [93, 94]. Inna konsekwencja podwyzszonego poziomu Hcy we krwi jest
stress siateczki $rdédplazmatycznej. Homocysteina powoduje wzrost ekspresji genéw
kodujacych bialka, ktérych podwyzszony poziom jest charakterystyczny dla tego stanu,
takich jak dekarboksylaza kwasu glutaminowego (GADD45, GADDI153), ATF4, YY1
[95]. Wedlug jednej z hipotez, konwersja Hcy do HTL, ktéry reagujac z biatkami
powoduje obnizenie ich aktywnosci lub catkowita utrat¢ pelnionych przez nie funkcji,
jest przyczyna obserwowanych negatywnych skutkéw hiperhomocysteinemii. Capasso i
wsp. wykazali, ze N-homocysteinylowane biatka przyczyniaja si¢ rowniez do zmiany
ekspresji gendéw. Inkubacja z N-Hcy-albuming spowodowata zwigkszona adhezje
monocytow do warstwy komorek Srédbtonka naczyn krwionosnych. Byto to zwiazane
z nadekspresja gendéw kodujacych cytokiny regulujace proces adhezji (VCAMI1, ICAM1)
oraz genéw, ktérych produkty biatkowe zwiagzane sa z procesem remodelowania naczyn
krwionosnych (ADAM17, MCP1, Hsp60) [59].

Przeptyw informacji genetycznej w komorce prowadzi od DNA, poprzez mRNA
do biatka. Dlatego tez analizy proteomiczne réwniez moga by¢ dobrym

odzwierciedleniem reakcji trankryptomu na dany czynnik. Dwukierunkowy rozdziat
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biatek wyizolowanych z komérek srédbtonka poddanych inkubacji z Hcy, pozwolit na
zidentyfikowanie bialek o odmiennej akumulacji na zelu poliakrylamidowym,
w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych. Wykazano zwigkszona akumulacj¢ biatek
zwiazanych z rozwojem miazdzycy, takie jak wimentyna, katepsyna B, czy biatko EB-1
zwiazane z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein EBI). Natomiast biatko
zwiazane z tioredoksyna (ang. thioredoxin-related protein), wykazywalo obnizona
akumulacje pod wptywem Hcy. Sadzi sig, ze biatko to ma wiasciwosi antymiazdzycowe
poprzez podtrzymywanie aktywnos$ci syntazy tlenku azotu [96]. Hiperhomocysteinemia
moze by¢ wywotana dieta wysokometioninowa, jak réwniez moze by¢ skutkiem
mutacji genéw kodujacych enzymy zaangazowane w metabolizm Hcy, takich jak CBS
czy MTHFR. Jednakze hiperhomocysteinemia spowodowana przez mutacje genetyczne
powoduje inne skutki dla organizmu, niz hiperhomocysteinemia indukowana dieta
wysokometioninowa. Jak wynika z badan przeprowadzonych przez zespét DiBello,
myszy z wyciszonym genem Cbs wykazywaly odmienna odpowiedz organizmu na
podwyzszony poziom Hcy, w poréwnaniu do tych, u ktérych hiperhomocysteinemia
wywolana zostala poprzez zwigkszona zawartos¢ metioniny w diecie. U myszy
bedacych na diecie wysoko metioninowej wykazano podwyzszong akumulacj¢ biatek
zaangazowanych w metabolizm azotu i1 mocznika, a takze biatek zwiazanych
z odpowiedzia na stres oksydacyjny. Myszy z wyciszonym genem Cbs wykazywaly
obnizony poziom arginazy 1 (ARG1) oraz podniesiony poziom tlenku azotu (NO), co
moze wskazywac¢ na wczesne uszkodzenie watroby. Oba rodzaje hiperhomocysteinemii

powodowaty zwigkszenie poziomu hydrolazy S-adenozylo-homocysteiny (SAHH) [16].

1.9.1. Homocysteina a regulacja ekspresji genéw za pomoca miRNA

7. danych literaturowych wiadomo, ze miRNA ulegaja wysokiej ekspresji
w ukladzie sercowo-naczyniowym. Biora one udziat w regulacji proceséw
komérkowych takich jak réznicowanie, wzrost czy apoptoza. Przy pomocy
eksperymentéw z uzyciem enzyméw kluczowych dla powstawania miRNA (Dicer
i Drosha) wykazano, iz czasteczki te petnia gtéwne funkcje w regulacji takich procesow
jak angiogeneza, proliferacja komoérek czy procesy zapalne w obrgbie naczyn
krwiono$nych. Zaburzenia w funkcjonowaniu miRNA moga prowadzi¢ do powstania

stanbw chorobowych [97-102]. Profil ekspresji miRNA w S$cianach naczyh
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krwiono$nych z rozwini¢tymi zmianami miazdzycowymi znacznie rézni si¢ od profilu
ekspresji miRNA zdrowych naczyniach [103]. Takze u pacjentéw po przebytym zawale
wykazano zmiany w ekspresji genow kodujacych miRNA. Pacjenci ci mieli znacznie
podwyzszony poziom miR-423-5p, miR-320a, miR-22 oraz miR-92b w poréwnaniu do
osOb zdrowych [104]. Podwyzszony poziom Hcy ma réwniez wpltyw na regulacjg
ekspresji genow przy pomocy miRNA. Wykazano, ze hiperhomocysteinemia powoduje
wzrost ekspresji genu kodujacego biatko Dicer w mysich kardiomiocytach, a takze
zmienia profil ekspresji genéw kodujacych miRNA. Wyrazne obnizenie poziomu
miR-188 pod wptywem Hcy, sugeruje zaangazowanie miRNA w procesy zwiazane

z patofizjologicznym wptywem Hcy [105].

1.9.2. Homocysteina a epigenetyczna regulacja ekspresji genow

Metabolizm homocysteiny w komédrkach zwiazany jest rowniez z epigenetyczng
regulacja ekspresji genéw za pomoca metylacji DNA. W komoérkach metionina
przeksztatcana jest do S-adenozylo-metioniny, ktéra jest donorem grupy metylowej do
reakcji metylacji. S-adenozylo-homocysteina, ktéra powstaje jako produkt uboczny tej
reakcji, ma zdolno$¢ inhibicji aktywnosci SAM-zaleznych metylotransferaz DNA.
Hiperhomocysteinemia u szczurow spowodowana wysokometioninowa dieta
spowodowata obnizenie st¢zenia SAM oraz wzrost st¢zenia SAH [106]. Zaburzony
stosunek SAM/SAH zaobserwowano réwniez u myszy z hiperhomocysteinemia
spowodowang mutacja w genie Mthfr [19]. Dzigki badaniom prowadzonym na liniach
komérkowych  [83], zwierzgtach [106] 1 ludziach [107] wykazano, ze
hiperhomocysteinemia prowadzi do inhibicji metylacji genomowego DNA, powodujac
zmiany we wzorze metylacji w regionach promotorowych. U myszy
z hiperhomocysteinemia poziom SAH byt skorelowany z tkankowo specyficznymi
zmianami poziomu metylacji genu H19 w watrobie, nerkach i mézgu [107]. Na
podstawie wynikéw eksperymentéw przeprowadzonych na komoérkach srédbtonka
naczyn krwiono$nych wykazano, ze Hcy przyczynia si¢ do zmiany stopnia metylacji
sekwencji promotora genu DDAH2 [33], czy FGF2 kodujacego czynnik wzrostu
fibroblastow (ang. fibroblast growth factor-2) [108]. Natomiast u pacjentéw
z chorobami nerek odnotowano 50% spadek aktywnoS$ci metylotransferaz DNA, przy

podwyzszonym poziomie SAH. Zbadano réwniez zwiazek hipometylacji pod wptywem
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Hcy z powstawaniem zmian miazdzycowych. Podwyzszony poziom SAH hamuje
metylacj¢ biatka p2lras, ktére przekazuje sygnaly zwiazane ze wzrostem,
r6znicowaniem i przezywalnoscia komorek. Obnizenie poziomu metylacji genu
kodujacego to biatko skutkuje zmniejszeniem syntezy DNA, co w konsekwencji
prowadzi do zahamowania proliferacji komoérek $rédblonka i1 hamuje odbudowe
zniszczonej Sciany naczyn krwionosnych. Wysokie stgzenie Hcy jest rOwniez zwiazane
z remodelowaniem chromatyny i inhibicja aktywnos$ci metylotransferazy I DNA w tych

komoérkach [109, 110].
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2. Cel pracy

Podwyzszony poziom homocysteiny we krwi, wywiera niekorzystny wptyw na
organizm cztowieka. Postuluje sig¢, ze homocysteina angazuje wiele mechanizméw
(omoéwione szczegdlowo w rozdziatach 1.2. - 1.6.) prowadzacych w konsekwencji do
rozwoju zmian miazdzycowych, ktére z czasem nasilaja si¢. Jednakze molekularny
mechanizm, lezacy u podstaw patofizjologii hiperhomocysteinemii nie jest do konca
poznany. Do tej pory nie przeanalizowano globalnej odpowiedzi transkryptomu
ludzkiego na podwyzszony poziom Hcy oraz jej metabolitow (HTL oraz
N-Hcy-biatek) oraz mechanizméw regulujacych ekspresje genéw cztowieka, ktére sa
zaangazowane w t¢ odpowiedZz. Aby pozna¢ rolg¢ metabolitow homocysteiny
w patofizjologii hiperhomocysteinemii oraz uzyska¢ wglad w molekularne
mechanizmy, badatam zmiany w ekspresji genéw wywotane przez homocysteing,
tiolakton homocysteiny a takze N-Hcy-biatka. Cele niniejszej pracy doktorskiej
obejmowaty analizg:

e zmian poziomu ekspresji genéw w komérkach HUVEC pod wptywem
Hcy, HTL 1 N-Hcy-biatek;

e zmian poziomu ludzkich miRNA pod wplywem Hcy, HTL
1 N-Hcy-bialek;

e wplywu N-homocysteinylacji bialek histonowych na epigenetyczna

regulacje ekspresji genéw w komoérkach HUVEC.
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3. Material i metody

3.1. Material

Materiat biologiczny stanowity komorki ludzkiego s$rédbtonka zylty pepowinowej

(HUVEC), ktére zakupiono w firmie Lonza.

3.2. Odczynniki

Sigma-Aldrich:

homocysteina (D,L-Hcy), tiolakton hmocysteiny (L-tiolakton-Hcy), DMSO, EDTA,
HCIO,, trypsyna, surowica bydleca (FBS), jodoacetamid (IAA), ditiotreitol (DTT),
azydek sodu (NaN3), PMSF, Zelatyna, nadsiarczan amonu (APS), wodorofosforan sodu
jednozasadowy, wodorofosforan sodu dwuzasadowy, dwuwegglan amonu, bfigkit
bromofenolowy, wodorowgglan sodu, Tween20, kwas 5,5’-ditiobis-2nitrobenzoesowy

(DTNB).

BioShop:
albumina, Commassie Brilliant Blue G-250, MES, Tris, dodecylosiarczan sodu (SDS),
20 x SSC, Bis-Tris, acetonitryl (ACN), mieszanina akrylamid/bisakrylamid (37,5:1),

glicyna, glicerol, siarczan amonu, PBS, odczynnik Bradford.

Millipore:
Filtry o punkcie odcigcia 10 kDa

New England Biolabs:
rekombinowane ludzkie histony: H1, H2A, H2B, H3, H4

Promega:

chymotrypsyna bawola 70 U/mg
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Abcam:
przeciwciato poliklonalne przeciwko przeciwcialom kréliczym, krolicze przeciwciato
poliklonalne przeciwko histonowi H3, krélicze przeciwciato poliklonalne przeciwko

acetylacji lizyny 9. na histonie H3, roztw6r BCIP/NBT

Polskie Odczynniki Chemiczne:
metanol, kwas solny, kwas ortofosforowy, izopropanol, etanol, octan sodu,

wodorotlenek sodu.

Ambion:

woda wolna od nukleaz

Fermentas:

biatkowy marker wielkosci

Lonza:

pozywka do hodowli komorek ludzkiego srodbtonka zyty pgpowinowej EGM2

Serva:

Triton X100, TEMED, B-merkaptoetanol,

3.3. Gotowe zestawy do badan biochemicznych:

Zestaw do izolacji catkowitego RNA mirVana, Ambion

Zestaw do analizy jakosciowej RNA Agilent RNA 6000 nano kit, Agilent Technologies
Zestaw do odwrotnej transkrypcji, SuperScript® Indirect cDNA Labeling System,
Invitrogen

Zestaw do odwrotnej transkrypcji Real time PCR RivertAid H Minus First cDNA
Synthesis Kit, Frementas

Zestaw do Real time PCR DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit, Finnzymes

Zestaw do znakowania cDNA barwnikami fluorescencyjnymi

Zestaw do znakowania miRNA barwnikami fluorescencyjnymi ULS microRNA
Labeling Kit, Kreatcech Diagnostics

Zestaw do oczyszczania wyznakowanego fluorescencyjnie cDNA, Qiagen
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Zestaw do mierzenia aktywnosci metabolicznej kultur komérkowych TOXS, Sigma

Zestaw do oznaczania st¢zenia biatka metoda Bradford, Bio Rad

3.4 Roztwory

3.4.1. Bufor fosforanowy do modyfikacji biatek tiolaktonem homocysteiny
200 mM Na,HPO4

200 mM NaH,PO4

2 mM EDTA

pH 7.4

3.4.2. Roztwér do barwienia zeli biatkowych Silver Blue

1,5M kwas ortofosforowy

10% siarczan amonu

0,12% Coomassie Brillaant Blue G-250
25% methanol

3.4.3. Bufor do elektroforezy (5 x MES SDS running Buffer)
250 mM MES
250 mM Tris

5 mM EDTA
0,5% SDS
pH 6,8

3.4.4. Bufor do transferu bialek z zelu na membrane
20% metanol

25 mM Tris

192 mM glicyna

3.4.5. Bufor PBST (1000ml):
137 mM NaCl

2,7 mM KCl1

10 mM Na,HPO, x 2H,0
0,1% Tween 20

pH 7.4

3.4.6. Bufor obcigzajacy (2 x bufor Laemmli):

4% SDS

20% glicerol

10% 2-merkaptoetanol
0,004 % btekit bromofenolowy

0,125 M Tris HCI, pH 6,8

42



Materialy i metody [

3.5. Zel poliakrylamidowy bialkowy

4% 17el zageszczajacy

1,25 M bis-tris pH 6,8 1,72 ml
akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 1,92 ml
H,O 2,36 ml
10% APS 60 ul
TEMED 6 ul

15% zel rozdzielajacy

1,25 M bis tris pH 6,8 4,64 ml
akrylamid/bisakrylamid (37,5:1) 7,2 ml
H,O 4,16 ml
10% APS 160 pl
TEMED 16 ul

3.6. Hodowla komorek

Hodowlg komoérek ludzkiego s$rédbtonka zyly pepowinowej (HUVEC)
prowadzono na pozywce EBM2 (Lonza) z dodatkiem 2% FBS, antybiotyku
i czynnikow wzrostu, w temperaturze 37 °C z 5% dodatkiem CO,, na butelkach
pokrytych 1% zelatyna. Podczas wszystkich eksperymentéw stosowano komorki
pomigdzy czwartym a dziesiatym pasazem. Po osiagnigciu konfluencji 80-90%
prowadzono hodowlg stresowa przez 24h bez dodatku antybiotyku. W tym celu do
medium hodowlanego dodawano homocysteing, tiolakton homocysteiny do koncowego
stgzenia 1, 10, 100, 1000 puM, a takze modyfikowana tiolaktonem homocysteiny
w stgzeniach 0,2 mM, 1 mM, 5 mM, 25 mM surowicg bydlgca (FBS) do koncowego

stgzenia 2% w pozywce hodowlane;.
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3.6.1. Przechowywanie kultur komérkowych

W celu przechowania komérek HUVEC przygotowano pozywke do
krioprezerwacji zawierajaca 30% FBS oraz 10% DMSO. Komérki przeptukano
buforem PBS, a nastgpnie naczynie hodowlane pokryto trypsyna w celu odklejenia
komoérek od podioza. Trypsyng inaktywowano poprzez dodanie pozywki hodowlane]
zawierajacej 2% FBS. Zawiesing komorek przeniesiono do 15 ml probéwki typu falcon
i zwirowano 3 min, 1600 x g. Osad komérek zawieszono w uprzednio przygotowanym
medium i przeniesiono do 1ml probéwek do krioprezerwacji (5 x 10° komérek na
probowke). Probéwki umieszczono w tazni izopropanolowej, zapewniajacej optymalne
warunki zamarzania komérek (1°C/min) i umieszczono w temp. -80°C przez 16 h.

Nastegpnie komérki przeniesiono do ciektego azotu, gdzie byty przechowywane.

3.7. Test aktywnos$ci metabolicznej komérek HUVEC

W celu okreslenia cytotoksycznosci homocysteiny i jej metabolitoéw (tiolaktonu
homocysteiny oraz N-Hcy-bialek) na komérki HUVEC przeprowadzono pomiar
aktywnos$ci metabolicznej komoérek za pomoca rezazuryny (Tox 8, Sigma). Test ten
pozwala na oznaczenie aktywnych metabolicznie, zywych komoérek. Rezazuryna
wchodzaca w sktad odczynnika, ma kolor ciemnoniebieski. We wngtrzu zywych
komorek barwnik ten ulega redukcji do czerwonej rezorufiny. Ilos¢ zywych komoérek
w hodowli jest wprost proporcjonalna do ilosci powstatego zredukowanego produktu.
Pomiar kowersji rezazuryny do rezorufiny moze by¢ mierzony spektrofotometrycznie
lub fluorymetrycznie. W celu dokonania pomiaru komérki HUVEC posiano na ptytki
24-dotkowe i1 inkubowano 24h z Hcy, HTL i N-Hcy-biatkami, jak podano w punkcie
3.6. Po zakonczeniu inkubacji zebrano medium hodowlane i dodano 10% roztwor
rezazuryny w pozywce EGM2. Plytki hodowlane inkubowano 2 h w inkubatorze (37°C,
5% CO,). Po zakonczonej inkubacji ilos¢ powstatej rezorufiny mierzono

spektrofotometrycznie w czytniku ptytek przy dtugosci fali 600 nm.
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3.8. Modyfikacja bialtek surowicy bydlecej (FBS) tiolaktonem homocysteiny

W celu uzyskania réznego stopnia modyfikacji biatek surowicy bydlgce;,
prowadzono reakcje modyfikacji przez 14 h w temp. 37 °C z dodatkiem tiolaktonu
homocysteiny do koncowego stezenia 25, 5, 1 oraz 0,2 mM. Reakcje modyfikacji

prowadzono wedtug protokotu:

Skladnik reakcji Ilo$¢ uzyta do reakcji
Surowica bydleca 700 ul
0,1 M Bufor fosforanowy pH 7,4 z 1 mM
EDTA 200 pl

tiolakton homocysteiny o st¢zeniu 250 mM,

50 mM, 10 mM, 2 mM 100 pl

Tabela 1: Sktad mieszaniny reakcyjnej do modyfikacji biatek surowicy wotowej tiolaktonem
homocysteiny.

W celu redukcji mostkéw dwusiarczkowych, po zakonczonej inkubacji do
probek zmodyfikowanej surowicy dodano 2 ml 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,4
z dodatkiem 2 mM DTT, a nastgpnie przeniesiono na filtry o punkcie odcigcia 10 kDa
i wirowano 15 min przy obrotach 10 000 x g, do momentu zredukowania objgtosci na
filtrze do okoto 100 pl. Po skonczonym wirowaniu przesacz usunigto. Wirowanie
powtdrzono trzykrotnie. Nastgpnie probki surowicy przemyto trzykrotnie 0,1 M
buforem fosforanowym o pH 7,4 i wirowano jak poprzednio. Po zakonczonym
wirowaniu biatka surowicy rozcienczono 0,1 M buforem fosforanowym o pH 7,4 do
stgzenia 50 mg/ml. Stopnien modyfikacji bialek surowicy mierzono przy pomocy

odczynnika Ellmana (DTNB).

45



Materialy i metody [

3.9. Okreslanie stopnia N-homocysteinylacji biatek surowicy przy pomocy DTNB

W celu okreslenia stopnia modyfikacji bialek surowicy przeprowadzono reakcje

z DTNB wedtug protokotu:

Skladnik reakcji Hlo$¢ uzyta do reakcji
Biatko o stgzeniu 50 mg/ml 2ul
0,1 M Bufor fosforanowy pH 7,4 40 ul
5 mM DTNB 10 ul

Tabela 2: Skiad mieszaniny reakcyjnej do okreslenia stopnia N-homocysteinylacji biatek surowicy
bydlecej.

Préby inkubowano 5 min w temperaturze 21 °C. Réwnoczesnie z probami N-Hcy-biatek
surowicy bydlecej wykonano pomiar dla préb homocysteiny o znanym stgzeniu w celu
wyznaczenia krzywej kalibracyjnej. Reakcja ta polega na zdolnosci DNTB
(kwas 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowy) do reakcji z grupami tiolowymi w Srodowisku
obojetnym. W wyniku tej reakcji powstaje kwas 5-tio-2-nitrobenzoesowy o z6itym
zabarwnieniu, ktérego intensywno$¢ mierzono spektrofotometrycznie poprzez pomiar
absorbancji przy dtugosci fali 412 nm. Wspétczynnik ekstynkcji dla tionitrobenzenu

wynosi 13600 M cm™ [111].

3.10. Izolacja catkowitego RNA z komérek HUVEC

Izolacje catkowitego RNA z komérek HUVEC prowadzono przy uzyciu zestawu
mirVana (Ambion):

e Komoérki po hodowli przemyto dwukrotnie buforem PBS.

e W celu odklejenia komérek do naczynia hodowlanego dodano 2 ml trypsyny
(Sigma), naczynia hodowlane inkubowano 2 min w temp. 37 °C. Po odklejeniu
komoérek od podtoza, w celu inaktywacji trypsyny, do komoérek dodano pozywki
hodowlanej w ilosci dwukrotnie wigkszej niz uzyta uprzednio trypsyna.

e Zawiesing komorek przeniesiono do probéwek 15 ml typu falcon i wirowano 3

min przy obrotach 1600 x g; supernatant usunigto.
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e Do osadu komérkowego dodano bufor do lizy w ilosci 600 pl na 2 x 10’
komoérek oraz 60 ul miRNA Enrichment Buffer i rozpipetowano. Po otrzymaniu
konfluentnej zawiesiny, komorki lizowano przez 10 min na lodzie.

e Nastgpnie dodano 600 pl mieszaniny fenol-chloroform w stosunku 5:1
1 worteksowano 1 min.

® W celu separacji faz, probki wirowano Smin przy obrotach 14 000 x g.

e Zebrano faz¢ wodna i przeniesiono do czystych probéwek 1,5 ml. Nastgpnie
dodano 1,25 objetosci 96% etanlou w stosunku do objgtosci fazy wodnej
1 doktadnie wymieszano.

e 700 pl mieszaniny fazy wodnej 1 96% etanolu przeniesiono na filtr i wirowano
jak poprzednio

e (Catkowite RNA osadzone na filtrze oczyszczano poprzez przeptukanie 700 pl
buforem miRNA Wash Solutnion 1, a nast¢gpnie dwukrotne przeptukanie 500 pl
buforem miRNA Wash Solution 2/3. Prébki wirowano jak poprzednio.

e (Calkowite RNA eluowano poprzez naniesienie na filtr 100 pul wody wolnej od

nukleaz podgrzanej do temp. 95 °C.

3.11. Trawienie prob calkowitego RNA deoksyrybonukleazg

Zanieczyszczenie preparatow catkowitego RNA genomowym DNA mogloby
przyczyni¢ si¢ do uzyskania fatszywych wynikéw, daltego tez proby catkowitego RNA

trawiono DNaza przy pomocy zestawu Turbo DNA - free (Ambion), wedtug protokotu:

Skladnik reakcji Ilo$¢ uzyta do reakcji
catkowite RNA (do 20 ug) | ---ul

5 x bufor Sul

DNaza 1,5ul

woda do 50 ul

Tabela 3: Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej do DNazowania catkowitego RNA

e Wszystkie sktadniki reakcji wymieszano i zwirowano, a nastgpnie inkubowano

30 min, 37°C
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e Po inkubacji dodano 7,5 ul odczynnika inaktywujacego DNaze, calos¢
wymieszano i inkubowano 5 min, 21°C, z wytrzasaniem

e Nastegpnie proby zwirowano 2 min, 12600 x g

e Zebrano dekant i przeniesiono do czystych 1,5 ml probowek

® Dodano 1/10 objetosci 3 M octanu sodu pH 5,3 oraz 3 objgtosci 96% etanolu

® Préby pozostawiono do stracenia przez 16 h w temp. -20°C

¢ Nastgpnie proby zwirowano 30 min, 4°C, 14 000 x g

e Zebrano supernatant, a osad przemyto 1 ml 75% etanolu, zwirowano 5 min
14 000 x g w temp pokojowe;j

o Po zwirowaniu etanol zebrano , a osad suszono 10 min na stole

e Osad zawieszono w 15 pl wody wolnej od nukleaz i rozpuszczano 30 min

w temp. 4°C z wytrzasaniem

3.12. Analiza jakosciowa i iloSciowa preparatéw RNA

Po rozpuszczeniu osadu, catkowite RNA analizowano pod wzgledem
ilosSciowym i jako$ciowym. Analiza iloSciowa polegata na pomiarze absorbancji przy
dtugosci fali 260 oraz 280 nm (spektrofotometr Nanodrop 2000c). Analizy jako$ciowe;j
dokonano przy pomocy elektroforezy kapilarnej (bioanalizator Agilent 2100).
W wyniku tej analizy kazda z probek catkowitego RNA otrzymata wspéiczynnik RIN
(ang. RNA Integrity Number), ktéry méwi o stopniu degradacji analizowanych préb.
Warto$¢ 1 odpowiada catkowitej degradacji probki, natomiast wartos¢ 10 $§wiadczy

o bardzo wysokiej jakosci preparatu i o niskim stopniu degradacji.

3.13. Eksperyment mikromacierzowy z zastosowaniem mikromacierzy dla

transkryptomu

3.13.1. Odwrotna transkrypcja

Pierwszym etapem eksperymentéw mikromacierzowych jest odpowiednie

przygotowanie materiatu (mRNA). W tym celu przeprowadzono reakcje odwrotnej
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transkrypcji, z zastosowaniem mieszaniny starterow politymidynowych, zakonczonych
dwoma nukleotydami — VN, gdzie V — dA, dC, dG a N — dA, dT, dC, dG. Zastosowanie
tego typu starteréw umozliwia przylaczenie ich tylko do 5’ konca mRNA i zapewnia
wydajna syntez¢ cDNA. Aby umozliwi¢ pdzniejsze przylaczenie barwnikow
fluorescencyjnych podczas syntezy nici DNA na matrycy mRNA zastosowano
zmodyfikowane aminoallilonukleotydy. Reakcje odwrotnej transkrypcji
przeprowadzono za pomoca zestawu Superscript Indirect cDNA Labeling System

(Invitrogen) wedtug protokotu:

Skladniki reakcji Ilo$¢ uzyta do reakcji
20 pg catkowitego RNA x ul
Anchored oligo(dT), primer (2,5 pg/ul) 2ul
Woda wolna od nukleaz do 18 ul

70 °C, 5 min, nastgpnie préby schtodzono na lodzie 1 min, po czym dodano:

Skladniki reakcji Hlo$¢ uzyta do reakcji
5 x First-Strand buffer 6 ul
0,1 M DTT 1,5 ul
dNTP mix 1,5 ul
RNase OUT (40 U/ul) 1 ul
SuperScript III RT (400 U/ul) 2ul

Tabela 4: sktad mieszaniny reakcyjnej do reakcji odwrotnej transkrypcji

Tak przygotowane proby inkubowano przez 3 h w temp. 42°C

Po skonczonej inkubacji do kazdej z prob dodano 15 pl przygotowanego na swiezo 1 M
NaOH i inkubowano w temp 70 °C przez 10 min. Nast¢pnie dodano 15 ul 1 M HCI,
catos¢ wymieszano, a cDNA wytracano poprzez dodanie 1/10 objgtosci 3 M octanu
sodu pH 5,3 i 3 objetosci 96% etanolu. Nastgpnie postgpowano zgodnie z procedurg
zawarta w punkcie 1. (trawienie RNA DNaza) Osad rozpuszczono w 5 ul buforu do
znakowania (0,1 M NaHCOs;, pH 9,5).
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3.13.2. Znakowanie cDNA barwnikami fluorescencyjnymi

20 ug cDNA zawierajacego aminoallilonukleotydy wyznakowano barwnikami
fluorescencyjnymi. W tym celu zastosowano reakcj¢ znakowania podczas ktérej doszto
do potaczenia grupy aminoallilowej nukleotydu z estrem N-hydroksysukcynimidowym
(NHS ester) z wytworzeniem wigzania amidowego. W reakcji tej zastosowano dwa
rodzaje NHS estréw: z przytaczonym fluoroforem Alexa 555, badz Alexa 647. Préby
kontrolne znakowano barwnikiem Alexa 555, a proby badane barwnikiem Alexa 647.
W tym celu zastosowano Superscript Indirect cDNA Labeling System (Invitrogen). Do
kazdej porcji barwnika dodano 2 pl DMSO i1 wymieszano. Nastgpnie barwniki dodano
do cDNA rozpuszczonego w buforze do znakowania. Dodano wod¢ wolna od nukleaz
do catkowitej objetosci 10 ul. Catos¢ inkubowano w ciemnosci przez 3h w temp 25°C,
z wytrzasaniem 500 rpm.

Po zakonczonej inkubacji ¢cDNA z przylaczonym fluoroforem oczyszczano na
kolumnach (MinElute Reaction Clean Up Kit, Qiagen). W tym celu do préb dodano
1,16 ul 3 M octanu sodu oraz 500 ul buforu PB. Calo$¢ przeniesiono na kolumny
1 wirowano przez 1 min, 12 000 x g. Nastgpnie cDNA przemyto 700 ul buforu PE,
wirowano jak poprzednio. Wyznakowane fluorescencyjnie cDNA eluowano 2 x 23 ul
buforu EB podgrzanego do temp. 50°C. Jako$¢ wyznakowanych fluorescencyjnie
prébek (stezenie cDNA a takze ilo$¢ przylaczonego barwnika fluorescencyjnego), oraz
ich czysto$¢ sprawdzono przy pomocy spektrofotometru Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific). Do hybrydyzacji uzywano tylko probki, w ktérych do cDNA przytaczone

zostalo przynajmniej 300 pmoli barwnika fluorescencyjnego.

3.13.3. Hybrydyzacja cDNA z plytka mikromacierzowa

Do oceny zmian w profilu ekspresji genéw cztowieka pod wpltywem
homocysteiny oraz jej metabolitéw (tiolaktonu homocysteiny i N-Hcy-bialek)
stosowano catkowite genomowe mikromacierze One Array (Phalanx Biotech Group)
zawierajace 29 187 60 oligonukleotydowych sond oraz 1088 sond kontrolnych,
odpowiadajacych wszystkim znanym genom czlowieka. Kazda sonda nadrukowana

byla na mikromacierz w dwo6ch powtérzeniach. Prébe kontrolna taczono
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z odpowiadajaca jej proba badana 1 zatgzano do objgtosci 60 ul. Proces hybrydyzacji

recznej przeprowadzono wedlug schematu:

ETAP 1 Cross-linking 0,18 J
ETAP II Zapiekanie préb w piecyku hybrydyzacyjnym 60 °C, 10 min.

ETAP III Phukanie w 96% EtOH 15 5 bez wytrzasania
20 s z wytrzasaniem
ETAP IV Kilkukrotne przeptukanie w wodzie destylowane;j

Prehybrydyzacja 1h, 21 °C w buforze podgrzanym uprzednio
ETAP V do 50 °C (250 mM etanoloamina, 0,1% SDS, 200 mM Na,COs3)

80% EtOH, 10 mM Na,COs
ETAP VI Ptukanie
Woda destylowana
ETAP VII Suszenie szkietka przez zwirowanie
Hybrydyzacja z wyznakowana fluorescencyjnie proba
ETAP VIII 16-18 h, 40 °C w buforze do hybrydyzacji

(500 mM NaH,PO,, 2% SDS, 2 mM EDTA, 2 x SSC)

1 x SSPE, 0,03% SDS
ETAP IX Phukanie reczne na mieszadle 2 min 42. C
magnetycznym 1 x SSPE, 2 min 21 °C
0,1 x SSPE
ETAP X Suszenie szkietka przez zwirowanie

Tabela 5: Schemat hybrydyzacji wyznakowanego fluorescencyjnie cDNA z plytkq mikromacierzowq.

Po zakonczonym procesie hybrydyzacji ptytki mikromacierzowe skanowano za
pomoca skanera do mikromacierzy GenePix 4200AL (Molecular Devices)

z rozdzielczoscia 5 pm.

3.13.4. Analiza bioinformatyczna

Obrazy uzyskane w wyniku skanowania ptytek mikromacierzowych,
przeksztatcono na dane liczbowe za pomoca programu Gene Pix Pro 6.1. W tym celu
zastosowano algorytm seed region growing, ktéry stluzy do identyfikacji sond na
podstawie intensywnosci sygnaléw fluorescencyjnych i ksztalttu obrazu, z ktérego

pochodzi sygnat. Jednocze$nie kazdej sondzie nadawany jest status ,,Good”, gdy dana
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sonda wykazuje prawidtowy ksztalt, wielkos¢ 1 intensywno$¢ sygnatu pochodzacego od
barwnikéw fluorescencyjnych, ,,Bad”, gdy dana sonda nie spetnia ktéregokolwiek
z podanych kryteriéw lub ,,Not Found”, gdy intensywnos¢ sygnatu jest zbyt niska by
mozna byto precyzyjnie oceni¢ jakos¢ sygnatu (rysunek 7.). Kazdy z uzytkownikéw
moze wplywa¢ na parametry zwigzane z nadawaniem statusu, jesli parametry
automatycznie wprowadzone przez program nie sa odpowiednie dla analizowanych
mikromacierzy. W przypadku mikromacierzy stosowanych w opisywanych
eksperymentach mikromacierzowych (zaréwno dla transkryptomu jak i dla miRNA)
stosowano nastgpujace parametry zwiazane z nadawaniem statusu:

GOOD:

[SNR 647] >=2 lub [SNR 555] >=2

[F555 Median] >= 170 lub [F647 Median] >= 170

Sondy, ktérym nadano status ,, Good charakteryzowatl stosunek $redniej intensywnosci
sondy do sygnatu tla wigkszy lub réwny 2 oraz mediana intensywnos¢i sygnatlu
pochodzacego od sondy dla poszczegdlnych kanatéw wigksza lub réwna 170.

BAD:

[B555 Median] >= 250 lub [B647 Median] >= 250

[Dia.] <

[F555 CV] >=1001 [F647 CV]>= 100

[B555 SD] >= 1000 lub [B647 SD] >= 1000

[F555 Median] = 65535 i [F647 Median] = 65535

Sondy, ktérym nadano ten status charakteryzowal wspotczynnik wariacji intensywnosci
sygnatu pochodzacego od sondy dla kazdego z analizowanych kanatéw wigkszy lub
réwny 100. Srednica sygnatu sondy byta wieksza niz 35um, mediana intensywnosci tta
dla jednego z kanatéw byta wigksza lub réwna 250, mediana intensywnosci sygnatu
pochodzacego od sondy na kazdym z kanatéw byta réwna 65535, odchylenie
standardowe sygnatu pochodzacego od tla na jednym z analizowanych kanatéw byto
rowne 1000.

NOT FOUND:

[F555 Median] <= 170 i [F647 Median] <= 170

Sondy, ktérym nadano ten status posiadaly mediang intensywnosci sygnatu

pochodzacego od sondy na obu analizowanych kanatach mniejsza lub réwna 170.
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Bad

Not found

Good

Rysunek 7: Przyktad analizy obrazu mikromacierzowego z zastosowaniem algorytmu seed region
growing, w programie Gene Pix Pro 6,1. Na rysunku przedstawiono fragment ptytki mikromacierzowej
odpowiadajqcy okoto1/50 catej mikromacierzy.

3.13.5. Analiza statystyczna

Analizg statystyczna ludzkich mikromacierzy genomowych oraz ludzkich miRNA
przeprowadzono postugujac si¢ wolno dostgpnym oprogramowaniem Bioconductor R
(v. 2.13.1) oraz pakietem Limma (http://www.r-project.org). W pierwszym etapie
wykonano normalizacj¢ danych w obrgbie mikromacierzy metoda Loess oraz pomigdzy
mikromacierzami metoda Aquantile. Normalizacja polega na wykonaniu korekty tta dla
kazdej sondy poprzez odjgcie wartosci intensywnosci tta od sygnatu. Pozwolito to na
poréwnywanie danych w obrgbie mikromacierzy, jak i pomig¢dzy mikromacierzami,
dzigki zniwelowaniu tej czgSci sygnatu, ktéra jest efektem niedoskonatosci
technicznych eksperymentu [112]. Na znormalizowanych danych mikromacierzowych
przeprowadzono analiz¢ porOwnawcza przy zastosowaniu odpowiednio dobranych
modeli liniowych pakietu [limma w R [113]. Do posiadanych danych
mikromacierzowych dopasowano model liniowy, ktéry okre§lono za pomoca
zaprojektowane] macierzy. Kazdy z wierszy odpowiadal wierszowi w analizowanej
mikromacierzy, natomiast kazda kolumna odpowiadata wspéiczynnikowi opisujacemu,
z ktorej proby, badanej czy kontrolnej, pochodzi sygnal z hybrydyzowanego cDNA.
Pozwolito to na obliczenie zmiennosci pomigdzy danymi pochodzacymi

z poszczegllnych mikromacierzy. Do analizy zmiany ekspresji gendéw stosowano
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doswiadczalna metod¢ Bayes pozwalajaca zniwelowa¢ standardowe btedy przy
obliczonych logarytmowanych krotnosciach zmian ekspresji (ang. log-fold changes),
szczegdlnie w przypadku eksperymentéw sktadajacych si¢ z matej ilosci
mikromacierzy.

Do eksperymentéw mikromacierzowych z zastosowaniem macierzy dla ludzkiego
transkryptomu stosowano model liniowy z powtdrzeniami technicznymi. Natomiast do
eksperymentéw mikromacierzowych z zastosowaniem macierzy dla miRNA stosowano
model liniowy z wymiana barwnikéw (ang. dye swaps). Podej$cie to pozwolito na
oszacowanie ewentualnego wptywu barwnikow na wynik analizy danych
mikromacierzowych (ang. dye-effect). Obliczona logarytmowana warto$¢ krotnosci
zmian ekspresji gendw byla skorygowana z uwzglednieniem wplywu barwnikéw
fluorescencyjnych.

Na podstawie analizy statystycznej wybrano tylko te geny, ktére speiniaty
kryterium Adj. P value < 0,05, co oznacza, ze progowy poziom istotnosci (tzw. wartos¢
P) wynosit 0,05, a przy obliczaniu wartos$ci p uwzgledniono poprawke dla testowania
wielokrotnego w celu ograniczenia liczby wynikéw falszywie pozytywnych. Poprawke
dla wartosci p (ang. adjusted P value) liczono metoda BH [114]. Przy takich
zatozeniach prawdopodobienstwo uzyskania podobnego wyniku przez przypadek

wynosi 5%.

3.14. Eksperyment mikromacierzowy z zastosowaniem macierzy dla miRNA

3.14.1. Znakowanie miRNA barwnikami fluorescencyjnymi

W celu wyznakowania miRNA barwnikami fluorescencyjnymi zastosowano
metode nieenzymatycznego znakowania kwasow nukleinowych, polegajaca na
zwigzaniu fluoroforu (cyjaniny 3 lub 5) do guaniny w pozycji N7 wiazaniem
koordynacyjnym. Do znakowania zastosowano zestaw do znakowania miRNA z puli
catkowitego RNA ULS microRNA Labeling Kit (Kreatech Diagnostics). Jest to metoda,
ktéra ma taka sama wydajno$¢ w stosunku do krétkich, jaki i do dlugich kwaséw

nukleinowych. Stad, tez do reakcji zankowania uzywano tylko catkowitego RNA

54



Materialy i metody [

wzbogaconego we frakcje matych RNA (>200nt) o bardzo wysokiej jakosci (RIN>8,0),

ktora sprawdzono za pomoca bioanalizatora Agilent 2100, jak opisano w punkcie 3.12.

catkowite RNA (2 ug) x ul
Cy 3/5 2 ul
10 x bufor do znakowania | 2 pl
woda wolna od nukleaz do 20 ul

Tabela 6: Sktad mieszaniny reakcyjnej do znakowania miRNA barwnikami fluorescencyjnymi.

inkubacja 85°C, 30 min

Po inkubacji wyznakowane miRNA oczyszczono na kolumnach w nastgpujacy sposéb:

¢  Wypelnienie kolumny rozpuszczono poprzez wytrzasanie

¢ Kolumny umieszczono w czystych 2 ml probéwkach a nastgpnie zwirowano

1 min przy obrotach 14 000 x g

® Przesacz odrzucono, a na kolumny naniesiono 300 ul wody wolnej od nukleaz

i zwirowano jak poprzednio; przesacz odrzucono

e Tak przygotowane kolumny umieszczono w czystych 1,5 ml probéwkach.

®* Na kolumny naniesiono wyznakowane fluorescencyjnie miRNA i zwirowano

jak poprzednio

e Otrzymany przesacz zawierat frakcj¢ oczyszczonych i wyznakowanych miRNA

Jakos¢ wyznakowanych fluorescencyjnie probek (stgzenie miRNA, a takze ilos¢

przytaczonego barwnika fluorescencyjnego), oraz ich czystos¢ sprawdzono przy

pomocy spektrofotometru Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Do hybrydyzacji

uzywano tylko prébki, w ktérych do miRNA przylaczone zostalo przynajmniej 100

pmoli barwnika fluorescencyjnego.

3.14.2. Hybrydyzacja miRNA z plytka mikromacierzowa

Do oceny zmian w profilu ekspresji gendw kodujacych ludzkie miRNA pod

wptywem homocysteiny oraz jej metabolitéw (tiolaktonu homocysteiny i N-Hcy-bialek)

stosowano mikromacierze microRNA OneArray (Phalanx Biotech Group) zawierajace

1884 sondy w trzykrotnych powtérzeniach. W przypadku tych mikromacierzy
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zastosowano podejscie z wymiang barwnikéw (ang. dye swaps). Oznacza to, ze dwa
powtdrzenia techniczne zawieraty probg kontrola 1 badana wyznakowane odmiennymi
barwnikami. W przypadku, gdy w pierwszym powtérzeniu proba kontrolna zostata
wyznakowana Cy3 a proba badana Cy5, w kolejnym powtdérzeniu prébe kontrolna
wyznakowano Cy5, podczas gdy probg badna Cy3. Pozwolilo to zniwelowad
ewentualny wptyw barwnikow na wyniki analizy danych mikromacierzowych. Probg
kontrolna taczono z odpowiadajaca jej proba badana i zat¢zano do objgtosci 15 - 19 ul.

Przeprowadzono proces hybrydyzacji automatycznej wedtug schematu:

ETAP 1 ptukanie; 5 x SSC, 0,1% SDS, 1,5 min, 42°C
ETAPII | prehybrydyzacja 5 x SSC, 0,1% SDS, 1% BSA, 1h, 42°C
5 min., 42 °C, woda milliQ

1,5 min., 5 x SSC, 0.1% SDS

ETAP IV | nalozenie probki, miRNA OneArray hybridization buffer II

ETAP III | ptukanie

ETAP V hybrydyzacja 18h, 42°C
4 min., 42 °C, 5 x SSC, 0,1 % SDS
ETAPVI | plukanie 6 min., 23 °C, 2 x SSC, 0,1 % SDS

2 min., 23 °C, 0,2 x SSC

ETAPVII suszenie 2 min, 30 °C

Tabela 7: Schemat hybrydyzacji wyznakowanych fluorescencyjnie miRNA do ptytki mikromacierzowej.

Po zakonczonym procesie hybrydyzacji ptytki mikormacierzowe skanowano za pomoca

skanera do mikromacierzy GenePix 4200AL (Molecular Devices) z rozdzielczoscia
S pm.
3.15. Real-time PCR

Okreslanie poziomu mRNA genéw za pomoca real-time PCR jest metoda
sktadajaca si¢ z dwdch etapow. Pierwszy z nich stanowi odwrotna transkrypcja, gdzie

dochodzi do przepisania calego mRNA na cDNA. W kolejnym etapie, na matrycy
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cDNA przeprowadza si¢ reakcj¢ PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem starteréw dla

badanego genu.

3.15.1 Reakcja odwrotnej transkrypcji do real-time PCR

Catkowite RNA przepisano na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji przy

pomocy zestawu Riveraid H minus First Strand Synthesis ¢cDNA Kit (Thermo

Scientific)

1 pug catkowitego RNA X ul
oligo(dT);s primer (100 uM) | 1 ul

woda wolna od nukleaz do 12yl

70°C, 5 min

Proby schtodzono na lodzie, a nastgpnie dodano:

5 x bufor (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 250 mM KCl,
20 mM MgCl,, 50 mM DTT)
10mM dNTP mix 2 ul

Inhibitor RNaz RiboLock (20u/ ul) 1 ul
Odwrotna transkryptaza M-MuLV (200u/ ul) 1 ul

4 ul

Tabela 8: Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji odwrotnej transkrypcji do real-time PCR.

Reakcj¢ prowadzono przez 1 h w temp 42 °C.

3.15.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji do miRNA real-time PCR

W celu potwierdzenia profilu ekspresji miRNA okre§lonego za pomoca
mikromacierzy, ekspresj¢ wybranych miRNA potwierdzono za pomoca real-time PCR.
W tym celu wybrano metod¢ z zastosowaniem primera typu stem loop, ktérego szes¢
ostatnich nukleotydéw z konca 3’ jest komplementarnych do sekwencji 5’ konca
dojrzatlego miRNA (ang. miRNA specific sequence). W tym celu przygotowano

nastgpujaca mieszaning reakcyjna:
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100 pg catkowitego RNA x ul
stem loop primer 250 pM x pul
woda wolna od nukleaz do 6 pul
70 °C, 5 min
0 °C, 2 min

5 x bufor (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 250
mM KCIl, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT)

dNTP mix 2,5 uM x 4

3ul
1,5 ul

odwrotna transkryptaza M-MuLV 0,5 U 2,5 ul
inhibitor RNaz Ribolock 0,05 U 2ul

Tabela 9: Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji odwrotnej transkrypcji do miRNA.

Nastepnie przeprowadzono reakcj¢ odwrotnej transkrypcji wedtug schematu:

etap temperatura czas trwania
stabilizacja struktury 16 °C 30 min
odwrotna transkrypcja 42 °C 30 min
zakonczenie reakcji 85 °C 5 min

Tabela 10: Warunki prowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji miRNA.

3.15.3. Reakcja real-time PCR

W celu analizy réznic poziomu ekspresji wybranych genéw cztowieka pod
wpltywem homocysteiny i jej metabolitow (tiolaktonu homocysteiny i N-Hcy-bialek)
przeprowadzono reakcj¢ real-time PCR. Reakcje prowadzono w termocyklerze
Stratagene Mx 3005P (Agilent Technologies), za pomoca zestawu odczynniko6w

DyNAmo HS SYBR reen qPCR Kit (Finnzymes).

skladniki reakcji ilo$¢ uzyta do reakcji
2 x gPCR Mater Mix 10 ul
25 uM ROX 0,2 ul
starter forward 7,5 uM 0,8 ul
starter reverse 7,5 uM 0,8ul
cDNA 0,8 ul
woda wolna od nukleaz do 20ul

Tabela 11: Sktad mieszaniny reakcyjnej do real-time PCR.
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Schemat reakcji przebiegal w nastgpujacy sposéb:

temperatura czas ilos¢ cykli
95°C 10 min 1
95°C 0:15 min

Tm 0:30 min 40
72 °C 0:30 min
95°C 1 min 1
55°C 0:30 min 1
95°C 0:30 min 1

Tabela 12: Schemat przebiegu reakcji real-time PCR.

Na podstawie réznic wartosci Ct pomigdzy proba badana a kontrolng
z wykorzystaniem metody -AACt obliczono relatywna réznic¢ poziomu ekspresji
badanych  genéw. Jako gen  referencyjny  wybrano gen  kodujacy

fosforybozylotransferazg¢ hipoksantyny (HPRT).

3.15.4. miRNA real-time PCR

W celu analizy réznicy poziomu ekspresji miRNA pod wpltywem homocysteiny

i jej metabolitow (tiolaktonu homocysteiny i N-Hcy-bialek) przeprowadzono reakcje

real-time PCR.

skladniki reakcji ilo$¢ uzyta do reakcji
2 x qPCR Mater Mix 10 pl
25uM ROX 0,2 ul
starter forward 1,5 uM 4 ul
uniwersalny starter reverse 0,7 pM 1,87 ul
cDNA 0,7 pl
woda wolna od nukleaz do 20 pl

Tabela 13: Sktad mieszaniny reakcyjnej do miRNA real-time PCR.
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temperatura czas ilo$¢ cykli
95°C 10 min 1
95°C 0:15 min
Tm 1 min 40

72°C 0:30 min

95°C 1 min 1
55°C 0:30 min 1
95°C 0:30 min 1

Tabela 14: Schemat przebiegu reakcji miRNA real-time PCR.

Na podstawie roznic wartosci Ct pomig¢dzy proba badana a kontrolna z wykorzystaniem
metody -AACt obliczono relatywna réznicg poziomu ekspresji badanych genéw. Jako

gen referencyjny wybrano gen kodujacy miRNA 103.

3.15.5. Analiza statystyczna

Dane otrzymane w wyniku analizy real-time PCR oraz miRNA Real-time PCR
poddano nastgpnie analizie statystycznej. W tym celu stosowano program
GraphPadPrism. Zastosowano test one way ANOVA umozliwiajacy jednoczynnikowa

analiz¢ wariancji. W tescie tym przyjgto poziom istotnosci P<0,05.

3.15.6. Sekwencje oligonukleotydéw stosowanych do odwrotnej transkrypcji

i real-time PCR

L.p Nazwa Sekwencja oligonukleotydu Producent
oligonukleotydu
1. AHCY_F 5" CACGCGCATATCCCTGCTCGG 3’ Genomed
2. AHCY_R 5" GATGTCGGCGACTTTGTAGGGC 3’ Genomed
3. CBS_F 5> GCCAGGTTCGACTCCCCGGA 3’ Genomed
4, CBS_R 5> GCTGGCGTTGCGGTACTGGT 3’ Genomed
5. CD9_F 5’ CTTCTGGCTTGCCGGGATTGCT 3’ Genomed
6. CD9_R 5" GCGCCGGCTCCGATCAGAAT 3’ Genomed
7. ESM1_F 5> GCGGTGGACTGCCCTCAACA 3’ Genomed
8. ESMI_R 5’ CCAGATGCCATGTCATGCTCTTTGC 3° | Genomed
9. OS9_F 5> GCTGGCATGGAGCGGGAACT 3’ Genomed
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10. 0OS9_R 5’ TCTGTGCTCAGGATCCTCCTCTGT 3’ Genomed
11. MTR_F 5" CTGCCAATGCCAAGGCAGCCT 3 Genomed
12. MTR_R 5" GTCCGGAAAGAGTCCGCCCAC 3’ Genomed
13. MTRR_F 5’ CTGGCGCAAGGTTGGTGGAAGT 3’ Genomed
14. MTRR_R 5’ TAACAGTGAAACCACGCCGCGC 3 Genomed
15. ANXAS8_F 5" TGGGAAAGGTGCCCCCGAGG 3’ Genomed
16. ANXAS8_R 5" GCCTGCTCGTTGGTCCCGAT 3’ Genomed
17. APOLI1_F 5" GGCTGTGCTGTGTCCCTAATGGG 3’ Genomed
18. APOL1_R 5" CACAGGCACCATTCTGCAACGC 3’ Genomed
19. MARCHI1_F 5’AGAAGTGTGCATAACCATGAGTGGG 3’ | Genomed
20. MARCHI1_R 5’ TCTGCCTGTCCCTTGCGTCA 3’ Genomed
23. MMP19_F 5" GCACGGACAGCCTCTGGAGC 3’ Genomed
24. MMP19_R 5" ACAGGTAGTCCACGGGCGCC 3’ Genomed
25. VEGFA_F 5" GGTGCCCGCTGCTGTCTAATGC 3’ Genomed
26. VEGFA_R 5’ TCAAGCTGCCTCGCCTTGCAAC 3’ Genomed
27. NTN4_F 5" CGGAGGAGGACGCCCAGGAG 3 Genomed
28. NTN4_R 5" GGAGCCCCGGGACCATAGCC 3 Genomed
31. DDX28_F 5" GTCCGCAGTCCCGACGAACC 3 Genomed
32. DDX28_R 5" GTCGAACCAGCACCGGCCTC 3’ Genomed
33. ROBLD3_F 5" CGCCTACGACCGGAACGGGA 3’ Genomed
34. ROBLD3_R 5" ACCAAAGCCTGGGCCATGCAG 3’ Genomed
35. SCL44A3_F 5" GGGCGCCGAGTACCTGGTTTC 3’ Genomed
36. SLC44A3_R 5" CCAGCCACCACCGAGTAGCC 3 Genomed
37. ST8SIA2_F 5" ATCGTGGGCAACTCGGGGGT 3’ Genomed
38. ST8SIA2_R 5" AAGGCCCGCTGGATGACCGA 3’ Genomed
39. NCEH1_F 5" GAAGAGCCACTGAAACGCAGCG 3’ Genomed
40. NCEH1_R 5" GACCAGGACGCACTTGCACTTG 3 Genomed
41. HPRT_F 5" CTGAGGATTTGGAAAGGGTG 3’ Genomed
42. HPRT_R 5" AATCCAGCAGGTCAGCAAAG ¥’ Genomed

Tabela 15:Sekwencje starterow dla genow roznicujqcych stosowanych do reakcji real-time PCR.

L.p Nazwa Sekwencja oligonukleotydu Producent
oligonukleotydu
1. uniwersal_R 5" GTGCAGGGTCCGAGGT 3 Genomed
2. miR 34a_F 5" GTGTGGCAGTGTCTTAGCT 3’ Genomed
3. miR 30e_F 5> GTTTGGTGTAAACATCCTTGAC 3’ Genomed
4, miR 125b1_F 5> GTTTCCCTGAGACCCTAAC 3’ Genomed
5. miR let7b_F 5" GGGTGAGGTAGTAGGTTGT 3’ Genomed
6. miR 331 5p_F Genomed
7. miR 331 3p_F 5" TTGTGCCCCTGGGCCTAT 3’ Genomed
8. miR 103_F 5" GTAGCAGCATTGTACAGGG 3’ Genomed
9 miR 1_F 5’GTTGGGTGGAATGTAAAGAAGT 3’ Genomed
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10. | miR 196b_F 5" GTGGGGGTGATATGTTTGATAT 3’ Genomed

11. | miR 4728 5p_F 5’ TTGTTGGGAGGGGAGAGG 3’ Genomed

12. | miR 1321_F 5’TTGGGGCAGGGAGGTGAA 3’ Genomed

13. | miR 4758_F 5" TTGTGTGAGTGGGAGCCG 3’ Genomed

14. | miR 34a_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACACAACC 3’

15. | miR 30e_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACCTTCCA 3’

16. | miR 125b1_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACTCACAA 3°

17. | miR let7b_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACAACCAC 3’

18. miR 331 5p_RT Genomed

19. | miR 331 3p_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACTTCTAG 3’

20. | miR 103_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACTCATAG 3’

21. | miR 1_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACATACAT 3’

22. | miR 196b_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACAACCCA 3’

23. | miR 4728 5p_RT | 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACTGCTTG 3’

24. | miR 1321_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACATCACA 3’

25. | miR 4758_RT 5’GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTA | Genomed
TTCGCACCAGAGCCAACCAGCCC 3’

Tabela 16: Sekwencje starterow dla genow kodujqcych miRNA stosowanych do reakcji odwrotnej

transkrypcji oraz do real-time PCR.

3.16. Izolacja bialek histonowych z komérek HUVEC

W celu zbadania, czy biatka histonowe réwniez ulegaja N-homocysteinylacji

ex vivo oraz czy N-homocysteinylacja wptywa na regulacje ekspresji genéw za pomoca

mechanizmow epigenetycznych, z komérek HUVEC wyizolowano frakcj¢ biatek

jadrowych wzbogaconych w biatka histonowe wedtug nastgpujacej procedury:

Komérki po 24h inkubacji z homocysteina, tiolaktonem homocysteiny lub
N-Hcy-biatkami surowicy, przemyto buforem PBS, a nastgpnie trypsynizowano
w celu odklejena ich od podioza.

Po odklejeniu komorek trypsyng inaktywowano pozywka suplementowang FBS.
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e Komorki przeniesiono do 15 ml probéwek typu falcon, a nastgpnie zwirowano
3min, przy obrotach 1600 x g.

e Po zwirowaniu, supernatant usuni¢to, a osad komérkowy przemyto buforem
PBS, komoérki zwirowano jak poprzednio; czynno$¢ powtdrzono dwukrotnie.

e Osad komérkowy zawieszono w buforze TEB (ang. Triton Extraction Buffer:
0,5% Triton X100, 2 mM PMSEF, 0,2% NaN; w PBS), w ilosci 1 ml na 1x10’
komoérek

e Komorki lizowano przez 10 min na lodzie, delikatnie mieszajac.

e Nastepnie lizat komérkowy zwirowano 10 min, 4°C, 10 000 x g, supernatant
zawierajacy biatka cytoplazmatyczne zebrano.

e Osad zawierajacy biatka jadrowe przemyto potowa objgtosci buforu TEB uzytej
poprzednio i1 wirowano jak poprzednio, supernatant zebrano.

e W celu zwigkszenia wydajnosci izolacji osad zawierajacy biatka jadrowe
zawieszono w 500 ul buforu PBS i poddano sonikacji 4 x 0:15min, z amplituda
75%.

e Préby zwirowano 30 min, 4 °C, 14 000 x g.

e Po wirowaniu supernatant zawierajacy rozpuszczone biatka jadrowe
przeniesiono do nowych probéwek i dodano HC10,4 do koncowego st¢zenia 4%.

e Wytracanie bialek histonowych prowadzono w warunkach kwasnych przez 16 h
w temp. 4 °C delikatnie mieszajac.

® Po ekstrakcji biatka histonowe wirowano przez 10 min przy obrotach 2000 x g,
4°C.

e Osad zawierajacy biatka histonowe zawieszono w buforze Laemmli, pH
doprowadzano do zasadowego 0,1 M Tris.

e Stezenie biatek mierzono za pomoca metody Bradford.

3.17. Western blot

e Przygotowano 15% denaturujacy zel poliakrylamidowy biatkowy Bis Tris, na
ktéry natozono 20 ug bialka, z dodatkiem buforu obcigzajacego LB dwa razy

stezonego.
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Prowadzono elektroforez¢ SDS-PAGE w buforze 1 x MES running buffer, przy
nat¢zeniu pradu 150V do wejscia preparatow biatkowych w zelu
zageszczajacym, nastgpnie 200V po przejSciu  preparatow do  zelu
rozdzielajacego .

Po zakonczonej elektroforezie zel ptukano w wodzie, a nastgpnie w buforze do
transferu.

Nastgpnie przygotowano membrang¢ PVDF, poprzez zanurzenie jej na 2 min
w metanolu, a nastgpnie przez kilka minut w wodzie.

Transfer biatek histonowych na membrang przez prowadzono przez 1 h, przy
natezeniu pradu 0,8 mA na 1 cm” zelu. W tym celu w aparacie do transferu
utozono 3 warstwy bibuly 3MM zanurzonej w buforze do transferu, nast¢pnie
membrang, kolejno, zel i 3 warstwy zanurzonej w buforze do transferu bibuty
3MM.

Po transferze membrang blokowano w roztworze 3% BSA rozpuszczonej
w buforze w PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20 przez 1h w temp pokojowe;.

Zel po transferze wybarwiano roztworem Coomassie Silver Blue przez noc
z delikatnym wytrzasaniem. Po wybarwieniu zel odbarwiano woda, a nast¢pnie
z zelu wycigto bialka histonowe w celu identyfikacji miejsc
N-homocysteinylacji.

Membrang ptukano 5 min w buforze PBS, nastgpnie 5 min w buforze buforze
PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20, a nastgpnie 5 min w buforze PBS,
z wytrzasaniem 250 obr/min

Nastgpnie membrang inkubowano z przeciwcialem I-rzgdowym przez noc
w temp. 4 °C. Przeciwciala rozpuszczano w 3% roztworze BSA w buforze

PBST w odpowiednim rozcienczeniu, podanym w tabeli:

Przeciwcialo I-rzedowe stosowane
rozcienczenie
Anty N-Hcy-Lys 1:200
Anty Ac H3K9 1:500
Anty histon H3 1:1000

Tabela 17: Stezenie przeciwciat pierwszorzedowych stosowanych do reakcji Western blot.
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¢ Po inkubacji membrang ptukano 4 x 15 min w buforze PBST.

e Nastgpnie membrang inkubowano 2z przeciwcialem Il-rzgdowym (IgG
skoniunkowanym z alkaliczna fosfataza) 2 h w temperaturze pokojowe;j.
Przeciwciato rozcienczano w stosunku 1:500 w 3% roztworze BSA w buforze
PBST.

¢ Po inkubacji membrang ptukano jak poprzednio.

e Tak przygotowana membrang poddawano detekcji za pomoca reakcji barwnej
z odczynnikiem BCIP-NBT. Po wizualizacji membrang skanowano za pomoca

systemu archiwizacji zeli (GelDOc-It, UVP).

3.18. Analiza miejsc N-homocysteinylacji biatek histonowych in vitro

Biatka histonowe wydajnie ulegaja N-homocysteinylacji in vitro [43]. Aby
pozna¢ miejsca modyfikacji tych bialek przez tiolakton homocysteiny przeprowadzono
analiz¢ peptydow bialek histonowych za pomoca spektrometrii mas. W tym celu
ludzkie rekombinowane biatka histonowe modyfikowano 5 1 10 mM HTL przez 16 h

w temp. 37 °C wedtug nastepujacej procedury:

skladniki reakcji ilo$¢ uzyta do rekacji
biatko histonowe H1, H2A, H2B, H3 lub H4
.. 10 pul
(stezenie 1mg/ml)
tiolakton homocysteiny 50 mM lub100 mM 1,5ul
0,1 M bufor fosforanowy pH 7,4 3,5 ul

Tabela 18: Sktad reakcji modyfikacji biatk histonowych tiolaktonem homocysteiny.

Aby zredukowa¢ mostki dwusiarczkowe uzywano 5 mM DTT, nastgpnie zablokowano
grupy —SH powstate po redukcji mostkow dwusiarczkowych za pomoca 15 mM
jodoacetamidu. W celu uzyskania peptydow o odpowiedniej dtugosci po zakonczone;j
modyfikacji biatka histonowe trawiono chymotrypsyna. Do kazdej z préb dodano 0,4 ul
chymotrypsyny (0,5 pg/ul) w 25mM dwuweglanie amonu. Trawienie prowadzono
przez 16 h w temp. 37 °C.

Mieszaniny peptydow, uzyskane w wyniku trawienia biatek histonowych
chymotrypsyna 1 rozdziale chromatograficznym peptydéw (HPLC-UV), analizowano na
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spektrometrze MALDI-ToF/ToF. Zebrane podczas rozdziatu frakcje (1,5 min przy
przeptywie 1 ml/min) zat¢zono nast¢pnie do objetosci 100 pl. Dla poszczegdlnych
frakcji wykonano widma masowe zebranych podczas rozdziatu. W tym celu 0,5 pl
kazdej z frakcji peptydéw, naktadano na plytke Prespotted Anchor Chip
(Bruker Daltonics), zawierajaca na powierzchni matryce¢
(kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy) i pozostawiano do wyschnigcia. Otrzymane
w ten spos6b zestawy mas peptydow analizowano w programie Mascot
(www.matrixscience.com, licencja dla IChB PAN). Stopien pokrycia sekwencji biatka
przez sekwencje zidentyfikowanych peptydéw okreslano poprzez poréwnanie z bazami
sekwencji bialkowych. Nastgpnie w tym samym programie poszukiwano peptydow

zawierajacych reszty Hcy przytaczone do reszt Lys.
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4. Wyniki

4.1. Testy aktywnosci metabolicznej komérek HUVEC

Ludzkie komorki srodbtonka zyly pgpowinowej (HUVEC) inkubowano przez
dobg z 1, 10, 100, 1000 pM homocysteing oraz tolaktonem homocysteiny w medium
hodowalnym pozbawionym antybiotyku. Wptyw N-Hcy-biatek na profil ekspresji
komérek HUVEC badano poprzez dodatek do medium hodowlanego 2% surowicy
wotowej (FBS) zmodyfikowanej 0,2, 1, 5, 25 mM tiolaktonem homocysteiny. Hodowlg
prowadzono, jak poprzednio, przez 24h. Hodowlg kontrolng stanowily komorki
HUVEC inkubowane bez dodatku antybiotyku, oraz Hcy i HTL. W przypadku
inkubacji komérek HUVEC z N-Hcy-FBS, do hodowli kontrolnej dodano surowicg, do
ktorej podczas reakcji modyfikacji zamiast tiolaktonu homocysteiny dodano bufor
fosforanowy pH 7.4.

Aby sprawdzi¢, w jaki sposéb warunki eksperymentalne wptywaja na hodowle
komérkowa, na wstepie przeprowadzono testy zywotnosci komoérek poprzez pomiar
aktywnos$ci metabolicznej komérek, z uzyciem barwnika rezazuryny. Po zakonczeniu
24-godzinnej inkubacji z Hcy, HTL oraz N-Hcy-FBS, odczytywano absorbancj¢ przy
dtugosci fali (600 nm) przy ktérej rezorufina - metabolit rezazuryny - wykazuje
maksimum absorbancji. [los¢ powstatej rezorufiny jest wprost proporcjonalna do ilosci
zywych, aktywnych metabolicznie komérek w hodowli, poniewaz tylko takie zdolne sa
do redukcji rezazuryny. Na podstawie wynikéw pomiaréw spektrofotometrycznych
wykazano obnizenie zywotnosci komérek HUVEC o 20% pod wptywem 1000 uM
Hcy, podczas gdy tiolakton homocysteiny w takim samym stezeniu powoduje spadek
zywotnosci komérek do ok. 60%. Jednak najwickszy wptyw na przezywalno$¢ komoérek
HUVEC ma dodatek N-Hcy-biatek do hodowli komérkowej. Inkubacja z N-Hcy-FBS
zmodyfikowanym 25mM HTL spowodowala obnizenie przezywalnosci komorek

o potowg (rysunek 8).
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Rysunek 8: Przezywalnos¢ komorek HUVEC po 24 h inkubacji z homocysteing, tiolaktonem Hcy oraz
N-homocysteinylowanymi biatkami surowicy bydlecej.
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Rysunek 9: Hodowla komorek HUVEC po inkubacji z Hcy, HTL, N-Hcy-FBS przez 24 h.

4.2. Modyfikacja bialek surowicy tiolaktonem homocysteiny

Liczbg przytaczonych grup tiolowych do reszt Lys w biatkach surowicy bydlgce]
mierzono kolorymetrycznie, w obecnosci odczynnika Ellmana (DTNB). W tym celu
wykonano pomiar absorbancji przy dtugosci fali 412 nm. Albumina stanowi ponad 90%

biatek surowicy. Niezmodyfikowana czasteczka albuminy ma tylko jedna wolna grupg
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—SH, pochodzaca od cysteiny 34. [55], dlatego tez przyjgto, Ze pomiar absorbancji dla
proby kontrolnej wynosi 1. Wzrost absorbancji w probkach FBS poddanych
modyfikacji tiolaktonem homocysteiny (w stezeniach 0,2 — 25 mM), spowodowany
N-homocysteinylacja reszt lizyny w albuminie, jest wprost proporcjonalny do stgzenia
czynnika modyfikujacego. Modyfikacja FBS 5 mM 1 25 mM tiolaktonem Hcy
skutkowata przytaczeniem $rednio 2,34 i 3,74 grup —SH, co oznacza, ze w czasteczce
albuminy modyfikacji ulegly §rednio 2 oraz 3 reszty lizyny na czasteczke¢ albuminy

(tabela 19).

stezenie HTL uzyte do Ilo$¢ nM Hcy/ pg ilos¢ grup SH
modyfikacji surowicy in vitro bialka [mol/mol]
0
0,195 + 0,005 1
0,2 mM
0,230+ 0,013 1,18 + 0,058
1 mM
0,334 £ 0,014 1,72 £ 0,091
5 mM
0,456 £ 0,013 2,34 + 0,094
25 mM
0,729 £ 0,011 3,74 £ 0,112

Tabela 19: 1los¢ Hcy (grup —SH) przytaczonych do czgsteczki albuminy w surowicy bydlecej stosowanej
do 24h inkubacji w hodowli komérek HUVEC. Wyniki wyrazone sq jako Srednia arytmetyczna £ SD.

Aby méc poréwnaé wptyw N-Hcy-biatek surowicy w z wptywem, jaki wywarty
homocysteina i HTL na na ekspresje¢ genéw w komérkach HUVEC wartosci
N-Hcy-biatek stosowanych w eksperymentach wyrazono w pM. Stezenia te obliczono
na podstawie stopnia modyfikacji bialek surowicy podanych w tebeli 13, oraz ilosci
FBS w hodowli komérkowej (2% = 1 mg/ml), zaktadajac ze st¢zenie albuminy w FBS
wynosi 50 mg/ml. Stezenia N-Hcy-bialek surowicy dodawanych do hodowli

komérkowych wynosity odpowiednio: 2,7; 10,1; 20,1 oraz 41,1 puM.
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4.3. Analiza ekspresji genéw czlowieka pod wplywem homocysteiny oraz jej

metabolitow

4.3.1. Zastosowanie mikromacierzy DNA do analizy profilu ekspresji
transkryptomu pod wplywem homocysteiny, tiolaktonu homocysteiny oraz

N-Hcy-bialek surowicy

Technologia mikromacierzy DNA jest efektywnym narzedziem do
monitorowania ekspresji duzej liczby gendéw jednocze$nie. W jednym eksperymencie
mozna zbada¢ wzgledny poziomekspresji catego kompletu gendw, ktére ulegaja
transkrypcji w komoérkach i tkankach jednego, badz wielu organizméw. Dzigki
zastosowaniu tej metody mozliwe bylo przeanalizowanie ekspresji genéw w komoérkach
HUVEC w warunkach, ktére prowadza do powstania r6znego poziomu N-Hcy-biatek.
Wszystkie eksperymenty mikromacierzowe zostaly wykonane w Europejskim Centrum
Bioinformatyki i Genomiki we wspdtpracy z dr Luiza Hanndschuh. Aby okresli¢, ktére
geny wykazuja odmienng ekspresj¢ w odpowiedzi na podwyzszony poziom tiolaktonu
homocysteiny oraz N-Hcy-biatek stosowano genomowe ludzkie mikromacierze DNA,
zawierajace okoto 40 000 sond o dlugosci 80 nt, odpowiadajacych wszystkim znanym
ludzkim genom. W tym celu z hodowli komérkowej, zaréwno poddanej dziataniu stresu
(inkubacja z dodatkiem Hcy, HTL i N-Hcy-FBS) jak i1 kontrolnej wyizolowano
catlkowity RNA. Jako$¢ otrzymanych preparatéw sprawdzano przy pomocy
elektroforezy kapilarnej. 20 pg catkowitego RNA o wysokiej jakosci (wspdtczynnik
RIN powyzej 8,0) przepisywano na cDNA, a nastgpnie znakowano barwnikami
fluorescencyjnymi. Préby badane wyznakowano barwnikiem Alexa 555, natomiast
proby kontrolne Alexa 647. Tak przygotowane probki poddane zostaty hybrydyzacji.
Mikromacierze dla kazdego warunku eksperymentalnego wykonano w dwodch

powtdrzeniach biologicznych.
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Rysunek 10: Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny prob catkowitego RNA za pomocq Bioanalizatora
Agilent 2100, z oznaczonymi wartosciami wspotczynnika RIN dla kazdej 7 analizowanych préb.

09 k1 Hey

08

absorbancja

0.7 Alexa 647
02
00 ——————— —

::: ‘ Alexa 555 /
\/\ /\/
o1 \h . \ -

2% 300 350 400 430 500 550 600 650 700

dtugos¢ fali (nm)

Rysunek 11: Przyktadowe widmo dla pomiaru absorbancji w zakresie UV-VIS probek catkowitego RNA
wyznakowanych barwnikami fluorescencyjnym, wygenerowane za pomocq spektrofotometru Nanodrop
2000c. Probe kontrolng wyznakowano barwinikiem Alexa 555, natomiast probe badanq wyznakowano
barwnikiem Alexa 647.
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Rysunek 12: Obraz mikromacierzy dla ludzkiego transkryptomu zawierajqcej sondy odpowiadajqce
wszystkim znanym genom czlowieka uzyskany po zeskanowaniu plytki mikromacierzowej za pomocq
skanera mikromacierzy GenePix 4200AL (Molecular Devices) z rozdzielczosciq 5 um, po hybrydyzacji
z fluorescencyjnie wyznakowanym cDNA kontrolnym (Alexa 647) i pochodzqcym z proby badanej (Alexa
555).

W  wyniku analiz obrazéw mikromacierzy wytypowano list¢ genow
réznicujacych, ktére wykazuja odmienna w stosunku do komérek kontrolnych ekspresj¢
pod wptywem Hcy, HTL oraz N-Hcy-FBS w zastosowanych warunkach
eksperymentalnych. Zidentyfikowano 14 gendéw rdznicujacych na podstawie analizy

mikromacierzowej dla Hcy (tabela 20), 110 genéw o zmienionej ekspresji pod
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wptywem HTL (tabela 21), oraz 30 genéw, ktérych ekspresja pod wplywem
N-Hcy-biatek ulegta zmianie (tabela 22).

Na podstawie otrzymanych wynikdw wykazano, ze homocysteina i tiolakton
homocysteiny wptywaja na zmiang ekspresji tych samych genéw. Sposrdd listy gendw
réznicujacych w komérkach HUVEC pod wptywem homocysteiny tylko trzy sa inne
niz te, ktérych ekspresja uleglta zmianie pod wptywem tiolakotnu Hecy. Grupg wspéing
stanwity geny: MARCHI, LMXIA, PCDHB7, KRT27, SLC44A3, IFI30, CD209,
ROBLD3, SLC22A9, LRRIQI1 oraz PHACTR4. Wykazano wzrost ekspresji gendéw
SLC22A9, ROBLD3 oraz MARCH|1 oraz obnizenie poziomu mRNA LMXIA, PCDH37,
KRT27, SLC44A3 a takze CD209 pod wptywem Hcy oraz HTL.

N-Hcy-biatka powoduja zmiany ekspresji innej grupy gendw, niz Hcy i tiolakton
homocysteiny. Sposréod genéw wykazujacych odmienng ekspresj¢ pod wptywem
N-Hcy-biatek tylko szes¢ genéw bylo wspdlnych z tymi, ktére wykazywaly odmienna
ekspresj¢ pod wptywem HTL. W tej grupie znalazly si¢ MYL6, DNAJB7, ESMI,
SULTIEI, LRRIQI, PHACTRA4. Ekspresja gendw MYL6, ESM1 wzrosta pod wptywem
HTL oraz N-hcy-biatek, w przeciwienstwie do genu SULTIEI, dla ktérego wykazano
spadek ekspresji pod wptywem HTL a takze N-Hcy-bialek. Natomiast poziom mRNA
DNAJB7 obnizyt si¢ pod wptywem tiolaktonu homocysteiny, natomiast zaobserwowano
wzrost poziomu mRNA tego genu pod wptywem N-Hcy-biatek. W tym przypadku
prawdopodobne jest, ze w regulacje ekspresji zaangazowany jest réwniez inny
mechanizm, niezalezny od N-homocsyteinylacji.

Zidentyfikowano jedynie dwa geny rdznicujace, ktérych ekspresja ulegta
zmianie zaréwno pod wplywem homocysteiny, jak réwniez jej metabolitow
(LRRIQ1 oraz PHACTR4). Poziom mRNA tych genéw ulegat obnizeniu zaréwno pod
wpltywem homocysteiny, jak réwniez HTL i N-Hcy-bialek, co wskazuje na wspdlny

mechanizm regulacji ich ekspresji na drodze N-homocysteinylacji.
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Hcy HTL

24

N-Hcy-biatka

Rysunek 13: Diagram ilustrujqcy geny roznicujqce, ktorych ekspresja zostata zmieniona pod wptywem
Hcy, HTL oraz N-Hcy-biatek. Zidentyfikowano 11 genow wspolnych roznicujqcych pod wptywem Hcy
i HTL, szes¢ genow wspdlnych roznicujqcych pod wptywem HTL i N-Hcy-biatek oraz dwa geny wspdlne,
roznicujqce pod wptywem Hcy i N-Hcy-biatek. Zaobserwowano tylko dwa geny wspdlne, ktorych
ekspresja  byta zmieniona we wszystkich trzech badanych warunkach eksperymentalnych
(LRRIQI oraz PHACTR4).
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L. p. numer krotno$¢ zmiany***
symbol genu |. N nazwa genu**
identyfikacyjny
10 pM 1000 pM
I SLC22A9 114571 solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 9 1,48 7,14
2. ROBLD3 28956 late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 2 1,21 4,90
3. DNAJC2 129450 DnaJ homolog subfamily C member 28 1,18 3,99
4. IFI130 10437 interferon gamma-inducible protein 30 1,83 3,71
5. MARCHI 55016 membrane-associated ring finger (C3HC4) 1, E3 ubiquitin protein ligase 1,28 3,72
6. 1GIP 492311 IgA-inducing protein homolog (Bos taurus) -1,93 -3,09
7. LMXI1A 4009 LIM homeobox transcription factor 1, alpha 2,58 2,69
8. KRT27 342574 keratin 27 -1,18 -6,55
9. PCDHB7 56129 protocadherin beta 7 -1,35 -7,17
10. PHACTR4 65979 phosphatase and actin regulator 4 -1.31 -7,61
I ST8SIA2 8128 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 2 -1.42 -10,56
12. SLC44A3 126969 solute carrier family 44, member 3 -2,68 -12,47
13. CD209 30835 CD209 molecule -1,1 -3,68
14. LRRIQ1 84125 leucine-rich repeats and IQ motif containing 1 -2,22 -116,10

Tabela 20: Lista genow roznicujgcych pod wptywem homocysteiny Adj. P value <0,05. Na czerwono zaznaczono geny, dla ktorych profil ekspresji pod wptywem
homocysteiny potwierdzono za pomocq real-time PCR.
* Numer identyfikacyjny w bazie danych Gene NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
** Zgonie z opisem w bazie danych Gene NCBI
*** Adj. P value <0,05
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L.p. symbol . numer . nazwa genu** krotnos¢ zmiany***
genu identyfikacyjny* 10 pM 1000 pM
1. MATIA 4143 methionine adenosyltransferase I 4,46 22,06
2. MB 4151 myoglobin 4,22 18,66
3. ICAM1 3383 intercellular adhesion molecule 1 2,56 17,30
4. MTR 4548 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase 2,84 15,42
5. VAV3 10451 vav 3 guanine nucleotide exchange factor 4,58 13,84
6. SERPINAO 127657 serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), 3.67 12.73
member 9
7. CD9 928 CD9 molecule 3,55 11,75
8. CBS 875 cystathionine-beta-synthase 4,73 10,60
9. THAP1 55145 THAP domain containing, apoptosis associated protein 1 2,72 9,99
10. NCEH1 57552 neutral cholesterol ester hydrolase 1 2,64 9,95
11. TNNT2 7139 troponin T type 2 (cardiac) 3,27 9,67
12. AMOTL2 51421 angiomotin like 2 3,24 9,48
13. PPAP2B 8613 phosphatidic acid phosphatase type 2B 3,73 8,05
14. ALDHIL1 10840 aldehyde dehydrogenase 1 family, member L1 2,98 7,92
15. APOAS 116519 apolipoprotein A-V -2,59 -7,07
16. PLG 5340 plasminogen 2,76 6,76
17. CYP2S1 29785 cytochrome P450, family 2, subfamily S, polypeptide 1 2,74 6,66
18. HPSE2 60495 heparanase 2 2,73 6,64
19. ESM1 11082 endothelial cell-specific molecule 1 2,25 6,59
20. VWEF 7450 von Willebrandt factor 3,67 6,44
21. PPAP2C 607126 phosphatidic acid phosphatase type 2C 241 6,29
22. MTRR 4552 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase reductase 2,31 6,27
23. APOA4 337 apolipoprotein A-IV 2,68 6,23
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24. SETD2 29072 histone-lysine N-methyltransferase SETD2 (EC 2.1.1.43) 17,93 6,08
25. APOLI1 8542 apolipoprotein L, 1 3,79 5,86
2. HERPUD2 64224 homocysteine-responsive endopl'asmic reticulum-resident ubiquitin-like 4.61 5.79
domain member 2
27. MARCHI1 55016 membrane-associated ring finger (C3HC4) 1, E3 ubiquitin protein ligase 4,14 5,46
28. EZH2 2146 enhancer of zeste homolog 2 2,31 5,36
29. APOB 338 apolipoprotein B 24 5,29
30, LRPS 7304 low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e 3.49 5.02
receptor
31. FABP3 2170 FABP3 fatty acid binding protein 3, muscle and heart 3,73 4,97
32. APOLS5 80831 apolipoprotein L, 5 2,3 4,93
33. APOO 79135 apolipoprotein O 2,27 4,82
34, ANTXR2 118429 anthrax toxin receptor 2 1,59 4,80
35, MTHED? 10797 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 2, methenyltetrahydrofolate 22 4,58
cyclohydrolase
36. SLC22A9 114571 solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 9 2,45 4,42
37. CRSP7 9441 mediator complex subunit 26 1,68 4.4
38. VCAMI1 7412 vascular cell adhesion molecule 1 2,17 4,31
39. AHCY 191 adenosylhomocysteinase 3,63 4,29
40. TNFRSF12A 51330 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A 2,07 4,19
41. LPL 4023 lipoprotein lipase 1,61 4,03
42. SETD7 80854 lysine methyltransferase 7 1,07 3,9
43, NT5DC4 284958 5'-nucleotidase domain containing 4 1,26 3,9
44, IF130 10437 interferon gamma-inducible protein 30 1,11 3,7
45. EHMT1 79813 euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1 2,02 3,69
46. ROBLD3 28956 late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 2 2,24 3,65
47. SCARF1 8578 scavenger receptor class F, member 1 1,51 3,65
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48. CYBASC3 220002 cytochrome b561 family, member A3 2,01 3,63
49. DDIT4L 115265 DNA-damage-inducible transcript 4-like 1,39 3,46
50. APOL6 80830 apolipoprotein L, 6 2,58 3,32
51. TLE2 7089 transducin-like enhancer of split 2 1,07 3,17
52. NSD1 64324 nuclear receptor binding SET domain protein 1 2,52 3,16
53. ADSSL1 122622 adenylosuccinate synthase like 1 2,08 3,13
54. ANGPT4 51378 angiopoietin 4 2,55 3,12
55. SMOC2 64094 SPARC related modular calcium binding 2 1,59 3,02
56. PAPPA2 60676 pappalysin 2 1,58 2,99
57. BTN3A2 11118 butyrophilin, subfamily 3, member A2 1,61 2,9

58. APOAIB 128240 apolipoprotein A-I binding protein 3,73 2,86
59. EP300 2033 E1A binding protein p300 2,06 2,79
60. APOA4 107690 apolipoprotein A-IV 2,68 2,68
61 JARID2 3720 jumonyji, AT rich interactive domain 2 3,57 2,7

62. TNNI3 7137 troponin I type 3 (cardiac) 2,22 2,66
63. CH25H 9023 cholesterol 25-hydroxylase 1,32 2,53
64. H2AFY 9555 H2A histone family, member Y 1,71 2,46
65. EHMT?2 10919 euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2 1,69 2,46
66. HIST1H2BK 85236 histone cluster 1, H2bk 2,26 2,46
67. SLC2A12 154091 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 12 2,19 2,45
68. ELP2 55250 elongator acetyltransferase complex subunit 2 2,09 2,41
69. MBD3 53615 methyl-CpG binding domain protein 3 1,54 2,39
70. UBE2G1 7326 ubiquitin-conjugating enzyme E2G 1 1,79 2,36
71. MSRI1 4481 macrophage scavenger receptor 1 3,43 2,15
72. EPC1 80314 enhancer of polycomb homolog 1 1,77 2,02
73. IL20RA 53832 interleukin 20 receptor, Ralpha 2,18 2,14
74. CCDC129 223075 coiled-coil domain containing 129 2,51 2,14
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75. DOTIL 84444 DOT1-like, histone H3 methyltransferase -2,52 -2,19
76. PIGL 9487 phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class L -2,73 -2,31
77. SHMT1 6470 serine hydroxymethyltransferase 1 -1,13 -2,43
78. FGB 2244 fibrinogen beta chain -2,36 -2,45
79. ANGPTL3 27329 angiopoietin-like 3 2,16 2,71
80. PFK 5211L phosphofructokinase, liver -2,48 2,72
81. JMID2B 23030 lysine (K)-specific demethylase 4B -1,87 -2,98
82. SUV420H2 84787 suppressor of variegation 4-20 homolog 2 -1,89 -3,33
83. ZNF135 1357694 zinc finger protein 135 -1,21 -3,39
84. C1QTNF4 114900 C1q and tumor necrosis factor related protein 4 -3,18 -3,52
85. IRF2 3660 interferon regulatory factor 2 2.3 -3,75
86. IBRDC2 255488 E3 ubiquitin-protein ligase IBRDC2 -4,24 -3,94
87. HIST1H2AJ 8330 histone cluster 1, H2ak -2,73 -4,12
88. CD209 30835 CD209 molecule 2,1 -4,28
89. HDLBP 3069 high density lipoprotein binding protein -1,29 -4,57
90. ANGPT2 285 angiopoietin 2 2,64 2,16
91. ANXAS 653145 annexin A8 -2,21 -4,66
92. BRDS 10902 bromodomain containing 8 -2,79 -4,78
93. SCL44A3 126969 solute carrier family 44, member 3 -1,27 -5,32
94. PCDHB7 56129 protocadherin beta 7 -2,33 -5,52
95. APOLDI1 81575 apolipoprotein L. domain containing 1 -1,13 -5,56
96. USPI11 8237 ubiquitin specific peptidase 11 -4,13 -6,17
97. MMRNI1 22915 multimerin 1 -2,68 -6,25
98. LMXI1A 4009 LIM homeobox transcription factor 1, alpha 2,14 -6,27
99. KRT27 342574 keratin 27 -2,55 -6,45
100. CBX2 12416 chromobox 2 -5,97 -7,06
101. VEGFA 7422 vascular endothelial growth factor A -4,37 -7,37
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102. LRRIQ1 84125 leucine-rich repeats and IQ motif containing 1 -5,97 -8,91
103. PHACTR 465979 phosphatase and actin regulator 4 -2,47 -8,93
104. HIST1HI1B 3009 histone cluster 1, H1b =17 -9,38
105. SMYD3 64754 SET and MYND domain containing 3 -2,75 -11,25
106. PTPN6 5777 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6 -3,13 -12,12
107. NTN4 59277 netrin 4 -2,87 -12,24
108. SCUBEI1 80274 signal peptide, CUB domain, EGF-like 1 -2,19 -12,37
109. MMP19 4327 matrix metallopeptidase 19 -2,45 -12,75
110. PTPRB 5787 protein tyrosine phosphatase, receptor type, B -4,07 -16,67

Tabela 21: Lista genow wykazujqacych najwigksze roznice w ekspresji pod wptywem tiolaktonu homocysteiny w poréwnaniu do kontroli. Na czerwono zaznaczono geny, dla
ktorych profil ekspresji pod wptywem tiolaktonu homocysteiny potwierdzono za pomocq real-time PCR., Adj. P value<0,05
* Numer identyfikacyjny w bazie danych Gene NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

** Zodonie 7 opisem w bazie danych Gene NCBI
*** Adj. P value <0,05

L.p symbol ' nlfmer ) nazwa genu** kortnos$¢ zmiany***
genu identyfikacyjny* 10,1 pM 41,1 pM

1. MYLI12B 103910 myosin, light chain 12B, regulatory 1,79 48,46
2. 0S9 10956 osteosarcoma amplified 9, endoplasmic reticulum lectin 2,41 21,88
3. MRPS5 64969 mitochondrial ribosomal protein S5 2,56 12,55
4, ESM1 11082 endothelial cell-specific molecule 1 19,6 10,55
5. DNAIJB7 150353 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 7 2,47 10,41
6. DOCK1 1793 dedicator of cytokinesis 1 -8,02 -15,11
7. MELL1 27390 mel transforming oncogene-like 1 -1,75 -48,02
8. MYL6 4637 myosin, light chain 6 1,68 7,00
9. RP11-30M20.2 26121 PRP31 pre-mRNA processing factor 31 homolog (S. cerevisiae) 2,56 4,12
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10. CHDS5 1003 cadherin 5, type 2 (vascular endothelium) 1,16 3,95
11. LOC40139 4013 hypothetical gene supported by BC063892 -1,1 -4,54
12. EPHX1 2052 epoxide hydrolase 1, microsomal 4,71 9,53
13, EIF3S6IP 51386 eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 6 interacting 1,02 8.88
rotein
14. SLC25A18 83733 solute carrier family 25 Eglutamate carrier), member 18 4,99 8,67
15. EEF1A1 1915 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 -2,5 -46,91
16. ZNF227 1357694 zinc finger protein 227 -1,39 -29,87
17. SPRY3 10251 sprouty homolog 3 (Drosophila) -1,49 -10,74
18. BCNP1 199786 family with sequence similarity 129, member C -1,1 -6,01
19. PRKAB2 5565 protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic subunit -3,13 -9,81
20. KRT25C 147183 keratin 25C -3,86 -4,06
21. PLBI1 151056 phospholipase B1 1,14 2,26
22. DPEP2 64174 dipeptidase 2 -1,39 -22.66
23. CGI-12 51001 MTERF domain containing 1 -1,14 -8,97
24. EDF1 8721 endothelial differentiation-related factor 1 -1,98 -2,25
25. CORIN 10699 corin, serine peptidase -6,36 -21,04
26. MPO 4353 myeloperoxidase -6,36 -4,66
27. SULTI1E1 6783 sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring, member 1 -1,7 -9,26
28. PHACTR4 65979 phosphatase and actin regulator 4 -1,21 -4,69
29. DDX?28 55794 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 28 -6,11 -22,04
30. LRRIQ1 84125 leucine-rich repeats and IQ motif containing 1 -1,15 -30,41

Tabela 22: Lista genow roznicujqcych pod wptywem N-Hcy-biatek surowicy. Liste genow uszeregowano wedtug zmniejszajqcej sie krotnosci zmiany ekspresji.Na czerwono
zaznaczono geny, dla ktorych profil ekspresji pod wptywem N-Hcy-biatek potwierdzono za pomocq real-time PCR..
* Numer identyfikacyjny w bazie danych Gene NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

** Zgonie z opisem w bazie danych Gene NCBI
*** Adj. P value, 0,05.
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4.3.2. Analiza poziomu mRNA genéw roéznicujacych za pomoca ilosciowego PCR

W czasie rzeczywistym

Sposréd gendéw réznicujacych, ktérych ekspresja réznita si¢ przynajmniej
czterokrotnie w pordwnaniu z kontrola, wybrano te ktoére potencjalnie moga byc
zaangazowane w powstawanie choréb uktadu krazenia. Nastgpnie zmiany w ekspresji
wybranych genéw (zaznaczonych na w czerwono tabelach 18 - 20) potwierdzono przy
pomocy ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR,
quanitative PCR, gqPCR). Analiz¢ ilosSciowa qPCR dwudziestu wybranych genéw
przeprowadzono metoda kwantyfikacji wzglednej. Pierwszym etapem tej metody jest
analiza stosowanych starteréw, zaréwno dla genu referencyjnego, jak 1 genéw
badanych, technika rozcienczen matrycy [115]. W tym celu przeprowadzono reakcjg
gPCR dla pigciu kolejnych pigciokrotnych rozcienczen matrycy cDNA. Po uzyskaniu
dla kazdego z analizowanych rozcienczen wartosci Ct, uzyskano krzywe standardowe

dla wszystkich genéw rdznicujacych oraz dla genu referencyjnego (HPRT).

Fluorescencja (dRn)

-

Fluorescencja (dRn)

Numer éyktu

Rysunek 14: Analiza jakosci produktow reakcji Real-time PCR.
1 - Krzywa przyrostu produktu podczas trwania reakcji qPCR, 2 - Przyktadowa krzywa topnienia
starterow dla wybranego genu badanego (AHCY), 3 - Krzywe przyrostu produktu podczas reakcji gPCR

dla kolejnych pieciokrotnych rozcieniczen matrycy, 4 - krzywa topienia starterow dla genu referencyjnego
(HPRT).
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Wartosc Ct oznacza wartos¢ progowa fluorescencji, inaczej numer cyklu, w ktérym
wykryta fluorescencja przekracza zdefiniowany prég, po przekroczeniu ktérego
kinetyka reakcji wchodzi w faze wzrostu wyktadniczego. Jako$¢ uzyskanych produktéw
gPCR analizowano na podstawie krzywych topnienia (rysunek 14).

Do analizy wzglednego poziomu ekspresji genéw badanych zastosowano
metod¢ —AACt. Warunkiem stosowania tej relatywnej metody jest uzyskanie takiej
samej wydajnosci reakcji qPCR dla genu badanego i referencyjnego. W tym celu
wykonano wykres zaleznosci ACt (réznica pomigdzy wartosciami Ct genu badanego
1 referencyjnego dla tej samej poczatkowej ilosci matrycy), od logarytmu stgzenia
matrycy. Wartosci nachylenia krzywej obliczone na podstawie sporzadzonych
wykreséw, dla kazdego z genéw badanych byty mniejsze niz 0,1, co oznacza, ze obie
reakcje charakteryzuja si¢ bardzo zblizona wydajnoscia dzigki czemu mozliwe bylo
zastosowanie metody —AACt. Nastepnie dla kazdego genu badanego obliczono réznice
ekspresji pod wptywem Hcy, HTL 1 N-Hcy-bialek na podstawie réznicy wartosci Ct
uzyskanej podczas reakcji qPCR, dla préb badanych i préby kontrolnej (bez dodatku
Hcy, HTL i N-Hcy-biatek).

Przeprowadzone analizy real-time PCR pozwolity dokladnie przeanalizowac
ekspresje badanych genéw pod wptywem homocysteiny, jak réwniez jej metabolitow.
Posr6d przeanalizowanych gendéw osiem wykazywato istotny statystycznie
(P < 0,05) wzrost ekspresji pod wplywem homocysteiny, tiolaktonu homocysteiny
a takze N-Hcy-biatek. Byty to: AHCY, CBS, ESM1, MTR, MTRR, APOLI, MARCH,
CD9. Zaobserwowano wzrost ekspresji genu AHCY o ponad 50% (1,55 + 0,1 ) pod
wptywem 1000 uM HTL. Hcy w tym samym stgzeniu wplywata na wzrost ekspresji
tego genu prawie o 30% (1,29 %= 0,18). Natomiast N-Hcy-biatka surowicy,
zmodyfikowane w najwyzszym stopniu, powodowaty prawie dwukrotny wzrost
poziomu mRNA tego genu (1,72 £+ 0,08). Wykazano takze wzrost poziomu mRNA CBS
pod wpltywem Hcy oraz jej metabolitow, ktéry po 24h inkubacji
z 1000 uM Hcy i HTL zwigkszal si¢ ponad dwukrotnie (2,37 + 0,06 oraz 2,46 + 0,05)
oraz ponad trzykrotnie pod wptywem dodatku 41,1 uM N-Hcy-biatek do pozywki
hodowlanej (3,22 + 0,18). Zaré6wno Hcy, jak i jej metabolity powodowaly wzrost
poziomu mRNA APOLI w komérkach HUVEC po 24h inkubacji. Wykazano prawie
trzykrotny wzrost ekspresji tego genu pod wptywem 1000 puM Hcy (2,99 + 0,03),
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podczas gdy HTL stosowany w tym samym st¢zeniu powodowal ponad dwukrotny
wzrost ekspresji w poréwnaniu do kontroli (2,3 * 0,09). Bialka surowicy
zmodyfikowane HTL w najwyzszym stopniu wptywaly na wzrost poziomu mRNA
APOLIo prawie 40% (1,39 = 0,1). Wykazano prawie dwukrotny wzrost poziomu
mRNA ESMI pod wptywem 1000 uM Hcy (1,87 = 0,01), podczas gdy HTL w tym
samym stgzeniu spowodowal ponad dwukrotny wzrost poziomu mRNA tego genu
(2,18 £ 0,09). Najwicgksze zmiany ekspresji genu ESM1 zaobserwowano pod wptywem
N-Hcy-biatek. Inkubacja z 41,1 uM bialek zmodyfikowanych tiolaktonem
homocysteiny wptyngta na ponad dwukrotny wzrost poziomu mRNA tego genu
(2,29 = 0,09). Przeanalizowano réwniez poziom mRNA MTR pod wptywem Hcy, HTL
i N-Hcy-biatek. Zwigkszyl si¢ on ponad dwukrotnie pod wptywem 1000 uM Hcy
(2,26 £ 0,05) oraz ponad trzykrotnie pod wptywem 1000 uM HTL (3,14 £ 0,14).
N-Hcy-biatka w najmniejszym stopniu zaburzaly ekspresj¢ tego genu, powodujac jej
wzrost 0 50% po inkubacji z 41,1 uM N-Hcy-bialkami surowicy (1,5 £ 0,05).
Najwigkszy wpltyw na wzrost mRNA MTRR miaty N-Hcy-biatka, poniewaz dodatek
surowicy bydlecej, zmodyfikowanej w najwyzszym stopniu, do pozywki hodowlane;j
skutkowat wzrostem poziomu mRNA tego genu o ponad trzy razy w poréwnaniu do
kontroli (3,38 £ 0,15). Inkubacja z 1000 uM Hcy objawiala si¢ wzrostem ekspresji genu
MTRR o 60% (1,59 + 0,05), podczas gdy tiolakton homocysteiny w tym samym
stgzeniu wptywal na podniesienie poziomu mRNA MTRR o ponad dwa razy
(2,65 £ 0,04). Wyniki real — time PCR dla genu MARCH1 pozwolily przeanalizowac
jego ekspresje¢ w odpowiedzi na wysokie st¢zenie Hcy i HTL, a takze na obecnos$¢
N-Hcy-biatek. Zaobserwowano znaczny wzrost ekspresji genu MARCHI, ktérego
ekspresja pod wptywem 1000 uM Hcy wzrosta prawie czterokrotnie (3,96 + 0,05). HTL
W najwyzszym stezeniu spowodowat ponad szesciokrotny wzrost poziomu mRNA tego
genu (6,05 + 0,02), podczas gdy dodatek 41,1 uM N-Hcy-bialek surowicy przyczynit
si¢ do wzrostu ekspresji MARCH1 o ponad trzy razy (3,1 + 0,18). Ostatnim genem w tej
grupie byl CD9. Zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost poziomu mRNA po
inkubacji z 1000 uM Hcy (2,02 = 0,15), podczas gdy HTL w tym samym stgzeniu
wywotal prawie trzykrotny wzrost ekspresji tego genu (2,81 = 0,19). Dodatek do
medium hodowlanego biatek surowicy zmodyfikowanych najwyzszym st¢zeniem HTL

przyczynit si¢ do ponad dwukrotnej zmiany w poziome mRNA CD9 (2,4 £ 0,02).
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Druga grupe gendéw stanowity takie, ktérych poziom mRNA ulegal obnizeniu
w odpowiedzi na dodatek Hcy, tiolaktonu homocysteiny oraz N-hcy-biatek do pozywki
hodowlanej (P < 0,05). W tej grupie znalazto si¢ pie¢ gendéw: MMPI19, DDX2S,
ST2SIAIl, NCEHI, SCUBEI. Wyniki przeprowadzonych analiz pozwolity stwierdzi¢
znaczacy spadek mRNA MMP19 pod wptywem zaréwno Hcy, jak i jej metabolitow.
Wykazano ponad dwukrotne obnizenie ekspresji tego genu pod wptywem 1000 uM Hcy
(-2,21 £ 0,09), podczas gdy inkubacja z tilaktonem Hcy w tym samym stg¢Zeniu
spowodowata obnizenie poziomu mRNA MMPI9 o ponad trzy razy (-3,59 + 0,18).
Dodatek 41,1 uM N-Hcy-bialek do medium hodowlanego spowodowat ponad
dwukrotne obnizenie ekspresji badanego genu (-2,08 + 0,09). Inkubacja komoérek
HUVEC zaréwno z 1000 uM Hcy jak i HTL spowodowata ponad dwukrotne obnizenie
poziomu mRNA DDX28 (-2,32 + 0,18 oraz -2,49 + 0,16). N-Hcy-biatka wywarly taki
sam efekt na ekspresj¢ tego genu, powodujac jej obnizenie o ponad 50% po inkubacji
z biatkami surowicy zmodyfikowanymi w najwyzszym stopniu HTL (-1,56 + 0,1).
Zaréwno 1000 uM Hcy jak i HTL wptynety na prawie dwukrotne obnizenie poziomu
mRNA ST8SIAII (-1,86 + 0,15 pod wptywem Hcy, -1,99 + 0,12 pod wptywem HTL).
N-Hcy-biatka wywarty najwigkszy wptyw na ekspresje tego genu, co zaobserwowano
poprzez ponad czterokrotne obnizenie poziomu mRNA S78SIAII po inkubacji
z 41,1 uM N-Hcy-biatkami surowicy (-4,56 + 01). Wykazano obnizenie poziomu
mRNA NCEHI w komérkach HUVEC po inkubacji z Hey (-2,53 £ 0,08) i HTL
(-6,35 = 0,05) w stezeniu 1000 uM. Ten sam efekt zaobserwowano réwniez pod
wplywem 41,1 uM N-Hcy-biatek dodanych do medium hodowlanego (-3,26 + 0,14). Na
podstawie wynikéw przeprowadzonych analiz zaobserwowano spadek poziomu mRNA
SCUBEI zaréwno pod wptywem Hcy jak i jej metabolitéw. 24h inkubacja komodrek
HUVEC z 1000 yM Hcy spowodowata prawie dwukrotne obnizenie ekspresji tego genu
(-1,65 £ 0,02), podczas gdy inkubacja z HTL w tym samym stgzeniu wptyngta na
obnizenie poziomu mRNA ponad trzy razy (-3,28 = 0,05). Wykazano réwniez
dwukrotng redukcje poziomu mRNA SCUBEI pod wptywem 41,1 uM N-Hcy-biatek
surowicy (-2,05 + 0,04).
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Za pomoca techniki real-time PCR zidentyfikowano rowniez takie geny, ktorych
istotne statystycznie zmiany ekspresji prawdopodobnie indukowane sa réwniez innym
niz N-homocysteinylacja mechanizmem (P < 0,05). Sa to: SLC44A3, ANXAS, APOAS,
ROBLD3, VEGFA, NTN4, 059. Wykazano spadek ekspresji genu SLC44A3 o ponad
70% pod wptywem 1000 uM Hcy, podczas gdy tiolakton homocysteiny w tym samym
stgzeniu przyczynil si¢ do ponad trzykrotnego obnizenia poziomu mRNA SLC44A3.
N-Hcy-biatka surowicy wptyngly w odmienny sposéb na ekspresje tego genu,
powodujac jej wzrost, ktéry wyniést ponad dwa razy, po inkubacji z 41,1 uM
N-Hcy-biatkami surowicy. Zaobserwowano znaczacy spadek poziomu mRNA genu
VEGFA pod wptywem 1000 uM Hcy (-2,31 + 0,03) i 1000 uM HTL (-2,81 £ 0,09).
Natomiast inkubacja komérek HUVEC z bialkami surowicy zmodyfikowanymi
w najwyzszym stopniu tiolaktonem homocysteiny spowodowata ponad trzykrotny
wzrost ekspresji tego genu w poréwnaniu do kontroli (3,1 + 0,03). Przeanalizowano
takze profil ekspresji genu OS9 pod wptywem Hcy, HTL i N-Hcy-biatek. Inkubacja
z 1000 Hcy i HTL w tym samym st¢zeniu spowodowata obnizenie poziomu ekspresji
badanego genu (-1,33 + 0,08 pod wptywem 1000 uM Hcy oraz -2,29 + 0,13 pod
wptywem 1000 uM HTL). Natomiast dodatek do pozywki hodowlanej biatek surowicy
bydlecej zmodyfikowanych w najwyzszym stopniu wptynal pozytywnie na poziom
mRNA tego genu, co zaobserwowano poprzez prawie dwukrotny wzrost ekspresji
w poréwnaniu do kontroli (1,82 £ 0,11). 1000 uM Hcy oraz tiolakton homocysteiny
stosowany w tym samym st¢zeniu powodowat znaczacy spadek poziomu mRNA NTN4
(-2,55 £ 0,07 po inkubacji z Hcy oraz -4,36 £+ 0,01 po inkubacji z HTL). N-Hcy-biatka
wywieraja odmienny efekt na ekspresje tego genu, powodujac ponad szesciokrotny
wzrost poziomu jego mMRNA po inkubacji z biatkami surowicy bydlecej
zmodyfikowanymi w najwyzszym stopniu HTL (6,22 + 0,22). Ekspresja genu APOAS
byla réwniez zmieniona pod wplywem Hcy; zaobserwowano ponad dwukrotnie
obnizenie poziomu ekspresji tego genu przy najwyzszym stosowanym stgzeniu
(-2,53 = 0,13). Inkubacja z 1000 uM HTL znacznie bardziej wptynegta na obnizenie
poziomu mRNA tego genu w poréwnaniu do kontroli, bowiem wykazano ponad
dwunastokrotny spadek poziomu ekspresji badanego genu (-12,51 + 0,01).
N-Hcy-biatka wywarly zupelnie odmienny efekt na poziom mRNA APOAS5, powodujac

wzrost jego poziomu o ponad dwa razy (2,4 £ 0,1 po inkubacji z bialkami surowicy
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zmodyfikowanej w najwyzszym stopniu). 1000 uM Hcy przyczynifa si¢ do wzrostu
poziomu mRNA ROBDL3 o prawie 80% (1,75 + 0,04), natomiast wzrost poziomu
mRNA tego genu wywotany przez HTL stosowany w tym samym stgzeniu wynosit
prawie 40% (1,38 + 0,02). N-Hcy-biatka surowicy wywarly negatywny efekt na
ekspresje genu ROBLD3 powodujac jej obnizenie o ponad 60% (-1,66 = 0,05) pod
wptywem 41,1 uM N-Hcy-biatek surowicy.

0,00 2,50
< s
X 050 —— —— — - [4
£ € 2,00
= =
E -1,00 — — = E
kel o
N N
o o 150
8 -1,50
£ b - E
§ 5
£ 200 £ 100
N N
3 -2,50 §
£ 2 o050
o o
2 300 S
~ 1M 10uM 100uM 1000uM ~
0,00
OHTL -1,19 1,32 1,55 2,29 2,7 pM 10,1 M 20,1 uM 41,1 M
EHcy -1,11 -1,36 -1,39 -1,33 mFBS 1,16 1,48 1,68 1,82
0,00 7,00
< -0,50 <
Z a0 g oo
g £
3 1,50 Pl
g g s
" N
2 -2,50 S 4,00
> >
5 5 30
£ -3,50 €
N N
o 4,00 g 2,00
2 50 g
g 500 B HR
£ 5/ =
1M 10uM 100uM 1000uM
| 0,00
OHTL 4138 1,24 1,85 4,36 27uM [ 10awm [ 20apm | a11pm
BHy 1,95 2,07 2,36 2,55 lmres| 113 | 199 | 292 | 2
0,00 350
s s
Z 050 ¥ 300
€ 100 £
3 =41 T T 3
: e
N LS N 20
o o
> 2,00 >
8 g 1®
£ 250 €
N N 1’w
© 0
2 3,00 8
£ S 0%
S 350 8
x 1uM 10uM 100pM 1000uM =3 000
OHTL -1,18 1,13 1,67 2,81 27w 101V 01w M
EHCY 1,23 1,78 2,01 -2,30 |!Fm‘ 137 225 264 310

Rysunek 18: Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na profil ekspresji genow OS9, NTN4, VEGFA;
P <0,05.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw wykazano zmiang ekspresji genu
ANXAS po 24h inkubacji zaréwno z Hcy, HTL i N-Hcy-biatkami. Jednakze zmiany te
byty odmienne dla Hey i HTL niz dla N-Hcy-biatek surowicy. Zaréwno 1000 uM Hcy
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jaki 1 HTL w tym stgzeniu przyczynity si¢ do znaczacego spadku poziomu mRNA
ANXAS (-2,88 £+ 0,08 oraz -3,61 + 0,09). Zaobserwowano wzrost ekspresji ANXAS
o ponad 70% pod wplywem bialek surowicy zmodyfikowanych w najwyzszym stopniu
(1,74 £0,07).

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity wyniki uzyskane za pomoca
mikromacierzy dla wszystkich wybranych genéw, mimo ze wartosci zmiany ekspresji
pod wptywem Hcy i jej metabolitéw réznia si¢ w zalezno$ci od zastosowanej metody
badawczej. Zastosowana w niniejszej pracy technika mikromacierzy jest metoda
szacunkowa, ktéra pozwala na identyfikacj¢ puli genéw, ktére w danych warunkach
eksperymentalnych wykazuja wzrost lub spadek ekspresji. Jednak metoda ta réwniez
jest obarczona mozliwoscia popetnienia btedéw. Dlatego tez, aby uwiarygodni¢ wyniki
uzyskane w ten sposéb, dla wybranej grupy genéw przeprowadzono reakcj¢ real-time
PCR. Ta technika jest bardziej czuta w pordwnaniu do mikromacierzy, pozwala bowiem
na okreslenie poziomu ekspresji genu, ktory wystgpuje w komoérce nawet w kilku
kopiach. Dlatego tez wyniki uzyskane na podstawie tych dwoch metod
eksperymentalnych moga si¢ od siebie rézni¢. Jednak niezaleznie od stosowanej metody
zmiana ekspresji dla danego genu zawsze pozostaje taka sama, to znaczy, ze jesli dla
danego genu zaobserwowano spadek poziomu ekspresji za pomoca mikromacierzy, to
przy pomocy techniki real-time PCR réwniez wykazano spadek obnizenie ekspresji dla
tego genu. Zastosowanie techniki real-time PCR pozwolito dodatkowo uzyskaé
informacje o zmianie ekspresji wybranej puli gendw w kazdym z analizowanych
warunkéw eksperymentalnych, niezaleznie od tego, dla ktérego warunku byt on genem
réznicujacym.

Stopien modyfikacji bialek surowicy 1 mM tiolaktonem homocysteiny, po
przeliczeniu na uM N-Hcy-bialek dodanych do medium hodowlanego korelowat
z 10uM stezeniem Hcy i1 HTL stosowanym w eksperymentach. Pozwolito to
przeanalizowa¢ wplyw tych samych stgzen Hcy i jej metabolitdéw na ekspresj¢ gendw
w komérkach HUVEC (rysunek 20). Dzigki temu jeszcze wyrazniej widaé, jak
odmienny jest wpltyw N-Hcy-biatek na ekspresj¢ badanych genéw, z czym moga wigzac
si¢ zupelnie inne mechanizmy komoérkowe, ktére uruchamiane sa w odpowiedzi na

obecnos¢ N-Hcy-bialek.
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Rysunek 19: Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na profil ekspresji genow APOAS, ANXAS, ROBLD3,
SLC44A3; P < 0,05.
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Rysunek 20: Zmiany w ekspresji ludzkich genow indukowane 10 uM stezeniem Hcy, HTL oraz
N-Hcy-biatek surowicy w medium hodowlanym okreslone za pomocq real-time PCR; P <0,05.
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4.4. Analiza zmian w profilu ludzkich miRNA pod wplywem homocysteiny i jej

metabolitow

4.4.1. Okreslenie zmian ludzkich miRNA w komérkach HUVEC pod wplywem

Hcy i jej metabolitow za pomoca mikromacierzy

W celu sprawdzenia wptywu Hcy, HTL oraz N-Hcy-FBS na ekspresj¢ genéw
kodujacych miRNA, przeprowadzono eksperymenty mikromacierzowe
z zastosowaniem mikromacierzy dla ludzkich miRNA, zawierajacych 1237 sond,
komplementarnych do wszystkich znanych ludzkich miRNA. Kazda sonda
nadrukowana byta na mikromacierzy w trzykrotnym powtérzeniu. Dla kazdego
warunku eksperymentalnego wykonano dwa powtdrzenia biologiczne. Eksperymenty
mikromacierzowe wykonano w Europejskim Centrum Bioinformatyki i Genomiki we
wspotpracy z dr Luiza Handschuh. Poniewaz komérki HUVEC maja ograniczona liczbe
podzialéw, co wigcej wykazano, ze stare komoérki §rédblonka wykazuja inny profil
ekspresji genéw, a zwlaszcza miRNA, niz mtode komoérki srédbtonka [116], wszystkie
eksperymenty przeprowadzano na komérkach HUVEC bgdacych na tym samym etapie
rozwoju, pomigdzy czwartym a dziesiatym pasazem. Analiz¢ obrazéw

mikromacierzowych wykonano tak, jak w przypadku mikromacierzy genomowych.

Cyjanina 3 Cyjanina 5 Cyjanina 3/5

Rysunek 21: Obraz mikromacierzy dla ludzkich miRNA zawierajqcej sondy odpowiadajqce wszystkim
znanym miRNA czlowieka uzyskany po zeskanowaniu ptytki mikromacierzowej za pomocq skanera
mikromacierzy GenePix 4200AL (Molecular Devices) z rozdzielczosciq 5 pm, po hybrydyzacji
z fluorescencyjnie wyznakowanymi miRNA z komorek kontrolnych (cyjanina 3) oraz miRNA
pochodzqcymi z proby badanej (cyjaninas).
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158 7
Hcy HTL

N-Hcy-biatka

Rysunek 22: Diagram ilustrujqcy miRNA roznicujqce, ktorych ekspresja zostata zmieniona pod wptywem
Hcy, HTL oraz N-Hcy-biatek. Zidentyfikowano 160 miRNA, ktérych profil ekspresji zmienit sie pod
wptywem Hcy oraz 9 miRNA wykazujqcych odmiennq ekspresje pod wptywem HTL. Dla tych grup tylko
2 miRNA byty wspolne. W wyniku analiz mikromacierzowych nie zidentyfikowano miRNA roznicujqcych
pod wptywem N-Hcy-biatek surowicy w komorkach HUVEC.

Korektg tta wykonano za pomoca metody Subctract. Normalizacje danych w obrgbie
mikromacierzy wykonano metoda Loess. Analiz¢ statystyczna wykonano w programie
R Bioconductor i pakiecie Limma. Poniewaz r6znice w ekspresji miRNA pod wplywem
badanych zwiazkéw byly nizsze niz w przypadku mikromacierzy genomowych
(zwlaszcza pod wptywem Hcy), wyboru gendéw réznicujacych dokonano w oparciu
o nastgpujace kryteria 1) Adj P value < 0,05, 2) Log FC20,6 lub LogFC=<0,6. Analizy te
pozwolity okresli¢c zmiany w profilu ekspresji miRNA w komoérkach HUVEC pod
wplywem Hcy, HTL oraz N-Hcy-FBS. Uzyskane wyniki wskazuja, ze niskie st¢zenia
zarbwno Hcy jak i HTL (1, 10 uM) nie wptywaja na profil ludzkich miRNA.
Zidentyfikowano facznie 160 miRNA réznicujacych pod wpltywem homocysteiny
(147 o podwyzszonej ekspresji, 13 o obnizonej ekspresji) (tabela 24). W wyniku
przeprowadzonych analiz zidentyfikowano tacznie 9 miRNA wykazujacych
podwyzszona ekspresje pod wpltywem tiolaktonu homocysteiny (tabela 23). Na
podstawie przeprowadzonych analiz nie wykazano istotnych réznic w poziomie
ekspresji gendw ludzkich miRNA pod wptywem N-Hcy-biatek. Mozna takze zauwazyc,

ze homocysteina 1 tiolakton homocysteiny powoduja zmiang profilu ekspresji innych
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grup miRNA. Zidentyfikowano bowiem tylko dwa wspélne miRNA (miR-331,
miR-125 bl) sposréd obu grup miRNA réznicujacych pod wptywem Hey 1 HTL.

L.p. miRNA numer w.bazie danych krotno$¢ zmiany
miRBase 100 pM 1000 pM
1. hsa-miR-let 7b MI0000650 3,51 20,11
2. hsa-miR-34a MI0000268 2,88 18,83
3. hsa-miR-30e MI0000749 6,35 15,9
4. hsa-miR-200c MI0000342 2,13 6,38
5. hsa-miR-377 MI0000785 2,46 6,41
6. hsa-miR-200b MI0000650 5,47 6,59
7. hsa-miR-331 MIO000812 5,27 6,24
8. hsa-miR-192 MI0000234 4,76 6,53
9. hsa-miR-125 b1 MI0000446 5,72 7,36

Tabela 23: Lista ludzkich miRNA roznicujqcych wykazujgcych najwieksze rézinice w ekspresji pod
wptywem HTL w komérkach HUVEC. Na czerwono zaznaczono miRNA, ktorych profil ekspresji pod

wptywem HTL potwierdzono za pomocq real-time PCR.

L.p. miRNA numer w bazie danych krotno$¢ zmiany*
miRBase 100 pM 1000 pM
1. hsa-miR-1 MIMAT0000416 1,32 2,95
2. hsa-miR-576-3p MIMAT0004796 1,49 1,84
3, hsa-miR-1246 MIMAT0005898 1,94 2,82
4. hsa-miR-2116-5p MIMATO0011160 1,37 2,62
5. hsa-miR-32-3p MIMAT0004505 2,41 2,53
6. hsa-miR-4290 MIMAT0016921 1,99 2,49
7. hsa-miR-1825 MIMAT0006765 1,92 2,48
8. hsa-miR-4646-3p MIMAT0019708 2,11 2,45
9. hsa-miR-595 MIMAT0003263 1,70 2.4
10. hsa-miR-4701-3p MIMAT0019799 2,37 1,79
11. hsa-miR-608 MIMATO0003276 1,48 2,28
12. hsa-miR-532-3p MIMAT0004780 2,28 1,33
13 hsa-miR-4701-5p MIMAT0019798 2,23 2,47
14, hsa-miR-4687-5p MIMAT0019774 2,03 2,21
15, hsa-miR-297 MIMAT0004450 2,40 221
16. hsa-miR-877-3p MIMAT0004950 1,81 22
17. hsa-miR-4722-3p MIMAT0019837 1,71 2,17
18. hsa-miR-4685-3p MIMAT0019772 2,17 2,86
19. hsa-miR-4728-3p MIMAT0019850 2,00 2,15
20. hsa-miR-1322 MIMAT0005953 2,15 1,82
21. hsa-miR-483-3p MIMAT0002173 2,10 2,14
22. hsa-miR-328 MIMAT0000752 1,82 2,1
23. hsa-miR-1233-3p MIMATO0005588 1,99 2,1
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24, hsa-miR-4651 MIMATO0019715 1,74 2,06
25, hsa-miR-1183 MIMATO0005828 1,69 2,03
26. hsa-miR-1976 MIMAT0009451 2,03 2,74
27. hsa-miR-675-3p MIMAT0006790 2,03 1,74
28. hsa-miR-4455 MIMATO0018977 2,02 1,67
29. hsa-let-7a MIMAT0000062 1,91 2,03
30. hsa-miR-3940-5p MIMATO0019229 142 1,96
31, hsa-miR-296-3p MIMAT0004679 1,93 2,01
32, hsa-miR-196b MIMAT0004929 1,75 1,93
33, hsa-miR-1260 MIMATO000591 [ 1,92 2,95
34, hsa-miR-1281 MIMATO0005939 1,89 1,62
35, hsa-miR-1273f MIMAT0020601 1,96 1,30
36. hsa-miR-1268 MIMATO0005922 1,87 137
37, hsa-miR-766-3p MIMATO0003888 1,85 2,04
38, hsa-miR-1224-3p MIMATO0005459 1,86 1,98
39, hsa-miR-634 MIMATO0003304 1,74 1,84
40. hsa-miR-3198 MIMATO0015083 1,92 132
41. hsa-miR-4763-5p MIMATO0019912 1,84 2,27
42. hsa-miR-4685-5p MIMATO0019771 1,63 1,84
43. hsa-miR-1207-5p MIMATO000587 1,78 1,60
44. hsa-miR-4507 MIMATO0019044 1,83 137
45. hsa-miR-1234-3p MIMATO0005589 1,75 137
46. hsa-miR-1260b MIMATO0015041 1,58 1,79
47. hsa-miR-1273a MIMATO0005926 1,50 1,79
48. hsa-miR-3149 MIMATO0015022 1,75 1,99
49. hsa-miR-3135b MIMATO0018985 1,83 2,13
50. hsa-miR-1321 MIMAT0005952 151 1.83
51, hsa-miR-3960 MIMATO0019337 1,58 1,77
52. hsa-miR-185-3p MIMATO000461 [ 1,75 2,23
53. hsa-miR-27b-5p MIMATO0004588 1,69 1,98
54. hsa-miR-4769-3p MIMATO0019923 1,74 1,36
55. hsa-miR-2392 MIMATO0019043 1,70 1,38
56. hsa-miR-4498 MIMATO0019033 1,70 1,97
57. hsa-miR-1225-3p MIMATO0005573 1,69 1,46
58. hsa-miR-4481 MIMATO0019015 1,79 2,04
59, Ohsa-miR-125b-1 MIMATO0000423 1,7 2,14
60. hsa-miR-4433-3p MIMATO0018949 1,74 1,42
61. hsa-miR-1229-3p MIMATO0005584 1,69 1,89
62. hsa-miR-1243 MIMATO0005894 1,64 1,72
63. hsa-miR-1587 MIMATO0019077 1,68 1,29
64, hsa-miR-3656 MIMATO0018076 1,72 1,50
65. hsa-miR-4710 MIMATO0019815 1,68 1,30
66. hsa-miR-1285-3p MIMATO0005876 1,61 1,87
67. hsa-miR-4656 MIMATO0019723 1,68 133
63. hsa-miR-205-3p MIMATO0009197 1,67 1,86
69. hsa-miR-4502 MIMATO0019038 1,64 1,88
70. hsa-miR-3127-5p MIMATO0014990 1,63 1,76
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71. hsa-miR-4728-5p MIMAT0019849 1,63 1,65
72. hsa-miR-1228-5p MIMATO0005582 1,62 1,63
73. hsa-miR-197-3p MIMAT0000227 1,63 3,20
74. hsa-miR-2278 MIMATO0011778 1,59 1,88
75. hsa-miR-3620-3p MIMAT0018001 1,49 1,41
76. hsa-miR-4713-5p MIMAT0019820 1,61 1,47
77. hsa-miR-4649-5p MIMATO0019711 1,61 1,31
78. hsa-miR-4758-5p MIMAT0019903 1,61 1,29
79. hsa-miR-3622a-3p MIMATO0018004 1,64 1,46
80. hsa-miR-4763-3p MIMAT0019913 1,58 1,82
81. hsa-miR-423-5p MIMAT0004748 1,58 1,76
82. hsa-miR-620 MIMAT0003289 1,53 1,69
83. hsa-miR-4769-5p MIMAT0019922 1,61 1,33
84. hsa-miR-3147 MIMATO0015019 1,57 1,37
85. hsa-miR-1182 MIMATO0005827 1,50 1,69
86. hsa-miR-1228-3p MIMATO0005583 1,52 1,64
87. hsa-miR-449b-3p MIMAT0009203 1,54 1,43
88. hsa-miR-4419b MIMAT0019034 1,52 1,42
89. hsa-miR-3692-5p MIMATO0018121 1,56 1,66
90. hsa-miR-4787-5p MIMATO0019956 1,61 1,47
91. hsa-miR-3646 MIMATO0018065 1,53 1,72
92. hsa-miR-3162-3p MIMAT0019213 1,54 1,39
93. hsa-miR-4717-3p MIMATO0019830 1,54 1,66
94. hsa-miR-4430 MIMAT0018945 1,54 1,72
95. hsa-miR-2467-3p MIMATO0019953 1,52 1,69
96. hsa-miR-1181 MIMATO0005826 1,53 1,94
97. hsa-miR-1972 MIMATO0009447 1,52 1,62
98. hsa-miR-4463 MIMATO0018987 1,52 1,73
99. hsa-miR-4472 MIMAT0018999 1,50 1,83
100. hsa-miR-3196 MIMATO0015080 1,5 1,79
101. hsa-miR-1236-3p MIMATO0005591 1,53 1,42
102. hsa-miR-4750-5p MIMATO0019887 1,5 1,69
103. hsa-miR-4667-3p MIMAT0019744 1,51 1,64
104. hsa-miR-3940-3p MIMATO0018356 1,47 1,58
105. hsa-miR-4800-5p MIMATO0019978 1,49 1,66
106. hsa-miR-3944-3p MIMAT0018360 1,48 1,57
107. hsa-miR-147 MIMAT0000251 1,48 1,55
108. hsa-miR-605 MIMATO0003273 -1,31 -1,64
109. hsa-miR-562 MIMAT0003226 -1,31 -1,71
110. hsa-miR-660-5p MIMATO0003338 -1,34 -1,69
111. hsa-miR-519e-5p MIMATO0002828 -1,34 -1,89
112. hsa-let-7f-1-3p MIMAT0004486 -1,35 -1,79
113. hsa-miR-567 MIMATO0003231 -1,37 -1,66
114. hsa-miR-215 MIMAT0000272 -1,38 -1,49
115. hsa-miR-548b-5p MIMAT0004798 -1,27 -1,41
116. hsa-miR-4417 MIMAT0018929 -1,13 -1,43
117. hsa-miR-3613-5p MIMAT0017990 -1,34 -1,51
118. hsa-miR-4774-3p MIMAT0019930 -1,55 -1,75

98




Wyniki I

119. hsa-miR-483-5p MIMAT0004761 1,50 1,33
120. hsa-miR-382-5p MIMATO0000737 1,40 1,67
121. hsa-miR-762 MIMATO0010313 1,43 1,65
122. hsa-miR-3605-5p MIMAT0017981 1,44 1,87
123. hsa-miR-4440 MIMATO0018958 1,37 1,78
124. hsa-miR-3665 MIMATO0018087 1,42 1,89
125. hsa-miR-4764-5p MIMAT0019914 1,44 1,76
126. hsa-miR-3689b-5p MIMATO0018180 1,42 1,99
127. hsa-miR-3691-5p MIMATO0018120 1,40 1,56
128. hsa-miR-3148 MIMAT0015021 1,36 1,77
129. hsa-miR-4459 MIMAT0018981 1,37 1,56
130. hsa-miR-4706 MIMATO0019806 1,37 1,89
131. hsa-miR-4644 MIMAT0019704 1,35 1,66
132. hsa-miR-150-5p MIMATO0000451 1,37 1,34
133. hsa-miR-3194-5p MIMATO0015078 1,35 1,63
134. hsa-miR-4640-5p MIMAT0019699 1,37 1,58
135. hsa-miR-4632-3p MIMATO0019688 1,36 1,46
136. hsa-miR-4505 MIMATO0019041 1,35 1,89
137. hsa-miR-4687-3p MIMATO0019775 1,35 1,49
138. hsa-miR-4510 MIMATO0019047 1,36 1,58
139. hsa-miR-4279 MIMAT0016909 1,35 1,44
140. hsa-miR-765 MIMAT0003945 1,35 1,27
141. hsa-miR-31-5p MIMATO0000089 1,41 1,29
142. hsa-miR-4534 MIMAT0019073 1,34 1,30
143. hsa-miR-3613-3p MIMATO0017991 1,36 1,49
144. hsa-miR-4793-3p MIMAT0019966 1,36 1,67
145. hsa-miR-3662 MIMATO0018083 1,36 1,46
146. hsa-miR-921 MIMATO0004971 1,34 1,58
147. hsa-miR-1299 MIMATO0005887 1,33 1,88
148. hsa-miR-616-3p MIMATO0004805 1,33 1,43
149. hsa-miR-548m MIMAT0005917 1,32 1,67
150. hsa-miR-525-3p MIMAT0002839 -1,31 -1,99
151. hsa-miR-331-5p MIMATO0004700 -1,31 -,2,2
152. hsa-miR-4669 MIMAT0019749 1,41 1,34
153. hsa-miR-4739 MIMAT0019868 1,45 1,40
154. hsa-miR-1226-3p MIMATO0005577 1,48 1,68
155. hsa-miR-3141 MIMATO0015010 1,41 1,39
156. hsa-miR-1306-3p MIMATO0005950 1,62 1,97
157. hsa-miR-1250-5p MIMAT0005902 1,50 1,86
158. hsa-miR-1224-5p MIMATO0005458 1,50 1,69
159. hsa-miR-4462 MIMAT0018986 1,46 1,87
160. hsa-miR-3972 MIMATO0019357 1,47 1,77

Tabela 24: Lista ludzkich miRNA roznicujacych wykazujacych najwieksze roznice w ekspresji pod
wptywem homocysteiny w komorkach HUVEC. Na czerwono zaznaczono miRNA, ktorych profil ekspresji

pod wpltywem homocysteiny potwierdzono za pomocq real-time PCR.
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W celu potwierdzenia wynikéw uzyskanych na postawie mikromacierzy, dla
wybranych miRNA (zaznaczonych na czerwono w tabelach 23 1 24) przeprowadzono
reakcje real-time PCR. Wyboru miRNA dokonano na podstawie analizy potencjalnych
miejsc wiazania miRNA do regionu 3° UTR genéw czlowieka, ktérych zmieniona
ekspresj¢ pod wpltywem Hcy, HTL oraz N-Hcy-FBS wykazano na podstawie
eksperymentow mikromacierzowych (tabela 25). Do dalszej analizy profilu ekspresji
miRNA za pomoca real-time PCR wybrano te miRNA, ktérych potencjalne docelowe
miejsca oddzialywania znajdowaty si¢ w rejonie 3’UTR genéw, ktérych zmieniona
ekspresje pod wptywem Hcy i jej metabolitow wykazano za pomoca mikromacierzy
a nastgpnie potwierdzono stosujac technike real-time PCR. Analizg bioinformatyczna
przeprowadzono przy pomocy darmowych programéw dostgpnych w internecie:

TargetScan (www. targetscan.org) oraz miRDB (www.miRDB.org).

liczba potencjalnych .. . . .
) gen . . . ] lokalizacja potencjalnego miejsca
miRNA docelow TIEISe wizania w oddzialywania miRNA
y regionie 3’UTR
hsa-miR-1 VEGFA 1 1510 - 1516 nt 3°’'UTR
hsa-miR-—\ ) pcHi 1 3741 - 3748 nt 3°UTR
196b
) PAPPA 1 3336 - 3342 nt 3’UTR
hsa-miR-
1321 MARCH]I 1 73 -79 nt 3’UTR
MMP19 1 833 - 839 nt 3°’UTR
) ST8SIA2 1 626 - 693 nt 3’ UTR
hsa-miR-
47985 APOAS 2 3933 - 3939nt; 4085 - 4091 nt 3°’UTR
P [THpsE2 1 1236 - 1242 nt 3UTR
hsa-miR-
MTR 1 21-827nt3’UTR
4758-5p 821-827nt3°U
hsamiR-331- |\ e 1 1214-1221 nt 3’UTR
5p/3p
hsa-miR- ,
125b1 VEGFA 1 25 -31nt 3’UTR
hsa-miR-34a NTN4 1 606 - 613 nt 3’ UTR
VEGFA 1 2899 - 2906 nt 3’UTR

Tabela 25: Potencjalne miejsca wigzania wybranych ludzkich miRNA w regionie 3’UTR mRNA gendow
docelowych na podstawie analizy TargetScan i miRDB.
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4.4.2. Analiza zmian poziomu ludzkich miRNA za pomoca iloSciowego PCR

W czasie rzeczywistym

Analiza ekspresji miRNA za pomoca ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym
jest do$¢ trudna, ze wzgledu na dlugos¢ miRNA (~22 nt), niewielkie, czasem
jednonukleotydowe, réznice w  sekwencji  dojrzatych miRNA  pomiedzy
przedstawicielami tej samej rodziny, a takze ze wzgledu na obecnos$¢ sekwencji
dojrzatego miRNA w pierwotnym transkryptach (pri-miRNA) 1 w prekursorach
(pre-miRNA) [117]. Aby jak najbardziej zwigkszy¢ specyficzno$¢ analizy zmian
poziomu ludzkich miRNA pod wptywem Hcy i jej metabolitéw, a takze maksymalnie
zmniejszy¢ ryzyko uzyskania fatszywych wynikéw, do odwrotnej transkrypcji miRNA
zastosowano startery, ktére na koncu 5’ posiadaty kilkunukleotydowa petlg, natomiast
sze$¢ nukleotydéw z konca 3’ startera byto komplementarnych do sekwencji konca 5’
miRNA (rysunek 23) [118].

Uzyskane w ten spos6b cDNA, stosowano jako matryc¢ do qPCR. Dalsze etapy reakcji
wykonano tak samo jak w przypadku analizy zmian poziomu mRNA dla genéw

réznicujacych z mikromacierzy genomowych.

sekwencja startera do

dojrzaty miRNA odwrotnej transkrypciji AGGGTCC
5'-UGUAAACAUCCUUGAC UGGAAG GTTGGCTCTGGTGC G
3'-ACCTTC CAACCGAGACCACG A
sekwencja specyficzna CTTATGG
do miRNA
odwrotna
transkrypcja
AGGGTCC
5-UGUAAACAUCCUUGAC UGGAAG GTTGGCTCTGGTGC G
3'- ACATTTGTAGGAACTG 'ACCTTC CAACCGAGACCACG A
cDNA CTTATGC
real-time PCR
G
)>>O starter forward
CTGTAAACATCCTTGAC

__________________ -

ACATTTGTAGGAACTGACCTTC ' CAACCGAGACCACGCCTAGTGCAGGGTCCGAGGT

TGTAAACATCCTTGAC TGGAAG' GTTGGCTCTGGTGCGGATCACGTCCCAGGCTCCA

emmmmmmmmmmm oo GTGCAGGGTCCGAGGT
starter reverse

Rysunek 23: Schemat analizy poziomu miRNA za pomocq real-time PCR z zastosowaniem startera typu
trzonek-petla (ang. stem loop).
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Analizg ilosciowa qPCR dziesigciu wybranych miRNA przeprowadzono metoda
kwantyfikacji wzglednej, tak jak poprzednio (rozdziat 4.3.2). Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentdw wykazano, ze homocysteina 1 tiolakton
homocysteiny powoduja istotna statystycznie (P<0,05) zmiang ekspresji genéw
kodujacych miRNA, natomiast N-homocysteinylowane biatka tylko w niewielkim
stopniu wptywaja na zmiany w profilu ludzkich miRNA (P<0,05).

Gen kodujacy miR-34a charakteryzowat prawie dwukrotny wzrost ekspresji po
inkubacji z Hcy w najwyzszym stezeniu (1,91 + 0,06) natomiast inkubacja z 1000 uM
HTL spowodowata ponad trzykrotny wzrost ekspresji tego genu (3,2 + 0,09). Ekspresja
genu kodujacego miR-1 wzrosta niemal dwukrotnie pod wptywem 1000 uM Hcy
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krotno$¢ zmiany poziomu miRNA

0,00

1uM 10uM 100uM 10004M
O34a 1,29 1,31 1,61 1,91
a1 1,23 1,47 1,55 1,85
@125 b1 1,26 1,83 1,94 2,35
@30e 1,14 1,35 1,58 1,83
Im1g6b 1,30 1,58 1,63 1,96
|miet 7b 1,16 1,14 1,18 1,46
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&
E 3,00
1= B
=) %
5 250
g 2,00
>
5
£ 150
5
2 1,00
g
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£ 050

0,00

1uM 10uM 100puM 1000 M

O34a 1,65 2,29 2,47 3,20
o1 1,40 1,76 2,22 295
mE125b1 1,27 1,52 1,92 2,83
et 7b 1,48 1,82 2,01 2,57
H30e 1,29 2,28 3,02 371
m196b 1,31 1,58 1,85 274

Rysunek 24: Zmiany w profilu ekspresji miR-34a, miR-1, miR-125 b1, miR-30e, miR-196b, miR-let7b pod
wpltywem homocysteiny (gorny wykres) i tiolaktonu homocysteiny (dolny wykres) w komorkach HUVEC;
P <0,05.
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(1,85 £ 0,04), natomiast 1000 uM HTL spowodowat niemal trzykrotny wzrost poziomu

ekspresji (2,95 + 0,06). Ekspresja genu miR-125b1 ulegta zwigkszeniu o ponad dwa

razy zaréwno pod wptywem Hcy (2,35 + 0,06) jak i HTL (2,83 £ 0,11), stosowanymi w

stezeniu 1000 uM, w poréwnaniu do kontroli. Homocysteina w najwyzszym stgzeniu

wptlyngta takze na znaczne podwyzszenie poziomu ekspresji genu kodujacego miR-30e

o 1,83 + 0,07 razy, natomiast HTL w tym samym stgzeniu spowodowat podwyzszenie

poziomu tego miRNA o 3,71 £ 0,05 w stosunku do kontroli. Na podstawie wykonanych

eksperymentéw zaobserwowano ponad 40% wzrost poziomu miR-let 7b pod wplywem

1000 uM Hcy (1,46 + 0,06), podczas gdy tiolakton homocysteiny w tym samym

stgzeniu ponad dwukrotny wzrost poziomu tego miRNA (2,57 + 0,04) w poréwnaniu do

kontroli. Po 24h inkubacji z Hcy wykazano prawie dwukrotny wzrost poziomu
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1M 10pM 100pM 1000uM
o1321 1,23 1,31 1,44 1,85
0331 3p 1,13 1,18 1,26 13T
@331 5p 1,20 1,33 1,51 1,65
m4728 1,18 1,26 1,38 1,62
W4758 1,19 1,52 1,82 2,22
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04728
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Rysunek 25: Zmiany w profilu ekspresji miR-1321, miR-331 5p, miR-331 3p, miR-4728, miR-4758 pod
wplywem homocysteiny (gorny wykres) oraz tiolaktonu homocysteiny (dolny wykres) w komorkach

HUVEC; P < 0,05.
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miR-196b (1,96 = 0,05 przy najwyzszym stezeniu Hcy), natomiast inkubacja
z tiolaktonem homocysteiny spowodowata wzrost poziomu miR-196b o prawie 3 razy
(2,74 = 0,1 przy najwyzszym stezeniu HTL). Poziom miR-331 ulegat podwyzszeniu
pod wptywem Hcy i HTL, natomiast poziom nici miR-331 3p jest znacznie bardziej
podwyzszony w badanych warunkach eksperymentalnych (1,37 + 0,03 pod wptywem
1000 uM Hcy oraz 2,52 + 0,02 pod wptywem 1000 uM HTL) niz nici Sp (1,65 +0,04
pod wptywem 1000 uM Hcy oraz 1,67 + 0,07 pod wptywem 1000 uM HTL), co moze
sugerowac, ze ta wlasnie ni¢ byla wybierana jako ni¢ wiodaca przez kompleks miRISC
(rysunek 6). Poziom miR-1321 réwniez wzrastal w komérkach HUVEC pod wptywem
Hcy 1 HTL. Zaobserwowano prawie dwukrotny wzrost poziomu tego miRNA po
inkubacji z 1000 uM Hcy (1,85 + 0,1) oraz wzrost o 2,33 + 0,07 razy pod wplywem
1000 uM HTL w poréwnaniu do kontroli. Przeanalizowano réwniez wplyw
homocysteiny i HTL na poziom miR-4728. Wykazano istotny wzrost poziomu tego
miRNA po 24 h inkubacji z Hey oraz HTL, ktéry wynosit odpowiednio 1,62 + 0,04
oraz 2,48 + 0,05 dla najwyzszego stosowanego st¢zenia. Odnotowano rowniez znaczacy
wzrost poziomu mir 4758 pod wptywem Hcy i HTL. Najwyzsze stosowane w
eksperymencie stgzenia tych zwiazkéw spowodowaty ponad dwukrotny wzrost
poziomu tego miRNA (2,22 +0,03 oraz 2,63 + 0,07) w poréwnaniu do kontroli (rysunek
22). Wyniki przeprowadzonych analiz profilu ekspresji miRNA w komérkach HUVEC
pod wplywem homocysteiny i tiolaktonu homocysteiny za pomoca techniki real-time
PCR potwierdzaja wczeSniejsze wyniki eksperymentéw mikromacierzowych
przeprowadzonych dla ludzkich miRNA.

Analiza real-time PCR profilu wybranych miRNA wykazata, ze
N-homocysteinylowane biatka maja niewielki wptyw na zmiany profilu miRNA
w komoérkach HUVEC. Dodatek N-Hcy-FBS do pozywki hodowlanej spowodowat
wzrost poziomu wybranych miRNA jedynie o 15 - 40%, co potwierdza wyniki
uzyskane na podstawie mikromacierzy dla ludzkich miRNA (rysunek 26) w komodrkach

HUVEC.
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Rysunek 26: Zmiany w profilu Iludzkich miRNA pod wplywem N-homocysteinylowanych biatek
w komorkach HUVEC; (A) miR-1, miR-30e, miR-34a, miR-125 b1, miR-let 7b, miR-196b; (B) miR-1321,

miR-331 3p, miR-331 5p, miR-4727, miR-4758; P < 0,05.

4.5. Wplyw N-homocysteinylacji bialek histonowych na epigenetyczna regulacje

ekspresji genéw czlowieka

4.5.1. Identyfikacja miejsc N-homocysteinylacji biatek histonowych in vitro

Histony sa biatkami zasadowymi, ktére w swojej sekwencji aminokwasowej

zawieraja duzo reszt Lys, potencjalnych miejsc oddzialywania tiolaknotu homocysteiny.

Aby okresli¢ miejsca N-homocysteniylacji biatek histonowych, ludzkie rekombinowane

histony zmodyfikowano 5 i 10 mM HTL, a nastgpnie poddano analizie za pomoca

spektrometrii mas. Wyniki wykonanych analiz MALDI ToF/ToF umozliwity okreslenie

miejsc N-homocysteinylacji biatek histonowych. Do analizy wim fragmentacyjnych

uzywano programu FindMod (www.expasy.ch/tools/findmod),

ktéry umozliwia

poszukiwanie miejsc modyfikacji potranslacyjnych. Masa peptydu zawierajacego
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przytaczona reszt¢ Hey jest wigksza o 174 Da wzgledem peptydu niezmodyfikowanego.
W przypadku gdy przylaczonych jest wigcej reszt Hcy masa analizowanego peptydu
wzrasta o n = 174 Da. W ten sposob zidentyfikowno sze$¢ miejsc modyfikacji dla
histonu H1, pig¢ miejsc modyfikacji dla histonu H2A, cztery miejsca modyfikacji dla
histonu H2B, dwa miejsca modyfikacji dla histonu H3.1 oraz trzy miejsca modyfikacji
dla histonu H4 (tabela 26). Wszystkie miejsca zidentyfikowane miejsca
N-homocysteinylacji sa zlokalizowane na zewnatrz struktury biatowej (rysunek 28).
Widma fragmentacyjne zostaly wykonane w Europejskim Centrum Bioinformatyki

1 Genomiki we wspoélpracy z dr Lukaszem Marczakiem.

nazwa numer w bazie .. e
histonu | danych Genebank miejsce modyfikacji
H1 P07305 Lys 59, Lys 69, Lys 82, Lys Lys 85, Lys 97, Lys 103
H2A AANS59960 Lys 6, Lys 37, Lys 75, Lys 76, Lys 96
H2B AANS59961 Lys 47, Lys 109, Lys 117, Lys 121
H3.1 AANI10051 Lys 24, Lys 80
H4 AAMSE3108 Lys 6, Lys 13, Lys 80

Tabela 26: Miejsca N-homocysteinylacji biatek histonowych in vitro okreslone za pomocq spektrometru
MALDI-ToF/ToF.

Histon H1

TENST SAPAA KPKRA KASKK STDHP KYSDM IVAAI QAEKN RAGSS RQSIQ KYIKS HYKVG ENADS
QIKLS IKRLV TTGVL KQTKG VGASG SFRLA KSDEP KKSVA FKKTK KEIKK VATPK KASKP KKAAS
KAPTK KPKAT PVKKA KKKLA ATPKK AKKPK TVKAK PVKAS KPKKA KPVKP KAKSS AKRAG KKK

Histon H2A
SGRGK QGGKA RAKAK SRSSR AGLQF PVGRV HRLLR KGNYS ERVGA GAPVY LAAVL EYLTA EILEL
AGNAA RDNKK TRIIP RHLQL AIRND EELNK LLGRV TIAQG GVLPN IQAVL LPKKT ESHHK AKGK

Histon H2B

PEPAK SAPAP KKGSK KAVTK AQKKD GKKRK RSRKE SYSIY VYKVL KQVHP DTGIS SKAMG IMNSF
VNDIF ERIAG EASRL AHYNK RSTIT SREIQ TAVRL LLPGE LAKHA VSEGT KAVTK YTSSK

Histon H3.1

ARTKQ TARKS TGGKA PRKQL ATKAA RKSAP ATGGV KKPHR YRPGT VALRE IRRYQ KSTEL LIRKL
PFQRL VREIA QDFKT DLRFQ SSAVM ALQEA CEAYL VGLFE DTNLC AIHAK RVTIM PKDIQ LARRI
RGERA

Histon H4

SGRGK GGKGL GKGGA KRHRK VLRDN IQGIT KPAIR RLARR GGVKR ISGLI YEETR GVLKV FLENV
IRDAV TYTEH AKRKT VTAMD VVYAL KRQGR TLYGF GG

Rysunek 27: Sekwencja aminokwasowa biatek histonowych. Na czerwono zaznaczono reszty lizyny
ulegajqce N-homocysteinylacji in vitro .
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Rysunek 28: Struktura ludzkich histonow rdzeniowych narysowana wg 3AFA.pdb [119]
Z zaznaczonymi miejscami N-homocysteinylacji. Kolorem roZzowym zaznaczono miejsca modyfikacji
histonu H2A, kolorem niebieskim zaznaczono miejsca modyfikacji histonu H2B, kolorem zielonym
zaznaczono miejsca modyfikacji histonu H3.1, kolorem pomaranczowym zaznaczono miejsca modyfikacji
histonu H4. Dostepna w bazie danych PDB struktura nie zawiera Lys6 histonu H2A, Lys24 histonu H3.1
oraz Lys6 i Lys13 histonu H4.

4.5.2. N-homocysteinylacja bialek histonowych w komérkach HUVEC

W  celu weryfikacji hipotezy czy homocysteina poprzez mechanizm
N-homocysteinylacji moze wplywa¢ na epigenetyczna regulacje ekspresji gendw
cztowieka, postanowiono zbada¢ czy biatka histonowe réwniez ulegaja
N-homocysteinylacji ex vivo. Po 24h inkubacji komérek HUVEC z homocysteing
i tiolaktonem homocysteiny (1 - 1000 pM) wyizolowano frakcj¢ biatek jadrowych
wzbogaconych o pulg biatek histonowych. Jako$¢ otrzymanych preparatéw sprawdzano
podczas rozdzialu elektroforetycznego w 15% zelu poliakrylamiowym biatkowym

(rysunek 28).
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Rysunek 28: Rozdzial elektroforetyczny biatek histonowych w 15% Zzelu poliakrylamidowym z SDS.
1 - ludzki rekombinowany hston HI, 2 - ludzki rekombinowany histon H2A, 3 - ludzki rekombinowany
histon H2B, 4 - ludzki rekombinowany histon H3, 5 - ludzki rekombinowany histon H4, 6 - ludzkie
rekombinowane histony, 7 - ekstrakt jqdrowy wyizolowany z komorek HUVEC wzbogacony o frakcje
biatek histonowych, M - marker wielkosci.

Nastgpnie wykonano Western blot z przeciwcialami kréliczymi specyficznie
rozpoznajacymi epitop —N-Hcy-Lys w biatku. Jako przeciwcialo referencyjne
zastosowano przeciwcialo poliklonalne skierowane przeciwko histonowi H3.
Specyficzno$¢  przeciwciat  przeciwko N-Hcy-biatkom potwierdzono, poprzez
specyficzne rozpoznanie cytochromu c¢ zmodyfikowanego in vitro 20 mM HTL, oraz
brak rozpoznania tego bialka po redukcji mostkéw dwusiarczkowych 10 mM DTT
a nastgpnie alkilacji wolnych grup tiolowych 40 mM jodoacetamidem (rysunek 29 1A
i 1B). Wyniki wykonanych eksperymentéw sugeruja, ze biatka histonowe ulegaja
N-homocysteinylacji w komoérkach HUVEC, a reakcja ta zachodzi z wydajno$cia
wprost proporcjonalna do stezenia Hcy 1 HTL. Jednak aby potwierdzi¢ t¢ hipotezg
nalezatoby wykona¢ analiz¢ iloSciowa miejsc N-homocysteinylacji biatek histonowych
ex vivo w zalezno$ci od stgzenia czynnika modyfikujacego. Widoczny sygnat dla
sciezki kontrolnej najprawdopodobniej pochodzi réwniez od N-homocysteinylacji
biatek histonowych, ktéra mogta zajs¢ pod wptywem metioniny obecnej w medium
hodowlanym, ktéra podczas inkubacji zostata przeksztalcona do homocysteiny
i nastgpnie do tiolaktonu homocysteiny. Ponadto histony H3 i H4 preferencyjnie ulegaja
w komoérkach N-homocysteinylacji, z czym zwiazany jest wigkszy stopien ich

modyfikacji. Takze histon tacznikowy H1 jest mniej podatny na t¢ modyfikacjg¢. Ulega
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jej w niewielkim stopniu jedynie przy wysokich stezeniach Hcy i HTL (100 i 1000 uM)

(rysunek 29). Moze by¢ to spowodowane wigksza dostgpnoscia reszt lizynowych

histonéw H3 i H4 dla tiolaktonu homocysteiny w komorce.
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Rysunek 29: N-homocysteinylacja biatek histonowych ex vivo. 1A - rozdziat elektroforetyczny biatek
histonowych wyizolowanych z komorek HUVEC po 24h inkubacji z homocysteing (1 — 1000 uM) w 15%

zelu poliakrylamidowym z SDS wybarwionym Coomasie Silver Blue;

1B - obraz membrany

nitrocelulozowej po reakcji Western blot z uZyciem pezciwciat przeciwko N-homocysteinylowanym
biatkom, 2A - rozdziat elektroforetyczny biatek histonowych wyizolowanych z komorek HUVEC po 24h
inkubacji z HTL (10 — 1000 uM) w 15% Zelu poliakrylamidowym z SDS wybarwionym Coomasie Silver
Blue 2B - obraz membrany nitrocelulozowej po reakcji Western blot 7 zastosowaniem przeciwciat
przeciwko N-homocysteinylowanym biatkom; K — biatka histonowe wyizolowane z komoek HUVEC
inkubowanych bez dodatku Hcy i HTL do pozywki hodowlanej.
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4.5.3. Wplyw homocysteiny i jej metabolitow na poziom acetylacji bialek
histonowych

Poniewaz acetylazy histonéw, tak samo jak tiolakton homocysteiny rozpoznaja
specyficznie g-aminowe grupg reszty Lys w sekwencji aminokwasowej, postanowiono
sprawdzi¢ czy N-homocysteinylacja bialek histonowych moze wptywac na ich stopien
acetylacji. W tym celu wykonano western blot z przeciwcialem poliklonalnym
skierowanym przeciwko monoacetylacji lizyny 9 na histonie H3. Kontrolg
specyficznosci przeciwcial stanowity ludzkie rekombinowane biatka histonowe.
Poniewaz zostaly one wyprodukowane w systemie bakteryjnym, nie posiadaja
modyfikacji potranslacyjnych. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw nie
zaobserwowano zmiany poziomu acetylacji Lys9 histonu H3 w komérkach HUVEC
pod wptywem homocysteiny jak i HTL. Natomiast zaobserwowano obnizenie poziomu

acetylacji Lys9 histonu H3 pod wptywem N-Hcy-biatek surowicy (rysunek 30).
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Rysunek 30: Poziom acetylacji lizyny 9 histonu H3 w komérkach HUVEC pod wptywem Hcy, HTL, oraz
N-Hcy biatek. 1A — rozdziat elektroforetyczny biatek histonowych wyizolowanych z komorek HUVEC po
inkubacji z homocysteing i HTL w 15% zelu poliakrylamidowym z SDS wybarwionym Coomasie Silver
Blue; 1B — poziom acetylacji H3K9 w komorkach HUVEC pod wptywem Hcy i HTL (obraz membrany
nitrocelulozowej po Western blot), 2A — rozdzial elektroforetyczny biatek histonowych wyizolowanych
z komorek HUVEC po inkubacji z N-homocysteinylowanymi biatkami surowicy bydlecej w 15% Zelu
poliakrylamidowym z SDS wybarwionym Coomasie Silver Blue; 2B - poziom acetylacji H3K9 pod
wptywem N-Hcy-biatek surowicy (obraz membrany nitrocelulozowej po Western blot); K+ - biatka
histonowe wyizolowane z komorek HUVEC inkubowanych bez dodatku HTL i N-Ncy-biatek surowicy
bydlecej do pozywki hodowlanej, K - ludzkie rekombinowane biatka histonowe.
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5. Dyskusja

Podwyzszony poziom homocysteiny w organizmach zywych pociaga za soba
wiele negatywnych konsekwencji. Hiperhomocysteinemia jest uwazana za czynnik
ryzyka rozwoju choréb uktadu krazenia czy choréb neurodegeneracyjnych. Jedna
z hipotez toksyczno$ci homocysteiny zwigzana jest z jej konwersja do cyklicznego
tioestru — tiolaktonu hmocysteiny [51]. Tiolakton homocysteiny zdolny jest do
modyfikacji biatek na drodze N-homocysteinylacji. N-homocysteinylowane biatka
zdolne sa do wywotania odpowiedzi autoimmunologicznej, stresu siateczki
srédplazmatycznej czy dysfunkcji komorek srédbtonka. Jednak aby pozna¢ odpowiedz
ludzkiego organizmu na podwyzszony poziom homocyseiny we krwi, nalezy zbadac
mechanizmy molekularne lezace u podstaw obserwowanych proceséw. Dlatego celem
niniejszej pracy byla globalna analiza ludzkiego transkryptomu pod wptywem
homocysteiny oraz jej metabolitow, a takze poznanie mechanizméw regulujacych tg

odpowiedz za pomoca miRNA czy modyfikacji epigenetycznych.

5.1. Analiza ekspresji genow czlowieka pod wplywem homocysteiny i jej

metabolitow

Stezenia badanych zwigzkow oraz czas trwania eksperymentu, byty tak dobrane,
aby w warunkach ex vivo stworzy¢ model odpowiadajacy hiperhomocysteinemii
wystepujacej in  vivo. Tiolakton homocysteiny jest stabilny w warunkach
fizjologicznych pH i temperatury (okres pétrozpadu wynosi 25 h). Jednak w pozywce
hodowlanej jego okres pétrozpadu ulega znacznemu skréceniu do 3,5 h [47]. Oznacza
to, ze po dwunastogodzinnej inkubacji, w medium hodowlanym pozostaje mniej niz
10% poczatkowego stezenia HTL. Nie wiadomo jednak, czy zmiany indukowane
tiolaktonem homocysteiny w komérkach HUVEC sa na tyle trwale, aby po 24 h
inkubacji uzyska¢ wiarygodne wyniki. W tym celu przeprowadzono poréwnawczy
eksperyment mikromacierzowy, ktéry polegat na poréwnaniu profilu ekspresji genéw
w komérkach HUVEC po 12 i po 24 godzinach inkubacji. Na podstawie wynikéw

przeprowadzonych analiz porownawczych nie zidentyfikowano genéw réznicujacych
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w tych warunkach eksperymentalnych (Adj. P value< 0,05); dlatego tez mozna sadzic,
ze 24-godzinna inkubacja z HTL w réznych st¢zeniach nie miata wptywu na uzyskane
wyniki. Wysokie stezenia Hcy i HTL (1000uM) stosowane w eksperymencie, nie
wystepuja u ludzi, nawet z genetycznie uwarunkowana hiperhomocysteinemia. Jednak
zwiazki te dodawane byly do pozywki hodowlanej, co oznacza, ze musialy one
przenikna¢ najpierw do komoérek. Poniewaz HTL w warunkach fizjologicznych pH jest
neutralny dla komoérek, moze z tatwoscia przenika¢ przez blong komérkowa [47, 51].
Zmiany patologiczne w organizmie czlowieka spowodowane sa konwersja Hcy do HTL
[51]. Komérki HUVEC wydajnie metabolizuja Hcy obecna w pozywce do tiolaktonu
homocysteiny, a st¢zenie powstatego HTL jest wprost proporcjonalne do st¢zenia Hcy
w pozywce i stanowi okotlo 5% stezenia Hcy [47]. Dlatego tez, aby zaobserwowac
wptyw egzogennej Hcy na komoérki HUVEC, zasadne bylo stosowanie tak wysokich
stezen Hcy, podczas eksperymentéow. Co wigcej wyniki badan opisane w niniejsze;j
pracy wskazuja, ze tylko wysokie stezenia Hcy byty wstanie wywota¢ zmiany w profilu
ekspresji genéw, ktére mozna byto wykry¢ za pomoca metod stosowanych w niniejsze;j
pracy.

Aby zbada¢ wptyw badanych zwiazkéw na przezywalnos¢ komérek HUVEC
przeprowadzono test aktywnosci metabolicznej. llos¢ zywych komérek po zakonczone]
inkubacji byla wprost proporcjonalna do stezenia homocysteiny i1 HTL,
a takze do stopnia modyfikacji biatek surowicy. Po 24h inkubacji z homocysteina
odnotowano 20% spadek zywotnosci komérek HUVEC przy najwyzszym stosowanym
stgzeniu (1000 uM), podczas gdy tiolakton homocysteiny spowodowat $mier¢ 40%
komérek. Wyniki tego eksperymentu sa zgodne z poprzednio opublikowanymi
doniesieniami, ktére wskazuja, ze HTL jest duzo bardziej toksyczny dla komérek, niz
Hcy [47, 120]. Najwigkszy wptyw na przezywalno$¢ komérek miaty biatka surowicy
zmodyfikowane tiolaktonem Hcy. Dodatek do hodowli komoérkowej 41,1 uM
N-Hcy-biatek przyczynit si¢ do $mierci okoto 50% komorek.

Aby przeanalizowa¢ globalna odpowiedz transkryptomu ludzkiego w warunkach
hiperhomocysteinemii, zastosowano technike¢ mikromacierzy. Poniewaz szkodliwy
wplyw homocysteiny na organizmy zywe zwiazany jest z jej konwersja do bardzo
reaktywnego tiolaktonu homocysteiny [51], ktéry modyfikuje biatka w reakcji
N-homocysteinylacji wptywajac tym samym na utrat¢ lub uposledzenie ich funkcji
biologicznej [43], postanowiono zbada¢ rowniez wptyw HTL oraz N-Hcy-bialek na

poziom ekspresji gendéw czlowieka. W tym celu wykonano eksperymenty
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mikromacierzowe z uzyciem mikromacierzy dla ludzkiego transkryptomu
zawierajacych sondy odpowiadajace wszystkim znanym ludzkim genom. W wyniku
przeprowadzonych analiz uzyskano list¢ genéw, wykazujacych odmienna ekspresje pod
wptywem homocysteiny, a takze jej metabolitéw. Zidentyfikowano 14 genéw
réznicujacych pod wptywem Hcy, 110 genéw o zmienionej ekspresji pod wptywem
HTL, oraz 30 gendéw, ktorych ekspresja pod wptywem N-Hcy-biatek ulegla zmianie.
Warto podkresli¢, ze homocysteina i tiolakton homocyteiny powoduja zmiany
w ekspresji tych samych gendw, poniewaz az 11 spos$rdd 14 zidentyfikowanych genéw,
ktérych ekspresja pod wptywem Hcy byla zmieniona znalazto si¢ w grupie genéw
réznicujacych pod wpltywem HTL. N-Hcy-biatka surowicy bydlgcej oddziatywaty
w inny sposéb na komérki HUVEC, powodujac zmiany w ekspresji innych genéw, niz
Hcy i HTL. Tylko 6 z grupy 30 genéw o odmiennej ekspresji pod wpltywem
N-Hcy-biatek bylo wspélnych z grupa gendéw réznicujacych pod wptywem tiolaktonu
homocysteiny. Capasso 1 wsp. réwniez przeanalizowali odpowiedz ludzkiego
transkryptomu pod wplywem N-Hcy-albuminy [59]. Jednak wyniki tej pracy nie sa
spojne z wynikami eksperymentéw mikromacierzowych prezentowanych w niniejsze;j
pracy. Jest wiele przyczyn, dla ktérych rezultaty obu wykonanych analiz moga by¢ tak
odmienne. Po pierwsze sam eksperyment z zastosowaniem kultur komérkowych dos¢
mocno réznit si¢ w obu pracach. Uniesmiertelnione komoérki srodbtonka (EAhy926)
inkubowano z N-Hcy-albumina, podczas gdy kontrolna hodowle komoérek stanowity
komérki hodowane z niezmodyfikowana albuming oraz bez dodatku albuminy.
Natomiast komérki HUVEC inkubowano z N-Hcy-biatkami surowicy, a jako kontrolg
stosowano komorki inkubowane z niezmodyfikowana surowica bydleca. Technika
mikromacierzy polega na analizie zmian w profilu ekspresji gen6w w probie badane;j
w poréwnaniu do proby kontrolnej. Otrzymane wyniki w duzej mierze zaleza od tego,
jaka probe kontrolna zastosujemy. Komérki HUVEC, stanowiace model badawczy
w niniejszej pracy sa komodrkami Smiertelnymi, bardzo wrazliwymi na warunki,
w ktérych prowadzona jest hodowla. Dlatego tez hodowla bez dodatku albuminy do
pozywki hodowlanej przez 24 h spowodowataby $mier¢ komoérek. Zastosowanie innych
warunkow eksperymentalnych oraz wykonanie innego rodzaju analiz wplynglo na
uzyskanie odmiennych wynikéw.

Mikromacierze sa narzedziem umozliwiajacym przeprowadzenie globalnej
analizy transkryptomu. Jednak, jak kazda metoda o wysokiej wydajnosci, nie jest

pozbawiona ryzyka popelnienia bigdu. W celu weryfikacji przeprowadzonych analiz
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mikromacierzowych, ekspresj¢ wybranych 20 genéw wykazujacych odmienna
ekspresje¢ pod wplywem homocysteiny i jej metabolitOw potwierdzono za pomoca
real-time PCR. Na podstawie wykonanych eksperymentéw potwierdzono zmiany
ekspresji badanych gendéw, uzyskane na podstawie mikromacierzy.

W celu poszukiwania szlakow metabolicznych, na ktére wptywaja homocysteina
oraz jej metabolity w komérkach HUVEC, poprzez zmiang ekspresji genéw kodujacych
biatka petniace istotna role w tych Sciezkach, wykonano analiz¢ bioinformatyczna za
pomoca programu Ingenuity Pathway Analysis. Dane mikromacierzowe, potwierdzone
za pomoca real-time PCR przeanalizowano pod katem zangazowania badanych genéw
cztowieka w konkretne szlaki metaboliczne 1 sygnatowe z uwzglednieniem zmian w ich
ekspresji pod wptywem homocysteiny, HTL oraz N-Hcy-bialek. Na podstawie
wynikow przeprowadzonej analizy zaobserwowano, ze geny, dla ktérych wykazano
zmiany ekspresji pod wptywem Hcy oraz jej metabolitow sa zwiazane
z wieloma $ciezkami metabolicznymi 1 sygnalnymi, ktérych zaburzenie lub odmienne
funkcjonowanie moze w istotny sposéb przyczynia¢ si¢ do wystgpowania
obserwowanych negatywnych skutkéw podwyzszonego poziomu homocysteiny we
krwi. Przeprowadzone analizy pozwolity zidentyfikowa¢ udzial genéw réznicujacych
pod wptywem homocysteiny i jej metabolitow w takich procesach jak metabolizm
aminokwaséw w komorce, metabolizm kwasu foliowego, metabolizm lipidow, szlak
sygnalny indukowany niedotlenieniem, produkcja tlenku azotu i synteza reaktywnych
form tlenu, szlak sygnalny mTOR oraz LXR/RXR a takze inhibicja procesu
angiogenezy. Udziat genéw réznicujacych w okreslonych szlakach metabolicznych

i sygnalowych szczegétowo przedstawiono w tabeli 27.
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Zmiana ekspresji
Szlak metaboliczny/ Nazwa Zmiana ekspresji Zmiana ekspresji
Funkcja pod wplywem
sygnalowy genu pod wpltywem Hcy | pod wplywem HTL
N-Hcy-bialek
CBS 2,37 £ 0,06 2,46 + 0,05 3,22 +£0,18
Metabolizm homocysteiny
MTR 2,26 + 0,05 3,14+0,14 1,50 £ 0,07
Metabolizm
) MTR 2,26 + 0,05 3,14 0,14 1,50 £ 0,07
aminokwaséw Metabolizm L-metioniny

MTRR 1,59 £ 0,05 2,65 £ 0,04 3,38 £0,15

Synteza cysteiny CBS 2,37 £ 0,06 2,46 + 0,05 3,22 +0,18

CD9 2,02 £0,15 2,81 £0,19 2,40 +£0,2

Synteza gangliozydéw
ST2SIAII -1,86 £ 0,15 -1,99 +£ 0,22 -4,56 £ 0,1
Inne Katabolizm
AHCY 1,29 £0,18 1,55 £0,1 1,72 £ 0,08
S-andenozylo-homocysteiny
Metabolizm kwasu foliowego MTR 2,26 + 0,05 3,14 £ 0,14 1,50 + 0,07
Metabolizm APOAS -2,53+0,13 -12,51 £ 0,01 2,40 £ 0,1
o Dystrybucja cholesterolu

lipidéw CBS 2,37 £ 0,06 2,46 £ 0,05 3,22 +0,18

APOAS -2,53£0,13 -12,51 £ 0,01 2,40 £0,1

Wyrzut cholesterolu

NCEH1 -2,53 £ 0,08 -6,35 £ 0,05 -3,26 £0,14

Metabolizm kwaséw ttuszczowych APOAS -2,53+0,13 -12,51 £ 0,01 2,40 £ 0,1

CD9 2,02 £0,15 2,81 £0,19 2,40 +£0,2
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ST2SIAII -1,86 £ 0,15 -1,99 £ 0,22 -4,56 £ 0,1

VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 £ 0,09 3,10 £ 0,03

APOA5S -2,53+£0,13 -12,51 £ 0,01 2,40 £0,1

Gromadzenie si¢ cholesterolu CBS 2,37 +0,06 2,46 + 0,05 3,22+0,18
NCEH1 -2,53 £ 0,08 -6,35 £ 0,05 -3,26 £ 0,14

APOA5S -2,53£0,13 -12,51 £ 0,01 2,40 £ 0,1

CD9 2,02 £ 0,15 2,81 £0,19 2,40 £ 0,2

Synteza lipidow

VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 £ 0,09 3,10 £ 0,03

ST2SIAII -1,86 £ 0,15 -1,99 £ 0,22 -4,56 £ 0,1

CD9 2,02 £ 0,15 2,81 £0,19 2,40 £ 0,2

Metabolizm pochodnych lipidowych  Ferasrar ™ 1 86+ 0,15 1,99 0,22 456 0,1

sktadnikéw btony komoérkowej

VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 £ 0,09 3,10 £ 0,03

APOA5S -2,53+£0,13 -12,51 £ 0,01 2,40 £0,1

Gromadzenie sig¢ triacylogliceroli CBS 2,37 +0,06 2,46 £ 0,05 3,22 +0,18
NCEH1 -2,53 £ 0,08 -6,35 £ 0,05 -3,26 £ 0,14

Inne Synteza czynnika aktywujacego plytki krwi
VEGFA
Adhezja granulocytéw i diapedeza -2,30 £ 0,03 -2,81 £ 0,09 3,10+0,03
Szlak sygnalny eNOS
Angiogeneza
VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 £ 0,09 3,10 £ 0,03
Odpowiedz na niesfatdowane biatka

0S9 -1,33 £ 0,08 -2,29 £0,13 1,82 £ 0,11
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APOAS -2,53+£0,13 -12,51 £ 0,01 2,40+ 0,1

Powstawanie zmian miazdzycowych CBS 2,37 £ 0,06 2,46 + 0,05 3,22+0,18
VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 £ 0,09 3,10+0,03

Szlak sygnatowy interleukin i produkcji
makrofagéw APOL1 2,99 + 0,03 2,3 +0,08 1,39 + 0,1
Produkcja NO i ROS w makrofagach
NTN4 -2,55 £ 0,07 -4,36 £ 0,1 6,22 £0,22
Adhezja komérek $rédbtonka
VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 0,09 3,10 £ 0,03
Inhibicja metaloproteinaz macierzy MMP19 2221 +0.09 359+0.18 .08 + 0.09
zewnatrzkomorkowej ’ ’ ' | ’ ’
APOAS -2,53£0,13 -12,51 £ 0,01 2,40 £0,1
Szlak sygnatowy LXR/RXR
APOL1 2,99 £ 0,03 2,3+0,08 1,39+0,1
VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 0,09 3,10+ 0,03
Szlak sygnatowy mTOR
ROBLD3 1,75 £ 0,04 1,38 £ 0,02 -1,66 = 0,06
MMP19 -2,21 £ 0,09 -3,59 £ 0,18 -2,08 £ 0,09
Szlak sygnatowy HIF1a
VEGFA -2,30 £ 0,03 -2,81 0,09 3,10 0,03

Tabela 27: Udzial genow wykazujgcych odmiennq ekspresje pod wplywem homocysteiny, HTL oraz N-Hcy-bialek surowicy w szlakach metabolicznych
i sygnatowych cztowieka, na podstawie IngenuityPathway Analysis. Podane wartosci krotnosci zmiany ekspresji wyrazone sq jako Srednia arytmetyczna z odchyleniem

standardowym.
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5.1.1. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych

z metabolizmem aminokwasow

Sposréd gendéw, ktérych poziom ekspresji ulegal zmianie pod wptywem Hcy,
HTL i1 N-Hcy-biatek surowicy bydlgcej byly takie, ktérych funkcja w organizmie
cztowieka jest $cisle zwiazana z metabolizmem aminokwaséw. Byly to geny: CBS,
MTR oraz MTRR. Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazano wzrost poziomu
mRNA CBS pod wplywem Hcy oraz jej metabolitow. Zauwazono takze odmienny
profil ekspresji genu MTR pod wptywem Hcy, HTL i N-Hcy-biatek. Tak samo jak
w przypadku genu CBS, poziom mRNA MTR byt podwyzszony w poréwnaniu do
kontroli. Ostatnim genem w tej grupie, ktérego ekspresja pod wpltywem Hcy i jej
metabolitdw zostala przeanalizowana byt gen MTRR. Ekspresja tego genu wzrosta we
wszystkich warunkach eksperymentalnych, przy czym najwigkszy wplyw na wzrost
mRNA MTRR miaty N-Hcy-biatka.

CBS (syntaza B-cystationiny) jest odpowiedzialna wraz z y-liaza cystationiny za
usuwanie Hcy na drodze transsulfurylacji. Defekty genetyczne zwiazane z obnizeniem
lub catkowitym brakiem aktywnosci tego Dbiatka prowadza do stanu
hiperhomocysteinemii, co wykazano zar6wno u zwierzat [18] jak i u ludzi [21].
U heterozygotycznych myszy z mutacja genu Cbs zaobserwowano nie tylko
hiperhomocysteinemig, ale takze podwyzszony poziom S-adenozylo-homocysteiny.
Doddatkowo, podwyzszony poziom Hcy byl skorelowany z dysfunkcja srodbtonka
naczyn krwiono$nych u tych zwierzat [121]. Podwyzszony poziom mRNA CBS pod
wpltywem homocysteiny a takze jej metabolitéw jest do$¢ zaskakujacy, poniewaz
komoérki §rédblonka naczyn krwionosnych maja bardzo niska lub nie maja aktywnosci
enzymatycznej tego biatka [122]. Jednakze podwyzszony poziom mRNA genu CBS nie
musi przektada¢ si¢ na podwyzszony poziom bialka, lub tez na zwigkszong aktywnos¢
syntazy B-cystationiny. Wykazano bowiem, ze czynnik martwicy nowotworéw (TNFa)
powoduje zwigkszenie udziatu degradacji homocysteiny na drodze transsulfurylacji, co
jest zwiazane ze zwigkszeniem aktywnosci enzymatycznej CBS. Jednocze$nie TNFa
zdolny jest do specyficznej proteolizy, w wyniku ktoérej powstaje skrocona forma
biatka, pozbawiona C-koncowej domeny regulatorowej. Skutkuje to zmniejszeniem
wrazliwosci biatka na jego aktywator allosteryczny S-adenozylo-metioning oraz jest

zwiazane z utrata aktywnosci katalitycznej. Co wigcej, hydroliza CBS przez TNFa jest
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potranslacyjnym mechanizmem regulatorowym, poniewazZ nie zauwazono zmian
poziomu ani mRNA ani biatka [123].

Metabolizm genéw MTR oraz MTRR jest $cisle ze soba powiazany. Pierwszy
z nich koduje kobalaminozalezna syntaz¢ metioniny, natomiast produktem biatkowym
drugiego genu jest reduktaza syntazy metioniny. Jest ona niezbedna do aktywacji
syntazy metioniny a co za tym idzie, pelni wazna rol¢ wraz z syntaza metioniny
w usuwaniu homocysteiny na drodze remetylacji. Chen i wspétpracownicy wykazali, ze
zmiana poziomu mRNA MTR jest wprost proporcjonalna do poziomu SAM i odwrotnie
proporcjonalna do poziomu SAH w tkankach mysich [124]. Zauwazono, ze spadek
ekspresji mRNA dla MTRR spowodowany mutacja punktowa zwiazany byl
z podwyzszonym poziomem Hcy we krwi oraz ryzykiem powstawania wrodzonych
wad serca [125]. Wzrost ekspresji genéw MTR oraz MTRR pod wptywem Hcy i jej
metabolitow wykazany w niniejszej pracy uwidacznia zaangazowanie mechanizmu
obronnego, pozwalajacego na skuteczne usuwanie homocysteiny z komoérki na drodze
remetylacji do metioniny, a takze stanowi potwierdzenie na poziomie molekularnym
wczesniejszych doniesien literaturowych dotyczacych metabolizmu Hcy w komorce.
Jednakze zmiany te moga by¢ ttumaczone dwojako. Z jednej strony moze by¢ to
mechanizm prowadzacy do eliminacji Hecy z komorki, z drugiej, moze to by¢ réwniez
skutek podwyzszonej aktywnos$ci hydrolazy SAH (opisanej w rozdziale 5.1.2.), co
prowadzi do powstania dodatkowej puli Hcy w organizmie. Funkcjonowanie bialek
o charakterze enzymatycznym mierzone jest za pomoca ich aktywnosci. Wykazany
wzrost ekspresji tych genéw pod wplywem Hcy i jej metabolitéw nie jest pelna
informacja o aktywnosci tych enzyméw w komorce, poniewaz wzrost poziomu mRNA
nie musi przektada¢ si¢ na wzrost poziomu biatka.

Posréd grupy genéw, ktérych ekspresja pod wptywem Hcy, HTL i N-Hcy-biatek
zostala przeanalizowana byl rowniez gen SLC44A3. Wykazano spadek ekspresji tego
genu pod wptywem homocysteiny 1 tiolaktonu homocysteiny. N-Hcy-biatka surowicy
wptynety w odmienny sposdb na ekspresje tego genu, powodujac jej wzrost. Gen ten
koduje biatko nalezace do grupy biatek SLC44, ktére pelnia funkcje transportera
choliny. Biatko SLC44A3 jest jednym z najmniej poznanych w tej rodzinie. Jego
synteza zachodzi migdzy innymi w takich tkankach jak nerki, jelito krgte czy
w okreznicy [126]. Filogenetycznie biatko to najblizej spokrewnione jest z biatkiem
SLC44A1, ktoére zaangazowane jest w transport choliny przez bton¢ mitochondrium,

gdzie wykorzystywana jest ona jako donor grupy metylowej do syntezy metioniny na
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drodze remetylacji homocysteiny [126]. Obnizenie poziomu mRNA SLC44Al, oraz
jego produktu biatkowego objawiato si¢ brakiem choliny w mitochondriach [127].

Mozliwe jest, ze biatko SLC44A3 petni podobna funkcje.

5.1.2. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych

z katabolizmem S-adenozylo-homocysteiny

Gen AHCY koduje hydrolazg, ktora katalizuje hydrolizg
S-adenozylo-homocysteiny (SAH) do adenozyny i homocysteiny [128].
Zaobserwowano wzrost ekspresji tego genu pod wptywem zaréwno homocysteiny, jak
rowniez HTL oraz N-Hcy-bialek surowicy. U organizméw eukariotycznych hydroliza
SAH jest gtéwnym mechanizmem usuwania SAH, ktéra powstaje jako produkt
dziatania SAM-zaleznych metylotransferaz. U ludzi brak aktywno$ci enzymatycznej
AHCY zwiazany jest ze znacznie podwyzszonym poziomem metioniny, a co za tym
idzie réwniez Hcy, co pociaga za soba powazne konsekwencje [129]. Poniewaz wiele
metylotransferaz DNA wykazuje wigksze powinowactwo do SAH niz do SAM, moze
ona stanowi¢ silny inhibitor reakcji metylacji w komérce. Konwersja SAH do Hcy jest
odwracalna, dlatego tez podwyzszony poziom homocysteiny w organizmie wptywa na
obnizenie poziomu calkowitej metylacji DNA, a posrednio na zmiany w ekspresji
genéw [83]. Wykazano takze pozytywna korelacj¢ poziomu mRNA tego genu

z poziomem Hcy w tkankach mysich [124].

5.1.3. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych

z metabolizmem lipidow

Posréd grupy gendéw, ktérych zmiany w ekspresji zostaly szczegétowo
przeanalizowane byly réwniez te geny, ktérych funkcja w organizmie czlowieka
zwigzana jest z metabolizmem lipidow. Byty to: APOLI, APOAS5, SCUBEI oraz
NCEHI. Zaréwno Hcy, jak i jej metabolity powodowaly wzrost poziomu mRNA
APOLI w komérkach HUVEC po 24h inkubacji. Apolipoproteina L1 (APOL1) jest
biatkiem, ktére w krwiobiegu zwiazane jest gtdwnie z apolipoproteing ApoAl,
stanowiacej bialkowa komponent¢ lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL) [130].
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Sugeruje sig, ze stgzenie APOL1 ma zwiazek z poziomem frakcji HDL w organizmie,
a lipoproteina ta uczestniczy w wymianie tluszczéw pomigdzy frakcja HDL
a lipoproteinami zawierajacymi gtéwnie triglicerydy (TG) [131, 132]. Wykazano
pozytywna korelacj¢ pomigdzy poziomem APOLI1 z poziomem triglicerydéw oraz
hiperglikemia. Dlatego tez poziom apolipoproteiny L1 moze by¢ uznany, za marker
ryzyka rozwoju miazdzycy [133, 134]. Hipotez¢ t¢ moze potwierdza¢ fakt, ze biatko
APOL1 znaleziono réwniez w naczyniach krwiono$nych o fenotypie miazdzycowym
[135]. Funkcja apoliproteiny L1 jest rowniez zwiazana z indukcja $mierci komdrkowej
na drodze autofagii. APOLI w swojej budowie zawiera domeng BH3 -
charakterystyczna dla biatek z rodziny Bcl-2 pelniacych gléwna role¢ w procesie
programowanej $mierci komorki. Wykazano, ze akumulacja APOLI zaburza
homeostaze lipidowa, co powoduje indukcj¢ $mierci komoérek na drodze autofagii
[136].

Innym biatkiem zaangazowanym w regulacje stg¢zenia triglicerydow
w organizmie jest apolipoproteina AS (ApoAS). Pelni ono role giéwnego regulatora
poziomu triglicerydow w organizmie. Wraz z apolipoproteina C3 stanowia wymienne
sktadniki frakcji VLDL 1 HDL cholesterolu przyczyniajacych si¢ do obnizania poziomu
TG. ApoAS5S rozpoznaje i przylacza si¢ do miejsc akumulacji TG na blonie ER
hepatocytow. W ten sposob uniemozliwia sekrecje TG do cytozolu, gdzie bgda stanowié
tluszczowa komponente apolipoproteiny B i1 zostana przetransportowane do aparatu
Golgiego, w celu sekrecji poza komérke [137]. Wykazano, Zze nadekspresja genu
kodujacego t¢ lipoproteing u myszy zwiazana byla z obnizonym poziomem
trigliceryddw, w wyniku wzmozonego katabolizmu frakcji VLDL cholesterolu.
Wyciszenie tego genu manifestowato si¢ wyraznym podwyzszeniem poziomu TG
u tych zwierzat [138, 139]. Apolipoproteina A5 bierze rowniez udzial w metabolizmie
frakcji cholesterolu HDL. U transgenicznych myszy z nadekspresja genu ApoAS
zaobserwowano podwyzona aktywno$¢ acylotransferazy lecytynowo-cholesterolowej.
Jest on enzym petniacy gtéwna role w transporcie zwrotnym cholesterolu z naczyn
krwiono$nych do watroby. Ponadto nadekspresja ApoA5 spowodowala redystrybucije
cholesterolu z frakcji VLDL do HDL cholesterolu [139]. U myszy o genotypie
ApoA5'/" ApoE/ zauwazono o 70% mniejsze blaszki miazdzycowe w naczyniach
krwiono$nych w poréwnaniu do myszy o genotypie ApoE /. Blaszki miazdzycowe
myszy ApoAS5*/" ApoE "/ wykazywaly wiecej cech stabilno$ci oraz miniejsze cechy

rozwijajacego si¢ miejscowo stanu zapalnego. Myszy te wykazywaly rdwniez obnizony
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poziom cholesterolu catkowitego oraz trgiglicerydéw [140]. Zaobserwowano znaczacy
spadek ekspresji genu APOAS5 pod wpltywem homocysteiny oraz tiolaktonu
homocysteiny. Sugeruje to uposledzenie mechanizméw odpowiedzialnych za
metabolizm cholesterolu w warunkach hiperhomocysteinemii, co jest powaznym
czynnikiem zaangazowanym w patofizjologi¢ miazdzycy. Jednak N-Hcy-biatka
wywarty zupetnie odmienny efekt na poziom mRNA APOAS5, powodujac wzrost jego
poziomu, co sugeruje aktywacje innych mechanizméw w komérkach HUVEC, w ktore
zaangazowane moze byc¢ to biatko pod wptywem N-Hcy-biatek.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych analiz zaobserwowano spadek
poziomu mRNA SCUBEI zar6wno pod wplywem Hcy jak i jej metabolitow. Gen
SCUBEI koduje bialko sekrecyjne, zwiazane z blonami komérkowymi. Wykazuje on
specyficzna ekspresje w komodrkach srédbtonka réznych naczyn krwiono$nych, w tym
rowniez komérkach HUVEC. W komoérkach tych ekspresja tego genu obniza si¢ pod
wplywem stymulacji przez cytokiny pozapalne 1 lipopolisacharydy. Moze to
wskazywac na zaangazowanie tego biatka w odpowiedz na czynniki prozapalne [141].
Ekspresje genu SCBUEI odnotowano réwniez w plytkach krwi, ktérego ekspresja
wzrasta po ich aktywacji. Moze to dowodzi¢ o roli tego biatka w sprzyjaniu agregacji
ptytek 1 ich aglutynacji, co jest zwiazane z patogeneza miazdzycy. Hipotezg tg
potwierdza rowniez obecno$¢ tego biatka w blaszkach miazdzycowych [142].
W niniejszej pracy wykazano istotny spadek ekspresji genu SCUBEI w komérkach
HUVEC po inkubacji zaréwno z homocysteing jak i jej metabolitami. Prezentowane
wyniki potwierdzaja negatywne skutki jakie wywiera podwyzszony poziom Hcy
w organizmie ludzkim. Jednym z rezultatow hiperhomocysteinemii jest bowiem
aktywacja czynnikéw prozapalnych [120]. Obnizenie poziomu mRNA SCUBEI]
potwierdza te doniesienia.

Wykazano obnizenie poziomu mRNA NCEH! w komérkach HUVEC po
inkubacji z Hcy, tiolaktonem homocysteiny jak réwniez z N-Hcy-biatkami surowicy.
NCEHI1 (neutralna hydrolaza estréw cholesterolu 1) jest biatkiem pelniacym wazna rolg
w rozwoju zmian miazdzycowych w $cianach naczyn krwionos$nych. Jego funkcja
polega na hydrolizie estréw cholesterolu w makrofagach, co jest gtdéwnym etapem
w transporcie zwrotnym cholesterolu. [143]. Wysokie st¢zenie lipidow w blaszce
miazdzycowej jest rowniez czynnikiem ryzyka jej peknigcia. Okazaki i wsp. wykazali,
ze gen NCEHI wykazuje ekspresje w ludzkich i mysich makrofagach, a jego produkt

biatkowy katalizuje reakcj¢ hydrolizy estrow cholesterolu w tych komorkach.
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Nadekspresja genu NCEHI zahamowata takze catkowicie powstawanie estrow
cholesterolu w makrofagach [143, 144]. NCEHI1 bierze roéwniez udzial w transformacji
makrofagéw w komorki piankowate. Wykazano, ze inkubacja z acetylowana frakcja
cholesterolu LDL spowodowata wzrost zawartosci estréw cholesterolu w makrofagach
z wyciszonym genem NCEHI. Ten sam rezultat uzyskano poprzez inkubacje
makrofagéw z utleniong frakcja cholesterolu (oxLDL) oraz lipoproteinami o bardzo
niskiej gestosci (VLDL). Wyciszenie ekspresji tego genu nasilito rowniez zmiany
miazdzycowe u myszy. Blaszki miazdzycowe zawieraty wigcej estréw cholesterolu oraz
wolnego cholesterolu w poréwnaniu do myszy z aktywnoscia NCEHI1 [145].
Obserwowany, znaczacy spadek poziomu mRNA pod wplywem Hcy, HTL
i N-Hcy-biatek w komérkach HUVEC moze $§wiadczy¢ o uposledzeniu procesu
hydrolizy estrow cholesterolu w warunkach hiperhomocysteinemii, co moze by¢
zwigzane z podwyzszonym ryzykiem rozwoju miazdzycy.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wyjasniaja negatywny wplyw
hiperhomocysteinemii na metabolizm lipidéw, co moze by¢ czynnikiem sprzyjajacym

rozwojowi miazdzycy.

5.1.4. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje¢ genéw zwigzanych ze

szlakiem sygnalowym kinazy mTOR

Analiz¢ wptywu Hcy i jej metabolitéw na profil ekspresji gendw w komoérkach
HUVEC wykonano réwniez dla genu ROBLD3. Hecy 1 HTL przyczynity si¢ do wzrostu
poziomu mRNA ROBDLS3. Biatko ROBLD3 wchodzi w sktad biatlkowego kompleksu
oddziatujacego z GTPaza Rag potrzebna do zainicjowania szlaku sygnalowego
mTORCI1 (ang. mammalian target of rapamycin complex 1). mTOR jest kinaza
serynowo-treoninowa, ktéra w reguluje wzrost komorek, ich proliferacje, ruchliwos¢,
a takze proces biosyntezy biatka czy transkrypcje. Szlak mTORC aktywowany jest
w lizosomach komoérek ssaczych migdzy innymi przez aminokwasy [146, 147].
Lizosomy sa gtéwnym miejscem degradacji biatek oraz zawracania aminokwaséw
z powrotem do obiegu. Jest to szlak odpowiedzialny za kontrol¢ wzrostu komoérek.
U ludzi mutacja genu ROBLD3 powoduje wyrazne opdznienie wzrostu [148], co

rowniez wykazano na mysich zarodkach [149, 150]. Wzrost ekspresji genu ROBLD3
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w komérkach HUVEC pod wplywem Hcy i tiolaktonu homocysteiny moze $swiadczy¢
o aktywacji szlaku mTORCI1 w tych komoérkach. Homocysteina metabolizowana jest
w komorce na drodze remetylacji do metioniny, transsulfurylacji do cysteiny, badz tez
przeksztatcana jest do HTL w reakcji korekcyjnej syntetaz metionylo-tRNA [45, 46].
Dlatego tez mozliwe jest, iz szlak ten jest aktywowany w komérkach HUVEC pod
wplywem hiperhomocysteinemii, natomiast N-homocysteinylowane biatka moga
wywiera¢ negatywny wplyw na szlak kinazy mTORC, o czym moze $swiadczy¢ spadek
poziomu mRNA ROBLD3.

Innym genem, ktérego produkt biatkowy jest zwiazany z regulacja szlaku kinazy
mTOR jest gen APOLI. Apolipoproteina L1 wykazuje réwniez duze powinowactwo do
kwasu fosfatydowego (PA) i kardiolipiny - dimeru fosfoglicerolu i kwasu
fosfatydowego. Wykazano, ze kwas fosfatydowy bierze udzial w szlaku sygnalnym
mTOR. Jest to czynnik mitogenny, ktéry ma zdolno$¢ oddziatywania z ta sama domena
co rapamycyna, co jest niezbedne do aktywacji biatek efektorowych tego szlaku. Zatem
zwiazanie PA przez APOL1 moze inhibowa¢ aktywacje szlaku kinazy mTOR,
a nastgpnie aktywowac programowana $mier¢ komoérki na drodze autofagii [136].
Wykazany wzrost mRNA APOLI w komérkach HUVEC pod wptywem Hcy, HTL, jak
rowniez N-Hcy-bialek surowicy moze sugerowac, ze zarwno homocysteina jak i jej
metabolity sa zdolne do wywotania programowanej $mierci komérek nie tylko na

drodze apoptozy, ale takze na drodze autofagii.

5.1.5. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych ze

szlakiem LXR/RXR

Receptor watrobowy X (LXR) nalezy do rodziny receptoréw jadrowych, ktére
zaangazowane sa w metabolizm cholesterolu, glukozy i kwaséw ttuszczowych. Jest on
aktywowany w komoérkach po zwiazaniu odpowiedniego ligandu. Eksperymenty
z zastosowaniem syntetycznego ligandu dla receptora LXR u homozygotycznych myszy
z wyciszonym genem ApoE oraz genem kodujacym receptor dla frakcji cholesterolu
LDL pozwalaja sadzi¢, ze jego rola zwiazana jest z zapobieganiem rozwoju miazdzycy.
U myszy, ktérym podawano syntetyczny ligand zaobserwowano podwyzszony poziom

frakcji cholesterolu HDL 1 fosfolipidow [151, 152]. Wykazano réwniez, ze ligandy
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receptora LXR powoduja obnizenie ekspresji genu APOAS5 w linii komorek raka
watrobowokomorkowego, co manifestowato si¢ rowniez spadkiem poziomu bialka.
Podobne wyniki uzyskano dla transgenicznych myszy z ludzkim genem ApoAS5.
Wykazano, ze zwierzeta te mialy obnizony poziom apolipoproteiny A5 w surowicy
krwi, co bylo zwiazane ze spadkiem mRNA tego genu. Represja genu APOAS
spwodowana byla przez aktywacje czynnika transkrypcyjnego SREBP-1 przez
aktywowany receptor LXR. Ponadto transfekcja komoérek HepG2 kwasem
9-cis-retinoidowym réwniez wptyneta na spadek poziomu mRNA APOAS5. Moze to
sugerowac, ze regulacja poziomu triglicerydéw za pomoca APOAS moze odbywac si¢
poprzez utworzenie heterodimeru receptora LXR z receptorem retinoidu X (RXR)
[153]. Wykazano bowiem, ze czynnik transkrypcyjny RXR moze réwniez petni¢ rolg
w regulacji metabolizmu lipidow po wytworzeniu heterodupleksu LXR/RXR [154].
Heretodupleks LXR/RXR moze réwniez wplywa¢ na zwigkszenie zdolnosci
makrofagébw do fagocytozy [155]. Wykazany spadek ekspresji genu APOAS
w komérkach HUVEC pod wplywem homocysteiny oraz tiolaktonu homocysteiny
moze by¢ wynikiem indukcji tego mechanizmu regulacyjnego. Dowodzi to réwniez
negatywnego wplywu hiperhomocysteinemii na metabolizm lipidéw, co moze sprzyjac

rozwojowi miazdzycy.

5.1.6. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych

z niedotlenieniem

Niedotlenienie tkanek manifestuje si¢ indukcja szlaku sygnalnego czynnika
indukowanego niedotlenieniem 1 (ang. hypoxia-inducible factor 1; HIF-1).
W warunkach fizjologicznych HIF-1 jest ubikwitynylowany i kierowany na droge
degradacji. Gdy dochodzi do niedotlenienia tkanek, HIF-1 jest stabilizowany, nast¢pnie
wigze si¢ w rejonie promotorowym genu VEGFA, kodujacego czynnik wzrostu
komorek srodbtonka i przyczynia si¢ do aktywacji ekspresji mRNA VEGFA, ktory
stymuluje proces angiogenezy [156-158]. VEGFA stymuluje produkcj¢ tlenku azotu
(NO), poprzez aktywacje Srodbtonkowej izoformy syntazy tlenku azotu (eNOS), na
drodze zaleznej od kinazy aktywowanej AMP [159, 160]. Z drugiej jednak strony
wysokie stezenie NO moze indukowa¢ produkcj¢ VEGF w komérkach. Wykazano
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bowiem koekspresj¢ eNOS i VEGFA a takze eNOS 1 HIF-1 w komorkach raka piersi
[161]. NO jest waznym czynnikiem wazodylatacyjnym, utrzymujacym homeostaz¢
w naczyniach krwionos$nych. Na podstawie badan przeprowadzonych na komoérkach
srodbtonka naczyn krwiono$nych wykazano, ze hiperhomocysteinemia obniza
produkcje¢ NO, co jest wynikiem zmniejszonej ekspresji eNOS w tych komérkach [33].
Obserwowany spadek ekspresji genu VEGFA pod wptywem homocysteiny oraz

tiolaktonu homocysteiny potwierdza te doniesienia.

5.1.7. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych

Z procesem angiogenezy

Jedna z konsekwencji hiperhomocysteinemii jest uposledzenie prawidlowego
funkcjonowania warstwy S$rodbtonka naczyn krwionos$nych. Jest to roéwniez jedna
z cech rozwoju zmian miazdzycowych w obre¢bie tozyska naczyniowego. Na podstawie
wynikow analizy zmian w ekspresji genéw pod wptywem Hcy, HTL i N-Hcy-biatek
wykazano, ze hiperhomocysteinemia wplywa takze na uposledzenie procesu
angiogenezy w komoérkach HUVEC. Zaobserwowano bowiem odmienny profil
ekspresji gendow VEGFA, ESMI1 oraz NTN4. Dowiedziono, ze komoérki HUVEC
poddane dziataniu Hcy, HTL i N-Hcy-bialek surowicy bydlgcej wykazuja odmienna
ekspresje genu NTN4 Hcy oraz HTL, powodowaty znaczacy spadek poziomu mRNA
dla tego genu. N-Hcy-biatka wywieraja odmienny efekt na ekspresje genu NTN4,
powodujac istotny wzrost poziomu jego mRNA po inkubacji z biatkami surowicy
bydlgcej zmodyfikowanymi HTL. Gen NTN4 koduje biatko, ktére wchodzi w skiad
bton komoérkowych. Jego najwigksza ilos¢ zaobserwowano w komorkach serca [162].
Jego funkcja jest zwiazana z procesem angiogenezy, co wykazano w komorkach
srodbtonka Danio rerio [163], jak tez w limfatycznych komoérkach srodbtonka [164],
poprzez aktywacje kinaz p42/p44 MAPK 1 Akt/PI3. NTN4 petni takze role¢ w rozwoju
komork epitelialnych w odpowiedzi na stymulacje czynnikiem wzrostu fibroblastow.
Biatlko NTN4 bierze udziat w czasowym zahamowaniu zmian ksztattu komorek
i fosforylacji wewnatrzkomérkowej kinazy aktywowanej miogenem (EKR 1 i 2) [165].

Spadek ekspresji genu NTN4 pod wptywem Hcy i HTL moze §wiadczy¢ o uposledzeniu
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procesu angiogenezy przez homocysteing regulowanego na drodze zaleznej od kinaz
p42/p44 MAPK i Akt/PI3.

Homocysteina i tiolakton homocysteiny wptywaja w odmienny sposéb na
poziom ekspresji genu VEGFA, niz N-Hcy-biatka. Na podstawie wykonanych
eksperymentow wykazano spadek poziomu mRNA VEGFA po 24h inkubacji z Hcy
1 HTL. Zmiany te byly wprost proporcjonalne do stgzenia obu zwigzkéw. Moze to by¢
zwiazane z inna, wazna funkcja, jaka petni VEGFA. Biatko VEGFA jest istotnym
czynnikiem w szlaku sygnalowym zwiazanych z tworzeniem naczyn krwiono$nych
[166]. Podwyzszony poziom homocysteiny w komoérkach réwniez wpltywa na profil
ekspresji tego genu. Oosterbaan i wsp. wykazali, ze hiperhomocysteinemia zwiazana
jest z obnizeniem poziomu mRNA podczas rozwoju kurzych zarodkéw, co
spowodowato upos$ledzenie rozwoju naczyn krwionos$nych podczas embriogenezy
[167]. Bylo to zwiazane z uszkodzeniem komoérek srédbtonka pod wplywem Hcy,
czego nastgpstwem sa zaburzenia procesu angiogenezy. Poziom biatka VEGFA jest
regulowany przez CD9 na drodze sygnalnej Wnt. Rodzina genéw Wnt koduje wiele
glikoprotein, ktérych funkcja zwiazana jest z regulacja embriogenezy, réznicowania
komoérek, a takze ich adhezje i ruchliwos¢. Nadekspresja genu CD9 spowodowata
spadek ekspresji genu Wntl, a takze wiele gendw uczestniczacych w szlaku Want.
Jednym z takich genéw jest VEGFA [168]. Wykazany spadek poziomu mRNA VEGFA
w komoérkach HUVEC po inkubacji zaréwno z Hcy jak i z HTL moze $wiadczy¢
o uposledzeniu procesu angiogenezy pod wptywem hiperhomocysteinemii. Co wigcej,
poziom mRNA VEGFA w komérkach HUVEC moze podlega¢ regulacji poprzez gen
CD9, dla ktérego wykazano wzrost ekspresji pod wptywem Hcy i jej metabolitow.

Jednym z genéw posredniczacych w procesie tworzenia naczyn krwiono$nych
jest ESM1. Gen ten koduje rozpuszczalny proteoglikan — siarczan dermatanu. Ulega on
ekspresji géwnie w komorkach srodbtonka naczyn krwionosnych, gdzie uczestniczy
w szlaku sygnalowym prowadzacym do powstawania nowych naczyn krwionosnych
[169, 170]. Ponadto jego poziom jest $cisle regulowany poprzez biatko VEGFA.
Wykazano §cista zalezno$¢ pomiedzy VEGFA oraz ESM 1, zaréwno na poziomie mRNA
jak 1 biatka w limfatycznych komoérkach §rédbtonka [171, 172]. Wyniki tych badan
stoja jednak w sprzecznosci z wynikami otrzymanymi na podstawie analiz
mikromacierzowych i real-time PCR dla genu ESMI pod wptywem Hcy, HTL
i N-Hcy-biatek. Wykazano bowiem znaczacy wzrost poziomu ekspresji tego genu po

24h inkubacji. Wzrost ten byt wprost proporcjonalny do stgzenia Hcy 1 HTL, oraz do
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stopnia N-homocysteinylacji bialek surowicy bydlgcej. Brutsch 1 wsp. wykazali, ze
biatko ESM1 jest gléwnym czynnikiem uczestniczacym w procesie angiogenezy.
Wykazali oni, ze wyciszenie genu ESMI w komdérkach HUVEC skutkowalo utrata
zdolnosci wzrostowych, dodatkowo stymulacja komérek VEGFA nie skutkowata
przywréceniem tych zdolnos$ci komoérkom [173]. Dlatego tez wzrost poziomu mRNA
ESM1 moze $wiadczy¢ o uruchomieniu mechanizméw naprawczych w komorkach,
majacych na celu przywrdcenie homeostazy procesu angiogenezy, zaburzona, przez
hiperhomocysteinemig.

Jednym z genéw, ktérych profil ekspresji ulegal zmianie w warunkach
hiperhomocysteinemii byl gen MMPI9. Wyniki przeprowadzonych analiz pozwalaja
stwierdzi¢ znaczacy spadek mRNA MMPI9 pod wptywem zaréwno Hcy, jak i jej
metabolitow. Gen MMP19 koduje biatko, ktére nalezy do rodziny metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktére zaangazowane sa w wiele proceséw takich jak
wzrost 1 proliferacja komorek, a takze angiogeneza czy apoptoza. Synteza tego biatka
zachodzi w wielu rodzajach komédrek. Komorki migsni gladkich, komorki
mioepitelialne czy keratynocyty charakteryzuje staly poziom syntezy tego bialka,
podczas gdy w komorkach srédblonka, w monocytach czy makrofagach poziom tego
biatka moze ulega¢ regulacji [174-176]. Brauer 1 wsp. wykazali, ze MMP19 zdolne jest
do specyficznego cigcia plazminogenu, w wyniku ktérego powstaja trzy produkty
podobne do angiostatyny, biatka bgdacego produktem proteolizy plazminogenu, ktory
jest inhibitorem procesu angiogenezy, powodujac zahamowanie proliferacji 1 migracji
komoérek srédbtonka. Dowiedziono réwniez, ze produkty proteolizy kolagenu zdolne sa
do inhibicji proliferacji komoérek $rédblonka oraz wytwarzania przez nie struktur
podobnych do kapilar [177]. Wykazane obnizenie ekspresji genu MMPI9 pod
wptywem Hcy, HTL i N-Hcy-biatek, moze wigc by¢ efektem uruchomienia
mechanizméw niwelujacych negatywny wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na
komorki srédblonka. Znane sa bowiem tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMP4),
ktérych synteza wzrasta pod wptywem hiperhomocysteinemii u myszy CBS / [178].
Biatko MMP19 jest takze zdolne do stymulacji proliferacji komoérek. Wykazano
bowiem, ze nadekspresja genu kodujacego t¢ metaloproteinazg powoduje wzrost
proliferacji keratynocytow, a takze migracj¢ komorek i adhezje do wiokien kolagenu
typu 1. Spowodowane jest to proteoliza IFGBP-3 (ang. insulin like growth factor
binding protein -3) — biatka wiazacego insulinopodobny czynnik wzrostu, co zwigksza

przekazywanie sygnatu zalezne od insulinopodobnego czynnika wzrostu [176]. Zatem
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wykazany spadek ekspresji MMPI9 pod wplywem homocysteiny, tiolaktonu
homocysteiny oraz N-Hcy-bialek potwierdza doniesienia o uposledzeniu proliferacji
komérek $rédbtonka pod wptywem homocysteiny. Co wigcej, na podstawie
zaprezentowanych wynikéw mozna wnioskowa¢, ze zahamowanie proliferacji komoérek
srédbtonka moze odbywac si¢ nie tylko wedlug mechanizmu zaleznego od VEFGA ale
takze od MMP19.

Podsumowujac, na podstawie uzyskanych wynikéw badan mozna stwierdzi¢, ze
zaréwno Hcy, jak i HTL, a takze N-Hcy-biatka uposledzaja proces proliferacji ex vivo,
co moze mie¢ powazne konsekwencje dla funkcjonowania komoérek srédbtonka naczyn
krwionosnych, warunkujacych prawidlowa angiogenezg. Inhibicja ta moze by¢
wynikiem zaburzen wielu mechanizméw regulujacych ten proces, na ktére wptywa

homocysteina i jej metabolity.

5.1.8. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych

z odpowiedzig na niesfatldowane biatka

Podwyzszony poziom Hcy w komoérce pociaga za soba szereg negatywnych
konsekwencji. Jedna z nich jest stres siateczki $rédplazmatycznej (oméwiony
w rozdziale 1.3.3.) rozwijajacy si¢ w odpowiedzi na nagromadzenie si¢ zbyt duzej ilosci
niesftadowanych lub btednie sfaldowanych bialek. Posréd genéw wykazujacych
odmienny profil ekspresji pod wptywem Hcy, HTL i N-Hcy-biatek surowicy, byty
rowniez geny, ktorych profil ekspresji zmienia si¢ w komérkach, w ktérych rozwija si¢
stres ER. Do grupy tej nalezaty geny: VEGFA oraz 0S9. Na podstawie analizy danych
mikromacierzowych i real-time PCR wykazano znaczacy spadek poziomu mRNA genu
VEGFA pod wptywem Hcy i HTL. Natomiast inkubacja komérek HUVEC z biatkami
surowicy zmodyfikowanymi tiolaktonem homocysteiny spowodowata znaczacy wzrost
ekspresji tego genu. Przeanalizowano takze profil ekspresji genu OS9 pod wplywem
Hcy, HTL 1 N-Hcy-biatek. Inkubacja Hcy 1 HTL spowodowata obnizenie poziomu
ekspresji  badanego genu. Natomiast dodatetk do pozywki hodowlanej
N-Hcy-biatek surowicy bydlgcej wptynat pozytywnie na poziom mRNA tego genu, co

zaobserwowano poprzez wzrost ekspresji.
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Gen VEGFA (ang. vascular endothelial growth factor A) koduje biatko, ktérego
synteza i dojrzewanie odbywa si¢ w siateczce Srodplazmatycznej [179]. Peini ono
rOwniez wazna role w procesie tworzenia naczyn krwionos$nych. Transkrypcja tego
genu jest rowniez $cisle zwiazana z odpowiedzia na niesfaldowane biatka w $wietle ER.
Wykazano bowiem, ze wzrost poziomu mRNA VEGFA jest zwigzany ze stresem ER
w komorce [180, 181]. OS9 to biatko rowniez wystepujace w ER [182, 183], ktore
uczestniczy w procesie rozpoznawania niesfaldowanych lub btednie sfaldowanych
glikoprotein w siateczce S$rodplazmatycznej. Rozpoznaje specyficznie, a nast¢pnie
wiaze si¢ ono z tahcuchem polipeptydowym [184] lub tez z tancuchem cukrowym [185]
glikoproteiny. W ten sposob ,,naznaczona” glikoproteina zostaje zatrzymana w $wietle
ER. Christianson i wsp. zasugerowal, ze OS9 oddziatuje wspdlnie z chaperonem
GRPY9%4 w Swietle ER oraz ligaza ubikwitynowa Hrd11-SEL1L, co jest niezbedne do
degradacji biatek na drodze mechanizmu ERAD [182]. Spadek poziomu biatka OS9
zwigzany jest rOwniez z uposledzeniem mechanizmu degradacji niesfaldowanych lub
btednie sfaldowanych biatek. Jedna z negatywnych konsekwencji wywotanych przez
hiperhomocysteinemi¢ jest stres ER jako odpowiedz na niesfaldowane biatka [37].
Mechanizm ten zachodzi poprzez konwersj¢ Hcy do HTL. Ten z kolei poprzez
modyfikacj¢ potranslacyjna bialek na drodze N-homocysteinylacji jest zdolny do
wywotlania stresu ER. Wykazano znaczacy wzrost poziomu mRNA genéw VEGFA
oraz OS9 po 24h inkubacji komérek HUVEC z dodatkiem N-Hcy-biatek surowicy
bydlgcej. Wzrost ten skorelowany byl ze stopniem modyfikacji biatek uzywanych
w eksperymencie. Wyniki wykonanych analiz pozwalaja sadzi¢, ze wzrost ekspresji
tych genéw pod wptywen N-Hcy-biatek skorelowany jest z rozwijajacym si¢ stresem

siateczki $rédplazmatycznej w komoérkach pod wptywem zmodyfikowanych biatek.

5.1.9. Wplyw homocysteiny i jej metabolitéw na ekspresje genéw zwigzanych

z rozwojem odpowiedzi zapalnej

Podwyzszony poziom homocysteniy we krwi przyczynia si¢ réwniez do rozwoju
odpowiedzi zapalnej. Na podstawie wynikow eksperymentéw prezentowanych
w niniejszej pracy wykazano, ze w rozw0dj odpowiedzi zapalnej zaangazowane sa geny

CD9 oraz MARCH|1, ktérych ekspresja pod wptywem homocysteiny i jej metabolitow
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zostala zmieniona. Poziom mRNA MARCHI oraz CD9 ulegal wyraznemu
podwyzszeniu po inkubacji zaréwno homocysteing, jak réwniez tiolaktonem
homocysteiny czy N-Hcy-biatkami surowicy.

CD9 nalezy do rodziny tetranspanin, ktére biora udzial w wielu procesach
komoérkowych zaréwno fizjologicznych, jak 1 patologicznych. Peinia on funkcjg
w odpowiedzi immunologicznej, proliferacji czy réznicowaniu komorek, a takze
tworzeniu przerzutéw nowotworowych. W swojej budowie zawieraja one domeny,
dzigki ktérym moga one oddziatywa¢ z innymi biatkami transmembranowymi [186].
CD9 jest biatkiem komoérek srodbtonka 1 wraz z CD151 odpowiada za oddzialywanie
z biatkami VCAMI i ICAMI1 warunkujac ich wtasciwosci adhezyjne do warstwy
srodbtonka naczyn krwiono$nych podczas migracji leukocytow do miejsca, gdzie
wytworzyt si¢ stan zapalny [187].

Réwniez apoliproteina L1 jest biatkiem zaangazowanym w rozwd¢j odpowiedzi
zapalnej. Wykazano bowiem wzrost poziomu mRNA APOLI pod wptywem czynnika
martwicy nowotwor6w o oraz interferonu y — gtéwnych mediatoréw prozapalnych,
ktérych podwyzszona ekspresje zaobserwowano w zmianach miazdzycowych naczyn
krwionosnych [188]. Dlatego tez wzrost ekspresji tego genu w komérkah HUVEC po
inkubacji z homocysteina, jak réwniez z jej metabolitami, moze Swiadczy¢
o pozapalnym charakterze zmian w warunkach hiperchomocysteinemii.

Miazdzyca jest choroba, w przebiegu ktérej dochodzi do rozwoju przewlektego
stanu zapalnego w obrgbie zmienionych naczyn krwionosnych. Réwniez podwyzszony
poziom homocysteiny we krwi przyczynia si¢ do rozwoju odpowiedzi zapalnej.
Zobserwowany wzrost poziomu mRNA CD9, MARCHI oraz APOLI i pod wptywem
Hcy, jak réwniez HTL i N-Hcy-biatek, moze by¢ ttumaczony odpowiedzia komoérek na
inkubacje z N-homocysteinylowanymi biatkami, ktére byly dodane bezposrednio do
pozywki hodowlanej, badz tez powstaly w komoérkach HUVEC na drodze
N-homocysteinylacji po dodaniu czynnika modyfikujacego (Hcy lub HTL).
N-Hcy-biatka wywotluja odpowiedz autoimmunologiczna, co wykazano zar6éwno
u zwierzat, jak i u ludzi [42].

Rozwd¢j odpowiedzi zapalnej podlega réwniez mechanizmom regulacyjnym.
Regulacja ta méze odbywac si¢ za pomoca biatka ESM1. Moze ono specyficznie
wiaza¢ si¢ do receptora bialek ICAM LFA-1. Oddziatywanie ICAM-LFA-1 jest
niezbedne do migracji leukocytéw z krwi do tkanek oraz do rozwoju odpowiedzi

immunologicznej. Wiazanie ESM1 do receptora LFA-1 uniemozliwia zwiazanie ICAM,
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co wykazano na linii komoérkowej Jurkat [189]. Stad wykazany wzrost ekspresji genu
ESM1 pod wptywem homocysteiny, HTL jak réwniez N-Hcy-bialek moze swiadczy¢
o indukcji mechanizméw obronnych w komérkach HUVEC.

Inny mechanizm regulujacy powstawanie odpowiedzi zapalnej moze zachodzi¢
z udzialem biatka MARCHI. Biatko to nalezy do rodziny ligaz ubikwitynowych,
katalizujacych reakcje ubikwitynacji biatek, polegajaca na przytaczeniu ubikwityny do
czasteczki bialka z wytworzeniem wiazania pomig¢dzy C-koncowa glicyna ubikwityny
a g-aminowa grupa lizyny w biatku docelowym [190]. Ubikwitynacji moga ulegac
biatka regulatorowe, dla ktérych modyfikacja ta jest niezb¢dna do zachodzenia wielu
procesow fizjologicznych. Druga grupg bialek stanowia te, ktére zostaly biednie
sfatldowane, badz tez maja inne defekty strukturalne. Ubikwitynacja tej gupy biatek
prowadzi do ich degradacji [191]. Prawilowe funkcjonowanie uktadu
immunologicznego w organizmie czlowieka jest rOwniez regulowane za pomoca tej
modyfikacji. Biatko MARCHI1 katalizuje reakcj¢ ubikwitynacji czasteczek MHC klasy
I podczas prezentacji antygenu w komdrkach dendrytycznych. Wykazano, ze
wyciszenie ekspresji genu MARCHI spowodowato znaczny spadek ubikwitynacji
czasteczek MHC klasy II w komérkach dendrytycznych cztowieka, oraz na modelu
mysim, co wplyngto na opdznienie dojrzewania tych komoérek [192-194]. Stymulacja
ludzkich monocytéw interleuking 10, cytokina o silnych wlasciwosciach
przeciwzapalnych, spowodowala znaczny wzrost ekspresji tego genu [195]. Jednym
z bialek docelowych dla ligazy ubikwitynowej MARCHI jest czynnik martwicy
nowotworéw o (TNFa), potgznego induktora odpowiedzi zapalnej w komoérkach [196].
U homozygotycznych myszy z wyciszonym genem ApoE oraz Cbs, u ktérych
indukowano hiperhomocysteinemi¢ zaobserwowano zaawansowana miazdzyc¢ oraz
akumulacj¢ makrofagéw w zmienionych miazdzycowo naczyniach krwiono$nych.
Natomiast w surowicy tych zwierzat wykazano podwyzszony poziom TNFoa jak
rowniez czynnika chemotaktycznego monocytéw (MCP1) [197]. Dlatego tez wzrost
ekspresji genu MARCHI w komoérkach HUVEC pod wptywem Hcy a takze jej
metabolitow moze réwniez sugerowaé uruchomienie mechanizméw regulacyjnych

w tych komérkach o charakterze przeciwzapalnym.
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5.1.10. Wptyw Hcy oraz jej metabolitow na regulacje ekspresji genow

Przeprowadzone analizy mikromacierzowe, ktérych wyniki potwierdzono za
pomoca qPCR pozwolity wykaza¢, ze ekspresja genu DDX28 rowniez zostaje
zmieniona pod wptywem Hcy, HTL oraz N-Hcy-biatek. Inkubacja komérek HUVEC
z Hey jak 1 HTL a takze N-Hcy-biatkami surowicy spowodowata obnizenie poziomu
mRNA DDX28. DDX28 jest biatkiem stosunkowo malo poznanym. Na podstawie
dotychczasowych doniesien literaturowych mozna sadzi¢, ze biatko to ma wtasciwosci
helikazy RNA. Zawiera ono konserwatywny motyw DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) i jest
ono zlokalizowane zaréwno w jadrze, jak i w mitochondriach, dlatego tez przypuszcza
sig, ze moze ono by¢ zaangazowane w kontakt pomi¢dzy tymi dwoma kompartmentami
komérki [198]. W swojej sekwencji aminokwasowej zawiera ono sygnaty lokalizacji
jadrowej, jak i mitochondrialnej, co potwierdza t¢ hipotez¢ [199]. Wykazano réwniez,
ze biatko to wchodzi w sktad komplekséw rybonukleoproteinowych, ktére moga
oddziatywa¢ z wewngtrzna strona blony mitochondrialnej [200]. Zaobserwowany
spadek ekspresji genu DDX28 w komoérkach HUVEC zaréwno pod wptywem Hcy jak
rowniez jej metabolitéw, moze $wiadczy¢ o duzym oddzialywaniu homocysteiny na
komorki srédbtonka, z czym réwniez zwigzana jest zmiana sposobu ekspresji informacji

genetycznej.

5.1.11. Wplyw Hcy oraz jej metabolitéw na dojrzewanie komorek nerwowych

Przeprowadzone analizy pozwolily na przeanalizowanie profilu ekspresji genu
STS8SIA2. Wykazano spadek ekspresji tego genu zaréwno pod wptywem Hcy, jak
rowniez HTL i N-Hcy-biatek. Jednak to biatka surowicy zmodyfikowane tiolaktonem
homocysteiny spowodowaty najwigksze obnizenie poziomu mRNA tego genu.

Wykonane eksperymenty mikromacierzowe pozwolily na wylonienie genow,
ktérych profil ekspresji pod wptywem homocysteiny i jej metabolitow zmienial sig
w poréwnaniu do kontroli. Nastgpnie sposrod grupy gendéw réznicujacych wybrano te,
ktore wykazywaty najwigksze zmiany w ekspresji w warunkach eksperymentu oraz
potencjalnie funkcja ich zwiazana jest z rozwojem choréb uktadu krazenia. W grupie tej

znalazl si¢ réwniez gen ST8SIA2. Jednak jego funkcja zwiazana jest z patofizjologia
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schizofrenii. Biatko kodowane przez ten gen nalezy do grupy polisialotransferaz, ktére
katalizuja reakcj¢ polisializacji nerwowej czastki adhezyjnej (NCAM) [201] oraz
synaptycznej czastki adhezyjnej 1 (synCAM-1) [202]. Kwas polisialowy ostabia
adhezje¢ NCAM, przez co ulatwia miedzy innymi migracj¢ komoérek nerwowych czy
wzrost neurytow [203, 204]. Na podstawie eksperymentéw przeprowadzonych na
myszach z wyciszonym genem Ncam wykazano, ze reakcja polisializacji NCAM jest
niezbe¢dna réwniez do zachowania plastycznos$ci synaps nerwowych co jest szczegdlnie
wazne w procesie zapamigtywania informacji [205]. Polisialotransferazy reguluja
rowniez funkcjonowanie neurologicznie aktywnych czasteczek, takich jak mézgowy
czynnik neurotroficzny (BDNF), dopamina, czy czynnik wzrostu fibroblastéw [206].
Polimorfizm pojedynczych nukleotydéw (SNP) w regionie paromotorowym genu
STSSIA2 jest réwniez zwiazany z wystgpowaniem schizofrenii [207]. Isomura i wsp.
wykazali, ze bialko ST8SIA2 pochodzace od pacjentéw chorujacych na schizofreni¢
miato zmniejszong aktywnos¢ o 10-30%, w poréwnaniu z biatkiem zdrowych ludzi.
Jego zmniejszona aktywno$¢ zwigzana byla z mniejsza wydajnoscia reakcji
polisializacji biatka adhezyjnego NCAM, w hodowli komérkowej w poréwnaniu
z biatkiem kontrolnym [208]. Wykazany znaczacy spadek ekspresji genu ST8SIA2
w komoérkach HUVEC pod wplywem Hcy, HTL 1 N-Hcy-biatek surowicy, moze
sugerowac uposledzenie szlaku polisializacji biatka adhezyjnego NCAM pod wptywem
hiperhomocysteinemii. Wykazano réwniez, ze kwas polisialowy pelni wazna rolg
w prawidlowym rozwoju mézgu, biorac udzial w migracji 1 r6znicowaniu prekursoréw
komérek nerwowych [209]. Wyniki wykonanych eksperymentéw sa zgodne
z doniesieniami o hiperhomocysteinemii jako czynniku ryzyka rozwoju choréb

neurodegeneracyjnych.

5.1.12. Wplyw Hcy oraz jej metabolitéw na proces krzepnigcia krwi

Przeanalizowano réwniez wptyw Hcy i jej metabolitéw na profil ekspresji genu
ANXAS8 w komoérkach HUVEC. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw za
wykazano zmiang ekspresji genu ANXAS po 24h inkubacji zar6wno z Hcy, HTL
1 N-Hcy-biatkami. Jednakze zmiany te byly odmienne dla Hcy i HTL niz dla
N-Hcy-biatek surowicy. Zaréwno Hcy jaki i HTL przyczynily si¢ do znaczacego
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spadku poziomu mRNA ANXAS8. Zaobserwowano wzrost ekspresji ANXAS pod
wplywem bialek surowicy zmodyfikowanych HTL. Gen ANXAS8 koduje biatko nalezace
do rodziny aneksyn, biatek wiazacych jony Ca* i fosfolipidy. Miedzy innymi funkcja
tego biatka polega na inhibicji aktywnosci fosfolipazy A2, ktérej rola polega na
hydrolizie fosfolipidow. ANXAS bierze réwniez udziat w inhibicji procesu krzepnigcia
krwi, poprzez uposledzenie przeksztalcania si¢ protrombiny w trombing pod wplywem
kompleksu aktywowanych czynnikéw krzepnigcia Xa-Va, w obecnosci fosfolipidéw
[150]. Obnizenie poziomu mRNA ANXAS8 w komérkach HUVEC pod wptywem Hcy
1 tiolaktonu homcysteiny moze potwierdza¢ prozakrzepowy charakter zmian
indukowanych hiperhomocysteinemia. Dodatkowo odmienny wplyw N-Hcy-biatek
surowicy na ekspresj¢ tego genu sugeruje, ze mechanizm ten jest niezalezny od

mechanizmu N-homocysteinylacji.

5.2. Analiza ekspresji ludzkich miRNA pod wplywem homocysteiny i jej

metabolitow

miRNA stanowia rodzing krotkich, niekodujacych RNA, o ogromnym
potencjale regulacyjnym ekspresji gendéw. Dlatego tez postanowiono zbadaé, czy
podwyzszony poziom homocysteiny i jej metabolitbw w komoérkach jest w stanie
indukowa¢ mechanizm regulacji ekspresji genéw na drodze RNAi. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze miRNA ulegaja odmiennej ekspresji
w komérkach HUVEC pod wplywem homocysteiny i HTL. Jednakze homocysteina
zmienia profil ludzkich miRNA tylko w wysokich st¢zeniach (100 uM oraz 1000 uM).
Moze to by¢ zwiazane z wigkszym efektem cytotoksycznym tiolaktonu homocysteiny
w komorkach srédbtonka [120]. Natomiast N-Hcy-biatka surowicy bydlgcej nie
wptywaja na profil ludzkich miRNA. Jednakze aby w petni zrozumie¢, mechanizmy
w ktore zaangazowane sa miRNA w warunkach hiperhomocysteinemii nalezy poznac
geny docelowe dla miRNA wykazujacych odmienng ekspresj¢ pod wplywem Hcy
1 HTL. W tym celu wykonano analizg bioinformatyczng za pomoca programu Ingenuity
Pathway Analysis. Dane mikromacierzowe, potwierdzone za pomoca real-time PCR
przeanalizowano pod katem zangazowania badanych ludzkich miRNA w konkretne
szlaki metaboliczne 1 sygnalowe z uwzglednieniem genéw docelowych

zidentyfikowanych na podstawie analizy sekwencji regionu 3’UTR, a takze zmian
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w ekspresji miRNA pod wplywem homocysteiny 1 HTL. Na podstawie wynikow
przeprowadzonej analizy zaobserwowano, ze miRNA charakteryzujace si¢ odmienna
ekspresja pod wptywem Hcy i HTL moga bra¢ udzial w regulacji ekspresji genéw
zaangazowanych w wiele szlakéw w komorce takich jak proliferacja komorek,
angiogeneza, rozwd¢j odpowiedzi zapalnej czy metabolizm lipidéw, co szczegdétowo
przedstawiono w tabeli 27.

Gen kodujacy miR-34a charakteryzowal wzrost ekspresji po inkubacji z Hcy
i tiolaktonem homocysteiny. Na podstawie doniesien literaturowych, mozna sadzi¢
o roli tego miRNA w regulacji procesu starzenia komoérek . Ito i wsp. wykazali, ze
poziom tego miRNA zwigksza si¢ w starzejacych si¢ komorkach srédbtonka. Ponadto
wykazano, ze genem docelowym dla miR-34a jest gen SIRTI, ktéry reguluje proces
starzenia si¢ komorek poprzez deacetylacj¢ genu kodujacego biatko p53 [210].
Zaproponowano réwniez udzial miR-34a w starzeniu si¢ komorek migsnia sercowego,
z czym moze by¢ zwiazane uposledzenie czynnosci kardiomiocytdw obserwowane
z wiekiem [211]. Zwigkszona ekspresje¢ tego miRNA zaobserwowano réwniez
w blaszkach miazdzycowych w $cianach naczyn krwiono$nych w poréwnaniu do
zdrowych naczyn [103, 212]. Wykazany wzrost ekspresji miR-34a w komorkach
HUVEC pod wplywem Hcy 1 HTL jest zgodny =z tymi doniesieniami.
Hiperhomocysteinemia prowadzi bowiem do dysfunkcji komoérek srédbtonka, ktére
nabieraja fenotypowych cech starzejacych si¢ komoérek, co jest rowniez czynnikiem
ryzyka rozwoju miazdzycy. W oparciu o dane pochodzace z wykonanej analizy
bioinformatycznej, mozna przypuszcza¢, ze miR-34a moze regulowaé réwniez
ekspresje genéw NTN4 oraz VEGFA pod wptywem homocysteiny, poniewaz
w sekwencji regionu 3’UTR tych gendéw znaleziono potencjalne miejsca wiazania dla
tego miRNA. Zaobserowane obnizenie ekspresji obu genéw pod wplywem Hcy
1 tiolaktonu homocysteiny moze przemawiac za tg hipoteza.

Ekspresja genu kodujacego miR-1 znaczaco wzrosta pod wptywem Hcy, jak
rowniez HTL. miR-1 jest jednym z najpowszchniej wystgpujacych miRNA w mig$niu
sercowym [213]. Kuwabara i wsp. donosza, ze jest on uwalniany z kardiomiocytow
u pacjentéw z ostrym zespotem wiencowym, z czym zwigzany jest wzrost jego poziomu

we krwi. Sugeruje, ze moze to by¢ dobry wczesny marker martwicy migsnia sercowego.
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miRNA pod wpltywem w:;e;?lgsc’i gen pod wplywem szlak sygnalowy/ metaboliczny
Hey/HTL ylxaq Hey/HTL
. analiza . . . .
miR-1 ) bioinformatyczna VEGFA ! angiogeneza, proliferacja komorek, szlak sygnatlowy HIF1a
miR-30e 1 potwierdzone | gy | metabolizm lipidéw
eksperymentalnie
potwierdzone .
eksperymentalnie NTN4 ! anglogeneza
. potwierdzone . . . .
miR-34a ) eksperymentalnic VEGFA ! angiogeneza, proliferacja komorek, szlak sygnatlowy HIFla
analiza . o
bioinformatyczna NCEHI1 l metabolizm lipidow
. analiza . . . .
miR-125 bl ) bioinformatyczna VEGFA ! angiogeneza, proliferacja komorek, szlak sygnalowy HIF1a
. analiza .
miR-196b ) bioinformatyczna NTN4 l angiogeneza
analiza adhezja granulocytéw i diapedeza, inhibicja metaloproteinaz
.. MMP19 ! . B . .
miR-331 3p 1 bioinformatyczna macierzy zewnatrzkomorkowej, angiogeneza
analiza Y . .
bioinformatyczna SCUBE1 ! odpowiedz zapalna, aktywacja ptytek krwi
miR-1321 1 analiza SCUBEI odpowiedz zapalna, aktywacja ptytek krwi
bioinformatyczna ! P paina, aktywacja ply
_ analiza APOAS | metabolizm lipid6w
miR-4728 1 bioinformatyczna
analiza . . . .
bioinformatyczna ST8SIA2 ! rozw0j komoérek nerwowych, synteza gangliozydéw

Tabela 28: Udziat miRNA w regulacji ekspresji genow wykazujacych spadek ekspresji pod wptywem homocysteiny i HTL w komdrkach srodbtonka naczyn krwionosnych.
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Co wigcej, wzrost poziomu miR-1 we krwi mozna oznaczy¢ zanim mozna
zaobserwowa¢ wzrost stgzenia powszechnie stosowanych wczesnych markeréw,
troponiny T czy kinazy kreatynowej w surowicy krwi [214]. Wykazano réwniez, ze
regulacja apoptozy przez miR-1 w kardiomiocytach zachodzi poprzez gen Bcl-2,
nalezacy do rodziny genéw zwiazanych z kontrola procesu apoptozy w tych komérkach
[43, 215]. Wzrost poziomu miR1 powodowal réwniez inhibicje proliferacji komoérek
mies$ni gtadkich [216]. Stahlhut wsp. wykazal, ze miR1 odpowiada takze za regulacje
procesu angiogenezy u Danio rerio, co jest zwiazane z obnizeniem ekspresji genu
VEGFA przez ten miRNA [217]. Wyniki analizy profilu ekspresji pod wptywem Hcy
1 HTL sa zgodne z tymi doniesieniami. Zaobserwowany wzrost poziomu miR-1
w komoérkach HUVEC moze by¢ tlumaczony regulacja procesu angiogenezy
w komorkach s$rédbtonka za pomoca mechanizmu RNAi. Na podstawie wynikow
analizy bioinformatycznej wykazano, ze gen VEGFA moze by¢ genem docelowym dla
miR-1 réwniez u czlowieka. Znaleziono bowiem jedno miejsce wiazania dla tego
miRNA w rejonie 3’UTR mRNA VEGFA (tabela 25). Ponadto, wzrost poziomu miR-1
byl odwrotnie proporcjonalny do ekspresji genu VEGFA pod wpltywem
Hcy 1 HTL w komérkach HUVEC. Wykazano réwniez, ze rejon 3°’UTR mRNA VEGFA
moze by¢ rowniez miejscem wigzania miR-125b, jednakze sa to dwa odrgbne miejsca,
zlokalizowane w poczatkowym i koncowych odcinkach 3’UTR. Ekspresja genu miR
125-b1 ulegta zwigkszeniu o ponad dwa razy zaréwno pod wptywem Hcy jak i HTL.
Jest to zgodne z prezentowanymi wczesniej wynikami eksperymentow
przeprowadzonych dla transkryptomu ludzkiego, bowiem miR-125b1 réwniez bierze
udziat w regulacji procesu proliferacji w komoérkach ludzkich [218]. Ekspresja
miR-125b1 réwniez wyraznie wzrasta w starzejacych si¢ komoérkach srédbtonka. Jak
wykazali Rippe i wsp. pelni on takze funkcje regulatora ekspresji genéw kodujacych
biatka uwazane za mediatory stanu zapalnego, zwigzane z rozwojem zmian
miazdzycowych [116]. Doniesienia te pozwalaja potwierdza¢ prozapalny
i promiazdzycowy wpltyw hiperhomocysteinemii. Na podstawie prezentowanych
wynikow mozna sadzi¢, ze w proces ten zaangazowana jest rowniez regulacja ekspresji
gendw za pomocg miRNA.

Homocysteina oraz tiolakton homocysteiny wptyngly takze na znaczne
podwyzszenie poziomu ekspresji genu kodujacego miR-30e Najnowsze doniesienia
literaturowe pozwalaja sadzi¢ o zwiazku miR-30e z patofizjologia miazdzycy.

Wykazano bowiem, ze miR-30e wykazuje obnizona ekspresj¢ blaszkach
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miazdzycowych myszy z wyciszonym genem ApoE. Zidentyfikowano réwniez gen
docelowy tego miRNA. Jest to gen SOC3 (ang. cytokine signaling 3), ktérego produkt
biatkowy zaangazowany jest w szlak sygnalowy zwiazany ze zmniejszaniem
odpowiedzi zapalnej oraz apoptozy. Obserwowano jego podwyzszona ekspresja
w naczyniach krwionos$nych objgtych zmianami miazdzycowymi [212]. Wyniki analizy
profilu ekspresji miR30e pod wpltywem Hcy oraz HTL nie sa zgodne z tym
doniesieniem. Wykazano bowiem znaczacy wzrost ekspresji miR-30e w komdrkach
HUVEC pod wptywem Hcy oraz tiolaktonu homocysteiny. T¢ rozbieznos¢ wynikow
mozna ttumaczy¢ odmiennymi modelami badawczymi. Blaszka miazdzycowa zlozona
jest z wielu rodzajow komorek, w tym komorek srodbtonka, makrofagéw czy
fibroblastéw. Obnizenie poziomu miR-30e jest usrednionym wynikiem profilu ekspresji
tego miRNA w komoérkach tworzacych blaszke miazdzycowa. Wyniki badan
w niniejszej pracy dotycza tylko jednego rodzaju komorek, dlatego tez wyniki te trudno
porownywa¢. Z drugiej jednak strony wykazany wzrost ekspresji miR-30e
w komoéorkach  HUVEC moze by¢ zgodny =z tymi doniesieniami, poniewaz
hiperhomocysteinemia jest stanem niefizjologicznym, ktéry wywotuje réwniez
odpowiedz zapalna [120], dlatego mozliwe jest, ze wzrost ekspresji miR-30e
w analizowanym modelu badawczym, Swiadczy o inhibicji ekspresji genu SOC3
i rozwoju odpowiedzi zapalnej.

Zaréwno Hcy jak i tiolakton homocysteiny zmienity profil ekspresji miR-let 7b
w komoérkach HUVEC, powodujac wzrost jego ekspresji. Profil ekspresji miR-let 7b
jest odmienny w réznych typach komoérek srédbtonka, jednak komérkach HUVEC ten
miRNA charakteryzuje si¢ niskim poziomem ekspresji [219]. Genem docelowym tego
miRNA jest gen TIMPI, kodujacy tkankowy inhibitor metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej, biatek bioracych udzial w procesie anriogenezy [220].
Dowiedziono réwniez, ze miR-let7b charakteryzuje si¢ podwyzszona ekspresja
w komoérkach mézgu z postgpujacym procesem neurodegeneracji pod wptywem bialek
prionowych [221]. Wykazany wzrost ekspresji miR-let 7b w komérkach HUVEC pod
wptywem zaréwno Hcy jak réwniez HTL moze wskazywa¢ na upos$ledzenie procesu
angiogenezy przez hiperhomocysteinemig, na drodze regulacji aktywnos$ci ekspresji
genOw zaangazowanych w ten proces przez miRNA.

Wyniki przeprowadzonych analiz dla miR-196b wykazuja takze wzrost jego
poziomu pod wptywem Hcy i HTL Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja,

ze miR-196b jest niezbedny w procesach migracji komorek srédbtonka oraz tworzenia
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przez nie tubuli. Wyciszenie tego miRNA wyraznie uposledzilo oba te procesy
w ludzkich i mysich komoérkach $rédbtonka. Wykazano réwniez, ze ekspresja tego
miRNA jest regulowana poprzez czynnik wzrostu VEGFA wydzielany przez komorki
srédblonka, co wplywa na zwigkszenie ekspresji miR-196b [222]. Najnowsze
doniesienia wskazuja rowniez na funkcj¢ miR-196b w procesie proliferacji komorek
nowotworowych. Ma 1 wsp. wykazali wzrost ekspresji tego miRNA w komorkach
glejaka wielopostaciowego, co byto zwiazane z krétszym przezyciem pacjentéw, oraz
zwigkszona proliferacja w nowotworowych liniach komérkowych z nadekspresja
miR-196b [223]. Podwyzszenie poziomu miR-196b w komérkach HUVEC pod
wplywem Hcy 1 tiolaktonu homocysteiny mozna tlumaczy¢ zaangazowaniem
komérkowych ~ mechanizméw, majacych  zniwelowa¢  negatywny  wplyw
podwyzszonego poziomu homocysteiny na proces angiogenezy.

Posr6d miRNA wybranych do analizy metoda real-time PCR byly takze
miR-331 3p/5p, miR-1321, miR-4728 oraz miR-4758. Wszystkie wymienione miRNA
ulegaly zwigkszonej ekspresji w komoérkach $rédbtonka, w odpowiedzi na
homocysteing i tiolaktonu homocysteiny. Wykazano, ze poziom miR-331 ulegat
podwyzszeniu pod wptywem Hcy i1 HTL, natomiast poziom nici miR-331 3p jest
znacznie Dbardziej podwyzszony w badanych warunkach eksperymentalnych
w porodwnaniu do nici 5p, co moze sugerowac, ze ta wlasnie ni¢ byta wybierana jako ni¢
wiodaca przez kompleks miRISC (rysunek 6).

miRNA stanowia bardzo duza rodzing krétkich RNA. Obecnie w bazie miRBase
(http://www.mirbase.org/) zdeponowanych jest ponad 2000 sekwencji dojrzatych
ludzkich miRNA. Poniewaz regulacja za pomoca mechanizmu RNAi jest
skomplikowana, wiele z nich nie ma dotad poznanej funkcji. Tak tez jest w przypadku
pewnej grupy miRNA poddanej analizie profilu ekspresji w komérkach HUVEC pod
wpltywem homocysteiny 1 jej metabolitéw. Wyniki analizy bioinformatycznej,
pozwolity okresli¢ potencjalne miejsca wiazania w rejonie 3’UTR gendéw, ktérych
ekspresja zostala zmieniona w badanych warunkach eksperymentalnych (tabela 28).
Jednym z mozliwych genéw docelowych miR-1321 jest gen MARCHI oraz MMP19
ktory, jak wykazano w niniejszej pracy wykazuje spadek ekspresji pod wptywem Hcy
jak réwniez jej metabolitoéw. Sposrdd przypuszczalnych miejsc wigzania miR-4728 jest
mRNA genéw APOAS a takze STSSIAII, ktérych ekspresja jest obnizona pod wptywem
Hcy i HTL. Potencjalne miejsca oddziatywania miR-4758 to sekwencja kodujaca

syntaz¢ metioniny. Natomiast genem docelowym dla miR-331 moze by¢ réwniez gen
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MARCHI. Mozliwym jest, ze w przypadku tych gendéw regulacja ekspresji pod

wptywem homocysteiny i/lub jej metabolitow w komoérkach HUVEC zachodzi
z udzialem miRNA. Potrzebne sa jednak dalsze badania, azeby zbada¢ i wyjasnic¢
wskazane potencjalne mechanizmy regulacyjne. Ponadto, nie mozna wykluczy¢, ze
geny ktorych ekspresja wzrosta pod wptywem Hcy, HTL czy tez N-Hcy-bialek nie sa

regulowane przy pomocy miRNA. Wiadomo bowiem, ze regulacja ta moze réwniez

przyczyniac si¢ do wzrostu ekspresji genu docelowego [224]
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“ KRAS\
' MAPK IL2

SREBP-1

N

LXR/RXR

ICAMA ;" IFGBP-3
miR-34a
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Rysunek 31: Przedstawienie szlakow sygnatowych i metabolicznych cztowieka, w ktore zaangazowane sq

geny wykazujgce odmienng ekspresje pod wptywem Hcy oraz HTL w komorkach HUVEC,
z uwzglednieniem potencjalnych oddziatywan miRNA:mRNA (linia przerywana). Strzatkami zaznaczono

zaznaczono geny o obnizonej ekspresji

oddziatywania mRNA:mRNA. Linia ciqgla oznacza wiqzanie zachodzqce pomiedzy produkatami
biatkowmi tych gendéw. Na czerwono zaznaczono geny ulegajqce zwiekszonej ekspresji, na zielono
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Rysunek 32: Przedstawienie szlakow sygnatowych i metabolicznych cztowieka, w ktore zaangazowane sq
geny wykazujqce odmienng ekspresje pod wptywem N-Hcy-biatek surowicy w komorkach HUVEC,
z uwzglednieniem potencjalnych oddziatywan miRNA:mRNA (linia przerywana). Strzatkami zaznaczono
oddziatywania mRNA:mRNA. Linia ciqgta oznacza wiqzanie zachodzqce pomiedzy produktami
biatkowymi tych genow. Na czerwono zaznaczono geny ulegajqce zwigkszonej ekspresji, na zielono
zaznaczono geny o obnizonej ekspresji.
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Rysunek 33: Przedstawienie szlakow sygnatowych i metabolicznych cztowieka, w ktore zaangazowane sq
geny wykazujqce odmienng ekspresje pod wpltywem N-Hcy-biatek surowicy w komorkach HUVEC,
z uwzglednieniem potencjalnych oddziatywan miRNA:mRNA (linia przerywana). Strzatkami zaznaczono
oddziatywaniamRNA:mRNA. Linia ciggta oznacza wiqzanie zachodzqce pomiedzy produktami
biatkowymi tych genow. Na czerwono zaznaczono geny ulegajqce zwigkszonej ekspresji, na zielono
zaznaczono geny o obnizonej ekspresji.
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5.3. Wplyw N-homocysteinylacji bialek histonowych na epigenetyczna regulacje

ekspresji genéw czlowieka

Regulacja ekspresji genéw moze odbywac si¢ w komoérkach réwniez za pomoca
modyfikacji epigenetycznych DNA i/lub biatek histonowych. Wiadomo, ze
hiperhomocysteinemia zwigzana jest z obnizeniem poziomu metylacji DNA na drodze
inhibicji metylotransferaz DNA przez S-adenozylo-homocysteing [83]. Nie wiadomo
jednak czy hiperhomocysteinemia moze powodowa¢ modyfikacje biatek histonowych
oraz czy obserwowana in vitro [43] wydajna N-homocysteinylacja bialek histonowych
zachodzi réwniez in vivo. Dlatego tez postanowiono zbada¢ czy homocysteina zdolna
jest do regulacji ekspresji genéw w komoérkach HUVEC na drodze regulacji

epigenetyczne;j.

5.3.1. Okreslenie miejsc N-homocysteinylacji bialek histonowych in vitro

Zastosowanie bardzo czutej metody o wysokiej rozdzielczosci, jaka jest
spektrometria mas pozwolito na zidentyfikowanie reszt lizyny w biatkach histonowych,
ktére preferencyjnie ulegaja modyfikacji tiolaktonem homocysteiny w warunkach
in vitro. Na podstawie wynikéw wykonanych analiz zidentyfikowano wigcej miejsc
N-homocysteinylacji dla histonéw H1, H2A oraz H2B w poréwnaniu do histonéw H3
1 H4. Jest to dos¢ zaskakujace, poniewaz w komérkach HUVEC to witasnie histony H3
1 H4 ulegaja w wigkszym stopniu N-homocysteinylacji (wyniki oméwione w rozdziale
4.5.1). Ta r6éznica moze by¢ spowodowana faktem, ze struktura drugorzedowa biatek
w warunkach in vitro moze r6zni¢ si¢ w znacznym stopniu od komformacji, ktéra
przyjmuje biatko w warunkach wewnatrzkomérkowych. Stad moze wynika¢ réznica
w dostgpnosci reszt lizyny do modyfikacji pomigdzy tymi dwoma warunkami
eksperymentalnymi. Jednakze aby potwierdzi¢ t¢ hipotez¢ nalezy wykona¢ dodatkowe
analizy za pomoca spektrometrii mas i przeanalizowac biatka histonowe pochodzace
z komoérek HUVEC inkubowanych z Hcy czy HTL pod katem potencjalnych miejsc

N-homocysteinylacji.

143



Dyskusja I

5.3.2. N-homocysteinylacja biatek histonowych w komérkach HUVEC

Aby zbada¢ wptyw homocysteiny na epigenetyczna regulacj¢ ekspresji gendéw,
postanowiono w pierszym etapie sprawdzi¢ czy tiolakton homocysteiny jest zdolny do
N-homocysteinylacji histonéw w komoérkach srédbtonka naczyn krwiono$nych. W tym
celu zastosowano przeciwciala krolicze specyficznie rozpoznajace epitop —-N-Hcy-Lys
w biatku. Wyniki wykonanych eksperymentéw pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, ze
biatka histonowe ulegaja N-homocysteinylacji w komérkach HUVEC, a reakcja ta
zachodzi z wydajnoscia wprost proporcjonalng do stgzenia Hcy 1 HTL. Dodatkowo
histony H3 1 H4 preferencyjnie ulegaja w komodrkach N-homocysteinylacji, z czym
zwiazany jest wigkszy stopien ich modyfikacji. Takze histon tacznikowy H1 nie jest
podatny na t¢ modyfikacj¢. Ulega jej w niewielkim stopniu jedynie przy wysokich
stgzeniach Hcy 1 HTL (100 1 1000 pM). Moze by¢ to spowodowane wigksza
dostgpnoscia reszt lizynowych histonéw H3 i H4 dla HTL w komorce, badz tez wigksza
ich zawarto$cia sekwencji aminokwasowej w poréwnaniu do histonéw H2A i H2B.
Natura chemiczna tiolaktonu homocysteiny sprawia, ze moze on tatwo przenika¢ przez
btony komoérkowe, powodujac N-homocysteinylacj¢ biatek wewnatrzkomoérkowych
[47, 51]. Histony sa biatkami o charakterze zasadowym, ktére w swojej sekwencji
aminokwasowe]j zawieraja wiele reszt lizyny — potencjalnych miejsc oddzialywania
z HTL. Wykazano takze, ze ulegaja one wydajnie N-homocysteinylacji in vitro [51].
Jednak biatka w warunkach in vitro moga przybiera¢ inng konformacjg, niz
w naturalnym Srodowisku komorki. Dlatego tez dostgpno$¢ reszt lizyny biatek
histonowych mogta by¢ wigksza w warunkach in vitro, niz wewnatrz komorek.
Prezentowane wyniki wykonanych eksperymentéw pozwalaja jednoznacznie
stwierdzi¢, ze biatka histonowe ulegaja N-homocysteinylacji ex vivo, w stopniu wprost

proporcjonalnym do st¢zenia czynnika modyfikujacego.

144



Dyskusja I

5.3.3. Wplyw homocysteiny i jej metabolitow na poziom acetylacji bialek
histonowych w komoérkach HUVEC

Histony sa biatkami, ktére sa obiektem modyfikacji potranslacyjnych,
powodujacyh wigksza lub mniejsza zdolnos¢ oddziatywania z DNA, dzigki czemu DNA
moze by¢ bardziej lub mniej dostepny dla czynnikéw transkrypcyjnych, co wptywa na
regulacj¢ ekspresji genéw. Acetylacja polega na przytaczeniu grupy acetylowej do
g-aminowej grupy reszty Lys w bialku. Sugeruje sig, Zze powoduje ona wzrost ekspresji
genow. Przylaczenie reszty acetylowej jest zwigzane z neutralizacja dodatniego fadunku
lizyny, co wptywa na rozluznienie oddzialywan histon-histon oraz histon-DNA, a przez
to zwigksza dostgpnos¢ DNA dla czynnikéw transkrypcyjnych w jadrze [225].
Poniewaz, acetylazy histonéw, tak samo jak tiolakton homocysteiny rozpoznaja
specyficznie g-aminowa grupeg reszty Lys w sekwencji aminokwasowej, postanowiono
zbada¢ czy N-homocysteinylacja biatek histonowych moze wplywaé na ich stopien
acetylacji. W tym celu wykonano Western blot z przeciwcialem poliklonalnym
skierowanym przeciwko monoacetylacji lizyny 9 na histonie H3. Na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw nie zaobserwowano zmiany poziomu acetylacji
Lys9 histonu H3 w komérkach HUVEC pod wptywem homocysteiny jak i HTL.
Natomiast zaobserwowano obnizenie poziomu acetylacji Lys9 histonu H3 pod
wplywem N-Hcy-biatek surowicy. Istnieje wiele doniesien literaturowych méwiacych o
zwiazku hiperhomocysteinemii z epigenetyczna regulacja ekspresji genéw poprzez
metylacje DNA. Podwyzszony poziom homocysteiny jest skorelowany z obnizeniem
poziomu metylacji DNA, poniwaz S-adenozylo-homocysteina, jeden z metabolitow
szlaku prowadzacego do przeksztalcenia metioniny w Hcy, jest silnym inhibitorem
metylotransferaz DNA [83]. Hipometylacja DNA zwiazana jest rOwniez ze wzrostem
poziomu acetylacji. Taka zalezno$¢ wykazano pod wplywem homocysteiny
w komorkach $rédbtonka [226]. Zauwazono réwniez wzrost poziomu acetylacji H3K9
w astrocytach pod wptywem Hcy, co bylo zwigzane z zaburzeniem funkcjonowania
mitochondriéw w tych komoérkach [227]. Jednakze wysoki poziom SAH w komorce,
nie zawsze objawia si¢ spadkiem metylacji genomowego DNA, co wykazali Delvin
i Fwsp, sugerujac ze mechanizm ten moze by¢ tkankowo specyficzny [107]. Doktadnie
odwrotny wptyw SAH wykazali Safari 1 wsp, ktérzy zaobserwowali spadek acetylacji
H3K09, co byto skorelowane z podwyzszona ekspresja genu VEGFA w embrionach
bydlecych [228]. Hipoteze t¢ potwierdzaja wyniki prezentowane w niniejszej pracy.
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Wykazany spadek poziomu acetylacji H3K9 pod wplywem
N-Hcy-biatek moze korelowa¢ ze zwigkszong ekspresja genu VEGFA w komorkach
HUVEC w tych wtasnie warunkach. Niezmienny poziom acetylacji H3K9 pod
wptywem Hcy 1 HTL, mogt by¢ réwniez zwiazany z niskim stopniem
N-homocysteinylacji biatek histonowych.

Na podstawie prezentowanych wynikéw mozna wnioskowa¢ o zaangazowaniu
epigenetycznych mechanizméw regulacji ekspresji genéw w komérkach HUVEC pod
wpltywem homocysteiny. Sa to mechanizmy S$cisle zwiazane ze szlakiem

N-homocysteinylacji.
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Podsumowanie

Hiperhomocysteinemia wplywa na zmiany w profilu ekspresji ludzkich genéw.
Na podstawie wynikéw prezentowanych w niniejszej pracy mozna sadzi¢, ze regulacja
zmian ekspresji genéw pod wplywem homocysteiny a takze jej metabolitéw obejmuje
szereg mechanizméw komoérkowych, w tym réwniez regulacj¢ ekspresji genéw za
pomoca miRNA a takze mechanizméw epigenetycznych (rysunek 34). Geny, ktérych
profil ekspresji zmienial si¢ pod wptywem homocysteiny, tiolaktonu homocysteiny oraz
N-Hcy-bialek zaangazowane sa w szereg bardzo istotnych szlakéw sygnatowych
1 metabolicznych w komorkach, takich jak angiogeneza (VEGFA, ESMI1, NTN4),
odpowiedz na niesfaldowane biatka (VEGFA, 0S9), rozwdj odpowiedzi zapalnej
(CD9, MARCH1), szlak indukowany niedotlenieniem (VEGFA), metabolizm lipidow
(APOLI, APOAS, SCUBEI, NCEH]I), metabolizm aminokwaséw (CBS, MTR, MTRR),
szalk sygnatowy kinazy mTOR (APOLI, ROBLD3) czy LXR/RXR (APOAS5). Ponadto
wymienione szlaki metaboliczne i sygnalowe moga by¢ regulowae za pomoca miRNA
na drodze RNAi. miR-1, miR-34a, miR-125 b1, oraz miR-331 3p poprzez regulacje
ekspresji gendéw docelowych moga mie¢ udziat w regulacji procesu angiogenezy.
miR-1, miR-34a oraz miR- 125 b1l poprzez swoje geny docelowe moga mie¢ wplyw na
adhezj¢ komoérek $rédblonka oraz na szlak sygnalowy indukowany niedotlenieniem.
Funkcja miR-34a, miR-30e a takze miR-4728 moze by¢ zwiazana z regulacja
metabolizmu lipidéow. Rozwdj odpowiedzi zapalnej moze rowniez by¢ regulowany za
pomoca miR-331-3p oraz miR-1321. Zidentyfikowané rdéwniez epigenetyczny
mechanizm  regulacji gen6w w  komérkach HUVEC pod  ptywem
N-homocysteinylowanych bialek za pomoca acetylacji Lys9 histonu H3.
Nieprawidtowosci w funkcjonowaniu wymienionych szlakéw metabolicznych pod
wplywem homocysteiny 1 jej metabolitbw moga mie¢ powazne konsekwencje dla
prawidtowego funkcjonowania organizmu. Co wigcej mechanizmy te leza u podstaw
patofizjologii miazdzycy. Zidentyfikowane mechanizmy regulacyjne indukowane
hiperhomocysteinemia, moga w przysziosci stanowi¢ potencjalne cele terapeutycze,
chronigce przed negatywnymi skutkami podwyzszonego poziomu homocysteiny we

krwi.
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Rysunek 34: Wptyw homocysteiny i jej metabolitow na ekspresje ludzkich gendow oraz potencjalnie
mechanizmy jej regulacji za pomocq miRNA i mechanizimow epigenetycznych. Na czerwono zaznaczono
geny, ktorych ekspresja wzrosta pod wptywem Hcy, HTL lub N-Hcy-biatek w komorkach HUVEC;

analogicznie na zielono zaznaczono geny, dla ktorych wykazano obnizenie poziomu mRNA.
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6. Wnioski

e Homocysteina oraz jej metabolity wptywaja negatywnie na przezywalnos¢
komérek HUVEC, jednak najwigkszy spadek przezywalnosci wykazano pod
wplywem N-Hcy-biatek.

¢ Homocysteina, tiolakton homocysteiny oraz N-Hcy-biatka wplywaja na profil
ekspresji genéw w komoérkach HUVEC. Homocysteina zmienia ekspresj¢ tych
samych genéw co HTL, co moze $wiadczy¢ o wspdlnym mechanizmie
patofizjologii. Natomiast N-Hcy-biatka podowuja zmiany innej grupy genéw niz
Hcy 1 HTL, co moze by¢ zwiazane z innym patomechanizmem zwigzanym
z obecnoscia biatek zmodyfikowanych tiolaktonem homocysteiny.

e Na podstawie prezentowanych wynikéw badan potwierdzono hipoteze
zaktadajaca, ze mechanizm toksyczno$ci homocysteiny zwiazany jest z jej
konwersja do tiolaktonu homocysteiny, co powoduje takze zmiany w ekspresji
genoéw. Jednoczesnie wykazano, ze istnieja rowniez inne mechanizmy,
niezalezne od S$ciezki N-homocysteinylacji, zwiazane 2z patofizjologia
podwyzszonego poziomu homocysteiny.

e QGeny, ktorych ekspresja ulegta zmiane pod wptywem homocysteiny i tiolaktonu
homocysteiny a takze N-Hcy-biatek sa zaangazowane w szereg bardzo istotnych
szlakow sygnalnych i metabolicznych w komoérkach, takich jak angiogeneza,
odpowiedz na niesfaldowane biatka, rozwdj odpowiedzi zapalnej, szlak
indukowany niedotlenieniem czy metabolizm lipidow. Nieprawidlowe
funkcjonowanie tych szlakéw metabolicznych moze mie¢ powazne
konsekwencje dla prawidlowego funkcjonowania organizmu. Mechanizmy te
leza takze u podstaw rozwoju miazdzycy.

e Homocysteina oraz tiolakton homocysteiny indukuja zmiany w profilu ludzkich
miRNA w komérkach HUVEC, co moze by¢ zwiazane z indukcja mechanizmu
RNAi w warunkach hiperhomocysteinemii. Natomiast nie wykazano zmian
w profilu ludzkich miRNA pod wptywem N-Hcy-biatek.

e (Okreslono potencjalne miejsca wigzania dla miRNA wykazujacych odmienng

ekspresje pod wpltywem homocysteiny oraz HTL. Na podstawie wykonanych
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analiz wykazano, ze zmiany ekspresji gendw indukowane homocysteing jak
roOwniez jej metabolitami moga by¢ wywotane réwniez na drodze mechanizmu
RNAI.

Zidentyfikowano  preferencyjne  miejsca  N-homocysteinylacji  biatek
histonowych in vitro: sze$¢ miejsc modyfikacji w sekwencji histonu H1, pigé
miejsc modyfikacji w sekwencji histonu H2A, cztery miejsca modyfikacji
w sekwencji histonu H2B,dwa miejsca modyfikacji w sekwencji histonu H3.1
oraz trzy miejsca modyfikacji w sekwencji histonu H4.

Biatka histonowe ulegaja N-homocysteinylacji ex vivo w stopniu wprost
proporcjonalnym do st¢zenia czynnika modyfikujacego.

N-Hcy-biatka powoduja obnizenie poziomu acetylacji Lys9 histonu H3
w komoérkach HUVEC. Natomiast homocysteina oraz tiolakton homocysteiny
nie wptywaja na poziom acetylacji Lys9 histonu H3 w komérkach HUVEC.
Wykazane zmiany w poziomie acetylacji Lys9 histonu H3 w komdrkach
HUVEC moga sugerowaé, ze zmiany w ekspresji gendw pod wplywem
homocysteiny i jej metabolitbw moga by¢ efektem epigenetycznej regulacji

ekspresji genéw.
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8. Zaljcznik 1

Widma fragmentacyjne miejsc N-homocysteinylacji bialek histonowych
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Rysunek 35: Widma fragmentacyjne N-Hcy-peptydow ludzkiego rekombinowanego histonu HI uzyskane
za pomocq techniki MALDI-ToF/ToF. Gwiazdkq zaznaczono lizyny z przytqaczonq resztq Hcy.
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Rysunek 36: Widma fragmentacyjne N-Hcy-peptydow ludzkiego rekombinowgnego histonu H2A uzyskane
za pomocq techniki MALDI-ToF/ToF. Gwiazdkq zaznaczono lizyny 7 przylqaczonq resztq Hcy.
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Rysunek 37: Widma fragmentacyjne N-Hcy-peptydow ludzkiego rekombinowanego histonu H2B uzyskane

za pomocq techniki MALDI-ToF/ToF. Gwiazdkq zaznaczono lizyny z przytaczonq resztq Hey.
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Rysunek 38: Widma fragmentacyjne N-Hcy-peptydow ludzkiego rekombinowanego histonu H3 uzyskane

za pomocq techniki MALDI-ToF/ToF. Gwiazdkq zaznaczono lizyny z przylqaczonq resztq Hcy.
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za pomocq techniki MALDI-ToF/ToF. Gwiazdkq zaznaczono lizyny z przylqczonq resztq Hcy.
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