Nowe mechanizmy regulacji aktywno$ci PAD. Specyficzno$¢ substratowa i aktywacja deiminaz
peptydyloargininy w kontek$cie reumatoidalnego zapalenia stawéw

Reumatoidalne zapalenie stawow, destruktywna choroba stawdéw dotyka ok. 1% populacji we wszystkich
grupach etnicznych. Jest to najbardziej rozpowszechniona choroba autoimmunologiczna, charakteryzujaca si¢
nickontrolowanym stanem zapalnym stawow, ktory uszkadza chrzastke, kosci 1 prowadzi do bolu,
ograniczonej funkcjonalnosci i niepelnosprawnosci. Coraz wigcej prac wskazuje na cytrulinacje,
enzymatyczng modyfikacj¢ biatek, katalizowang przez rodzing deiminaz peptydyloargininy (PAD), jako na
istotny czynnik w rozwoju RZS, a obecnie opracowywane leki sg oparte na probach ograniczenia ich
aktywnosci. Niestety, niektore podstawowe aspekty zwigzane z cytrulinacjg i biologia enzymow PAD
pozostaja niewyjasnione. Prezentowany projekt podejmuje probe opisania podstawowych mechanizméw
biologicznych aktywacji PAD, wykorzystujac techniki biochemii, stosujgc linie komérkowe 1 analizujac
probki pacjentow cierpigcych na RZS.

Charakterystyczng cechg RZS jest naptyw komoérek immunologicznych do stawow. Wsrod nich przewazaja
neutrofile 1 makrofagi, a towarzysza im limfocyty T and B. Pierwsze z nich nape¢dzajg proces zapalny i
prowadza do destrukcji tkanek. Kolejne rozpoznaja nowopowstate biatka cytrulinowane i produkujg
przeciwciata, ktore atakujg wlasne biatka pacjenta, prowadzac do powstania samonapedzajacego si¢ cyklu
chorobowego. Znaczaca grupe posrod tych przeciwcial stanowig tzw. ACPA, skierowane przeciwko
cytrulinowanym: biatkom budujacym chrzastki, enzymom metabolicznym i biatkom jadrowym. ACPA sa
wysoce specyficzne w RZS, a ich obecnos¢ w krwi pacjentéw jest jednym z kryteriow diagnostycznych
choroby. U okoto 60-70% pacjentow cierpiacych na RZS, ACPA s3 wykrywane nawet przed wystapieniem
objawow klinicznych choroby, a ich poziom zwigzany jest z postgpem destrukcji stawow.

Cytrulinacja, inaczej deiminacja, jest posttranslacyjng modyfikacjg biatek, w ktorej dodatnio natadowany
boczny tancuch argininy ulega enzymatycznej modyfikacji do neutralnej cytruliny, aminokwasu
nickodowanego w DNA. Modyfikacja ta, ze wzgledu na powstawanie nowej reszty aminokwasowej, jest
krytyczna dla wytworzenia ACPA, poniewaz takie modyfikowane sekwencje czgsto stanowig podstawe tzw.
neoepitotow; lokacji we wilasnych biatkach organizmu, rozpoznawanych przez uktad immunologiczny jako
obce. Analizy proteomiczne cytrulinowanych substratow (citrulinomu) wskazaly na obecno$¢
modyfikowanych biatek zewnatrzkomorkowych, a ponad 50 roéznych bialek zostato zidentyfikowanych w
plynie stawowym pacjentow. PAD, grupa enzyméw katalizujacych cytrulinacje jest fundamentalna dla
regulacji stanu zapalnego wywotanego obecnoscig neutrofili, a ich obecno$¢ w stawach prowadzi do
zwigkszonej destrukcji tkanek 1 wzrostu poziomu ACPA u pacjentow.

Podstawowymi regulatorami aktywnosci PAD sg jony wapnia. Szereg badan strukturalnych zidentyfikowat
pie¢ (PAD4) lub sze$¢ (PAD2) kieszeni wigzacych jony Ca®’. Wigzanie to, prowadzi do aktywacji enzymow
PAD w tzw. mechanizmie ,,calcium switch” (ang. ,,przetgcznik wapniowy”). Mechanizm ten wskazuje na
szereg zmian strukturalnych, indukowanych wigzaniem wapnia i prowadzgcych do uruchomienia maszynerii
katalitycznej enzymu. Mimo to, st¢zenia wapnia wskazywane w tych badaniach wielokrotnie przekraczaja
poziomy wykrywane w warunkach fizjologicznych, pozostajac ok. 100x (w cytoplazmie) lub 5x (serum i ptyn
stawowy) nizsze niz wymagane do pelnej aktywacji enzymow. Postuluje sig, ze w regulacji aktywnosci PAD
uczestnicza rowniez dodatkowe aktywatory, ktore albo zastepujg wapn w mechanizmie ,,calcium switch”, albo
prowadzg do zmniejszenia wymagan co do stgzenia wapnia, prowadzacych do aktywacji enzymow.
Dotychczasowe badania nie pozwolily na identyfikacje biologicznych czasteczek o takim dziataniu.
Przetomowy charakter prezentowanego projektu jest oparty na naszym fundamentalnym odkryciu, ktore
identyfikuje grupe glukozaminoglikanow (GAG), ktorych przyktadem jest heparyna, jako aktywatorow PAD,
ktoére obnizajg wymagane do aktywacji stezenia wapnia do poziomow fizjologicznych, wyjasniajac mozliwosé
ich aktywacji in vivo. Te poczatkowe rezultaty eksperymentalne sg potwierdzone wstepnymi badaniami
strukturalnymi in silico, ktére potwierdzajg istnienie kieszeni wigzacej GAG o potencjalnie wysokim
powinowactwie w enzymach PAD2 i PAD4. Podobna aktywacja jest rowniez obserwowana w obecnosci
innych GAG, na przyklad siarczanu heparanu, ktorego fragmenty sg uwalnianie podczas migracji neutrofili do
miejsc objetych stanem zapalnym, czy siarczanow chondrytyny, ktore sa powigzane z erozja chrzastek
stawowych.

Projekt podejmuje ambitng probe przedstawienia biochemicznego i1 funkcjonalnego opisu aktywacji PAD
przez GAG, nie tylko w warunkach in vitro, ale réwniez przez badanie probek klinicznych pacjentow.
Proponujemy wigc nie tylko analize¢ mechanizmu modyfikujacego funkcjonowanie ,,calcium switch”, ale
jednoczesnie analize aktywacji PAD w kontekscie klinicznego samonapedzajacego si¢ cyklu chorobowego,
opartego na uwalnianiu aktywujacych molekul wraz z postepem stanu zapalnego. Chcemy wigc opisac
fundamenty, umozliwiajace rozwoj specyficznych terapii w przysztosci.



