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Streszczenie wykladu:
ZASTOSOWANIA PEPTYDOW W BADANIACH PROCESOW EPIGENETYCZNYCH

Pojecie epigenetyki powstalo na poczatku lat 40-tych ubiegtego wieku, dla opisania
proceséw réznicowania komorek embrionalnych. W przypadku organizmu ludzkiego z komoérek
macierzystych powstaje ok. 200 réznych typow komorek, roznigcych sie fenotypem (wygladem,
budowga i funkcjami biologicznymi), a zawierajacych identyczng informacje¢ genetyczng (genotyp).
Obecnie proces epigenetyczny definiuje si¢ jako stabilnie dziedziczony proces wplywajacy na
aktywnos$¢ 1 funkcje genow, bez zmian informacji genetycznej. Przyktadem efektu procesow
epigenetycznych w skali calego organizmu jest np. zmiana pici u niektorych gatunkow ryb,
obserwowana u niektorych gadow zalezno$¢ pitci od temperatury inkubacji jaj, czy roznice
w wygladzie blizniagt jednojajowych. W ostatnich 20-latach epigenetyka przezywa gwaltowny
rozwdj w zwiazku z odkryciami jej mechanizméw na poziomie molekularnym. Odkrycia te maja
zasadniczy wptyw nie tylko na rozwo6j badan podstawowych (np. mechanizmoéw réznicowania
komorek, regulacji ekspresji genow i naprawy DNA), ale rowniez badan mechanizméw proceséw
chorobowych i opracowywaniu nowych terapii choréb nowotworowych?, neurodegeneracyjnych?,
autoimmonologicznych?, infekcji HIV i wielu innych.

W komorkach eukariotow DNA, ktore w przypadku cztowieka ma prawie dwa metry
dhugosci, miesci si¢ w jadrach komorkowych o $rednicy okoto 10 um. Aby osiagnaé tak wysoki
stopien upakowania, a przy tym dostgpnos$¢ informacji genetycznej, DNA eukariotow wystepuje
w postaci chromatyny - kompleksu DNA z biatkami histonowymi (histonami H2A, H2B, H3, H4
i H1). Odcinki DNA o dtugosci ok. 147 par zasad nawinigte sg na oktameryczne kompleksy, ztozone
z czterech par histonow H2A, H2B, H3 i H4, tworzac podstawowsg jednostke chromatyny —
nukleosom. Zmiany stanu upakowania chromatyny regulujg dost¢p do informacji genetycznej
(ekspresji genow, replikacji i naprawy DNA). W regionach chromatyny o duzym stopniu
upakowania (heterochromatyna) procesy transkrypcji gendéw ulegaja zahamowaniu, a geny
o wysokim poziomie ekspresji koreluja z ,,otwarta” forma chromatyny (euchromatyna, Rys.1%).
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Rysunek 1. Schematyczna budowa translacyjnie aktywnej chromatyny (euchromatyny) i translacyjnie
represywnej chromatyny (heterochromatyny).



Zmiany stanu upakowania chromatyny sa dynamicznie regulowane poprzez enzymatyczne
modyfikacje jej komponentow - DNA i histonow. DNA ulega metylacji cytozyny w sekwencjach
CG oraz demetylacji, przebiegajacej poprzez stany posrednie (hydroksymetyl-, formyl- i carboxyl-),
ktore prawdopodobnie petnig specyficzne funkcje regulacyjne. W przypadku biatek histonowych
mamy do czynienia z wieloma mozliwymi modyfikacjami posttranslacyjnymi (posttranslational
modifications - PTMs).

Od lat 90-tych XX wieku, w wyniku kluczowych odkry¢® oraz postepéw w rozwoju technik
eksperymentalnych (spektrometrii mas, krystalografii, NMR i ekspresji biatek), rozpoczal si¢
gwaltowny rozwdj badan procesow modyfikacji histondw i ich wptywu na chromatyng i procesy
zwigzane z DNA. W ich wyniku odkryto catg game¢ roznorodnych modyfikacji posttranslacyjnych,
enzyméw instalujgcych i1 usuwajgcych te modyfikacje oraz domen biatkowych specyficznie
oddziatujgcych ze zmodyfikowanymi histonami. Wiekszo$¢ z tych modyfikacji wystepuje na N-
terminalnych fragmentach histonéw, ktore eksponowane sa na oddzialywanie z otoczeniem
(zaznaczone na Rys. 2a).
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Rysunek 2. a) Struktura krystalograficzna nukleosomu z zaznaczonymi N-terminalnymi fragmentami
histonéw H3 i H2B. ¢ b) Wybrane modyfikacje grupy aminowej lizyny.

Odkrycia te doprowadzity to sformutowania hipotezy kodu histonowego (histone code
hypothesis’), postulujacej, ze modyfikacje posttranslacyjne i ich kombinacje wywotuja specyficzne
odpowiedzi biologiczne poprzez selektywne oddziatywania z wyspecjalizowanymi domenami
biatek.

Jak dotychczas najwigcej uwagi poswigcono badaniom acetylacji i metylacji grupy aminowej
lizyny, metylacji grupy guanidynowej argininy, oraz fosforylacji grupy hydroksylowej seryny,
treoniny i tyrozyny. Acetylacja histonow generalnie zwigzana jest z otwartym stanem chromatyny
i aktywng transkrypcja gendéw. Deacetylacja i metylacja specyficznych reszt lizyny, a takze
metylacja DNA, zwiazana jest z kondensacja chromatyny i zahamowaniem transkrypcji. W ciagu
ostatnich lat odkryto wiele enzymow selektywnie wprowadzajacych i usuwajacych grupy acetylowe
(acetylotransferazy histonowe - HATSs i deacetylazy histonowe - HDACS) oraz grupy metylowe
(metyltransferazy lizyny - KMTs i demetylazy lizyny - KDMs). Modyfikacje posttranslacyjne moga
wplywaé na stan chromatyny na dwa sposoby, poprzez wigzanie biatek lub kompleksow biatkowych
oraz poprzez zmiang rozkladu tadunkéw elektrycznych, hydrofobowosci i wielkosdci reszty
aminokwasowej (np. acetylacja lizyny lub fosforylacja seryny), co wptywa na oddziatywania migdzy



histonami a DNA oraz mi¢dzy nukleosomami. Obecnie znanych jest okoto 20 réznych typow
modyfikacji posttranslacyjnych histonéw®, jak rowniez duza liczba domen biatkowych
oddziatujgcych ze zmodyfikowanymi histonami (np. bromodomeny, chromodomeny, domeny
Tudor, TTD, czy MBT). Wiele biatek oraz komplekséw biatkowych oddziatujacych z chromatyna
zawiera wigcej niz jedng takg domene, a niektore domeny rozpoznaja wigcej niz jedng modyfikacje.
Ponadto w przypadku wigkszosci domen obecno$¢ dodatkowych modyfikacji ma pozytywny lub
negatywny wplyw na oddziatywanie z modyfikacja, ktora dana domena rozpoznaje. Wskazuje to na
istotng role kombinacji modyfikacji posttranslacyjnych i przemawia na korzys$¢ hipotezy kodu

histonowego.

Syntetyczne peptydy peinig bardzo wazng role w badaniach procesow epigenetycznych.
Glowne zastosowania to:

1. Produkcja przeciwcial rozpoznajacych posttranslacyjne modyfikacje histonow.

2. Charakteryzacja jakosci i specyficznosci przeciwciat

3. Badania strukturalne (NMR i krystalograficzne) domen biatkowych wiazacych sig¢
z posttranslacyjnie zmodyfikowanymi histonami.

4. Pomiary sity oddziatywan w kompleksach zmodyfikowanych histonéow z biatkami, przy uzyciu
metod fizykochemicznych, takich jak polaryzacja fluorescencji, ITC, czy SPR.

5. Poszukiwania nowych bialek oddzialowujacych z histonami oraz charakteryzacja tych
oddziatywan.

6. Badania enzymow modyfikujacych chromatyng.

Majac na celu charakteryzacj¢ profili oddziatywan duzej grupy domen biatkowych, potencjalnie
wigzacych si¢ z posttranslacyjnie  zmodyfikowanymi  histonami, stworzyliSmy metode
charakteryzacji oddziatywan, bazujaca na zastosowaniu wysokiej jakosci mikromacierzy
peptydowych (peptide microarrays). W tym celu stworzyliSmy biblioteke Kilkuset sekwencji
histonowych, zawierajacych pojedyncze modyfikacje posttranslacyjne oraz ich kombinacje,
biotynylowanych na C- lub N- koncach. Kazdy peptyd tej biblioteki zostat oddzielnie zsyntezowany,
chromatograficzne oczyszczony i zanalizowany (MS i analityczne HPLC). Zaletg uzycia
biotynylacji jest mozliwo$¢ uzycia tej samej biblioteki jako uniwersalnej platformy analizy
oddziatywan histonow, za pomoca wielu metod fizykochemicznych.

Mikromacierze peptydowe wytwarzane sa poprzez nanoszenie peptydow na powierzchnig
szkietek mikroskopowych pokryta chemicznie zwigzang streptawidyng przy uzyciu technologii
druku kontaktowego® (zespot igiet zanurzany jest w roztworach peptydéw a nastepnie koncowki
igiel dotykaja powierzchni szkietka pozostawiajac krople o $rednicy 0.2 mm, do 4600 kropli na
kazdym szkietku, Rys. 3), w celu uzyskania jak najlepszych wynikéw, kazdy z peptydow nanoszony
jest kilkukrotnie w r6znych rejonach szkietka, réznymi igtami.



a

Rysunek 3. a) Gtowica z zespotem igiet drukujacych. b) Szkietka mikroskopowe z wydrukowanymi
mikromacierzami peptydowymi. ¢) Proces kontaktowego drukowania mikromacierzy

W wyktadzie zostang podane przyktady zastosowan mikromacierzy peptydowych.

1. Badania profilu oddzialywan przeciwcial rozpoznajacych modyfikacje posttranslacyjne
histonow.° Bioragc pod uwage krytyczng rol¢ przeciwciat w badaniach procesow
epigenetycznych trudno przeceni¢ wage informacji o ich jakosci (selektywnosci/specyficznosci).
Obecnos¢ oddziatywan z modyfikacjami czy sekwencjami innymi niz teoretycznego antygenu
niekoniecznie wyklucza uzyteczno$¢ przeciwciata, ale brak informacji o ich istnieniu moze
prowadzi¢ do powaznych btedow w interpretacji otrzymanych wynikow. Inkubujac przeciwciato
| na powierzchni mikromacierzy zawierajacej peptydy z roznymi modyfikacjami, odmywajac
niezwigzane przeciwciato i inkubujac mikromacierz z fluorescencyjnym przeciwciatem 11
(secondary Ab, wigzacym si¢ do przeciwciata |) a nastgpnie, po ponownym odmyciu, rejestrujac
fluorescencj¢ poszczegbdlnych elementow mikromacierzy otrzymuje si¢ profil wigzania danego
przeciwciala (Rys 4a). Wysokiej jakosci mikromacierze peptydowe sa doskonala metoda
szybkiej charakteryzacji profilu oddziatywan przeciwcial. Nasze badania zaowocowaly
stworzeniem interaktywnej bazy danych specyficznosci przeciwciat histonowych (The Histone
Antibody Database).!

2. ldentyfikacja i charakteryzacja profilu oddzialywan bialek i domen bialkowych wigzacych
si¢ z posttranslacyjne zmodyfikowanymi histonami.’> Wyniki otrzymane z eksperymentow
bazujacych na selektywnej izolacji biatek lub kompleksow biatkowych, oddziatujacych
z okreslonymi modyfikacjami histonéw, przy zastosowaniu chromatografii i spektrometrii mas
(LC-MS), wymagaja weryfikacji przy uzyciu innych technik. Takze i w tym wypadku
mikromacierze peptydowe stanowig dogodng metode weryfikacji oraz doktadniejszej
charakteryzacji tych oddziatywan. Eksperyment przeprowadza si¢ w sposob podobny jak
w przypadku charakteryzacji przeciwciat, ale mikromacierze peptydowe inkubuje si¢ z badanym
biatkiem lub domena, a nastgpnie z fluorescencyjnym przeciwcialem rozpoznajacym
biatko/domeng (Rys 4b).

3. Charakteryzacja wplywu sekwencji i sasiadujacych modyfikacji na aktywno$¢ enzymow
modyfikujacych biatka histonowe.’® Reakcje enzymatyczne przeprowadzane na
mikromacierzach peptydowych stanowig efektywng metode charakteryzacji enzymow
modyfikujacych ~ chromatyng, przy zastosowaniu specyficznych  przeciwciat  lub
radioizotopowego znakowania.
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Rysunek 4. Zastosowania mikromacierzy. a) Charakteryzacja przeciwciat rozpoznajacych PTMs,
b) Badania oddziatywan biatek lub domen biatkowych ze zmodyfikowanymi histonami.

Pomimo wielu zalet mikromacierze peptydowe majg takze pewne ograniczenia. Do
najwazniejszych nalezy fakt, ze pozwalaja na detekcje jedynie stosunkowo silnych oddziatywan (Kd
< ~100 pM). Ponadto wiele biatek i komplekséw biatkowych oddziatuje z chromatyng
i nukleosomami, ale nie z krotkimi sekwencjami histonowymi, podobne ograniczenia dotycza
enzyméw modyfikujacych histony. Mikromacierze peptydowe nie oferuja réwniez mozliwosci
badan oddziatywan wielocentrowych, zachodzacych w ramach wigcej niz jednej sekwencji
peptydowej. W wyktadzie zostang przedstawione nowe technologie pozbawione tych ograniczen, jak
np. zastosowanie biblioteki peptydow histonowych w potaczeniu z technologia AlfaScreen
(wysokoczuta chemiluminescencyjna metoda badan oddziatywan miedzyczasteczkowych),
pozwalajace na detekcje znacznie stabszych oddziatywan®®, oraz uzycie pdtsyntetycznych
nukleosoméw (designer recombinant nucleosomes)!® i fragmentéw chromatyny zawierajacych
kilka/kilkanascie nukleosomow (designer chromatin). Zastosowanie tego typu platform pozwala na
badania szerokiej gamy procesow epigenetycznych.
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