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Wykaz skrotow
AP —amyloid B
AD - Choroba Alzheimera
ADP — adenozynodwufosforan
AHCY - hydrolaza adenozylohomocysteiny
ALS — stwardnienie zanikowe boczne
ANOVA - analiza wariancji
APP — biatko prekursorowe amyloidu
ApoE — apolipoproteina E
ApoE KO — myszy z knock-outem genu ApoE
ATP — adenozynotrojfosforan
BBB — bariera krew—mozg
BHMT - S-metylotransferaza betaina-homocysteina
BLMH — hydrolaza bleomycyny
BPHL — biatko podobne do hydrolazy bifenylu
CaMKII — kinaza biatkowa Il zalezna od Ca2+/kalmoduliny
CBS - syntaza B-cystationiny
CENP-A — histon centromerowy A
CSE — y-liaza cystationinowa

CLEC - receptory typu lektynowego
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CVD - choroby uktadu sercowo-naczyniowego

Cys — cysteina

DAMP — wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniami (ang. Danger Associated Molecular
Patterns)

DDR - odpowiedz na uszkodzenia DNA (ang. DNA Damage Response)

DNMTs — metylotransferazy DNA

dsDNA — dwuniciowy DNA

DTNB - 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoesan)

fALS — dziedziczone ALS

FTD-ALS — otepienie czotowo-skroniowe zwigzane z ALS

gH1 — domena globularna histonu H1

GCL - ligaza y-glutamylocysteinowa

GS - syntetaza glutaminowa

GSH — glutation

HE — encefalopatia watrobowa

HHcy — hiperhomocysteinemia

HMGBL1 - biatko 0 wysokiej ruchliwosci (ang. High Mobility Group Protein B1)
Hcy — homocysteina

HTL — tiolakton homocysteiny

HUVEC - pierwotne ludzkie komoérki $rodbtonka zyty pepowinowe;j
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HZK — zewnatrzkomorkowe histony

Met — metionina

MAT — adenozylotransferaza metioniny

MRS — reduktaza metylenotetrahydrofolianowa

MTR — syntaza metioninowa

MTRR - reduktaza syntazy metioninowej

NAFLD - niealkoholowe stluszczenie watroby

NCP — C-koncowa domena nukleosom

ND — choroby neurodegeneracyjne

NET — zewnatrzkomorkowe putapki neutrofilow (ang. Neutrophil Extracellular Traps)
NOD - receptory NOD-podobne (ang. Nucleotide Oligomerization Domain)

N2A AD — komorkowy model choroby Alzheimera z mutacja szwedzka

N-Hcy-histon — N-homocysteinylowany histon

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

PAMP — wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. Pathogen-Associated Molecular
Patterns)

PRR - receptory rozpoznajgce wzorce (ang. Pattern Recognition Receptors)

PS1 — presenilina 1

PS2 — presenilina 2

ROS - reaktywne formy tlenu
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SAH — S-adenozylohomocysteina

SAM - S-adenozylometionina

SALS — sporadyczne ALS

Ser — seryna

SLE — toczen rumieniowaty

SOD1 — myszy transgeniczne z nadekspresja ludzkiej, zmutowanej formy dysmutazy
ponadtlenkowej 1

TNB — kwas 5-nitro-2-tiobenzoesowy

TLR9 — receptory toll-podobne (ang. Toll-like Receptors)
tHcy — catkowita homocysteina

VTE - zylna choroba zakrzepowo-zatorowa

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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Streszczenie

Zewnatrzjadrowe histony (HZ) moga by¢ zaangazowane w progresje réoznych chorob, w tym
chorob neurodegeneracyjnych, w ktoérych wykazano, ze histon H1 jest uwalniany poza
komorke, dziatajac toksycznie na neurony 1 zwigkszajac reaktywnos$¢ mikrogleju.
Podwyzszone stezenie homocysteiny (Hcy) zostalo powigzane z ponad 100 schorzeniami.
Hiperhomocysteinemia (HHcy, Hcy >15 puM) stanowi czynnik ryzyka chorob sercowo-
naczyniowych i neurodegeneracyjnych. Celem pracy byta ocena potencjalnego wptywu HHcy
na HZ, co moze wplywa¢ na rozwdj chordb sercowo-naczyniowych oraz
neurodegeneracyjnych. Analizy przeprowadzono na liniach komorkowych ludzkiego
srédbtonka HUVEC oraz mysiej neuroblastomy z mutacja szwedzka (N2A AD), probkach
osocza, mozgu, watroby i §ledziony pochodzacych od myszy B6.129P2-Apoe™!V"¢ (ApoE KO)
1 B6SJL. SOD1-G93A (SOD1), oraz osocza pacjentdw z zylng chorobg zakrzepowo-zatorowa
(VTE). Stgzenie Hey 1 HTL okreslono metoda HPLC, HZ analizowano za pomocg technik
Western Blot i immunohistochemii, natomiast PTM histonéw badano metoda LC-MS/MS.
Zywotno$¢ oraz rozmiar komorek oceniano z licznikiem komorek Countness 3. Traktowanie
komorek Hey 1 HTL wplywa na zwigkszenie ekspresji histonu HI1 i jego transport do jadra
komoérkowego. W komdrkach stresowanych Hey dochodzi do zwigkszenia poziomu histonu H1
w cytoplazmie 1 medium hodowlanym, natomiast HTL powoduje zwigkszenie H1 tylko w
cytoplazmie. Komodrki hodowane w obecnos$ci histonu i N-Hcy-histonu wykazuja wyzsze
stezenia tHcy w medium hodowlanym. W modelach in vivo dochodzi do istotnego wzrostu HZ
H1, anty-H1 IgG 1 tHcy w osoczu. U myszy ApoE KO wykazano wzrost stezenia tHcy w
watrobie 1 $ledzionie, a u zwierzat SODI1 tylko w watrobie. W obu modelach in vivo
zaobserwowano istotny wzrost poziomu HZ H1 i H3 we wszystkich badanych organach, z
wyjatkiem watroby myszy ApoE KO, gdzie nie wykazano istotnej r6znicy w poziomie HZ H3.
Hcy 1 HTL wptywaja na PTM histonéw powodujac zaburzenia w funkcjonowaniu biatek. W
osoczu pacjentow z VTE 1 HHcy wykazano zwigkszony poziom histonu H1 1 anty-H1 IgG w
porownaniu do grupy z normlanym poziomem Hcy. Homocysteina i wiek sg determinantami
podwyzszonego poziomu histonu H1 w osoczu oséb z VTE. Uzyskane wyniki wskazuja na
istotng zalezno$¢ miedzy homocysteing a zewnatrzjagdrowymi histonami, co moze stanowi¢

podstawe do wykorzystania tych biatek jako biomarkerow progresji chorob.

Stowa kluczowe: histony zewnatrzjadrowe, homocysteina, choroby neurodegeneracyjne,

choroby sercowo-naczyniowe
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Streszczenie w jezyku angielskim

Extranuclear histones may play a role in the progression of various diseases, including
neurodegenerative disorders, where histone H1 is released into the extracellular space, aftfecting
neurons and microglia. Elevated homocysteine (Hcy) have been linked to more than 100
disorders. Hyperhomocysteinemia (HHcy, Hcy>15 uM) is a risk factor for cardiovascular and
neurodegenerative diseases. The objective of this study was to evaluate the potential influence
of HHcy on extracellular histones, which could have implications for disease progression. The
study was conducted on HUVEC and N2A AD cell lines grown in hyperhomocysteinemic
conditions, plasma, brain, liver and spleen from the Apoetm1Un (ApoE KO) and SOD1G93A
(SOD1) mouse models and human plasma from patients with venous thromboembolism (VTE).
Hcy was quantified by HPLC, while levels of extranuclear histones were analyzed by Western
blotting and immunohistochemistry. The cell viability and size were assayed with Countess 3
instrument, while histone PTMs were examined via LC-MS/MS. Treatment of cells with Hecy
and HTL increased histone H1 expression and its nuclear transport. Stress induced by Hcy
resulted in increased H1 levels in the cytoplasm and medium, whereas HTL increased H1 levels
only in the cytoplasm. Cells cultured with histone and N-Hcy-histone showed increased tHecy
levels in the medium. /n vivo models showed a significant increase in extranuclear H1, anti-H1
IgG and tHcy in plasma. ApoE KO mice showed increased tHcy levels in the liver and spleen,
while SOD1 mice showed increased tHcy in the liver and decreased levels in the spleen
compared to controls. Both in vivo models showed significant increases in extranuclear H1 and
H3 levels in all tissues analyzed, except for H3 levels in the liver of ApoE KO mice, which
showed no significant change. Elevated Hcy and HTL levels affected histone PTMs, leading to
protein dysfunction. Higher levels of histone H1 and anti-H1 IgG were observed in the plasma
of VTE patients with HHcy compared to those with normal Hcy levels. Homocysteine and age
were determinants of elevated plasma H1 levels in individuals with VTE. The results indicate
a significant association between homocysteine and extranuclear histones, suggesting their

potential use as biomarkers of disease progression.

Key words: extranuclear histones, homocysteine, neurodegenerative diseases, cardiovascular

diseases
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1. Wstep

1.1 Epigenetyka

Informacja genetyczna kazdego organizmu jest zapisana w postaci specyficznej, dla kazdego
osobnika, sekwencji nukleotydowej kwasu deoksyrybonukleinowego. DNA nie jest samoistng
jednostka, a do jego prawidlowego funkcjonowania potrzebuje bialek histonowych, z ktorymi
tworzy jednostke funkcjonalng zwang chromatyng. Transkrypcja gendéw zalezy miedzy innymi
od modyfikacji biatek histonowych. Modyfikacje te nie wptywaja na sekwencj¢ DNA, dlatego
okresla si¢ je jako zmiany epigenetyczne (Lucchesi, 2018).

W 1942 roku dr C.H. Waddington sformutowal pojecie ,.epigenetyki” jako zjawiska
wyjasniajagcego zdarzenia biologiczne, ktorych nie mogly opisa¢ znane wowczas zasady
genetyki (Waddington, 1936, 1950, 2012). Dzigki licznym badaniom w tym zakresie, obecnie
definiujemy epigenetyke jako dziedzing badan laczaca genotyp z fenotypem, przy
jednoczesnym braku zmian w sekwencji DNA (J. Lee i in., 2013). Odkrycie sekwencji DNA
jako kodu genetycznego przyczynito si¢ do zrozumienia mechanizméw dziedziczenia
informacji, co pozwolilo na wyrdznienie trzech gldwnych systemoéw dziedziczno$ci
epigenetycznej: modyfikacji histonowych, metylacji DNA oraz mechanizméw opartych na
RNA. Rozwd6j nauki przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia procesOw zachodzacych w
organizmach ludzkich, w tym regulacji epigenetycznej. Dzigki temu coraz lepiej rozumiemy
procesy starzenia, procesy poznawcze, a takze choroby psychiczne i nowotwory. Coraz wigcej
doniesien naukowych sugeruje, ze zmiany w poziomie histonéw 1 ich modyfikacjach
potranslacyjnych (PTM) moga odgrywaé istotng role w patogenezie wielu chorob
(Basavarajappa & Subbanna, 2021; Kalbitz i in., 2015; J. Lee 1 in., 2013).

1.2 Histony jadrowe

Ludzki genom sktada si¢ z okoto trzech miliardow par zasad, co daje ponad dwa metry dtugosci
nici DNA przy pelnym rozciggnigciu. Aby pomiesci¢ tak ogromng ilo$¢ informacji, organizmy
pakuja swoje geny w kompleksy polimerowe zwane chromatyna, ktorej podstawowa jednostka
jest nukleosom. Nukleosom to oktamer, ztozony z dwoch kopii kazdego z podstawowych

histonow (H2A, H2B, H3, H4), wokot ktorego owinigty jest DNA, a histony tgcznikowe H1
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stabilizujg powstalg strukture (McGinty & Tan, 2015). Nukleosomy kondensuja DNA, tworzac
segmenty zawierajace okoto 146 par zasad, co umozliwia im efektywne funkcjonowanie jako
centra sygnatowe dla proceséw zwigzanych z DNA. Ze wzgledu na swojg strukturg, nukleosom
dziata jako rusztowanie dla wigzania biatek, aktywacji lub represji transkrypcyjnej oraz

wspomaga modyfikacje potranslacyjne (Anderson & Turko, 2015).

Histony rdzeniowe to mate bialka, o masie 10-15 kDa i zblizonej strukturze, obejmujacej
centralny region a-helikalny oraz domeny N- i C-koncowe. Region centralny sktada si¢ z trzech
a-helis, polaczonych dwiema posrednimi o-helisami, okre§lanymi jako al-L1-a2-L2-a3.
Kroétsze helisy al i a3 zapetlaja sig, tworzac zwartg strukture, ktora spina centralng helis¢ o2.
Histony wiaza si¢ ze sobg tworzac heterodimery H2A-H2B i H3—H4, ktore maja silny tadunek
dodatni, co stanowi kluczowy element wigzacy DNA (McGinty & Tan, 2015).

Histony tacznikowe H1 sg wigksze od rdzeniowych, poniewaz ich masa przekracza 20 kDa
(Saha & Dalal, 2021) i charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscig lizyn, siggajaca do 28,9%. (Ye i
in., 2017a). Histon tacznikowy H1 wigze si¢ z rdzeniem powstatego nukleosomu i DNA
facznika, wptywajac na zageszczenie chromatyny we witokna 30 nm. H1 zbudowany jest z
centralnej domeny globularnej i nieustrukturyzowanych N- i C-koncow (McGinty & Tan,
2015). Badania pokazuja, ze domena globularna (gH1) 1 C-koncowa (NCP) sg zaangazowane

W wigzanie 1 zaggszczanie chromatyny. Wyodrebniono dwie klasy oddziatywan gH1-NCP:

1. Symetryczne, gdzie gH1 wigze si¢ w diadzie oddzialtywujac na DNA tacznikowy,
rozciagajacy si¢ po obu stronach.

2. Asymetryczny, gdzie gH1 wiaze si¢ w poblizu diady 1 oddziatuje z 10-20 pz
lacznikowego DNA, rozciggajacego si¢ z jednej strony nukleosomu (McGinty & Tan,
2015).
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1.3 Warianty histonow

1.3.1 H1

Histony stanowig az potowe masy chromosomu eukariotycznego, jednakze odgrywaja one
takze inne role, nizeli tylko regulacji transkrypcji. Badania wykazaty, ze histony wplywaja m.in.
na ekspresj¢ genow, segregacje chromosomow oraz naprawe¢ DNA. Specyficzne wymagania
procesOw chromosomalnych doprowadzity do wyewoluowania odrgbnych wariantow histonow
(Henikoff & Smith, 2015). Ekspresja histonéw kanonicznych jest zalezna od replikacji i ma
miejsce w fazie S cyklu komorkowego, kiedy to ekspresja wariantdéw histondow moze byc¢
zalezna lub niezalezna od replikacji. Najwigkszg liczba wariantow charakteryzuje si¢ histon
tacznikowy, u ktorego zostalo opisanych az 11 wariantow wystepujacych u ssakow. Mozna je

podzieli¢ na:

e somatyczne (H1.0-H1.51 H1.10),
e specyficzne dla jader (H1.6, H1.7 1 H1.9),
e specyficzny dla oocytow (H1.8) (Noberini i in., 2020; Ye 1 in., 2017a).

Geny histonow somatycznych HI1.1-5 oraz histonow rdzeniowych sa zlokalizowane na
chromosomie 6, natomiast H1.0 1 H1.10 znajduja si¢ odpowiednio na chromosomie 22 1 3.
Oprocz lokalizacji, histony somatyczne roznig si¢ czasem ekspresji. W fazie S cyklu
komorkowego dochodzi do ekspresji H1.1-5, podczas gdy H1.0 1 H1.10 ulegaja ekspresji przez
caty cykl komorkowy (Nozaki & Kanai, 2021). Warianty r6znig si¢ miedzy sobg cechami 1
funkcjami takimi, jak cigzar czasteczkowy, poziom ekspresji, powinowactwo do chromatyny,
fenotyp delecyjny oraz interakcje (Lai iin., 2022; Ye 1 in., 2017a). Warianty somatyczne histonu
HI1 podlegaja ekspresji we wszystkich typach komorek i tkankach, jednak kazdy typ tkanki
posiada charakterystyczny wzor wariantow H1. Pozostate warianty histonu H1 sg specyficzne

dla jader 1 oocytow (Hergeth & Schneider, 2015).
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Tabela 1. Poréwnanie podtypow histonéw acznikowych. Tabela pochodzi z publikacji (Zukowska &
Perta-Kajan, 2024) za zgoda redakcji.

Masa, | Zawarto$¢ Lys
Nazwa Funkcja
kDa [Liczba; %]

Kondensacja tancuchow nukleosomoéw w
struktury  wyzszego rzedu wystepuje w
H1.0 22,9 56;28,9% komorkach, ktore sa w koncowych etapach
roznicowania lub majg niskie tempo podziatu (Di

Liegro i in., 2018; Hergeth & Schneider, 2015).

Niezalezne od
cyklu
komoérkowego

Kondensacja fancuchoéw nukleosomow w widkna
o wyzszej strukturze. Regulacja transkrypcji
HI1.1 21,8 57;26,6% poszczegbdlnych gendéw poprzez przebudowe
chromatyny, odstgpy migdzy nukleosomami oraz

metylacje DNA (Clausell i in., 2009).

Utrzymanie stabilnych struktur wyzszego rzedu
chromatyny i nukleosoméw. Regulacja dynamiki
chromatyny  oraz  poziomu transkrypcji
niektorych genow docelowych (Clausell i in.,
2009; Gokey i in., 2023). Rekrutacja ligazy
ubikwitynowej Cul4A/PAF1. Represja

H1.2 21,4 59; 27,8%

transkrypcji za posrednictwem p53 (Hergeth &
Schneider, 2015).

Kondensacja tancuchow nukleosomow w

H13 4 67 2779 struktury wyzszego rzgdu (Clausell i in., 2009).
. ’ 5 s/ 70

Zalezne od cyklu komdrkowego

Hamowanie transkrypcji niekodujagcego RNA
h19 (Hergeth & Schneider, 2015).

Kondensacja tancuchow nukleosoméw w
H1.4 21,9 62; 28,4% struktury wyzszego rzedu. Regulacja szlakow
odpowiedzi na stres (Gokey i in., 2023).

Kondensacja lancuchow nukleosomow w
HLS 6 65 28.9%, struktury ~ wyzszego  rzedu. Rekrutacja

. 2 b 2 o
podstawowych  enzymow  modyfikujacych

histony (Behrends & Engmann, 2020).
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Niezalezne od cyklu komdrkowego

HI1.6

22,1

40; 19,4%

Tworzenie bardziej rozluznionej chromatyny
wymaganej do prawidtowe;j regulacji
chromosomow podczas mejozy, takiej jak
homologiczna rekombinacja (Machida i in.,

2016).

H1.7

28,1

22; 8,6%

Niezbedny dla prawidlowej spermatogenezy i
meskiej ptodnosci. Wymagany do prawidlowe;j
restrukturyzacji komorek oraz kondensacji DNA
podczas fazy wydtuzania spermiogenezy. Bierze
udziat w przejsciu histonowo-protaminowym
chromatyny plemnikoéw i pdzniejszej produkcji

funkcjonalnych plemnikow (Tanaka i in., 2006).

HI1.8

35,8

53;15,3%

Kontrola ekspresji genow podczas oogenezy i
wczesnej  embriogenezy,  prawdopodobnie
poprzez zaburzenie struktury chromatyny.
Niezbedny do mejotycznego dojrzewania
oocytéw w stadium pecherzyka zarodkowego

(Choppakatla i in., b.d.).

H1.9

25,6

23; 10%

Zaangazowanie w przebudowe chromatyny i/lub
regulacj¢ transkrypcji podczas spermiogenezy,
procesu dojrzewania spermatyd do plemnikow

(Clausell i in., 2009; W. Yan i in., 2003).

H1.10

22,5

47;19.3%

Kondensacja fancuchéw nukleosoméow w widkna
o wyzszej strukturze. Regulacja transkrypcji
poszczegbdlnych gendéw poprzez przebudowe
chromatyny, odstgpy migdzy nukleosomami oraz
metylacje DNA (Ye i in., 2017b).

Progresor mitotyczny (Hergeth & Schneider,
2015).
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1.3.2 H2A

Histon H2A to jeden z histonow rdzeniowych, ktoéry tak jak wszystkie histony, zbudowany jest
z 3 domen: N-koncowej, globularnej i C-koncowej. Domena N-koncowa jest bogata w lizyny,
dlatego czesto ulega modyfikacjom potranslacyjnym (T. Higashi i in., 2007). W domenie
globularnej H2A wystepuja reszty kwasowe wspolne z innymi histonami, ktore sprzyjaja
upakowaniu struktury nukleosom-nukleosom poprzez interakcj¢ domeny N-koncowej z
domeng histonu H4. Domena C-koncowa H2A znajduje si¢ blisko histonu H3, co sugeruje
mozliwo$¢ potaczenia C-konca H2A z N-koncem H3. W somatycznych komoérkach ludzkich
zidentyfikowano osiem wariantow H2A: H2A. X, H2A.Z.1, H2A.Z.2.1, H2A.Z.2.2, H2A.Bbd,
makroH2A1.1, makroH2A1.2 i makroH2A2 (El Kennani i in., 2017; Talbert & Henikoff, 2010).
Warianty te posiadaja wspolng konserwatywng domene globularng, ale r6znia si¢ gléwnie
budowa domeny C-koncowej (Osakabe & Molaro, 2023). Warianty histonow moga zastepowac
kanoniczne biatka w nukleosomie, co moze wptywaé na transkrypcje. Modyfikacje
kowalencyjne histonéw odgrywaja kluczowa role w molekularnych mechanizmach regulacji
epigenetycznej (Deribe 1 in., 2010). W zwiazku z tym, ze domeny N- i C-koncowe histonu H2A
wystaja poza rdzen struktury nukleosomu, tam sg gtownie zlokalizowane PTM. Zro6znicowanie
wzorow modyfikacji wynika z réznic w sekwencji aminokwasowej pomigdzy wariantami
histonu H2A. W wariancie makroH2A brakuje czg$ci reszt aminokwasowych modyfikowanych
w innych wariantach histonu. Wspolne PTM dla wszystkich wariantow H2A obejmuja
monoubikwitynacje¢ lizyny K119 lub jej homologiczne odpowiedniki na domenie C-koncowej
(M. Higashi 1 in., 2010) oraz acetylacje¢ lizyn w domenie N-koncowej (Choi 1 in., 2009; Corujo
& Buschbeck, 2018).

1.3.3 H2B

Histon H2B to kolejny histon rdzeniowy, ktory ulega wymianie w nukleosomie szybciej niz
pozostale histony rdzeniowe. Podobnie jak H2A, H2B zbudowany jest z trzech domen, w tym
domeny globularnej, ktora sktada si¢ z trzech helis al-a3 oraz dwodch petli L1-L2 (Marifio-
Ramirez i in., 2005). W domenie N-koncowej zidentyfikowano wysoce konserwatywny region
sktadajacy si¢ z 30-37 reszt aminokwasowych, ktéry odgrywa kluczowa rolg w ekspresji genow
I naprawie DNA (Mao i in., 2016). W porownaniu do H1 i H2A, H2B nie posiada az tylu
wariantow (Parra i in., 2006). Pierwotnie mozna byto wymieni¢ 4 wersje HB2: H2B.1, H2B.W,
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subH2B i H2B.E, ale w 2022 Raman i inni odkryli kolejne warianty histonu: H2B.O, H2B.L i
H2B.N, H2B.K (Raman i in., 2021a).

Tabela 2. Miejsca ekspresji wariantow H2B na podstawie Raman i in. 2021a.

Wariant | Miejsce ekspresji

H2B.E neurony
H2B.W
subH2B | jadra/plemniki
H2B.O
H2B.N

H2B.L | jajniki/oocyty
H2B.K

H2B.1 | jadra/ plemniki, jajniki/oocyty

Autorzy sugeruja, ze warianty H2B moga odgrywaé kluczowa role w spermatogenezie i
oogenezie. Nowo odkryte podtypy histondow wykazujg cechy, ktore nie byly wczesniej
obserwowane. H2B.L ma na przykiad nizszy tadunek w poréwnaniu do innych histondéw i
zawiera w domenie N-koncowej powtorzenia poliglutaminowe, co moze wptywac na jego

funkcjonalno$¢ oraz prowadzi¢ do luzniejszego upakowania chromatyny (Raman i in., 2021b).

1.3.4 H3

Histon H3 posiada siedem wariantéw, ktore mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej
grupy zaliczaja si¢ warianty H3.1 1 H3.2, uznawane za histony kanoniczne, ktorych ekspresja
jest zalezna od replikacji. Druga grupa, niezalezna od replikacji, obejmuje wariant H3.3, histon
centromerowy A (CENP-A), H3.3C, H3.Y2 i H3.Y1 (Amatori i in., 2021; Kirkiz i in., 2023).
Histony grupy pierwszej r6znig si¢ miedzy soba tylko jednym aminokwasem w pozycji 96 -
jest to cysteina dla H3.1 i seryna dla H3.2 (Elsaesser i in., 2010). Histon H3.3 moze zastgpowac
H3.1 1 H3.2 w promotorach aktywnych genow w sposéob zalezny lub niezalezny od replikacji,
a takze wptywac na aktywacje genow i regulacje ekspresji. Jest on kodowany przez dwa geny
— H3FA i H3FB — ktore rdznig si¢ w obrgbie sekwencji niekodujacej (Szenker i in., 2011).
CENP-A to specyficzny wariant histonu, odktadany na centromerach. Odgrywa on istotng role

w stabilno$ci genomu przez udziat w sktadaniu kinetochoru. Ludzki CENP-A ma homologiczng
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sekwencj¢ domeny C-koncowej (ponad 50% podobienstwa), natomiast domena N-koncowa
jest unikalna w poréwnaniu do wsp. wariantow histonu H3 (Fukagawa & Earnshaw, 2014).
Ekspresja H3.3C zachodzi w kanalikach nasiennych, gdzie wptywa na kolokalizacje z
euchromatyng i aktywnie transkrybowanymi genami. Wariant H3.Y'1 uczestniczy w regulacji
odpowiedzi komoérkowych na stres oraz w regulacji transkrypcji, podczas gdy funkcja H3.Y2

nie zostata jeszcze w pelni wyjasniona (Amatori i in., 2021).

1.3.5 H4

Histon H4, bedacy bialkiem rdzeniowym, zbudowany jest podobnie jak inne biatka
nukleosomu, petnigc wazng role w regulacji struktury chromatyny. Domeny N-koncowe H4
wystaja poza powierzchni¢ nukleosomu i sg wrazliwe na trawienie trypsyng. Usunigcie tych
domen nie powoduje znaczacych zmian w dynamice DNA, lecz wptywa na zwigkszenie
odlegltosci miedzy miejscami wejscia i wyjscia DNA. Domeny te tworzg interakcje z dimerem
H2A-H2B zaréwno wewnatrz, jak i migdzy nukleosomami (Ghoneim i in., 2021). Modyfikacje
potranslacyjne H4 pelnig kluczowa role jako efektory chromatyny, kontrolujac procesy takie
jak replikacja, transkrypcja DNA, naprawa i regulacja nukleosomow. Zmiany w modyfikacjach
histonu H4 w jego domenie N-koncowej mogg prowadzi¢ do zaburzen rozwojowych oraz
przyczyniac si¢ do rozwoju nowotwordéw (Pang i in., 2020).

Jedynym wariantem histonu H4 wystepujacym u ludzi jest H4G, ktory zostat zidentyfikowany
w nowotworze piersi. Wariant H4G posiada w 85% podobna sekwencj¢ aminokwasowg co
kanoniczny H4, a jego gen jest zlokalizowany na chromosomie 6 (Long i in., 2019). Pang i wsp.
wykazali, ze wariant H4G rozluznia chromatyne jaderkowa i1 zwigksza transkrypcje rRNA
(Pang i in., 2020).

1.4 Modyfikacje potranslacyjne

Rozw@j proteomiki opartej na spektrometrii mas i dostgpnos¢ analizatorow o wysokiej precyzji
okreslania masy przyczynily si¢ do identyfikacji modyfikacji potranslacyjnych (PTM). Postepy
te umozliwity mapowanie PTM do okres$lonych reszt aminokwasowych i1 wykrywanie

wariantow wystepujacych w matych ilosciach.

Modyfikacje potranslacyjne histonow sg kluczowe dla proceséw wymagajacych dostepu do

DNA takich jak transkrypcja, replikacja 1 naprawa. Hipoteza kodu histonowego,
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zaproponowana przez Strahla i Allisa, zaktada, ze okre§lone PTM lub ich kombinacje moga
regulowa¢ procesy komorkowe poprzez zmiang struktury chromatyny (mechanizm cis) lub
generowanie miejsc wigzania dla biatek efektorowych (mechanizm trans) (Strahl & Allis,
2000). Biatka efektorowe posiadaja ewolucyjnie konserwatywne domeny zdolne do
rozpoznawania specyficznych PTM 1 inicjowania kaskady dalszych zdarzen. Kod histonowy
obejmuje wszystkie modyfikacje potranslacyjne, ktore przejsciowo lub stabilnie wplywaja na
biatka histonowe (Anderson & Turko, 2015). W tym kontek$cie mozliwe jest rozrdéznienie
modyfikacji takich jak acetylacja, metylacja, fosforylacja, ubikwitynacja i cytrulinacja (Andrés
iin., 2020).

Tabela 3. Funkcje PTM na podstawie Anderson i Turko, 2015

PTM Wplyw
Acetylacja Wazrost ekspresji genow
‘ Regulacja transkrypcji, przebudowa chromatyny, naprawa DNA,
Metylacja ‘
przekazywanie sygnatu
o _ Zmiana powinowactwa interakcji histon-histon w obrgbie nukleosomu,
Ubikwitynacja
wskazanie obecnos$ci uszkodzen DNA
Fosforylacja Regulacja mitozy i dynamiki strukturalnej nukleosomu

1.5 Histony zewngtrzkomorkowe

Pomimo ze histony kojarzone sa gldwnie z funkcjami jadrowymi, badania pokazuja, Ze moga
by¢ uwalniane do cytoplazmy i przestrzeni migdzykomoérkowej. W 2002 roku po raz pierwszy
opisano uwolnienie wszystkich histonow z apoptycznej chromatyny z trzech réznych linii
komorek nowotworowych (Wuiin., 2002). W kolejnym roku Zeerleder 1 in. opisali zwigkszony
poziom nukleosomoéw w osoczu pacjentdOw z ciezkg postacig sepsy 1 wstrzgsem septycznym
(Zeerleder i in., 2003). Te badania pozwolity Xu i in. wykaza¢, ze zewnatrzkomérkowe histony
(HZK) przyczyniaja si¢ do dysfunkcji srédblonka, niewydolno$ci narzadéow i §mierci zwierzat
modelowych. Zidentyfikowali oni zewnatrzkomorkowe H3 1 H4 jako gloéwne biatka
odpowiedzialne za posocznice, doniesli o dziataniu ochronnym przeciwciat antyhistonowych 1
aktywowanego biatka C, proteazy serynowej, ktdra rozszczepia histony i zmniejsza ich

cytotoksycznos$¢ (Richards i in., 2023; Xu i in., 2009). Od tego czasu zewnatrzjadrowe i
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zewnatrzkomoérkowe histony zostaty zaobserwowane w réznych schorzeniach (Richards i in.,

2023).

HZK wystepuja w osoczu w postaci bialek wolnych od DNA, nukleosoméw lub jako element
zewnatrzkomorkowych putapek neutrofilow (ang. Neutrophil Extracellular Traps, NET). Po
uwolnieniu do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej moga dziata¢ jako wzorce molekularne
zwigzane z uszkodzeniami (ang. Danger Associated Molecular Patterns, DAMP), inicjujac lub
zaostrzajagc reakcje zapalne w roznych tkankach. Badania wykazuja, ze efekty
immunostymulujace wywotane przez HZK wolne od DNA znacznie roznig si¢ od tych
indukowanych przez histony zwigzane z DNA, obecne w nukleosomach lub NET (Richards i
in., 2023). Wykazano, ze H3 oddziatuje z pozakomérkowym DNA, wzmacniajac aktywacje
TLRY (ang. Toll-like Receptors), prowadzac do uwolnienia interleukiny prozapalnej przez
komorki Kupffera w watrobach mysich (McRae i1 in., 2024). HZK moga indukowac
wytwarzanie trombiny w ludzkim osoczu w sposob zalezny od receptorow TLR2 i TLR4. W
zwigzku z tym, ze mikroglej rowniez wyraza te receptory, a HZK zidentyfikowano w
oSrodkowym uktadzie nerwowym (OUN), sugeruje si¢, ze histony zewnatrzjadrowe moga

nasila¢ odpowiedzi prozapalne w OUN poprzez aktywacj¢ mikrogleju (McRae 1 in., 2024).

1.5.1 DAMP

Pierwsza linia obrony organizmu jest odpornos$¢ wrodzona, ktéra aktywowana jest po
wystapieniu stanow zapalnych wywotanych przez patogeny lub uszkodzenia tkanek. Patogeny
sg rozpoznawane przez uktad odpornosciowy jako wzorce molekularne zwigzane z patogenami
(ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP), natomiast stany zapalne prowadza do
uwolnienia wzorcow molekularnych zwigzanych z uszkodzeniami (Richards i in., 2023).
DAMP to endogenne czasteczki, ktore w warunkach homeostazy znajduja si¢ wewnatrz

komorki. Do uwolnienia DAMP moze dojs$¢ na skutek wielu czynnikéw takich jak:

1. Fizyczne: urazy, promieniowanie,
2. Chemiczne: toksyny, osmolalnos¢,

3. Metaboliczne: niedokrwienie, reperfuzja.

W przestrzeni zewnatrzkomorkowej DAMP sa rozpoznawane przez inne komorki poprzez

interakcje z receptorami rozpoznajacymi wzorce (PRR), ktore zwickszaja mechanizmy
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odpowiedzi na stres (Murao i in., 2021). Aktywacja PRR na komorkach odpornosciowych
indukuje kaskade czasteczek prozapalnych, w tym cytokin i chemokin, powodujac rekrutacje
innych komoérek odpornosciowych, co prowadzi do indukcji odpowiedzi zapalnej. Jednymi z
PRR sg receptory TLR2 1 TLR4, ktére zostalty powigzane z licznymi chorobami zapalnymi. W
toku badan zauwazono, ze histony moga wigzaé si¢ bezposrednio z anionowymi czasteczkami
btony komorkowej, takimi jak fosfolipidy, kwasy tejchojowe, kardiolipiny i polisacharydy
(Richards i in., 2023).

Stan zapalny jest niezb¢dnym procesem fizjologicznym, stuzacym do eliminacji patogenow,
usuwania uszkodzonych komorek i naprawy tkanek. Jednakze przewlekly stan zapalny
prowadzi do nadmiernego wydzielania DAMP, co prowadzi do patologicznych stanéw
zwigzanych z zapaleniem. Zwigkszone poziomy DAMP wykazano w wielu chorobach
sercowo-naczyniowych, metabolicznych, reumatycznych, nowotworowych 1
neurodegeneracyjnych (Murao i in., 2021; Richards 1 in., 2023). Wg badan McRae i in., TLR 2
i TLR4 posredniczag w indukowanym przez histon H1, wydzielaniu NO przez mikroglej
(McRae 1 in., 2024). Gilthrope 1 in. wykazali, Ze tylko histony facznikowe wykazuja dziatanie
cytotoksyczne na neurony i zwiekszaja reaktywnos$¢ komorek mikrogleju (Gilthorpe 1 in.,
2013). Receptor TLR4 posredniczy w zwigkszeniu cytotoksycznego dziatania histonu HI na
ludzkie komorki neuronalne (McRae 1 in., 2024). Yeung 1 in. udowodnili, ze efekty
wywotywane przez HZK s3 mediowane przez TLR2 w sposob niezalezny od TLR4. W
pierwotnych erytrocytach ludzkich HZK podnosily poziom wewnatrzkomoérkowych ROS,
wapnia 1 aktywno$¢ kaspazy-3, prowadzac do S$mierci komodrek. Dodanie przeciwciat

przeciwko TLR2 cze$ciowo tagodzito cytotoksyczne dzialanie histonow (Yeung i in., 2019).

1.6 Homocysteina

Homocysteina (Hcy) to aminokwas siarkowy powstajacy na drodze transmetylacji z metioniny
(Met) (Y. Yan 1 in., 2020). W warunkach homeostazy okoto 50% homocysteiny jest
remetylowane do metioniny, co pozwala utrzyma¢ odpowiedni poziom Hcy w organizmie.
Istnieje kilka szlakow remetylacji Hcy do Met (Rycina 1), z ktorych jeden zalezy od witamin z
grupy B 1 kwasu foliowego, a drugi, niezalezny od metabolizmu jednowgglowego,
wykorzystuje betaine jako dawce grupy metylowej (Skovierova i in., 2016). Betaina powstaje
z choliny w reakcji katalizowanej przez S-metylotransferaz¢ betaina-homocysteina (BHMT).

Regulacja i ekspresja BHMT odgrywa kluczowa rol¢ w kontrolowaniu poziomu Hey w osoczu,
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co moze mie¢ znaczacy wpltyw na objawy kliniczne. Transsulfuracja to szlak przeksztalcania
Hcy w cysteine (Cys), ktory rozpoczyna si¢ od reakcji kondensacji migdzy Hey a seryng (Ser),
katalizowanej przez syntaze B-cystationiny (CBS) 1 prowadzacg do powstania cystationiny.
Cystationina jest hydrolizowana przez liaze y-cystationiny (CSE), tworzac Cys 1 a-ketomaslan.
Oba enzymy szlaku transsulfuracji sg zalezne od witaminy B6. Prawidtowe funkcjonowanie
tych enzymow jest niezbedne do skutecznego przeksztatcania Hcy w Cys oraz utrzymania

optymalnego poziomu aminokwasoéw zawierajacych siarke (Skovierova i in., 2016).

Metionina S
ATP
SAM
MTR Cykl
o 3 DNMTs
s, Metioninowy
SAH
MTRR
BLMH
BPHL AHCY
Homocysteina
Seryna CBS
Szlak
. MRS Bé .s
Tiolakton transulfuracji
homocysteiny §
Cystationina
CSE
Bé Glutamina Glutamina
GCL GS
Cysteina G-glutamyl-cysteina GSH
ATP ATP
ADP+P, ADP+E,

Rycina 1. Metabolizm homocysteiny; ATP — adenozynotrdjfosforan, ADP — adenozynodwufosforan,
SAM - S-adenozylometionina, SAH — S-adenozylohomocysteina, MAT — adenozylotransferaza
metioniny, DNMTs — DNA-metylotransferazy, AHCY — adenozylohomocysteinaza, MTR — syntaza
metioninowa, MTRR — reduktaza syntazy metioninowej, BLMH — hydrolaza bleomycyny, BPHL —
hydrolaza amidoéw beta-laktamowych, MRS — reduktaza metylenotetrahydrofolianowa, CBS — syntaza
B-cystationiny, CSE — y-liaza cystationinowa, GCL — ligaza y-glutamylocysteinowa, GS — syntetaza

glutaminowa, GSH — glutation.
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W normalnych warunkach, st¢zenie totalnej homocysteiny (tHcy) w ludzkim organizmie
wynosi migdzy 5 uM a 15 uM. tHcy powyzej 15 uM prowadzi do stanu patologicznego
zwanego hiperhomocysteinemig (HHcy) (Perfa-Kajan i in., 2007), ktéra przyczynia si¢ do
dysfunkcji i $mierci komorek spowodowanej zwigkszong liczbg uszkodzen DNA oraz wadliwag
odpowiedzig na powstate uszkodzenia (DDR) (Y. Yan i in., 2020). HHcy wplywa na
podstawowe procesy metaboliczne zmieniajac proteom, ktory obejmuje metabolizm
aminokwasow, bialek i lipidow. Jednym z proponowanych mechanizméw toksycznosci Hey
jest modyfikacja biatek przez metabolit Hcy, tiolakton homocysteiny (HTL), ktéry jest
produktem reakcji syntetazy metionylo-tRNA (MRS). Hcy jest strukturalnie podobna do
metioniny, przez co MRS btednie aktywuje Hcy, tworzac adenylan homocysteiny. Lancuch
boczny tiolowy reaguje z aktywowang grupa karboksylowa Hcy, tworzac HTL. Badania
wykazaly, ze HTL modyfikuje reszty lizyny w bialkach w procesie N-homocysteinylacji,
prowadzac do ich niewlasciwego fatldowania, agregacji i dysfunkcji (Rycina 2). Moze to mie¢
duzy wplywu na funkcjonowanie komorek i przyczyniaé si¢ do rozwoju wielu choréb, w tym

choréb uktadu krazenia, neurodegeneracyjnych czy dysfunkcji nerek (Perta-Kajan i in., 2007).

g NI
N
v (Y —
S

biatko HTL N-Hey-biatko

Rycina 2. N-homocysteinylacja bialek.
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1.7 Choroby sercowo-naczyniowe

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), choroby ukfadu sercowo-naczyniowego
(CVD) sag gtoéwnag przyczyna zgonow na catym $wiecie, odpowiadajgc rocznie za okoto 17,9
miliona zgonoéw, z czego cztery na pi¢¢ przypadkow wynika z zawatu serca lub udaru mozgu.

CVD obejmuja choroby serca i naczyn krwionos$nych, takie jak choroba niedokrwienna serca,

predyspozycje. Chociaz objawy réznych chordb sercowo-naczyniowych moga si¢ r6znié, to
podstawowe mechanizmy, takie jak zaburzenia w sygnalizacji wewnatrzkomorkowej i zdolnos¢
mitochondriéow do dostarczania tlenu, sa czgsto wspdlne. W ostatnich latach wykazano, ze
modyfikacje epigenetyczne sa zaangazowane w patofizjologi¢ CVD 1 wptywaja na regulacje

szlakow sygnatowych, metabolizmu oraz innych procesow biologicznych (Cheng i in., 2023).

Jednym z gtownych mechanizméw nieprawidtowej regulacji w chorobach sercowo-
naczyniowych sa zmiany potranslacyjne biatek, w tym histondw. Zaburzenia te moga
obejmowa¢ m.in. nieprawidtowa metylacje, acetylacje czy fosforylacje biatek, co prowadzi do
zaburzen funkcji komorkowych, takich jak skurcze mig$ni gladkich w naczyniach
krwiono$nych czy regulacja czynnosci serca. Kinaza biatkowa II zalezna od Ca2+/kalmoduliny
(CaMKII) fosforyluje kanaly jonowe serca na konserwatywnych resztach seryny/treoniny,
wplywajac na ruchliwo$¢ kardiomiocytow. U pacjentow z niewydolno$cig serca zaburzenia
fosforylacji prowadza do zmian ci$nienia rozkurczowego i zaburzen pracy serca (Cheng i in.,

2023).

1.8 Choroby neurodegeneracyjne

Choroby neurodegeneracyjne (ND) sa jedng z gtéwnych przyczyn niepelnosprawnosci i zgonow
na $wiecie, obejmujaca postepujaca degeneracj¢ neurondéw, co prowadzi do zaburzen funkcji
uktadu nerwowego. Chociaz przyczyny wiekszosci chorob neurodegeneracyjnych nie zostaty
jeszcze doktadnie poznane, badania genetyczne wskazuja, ze czynniki Srodowiskowe, takie jak
toksyny, niedobory zywieniowe oraz predyspozycje genetyczne moga odgrywac wazng role w
rozwoju tych schorzen Wsrod czynnikoéw ryzyka chordb neurodegeneracyjnych zidentyfikowano

podwyzszony poziom homocysteiny, co sugeruje istotng role w patogenezie tych chorob.
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1.8.1 Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD) jest jedng z najbardziej kosztownych i1 obcigzajacych chorob
wspotczesnego §wiata. Na catym §wiecie zyje okoto 50 milionéw 0so6b dotknietych AD lub
innymi formami demencji, a przewiduje si¢, ze liczba ta podwoi si¢ do 2050 roku (Scheltens i

in., 2021).

AD charakteryzuje si¢ postepujacym, nieustepliwym, neurodegeneracyjnym zaburzeniem
wplywajacym na obszary kory mézgowej 1 hipokampu. Poczatkowo zmiany sa wykrywalne w
ptacie czotowym i skroniowym, a nastepnie rozprzestrzeniaja si¢ na inne obszary mozgu. W
chorobie Alzheimera dochodzi do nagromadzenia si¢ nierozpuszczalnych form amyloidu 3
(AB) w plytkach w przestrzeni zewnatrzkomorkowej 1 §cianach naczyn krwiono$nych oraz
agregacji biatka tau w neuronach. AP powstaje w wyniku proteolitycznego rozszczepienia
biatka prekursorowego amyloidu (APP) przez ztozong rodzing enzyméw (y-sekretazy i -
sekretazy), ktore obejmujg preseniling 1 (PS1; kodowana przez PSEN1) i PS2 (kodowana przez
PSEN2) (Masters i in., 2015).

Najczgstszym typem AD jest sporadyczna choroba Alzheimera, ktora najczgsciej wystepuje u
0osob w wieku okoto 80 lat. W tej grupie patologia choroby wynika przede wszystkim z
uposledzonego usuwania A z mozgu, co prowadzi do nagromadzenia toksycznych ztogow. W
tak podesztym wieku, czesto wystepuja choroby wspotistniejace takie jak choroba naczyniowo-
moézgowa czy stwardnienie hipokampalne, ktére komplikuja diagnozg i leczenie AD. W mniej
niz 1% przypadkow, AD przybiera form¢ dziedziczna, zwigzang z mutacjami w genach APP,
PSEN11PSEN2, co prowadzi do nadprodukcji AB. Obie formy choroby majg podobny przebieg
kliniczny i biomarkery (Masters i in., 2015).

1.8.1.1 Model ApoE KO

Apolipoproteina E (ApoE) jest sktadnikiem lipoprotein obecnych w osoczu, ptynie moézgowo-
rdzeniowym oraz w migzszu mozgu w obregbie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Polimorfizm genu ApoE jest jednym z gtownych czynnikow ryzyka rozwoju pdznej postaci
choroby Alzheimera. U ludzi wystepuja trzy izoformy ApoE: €2, €3 oraz €4, a roznice w ich
strukturze wptywaja na zdolno$¢ do wigzania lipidoéw, receptoréw i amyloidu-f (ApB), ktory

odklada si¢ w blaszkach amyloidowych w moézgu. Badania na ludziach i zwierzgtach
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jednoznacznie wskazuja, ze poszczegolne izoformy ApoE réznicowo reguluja neurozapalenie,
hiperfosforylacj¢ bialka tau, agregacje oraz klirens AB. ApoE odgrywa kluczowa role w
homeostazie lipidéw, posredniczac w transporcie lipidow migdzy roznymi typami komorek, a
takze petni istotng funkcje w rozwoju, utrzymaniu homeostazy i naprawie OUN oraz regulacji

szlakéw sygnatowych.

Zaburzenia w ekspresji ApoE zostaly powigzane z patogeneza choroby Alzheimera (AD), m.in.
poprzez zaklocenie integralnosci bariery krew—mozg (BBB). Oprocz AD, nieprawidtowa
ekspresja ApoE jest rowniez zwigzana z rozwojem chordb sercowo-naczyniowych, miazdzycy
1 hiperlipidemii (Husain i in., 2021).

mitne ywykazuja wyrazny wzrost

Myszy homozygotyczne pod wzgledem mutacji Apoe
catkowitego poziomu cholesterolu w osoczu, na ktéry nie ma wptywu ani wiek, ani pte¢. Smugi
thuszczowe w proksymalnej aorcie wystepuja juz od trzeciego miesigca zycia i zwigkszajg si¢
wraz z wiekiem, przechodzac w zmiany ze zmniejszong iloscig lipidéw 1 bardziej wydtuzonymi
komorkami, co jest typowe dla bardziej zaawansowanego stadium zmian przedmiazdzycowych
(Piedrahita i in., 1992). Myszy z knock-outem genu ApoE (ApoE KO) wykazuja normalny
poziom homocysteiny, nieprzekraczajacy 10 umol/l. Jednakze, u myszy na diecie bogatej] w

homocysteing obserwuje si¢ znaczacy wzrost stezenia Hcy, co prowadzi do rozwoju

hiperhomocysteinemii (Wilson i in., 2007).

Myszy ApoE KO charakteryzuje przewlekly stan zapalny, ktéry prowadzi do uwolnienia
DAMP. W miazdzycy wykazano wzrost HMGB1 (ang. High Mobility Group Protein B1), ktory
zostal powigzany z progresja choroby (O. Krogmann 1 in., 2020). Badania na myszach ApoE
KO na diecie zachodniej wykazaty az 6—krotny wzrost HMGB1, w porownaniu do kontroli

(Zhu i in., 2022).

1.8.2 Stwardnienie zanikowe boczne

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS) to $miertelna choroba neurodegeneracyjna
charakteryzujaca si¢ selektywna utratg zar6wno gornych, jak i dolnych neuronéw ruchowych
(Bennett i1 in., 2019a). Jean-Martin Charcot, w XIX wieku, powigzatl specyficzne wzorce
uszkodzen istoty biatej 1 szarej rdzenia kregowego z ostabieniem i zanikiem migsni (Kok 1 in.,
2021). W zaleznosci od rodzaju neurondéw dotknietych chorobg, mozna wyr6zni¢ dwa typy

poczatkowych objawow klinicznych:
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1. Konczynowe — ostabienie mig¢éni szkieletowych,

2. Opuszkowe — zaburzenia mowy.

Smieré w wyniku choroby nastepuje po okoto 3 latach od momentu wystapienia objawow. W
wiekszosci przypadkéw pacjenci z ALS nie majg rodzinnej historii choroby i sg klasyfikowani
jako przypadki sporadycznego ALS (sALS), gdzie okoto 5% przypadkéw jest dziedziczonych
(fALS) i zwigzanych z mutacjami w genach SOD1, C9orf72, FUS oraz TDP-43 (Kok i in.,
2021). Gtéwnymi genami powigzanymi z ALS sg SODI1, C9orf72, FUS i TDP-43. W obu
typach choroby, w wigkszosci przypadkow, zauwazono obecno$¢ agregatow biatka TDP-43 w

neuronach.

Badania sugeruja, ze nie tylko neurony, ale rowniez komorki glejowe z mutacjag SOD1 moga
przyczynia¢ si¢ do degeneracji neuronéw ruchowych (Bennett i in., 2019a). W fALS
zidentyfikowano kilka mechanizméw prowadzacych do degeneracji neurondéw, w tym
cytotoksycznos$é, stres oksydacyjny, agregacje bialek, autofagie, zaburzenia metabolizmu RNA
oraz odpowiedz na uszkodzenia DNA. Badania nad odpowiedzia DDR (ang. DNA Damage
Response) wskazuja, ze uszkodzenia DNA oraz zaburzenia w tym szlaku moga odgrywac
kluczowa rolg¢ w patologii ALS. Co ciekawe, toksyczny fenotyp obserwowany w astrocytach,
oligodendrocytach 1 mikrogleju pacjentow z ALS przyczynia si¢ do degeneracji zdrowych
neuronow ruchowych, zardowno przez bezposredni kontakt, jak 1 wydzielane czynniki (Kok 1

in., 2021).

1.8.2.1 Model SOD1

Najczesciej stosowanym modelem do badania ALS jest transgeniczny model myszy SOD19%34,
ktore wykazuja ekspresje zmutowanej ludzkiej dysmutazy ponadtlenkowej 1 (SOD1), w ktorej
glicyna w pozycji 93 jest wymieniona na alaning (SOD1%%*4). Myszy te rozwijaja objawy ALS
we wczesnym okresie zycia (90-110 dni) 1 wykazujg szybki spadek funkcji motorycznych, a

ich przezycie wynosi zazwyczaj 130-150 dni. Myszy transgeniczne SOD19%34

rozwijaja
objawy takie jak postepujaca glioza, utrata neuronéw ruchowych i wykazuja szybki spadek

masy ciata (Kreilaus i in., 2020).

Analiza osocza myszy SOD19%4

wykazata zmniejszone poziomy cze$ci aminokwasow,
migdzy innymi cysteiny (Cys) i metioniny (Met), w poréwnaniu do myszy WT. Metionina jest

istotnym elementem metabolizmu jednoweglowego, a obnizone poziomy Met i Cys moga
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$wiadczy¢ o nieprawidtowos$ciach w szklaku metioninowym skutkujgce obnizonym poziomem

homocysteiny (Bame i in., 2014).

Ekspresja ludzkiej zmutowanej dysmutazy ponadtlenkowej 1 u myszy SOD1%A jest pod
kontrolg cistronowego ludzkiego promotora SOD1. Mutacje w genie SOD/ zostaly powigzane
z rodzinnym stwardnieniem zanikowym bocznym (ALS lub choroba Lou Gehriga). U myszy
rozwija si¢ paraliz jednej lub wigcej konczyn w ciggu kilku tygodni zycia, a silne ostabienie
miegs$ni mozna zaobserwowac juz w wieku 15 tygodni. W wieku 18-20 tygodni myszy wykazujg
wzrost stresu oksydacyjnego, a takze zwickszone neurozapalenie (Barra i in., 1980; Tu i in.,
1996). W rdzeniu kregowym myszy SOD1%2 wykazano zwickszony poziom HMGBI, co
sugeruje uwalnianie DAMP w nastgpstwie progresji ALS. W badaniach wykazano, ze
neutralizacja HMGB1 za pomoca przeciwcial czasowo poprawita chwyt tylnych konczyn, ale
leczenie nie wplyneto na funkcje motoryczne i przezycie myszy. HMGB1 w minimalnym

stopniu wptywa na neurozapalenie i postep choroby (J. D. Lee i in., 2019).

1.9 Histony zewnatrzkomorkowe w stanach patologicznych

Wszystkie typy histonow moga przenika¢ przez btony komodrek nabtonka, wigzac si¢ z
fosfolipidami, niezaleznie od procesu endocytozy. Nablonek bariery krew-mozg jest znacznie
mniej przepuszczalny niz nabtonek obwodowy dzigki obecnosci $cistych potaczen typu tight
Jjunctions. Histony moga przenika¢ z surowicy do mdzgu poprzez transcytoze, uszkodzenie
potaczen miedzykomoérkowych lub migracje wspomagang przez neutrofile. W przejsciu
histonéw do centralnego uktadu nerwowego moga pomagac inne wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniami, takie jak peptydy AP oraz biatkko HMGBI1. W chorobie Alzheimera,
peryferyjne peptydy AP przechodza przez BBB i dostaja si¢ do parenchymy moézgu. H1 moze
bezposrednio wigzac si¢ z tymi peptydami 1 razem z nimi przekracza¢ BBB. Innym mozliwym
sposobem na przedostanie si¢ histonow do moézgu jest tworzenie kompleksow z DAMP

uwalnianych z komorek nekrotycznych (Richards i in., 2023).

Pacjenci cierpigcy na choroby Alzheimera i Parkinsona wykazuja wysoki poziom histonow w
surowicy (Bolton 1 in., 1999). Histony obecne w przestrzeni zewnatrzkomorkowe] moga
niszczy¢ komorki glejowe, ktore sg niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania neuronow
(Gilthorpe i in., 2013). Udowodniono, ze histon HI1 posiada dziatanie

neuroimmunomodulacyjne, co oznacza, ze aktywuje astrocyty, prowadzac do zwigkszonej
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reaktywnosci tych komorek. Coraz wigcej dowodow sugeruje, ze neurony i komorki glejowe
mogg uwalnia¢ histony do przestrzeni zewnatrzkomorkowej, cho¢ proces ten nie jest jeszcze w

peini zrozumiany (Richards i in., 2023).

Histon H1 jest obecny w cytozolu neurondw i astrocytow, szczegdlnie w obrebie plytek
amyloidowych w tkance mézgowej mysiego modelu choroby Alzheimera. Obecno$¢ histonow
w cytozolu moze by¢é pierwszym etapem dalszego uwolnienia do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej lub wskazywac na transport do blony komoérkowej. W innych badaniach
stwierdzono, ze histon H1 moze wchodzi¢ w interakcje z peptydem amyloidu f, co prowadzi
do zmiany konformacji obu bialek w kierunku wigkszej zawartosci struktur B. To z kolei
powoduje tworzenie grubych agregatow amyloidowych, wickszych niz te, ktore tworzg si¢ bez
udzialu histonu H1, sugerujac, ze histon ten wspomaga faldowanie monomerow AB1-42 i

promuje asocjacj¢ fibryli amyloidowych (Roque i in., 2012).

Wszystkie histony tacznikowe i rdzeniowe sg wykrywalne w plynie mézgowo-rdzeniowym
ludzi zdrowych, a zmiany w ich poziomie moga by¢ zwigzane ze stanami chorobowymi. Shah
11n. wykazali, Ze histon H4 jest uwalniany z serc szczuréw podczas niedokrwienia i reperfuzji.
W badaniach in vitro wykazali, Ze histony byty toksyczne dla pierwotnych kardiomiocytow,
poprzez mechanizm zalezny od sygnalizacji TLR4 1 NF-kB. Selektywne zmniejszanie poziomu
histonu H4 za pomoca cyklicznego peptydu HIPe powodowato zmniejszenie rozlegtosci
zawatu serca in vivo (Shah i in., 2022). Podwyzszony poziom zewnatrzkomorkowych histonow
u pacjentow z chorobami neurologicznymi sugeruje, ze histony moga stanowi¢ potencjalne
biomarkery diagnostyczne oraz by¢ uzyteczne w monitorowaniu progresji tych chordb

(Richards 1 1in., 2023).

1.10 PTM w stanach patologicznych

W analizach markeréw epigenetycznych zwigzanych z r6znymi chorobami zidentyfikowano
liczne zmiany w modyfikacjach potranslacyjnych histonéw. Badania prowadzone na pacjentach
z chorobg Alzheimera wykazaty, ze wzory modyfikacji potranslacyjnych w tej chorobie r6zni
si¢ od tych wystepujacych w procesie starzenia. Wykazano, ze u oséb dotknigtych AD doszlo
do zwickszenia poziomu acetylacji lizyny 9 1 27 na histonie H3 oraz spadku poziomu
H3K122ac w ptacie skroniowym (Santana i in., 2023). Zmiany w acetylacji powigzano ze

zwigkszeniem ekspresji 1 transkrypcja genéw CREBBP, EP300 i TRRAP kodujacych
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acetylotransferaze HAT, ktora jest odpowiedzialna za acetylacje lizyny 9 i 27 (Santana i in.,
2023).

Metylacja, obok acetylacji, jest jedng z kluczowych modyfikacji regulujacych mechanizmy
transkrypcji, stabilno$¢ genomu i szereg procesow chorobowych zwigzanych z nowotworami
oraz chorobami neurodegeneracyjnymi (Persico i in., 2022; Santana i in., 2023). W korze
przedczolowej pacjentdw z AD wykazano wzrost poziomu H3K4me3, H3K9me? i biatek HMT
katalizujacych te modyfikacje. Zmiany te byly zwigzane z uposledzeniem pamigci 1 funkcji
synaptycznych oraz hiperfosforylacja biatka tau (Nativio 1 in., 2020). W danych literaturowych
mozna znalez¢ informacje takze o wzroscie poziomu H3K4me2, H3K27me3, H3K79mel oraz

spadkiem H3K79me2, H3K36me2, H3K27mel i H3K56mel (Santana i in., 2023).

H3K56mgeTyf ( JH3K9ac
H3K27mel :\ ( H3K27ac
H3K36me2 PER PEEENEAK 79me1
H3K79me2 ~ o O “H3K4me2
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~ H2BK120ub
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Rycina 3. Zmiany PTM zidentyfikowane w ludzkim moézgu osob z chorobg Alzheimera (Santana i in.,
2023).

W badaniach na mézgach AD wykazano obecno$¢ fosforylowanego H1.2. Wiaze si¢ on ze
strukturami  amyloidowymi utworzonymi z amyloidu API-42 1 a-synukleiny,
charakterystycznymi dla choréb Alzheimera 1 Parkinsona. H1 zostat zidentyfikowany w
rozproszonych i zagregowanych ptytkach B-amyloidu (Saha & Dalal, 2021). Wykazano, ze za
pomoca detergentow mozna zmieni¢ konformacje CTD histonu lacznikowego w strukturg 3,
zdolng do tworzenia wtokien przypominajacych wstazki, co sugeruje, ze histony HI moga
tworzy¢ wtokna amyloidopodobne (Duce i in., 2006; Roque 1 in., 2012). Liczba zmian we
wzorze metylacji w chorobie Alzheimera moze §wiadczy¢ o ich istotnym udziale w rozwoju

choroby (Nativio i in., 2020; Persico i in., 2022).
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W badaniach po$miertnych kregostupa osob ALS wykryto globalne zmiany w metylacji i
hydroksymetylacji, co skutkowato zmianami w ekspresji gendw zaangazowanych w reakcje
immunologiczne i1 zapalne. W badaniach nad ALS i otgpieniem czotowo-skroniowym (FTD-
ALS) zidentyfikowano zwigckszong metylacje H3K4me3 oraz H3K27me3, ktore majg
znaczenie dla funkcji neurologicznych (Bennett i in., 2019b). Analiza mysiego modelu ALS
wykazata, ze stres oksydacyjny wywoluje uszkodzenia neuronéw ruchowych poprzez szlak
deacetylazy histonowej LSDI1, ktora demetyluje H3K4me2. Regulacja poziomu LSDI1 jest
uznawana za potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu ALS (Choi 1 in., 2009). W innych
badaniach stwierdzono wzrost poziomow H3K9me3, H3K27me3 i H4K20me3 wokot
sekwencji powtorzen dipeptydowych DRE w tkance mézgowej oséb z ALS. W drozdzowym
modelu nadekspresji genu FUS zostat wykazany obnizony poziom fosforylacji H3S10, ktory w
normalnych warunkach wspiera acetylacj¢ H3K14. Pokazuje to, ze jedna zmiana we wzorze
modyfikacji potranslacyjnych moze globalnie wptynaé¢ na procesy chorobowe. W tym samym
modelu zaobserwowano obnizenie poziomu H3Kl4ac i H3K56ac, ktore biorg udzial w

odpowiedzi na uszkodzenie DNA (Bennett i in., 2019a).

Pomimo rosnacej wiedzy na temat modyfikacji epigenetycznych w ALS, mechanizmy, poprzez
ktore potranslacyjne modyfikacje histonéw wptywaja na rozwoj choroby, nie sg jeszcze w peini
poznane. Jednakze niektdére profile epigenetyczne mozna zidentyfikowa¢ we krwi, co moze
prowadzi¢ do ich wykorzystania jako biomarkeréw diagnostycznych lub prognostycznych
(Bennett 1 in., 2019b). Cobos i1 Torrente sugeruja, ze leki ukierunkowane na mechanizmy
epigenetyczne moga poprawi¢ rokowania u pacjentow z ALS, jednak potrzebne sg dalsze
badania w tym zakresie. Wskazujg enzymy ATM, ATD 1 DNA-PKcs jako potencjalne miejsca
terapeutyczne, skutkujace regulacjg fosforylacji H2AX, oraz kinaz¢ Aurora B jako cel
terapeutyczny dla regulacji fosforylacji H3S10 (Cobos & Torrente, 2022).

1.11 Osie organ-organ

Zdrowy ludzki organizm funkcjonuje w sposob zintegrowany, a termin "osie organéw" odnosi
si¢ do komunikacji pomigdzy ré6znymi organami za pomocg mechanizméw komodrkowych,
hormonalnych oraz molekularnych (Armutcu, 2019). Skuteczna komunikacja miedzy organami
jest kluczowa dla utrzymania homeostazy organizmu, jednak w stanach patologicznych
zaburzenia w jednym organie moga wplywa¢ na funkcjonowanie innych. Wiele stanow

patofizjologicznych, takich jak otylo§¢, cukrzyca typu 2 czy niealkoholowe stluszczenie
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watroby (NAFLD), charakteryzuje si¢ utrata koordynacji miedzy organami, co przyczynia si¢
do progresji choréb (Armutcu, 2019).

Jedng z najwazniejszych osi komunikacyjnych w organizmie czlowieka jest o§ mozg-watroba-
jelito, ktéra obejmuje interakcje miedzy ukladem nerwowym, watrobg oraz przewodem
pokarmowym (M. Yan i in., 2023). W tej osi komunikacja obejmuje szlaki endokrynne,
metaboliczne, immunologiczne oraz humoralne. Moézg kontroluje aktywno$¢ komorek
odpornosciowych w jelitach 1 watrobie, co wplywa na funkcje poznawcze oraz zdrowie
psychiczne poprzez modulacje mikrobiomu oraz odpowiedzi immunologicznej (Teratani i in.,

2020).

Istotnym elementem osi mozg-watroba-jelita sg znaczniki epigenetyczne. Metylacja odgrywa
kluczowa role w rozwoju, imprintingu, kontroli transkrypcji, strukturze chromatyny oraz
ogolnej stabilnos$ci genomu. W stanie przedrzucawkowym dochodzi do zmian w metylacji
DNA genow kontrolujacych rozwodj mozgu oraz watroby ptodu, co sugeruje istnienie silnych
powigzan miedzy tymi narzgdami. Ponadto produkowany w watrobie B-hydroksymaslan, po
dotarciu do moézgu, dziata jako inhibitor deacetylaz histondw, co wplywa na zwigkszenie
ekspresji czynnika neurotroficznego, wykorzystywanego w leczeniu zaburzen psychicznych

(M. Yan i in., 2023).

Zaburzenia w prawidlowym funkcjonowaniu osi zostaly powigzane z kilkoma chorobami
migdzy innymi z chorobg Alzheimera. Przypuszcza si¢, Ze u pacjentdw z AD, niezrbwnowazone
wytwarzanie 1 usuwanie A odgrywa istotng role¢ w rozwoju choroby. Watroba jest kluczowym
organem odpowiedzialnym za obwodowy metabolizm amyloidu-f3, a zaburzenia tego procesu
moga prowadzi¢ do jego nadmiernego odktadania si¢ biatka w mozgu. Stan prozapalny
towarzyszacy chorobom watroby moze dodatkowo pogarsza¢ usuwanie AP i przyczyniaé si¢

do progresji choroby (M. Yan i in., 2023).

Mikrobiom jelitowy znajdujacy si¢ w przewodzie pokarmowym bierze udziat w trawieniu i
przeksztatcaniu pokarmu w sktadniki odzywcze potrzebne organizmowi do prawidlowego
funkcjonowania. Mikrobiota wptywa na regulacje ukladu nerwowego poprzez o§ modzg-
watroba-jelito. Badania prowadzone na zwierzgcym modelu ALS wykazaly, ze zaburzenia

mikrobiomu prowadza do dysfunkcji bariery jelitowej, endotoksemii oraz systemowego stanu
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zapalnego, co przyspiesza degeneracje neuronéw. Regulacja mikrobiomu moze zmniejszac stan

zapalny i spowalnia¢ postep choréb neurodegeneracyjnych (Hong i in., 2023).

Innym przyktadem osi organ-organ jest o$ watroba-sledziona, ktdrg po raz pierwszy opisano w
2013 roku (Tarantino, 2013). Sledziona ogrywa istotna role w modulacji uktadu
odpornosciowego, roznicowaniu i aktywacji komoérek T i B, oraz produkcji przeciwcial.
Makrofagi §ledziony sg zdolne do usuwania bakterii z krwi, co chroni przed ogdlnoustrojowym
zakazeniem. Widomo, ze niektore funkcje sg wspolne dla watroby i sledziony jak np. funkcja
siateczkowo-§rodbtonkowa (Keramida i in., 2018). Badania nad NAFLD wykazaly, ze w
chorobie dochodzi do zwigkszonego wychwytu glukozy przez §ledziong, przy jednoczesnym
powickszeniu si¢ organu, bez zauwazalnej marskosci. Autorzy postuluja, ze aktywno$é
metaboliczna watroby 1 §ledziony jest powigzana, gdyz oba te organy sg wrazliwe na insuline

(Keramida i in., 2018).
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2. Cel pracy

Wzajemne oddziatywanie czynnikow ryzyka przyczynia si¢ do powstawania i progresji wielu
choréb, w tym choréb neurodegeneracyjnych oraz sercowo-naczyniowych. Wiadomo, ze
zmieniona ekspresja 1 akumulacja histonow pozakomoérkowych, zwlaszcza histonow
Iacznikowych, jest cytotoksyczna i prowadzi do $mierci komorek, co potencjalnie przyczynia
si¢ do rozwoju chordb. Podwyzszony poziom homocysteiny w organizmie zostat powigzany
z wieloma chorobami takimi jak choroba Alzheimera, krazenia, udar czy depresja. Wedlug

aktualnej wiedzy, brak jest badan laczacych oba te czynniki.

Hipoteza niniejszej pracy zaklada, ze w stanach patologicznych zwigzanych z
podwyzszonym poziomem homocysteiny dochodzi do wzrostu poziomu histonow
zewnatrzjadrowych i/lub zewnatrzkomorkowych, glownie H1. Zaklada si¢, ze istnieje
korelacja pomiedzy poziomami zewnatrzjadrowych histonéw i homocysteing, a ich

interakcje moga wplywa¢ na progresje stanéw patologicznych i/lub by¢ ich markerami.
Glowne zatozenia pracy zostaty zweryfikowane na:

1. Liniach komérkowych ludzkiego srodbtonka (HUVEC) oraz mysiej neuroblastomy
(N2A APP, K670N/M671L),

2. Mysim modelu choroby sercowo-naczyniowej/choroby Alzheimera B6.129P2-
Apoe™U (ApoE KO),

3. Mysim modelu stwardnienia zanikowego bocznego B6SJL. SOD1-G93A (SOD1),

4. Materiale od pacjentow kardiologicznych z zylng chorobg zakrzepowo-zatorowa.

Szczegdlowe cele pracy obejmuja:

1. Zbadanie wplywu homocysteiny i tiolaktonu homocysteiny na poziom histondw
zewnatrzjagdrowych 1 zewnatrzkomorkowych w liniach komodrkowych ludzkiego
srodblonka,

2. Analize wptywu histonéw zewnatrzkomodrkowych na stezenie homocysteiny i histonu
zewnatrzjadrowego w liniach komorkowych ludzkiego §rodbtonka,

3. Oceng¢ poziomoéw histonow zewnatrzkomorkowych w osoczu i zewnatrzjadrowych w
mozgu, watrobie 1 $ledzionie w mysich modelach ApoE KO 1 SOD1,

4. Pomiar st¢zenia homocysteiny w osoczu, mézgu, watrobie i $ledzionie w mysich
modelach ApoE KO i SODI,

5. Analizg poziomu homocysteiny i modyfikacji potranslacyjnych w histonach w liniach
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komorkowych mysiej neuroblastomy poddanych dziataniu homocysteiny i tiolaktonu
homocysteiny,

Okreslenie poziomow histonéw zewnatrzkomérkowych w osoczu pacjentow z zylng
chorobg zatorowo-zakrzepowa,

. Analiz¢ korelacji migdzy histonami zewnatrzjadrowymi i zewnatrzkomoérkowymi, a

poziomem homocysteiny.

36 110



3. Materialy i metody

1 —_— 2 —_— 3
LINIE
KOMORKOWE MODELE MYSIE PACJENCI

« ludzkiego $rédbtonka

« B6.129P2-Apoe™"™
(HUVEC)

« pacjenci kardiologiczni

.. (ApoE KO) .
« mysiej neuroblastomy B6SIL. SODI z zylna choroba
(N2A APP, G93A .(SODI) zakrzepowo-zatorowa

K670N/M671L)

Rycina 4. Schemat badan.

3.1 Odczynniki

Wiekszo$¢ odczynnikow wykorzystywanych w przeprowadzonych eksperymentach zostata

zakupiona od firm Sigma-Aldrich oraz Thermo Fisher Scientific.

W badaniach zostaty uzyte przeciwciata:

e I-rzedowe: anty-GAPDH (5174, Cell Signaling), anty-B-aktyna (ab179467, Abcam),
anty-H1 (SAB4501366, Sigma Aldrich), anty-H3 (ab1791, Abcam), anty-H3K9me?2
(STJ11103432, St John's Laboratory), anty-transferryna (AB82411, Abcam),

o [l-rzgdowe: anty-krodlicze IgG (7074, Cell Signaling), anty-mysie IgG (A4416, Sigma
Aldrich).
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3.2 Material mysi

Myszy z wylaczonym genem Apoe™ V"¢ transgeniczne B6SJL SOD-1 G93A Tg (SODI)
wyrazajace zmutowang forme ludzkiej dysmutazy ponadtlenkowej 1 i kontrolne C57BL/6 i
B6SJL (WT) (Rycina 4), byly hodowane w Zwierze¢tarni Centrum Zaawansowanych
Technologii UAM w Poznaniu.

Zwierzeta bytowaty w grupach do 5 osobnikéw w klatkach z indywidualnym wentylowaniem
— 54 wymian powietrza/godzing, wyposazonych w filtry Hepa, na regale IVC, w warunkach
sterylnych. W klatkach znajdowata si¢ odpylona $ciotka osikowa, materiat gniazdowy oraz
wzbogacenia (klocki drewniane, rurki). Zwierzeta miaty staty dostep do wody pitnej oraz paszy
bytowej. Warunki w boksie do$wiadczalnym byly optymalne dla dobrostanu zwierzat, t;.
temperatura 22+1°C, wzgledna wilgotnos¢ powietrza 55-60%, o$wietlenie sztuczne
regulowane automatycznie w cyklu 12 h $wiatla/12 h ciemno$ci, wymiana powietrza w
pomieszczeniu 15-20 razy na godzing. Charakterystyke myszy wykorzystanych w badaniach

przedstawiono w Tabela 4.

Tabela 4. Charakterystyka myszy.

Ple¢ | Liczba osobnikow | Wiek, miesiace | Srednia waga, g
ApoE KO 8 9 33,4
WT - C57BL/6 3 6 9 32,8
SODI1 (;J% 5 3 brak danych
WT - B6SJL 8 3 brak danych

3.2.1 Pobranie materialu do badan

Krew oraz organy pobrano po u$mierceniu myszy ApoE KO, SODI1 oraz kontroli do obu
modeli, poprzez eutanazyjng dyslokacje kregéw szyjnych. Krew pobrano do probéwek z
EDTA, ktorego koncowe stezenie wynosito 5 mM, a nastgpnie odwirowano, aby uzyskac
osocze. Organy po zamrozeniu w cieklym azocie, przechowywano do dalszych analiz w

temperaturze -80°C.
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3.3 Material ludzki

50 probek osocza pobranych od pacjentow z zylng choroba zakrzepowo-zatorowa
otrzymali$my z Katedry Chemii Srodowiskowej Uniwersytetu £.odzkiego. Wraz z probkami
uzyskano dane takie jak: wiek, pte¢, poziom homocysteiny, cysteiny, cysteino-glicyny oraz

glutationu. Materiat zostat podzielony ze wzgledu na poziom Hcy, na dwie grupy:

1. Hcy <11 pmol/l
2. Hcy > 18 umol/l

3.4 Hodowle komorkowe

Analizy byly prowadzone na liniach komoérkowych ludzkiego $rodbtonka (HUVEC) oraz
liniach komoérkowej mysiej neuroblatosmy (komérkowy model choroby Alzheimera) z mutacja
szwedzka N2a-APP (K670N/M671L) (N2A AD). Hodowle komérek HUVEC prowadzono w
butelkach do kultur komdérkowych T75 w pozywce Vascular Cell Basal Medium (PCS-100-
030, ATCC) =z dodatkiem 1x endogennych aminokwaséw oraz 1x antybiotyku
(penicylina/streptomycyna). Kultury komoérkowe przechowywano w inkubatorze w
temperaturze 37°C z dodatkiem 5% CO;. Komorki N2A AD hodowano w butelkach do kultur
komorkowych T75 w pozywce Gibco™ DMEM/F-12, GlutaMAX™ (10565018, Thermo
Fisher Scientific) z dodatkiem 10% FBS, 1x endogennych aminokwasow oraz 1x antybiotyku

(penicylina/streptomycyna).

3.4.1 Metody pracy z hodowlami komorkowymi

3.4.1.1 Traktowanie komorek

Po osiagnieciu 70-80% konfluencji, komorki byty poddane stresowi w pozywce DMEM bez
metioniny (21013024, Thermo Fisher Scientific) z dodatkiem dializowanego FBS,
endogennych aminokwasow, leucyny oraz czynnikow stresowych: DL-homocysteiny i L-
tiolaktonu homocysteiny w st¢zeniach 0,2-2 mM oraz histonu i1 histonu modyfikowanego HTL
(N-Hcy-histon)o stgzeniu 100 pg/ml. Tak przygotowane hodowle byty inkubowane przez 24 h
w 37°C, z dodatkiem 5% CO,. Nastepnie pobrano medium i zebrano komoérki metoda

trypsynizacji. Pobrane materiaty przechowywano w temperaturze -20°C.
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3.4.1.2 Przygotowanie komorek do analizy immunocytochemicznej

Komoérki hodowano na szklanych plytkach 6-dotkowych (CC302, Sigma Aldrich). Po
osiggnieciu konfluencji 60-70% byty poddane 24h traktowaniu nast¢pujacymi czynnikami: Hey
2 mM, HTL 2 mM, histon 100 pg/ml, N-Hcy-histon 100 pg/ml (3.5.9). Nastepnie doltki z
komoérkami byly przeplukiwane PBS 1 inkubowane z 4% paraformaldehydem w PBS przez 15
minut w celu utrwalenia komorek. Aby umozliwi¢ wniknig¢cie przeciwciata do wnetrza
komorek, wykonano permeabilizacje 0,1% Tritonem X-100 w PBS przez 10 minut w
temperaturze pokojowej. Kolejnym etapem byta inkubacja komoérek w 0,1% BSA przez 60
minut, a nastgpnie inkubacja z przeciwcialem pierwszorzedowym w temperaturze 4°C przez
noc. Nastgpnego dnia komorki przemywano PBS 1 inkubowano z przeciwciatem
drugorzedowym przez 60 minut. Po uptywie godziny przeciwciatlo zlewano, a do komoérek
dodawano DAPI. Po 10 minutowej inkubacji DAPI bylo zlewane, a komdrki przykrywano
szkietkiem nakrywkowym. Sygnaly fluorescencji monitorowano za pomocg mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM 880 z filtrem 488 nm dla Alexa Fluor® 555 (H1) i filtrem 420-480
nm dla DAPI. Do obrazowania uzyto obiektywu kontrastowego réznicowo-interferencyjnego
Zeiss Plan-Apochromat X40/1.2 Oil. Analizy obrazéw dokonano przy uzyciu oprogramowania

Image] Fiji 2.9.0.
3.4.1.3 Analiza hodowli komorkowych licznikiem komorek

Do 10 pl hodowli komoérkowej dodano 10 pl barwnika Trypan Blue (T10282, Thermo Fisher),
a nastepnie 10 pl tej mieszaniny naloZono na szkietko komory do liczenia komorek (Countess
3, Thermo Fisher). Analiza obejmowala: liczb¢ Zywych i martwych komorek, liczbe agregatow

komorkowych oraz srednig wielko$¢ zywych 1 martwych komorek.
3.4.2 Izolacja bialek

3.4.2.1 Frakcja cytoplazmatyczna

Komoérki zawieszono w 100 pl buforu do ekstrakcji (37513, Active Motif) z dodatkiem
inhibitorow proteaz (P8340, Sigma-Adrich) 1 fosfataz (PHOSstop, Roche), a nastgpnie
homogenizowano mikrohomogenizatorem r¢cznym z polipropylenu. Uzyskany homogenat
przeniesiono do nowej probowki typu eppendorf 1,5 ml i inkubowano przez 30 minut na

rotatorze w 4°C, w celu mechanicznej lizy komoérek. Nastgpnie probki odwirowywano przy 10
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000 g przez 15 minut w temperaturze 4°C. Supernatant, zawierajacy bialka cytoplazmatyczne,
przenoszono do nowych probowek, a osad poddawano dalszym reakcjom w celu ekstrakcji

histonow jadrowych.

3.4.2.2 Frakcja jadrowa

Osad powstaty po wirowaniu, opisany w podpunkcie 3.4.2.1, zawieszono w 200 ul 0,2 M
H>SOy4 1 inkubowano w temperaturze 4°C przez 60 minut lub przez noc. Po tym czasie probki
byty odwirowywane przy 16 000 g przez 10 minut w 4°C. Supernatant przenoszono do nowej
proboéwki o pojemnosci 1,5 ml, do ktoérej dodawano kwas TCA (T6399, Sigma-Aldrich) o
koncowym stezeniu 33%. Proces precypitacji biatek przeprowadzano w temperaturze 4°C przez
noc. Probki ponownie odwirowywano przy 16 000 g przez 10 minut w temperaturze 4°C,
supernatant odrzucano, a osad przemywano trzykrotnie acetonem stodzonym w -20°C. Probki

suszono przez 20 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie zawieszano w 50 ul ddH-O.

3.5 Izolacja bialek z organow myszy

Fragmenty organdéw zawieszono w pigciokrotnej objetosci buforu do ekstrakcji (37513, Active
Motif) z dodatkiem inhibitoréw proteaz (P8340,Sigma-Adrich) 1 fosfataz (PHOSstop, Roche).
Izolacja biatek cytoplazmatycznych przebiegata w sposob analogiczny jak opisano w

podpunkcie 3.4.2.1.

3.5.1 Oznaczanie ste¢zenia bialek metodg taninowg

Do 75 pl roztworu biatka dodawano réwna objetos¢ odczynnika taninowego (Tabela 5) i
inkubowano w 30°C przez 10 minut. Nastepnie dodawano 150 pl 0,1% roztworu gumy
arabskiej. Po 5 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej mierzono absorbancje przy
dtugosci fali 595 nm na spektrofotometrze ptytkowym. Stezenie biatka oznaczano na podstawie
krzywej kalibracyjnej utworzonej dla BSA lub histonu z grasicy bydlecej (A9418, H9250,
Sigma-Aldrich) o st¢zeniach 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156, 0,078, 0,039, 0,019, 0,001 mg/ml.
(Mejbaum-Katzenellenbogen, 1955).
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Tabela 5. Odczynnik taninowy.

HCL IM | 98 ml

Fenol 2 ml

Tanina 10g

3.5.2 Oznaczanie st¢zenia bialek metodq Bradford

Do 160 pl roztworu biatka dodawano 40 pl odczynnika Bradford (B6916, Sigma-Aldrich). Po
10 minutowej inkubacji zmierzono absorbancje na spektofotometrze ptytkowym przy dlugosci

fali 595 nm. St¢zenie biatka oznaczano na podstawie krzywej kalibracyjnej utworzonej dla BSA

(A9418, Sigma-Aldrich) o stezeniach 80, 40, 20, 10, 5, 2,5 oraz 1,25 pg/ml.

3.5.3 Oznaczanie stezenia bialek probg ninhydrynowa

Do 1 pl roztworu zhydrolizowanego bialka (hydroliza opisana w podpunkcie 3.7.5.2)
dodawano 100 pl odczynnika ninhydrynowego (Tabela 6). Reakcje¢ przeprowadzano na ptytce
96-dotkowej w tazni wodnej przez 10 minut. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 575 nm.
Réwnoczesnie wykonywano krzywa kalibracyjna, zawierajacg od 1-10 pg zhydrolizowanego

BSA (A9418, Sigma-Aldrich). Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 570 nm.

Tabela 6. Bufory reakcyjne do proby ninhydrynowe;.

Bufor octanu sodu 4 N (pH 5,5) Roztwor chlorku cyny SnCh
Tréjwodny octan sodu | 272,16 g Glikol etylowy | 500 ul
Kwas octowy 100 ml Chlorek cyny 50 mg
Woda 500 ml

Odczynnik ninhydrynowy

Ninhydryna 200 mg

Glikol etylowy 7,5 ml

Bufor octanu sodu 2,5 ml

SnCly 250 pl
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3.5.4 Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym - SDS-PAGE

Biatka rozdzielano za pomocg elektroforezy w zelu poliakrylamidowym o wymiarach 8,6 x 6,8

x 0,75 mm (Tabela 7) w warunkach denaturujacych (Laemmli 1970), z uzyciem zestawu Mini-

PROTEAN Tetra Cell (1658004EDU, Bio Rad).

Tabela 7. Sktadnik zeli.

Rozdzielajacy 12% | Zageszczajacy 4%

Akrylamid:Bisakrylamid 29:1, 40% | 4,8 ml 1 ml

H20 6,9 ml 6,3 ml

Tris-HCI, pH 8,8; 1,5M 4 ml -

Tris-HCI, pH 6,8; 0,5 M - 2,5ml

SDS 10% 160 ul 100 pl

TEMED 16 ul 10 pl

APS 160 ul 100 pl

Do roztworow biatka (1-10 pg) o objetosci 8 ul dodawano bufor do probek w stosunku 4:1, a
nastepnie inkubowano je w temperaturze 100°C przed 5 minut. Prébki bialek rozdzielano
rownolegle ze wzorcem mas czasteczkowych DualColorPrecision Plus Protein™ Dual Color
Standards (1610374, Bio-Rad). Elektroforeze¢ prowadzono w buforze do elektroforezy (Tabela
8) przy stalym napigciu 80 V, 120 V, 140 V1 160 V.

Tabela 8. Bufory uzywane do elektroforezy SDS-PAGE.

Bufor do probek 5x Bufor do elektroforezy 10x
Tris-HCI, pH 6,8 25 mM Tris 30g
SDS 10% Glicyna 144 g
btekit bromofenolowy | 0,25% SDS 10g
glicerol 50%

2-merkaptoetanol 5%

Po zakonczeniu elektroforezy, biatka z zelu poddawano transferowi na membrane (3.5.5) lub

barwiono roztworem CBB (Tabela 9) przez ok 5 min. Po tym czasie barwnik zlewano, a Zel

odbarwiano przez 90 minut lub przez noc.
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Tabela 9. Bufory do barwienia zeli.

Bufory do barwienia zeli. CBB Roztwoér odbarwiajacy
Comassie Briliat Blue

0,25% (w/v) Metanol 40% (v/v)
R250
Metanol 40% (v/v) Kwas octowy 10% (v/v)
Kwas octowy 10% (v/v) H>O 50% (v/v)
H>O 50% (v/v)

3.5.5 Western blotting

Biatka z zelu byly poddawane transferowi na membran¢ PVDF za pomoca urzadzenia Western
Blotting Transfer System (Bio-Rad). W szufladach transblottera umieszczano kolejno: bibule
Whatman 3 MM uprzednio namoczong w buforze anodowym, membrang aktywowang
metanolem, a nast¢pnie buforem anodowym, zel namoczony w buforze katodowym i bibule
Whatman 3 MM namoczong w buforze katodowym (Tabela 10). Transfer prowadzono przez 7
minut przy nat¢zeniu pragdu 120 mA i napigciu 25 V, po czym membrang inkubowano przez 60
minut w 3% roztworze BSA rozpuszczonym w TBST. Membrany, po ptukaniu, inkubowano
przez noc w temperaturze 4°C z odpowiednim przeciwcialem pierwszorzegdowym
rozcienczonym w TBST. Po inkubacji membrany ptukano w TBST, a nastepnie inkubowano z
przeciwcialami  drugorzegdowymi przez 60 minut (Tabela 10). Analiz¢ membran
przeprowadzano za pomoca detekcji fluorescencyjnej w urzadzeniu Gene Genome XRQ
(Syngene) z uzyciem oprogramowania GeneSys (Syngene). Membrany byly inkubowane z
odczynnikiem Clarity Western ECL Substrate (1705061, Bio-Rad). Reakcja byta prowadzona
do momentu pojawienia si¢ intensywnych prazkoéw, ktorych natezenie analizowano w

programie GeneTools (Syngene).
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Tabela 10. Sktad buforéw do Western Blottingu.

Tris/CAPS 5x Bufor anodowy

Tris 36,64 g Tris/CAPS 5x | 20 ml
CAPS 4426 g metanol 15 ml
Woda 1L Woda 65 ml
Laemli buffer 10x Bufor katodowy

Tris 30g Tris/CAPS 5x | 20 ml
Glicyna | 144 ¢ SDS 10% 1 ml
SDS 10 g Woda 79 ml
Woda 1L

TBS 10x TBST 1x

Tris 24 g TBS 10x 100 ml
NaCl 88 g Tween 20 1 ml
Woda 1L Woda 900 ml

3.5.6 Dot blotting

Na membrany nitrocelulozowe naniesiono 2-6 pul prébek 1 pozostawiono je do wyschnigcia w
temperaturze pokojowej przez okoto 10 minut. Nastgpnie membrany blokowano w 3%
roztworze BSA przez 60 minut, po czym plukano je trzykrotnie przez 5 minut w TBS.
Membrany inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi przez noc. Nast¢gpnie membrany
ptukano trzykrotnie po 15 minut w TBS, po czym inkubowano je z przeciwciatem
drugorzedowym przez 60 minut. Tak przygotowane membrany inkubowano z odczynnikiem
Clarity Western ECL Substrate (1705061, Bio-Rad), a ich analiza odbywata si¢ w urzadzeniu
Gene Gnome XRQ (Syngene) za pomoca oprogramowania GeneSys (Syngene). Reakcje
prowadzono do uzyskania plamek o zadowalajacej intensywnosci, a ich natezenie analizowano
w programie GeneTools (Syngene). Bufory wykorzystane w tej metodzie opisano w

podrozdziale 3.5.5.
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3.5.7 Oznaczanie st¢zenia calkowitej homocysteiny

Poziom tHcy uwolnionej wskutek redukcji wigzan disiarczkowych byt analizowany za pomoca
chromatografii cieczowej HPLC. Frakcja tHcy obejmuje wolng zredukowang Hey 1 S-zwigzang
Hcy. Stgzenie tHcy byto analizowane w organach i osoczu modeli mysich, osoczu pacjentéw

oraz frakcjach cytoplazmatycznych 1 medium hodowli komoérkowych.
3.5.7.1 Metoda 1

Do 2 pl roztworu dodawano 2 pl 0,5 M K2HPO4z 50 mM DTT i inkubowano przez 5 minut w
temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawano 3 pl 3 N HCI 1 inkubowano przez 30 minut w
100°C. Po tym czasie probowki otwierano, a probki suszono w 100°C przez 10 minut. Osad
zawieszano w 100 pl H>O. Do analizy przygotowywano probki standardu DL-Hcy (H4628,
Sigma-Aldrich) o stezeniach 20, 10, 512,5 uM.

Tabela 11. Bufory reakcyjne.

Roztwor stezony OPA OPA

Aldehyd ftalowy | 0,1 g NaOH IM | 5ml
Metanol 7,5 ml OPA 1 ml
Woda 7,5 ml Woda 14 ml

System HPLC (Infinity 1260, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) sktadat si¢ z
degazera prézniowego czterokanalowego HiP, pompy gradientowej 4-tlokowe;,
automatycznego podajnika probek, termostatu kolumny, detektora diodowego oraz detektora
fluorescencyjnego. Probka o objgtosci 5 pl byta wstrzykiwana na kolumne PolySULFOETHYL
A (PolyLC) o wymiarach 35x21 mm, wielkosci ziaren 5 uM i porowatosci 300A. Eluowano ja
izokratycznie przy uzyciu 10 mM buforu fosforanowego o pH 6,6, zawierajacego 25 mM NaCl,
przy przeptywie 0,36 ml/min. Do detekcji stosowano roztwor 2,5 mM OPA w 0,25 M NaOH,
przy przeptywie 0,18 ml/min. Fluorescencyjna pochodna tworzona w celi reakcyjnej (o $rednicy
0,3 mm i dlugosci 3 m) byta wykrywana przy wzbudzeniu §wiatem o dtugosci fali 370 nm 1 emisji
przy 480 nm. Czas rozdziatu wynosit 210 sekund. Stgzenie tHcy oznaczano na podstawie

krzywej kalibracyjnej zaleznos$ci st¢zenia standardu DL-Hcy od intensywnos$ci sygnatu.
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3.5.7.2 Metoda 2

Roztwory biatek rozcienczony 4-krotnie buforem fosforanowym (Tabela 12) z dodatkiem 0,2
M EDTA i 5 mM DTT (ED, D9760, Sigma-Aldrich) naktadano na filtry Amicon® Ultra
Centrifugal Filter (10 kDa, UFC5010, Sigma-Aldrich). Prébki inkubowano przez 5 minut w

temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano przez 30 minut przy 10 000 g w 4°C.

Tabela 12. Bufor fosforanowy 100 mM pH 7,4.

KH;PO4 100mM 9,5 ml

K>2HPO4 100mM 40,5 ml

30 pl przesaczu zawierajacego wolng homocysteing przenoszono do nowych probowek
Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml, dodawano 2 ul 250 mM DTT i inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 5 minut. Po tym czasie probki zmieszano z 5 pul 6 N HCI i inkubowano przez
kolejne 30 minut w 100°C. Prébki suszono prézniowo (CentriVap Benchtop Vacuum
Concentrators, Labconco), a powstaly osad ponownie zawieszano w 30 ul ddH2O.
Rownoczesnie konwertowano standardy DL-homocysteiny (H4628, Sigma-Aldrich) o
stezeniach 10, 5, 2,51 1,25 uM. Pomiar st¢zenia powstatego po konwersji HTL odbywata si¢
zgodnie z opisem w podrozdziale 3.7.5.1. Stezenie probek docelowych analizowano na

podstawie krzywej kalibracyjnej zaleznosci st¢zenia standardu od wysokosci piku.

3.5.8 Pomiar poziomu przeciwcial anty-H1 metodq ELISA

Ptytke 96-dotkowa oplaszczono 100 pl antygenu o stezeniu 10 pg/ml i inkubowano przez 90
min w 37 °C z lekkim wytrzagsaniem. Antygenem byt preparat histonu bydlecego (H5505,
Sigma Aldrich), ktory jak wykazano na zelu SDS-PAGE (Rycina 6), ktorego 89% stanowi
histon H1. Z tego wzgledu, przeciwciata rozpoznajace ten antygen, w dalszej czeséci pracy
nazwano przeciwcialami anty-H1 IgG. Nastgpnie plytke ptukano buforem ptuczacym i1
inkubowano z 2% BSA przez 90 minut w 37°C z wytrzasaniem. Po ponownym przeptukaniu,
do kazdego dotka natozono 100 pl osocza rozcienczonego 2,5-krotnie w buforze
rozcienczajacym (Tabela 13) i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Po inkubacji plytke
przeplukiwano buforem pluczacym 1 inkubowano z odpowiednim przeciwciatem
drugorzedowym przez 60 minut w 37°C. Dla probek osocza ludzi uzyto przeciwciata anty-

krolicze 1gG (7074, Cell Signaling), ktéry, wedtug informacji producenta, wykazuje takze
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specyficzno$¢ do ludzkich bialek, natomiast do analizy probek mysich wykorzystano
przeciwcialo drugorzedowe anty-mysie IgG (A4416, Sigma Aldrich). Po tym czasie plytke
doktadnie przeptukiwano, a do kazdego dotka dodawano 50 pul TMB i inkubowano w
temperaturze pokojowej przez okoto 30 minut. Reakcje zatrzymywano przez dodanie 0,5 M

H>S04 i mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 450 nm.

Tabela 13. Bufory do ELISA.

Bufor optaszczajacy Bufor ptuczacy

Na;C0;3 0,2 mM | 32 ml 10x PBS 50 ml
NaHCO3 0,2 mM | 68 ml H>O 450 ml
H>O 100 ml Tween 20% 0,25 ml
Bufor rozciefczajacy Bufor blokujacy — 2% BSA

10x PBS 10 ml BSA lg

BSA 0,25 ¢ 1x PBS 50 ml
H>O 90 ml Tween 20% 0,025 ml
Tween 20% 0,05 ml

3.5.9 Modyfikacja histonu tiolaktonem homocysteiny

W celu N-homocysteinylacji histonu, preparat tego biatka (H5505, Sigma Aldrich) o stezeniu
1,5-2,5 mg/ml inkubowano w 100 mM buforze fosforanowym o pH 7,5 z 0,1 mM EDTA 1 1%
SDS (L3771, Sigma-Aldrich) z HTL o stezeniu koncowym 50-100 mM w obecno$ci NaOH o
koncowym stezeniu rownym st¢zeniu HTL. Probki inkubowano w 55°C przez noc. Biatko
precypitowano schtodzonym acetonem w -20°C przez co najmniej 60 minut. Probki
odwirowywano w 4°C przy 20 000 g przez 15 minut. Powstaly osad przemywano trzykrotnie
acetonem schtodzonym w -20°C. Biatko suszono w temperaturze pokojowej przez okoto 20
minut. Osad zawieszano w poczatkowej objetosci probki i przechowywano w temperaturze -
20°C do dalszych analiz. W celu sprawdzenia poziomu modyfikacji mierzono stezenie biatka
(N-Hcy-histon) (3.5.9) oraz wolnych grup tiolowych (3.5.12). Tak przygotowane probki N-
Hcy-histonu byly poddane analizie LC-MS/MS oraz uzyte do traktowania hodowli

komorkowych.
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3.5.10 Derywatyzacja histonow bezwodnikiem propionowym

Roztwér 5 ul histonéw (H5505, Sigma Aldrich) o stezeniu 1 pg/ul zmieszano z 5 pul 100 mM
wodoroweglanu amonu o pH 8, a nastgpnie dodano 2 pl 25% wodorotlenku amonu. Tak
przygotowang probke potaczono z 20 pl odczynnika propionowego (Tabela 14). Po kilku
sekundach zmierzono pH za pomoca paskow wskaznikowych. Jesli pH mieszaniny byto
mniejsze niz 8, dodawano kroplami 25% wodorotlenek amonu, az do osiagni¢cia pH 8. Aby
przyspieszy¢ reakcje derywatyzacji, probki inkubowano w temperaturze 51°C przez okoto 20
minut, a nast¢pnie suszono proézniowo. Po wysuszeniu calg procedure powtarzano dwukrotnie.
Po trzech peinych cyklach derywatyzacji, probki zawieszano w 5 pl 25% wodoroweglanu

amonu i przechowywano w -80°C do dalszych analiz (Garcia i in., 2007).

Tabela 14. Bufor do derywatyzacji

Odczynnik propionowy

Bezwodnik propionowy | 75 pl

DO0-metanol 99%

25 ul
(151939, Sigma Aldrich)

3.5.11 Spektrometria mas

Wykrycie modyfikacji potranslacyjnych zostato zlecone do wykonania przez laboratorium
zewnegtrzne w Instytucie Biochemii i1 Biofizyki PAN w Warszawie. Analize biatek
przeprowadzono przy uzyciu spektrometru mas UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF (Bruker
Daltonics, Niemcy), sterowanego przez oprogramowanie Compass for Flex (Flex Control, Flex
Analysis, Bruker Daltonics). Do przygotowania probek, 0,6 pul roztworu matrycowego MALDI
kwasu a-cyjano-4-hydroksycynamonowego w ACN z 0,1% kwasem trifluorooctowym zostato
wymieszane w proporcji 1:1 z probkami i1 natoZzone na ptytke docelowa AnchorChip.
Przeprowadzono kalibracj¢ zewnetrzng, korzystajac z mieszaniny Peptide Calibration Standard
(Bruker Daltonics). Masy monoizotopowe peptydow przypisano 1 wykorzystano do
przeszukiwania baz danych. Dodatkowo, pi¢¢ najbardziej intensywnych pikow z kazdej probki
wybrano do fragmentacji w trybie LIFT. Dane uzyskane z analizy przetworzono za pomoca

wyszukiwarki Mascot (Matrix Science, Londyn, Wielka Brytania). Parametry wyszukiwan
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obejmowaly identyfikacje biatek i1 miejsc modyfikacji: N-homocysteinylacji, metylacji,

acetylacji Lys oraz demetylacji metioniny (Perla-Kajan i in., 2021).

3.5.12 Pomiar wolnych grup tiolowych metodq Elmana

Pomiar wolnych grup tiolowych oparto na reakcji kolorymetrycznej, w ktorej 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoesan) (DTNB) reaguje z grupami sulthydrylowymi, tworzac mieszaning
dwusiarczkowg i chromogenny kwas 5-nitro-2-tiobenzoesowy (TNB). Reakcj¢ prowadzono na
ptytkach 96-dotkowych. Do kazdego dotka naniesiono 90 pl probki uzyskanej w podpunkcie
3.5.9 dodano 10 pl 20 mM odczynnika Ellmana (D8130, Sigma-Aldrich). Plytke inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej, po czym mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali
415 nm. Stegzenie grup tiolowych obliczano na podstawie wspolczynnika ekstynkcji przy

dtugosci fali 415 nm réwnego 13 600 M! em.
3.6 Statystyczna analiza danych

Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg programu Statistica 13 (StatSoft) 1 R studio.
Normalnos$¢ rozkladéw zostala oceniona przy uzyciu statystyki Shapiro-Wilka, a wyniki
zostaly przedstawione jako $rednie +/- SD. Roznice pomiedzy grupami zostaly obliczone za
pomocg testu T studenta. Okreslenie zwigzku liniowego pomigdzy zmiennymi wykonano
analizg korelacji Pearsona. Analiza zwigzku pomigdzy wieloma zmiennymi zostala wykonana

testem regresji wielorakiej.
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4. Wyniki

Histony s3 jednymi z podstawowych biatek warunkujacych prawidtowe funkcjonowanie
organizmu. Mimo, ze odkryto je stosunkowo dawno, ich funkcja nie jest w pelni poznana.
Dzi¢ki rozwojowi epigenetyki zauwazono, ze ich modyfikacje potranslacyjne moga wptywac
na regulacje stanéw chorobowych. Rola histonow zewnatrzkomoérkowych jest stabiej poznana
niz ich jadrowych odpowiednikéw (Richards i in., 2023; Zukowska & Perta-Kajan, 2024).
Wiadomo jednak, ze sg one elementem komoérkowej odpowiedzi na uszkodzenia DNA oraz
sktadnikiem odpowiedzi immunologicznych. Chociaz histony sa niezbedne do prawidlowego
funkcjonowania organizmu, to podwyzszenie st¢zenia histonéw zewnatrzkomorkowych moze

dziata¢ toksycznie (Richards i in., 2023).

Zaburzenia jednostek jednowegglowych, prowadzace do upos$ledzenia remetylacji
homocysteiny do metioniny, sg zwigzane z rozwojem patologicznego stanu okre§lanego jako
hiperhomocysteinemia (HHcy). Wykazano, ze HHcy prowadzi m.in. do modyfikacji biatek oraz
uszkodzen DNA, co moze skutkowa¢ uwolnieniem czasteczek DAMP, w tym histonow.
PodwyzZszony poziom Hcy oraz histondw moze przyczynia¢ si¢ do nasilenia progresji chorob

(Y. Yan i in., 2020).

Hipoteza niniejszej pracy zaktada, ze w stanach patologicznych zwigzanych z podwyzszonym
poziomem homocysteiny dochodzi do wzrostu poziomu histonéw zewnatrzjagdrowych i/lub
zewnatrzkomorkowych, gtéwnie H1 oraz, ze istnieje korelacja pomiedzy poziomami
zewnatrzjagdrowych histonow 1 homocysteiny. Ich interakcje moga wptywaé na progresje

stanow patologicznych i/lub by¢ ich markerami.

W celu zweryfikowania hipotez pracy przeprowadzono analizy z wykorzystaniem modeli in

vitro, in vivo 1 materiatu pochodzacego od pacjentéw kardiologicznych (Rycina 5).
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Hitransferyna

Rycina 5. Graficzne przedstawianie wykorzystanych modeli badawczych.

4.1 Model komorkowy
W celu stwierdzenia, czy podwyzszone stezenie homocysteiny i jej metabolitow powoduje

zwigkszenie poziomu histonow  zewnatrzjadrowych, przeprowadzono analizy z

wykorzystaniem linii komérkowej ludzkiego $rédbtonka (HUVEC).
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4.1.1 Czynniki stresowe i /N-homocysteinylacja histonu

Komorki  byly traktowane roznymi stezeniami Hcy, HTL, histonu oraz histonu
zmodyfikowanego tiolaktonem homocysteiny. N-homocysteinylowany histon (N-Hcy-histon)

byl przygotowywany wedtug procedury opisanej w podpunkcie 3.5.9.

Skutecznos¢ metody N-homocysteinylacji zostata sprawdzona za pomoca analizy LC-MS/MS
(3.5.11), a stopien modyfikacji biatka okreslono metoda Ellmana (3.5.12). Rozdziat
elektroforetyczny (Rycina 6) i analiza spektrometrem (Tabela 15) wykazata, ze histon bydlecy

sktada si¢ gldéwnie z histonu tacznikowego.

25 kDa

H1-89%
Rycina 6. Obraz elektroforetyczny histonu

20 kDa bydlecego (H5505, Sigma Aldrich). Procentowy
udziat poszczeg6lnych histonow.

15 kDa
H3/H2B-7%
H2A-1%
H4-4%

- 10 kDa

Tabela 15. Histony zidentyfikowane w natywnym histonie bydlgcym (H5505, Sigma Aldrich).

Histon Pokrycie sekwencji, % | Score
H1.2 56 25344
H1.3 43 23287
H1.1 46 13294
H2B 26 343
H1.0 6 188
H2A 18 94

Zidentyfikowano trzy warianty histonu H1 (Rycina 7), dla ktérych pokrycie sekwencji
wynosito 44-55%, w tym 15-20 reszt lizyny. Analizowano biatko natywne i modyfikowane 50
mM HTL. Wykazano, ze N-homocysteinylacji ulegto 82% reszt lizyny histonu H1.1, 85% —
HI1.1 oraz 86% — H1.3.
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Rycina 7. N-Homocysteinylacja histonu komercyjnego. A-C — Widma fragmentacyjne trzech N-Hcy-
peptydow zlokalizowanych w histonie H1.1, H1.2, H1.3; D — Schemat zidentyfikowanych wariantow
histonu H1 z zaznaczonymi resztami N-Hcy-Lys i pokryciem sekwencji (kolorem szarym oznaczono
fragmenty taficucha biatkowego, ktore nie znalazty si¢ wsrdd zidentyfikowanych peptydow).
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4.1.2 Zywotno$¢ komérek HUVEC

Dane literaturowe wskazuja, ze zwigkszone poziomy Hcy 1 HTL, histondw wykazujg dziatanie
cytotoksyczne (Mercié i in., 2000; Richards i in., 2023). W zwigzku z tymi doniesieniami
przeanalizowano wpltyw ponizszych zwigzkéw na przezywalno$¢ komoérek ludzkiego

srodbtonka. Hodowle komorkowe poddano dziataniu nastepujacych czynnikow stresowych:

1. Hcy 0,2 mM,

2. Hey 2 mM,

3. HTL 0,2 mM,

4. HTL 2 mM,

5. Histon 100 pg/ml,

6. N-Hcy-histon 100 pg/ml.

Hodowla prowadzona przez 24h w warunkach stresowych przyczynita si¢ do 6,6-krotnego
wzrostu $miertelnosci komorek traktowanych Hcy 2 mM , 15,7-krotnenego komorek
hodowanych w obecnosci HTL 2 Mm 1 11,1-krotnego komorek hodowanych z N-Hcy-
histonem. (Rycina 8 A-H). W odpowiedzi na stres dochodzilo do zwigkszonej agregacji
komorek. Wykazano zblizong liczbe agregatéw w hodowlach prowadzonych w obecnosci Hey
2 mM, HTL 0,2 mM 1 histonu. Najwigkszg liczbe agregatow komorkowych zaobserwowano w
komorkach traktowanych N-Hcy-histonem (3,9-krotnie wigcej w poroéwnaniu do kontroli),
natomiast najmniejsza w komorkach traktowanych HTL 2 mM (Rycina 8 I). Komorki narazone
na stres charakteryzowaty si¢ mniejszymi rozmiarami w poréwnaniu do komoérek hodowanych
w warunkach kontrolnych, przy czym najmniejsze rozmiary obserwowano w komorkach

traktowanych HTL 2 mM oraz N-Hcy-histonem (Rycina 8 J).
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Rycina 8. Komorki srédblonka ludzkiego HUVEC traktowane czynnikami stresujagcymi wykazuja
zmiany w zywotnosci, agregacji oraz wielkosci komorek. Zdjgcia mikroskopowe z zaznaczonymi
agregatami komorek: A — Kontrola; B — Komorki traktowane Hey 0,2 mM ; C — Komorki traktowane
Hcy 2 mM; D — Komorki traktowane HTL 0,2 mM; E — Komérki traktowane HTL 2 mM; F — Komorki
traktowane histonem 100 pg/ml; G — Komorki traktowanie N-Hcy-histonem 100 pg/ml. Wykresy
stupkowe przedstawiajace: H — $miertelno$¢; I — agregacje komorek; J — $rednig wielkos¢ zywych
komorek.
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4.1.3 Pomiar tHcy i histonow zewnatrzkomorkowych

Hodowle komdérkowe poddano dziataniu nastepujacych czynnikow stresowych:

1. Hcy 0,2 mM,

2. Hcy 2 mM,

3. HTL 0,2 mM,

4. HTL 2 mM,

5. Histon 100 pg/ml,

6. N-Hcy-histon 100 pg/ml.

Po 24 h hodowli w warunkach stresowych komorki oraz medium zostaty zebrane do osobnych
proboéwek typu Eppendorf. Z komorek wyizolowano biatka cytoplazmatyczne, ktore postuzyty
do pomiaréw tHcy (3.5.7) oraz histondw zewnatrzjadrowych (3.5.5).

Biatka cytoplazmatyczne byly izolowane na podstawie protokotu izolacji opisanego w pracy

Shechter 1 in. (Shechter i in., 2007), ktora skutecznie rozdziela frakcje cytoplazmatyczng i

jadrowa (Rycina 9).
£ g
250 N
150 ..
2 -
50—
37 .
H1
LI ——
20
: H3/H2B Rycina 9. Sprawdzenie skutecznosci metody izolacji biatek
15 H2A cytoplazmatycznych. Obraz elektroforezy w 14% zelu w
. - s warunkach redukujacych w obecnosci SDS (SDS-PAGE).

Wyniki nieopublikowane dr Ewy Bretes.

10

\

Analiza medium komorkowego wykazala istotny wzrost st¢zenia tiolaktonu homocysteiny w
medium komorek traktowanych Hcy 2 mM (p=0,027), HTL 2 mM (p=0,000045), histonem
(p=0,000001) 1 N-Hcy-histonem (p=0,0023) (Rycina 10 A). Poziom tHcy byt istotnie wyzszy
we wszystkich warunkach stresowych, z wyjatkiem medium komorek traktowanych HTL 0,2

mM, w porownaniu do warunkéw kontrolnych (Rycina 10 B). Najwyzsze stezenie tHcy
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wykazano w medium komorek traktowanych Hey 2 mM i HTL 2 mM (odpowiednio p=0,0073,
p=0,0014). Stresowanie komorek histonem oraz N-Hcy-histonem roéwniez spowodowato
istotny wzrost poziomu tHcy (odpowiednio p=0,0001, p=0,039). We frakcjach
cytoplazmatycznych istotny wzrost stezenia tHcy zauwazono tylko w przypadku hodowli w

obecnosci Hcy 2 mM i HTL 2 mM (p=0,021, p=0,023) (Rycina 10 C).

A B
1400 EZi3
1008 T 1 1200
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= 1000
E; 700 g -
= # £
200 v ‘ 400
0 . ’ : 200
: i | o : _
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1000 s
Rycina 10. Traktowanie komoérek HUVEC
= analizowanymi czynnikami stresowymi
. powoduje zmiany w stezeniu tHcy i HTL. A—
600 o . . o .
2 Stezenie HTL w medium; B-Stezenie tHcy w
1y » medium;  C—Stezenie tHcy we  frakcji
cytoplazmatycznej; *p<0,05, **p<0,01,
200 7 ***p<0,005

mM

K
B
Hey 02 mM R

HTL2

HTL 0,2 mM
N-Hey-histon

We frakcjach cytoplazmatycznych wykazano istotny wzrost pozioméw histonu HI 1 H3 we
wszystkich analizowanych przypadkach z wyjatkiem Hey 0,2 mM 1 HTL 0,2 mM. Najwigkszy
poziom H1 odnotowano w przypadku komoérek hodowanych z Hcy 2 mM, gdzie byl on 4.,4-
krotnie wyzszy niz w komorkach kontrolnych (p=0,039). Hodowle traktowane HTL 2 mM,
histonem oraz N-Hcy-histonem wykazywaly zblizone poziomy cytoplazmatycznego HI,
istotnie wyzsze niz hodowle kontrolne (odpowiednio p=0,0052, p=0,0226, p=0,0005) (Rycina
11 A). Najwyzszy poziom H3 stwierdzono w frakcji cytoplazmatycznej komoérek rosngcych w
obecnosci HTL 2 mM (p=0,0024). Traktowania Hcy 2 mM oraz histonem spowodowaty

podobny wzrost poziomu histonu H3 w stosunku do hodowli kontrolnej (odpowiednio
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p=0,0312, p= 0,0356). Najnizszy, lecz istotny, wzrost H3 wykazano dla komorek traktowanych
N-Hcy-histonu (p=0,0067) (Rycina 11 B).

Analiza medium komorkowego wykazata, ze traktowanie komérek HTL 2 mM nie powoduje
istotnego wzrostu poziomu histonu H1. Zblizone ilosci H1 zaobserwowano w prdobkach
medium komorek stresowanych Hey 0,2 mM, Hecy 2 mM, HTL 0,2 mM oraz N-Hcy-histonem
(odpowiednio p=0,0029, p=0,0065, p=0,024, p=0,0091), natomiast najnizszy wzrost

odnotowano w probkach medium komorek traktowanych histonem (p=0,023) (Rycina 11 C).
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Rycina 11. Traktowanie komoérek HUVEC

analizowanymi czynnikami stresowymi
a powoduje zmiany w poziomie
zewnatrzkomérkowych 1 zewngtrzjadrowych

histonow. A-Membrana Western Blot; B-
Membrana Western Blot; C—Poziom H1 we
frakcji cytoplazmatycznej; D-Poziom H3 we
frakcji cytoplazmatycznej; E—Poziom HI1 w
medium komoérkowym; *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,005.

61110



4.1.4 Obrazowanie mikroskopowe histonu H1

W celu oceny wplywu czynnikow stresowych na zmiany w poziomie i lokalizacji histonu H1,
komoérki HUVEC poddano traktowaniu Hey 1 HTL o st¢zeniu 2 mM, histonem i N-Hcy-

histonem o stezeniu 100 pg/ml, a nastgpnie przeprowadzono analiz¢ immunocytochemiczng.

Obserwacje z uzyciem mikroskopu konfokalnego wykazatly istotny wzrost poziomu histonu H1
zarowno w jadrze komoérkowym (Rycina 12 B) jak i poza nim (Rycina 12 A). Komorki
traktowane Hcy 2 mM wykazywaly 66% wzrost zewnatrzjadrowego oraz 32% wzrost
jadrowego histonu H1 (odpowiednio p=0,00165; p=0,0039) (Rycina 12 D). Najwi¢kszy poziom
zewnatrzjadrowego H1 wykryto w komdrkach traktowanych histonem (Rycina 12 F) (wzrost
6-krotny w pordéwnaniu do warunkéw kontrolnych, p=0,00007), a najwyzszy poziom
jadrowego H1 odnotowano w preparatach traktowanych HTL 2 mM (Rycina 12 E) (wzrost o
90% w stosunku do kontroli, p=0,000007). Komorki traktowane HTL 2 mM (p= 0,0012) oraz
N-Hcy-histonem (p=0,00014) wykazywatly zblizone poziomy zewnatrzjadrowego H1. Co
ciekawe, komorki traktowane histonem mialy wyzszy poziom jadrowego H1 (Rycina 12 G)
(wzrost o 82%), niz komoérki traktowane N-Hcy-histonem (wzrost o 51%) (odpowiednio

p=0,00011, p=0,0017).
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Rycina 12. Traktowanie komoérek Hcy, HTL, histonem i N-Hcy-histonem promuje ekspresje histonu
HI1. Analiza H1 w komorkach ludzkiego $rodbtonka HUVEC za pomocg immunofluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej z uzyciem przeciwciata anty-H1. Wykresy stupkowe poziomu histonu H1 A—
poza jadrem; B-w jadrze. Zdjecia mikroskopowe preparatdéw: C—Komorki kontrolne; D—Komorki
traktowane Hcy 2 mM ; E-Komorki traktowane HTL 2 mM; F-Komorki traktowane histonem 100
pg/ml; G-komorki traktowane N-Hcy-histonem 100 pg/ml. Komoérki HUVEC zostaly poddane
dziataniu wspomnianych czynnikoéw stresowych przez 24 h w temperaturze 37 °C. Kontrole stanowity
komorki nietraktowane. Istotna r6znica w poréwnaniu z grupa kontrolna, *p < 0,05.
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4.2 Mysie modele chordob sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych

W zwiazku z potwierdzeniem w modelu in vitro hipotezy zaktadajacej, ze podwyzszony poziom
Hcy prowadzi do wzrostu poziomu histonéw zewnatrzjagdrowych, postanowiono zbadaé, czy
podobne zjawisko ma miejsce w modelach in vivo. Do badan wybrano mysie modele chorob
sercowo-naczyniowych 1 neurodegeneracyjnych. Wykorzystano myszy ApoE KO oraz SODI
wraz z odpowiadajagcymi im zwierzgtami kontrolnymi, z ktérych pobrano osocze, mozg,
sledzione 1 watrobe. Z tkanek wyizolowano biatka cytoplazmatyczne (3.4.2.1). Wszystkie
materialy przeanalizowano pod katem poziomu tHcy (3.5.7) oraz histonow zewnatrzjadrowych

(3.5.5).

4.2.1 ApoE KO-Osocze

Zgodnie z doniesieniami opisanymi we wstepie niniejszej pracy (1.9), histony zewnatrzjagdrowe
1 zewnatrzkomoérkowe moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju réznych chordb, w tym
neurodegeneracyjnych i nowotwordw. Opierajac si¢ na tej wiedzy przeanalizowaliSmy poziom
histonow zewnatrzkomorkowych w mysim modelu choréb sercowo-naczyniowych i choroby

Alzheimera (ApoE KO).

Analiza Western Blot (Rycina 13 A-B) wykazata, ze w osoczu myszy ApoE KO dochodzi do
50% wzrostu poziomu zewnatrzkomorkowego histonu H1 w poréwnaniu do myszy
kontrolnych (p=0,0104). W celu sprawdzenia, czy zewnatrzkomorkowy histon H1 ma
wlasciwosci antygenowe, zbadano poziom przeciwcial specyficznych wzgledem tego biatka.
Wzrost poziomu H1 w przestrzeni migdzykomorkowej u myszy ApoE KO spowodowat ponad
dwukrotny wzrost przeciwcial anty-H1 w stosunku do myszy kontrolnych (p= 0,048) (Rycina
13 C). Analiza HPLC (Rycina 13 D) wykazala, ze myszy ApoE KO majg o 60% wyzZsze stezenie
tHcy w porownaniu do zwierzat kontrolnych (p=0,0297).

A
ApoE KO WT
[ i ]
transferryna S e e e Wh e v
histon H1 L e e e el v e
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Rycina 13. Knock-out ApoE wptywa na poziom
histonu H1, przeciwcial anty-H1 oraz tHcy w
osoczu. Przedstawiono membrany i wykresy
stupkowe ilustrujace ilo§ciowe oznaczenie biatek
i homocysteiny A—-membrana Western Blot; B—
poziom zewnatrzkomoérkowego histonu H1; C-
poziom przeciwcial anty-H1; D—poziom tHcy;
*p<0,05

Analiza korelacji Pearsona wykazata istotna, pozytywna zalezno$¢ miedzy poziomem H1 i

stezeniem tHcy oraz miedzy poziomem H1 a poziomem przeciwciat anty-H1 u myszy ApoE

KO (Rycina 14). Nie wykazano istotnej korelacji u myszy kontrolnych.

A
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ApoE KO: R? = 0547, p = 0.0361
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ApoE KO: R? = 0639, p = 0.0309
00 WT:R2=0, p= 09742
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1.0
przeciwciato anty-H1, OD 450

Rycina 14. Analiza korelacji u myszy ApoE KO i WT. A— pomi¢dzy poziomem H1 a tHcy; B—pomiedzy

poziomem H1 a anty-H1.
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Aby sprawdzi¢, czy Hcy jest determinantg poziomu H1 w osoczu wykonano analizg regresji
wielorakiej. Wykazano, ze tHcy wpltywa na zwigkszenie si¢ ilosSci histondow HI u myszy,

podobnie jak genotyp (wyrazna tendencja) (Tabela 16).

Tabela 16. Determinanty dla zewnatrzkomodrkowego histonu H1.

Poziom zewnatrzkomorkowego H1
B* Wartos¢ p
tHcy 0,4979 0,016
Przeciwciato anty-H1 0,2931 0,136
Genotyp 0,3923 0,063
F=10,131; p=0,00304; R*=0,77152

4.2.2 ApoE KO-Organy

Zmiany w poziomach tHcy i HI w osoczu myszy sktonily do analizy ich zawarto$ci we
frakcjach cytoplazmatycznych wyizolowanych z mozgu, watroby i $ledziony. Histon H3 jest
najcze$ciej badanym histonem w kontek$cie choréb neurodegeneracyjnych, dlatego

zdecydowano si¢ rowniez sprawdzi¢ jego poziom oraz obecno$¢ modyfikacji H3K9me?2.

W analizowanych organach myszy ApoE KO dochodzi do istotnego statystycznie wzrostu
poziomu histonu H1 (Rycina 15 A-D). Ilo$¢ biatka w mozgu, watrobie i $ledzionie zwigkszyta
si¢ odpowiednio o 30%, 50% 1 70% w poréwnaniu do myszy kontrolnych (odpowiednio
p=0,0288, p=0,0201, p=0,0435). U myszy ApoE KO wykazano istotny statystycznie wzrost
poziomu zewngtrzkomorkowego H3 w §ledzionie o okoto 50% (p=0,0288), natomiast w mozgu
az 0 250% (p=0,0013) w poréwnaniu do myszy kontrolnych. W watrobie nie zaobserwowano
istotnej roznicy w poziomach histonu H3 migdzy grupami (Rycina 15 F). Pomimo zwigkszonej
ilosci H3 w mdzgu, w organie tym wykazano zmniejszony o 55% poziom H3K9me?2 wzgledem
grupy kontrolnej (p=0,0469). W watrobie 1 §ledzionie stwierdzono kolejno 60 1 80% wzrost
modyfikacji (odpowiednio p= 0,0352, p=0,0094) (Rycina 15 G).
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Rycina 15. Knock-out ApoE wptywa na poziom histonu H1, przeciwcial anty-H1 oraz tHcy w mozgu,
watrobie 1 $ledzionie. Przedstawiono membrany i wykresy stupkowe ilustrujace ilosciowe oznaczenie
histonéw 1 homocysteiny. Membrany Western Blot: A—-mdzg; B—watroba; C—$ledziona; D—poziom
zewnatrzjadrowego histonu H1; E-stezenie tHcy; F—poziom zewnatrzjadrowego histonu H3; G poziom
modyfikacji H3K9me2; *p<0,05; **p<0,01.

W celu sprawdzenia potencjalnych zaleznosci migdzy badanymi organami wykonano analiz¢
korelacji Pearsona dla zmierzonych parametrow. Zauwazono, ze histon H1 w mozgu myszy
ApoE KO wykazuje pozytywng korelacje z H3K9me2 w moézgu (p=0,0279) oraz ze
wszystkimi, zmierzonymi parametrami watroby tj.: tHey (p=0,0105), H1 (p=0,00217), H3
(p=0,0136), H3K9me2 (p=0,0201) (Rycina 16 A-E). Watrobowy H1 wykazuje takze pozytywna
korelacje z H3 w tym samym organie i modyfikacja H3K9me2 w moézgu (Rycina 16 F, G).
Zaleznosci pomiedzy H3 w watrobie a H1 w mdzgu 1 watrobie wykazano w obu grupach myszy.
W zwiazku z matlg liczebnoscig grup przeanalizowano takze korelacje z widoczng tendencje 1
zauwazono, ze histon HI w osoczu (Rycina 16 H) wykazal tendencj¢ do negatywnej korelacji

z H3K9me2 w watrobie (p=0,0686), tak samo jak tHcy w mézgu do H3K9me?2 (Rycina 16 I,
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p=0,0634) w mdzgu, H1 w watrobie (Rycina 16 L, p=0,089) i tHcy w $ledzionie (Rycina 16 K,
p=0,0714). H1 w watrobie wykazal tendencje do negatywnej korelacji z tHcy (Rycina 16 M,
p=0,089), a pozytywng do H3K9me2 zmierzonych w tym samym organie (Rycina 16 N,
p=0,0691). Totalna Hcy w §ledzionie wykazywata tendencj¢ do pozytywnej korelacji z HI w
moézgu (Rycina 16 J, p=0,098), a sledzionowy H3K9me2 do modyfikacji w watrobie (Rycina

16 O, p=0,098).
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Rycina 16. Analiza korelacji Pearsona u myszy
ApoE KO i WT: A-H1 do H3K9me2 w mozgu;
B-H1 w mézgu do Hecy w watrobie; C-H1 w
moézgu do HI w watrobie; D-H1 w mdzgu do
H3 w watrobie; E-H1 w m6zgu do H3K9me2 w
watrobie; F-H1 do H3 w watrobie; G-H1 w
watrobie do H3K9me2 w moézgu; H-HI w
osoczu do H3K9me2 w watrobie; [-Hcy do
H3K9me2 w moézgu; J-H1 w mdzgu do Hey w
Sledzionie; K-Hcy w $ledzionie do Hcy w
moézgu; L-H1 w watrobie do Hcy w mézgu; M—
H1 do Hcy w watrobie; N-H1 do H3K9me2 w
watrobie; O-H3K9me2 w watrobie do
H3K9me2 w $ledzionie.

Podobnie jak w poprzednim modelu, u myszy SODI, bedacych modelem stwardnienia

zanikowego bocznego, zmierzono poziom tHcy, H1 i przeciwciat anty-H1 w osoczu. Analiza

Western Blot osocza (Rycina 17 A-B) wykazala istotny, prawie 3-krotny wzrost poziomu

zewnatrzkomorkowego H1 (p=0,0038) i przeciwcial anty-HI1 o 38% (p=0,0225) wzgledem

myszy kontrolnych (Rycina 17 C). Analiza HPLC wykazala ponad 60% wzrost stezenia tHcy

w osoczu myszy SOD1 w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (p=0,029) (Rycina 17 D).
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Rycina 17. Nadekspresja ludzkiego SOD1 wptywa na poziom histonu H1, przeciwciata anty-H1 i tHcy.
Analiza osocza: A-membrana Western Blot; B—poziom zewnatrzkomoérkowego histonu H1; C—poziom
przeciwciat anty-H1; D—stezenie tHcy; *p<0,05; **p<0,01.

Analiza korelacji wykazata, ze pomigdzy poziomem HI, a st¢zeniem tHcy zachodzi istotna,

negatywna zalezno$¢, natomiast pomiedzy H1 a przeciwciatem anty-H1 — pozytywna (Rycina

18).
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Hiftransferyna

SOD1: R*=-0.38, p = 0.024
WT:R?2=0, p = 0.9596
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Hcy, uM
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SOD1: R?=0.388, p = 0.0406{
WT: R?=0.098, p = 0.4121)

0.00 005 0.10
przeciwcialo anty-H1, OD 450

015

Rycina 18. Analiza korelacji Pearsona. A— pomig¢dzy H1 a tHcy; B— pomiedzy H1 a anty-H1.

Aby okresli¢ czy Hcy jest determinantg powodujaca wzrost poziomu H1 wykonano analize

regresji wielorakiej. Wykazano, ze homocysteina 1 genotyp majg istotny wptyw na poziom

zewnatrzkomoérkowego H1 (Tabela 17).

Tabela 17. Wyznaczenie determinanty dla zewnatrzkomorkowego H1.

Poziom zewnatrzkomodrkowego H1
B* Warto$¢ p
tHcy -0,5589 0,0076
Przeciwciato anty-H1 0,2423 0,1594
Genotyp 0,7831 0,0004
F=7,334; p= 0,00205, R?>= 0,55004
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4.2.4 SOD1-Organy

Wykonano analizy frakcji cytoplazmatycznych wyizolowanych z mozgu, watroby i §ledziony.
Ocenie zostaly poddane takie same parametry jak w modelu ApoE KO. Wykazano istotny
wzrost poziomu histonu H1, H3 oraz modyfikacji H3K9me?2 we wszystkich badanych organach
myszy SOD1 w porownaniu z myszami kontrolnymi (Rycina 19). Najwiekszy przyrost
poziomu H1 zaobserwowano w moézgu (69%, p=0,0095). W watrobie i §ledzionie wykazano
wzrost H1 kolejno 0 50% 1 36% (odpowiednio p=0,0241, p=0,0013) (Rycina 19 A, D). Podobne
wzrost zaobserwowano dla H3 w modzgu i watrobie, kolejno o 70 i 80% (odpowiednio
p=0,0263, p=0,0284) wzgledem myszy kontrolnych. W $ledzionie SOD1 wykazano 40%
wiecej HI niz w organach myszy WT (p=0,0243) (Rycina 19 B-C, F). Wykazano ponad 200%
wzrost poziomu modyfikacji H3K9me2 w watrobie myszy SOD1 (p=0,0058), mniejsze roznice
zaobserwowano w moézgu i $ledzionie, gdzie réznica wynosita 50% (p=0,0057) i 64%
(p=0,0149) wzgledem myszy kontrolnych. St¢zenie tHcy (Rycina 19 E) bylo istotnie wyzsze
tylko w watrobie (94%, p=0,0388), natomiast w $ledzionie zauwazono istotny spadek poziomu

tHey (32%, p=0,0375).
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Rycina 19. Nadekspresja ludzkiego SOD1 wptywa na poziom histonow, modyfikacji potranslacyjnych
i tHcy w mozgu, watrobie i $ledzionie. Membrany Western Blot: A—mdzg; B—watroba, C—§ledziona; D—
poziom zewnatrzjagdrowego histonu H1; E—st¢zenie tHcy; F—poziom zewnatrzjadrowego histonu H3;
G—poziom modyfikacji H3K9me2; *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,005.

Analogicznie do poprzednio omawianego modelu przeprowadzono analiz¢ korelacji Pearsona.
Zauwazono, ze myszy SOD1 wykazujg silng, pozytywna korelacje pomigdzy histonem H1 w
watrobie a tHcy w $ledzionie (Rycina 20 A), oraz H1 w $ledzionie i tHcy w watrobie (Rycina
20 C). Watrobowe H1 1 H3 wykazuja istotng korelacje u myszy SOD1 (Rycina 20 B). W grupie
myszy WT zaobserwowano istotng, negatywng korelacje pomigedzy H1 a H3 i H3K9me2 w
sledzionie (Rycina 20 D-E). Cze$¢ z parametrow wykazywata wyrazng tendencje z wysokim
R2. Mézgowy H3 w wykazal tendencje do negatywnej zaleznosci wzgledem tHcy (p=0,0623,
Rycina 20 G) i pozytywna z HI w mézgu (p=0,0643, Rycina 20 F). H1 w m6zgu wykazat takze
tendencje do negatywnej korelacji z H1 w watrobie (p=0,095, Rycina 20 H). Zaobserwowano
tendencj¢ do pozytywnej korelacji pomiedzy Sledzionowym H1 a H3K9me2 w mozgu
(p=0,0725, Rycina 20 J).
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Rycina 20. Wykresy korelacji Pearsona dla SOD1
i WT; A—H1 w watrobie do Hcy w §ledzionie; B—
H1l w watrobie do H3 w watrobie; C-H1 w
$ledzionie do Hcy w watrobie; D-H1 do H3 w
§ledzionie; E-H1 do H3K9me2 w $ledzionie; F—
H1 do H3 w mézgu; G-Hey do H3 w mozgu; H-
55 Hl w moézgu do Hl w watrobie; I-HI w
S0D1 Re=0712,p=00725 $ledzionie do H3K9me2 w mozgu.

WT:R?=0.108, p = 0.4258
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4.3  Analiza modyfikacjach potranslacyjnych w komorkach N2A AD

Jak wspomniano we wstepie, w chorobach sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych
dochodzi do zmian w znacznikach epigenetycznych, ktore moga wptywac na progresj¢ chordb.
Jednym z czynnikow wptywajacych na zmiany we wzorach PTM jest stres komorkowy
(Garcia-Giménez i in., 2021). W celu zidentyfikowania zmian we wzorze PTM histonow
spowodowanych stresem homocysteinowym, komorki N2A z mutacja szwedzka (N2A AD),
ktére sa komorkowym modelem choroby Alzheimera, traktowano réznymi st¢zeniami Hcey 1
HTL. Podobnie jak w poprzednim model komoérkowym, zaobserwowano tworzenie si¢

agregatow komorkowych i1 zwigkszong $miertelnos¢ komorek N2A AD traktowanych HTL

(Rycina 21).

A B
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Rycina 21. Komorki neuroblastomy N2A AD traktowane homocysteing i tiolaktonem homocysteiny
wykazujg zwigkszong $miertelno$¢ i wzrost agregatow komorkowych. Kontrole stanowig komorki
nietraktowane. Zdjecia mikroskopowe A—komorek kontrolnych; B-N2A AD stresowanych 1,6 mM
Hcy; C-N2A AD traktowanych 1,6 mM HTL; D—wykres stupkowy $miertelnosci.

Poziom tHcy i modyfikacje PTM zostaly zmierzony w ekstraktach biatkowych, bez
rozdzielenia na frakcje jadrowe i cytoplazmatyczne. Wykazano istotny wzrost poziomu tHcy
we wszystkich testowanych stezeniach Hcy 1 HTL w poréwnaniu do hodowli kontrolnych

(p<0,001) (Rycina 22).

1000 Rycina 22. Komorki neuroblastomy N2A AD
900 o traktowane Hcy i HTL wykazuja zwigkszony
poziom tHcy. Kontrole stanowia komorki
nietraktowane. ***p<0,001
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Aby sprawdzi¢ zmiany w histonowych PTM wykonano analizy LC-MS/MS. Majac na uwadze
wczesniejsze doswiadczenia z modyfikacjami histonu komercyjnego, do analizy PTM
wykorzystano komorki poddane stresowi przy skrajnych stezeniach homocysteiny i tiolaktonu.
Wyniki otrzymane ze spektrometru masowego wykazaly, ze dochodzi do licznych zmian w
histonowych PTM (Tabela 18) co moze prowadzi¢ do =zaburzeh w prawidlowym

funkcjonowaniu komorek 1 progresji stanéw patofizjologicznych.
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Tabela 18. Modyfikacje potranslacyjne histonéw komorek N2A AD: ac—acetylacja, b—butyrylacja, p—
fosforylacja.

kontrola Hcy 0,2 mM Hcy 2 mM HTL 0,2 mM HTL 2 mM
Histon H3
H3.1K19ac - + + - +
H3.1K28ac - + + - +
H3.1K123ac - + + + +
H3.1K15b - + + - +
H3.1K19b - + - - +
H3.1K38b - + - - +
H3.1K80b + - + - +
H3.1K123b - - + - +
H3.1S58p + + - - +
H3.1S29p + - - -
H3.1S11p + + - + +
H3.1Y55p - - + - -
H3.1T119p - - + - +
Histon H4
H4K78ac + - - + +
H4K80ac - 0 + - -
H4K9b + - - + -
H4K21b + + + - -
H4K60b - - ] ] .
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kontrola

Hcy 0,2mM

Hcy 2mM

HTL 0,2 Mm

HTL 2mM

Histon H2A

H2AJK96ac

H2A.XK6ac

H2A.VS10p

H2A T3 K6ac

H2A T3 K10ac

H2A T3 K96ac

H2A T2 K6ac

H2AT2 K10ac

Histon H2B

H2B T2K86ac

H2B.U K86ac

Histon H1

H1.0 K82ac

H1.0K85ac

H1.0 N-TERM

H1.2 K34ac

H1.10 S184p
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4.4 Model ludzki

Z uwagi na to, ze w modelach in vitro jak 1 in vivo potwierdzono hipoteze mowigca, ze
podwyzszony poziom Hcy zwigzany jest z akumulacjg zewnatrzjadrowego H1, istotne stato si¢
sprawdzenie czy podobne zalezno$ci maja miejsce w organizmie cztowieka, co mogloby
wptywac na progresj¢ choréb. W analizowanych modelach mysich wykazano istotne zmiany w
poziomach histonu HI1, ktore towarzyszyly zwigkszonym st¢zeniom homocysteiny w
zmutowanych myszach, oraz istotng korelacje pomiedzy poziomem tego bialka a
homocysteing. W celu sprawdzenia, czy taka sama zalezno$¢ wystepuje u ludzi, okreslono
poziom zewnatrzkomodrkowego histonu H1 w osoczu pacjentéw z zylng chorobg zakrzepowo-
zatorowg (VTE). Badaniu poddano material pochodzacy od 0séb z poziomem tHcy < 11 uM i
> 18 uM.

Rycina 23 oraz Tabela 19 przedstawiajg charakterystyke badanej grupy.
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Rycina 23. Charakterystyka pacjentow z VTE.
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Tabela 19. Opis grup pacjentow z VTE. Dane dotyczace wieku, pici, Hey, Cys, CysGly i GSH

otrzymano z Katedry Chemii Srodowiskowej Uniwersytetu £odzkiego.

Grupy | Hcy<l1lumol/l | Hey>18umol/l | Warto$¢ p

Parametry

Wiek, lata 41£13 46+12 0,20658
Pte¢, % (kobiety/ mg¢zezyzni) | 74/26 36/64 0,01139
Hcy, uM 7,97+£2,11 21,96+2,63 0,00001
Cys, uM 155,2+40,82 217,13£49,37 | 0,00048
CysGly, uM 26,08+7,65 31,91+6,56 0,01023
GSH, uM 5,11+1,49 6,34+1,70 0,02371
Hl1/transferyna 0,85+0,32 1,11+0,34 0,01486
Anty-H1 IgG, OD 450 0,06+0,01 0,08+0,04 0,04438

Analiza osocza wykazata 30% wzrost poziomu histonu H1 (Rycina 24 A-B) 132% przeciwciala

anty-H1 (Rycina 24 C) w grupie pacjentow z HHcy w poréwnaniu do oséb z normalnym

poziomem tHcy (odpowiednio p=0,0149, p=0,0268).

A

tHey> 18 umol/l

tHey< 11 pmol/l

r r 1
Transferyna [La e — e o e |

T T e

H1/transferyna

Hey <11 yM

Hey >18 uM

OD, 450 nm

przeciwcialo anty-H1

Hey >18 yM

Rycina 24. PodwyZszone stezenie homocysteiny u pacjentéw z zylng choroba zakrzepowo-zatorowa
wplywa na zmiany w poziomie zewnatrzkomoérkowego histonu H1 w osoczu. A—membrana Western
Blot; B-wykres poziomu histonu H1; C—wykres poziomu przeciwciat anty-H1;*p<0,05.

Przeprowadzono analize¢ korelacji dla wszystkich dostepnych parametréw (Hcey, Cys, CysGly,

GSH), ktora wykazata, ze histon H1 w obu grupach jest pozytywnie skorelowany z poziomem
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homocysteiny, i negatywnie skorelowany z poziomem Cys w grupie z HHcy (Rycina 25 A, E).

Wykazano takze, ze histon H1 i Hecy w grupie oséb z normlanym poziomem Hcy jest

pozytywnie skorelowany z wiekiem pacjentow (Rycina 25 B, D) oraz, ze histon H1 w grupie z

HHcy jest negatywnie skorelowany z poziomem przeciwciat anty-H1 (Rycina 25 B-C).
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Rycina 25. Wykresy korelacji: A—pomiedzy
poziomem H1 a Hey; B—pomiedzy H1 a wiekiem;
C—pomiedzy poziomem HI a przeciwcialem; D—
pomiedzy Hey a wiekiem; E—pomiedzy H1 a Cys.
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Poziom H1 byt wyzszy o prawie 30% w grupie pacjentdéw powyzej 50 roku zycia w poréwnaniu
z osobami mtodszymi (p=0,0166) (Rycina 26). Obie grupy nie rdznily si¢ stezeniem
homocysteiny (p=0,95).

Rycina 26. Wiek wptywa na zmiany w poziomie
zewnatrzkomdrkowego histonu H1. Wykres
stupkowy pokazuje 28% wzrost H1 w grupie >50
lat.

H1/transferyna

> 50 lat

Przeprowadzono analize regresji wielorakiej, ktorej celem bylo znalezienie determinantow
poziomu H1 w osoczu pacjentéw z VTE. Wykazano, ze wiek, stezenie homocysteiny i cysteiny
mialy istotny wpltyw na akumulacj¢ H1 (Tabela 20). Wzrost stezenia homocysteiny
(B*=0,5078), miat nieznacznie wigkszy wptyw na poziom H1 niz wiek (*=0,4745). Cysteina
wykazala odwrotny wptyw na ilos¢ H1 (B*=-0,449).

Tabela 20. Determinanty zewnatrzkomoérkowego histonu H1 w osoczu pacjentow z zylng choroba
zakrzepowo-zatorowa — regresja wieloraka.

Poziom zewnatrzkomorkowego histonu H1
p* Wartos¢ p
Pte¢ 0,0726 0,6386
Wiek 0,4745 0,0032
Hcy 0,5078 0,0108
Cys -0,4486 0,0251
CysGly 0,0700 0,6860
GSH 0,0903 0,5703
Przeciwciato anty-H1 0,0551 0,7081
F=3,5031, p=0,0062, R*=0,2994
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5. Dyskusja

Wraz z postepem nauki odkryto, ze histony, pierwotnie uznawane za biatka zwigzane z
upakowaniem informacji genetycznej i zlokalizowane w jadrze komoérkowym, moga petnic¢
rowniez inne funkcje poza jadrem komoérkowym. Uwalnianie histondw z komorki moze
zachodzi¢ zardwno aktywnie, jak 1 pasywnie, w wyniku uszkodzen, stresu lub Smierci komorki.
Po opuszczeniu nukleosomu histony moga petni¢ funkcje wzorcow molekularnych zwigzanych
z uszkodzeniami (DAMP) (X. Li i in., 2022). Histonowe DAMP wchodza w interakcje z
receptorami TLR 1 fosfolipidami bton komoérkowych, prowadzac do uszkodzen komorek
poprzez indukcje uwalniania chemokin, cytokin i aktywacj¢ komoérek odpornosciowych w
sasiadujacych komorkach, a takze bezposrednia cytotoksycznosé. Dziatanie uktadu
odpornosciowego w duzej mierze opiera si¢ na interakcji receptorow rozpoznajacych wzorce
(PRR) z wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami (PAMP) Ilub DAMP.
Pozakomorkowe histony, bedace czescia DAMP, aktywuja wrodzong odpowiedz
immunologiczng w sposob podobny do PAMP, wspierajac dojrzewanie komorek
odporno$ciowych. Histony obecne w przestrzeni migdzykomoérkowej moga wigzaé si¢ z
dwuniciowym DNA (dsDNA) lub biatkiem o wysokiej ruchliwosci (HMGBI1), tworzac
kompleksy DAMP, ktore inicjuja i podtrzymuja ogdlnoustrojowa odpowiedz zapalng oraz
wywotujg toksyczne uszkodzenia (X. Li 1 in., 2022).

Coraz wigcej badan wskazuje, ze zewnatrzjadrowe histony sa obecne w wielu stanach
patofizjologicznych (Zukowska & Perla-Kajan, 2024). Do tej pory jednak nie badano
powigzania pomiedzy histonami zewnatrzjagdrowymi a homocysteing. Wykazano, ze w ponad
100 stanach chorobowych wystepuje podwyzszone stgzenie homocysteiny. W niektorych
przypadkach homocysteina stuzy jako biomarker, a w innych, takich jak choroby sercowo-
naczyniowe czy choroby neurodegeneracyjne, moze by¢ bezposrednim czynnikiem ryzyka
(Smith & Refsum, 2021). Hcy moze powodowaé uszkodzenia komorek poprzez stres
oksydacyjny, uszkodzenia DNA 1 aktywacje czynnikow proapoptycznych (Ganguly & Alam,
2015). Zaburzenia w prawidlowej pracy komorek wywotane HHcy moga prowadzi¢ do

aktywacji mechanizmow ochronnych komorki oraz uwolnienia histonéw w postaci DAMP.

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy byto stwierdzenie, czy homocysteina wptywa
na uwalnianie histonow H1 jako DAMP oraz czy zaburzenia metabolizmu jednostek

jednoweglowych, ktorym towarzyszy podwyzszony poziom homocysteiny, zmieniajg
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modyfikacje potranslacyjne histonow, ktore moga zaburza¢ funkcjonowanie bialek i wplywac

na rozwdj choréb sercowo-naczyniowych oraz neurodegeneracyjnych.

Cel zrealizowano z wykorzystaniem modeli in vitro, in vivo oraz materialu pacjentow z zylng

chorobg zakrzepowo-zatorowa.

5.1 Analiza modelu in vitro

Jednym z mechanizméw pozwalajacych na przetrwanie w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych jest tworzenie agregatow komorka-komoérka. Agregacja ta moze zachodzi¢
migdzy innymi dzigki interakcji bialek powierzchniowych sasiadujacych komorek. Powstate
powigzania pozwalaja regulowaé procesy takie jak apoptoza, migracja, proliferacja czy
réznicowanie komorek, co wspiera utrzymanie homeostazy, zwlaszcza w warunkach

stresowych (Ma i in., 2022).

Analiza hodowli komérkowej HUVEC wykazata zwigkszong $miertelno$¢ spowodowang
dziataniem badanych czynnikow stresowych, z ktorych najwieksza toksyczno§¢ wywotaty HTL
2 mM, N-Hcy-histon oraz Hcy 2 mM (odpowiednio okoto 16-, 11-, 7-krotny wzrost
$miertelnosci). Wczesniejsze badania prowadzone na komérkach HUVEC wykazaly, Ze linie
komorkowe traktowane 200 puM HTL ma 30-krotnie wigksza toksyczno$s¢ w poréwnaniu do

hodowli prowadzonej w obecnosci 200 uM homocysteiny (Chubarov, 2021).

W niniejszej pracy kazdy rodzaj czynnika stresowego, z wyjatkiem HTL 2 mM, powodowat
zwigkszong agregacje komorkowa, co moze by¢ zwigzane z aktywacja mechanizmow
przetrwania. Narazenie na bardzo silny stres moze prowadzi¢ do naglej $mierci komorkowe;,
bez aktywacji wspomnianych mechanizmow, co moze ttumaczy¢ najmniejsza liczbe agregatéw
w komorkach poddanych dzialaniu najwyzszego stezenia HTL, ktore przyczynito si¢ do okoto

16-krotnego wzrostu $miertelno$ci w porownaniu do hodowli w warunkach kontrolnych.

Istnieje wiele mechanizméw toksyczno$ci homocysteiny, a jednym z nich jest wzrost stresu
oksydacyjnego (Chubarov, 2021), ktory moze prowadzi¢ do zwigkszenia poziomu DAMP.
Obecnos¢ homocysteiny w medium komorkowym moze aktywowa¢ mechanizmy odpowiedzi
na stres, a dlugotrwata ekspozycja na niekorzystne warunki powoduje przej$cie komorek w stan
programowanej $mierci. Wykazano, ze podczas apoptozy dochodzi do zmniejszenia wielko$ci
komorek, natomiast w nekrozie komorki zwigkszajg swojg objetos¢ (Fuldaiin., 2010). Badania

na podwdjnych mutantach Dictyostelium discoideum, pozbawionych dwoch bialek
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sieciujacych, wykazaly zmniejszenie wielkosci komorek o 3 pm w poréwnaniu z komorkami
kontrolnymi (Rivero i in., 1996). Podobnie, w badaniach na komorkach HUVEC,
zaobserwowano zmniejszenie wielkosci komoérek w odpowiedzi na stres, co wigzano z
aktywacjg mechanizmu autofagii, ktory pomaga komorkom przetrwa¢ w trudnych warunkach,

poprzez redukcje ich rozmiaru i degradacje uszkodzonych organelli (M. Hu i in., 2024).

W niniejszej pracy wykazano sukcesywne zmniejszanie si¢ rozmiarOw zywych komorek linii
komoérkowe] HUVEC w odpowiedzi na stres. Najmniejsze komorki zaobserwowano w hodowli
poddanej dziataniu HTL 2 mM i N-Hcy-histonu, co wskazuje na aktywacj¢ mechanizmow

obronnych.

Ocena poziomu HTL w medium po hodowli komérek w obecnos$ci analizowanych czynnikow
stresowych wykazata jego istotny wzrost w komorkach traktowanych HTL 2 mM, Hcy 2 mM,
histonem oraz N-Hcy-histonem, przy czym najwyzsze stezenie byto obserwowane w przypadku
stresu wywolanego HTL 2 mM. Poziom HTL w medium byt nizszy od uzytego do hodowli, ze
wzgledu na hydrolize HTL, N-homocysteinylacj¢ biatek obecnych w medium oraz transport do
wnetrza komorki. Dodatkowo zaobserwowano, ze stgzenie tHcy w medium istotnie wzrosto we

wszystkich analizowanych warunkach z wyjatkiem HTL 0,2 mM.

Analiza poziomu Hl w medium komoérkowym wykazata istotny wzrost tego histonu w
hodowlach komoérkowych traktowanych Hey 0,2 1 2 mM, HTL 0,2 mM, histonem 1 N-Hcy-
histonem. Brak wzrostu poziomu H1 w medium hodowli komoérkowych traktowanych HTL 2
mM moze $wiadczy¢ o braku aktywacji wspomnianych mechanizméw obronnych i naglej

smierci komorkowej, spowodowanej duzym poziomem stresu.

We frakcjach cytoplazmatycznych komorek wzrost poziomu tHcy zaobserwowano tylko w
hodowlach poddanych dziataniu najwyzszego stezenia Hcy 1 HTL. Badania wykazaty réwniez
istotny wzrost poziomu histonow H1 1 H3 we frakcjach cytoplazmatycznych komorek
traktowanych Hey 2 mM, HTL 2 mM, histonem oraz N-Hcy-histonem. Najwyzszy poziom H1
zaobserwowano w cytoplazmie komoérek hodowanych w obecnosci Hecy 2 mM, a hodowle
traktowane HTL 2 mM 1 histonem wykazywaly podobne poziomy H1. Najnizszy, cho¢ istotny
poziom cytoplazmatycznego H1, stwierdzono w przypadku komorek hodowanych z dodatkiem
N-Hcy-histonu. Dla cytoplazmatycznego histonu H3 zaobserwowano odwrotng zaleznos$¢ —
najwiekszy wzrost odnotowano w cytoplazmie komorek traktowanych HTL 0,2 mM. Stres Hey
2 mM 1 histonem wykazaly podobne poziomy H3, natomiast najmniejszy, istotny poziom,

zaobserwowano w komoérkach poddanych dziataniu N-Hcy-histonu.
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Komorki narazone na stres aktywuja mechanizmy przetrwania i reorganizuja swoje procesy,
aby maksymalnie wydluzy¢ czas przezycia. Jednym z mechanizméw reorganizacji jest
nadekspresja histonu H1, ktory po transporcie do jadra komoérkowego zmienia kondensacje
chromatyny, wspomagajac utrzymanie stabilnosci genomu (Gurdaiin., 2015;Y. Liiin., 2018a).
Wysoki poziom H1 w komérce powoduje jego uwalnianie na zewnatrz, gdzie petni funkcje
histonowego DAMP. Tego rodzaju komunikacja komodrka-komorka jest uwazana za kluczowy

sposob interakcji w warunkach stresu (Q. Zhang i in., 2013).

Zmiana organizacji funkcjonowania komorek i/lub catych kolonii komoérkowych bedzie
stanowila element mechanizmu przetrwania (Ma i in., 2022). Jak wykazano w badaniach,
komorki narazone na dziatanie Hey (Maler i in., 2003), HTL (Merci¢ i in., 2000) i
zewnatrzkomorkowych histonéw wykazujg zmniejszong zywotno$¢ spowodowang aktywacja
mechanizmu apoptozy (Beltran-Garcia i in., 2022). Hodowanie komoérek we wspomnianych
warunkach powoduje wzrost stresu oksydacyjnego, a w konsekwencji stanéw zapalnych
(Beltran-Garcia i in., 2022; Mercié i in., 2000). Zwigkszony poziom histonow w komorce i poza

nig jest czynnikiem zaostrzajacym stany patologiczne (Pérez-Cremades i in., 2023).

Wyniki niniejszej pracy sugeruja, ze stres spowodowany traktowaniem opisanymi warunkami
powoduje zwigkszenie interakcji pomigdzy komoérkami 1 aktywacje mechanizmu
programowanej $mierci. Zwigkszenie ekspresji histonu H1 1 jego transport do jadra
komorkowego, jest elementem przetrwania, prowadzacym do kondensacji chromatyny, w celu
naprawy, powstalych na skutek stresu, uszkodzen (Ouararhni 1 in., 2024), z drugiej strony, ich

obecno$¢ poza jadrem wzmaga stres oksydacyjny 1 $mier¢ komorek.
5.2 Mysie modele chorob sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych

Wyniki otrzymane z do§wiadczen prowadzonych na hodowlach in vitro, potwierdzajace gtéwna
hipoteze niniejszej pracy, sklonity nas do sprawdzenia opisanych zalozen w modelach in vivo.
Do analiz uzyto dwoch modeli mysich: ApoE KO 1 SOD1, ktore sg wykorzystywane w nauce
odpowiednio, jako zwierzece modele chorob sercowo-naczyniowych i choroby Alzheimera
oraz stwardnienia zanikowego bocznego. Wykazalismy, ze w osoczu myszy ApoE KO 1 SOD1
dochodzi do odpowiednio 30 i 50% wzrostu poziom Hcy w pordéwnaniu do zwierzat
kontrolnych. Mimo, ze w obu grupach wykazano istotnie wyzsze stezenie homocysteiny, to
roznily si¢ one pomiedzy modelami. Zaobserwowano, ze u myszy ApoE KO stezenie tHcy jest

niemal 5-krotnie wyzsze niz w przypadku zwierzat SOD1.
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Podwyzszony poziom tHcy w osoczu, w chorobach sercowo-naczyniowych zostal wielokrotnie
opisany w literaturze. Wykazalis$my, ze $redniego st¢zenia tHcy u myszy ApoE KO wynosito
okoto 5 umol/l, co jest zgodne z wezesniejszymi doniesieniami mowigcymi o Srednim stezeniu

rzgdu 3,5 pmol/l (Handy i in., 2004; Xiaoling i in., 2016).

Zhang i in. wykazali, ze poziom Hcy u 4 miesiecznych myszy SOD1 jest 1,8-krotnie wyzsze w
porownaniu do zwierzat kontrolnych 1 wynosi srednio 6,34 umol/l (X. Zhang 1 in., 2008). W
metaanalizie z 2023 roku Hu i Wang wykazali, ze st¢zenie homocysteiny u o0sob ze
stwardnieniem zanikowym bocznym (ALS) nie r6zni si¢ istotnie od grupy kontrolnej (N. Hu &
Wang, 2023). Jednakze wzrost Hcy w osoczu pojawia si¢ dopiero po wystapieniu objawow
motorycznych (X. Zhang i in., 2010). W swojej pracy Hu i Wang wskazuja, Ze $rednie st¢zenie
Hcy u 0séb z ALS wynosi 1,56 pmol/l (N. Hu & Wang, 2023). Wyniki otrzymane przez Bame
1 in. pokazuja roéwnie niskie ste¢zenia metioniny i cysteiny u myszy SOD1, co moze sugerowac
zaburzenia w cyklu metioninowym, prowadzace do obnizenia poziomu homocysteiny (Bame i

in., 2014).

Srednie stezenie tHcy u myszy SODI1, analizowanych w tej pracy, wyniosto okoto 1,1 pmol/l,
co jest zgodne z wynikami analizy osocza ludzi uzyskanymi przez Hu 1 Wang, lecz sprzeczne
z danymi otrzymanymi w badaniach myszy SOD1 (X. Zhang i in., 2008). Niezgodnos¢ z
wynikami z pracy Zhang i in. moze by¢ spowodowane r6znym wiekiem analizowanych myszy.
Autorzy zwracajag uwage, ze u myszy przez nich analizowanych, dochodzi do znacznego
obumarcia neuronéw ruchowych. Nie posiadamy takich samych danych na temat zwierzat
przez nas badanych. Zgodnie z praca Zhang i in. z 2010, poziom Hcy wzrasta wraz z
wystgpieniem objawow motorycznych (X. Zhang i in., 2010), wigc mozemy przypuszczaé, ze
myszy analizowane w niniejszej pracy mialy nizszy poziom zaawansowania choroby niz

zwierzeta opisane przez Zhang.

Wspo6lna, patologiczng cecha wielu chordb, w tym, neurodegeneracyjnych, jest nieprawidlowa
1 nadmierna akumulacja bialek, z ktorych cze$¢ moze funkcjonowaé jako alarminy DAMP
(Thundyil & Lim, 2015). W literaturze opisano r6zne DAMP takie jak HMGBI1, HSP czy
histony (Murao i in., 2021). Histony zewnatrzkomorkowe moga wigzac¢ si¢ z receptorami PRR,
aktywujac odpowiedz immunologiczng, co prowadzi do uszkodzenia narzadéw i progresji
stanow patologicznych Majac na uwadze doniesienia o toksycznym dziataniu histonu
lacznikowego, postanowiliSmy zbada¢ jego nagromadzenie w osoczu opisanych modeli.

Wykazali§my, ze poziom zewnatrzkomorkowego histonu H1 jest istotnie wyzszy w osoczu
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myszy ApoE KO i SODI, odpowiednio o 70 i 180%, w pordéwnaniu ze zwierzetami

kontrolnymi.

Jak zostalo wspomniane, zwickszone poziomy histonu H1 wykazuja toksyczne dziatanie na
komorki. W celu sprawdzenia, czy akumulacja H1 przyczynia si¢ do wywotania odpowiedzi
immunologicznej i produkcji specyficznych przeciwcial, wykonano analiz¢ poziomu anty-H1
IgG w osoczu myszy. Wedlug mojego stanu wiedzy, podobne analizy nie byly wcze$niej
wykonywanie. W niniejszej pracy wykazano znaczacy wzrost poziomu IgG ukierunkowanych
na H1 u ApoE KO i SOD1, odpowiednio o 215 1 30% w poréwnaniu do myszy kontrolnych, co

potwierdza hipoteze, ze zewnatrzkomorkowy H1 ma wlasciwosci antygenowe.

Zwigkszone stezenie Hcy powoduje wzrost stresu oksydacyjnego i $mier¢ komorek,
(Skovierova i in., 2016), co moze prowadzié¢ do zwigkszenia ilosci DAMP w osoczu (Murao i
in., 2021). Zewnatrzkomorkowe histony dziatajace jako DAMP aktywuja receptory TLR, co
przyczynia si¢ do wzrostu ich toksyczno$ci 1 stanu zapalnego. Jednym z mechanizméow
toksycznos$ci jest ekspresja inflamasomu NLPR3 i interleukin prozapalnych IL-1B poprzez
szlak zalezny od TLRY (Y. Li i in., 2024). Aktywacja TLR9 prowadzi do uwolnienia
reaktywnych form tlenu, ktore aktywujg NLPR3, kaspaze 1 oraz powoduja dalszg rekrutacje
komorek odpornosciowych (Rycina 28). Ponadto zewnatrzkomodrkowe histony indukuja
uszkodzenia komorek §rodbtonka i nabtonka poprzez agregacje ptytek krwi (X. Li i in., 2022).
Histony zewnatrzkomoérkowe promuja piroptoze makrofagdw przecherzykowych przez szlak
zalezny od NLRP3, co prowadzi do nasilenia stanu zapalnego w plucach (Jiang i in., 2021). W
badaniach na myszach ApoE KO z dietetyczng hiperhomocysteinemia wykazano wzrost
poziomu NLRP3, ktéry byt zwigzany z nasileniem stanu zapalnego i progresja miazdzycy
(Wang 1 in., 2017). Cho¢ nie okreslono doktadnego mechanizmu aktywacji inflamasomu w
warunkach HHcy, sugeruje si¢, ze zwigkszony poziom histonowych DAMP moze by¢

zaangazowany w ten proces.
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Rycina 27. Uproszczony schemat aktywacji inflamasomu NLRP3 przez DAMP (kolor turkusowy).

W zwigzku z istotnym wzrostem poziomow H1 i tHcy w osoczu analizowanych modeli mysich,
przeprowadziliSmy analize korelacji Pearsona, ktora wykazala istotng statystycznie pozytywna
korelacje pomigdzy tHey a histonem H1 w modelu myszy ApoE KO. Co wigcej, analiza regresji
wielorakiej wykazata, ze homocysteina jest determinantg poziomu H1. Odwrotna sytuacja ma
miejsce w modelu SOD1, gdzie wykazano istotng statystycznie negatywng korelacje pomigdzy
tHcy a H1. W swojej pracy Zhi-Peng You zwrdcit uwage, ze dysmutaza ponadtlenkowa wplywa
negatywnie na poziom homocysteiny (You i in., 2018), co moze wyjasnia¢ relacj¢ pomigdzy
histonem a Hcy w tym modelu. Zwigkszony poziom H1 w osoczu moze by¢ nastepstwem
aktywacji uktadu odpornosciowego obserwowanego w stwardnieniu zanikowym bocznym,

niezaleznie od stezenia tHey (Zhao i in., 2013).

Coraz czestszym przedmiotem badan naukowcow sg tak zwane osie organ-organ, ktdre maja
odpowiada¢ za komunikacje wewnatrz organizmu. Dane literaturowe wskazuja, ze przy ostrym
uszkodzeniu moézgu wywolanym udarem dochodzi do zmian w obwodowej odpowiedzi
immunologicznej. Liesz 1 in. wykazali, Ze podczas udaru niedokrwiennego biatka DAMP
zostajg uwolnione do przestrzeni miedzykomorkowej, co prowadzi do wydzielania cytokin i
proliferacji $ledzionowych komérek supresorowych, ktore dzialajg hamujaco na odpowiedz
immunologiczng. Autorzy sugeruja, ze czasteczki DAMP moga odgrywaé kluczowa role w
mechanizmie komunikacji migdzy mozgiem a ukladem odpornosciowym (Liesz 1 in., 2015).
Inne badania potwierdzily, ze DAMP uwalniane z uszkodzonego mozgu aktywuja ekspresje
inflamasomu NLRP3 i interleukiny 13, co prowadzi do nasilenia stanu zapalnego (Savage i in.,

2012).

Biorac pod uwage powyzsze dane istotne stato si¢ sprawdzenie, czy w mysich modelach choréb

sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych dochodzi do wzrostu poziomow histonow
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zewnatrzjadrowych 1 tHcy. Do badan uzyto frakcji cytoplazmatycznych wyizolowanych z
moézgu, $ledziony i watroby zwierzat modelowych, w ktoérych zmierzyli$my, tak samo jak w
osoczu, poziom tHcy i HI1. Najczes$ciej analizowanym histonem w kontek$cie chordb
neurodegeneracyjnych, jest histon H3, dlatego zdecydowalis$my si¢ na dodanie tego biatka oraz

jego modyfikacji H3K9me2 do analiz.

Przeprowadzone analizy wykazaly istotny wzrost poziomu zewnatrzjagdrowego histonu H1 1 H3
w mozgach myszy ApoE KO i SODI. Co ciekawe, w obu modelach nie zaobserwowano
istotnego wzrostu stezenia tHcy w tym organie. Ponadto stwierdzono, ze w mézgach zwierzat
ApoE KO dochodzi do spadku poziomu modyfikacji potranslacyjnej H3K9me2 w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, w przeciwiefstwie do myszy SODI1, gdzie odnotowano jej znaczacy

wzrost.

H3K9me2 jest epigenetycznym markerem zwigzanym z represja transkrypcji (Bennett 1 in.,
2019a). Santana i in. wykazali, Ze w mozgach os6b z choroba Alzheimera poziom H3K9me2
ulega wzrostowi (Santana i in., 2023). Odwrotna sytuacja ma miejsce w chorobach sercowo-
naczyniowych, gdzie spadek poziomu tej modyfikacji zostal powigzany ze zwigkszonym
ryzykiem miazdzycy (Harman 1 in., 2019). Badania wskazujg na wzrost poziomu H3K9me2 w
moézgach osob z chorobg Alzheimera (Rycina 3), Huntingtona, Parkinsona oraz ataksja
Friedreicha (Basavarajappa & Subbanna, 2021), jednak nie badano jeszcze tej modyfikacji w
kontekscie ALS. Nasze badania wnosza nowe informacje o zmianach epigenetycznych w

chorobach neurodegeneracyjnych.

Analiza frakcji cytoplazmatycznej watroby 1 §ledziony wykazata istotny wzrost poziomow H1
1 H3K9me2 w obu modelach mysich w odniesieniu do grupy kontrolnej. Poziom histonu H3
byt istotnie wyzszy w $ledzionie zwierzat ApoE KO 1 SODI1, natomiast watrobowy H3 wzrost
tylko u myszy SOD1 w poréwnaniu do osobnikéw kontrolnych. Mimo Ze poziom tHcy w
osoczu myszy ApoE KO byl znacznie wyzszy niz u zwierzat SODI, w organach
zaobserwowano odwrotng tendencje. W watrobach obu modeli stwierdzono istotnie wyzszy
poziom tHcy w poréwnaniu do grup kontrolnych. W organach modelu ApoE KO wynosito on
srednio 1 pmol Hey/mg biatka, natomiast u SOD1 byto to az 33 pmol Hcy/mg biatka. Uzyskane
stezenie tHcy w $ledzionie obu modeli byto podobne, ale tendencja odwrotna —u myszy SODI
wykazano istotny spadek poziomu homocysteiny w porownaniu do zwierzat kontrolnych.
Brakuje danych literaturowych na temat obecnos$ci opisywanych parametrow w watrobie i

$ledzionie wskazanych modeli, w zwigzku z czym, otrzymane przez nas wyniki dostarczaja
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nowych informacji na temat potencjalnej osi komunikacyjnej w chorobach

neurodegeneracyjnych.

0§ mdzg-watroba-jelito to ztozona sie¢ komunikacyjna, ktora taczy osrodkowy uktad nerwowy,
watrobe i jelita. Jednym z kluczowych aspektéw tej osi jest wptyw na modulacj¢ aktywnos$ci
komorek odpornosciowych. Zaréwno watroba, jak i przewdd pokarmowy majg istotny wplyw
na funkcje poznawcze i zdrowie psychiczne poprzez regulacje wrodzonej odpornosci 1 sktadu
mikrobiomu jelitowego (Giuffré¢ & Moretti, 2023). Watroba odgrywa kluczowa role w
utrzymaniu homeostazy sktadnikow odzywczych i energetycznych, a rozwdj patologii
watrobowych czgsto wigze si¢ z uwalnianiem zwigzkéw, ktore moga przyczyniac si¢ do
progresji chorob. Astrocyty sa gtdwnymi komoérkami zaangazowanymi w synteze glutaminy,
ktoérej nadmiar prowadzi do neurochemicznej kaskady zdarzen, zwigkszajac produkcje
amoniaku w watrobie, skutkujacej rozwojem encefalopatii watrobowej (HE) (Vegas-Suarez i
in., 2022). Nagromadzenie amoniaku generuje wolne rodniki, ktére promujg modyfikacje
potranslacyjne niektoérych bialek w mozgu. Komorki mikrogleju i astroglejaka wykazuja
zwigkszong fagocytoz¢ i endocytoz¢ pod wplywem podwyzszonego poziomu amoniaku, co
powoduje zmiany w poziomie cytokin i hydrolaz lizosomalnych, sprzyjajac rozwojowi
neuropatologii, w tym HE. Neurozapalenie, czgsto towarzyszace niewydolnosci watroby,
prowadzi do reaktywnosci mikrogleju, zwigkszonej syntezy cytokin prozapalnych, rekrutacji
monocytow 1 zmian w przepuszczalnosci bariery krew-modzg. Istnieje réwniez silna zalezno$¢
miegdzy watrobg a jelitami, ktora zostala opisana w licznych badaniach. Badacze powigzali stabe
funkcje poznawcze 1 endotoksemie¢ u pacjentow z chorobami watroby, u ktérych wczesniej
rozwineta si¢ HE (Vegas-Sudrez i in., 2022). Badania pokazuja, ze rozwoj choroby Alzheimera
moze by¢ zwigzany z zaburzong rownowagg miedzy produkcja a eliminacja amyloidu beta.
Najnowsze prace naukowe koncentrujg si¢ na roli uktadu obwodowego, zwtaszcza watroby, w
usuwaniu AP. Zaburzenia w metabolizmie A w narzadach obwodowych, szczegdlnie w
watrobie, moga przyczynia¢ si¢ do progresji choroby Alzheimera. Ponadto zaburzenia
watrobowej regulacji glukozy moga wywotywacé hiperglikemie i zaburza¢ metabolizm glukozy
w mozgu (Z. Huang i in., 2022). Zaburzenia osi mozg-jelita moga znaczaco przyczyniac si¢ do
patogenezy chorob neurodegeneracyjnych. Wykazano, ze zmiany w skladzie mikrobioty
jelitowe] moga zwigksza¢ przepuszczalno$¢ bariery jelitowej i aktywowaé odpowiedz
immunologiczng, prowadzac do stanu zapalnego. Ten z kolei moze ostabi¢ bariere krew-moézg,
sprzyjajac neurozapaleniu, uszkodzeniu neurondw i ostatecznie neurodegeneracji (Kowalski &

Mulak, 2019).
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W pracy wykazano, ze u myszy ApoE KO istnieje silna korelacja pomiedzy histonem H1 w
moézgu a H3K9me2 w moézgu oraz wszystkimi, zmierzonymi parametrami watrobowymi. Z
kolei watrobowy HI1 pozytywnie koreluje z mozgowym H3K9me2. Wykazane korelacje
pomiedzy mozgiem a watrobg mogg wskazywaé¢ na komunikacj¢ w osi mozg-watroba w
modelu ApoE KO. ZaobserwowaliSmy takze korelacje pomigdzy tHcy w $ledzionie a
modyfikacja H3K9me2 w tym organie oraz tHcy w §ledzionie i HI w mozgu, co moze
wskazywacé, ze podwyzszony poziom Hey w jednym organie moze by¢ powigzany ze wzrostem
poziomu H1 w innym organie. Opisana korelacja moze wskazywac¢ na komunikacje w obrgbie

osi mozg-§ledziona w modelu ApoE KO.

Nieco inna sytuacja miata miejsce u zwierzat SOD1. Wyniki uzyskane w pracy pokazuja, ze
gléwng droga komunikacyjng myszy SOD1 moze by¢ 0§ watroba-$ledziona. Swiadczg o tym
korelacje pomiedzy HI1 jednego organu a Hcy drugiego. Sledzionowy H1 korelowat
pozytywnie takze z H3K9me2 w watrobie. Z kolei w mozgu zwierzat SOD1 zauwazono
negatywna zalezno$¢ pomigdzy poziomem HI1 a H3 i pozytywna miedzy tHcy a H3
omawianego organu. Na podstawie tych danych mozna sugerowal, ze aktywny uktad
odporno$ciowy w stwardnieniu zanikowym bocznym przyczynia si¢ do zmian w obrgbie

homocysteiny 1 zewnatrzjadrowych histonow.

W badaniach nad komunikacja pomigdzy mézgiem a $ledziona wykazano, ze podczas udaru
niedokrwiennego dochodzi do tymczasowego, odwracalnego zmniejszenia masy $ledziony,
przy jednoczesnym zwigkszeniu liczby limfocytow w osoczu (Chiu 1 in., 2016). Zmiany w
sledzionie oraz wywotany w niej stres oksydacyjny moga powodowa¢ deregulacje markeréw
epigenetycznych (M. Huang 1 in., 2022). Cho¢ stwardnienie zanikowe boczne jest choroba
neurodegeneracyjng, w jej wezesnej fazie dochodzi do aktywacji odpowiedzi immunologicznej,
ktorej celem jest ratowanie obumierajacych neuronéw ruchowych. Wraz z postgpem choroby
odpowiedZ immunologiczna staje si¢ szkodliwa i przyspiesza jej rozw6j (Zhao 1 in., 2013).
Thonhoff sugeruje, ze w ALS wystepuje ogdlnoustrojowy stan zapalny, obejmujacy wrodzony
uktad odpornosciowy. Monocyty obecne we krwi obwodowej pacjentow z ALS wykazuja
fenotyp prozapalny, bardziej nasilony u oséb, u ktérych choroba postgpuje szybko. Komorki
mieloidalne moga migrowa¢ do §ledziony, wezidw chtonnych, a nawet do osrodkowego uktadu
nerwowego (Thonhoff i in., 2018). Badania na myszach SOD1 wykazaty, ze w ALS dochodzi
do aktywacji limfocytow NK w rdzeniu kregowym, $ledzionie 1 watrobie, co opoznia rozwdj

choroby (Liu & Wang, 2017).
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Wyniki uzyskanych w ramach tej pracy badan wskazuja na aktywng komunikacje w obrgbie osi
organ-organ w obu mysich modelach. Rézne osie biorace udziat w komunikacji wynikaja ze
specyfiki badanych modeli. Potrzeba jednak dalszych badan, aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy

interakcji miedzy narzagdami w chorobach neurodegeneracyjnych i sercowo-naczyniowych.
5.3 Zmiany w modyfikacjach potranslacyjnych

Modyfikacje potranslacyjne to kowalencyjne zmiany w bialkach, ktore wplywaja na ich
wlasciwosci poprzez proteolityczne rozszczepienie lub dodanie grup modyfikujacych. PTM
odgrywaja kluczowa role w wielu procesach biologicznych, znaczaco wplywajac na strukture,
dynamik¢ i funkcje biatek. Zaburzenia kanonicznych PTM zostaly powigzane z wieloma
chorobami, w tym z chorobami sercowo-naczyniowymi i neurodegeneracyjnymi (Ramazi &
Zahiri, 2021). Biorac pod uwage wczesniej opisane wyniki uzyskane z hodowli in vitro i modeli
in vivo chcieliSmy sprawdzi¢, czy stres wywotany Hey i/lub HTL wptywa na zmiany w PTM
histonow. W tym celu wykorzystalismy lini¢ komdorkowa mysiej neuroblastomy N2A z mutacja

szwedzka, bedaca powszechnie uzywanym komérkowym modelem choroby Alzheimera.

Komorki N2A AD hodowane w obecnosci Hey 1 HTL, wykazywaty podobne zaleznosci, jak
wczesniej obserwowane w modelu komorkowym HUVEC. ZaobserwowaliSmy wzrost
agregacji komorek, a stres wywotany HTL powodowatl zmiany w ich morfologii, zwigzane ze
zwigkszong Smiertelnoscig. StwierdziliSmy wyzsza $miertelno§¢ komoérek pod wptywem HTL
niz Hcy, co jest zgodne z wynikami wczesniejszych badan. W celu analizy zmian w PTM
histonow wykorzystano ekstrakty biatkowe bez podzialu na frakcje cytoplazmatyczne i
jadrowe. Pierwszym etapem analizy bylo sprawdzenie zmian w stg¢zeniu tHcy komorek
hodowanych w warunkach stresowych. Wykazalis$my, ze stezenie tHcy komorek traktowanych
Hcy 1 HTL bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu do komoérek hodowanych w warunkach
kontrolnych. Analiza LC-MS/MS wykazata liczne zmiany w PTM histonéw komorek
traktowanych Hcy i HTL. W odniesieniu do grupy kontrolnej stwierdzono zmiany w

nastgpujacych PTM histondw:

e H3: Kl19ac, K28ac, K123ac, K15b, K80b, T119p;
e H4: K78ac, K21b, K60b;

e H2A:Kl10ac;

e H2B: KS86ac;

e HI: K34ac, S184p.
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Niektore z tych modyfikacji maja znane funkcje, natomiast inne wcigz pozostaja niezbadane
(Rycina 28), na przyktad, acetylacja H3K27 byta zwigzana z genami odpowiedzialnymi za
patologie AP i1 biatka tau w chorobie Alzheimera, a takze z genami CRI, GPR22, KMO, PIM3,
PSENI i RGCC (Marzi 1 in., 2018). W raku watrobowokomorkowym wysokie poziomy
H3K18ac, H3K77ac i H2AK9ac byly zwigzane z gorszym rokowaniem, a H4K77ac korelowat
z nawrotami choroby (Chai i in., 2021; S. P. Li i in., 2021). W nowotworze pg¢cherza
moczowego H4K20b ostabialo interakcje miedzy histonem a DNA, co wptywato na stabilnos$¢
chromatyny (Xue i in., 2023). Niektére modyfikacje histonéw mogg wpltywac¢ na stabilnos¢
nukleosomoéw i strukturg¢ chromatyny. Acetylacja lizyny 122 na histonie H3 destabilizuje
nukleosomy, wptywajac na ich funkcjonowanie (Pradeepa, 2017), a wzrost poziomu
fosforylacji H3T118 oslabia interakcje migdzy DNA a rdzeniem histonowym, zmieniajac
strukture nukleosomu (Schmitz i in., 2020). Histon tacznikowy H1 odgrywa kluczowa role w
utrzymaniu struktury chromatyny i stabilno$ci genomu. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA,
H1K85 ulega dynamicznej acetylacji, jednak dane sugeruja, ze H1K85ac moze nie by¢
bezposrednio zaangazowany w regulacj¢ transkrypcji, w przeciwienstwie do H1K34ac (Y. Li i

in., 2018b).

; Choroba Alzheimera - zwigzane z
H3K27ac patologia Af i tau
H3K18ac
Rak  watrobowokomérkowy
gorsze rokowanie
H2AK9ac
Rak  watrobowokomérkowy
H4K77ac N AWl
Rak pecherza moczowego
H4K20b oslabieniem interakeji  miedzy
histonem a DNA
H3K122ac
Destabilizacja nukleosomu
H3T118p
H1K85ac
Utrzymanie struktury chromatyny
i stabilnosci genomu w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA
H1K34ac

Rycina 28. Schemat przedstawiajacy histonowe PTM i ich funkcje.
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Badania wykazaty, ze stres komérkowy wywotany Hey 1 HTL powoduje liczne zmiany w PTM
histonow, z ktérych czes¢ (H3K27ac, H3K18ac, H2AK9ab, H4K77ac 1 H4K20b), wedtug
danych literaturowych, jest powigzana =z chorobami neurodegeneracyjnymi oraz
nowotworowymi, co jednoznacznie wskazuje na epigenetyczng deregulacje ekspresji genéw w

HHcy.
5.4 Analiza materialu pacjentow z VTE

Wyniki otrzymane z modeli in vitro 1 in vivo, ktore potwierdzaja postawiong przez nas hipoteze,
moéwigca, ze homocysteina wpltywa na uwalnianie histonow HI1, sklonily nas do
przeanalizowania zalozen na materiale pochodzacym od cztowieka. Wykorzystano probki
pobrane od pacjentow kardiologicznych z zylng choroba zakrzepowo-zatorowg, u ktorych
stezenie Hcy w osoczu wynosito <11 uM i1 >18 uM. Oprocz danych na temat poziomu Hcy
otrzymali$my wyniki analizy stezen Cys, CysGly i GSH, a takze informacje na temat wieku 1

plci pacjentow.

Zylna choroba zakrzepowo-zatorowa jest choroba wieloczynnikows, w ktorej patogenezie
biorg udziat czynniki dziedziczne i nabyte oraz ich wzajemne oddzialywanie. Jednym z
waznych czynnikow ryzyka jest trombofilia, definiowana jako sklonnos¢ do tworzenia
zakrzepow w zylach lub te¢tnicach. Termin ten jest czgsciej uzywany w powigzaniu z zakrzepica
zylna. HHcy jest uwazana za jedne z czynnikow ryzyka zaburzen krzepnigcia. Istnieje jednak
wiele rozbiezno$ci dotyczacych poziomu homocysteiny i znaczenia potencjalnego leczenia
hiperhomocysteinemii u pacjentow z VTE (Hirmerova, 2013). Brak wystarczajacych danych
na temat powigzania HHcy z VTE oraz dowodoéw dotyczacych pozytywnego wpltywu terapii
obnizajacej poziom Hcy w profilaktyce choroby, skutkuja brakiem jasnych wytycznych
dotyczacych leczenia HHcy u pacjentow. American College of Chest Physicians (ACCP) od
2004 roku kilkukrotnie dodawata i usuwata HHcy z listy czynnikow ryzyka i/lub czynnikow
nawrotu VTE (Hirmerova, 2013). Badanie z 2024 wykazatlo istotny zwigzek migdzy HHcy a
VTE. Rozpowszechnienie HHcy u pacjentoéw z VTE wynosito 61,7% natomiast w grupie
kontrolnej jedynie 4% (Ben Salah i in., 2024), co byto zgodne z badaniami prowadzonymi w
Turcji, gdzie czgstos¢ wystepowania HHcey u pacjentow z VTE wynosita 63% w porownaniu z
27% w grupie kontrolnej (Koktiirk i in., 2011). Z kolei analizy prowadzone w Holandii na
grupie ponad 3415 osob, z ktorych 49% stanowity osoby z VTE, nie wykazaty korelacji

pomiedzy Hcy a ryzykiem wystgpienia choroby. Zwazajac na fakt wieloczynnikowosci
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choroby i powodéw dla ktérych moze dojs¢ do zwickszenia si¢ poziomu Hcy w organizmie,
cigzko jest jednoznacznie interpretowaé przedstawione wyniki. Aktualny stan wiedzy
wskazuje, ze nie ma istotnego zwigzku pomie¢dzy mutacjami w genie MTHFR a wystapieniem

choroby, oraz ze HHcy nie jest czynnikiem ryzyka nawrotu choroby (Ben Salah 1 in., 2024).

Kolejnym aspektem badan w odniesieniu do zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej jest analiza
zewnatrzkomoérkowych sieci neutrofilowych. Neutrofile sg tradycyjnie definiowane jako
kluczowe komorki odpornosci wrodzonej, w ktorej rozpoznanie patogendow za pomoca
receptorow TLR, NOD (ang. Nucleotide Oligomerization Domain) i CLEC (receptory typu
lektynowego) inicjuje szybkie reakcje immunologiczne, takie jak fagocytoza, degranulacja oraz
tworzenie zewnatrzkomorkowych sieci neutrofilowych (NET). Neutrofile petnig kluczowa role
w odpowiedziach zapalnych i immunologicznych w zakrzepicy zylnej, cze§ciowo poprzez
uwalnianie NET, czyli lepkich struktur przypominajacych sie¢, ztozonych z zdekoncentrowanej
chromatyny potaczonej z biatkami cytoplazmatycznymi i ziarnisto$ciami. Biatka pochodzenia
neutrofilowego, w tym histony, cytokiny, alarminy, defensyny, proteazy i mieloperoksydaza,
wykazuja migdzy innymi dziatanie przeciwbakteryjne. Deregulacja NET przyczynia si¢ do
powstawania stanu zapalnego, odpowiedzi autoimmunologicznej oraz zakrzepicy tgtniczej i
zylnej. NET sg takze opisywane w innych komorkach, takich jak monocyty, eozynofile i
bazofile, jednak neutrofile uwaza si¢ za gtdéwne komorki tworzace NET w zakrzepicy zylnej.
NET aktywuja krzepnigcie i1 ograniczaja fibrynoliz¢ przez tPA. Struktura chromatyny NET
umozliwia polimeryzacje fibryny, wigzanie VWEF, adhezje ptytek krwi i zatrzymywanie
erytrocytow. Sktadniki NET, takie jak histony, nukleosomy, mieloperoksydaza i proteazy
serynowe, rowniez przyczyniaja si¢ do zakrzepicy przez prezentacj¢ czynnikow krzepnigcia
(np. TF, FXII, FXI, trombiny) oraz degradacj¢ naturalnych antykoagulantéw. Roznorodne
bodzce, w tym autoprzeciwciata, cytokiny, aktywowane ptytki krwi oraz obecnos$¢ baktertii,
grzybow 1 wirusow, moga inicjowac kaskady sygnalizacyjne prowadzace do produkcji NET w
sposob zalezny od §rodowiska i bodZca. Chociaz mechanizmy kierujace neutrofile do NETozy
zamiast innych funkcji nie zostaty jeszcze w pelni poznane, coraz lepiej rozumiemy kluczowe
etapy ich aktywacji. NEToza to precyzyjnie regulowany proces, ktory obejmuje aktywacje
integryn powierzchniowych, receptorow 1 mechanosensorow. To z kolei prowadzi do
mobilizacji wapnia wewnatrzkomorkowego, generacji reaktywnych form tlenu (ROS), zmian
ksztattu komorki oraz cytrulinacji biatek, w tym histonow, katalizowanej przez enzym PADA4,
co odgrywa kluczowa role w rozluznianiu struktury chromatyny. Nastepnie zmiany w

cytoszkielecie powoduja demontaz otoczki jadrowej, umozliwiajagc uwolnienie
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zdekoncentrowanej chromatyny do cytoplazmy. W odpowiedzi na stres cytotoksyczny
uwalniane s3 mikroczasteczki 1 pecherzyki z siateczki $rddplazmatycznej. Ostatecznie
dochodzi do przerwania ciggtosci btony plazmatycznej 1 wydzielenia rozwinigtego DNA do

przestrzeni zewnatrzkomoérkowej w postaci NET (Colling 1 in., 2021).

Wykazali§my, ze u oséb z VTE i HHcy dochodzi do istotnego wzrostu poziomu HI i
przeciwciat anty-H1 w osoczu w porownaniu do grupy z normalnym poziomem Hcy, co jest
zgodne z przytoczonymi wczesniej informacjami o obecnosci NET 1 wzmozonej odpowiedzi
autoimmunologicznej u pacjentéw z VTE. H1 obecny w osoczu moze by¢ jednym z elementoéw
NET. Wykazano istotng statystycznie pozytywng korelacje migdzy Hcy a H1 u analizowanych
pacjentow. Osoby z HHcy mialy podwyzszony poziom przeciwcial anty-H1 IgG, ktéry ku
zaskoczeniu, byl negatywnie skorelowany z histonem HI1. Zaobserwowana rozbiezno$¢ z
danymi uzyskanymi w modelach in vivo moze wynika¢, mimo deklaracji producenta, z niskie;j
specyficznosci uzytego przeciwciala wzgledem ludzkich IgG. Uzyskane wyniki pozwolity
rowniez na stwierdzenie, ze poziom histonu H1 jest istotnie skorelowany z wiekiem w grupie
z HHcy 1 wykazuje tendencje do pozytywnej korelacji w grupie z normalnym poziomem Hcy.
Stezenie tHcy w osoczu osob bez HHcy bylo pozytywnie skorelowane z wiekiem, w
odréznieniu od pacjentow z HHcey. Jednoczesnie stwierdzono negatywng korelacje pomiedzy
poziomem H1 a stezeniem Cys w grupie z HHcy oraz nie wykazano zalezno$ci migdzy H1 a
CysGly 1 GSH. Analiza regresji wielorakiej pozwolita ustali¢, Ze wiek i stezenie homocysteiny
wplywaja na zwigkszenie si¢ poziomu zewnatrzkomorkowego H1, przy czym wigkszy wplyw
ma Hcy. Aby potwierdzi¢, ze wiek jest istotng determinantg dla H1 ponownie podzieliliSmy
osocza pacjentow, tym razem ze wzgledu na wiek. W zwiazku z tym, ze probki pochodzity od
os6b z VTE, poziom Hcy w obu grupach byt taki sam (p=0,95), lecz poziom H1 byt istotnie
WyZszy W grupie osob starszych, co wskazuje, ze wraz z wiekiem dochodzi do zwigkszenia sig¢

poziomu zewnatrzkomdrkowego histonu tgcznikowego.

Jest malo doniesien skupiajacych si¢ na ocenie poziomu przeciwciat specyficznych wzgledem
histonow. Jak pokazaty badania prowadzone na osobach dotknietych toczniem rumieniowym
(SLE), osocze pacjentow z SLE wykazywalo wyzsze poziomy przeciwcial anty-HI w
poréwnaniu do 0s6b zdrowych, co pozwolito przypisanie im roli markera choroby (Schett i in.,
2002). Wykazano réwniez, ze w SLE przeciwciala anty-H1 przenikaja przez barier¢ krew-
mozg, gdzie wigzg si¢ z zewnatrzjadrowymi H1 na powierzchni neuronoéw. Powstate
kompleksy immunologiczne s3 neurotoksyczne 1 moga prowadzi¢ do rozleglej

neurodegeneracji (Richards i in., 2023).
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5.5 Podsumowanie

Zaburzenia w metabolizmie jednostek jednoweglowych prowadza do wzrostu stezenia
homocysteiny (Virtanen i in., 2006) oraz HTL, ktéry reaguje z resztami lizyny bialek,
prowadzac do ich N-homocysteinylacji (Perta-Kajan i in., 2007). Wzrost st¢zenia Hcy, HTL i
N-Hcy-biatek skutkuje nasileniem stresu oksydacyjnego, uszkodzeniami DNA (Hermann &
Sitdikova, 2021) oraz zaburzeniami integralnosci btony komoérkowej (Zhao 1 in., 2018), oraz
prowadzi do nadekspresji HI (Gurda i in., 2015). W odpowiedzi na stres, zwigkszona ilos¢ H1
migruje do jadra komorkowego, gdzie uczestniczy w kondensacji chromatyny w celu naprawy
powstalych uszkodzen (Li i in., 2018; Ouararhni i in., 2024). HI jest rowniez uwalniany na
zewnatrz komorki, gdzie peni role histonowego DAMP (Murao 1 in., 2021). Obecno$¢ H1 w
przestrzeni miedzykomorkowej powoduje aktywacje limfocytow B i produkcje przeciwciat
anty-H1 (Serna-Rodriguez i in., 2022). Przeciwciala te moga tworzy¢ neurotoksyczne
kompleksy z H1 nasilajac stan zapalny. Zewnatrzkomérkowe histony H1 moga wigzaé si¢ z
receptorami blonowymi, takimi jak TLR, prowadzac do wzrostu wewnatrzkomérkowego
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) i aktywacji mechanizméw odpowiedzialnych za
produkcje inflamasoméw NLRP3 (Richards 1 in., 2023). Enzymy metabolizmu jednostek
jednoweglowych sg wrazliwe na ROS (Chandran & Binninger, 2023; Martinez 1 in., 2017), co
oznacza, ze wzrost stresu oksydacyjnego w komorce zaburza ten szlak, prowadzac do
zwigkszenia stezenia homocysteiny, a tym samym HTL (Martinez i in., 2017). Wzajemne
oddziatywanie homocysteiny i HI napedza progresj¢ standw zapalnych i chorobowych (Rycina

29).

Nasze wyniki wskazujg na istotng zalezno$¢ pomigdzy homocysteing a zewnatrzkomorkowymi
histonami. Podwyzszony poziom homocysteiny moze nasila¢ stany zapalne, prowadzac do
uwolnienia histonowych DAMP do cytoplazmy 1 uktadu krwiono$nego. Warto réwniez
zauwazy¢, ze stres wywotany histonem zaburzal metabolizm jednoweglowy, co skutkowato

zwigkszeniem stezenia HTL i tHcy w medium komoérkowym.
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Rycina 29. Hipotetyczny schemat zalezno$ci pomigdzy Hey a H1: (1) Zwigkszona ilo§¢ metioniny, (2)
powoduje wzrost stgzenia homocysteiny oraz HTL, ktory modyfikuje biatka w procesie N-
homocysteinylacji. (3) Wzrost ste¢zenia Hcy i HTL powoduje wystapienie stresu oksydacyjnego. (4)
Stres oksydacyjny wplywa na zwigkszenie ekspresji H1 z ktorych czg$¢ jest transportowana do jadra, a
cze$¢ — poza komorke jako DAMP. (5) Histon H1 indukuje dziatanie uktadu odpornosciowego
powodujac wytworzenie przeciwciat anty-H1. (6) H1 taczy sie z receptorami TLR 2/4 na powierzchni
komorek, co powoduje ich aktywacje, (7) wzrost stezenia ROS w komorce 1 wytworzenie inflamasomu
NLRP3. (8) Powstate zwigzki wptywajg na zaburzenie metabolizmu jednostek jednoweglowych, co
powoduje zwiekszenie stezenia Hcy, HTL i N-Hcy-bialek.
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6. Wnioski

1. Traktowanie komorek Hcy i HTL powoduje aktywacje mechanizmdéw ochronnych
komoérek powodujacych zwigkszong ekspresje histonu HI1 1 jego transport do jadra
komoérkowego.

2. W komorkach stresowanych Hcy dochodzi do zwigkszenia poziomu histonu HI w
cytoplazmie i medium komoérkowym, natomiast traktowanie HTL powoduje zwigkszenie
H1 tylko w cytoplazmie.

3. Traktowanie komorek histonem i N-Hcy-histonem powoduje deregulacje metabolizmu
jednoweglowego, skutkujace zwigkszeniem stezenia tHcy w medium komorkowym.

4. W mysich modelach chor6b sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych dochodzi do
istotnego wzrostu zewnatrzkomoérkowego histonu H1, przeciwciat anty-H1 IgG i1 tHey w
0soczu w poréwnaniu z grupami kontrolnymi.

5. U myszy ApoE KO wykazano wzrost stezenia tHcy w watrobie 1 $ledzionie, a u zwierzat
SOD1 doszto do istotnego wzrostu tHcy w watrobie 1 spadku w $ledzionie w porownaniu
z grupami kontrolnymi. Nie wykazano istotnych rdéznic w poziomie tHcy w mozgu obu
modeli.

6. W obu modelach in vivo zaobserwowano istotny wzrost poziomu zewnatrzjagdrowego H1 1
H3 we wszystkich badanych organach, z wyjatkiem watroby myszy ApoE KO, w ktorej
nie wykazano istotnej réznicy w poziomie zewnatrzjadrowego H3 w poréwnaniu do
zwierzat kontrolnych.

7. W mysich modelach choréb neurodegeneracyjnych i sercowo—naczyniowych moga
zachodzi¢ interakcje organ—organ, w ktérych histony zewnatrzjadrowe funkcjonowatyby
jako czasteczki sygnatowe.

8. Zwigkszone poziomy Hcy i HTL wptywaja na PTM histonéw, co moze powodowaé

zaburzenia w funkcjonowaniu tych biatek.
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9. W osoczu pacjentow z VTE 1 HHcy wykazano zwigkszony poziom histonu H1 i anty-H1
IgG w poréwnaniu do grupy z normlanym poziomem Hcy.
10. Homocysteina i wiek sg determinantami podwyzszonego poziomu histonu Hl w osoczu

0sob z VTE.
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