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Phage display - a new way of selecting proteins with predefined
specificities

Summary

The display of diverse repertoires of proteins on the surface of filamentous
bacteriophage offeres a new way of selecting proteins with predefined
specificities. The affinity selection process can be carried out due to unique fea-
ture of the phage expression system, the direct physical linkage between geno-
type and phenotype of displayed proteins. Phage dysplayed libraries of proteins
have been sucessfully used in a number of applications, including selection of
monoclonal antibodies, receptor ligands and enzyme inhibitors, cDNA expres-
sion, epitope mapping, studies on protein-protein and protein-nucleic acids in-
teractions. The phage dislay system is also a very decent tool to perform in vitro
evolution of protein properties. This approach is based on construction and
screening of reprtoires of mutagenized proteins or protein domains and affinity
selection of molecules with most desirable features.

Key words:
phage display, phage combinatorial libraries, specific peptides. Fab, in vitro
evolution.

1. Wstep
W nowoczesnej biotechnologii bardzo szerokie zastosowa-

nia znajduja peptydy i biatka o okreslonych wtasciwosciach. Ich
potencjalne wykorzystanie zalezy od zdolnosci do specyficzne-
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go oddziatywania z wybranymi czgsteczkami docelowymi. Kroétkie peptydy szeroko
wykorzystuje sie w badaniach podstawowych, np. do wyszukiwania sekwencji za-
chowawczych oddziatujgcych z wybranym ligandem (1,2). Majg one réwniez zasto-
sowanie jako selektywne inhibitory enzyméw (3), bialek onkogennych (4,5) oraz
jako srodki przeciwbakteryjne (6,7).

tatwo sobie wyobrazi¢, ze opracowanie wielu nowych metod terapii, jak i no-
wych rozwigzan biotechnologicznych, byloby znacznie tatwiejsze, o ile posiadaliby-
Smy wiedze umozliwiajaca projektowanie biatek o pozadanych wtasciwosciach. Roz-
woOj metod teoretycznych i badan modelowych pozwala sgdzi¢, ze w przysztosci ra-
cjonalne projektowanie biatek bedzie mozliwe. Obecnie jednak duzo wiekszg popu-
larnosciag cieszg sie metody nasladujgce procesy generowania oraz selekcji rézno-
rodnosci molekularnej zachodzace w uktadzie odpornosciowym.

W organizmach zywych istnieje pula przeciwciat o bardzo réznej specyficznosci.
Réznorodnos¢ ta powstaje w unikatowym procesie dojrzewania mRNA immunoglo-
bulin (8). Kazdy organizm posiada zatem naturalng biblioteke przeciwciat, w ktorej
potencjalnie moga wystepowaé immunoglobuliny przeciwko dowolnemu antygeno-
wi. Zgodnie z teorig selekcji klonalnej (8,9) w momencie wtargniecia antygenu do
ustroju (immunizacja pierwotna) przeciwciata naturalnej biblioteki podlegaja selek-
cji. W wyniku tej selekcji dochodzi do uruchomienia biosyntezy przeciwciat specy-
ficznie oddzialujgcych z antygenem. Przy powtérnym kontakcie z antygenem (im-
munizacja wtérna), przeciwciata wytworzone w procesie odpowiedzi pierwotne;j
ulegajg modyfikacjom zwiekszajgcym ich powinowactwo do antygenu (dojrzewanie
powinowactwa) (8,9). W ostatnich latach opisano w literaturze nowa metode, ktéra
umozliwia wyszukiwanie peptydow i bialek o specyficznych wtasciwosciach, nasla-
dujgcag procesy zachodzgce w uktadzie immunologicznym. Polega ona na konstruk-
cji in vitro biatkowych bibliotek kombinatorycznych (10,11).

2. Biblioteki kecmbinatoryczne biatek

Biblioteka kombinatoryczna jest zbiorem czgsteczek o podobnej budowie. Bi-
blioteke taka bada sie pod katem wyselekcjonowania z niej sktadnikéw oddzia-
tujacych w specyficzny sposéb z wybrana czasteczkag akceptorowa. Z definicji wyni-
ka, ze biblioteka kombinatoryczna moze by¢ zbudowana z dowolnego typu zwigz-
kéw chemicznych. Moga to by¢ np. biblioteki kombinatoryczne: inhibitoréw beta
oraz alfa glikozydazy, RNA, syntetycznych tetrapeptydéw, biatek zbudowanych
z D-aminokwasow, czy tez biblioteki S-metylotioestrow (12-16).

Podzialu kombinatorycznych bibliotek biatkowych mozna dokona¢ biorac pod
uwage nastepujgce kryteria biblioteki: 1) kompletnos¢; 2) homogennosc; 3) format;
4) odczytanie sekwencji wyselekcjonowanego biatka; 5) konstrukcje (17). Biblioteka
moze by¢ kompletna, czyli zawiera¢ petng reprezentacje wszystkich mozliwych struk-
tur biatek skladajgcych sie na biblioteke danego typu. Biblioteka homogenna sktada
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sie np. z biatek zbudowanych z tej samej liczby aminokwaséw w odréznieniu od bi-
blioteki heterogennej, w ktdrej znajdujg sie polipeptydy zbudowane z roéznej liczby
aminokwasow. Biblioteki kombinatoryczne mozna rowniez podzieli¢ ze wzgledu na
format na: scalone (integrated) np. dwuwymiarowe biblioteki (18,19) (arrays) i biblio-
teki rozproszone (dispersed). Ostateczna przydatnos¢ biblioteki zalezy od mozliwo-
$ci odczytania struktury kazdego zwigzku znalezionego w procesie jej selekcji (pan-
ning, biopanning). Biblioteki scalone nie wymagajg sekwencjonowania, poniewaz prze-
strzenna lokalizacja zwigzku w bibliotece (wspotrzedne) okresla, z definicji, jego
strukture pierwszorzedowsg (historia syntezy). W przypadku bibliotek rozproszo-
nych peptydéw czy biatek odczytywanie struktury wyselekcjonowanych elementéw
zapoczatkowuje ich bezposrednie sekwencjonowanie. Chemiczna metoda syntezy
jest stosowana na ogét tylko do konstrukcji bibliotek krétkich peptydéw (20). Jej
podstawowag zaletg jest mozliwos¢ uzycia nienaturalnych aminokwaséw do kon-
strukcji peptydow.

Inne mozliwosci zapewnia metoda ekspresji DNA kodujacego biatka biblioteki
w odpowiednim uktadzie biologicznym. Biologiczny nosnik biatek biblioteki kombi-
natorycznej (library vehicle) musi posiada¢ cechy umozliwiajace selekcje biatek o po-
zadanych wiasciwosciach. Po pierwsze, modyfikacja jego genomu moze by¢ tak
przeprowadzona, ze bialka biblioteki majg posta¢ biatek fuzyjnych z wybranym
biatkiem nosnika. Po drugie, prezentacja biatka fuzyjnego na powierzchni nosnika
i ekspozycja w strone srodowiska zewnetrznego umozliwia wyszukanie pozadanych
biatek biblioteki na zasadzie selekcji powinowactwa (affinity selection) z wykorzysta-
niem immobilizowanej czasteczki akceptorowej. Po trzecie, dzieki zdolnosci nosni-
ka do replikacji, mozliwe jest namnozenie wyszukanego biatka biblioteki w celu
jego scharakteryzowania. Identyfikacji wyselekcjonowanego biatka mozemy doko-
na¢ dzieki ,powigzaniu” genotypu nosnika z jego fenotypem. W tym celu, aby po-
zna¢ strukture pierwszorzedowa wyselekcjonowanego biatka nalezy przesekwen-
cjonowac kodujacy je rejon genomu nosnika.

Aby biatkowa biblioteka kombinatoryczna byta skutecznym narzedziem badaw-
czym, muszg by¢ spetnione trzy warunki (17):

1. Musi istnie¢ wydajna metoda wytworzenia réznorodnosci molekularnej biblio-
teki na poziomie DNA. Bardzo waznym aspektem jest réwniez opracowanie wydaj-
nej metody klonowania DNA kodujgcego biatka biblioteki, zapewniajgcej jak najwie-
ksze jej zr6znicowanie. Oczywiste jest, ze im dtuzsze tancuchy peptydowe wchodza
w sklad konstruowanej biblioteki, tym rozmiar biblioteki jest wiekszy. Liczba ele-
mentoéw biblioteki rosnie eksponencjalnie z dlugoscia tancucha peptydowego n i za-
lezy od liczby aminokwaséw m zgodnie z wzorem irP. Na przykladzie heksapepty-
doéw zbudowanych z wszystkich podstawowych aminokwaséw biatkowych (20) wi-
dzimy, ze mozliwa liczba peptydéw o ré6znych sekwencjach jest olbrzymia i wynosi
20 czyli 6,4 X 10°. W praktyce, biblioteki kompletne, czyli zawierajgce petng re-
prezentacje wszystkich mozliwych struktur mozna uzyska¢ jedynie dla krétkich
peptydow.
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2. Niezbedne jest opracowanie odpowiedniej metody selekcji, pozwalajgcej na
wyszukanie w bibliotece sktadnikdw, ktore specyficznie oddziatujg z wybrang
czgsteczka akceptorowg. Procedura przeszukiwania biblioteki powinna by¢ na tyle
elastyczna, zeby umozliwiata réwniez selekcje elementdw biblioteki o matej lub du-
zej specyficznosci wobec wybranego liganda.

3. Trzeba dysponowaé¢ metodg identyfikacji wyselekcjonowanych peptydow bi-
blioteki i poznania ich struktury pierwszorzedowe;.

3. Fagowe biblioteki ekspresyjne

Nowa metoda, ktdra umozliwia przeszukiwanie biatkowych bibliotek kombina-
torycznych nosi nazwe prezentacji fagowej (phage display) (10,20) i wykorzystuje
fagi widkienkowate MI3 jako nosniki biatek. Specyficzng cechg fagowego uktadu
ekspresyjnego jest miejsce klonowania DNA kodujgcego peptydy lub biatka. Ele-
menty biblioteki wystepujg pod postacig biatek fuzyjnych z czgsteczkami biatek
kapsydu i sg eksponowane na zewnagtrz wirionu, przy czym kazdy bakteriofag jest
nosicielem tylko jednego rodzaju peptydu.

Selekcja biblioteki polega na adsorpcji fagow z dowolnie wybrang czgsteczkg ak-
ceptorowa. Nastepnie niespecyficzne fagi zostajg odptukane. Natomiast fagi prezen-
tujgce peptyd lub biatko bedgce specyficznym ligandem dla akceptora poddaje sie
propagaciji, czyli namnozeniu w E. coli w celu przeprowadzenia kolejnej rundy selek-
cji. Kilkukrotne powtdrzenie procesu selekcji powoduje, ze stopniowo zwieksza sie
pule fagow specyficznych w stosunku do pozostatych (20).

Identyfikacja wyselekcjonowanych elementéw biblioteki fagowej jest mozliwa
dzieki ,powigzaniu” fenotypu z genotypem: kazdy fag jest nosicielem jednego pep-
tydu biblioteki i zawiera DNA kodujgce te czgsteczke. Propagacja wyselekcjonowa-
nego faga pozwala na uzyskanie DNA kodujacego czgsteczke, ktorej biologiczne
witasciwosci sg okreslone przez jej oddziatywanie z ligandem (20) (rys. 1).

Przy konstruowaniu bibliotek przeciwcial metoda in vitro omija sie etap immuni-
zacji, co umozliwia otrzymywanie przeciwciat dla antygenéw o stabej antygenowo-
éci lub/i immunogennosci, atbo takich, ktore sg toksyczne dla organizmu gospoda-
rza. jest to duza zaleta wobec tradycyjnych metod uzyskiwania przeciwciat o po-
zadanej specyficznosci, np. metodg hybrydomy (21), gdzie kontrola procesu natural-
nej immunizacji jest w znacznym stopniu ograniczona.
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u O A -DNA
I ©9 A - biatko

upi - receptor

klonowanie DNA

ekspresja na
powierzchni faga

adsorpcja fagéow

odmycie fagéw
nie zwigzanych
z receptorem

elucja i propagacja
zwigzanych fagéw

izolacja DNA

sekwencjonowanie
DNA kodujgcego
eksponowane biatko

Rys. 1. Schemat konstrukcji i selekcji fagowej kombinatorycznej biblioteki biatkowej.
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4. Wektory stosowane do konstrukcji fagowych bibliotek ekspresyjnych

4.1. Budowa i cykl biologiczny bakteriofaga MI3

Wiekszos$¢ wektorow stuzacych do konstruowania bibliotek ekspresyjnych otrzy-
mano wykorzystujgc genom faga MI3 lub jego fragmenty. Bakteriofag MI3 nalezy
do fagéw witdkienkowatych z rodziny Inoviridae, zdolnych do infekowania bakterii
E. coli zawierajgcych koniugacyjny plazmid F. Genom faga M13 jest jednoniciowaq,
kolistg czgsteczkg DNA, ktéra sklada sie z 6407 nukleotydéw i zawiera 11 gendw
(tab. 1) (20).

Tabela 1
Geny i biatka faga M13

Gen Biatko Funkcja

| Pl morfogeneza

Il Pil replikacja DNA

1] PIH proces infekcji i morfogeneza

1\ PIV morfogeneza

Y PV wigzanie jednoniciowego DNA fagowego
Vi PVI biatko kapsydu

Vi PVII biatko kapsydu
Vil PVIII gtéwne biatko kapsydu

IX PIX biatko kapsydu

X PX replikacja DNA

Xl PXI morfogeneza

Wirion faga M13 ma S$rednice ok. 6,5 nm i dlugo$¢ ok. 930 nm. Czgsteczka DNA
jest zamknieta w cylindrycznym ptaszczu biatkowym ztozonym z ok. 2700 czgste-
czek biatka pVIIl. Na jednym koricu kapsydu znajduje sie po 5 czasteczek biatek pVIl
i pIX, podczas gdy na drugim koricu znajduje sie po 5 czasteczek biatek pili i pVI.
Ten koniec wirionu odpowiedzialny jest za wigzanie faga do bakterii za posrednic-
twem biatka pili (rys. 2).

Proces infekcji E. coli jest inicjowany poprzez przytaczenie faga do pili koniuga-
cyjnych F. Nastepnie, po stopniowej depolimeryzacji pili, bakteriofag wchodzi
w kontakt z btong bakteryjng. Bialka kapsydu zostajg wbudowane w btone bakte-
ryjna, natomiast jednoniciowy genom fagowy ulega przeniesieniu do cytoplazmy.
Enzymy bakteryjne podejmujg synteze komplementarnej nici DNA i tym samym ge-
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c - biatko pVI - biatko pIX

-biatko pili O - biatko pViliI

Rys. 2. Budowa faga MI3.

nom fagowy przyjmuje posta¢ dwuniciowej, superhelikalnej formy replikatywnej.
Forma replikatywna stuzy jako matryca dla transkrypcji fagowego mRNA, dzieki cze-
mu w wyniku translacji otrzymywane sg wszystkie biatka fagowe. Czes$¢ biatek fago-
wych, w potaczeniu z enzymami bakteryjnymi zwieksza ilos¢ replikatywnej formy
genomu fagowego, co powoduje zwiekszona produkcje biatek fagowych. Biatka bu-
dujace kapsyd i odpowiedzialne za poprawne skfadanie wirionu ulegajg wbudowa-
niu do bakteryjnej btony wewnetrznej, natomiast biatka zwigzane z replikacjg DNA
kumulujg sie w cytoplazmie gospodarza. Wéwczas gdy stezenie biatka specyficzne-
go wobec jednoniciowego DNA fagowego, pV, osiggnie wlasciwy poziom, wychwy-
tuje ono nowo powstajgcy genom fagowy tworzgc kompleks pV-ssDNA. Skiadanie
wirionu zachodzi w miejscach, gdzie obydwie btony bakteryjne znajdujg sie w bli-
skim kontakcie. Biatko pV stopniowo oddysocjowuje od jednoniciowego DNA i za-
stepowane jest biatkami kapsydowymi. Transfer biatek kapsydowych z btony wew-
netrznej do powstajgcej czastki wirusowej zapewniony jest poprzez biatka fagowe
odpowiedzialne za skladanie wirionu i bakteryjng tioredoksyne. Sktadanie zachodzi
do momentu, w ktérym caty genom fagowy ulegnie optaszczeniu, a dojrzaty wirus
zostanie uwolniony z komdrki gospodarza (20).

4.2. Wektory fagowe

Wiekszos$¢ wektorow stosowanych do konstruowania bibliotek fagowych umo-
zliwia ekspresje egzogennych peptyddéw i biatek w postaci biatek fuzyjnych z biatkami
pili lub pVlii faga MI3. Ekspresje przeprowadza sie po wklonowaniu DNA kodu-
jacego badane biatko lub peptyd w odpowiednie miejsca gendw lii iub Viii genomu
faga. W wyniku ekspresji takiego fragmentu DNA powstaje biatko fuzyjne, w sktad
ktérego wchodza fragmenty C-koncowe biatek pili lub pVIll. Wektory zawierajgce
opisane miejsca klonowania sa nazywane odpowiednio wektorami typu 3 i 8 (23). Ze
wzgledu na to, ze w niektérych przypadkach obecnos¢ obcego insertu w biatkach
pili lub pVIIl moze spowodowaé brak infekcyjnosci lub zaburzenia w rozwoju faga
MI3, zaprojektowano wektory zawierajagce po dwie kopie genoéw llI i VIII: jedna ko-
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vp 3 typ 8
typ 3+3 8 typ 8+8
typ 33 typ 88

Rys. 3. Typy wektoréw uzywanych do konstrukcji bibliotek fagowych.

pia stuzy do klonowania egzogennego DNA, podczas gdy druga zapewnia powstanie
natywnej formy biatka iii lub VIII. Wektory takie sg oznaczane symbolami 33 lub 88
(23) (rys. 3).

4,3. Wektory fagemidowe

Odrebng klasg wektoréw sg wektory fagemidowe. Fagemidy sa rodzajem plazmi-
déw, ktére w obecnosci faga pomocniczego majg zdolnosé pakowania sie do kapsy-
du faga w postaci jednoniciowego DNA. W przypadku wektorow fagemidowych
fragment DNA majacy ulec ekspresji wklonowuje sie do fagemidu zawierajagcego
kompletne geny Il lub VIII lub ich fragmenty. Jezeli bakterie zawierajgce taki fage-
mid zainfekuje sie fagiem pomocniczym, ktérego zdolnos¢ do replikacji jest ograni-
czona (np. VCSM13), to wydzielane czasteczki faga bedg zawieraty DNA fagemidu
oraz mieszanine natywnych i zrekombinowanych form biatek pili lub pVIIl. Wektory
takie sa oznaczane symbolami 3-F3 lub 8-1-8 (23) (rys. 3).
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Tabela 2

Rodzaje fagow”~ch wektoréw ekspresyjnych

Typ wektora Warto$ciowos$¢
3 5
33 0-5
3+3 0-5
8 2700
88 0-2700
8+8 0-2700

Istotnym parametrem wektorow fagowych i fagemidowych jest wartosciowos¢
(valency) prezentowanej czasteczki (tab. 2). W zaleznosci od typu wektora moze ona
wynosi¢ od 0 do 2700 czasteczek na wirion faga. Warto$ciowo$¢ moze mie¢ wptyw
na swoiste ,maskowanie” powinowactwa czgsteczek izolowanych z bibliotek fago-
wych. Spowodowane jest to efektem chelatowania: im wiecej czgsteczek fag ekspo-
nuje na powierzchni, tym jest wieksze prawdopodobieristwo, ze rzeczywiste powi-
nowactwo pojedynczej czasteczki wobec liganda bedzie ,maskowane” (20).

5. Biblioteki peptydowe w fagu MI3

5.1. Przypadkowe {random) peptydy

Wektory fagowe lub fagemidowe moga by¢ zastosowane do ekspresji zréznico-
wanych peptydéw bedacych potencjalnymi ligandami dla badanych biatek (24-26).
Biblioteke fragmentéw DNA kodujacych peptydy o przypadkowej sekwencji (random
peptides) otrzymuje sie za pomoca tancuchowej reakcji polimerazy (PCR), z wykorzy-
staniem starteréw oligonukleotydowych zawierajgcych sekwencje zdegenerowang
(rys. 4).

Amplifikowany DNA po strawieniu odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi zo-
staje wklonowany do ekspresyjnego wektora fagowego lub fagemidowego. Trans-
formowane przygotowanym konstruktem komoérki bakteryjne produkuja fagi, pre-
zentujgce na powierzchni peptydy jako fuzyjne fragmenty biatka pili lub pVIIl. Se-
lekcja biblioteki polega na adsorpcji fagow na podtozu zawierajgcym unierucho-
miong czasteczke akceptorowa. Odmycie fagéw nie wigzacych sie, a nastepnie elu-
cja zwiazanych umozliwia otrzymanie frakcji wzbogaconej w fagi prezentujace pep-
tydy rozpoznawane przez dane biatko. Wyizolowanie takich fagéw pozwala na
okreslenie sekwencji nukleotydowych, kodujacych wyszukane peptydy. Metoda ta
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Hybrydyzacja
startera

Wydtuzanie

Trawienie
restrykcyjne

Rys. 4. Konstrukcja fagowej biblioteki przypadkowych peptydéw.

jest najczesciej stosowana do mapowania epitopdw rozpoznawanych przez prze-
ciwciata monoklonalne (25,27,28).

5.2. Peptydy bedace fragmentami biatek

Biblioteki fagowe prezentujgce peptydy bedace fragmentami biatek moga by¢
zastosowane do identyfikacji miejsc antygenowych lub innych miejsc wigzacych
w biatkach (rys. 5). W tym przypadku fragmenty DNA otrzymane w wyniku czescio-
wej degradacji genu lub cDNA kodujgcego dane biatko zostajg poddane ekspresji
w wektorze fagowym. Selekcja peptydéw rozpoznawanych przez przeciwciato lub
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DNA

Trawienie DNA-zg
i wytepienie koncow

Ligacja z tgcznikami

Trawienie restrykcyjne

Elektroforetyczna selekcja dtugosci
i oddzielenie tgcznikéw

200 bp

50 bp

Odzyskanie lepkich fragmentéw
i ligacja z forma RF wektora

Elektroporacja

Rys. 5. Konstrukcja fagowej biblioteki peptydéw bedacych fragmentami biatek.

BIOTECHNOLOGIA 1 (56) 35-56 2002 45



Piotr Kwasnikowski i inni

inne biatko umozliwia poznanie sekwencji aminokwasowych wyselekcjonowanych
peptydéw. Dzieki tej technice mozliwe bylo poznanie immunogennych epitopéw
wirusa H1V (29) oraz innych wiruséw (30,31).

6. Fagowe biblioteki biatkowe

6.1. Prezentacja i selekcja biatek za pomoca genetycznych pakunkéw

Metody ekspresyjne wykorzystywane do konstrukcji bibliotek biatek, ich ekspre-
sji i ukierunkowanej mutagenezy znane sg pod ogélng nazwa prezentacji i selekciji
biatek na pakunkach genetycznych DSPGP (display and selection ofproteins on genetic
packages) (20). Metoda DSPGP polega na wprowadzeniu duzej r6znorodnosci mole-
kularnej w rejon determinujacy (lub potencjalnie determinujacy) specyficzno$¢ ba-
danego biatka wobec wybranej czasteczki akceptorowej. W wyniku celowo lub przy-
padkowo wprowadzonych mutacji otrzymuje sie pule biatek o zmienionej sekwencji
i zmienionych wlasciwosciach; biatka te sa prezentowane na powierzchni tzw. pa-
kunku genetycznego GP (replicable genetic package) (20). Pakunkiem genetycznym
moze by¢ fag MI3, komérka (32-33), badz wytworzony in vitro komples rybo-
som:mRNA;powstajace biatko (34). Adsorpcja prezentowanych biatek na odpowied-
nim Ugandzie pozwala wyizolowa¢ i namnozy¢ te, ktore sa nosnikami biatek od-
dziatujacych z ligandem. Ustalenie sekwencji nukleotydowej DNA kodujgcego te
biatka umozliwia poznanie ich sekwencji aminokwasowej i wyciagniecie wnioskéw
na temat roli poszczegd6lnych domen lub reszt aminokwasowych w wigzaniu Uganda
lub receptora. Dzieki zastosowaniu tej metody mozliwe bytlo miedzy innymi ziden-
tyfikowanie reszt aminokwasowych biorgcych bezposredni udziat w wigzaniu ludz-
kiego hormonu wzrostu do jego receptora (35), reszt uczestniczacych w wigzaniu
.palca cynkowego” do DNA (36), czy ustalenie, ktore z reszt aminokwasowych sg
niezbedne dla wigzania enzyméw proteolitycznych z inhibitorami (20).

6.2. Fagowy system do klonowania cDNA

Fagowy system ekspresyjny pJuFo (26), ktory umozliwia wyselekcjonowanie
cDNA kodujgcego interesujgce nas biatko, zostat zaprojektowany z wykorzystaniem
fagemidowego wektora pComb3. W systemie pJuFo fragmenty biatek fos ijun wigzag
sie ze sobg z duzym powinowactwem na zasadzie ,leucynowego zamka btyskawicz-
nego” (leucine zipper). Produkt ekspresji cDNA wystepuje pod postacig biatka fuzyj-
nego z biatkiem fos. Kompleks ten zostaje wydzielony do przestrzeni periplazma-
tycznej, natomiast biatko jun ulega ekspresji jako biatko fuzyjne z biatkiem pili faga
M13 i w efekcie jest prezentowane na powierzchni faga. W przestrzeni periplazma-
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Rys. 6. Fagowy system klonowania cDNA.
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tycznej biatko fuzyjne Jun wigze obecne tam biatko fos, ktdre jest zwigzane z biatko-
wym produktem ekspresji cDNA. Mozna zatem powiedzie¢, ze biatko jun, obecne na
powierzchni faga, dziata jako swoisty magnes dla produktéw ekspresji cDNA, ktére
wigza sie z tym biatkiem za posrednictwem biatka fos. Istotng zaletg tego systemu
jest mozliwosé ekspresji i izolacji fragmentéw cDNA, ktére zawieraja kodony termi-
nacji translacji, jest to mozliwe dzieki temu, ze nosnik dla produktu ekspresji cDNA,
czyli gen/os, jest potgczony z 5'-konncem fragmentu cDNA, w zwigzku z czym ewen-
tualna obecnos¢ kodonow stop nie ma wplywu na ekspresje genu fos, ani pozo-
statlego fragmentu cDNA (rys. 6). Przy odwrotnej orientacji cDNA wzgledem nos$nika
(gen/os przytaczony do 3 -korica cDNA) mogtoby dojs¢ do sytuacji, w ktérej ewentu-
alny kodon terminacji wystepujacy w cDNA poprzedzatby sekwencje kodujaca
biatko/os. W takim przypadku przedwczesna terminacja translacji uniemozliwitaby
ekspresje, a tym samym selekcje biatka fuzyjnego/os-produkt cDNA. System pjuFo
zostat zastosowany m.in. do klonowania alergenéw z Aspergillus fumigatus (37) i ba-
dania oddziatywan aktyny z odwrotng transkryptaza z wirusa H1V (38).

6.3. Biblioteki przeciwciat

Przeciwciata nalezg do biatek z grupy y-globulin, obecnych w osoczu krwi wszyst-
kich kregowcow wyzszych (22) i stanowig bardzo wazny element uktadu odporno-
Sciowego organizmu. Czgsteczka immunoglobuliny jest heterotetramerem zbudo-
wanym z czterech fancuchéw polipeptydowych: dwdch lekkich (Lc) oraz dwoch ciez-
kich (Hc) potaczonych mostkami dwusiarczkowymi (rys. 7) (22).

tancuchy Lc moga wystepowa¢ w dwoch wariantach: k oraz X. Lancuchy lekkie
sktadajg sie z domeny zmiennej V1 i statej CI. W zaleznosci od réznic w budowie Hc,
przeciwciata mozna podzieli¢ na pie¢ gtéwnych klas: IgA, IgD, IgE, IgC i IgM. tancu-
chy ciezkie zbudowane sg z domeny zmiennej Vh i trzech do czterech domen
statlych (CH1-CH4). Immunoglobuliny IgG, powstajgce w najwiekszych ilosciach pod-
czas immunizacji wtérnej, charakteryzujg sie duzym powinowactwem do antygenu.

Przeciwciala, ze wzgledu na szczegoélnie szeroki zakres zastosowan, nalezg do
biatek najczesciej poddawanych ekspresji przy uzyciu fagowych wektoréw ekspre-
syjnych (39). Biblioteki fagowe moga by¢ zrédtem monoklonalnych przeciwciat o wy-
sokim powinowactwie lub unikatowej specyficznosci. Fagowy system ekspresyjny
pozwala na przeszukanie i scharakteryzowanie wiekszej liczby klonéw, niz ma to
miejsce w przypadku klasycznej metody hybrydomy. W przypadku tej metody ist-
nieje rowniez mozliwos¢ pominiecia etapu immunizaciji, co jest duzg zaletg w przy-
padku gdy antygen jest toksyczny dla komorek gospodarza. Sposréd licznych zasto-
sowan bibliotek kombinatorycznych przeciwciat otrzymanych z bibliotek kombina-
torycznych mozna wymieni¢ wykorzystanie w terapii i diagnostyce choréb (20),
w badaniach nad oddziatywaniem biatek z czgsteczkami receptoréw komérkowych
(40), hormondéw (41) czy kwasow nukleinowych (20,42-44). Z bibliotek kombinato-
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Rys. 7. Schemat budowy czasteczki immunoglobuliny oraz fragmentu Fab.

rycznych otrzymano réwniez przeciwciatla rozpoznajace antygeny powierzchniowe
wiruséw (45,46), oraz hapteny (47,48). Ponadto fagowy system ekspresyjny umozli-
wia zmienianie swoistosci przeciwcial poprzez modyfikacje sekwencji nukleotydo-
wej, konstruowanie przeciwciat o nowej lub zmienionej specyficznosci oraz zmiane
specyficznosci przeciwciata poprzez przetasowanie tancuchéw ciezkich i lekkich
(chain shuffling) (49). Biblioteki kombinatoryczne sa réwniez zrédtem nowego typu
immunoglobulin, tzw. abzyméw (50) - przeciwciat o wlasciwosciach katalitycznych
znajdujgcych coraz szersze zastosowanie w chemicznych reakcjach enzymatycznych
(50-53).

Przeciwciata pochodzace z bibliotek fagowych nie maja kompletnej formy, lecz
wystepujg w postaci tzw. fragmentu Fab (rys. 7), ktory jest produktem trawienia
czgsteczki natywnej immunoglobuliny za pomoca pepsyny. Fab jest heterodimerem
zbudowanym z dwoch tancuchow: kompletnego Lc oraz fragmentu Fd tancucha
ciezkiego obejmujgcego domene zmienna i domene statg CH]. Fragmenty Fab posia-
dajg bardzo podobna specyficznosé i statg wigzania jak odpowiadajace im przeciw-
ciala wyjsciowe, nie posiadajg jednakze zdolnosci do immunoprecypitacji. Mozna je
jednak znacznie tatwiej klonowac i przeprowadzi¢ ich ekspresje w bakteriach E. coli.
Ze wzgledu na swoje rozmiary kompletna czasteczka immunoglobuliny na tyle za-
burza cykl biologiczny faga MI3, ze przeprowadzenie wydajnej ekspresji w uktadzie
fagowym jest bardzo utrudnione, jezeli istnieje potrzeba otrzymania przeciwciat
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Rys. 8. Podobienstwo metod konstrukcji i selekcji fagowych bibliotek przeciwciat do mechanizméw
odpowiedzi immunologicznej.

monoklonalnych o petnej dlugosci, konieczne jest przeprowadzenie ekspresji im-
munoglobulin w eukariotycznym systemie ekspresyjnym (54),

Podobienstwo metod konstrukcji i selekcji fagowych bibliotek przeciwciat do na-
turalnej odpowiedzi immunologicznej jest szczegdlnie uderzajace (rys. 8). Istota
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obydwu procesow jest taka sama, jednakze mechanizmy generowania réznorodno-
&ci molekularnej, selekcji oraz dojrzewania powinowactwa réznig sie w uktadzie in
vivo oraz in vitro.

W ukfadzie odpornosciowym pierwotne zréznicowanie przeciwciat powstaje dzie-
ki unikatowemu procesowi dojrzewania mRNA immunoglobulin. In vitro proces ten
moze by¢ nasladowany zasadniczo na dwa sposoby.

Po pierwsze, biblioteke genéw kodujgcych Fab mozna otrzymac poprzez amplifi-
kacje metodg RT-PCR sekwencji kodujacych immunoglobuliny, pochodzacych z puli
mRNA izolowanego ze szpiku kostnego, $ledziony lub krwi obwodowej. Startery
uzyte w odwrotnej transkrypciji i reakcji PCR muszg by¢é komplementarne do konser-
watywnych fragmentéw genoéw, tak aby amplifikacja objeta maksymalng liczbe se-
kwencji kodujgcych rejony hiperzmienne CDR (complementarity determining regions).
Opisane podejscie ma istotne ograniczenie w postaci niekompletnej bazy danych
genow kodujgcych immunoglobuliny, na podstawie ktérej projektuje sie startery re-
akcji PCR. Z tej przyczyny otrzymuje sie biblioteke genéw stanowigcych jedynie nie-
wielka czes$¢ pierwotnej r6znorodnosci. Do konstrukcji biblioteki mozna oczywiscie
uzy¢ mRNA izolowanego z organizmu gospodarza immunizowanego wybranym an-
tygenem. Podejscie takie znacznie utatwia osiggniecie sukcesu (45). Jest jednak nie-
spojne z jednym z podstawowych zatozen metodycznych zwigzanych z konstrukcjg
fagowych bibliotek przeciwcial, jakim jest ominiecie etapu immunizacji (55).

Drugim sposobem jest metoda semisyntetyczna, oparta na reakcji chemicznej
randomizacji (chemical randomisation) (48). Biblioteka taka ma charakter potsynte-
tyczny, poniewaz zmiennos¢ jest wprowadzana do genu dowolnie wybranego prze-
ciwciata za pomoca zdegenerowanych starterow w reakcji PCR. Randomizacja pole-
ga na uzyciu oligonukleotydéw otrzymanych na drodze chemicznej w formie mie-
szaniny bardzo wielu sekwencji. Teoretycznie, pojedynczy zmodyfikowany region
hiperzmienny stanowigcy biblioteke moze da¢ 4 klonéw (n dlugo$¢ regionu hiper-
zmiennego w parach zasad DNA). Wielkos¢ r6znorodnosci zblizona jest zatem do
mozliwej w procesie naturalnej immunizacji (48). Réwniez ta metoda posiada pew-
ne ograniczenia. Synteza randomizowanych starteréw dtuzszych niz 24 nukleotydy
obejmujgca petng mozliwg ré6znorodnos¢ nie jest trudna, jednak ze wzgledu na ska-
le syntezy enzymatycznej, istotnym ograniczeniem jest wydajno$¢ ukierunkowanej
mutagenezy przeprowadzanej przy uzyciu randomizowanych starterow na matrycy
genu modyfikowanego przeciwciala.

Selekcja przeciwciat przy uzyciu biblioteki fagowej przypomina proces selekcji
jaki zachodzi w ukfadzie odpornos$ciowym (rys. 8). Limfocyty B zawierajg zrearan-
zowane geny kodujgce przeciwciata, ktére jednoczesnie prezentowane sg na po-
wierzchni limfocytu B. Kontakt z antygenem powoduje pobudzenie i proliferacje
tych limfocytéw B, ktére rozpoznajg dany antygen. Pobudzone przeksztalcajg sie
nastepnie w produkujgce przeciwciata komorki plazmatyczne. Mutacje somatyczne,
ktére zachodzg w wyniku stymulacji przez antygen, moga podwyzsza¢ powinowac-
two przeciwciat wobec antygenu (39,49).
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Za pomoca fagowego systemu ekspresyjnego, podobnie Jak w uktadzie odporno-
Sciowym mozliwa jest selekcja i propagacja tych fagow, ktére prezentuja przeciw-
ciala oddzialujgce z wybranym antygenem. Biblioteka gendw immunoglobulinowych
poddawana jest ekspresji w odpowiednim wektorze. W ten sposéb uzyskuje sie bi-
blioteke przeciwciat w fagach, przy czym kazda czasteczka faga prezentujaca na
swojej powierzchni przeciwcialo zawiera kodujgcy je gen. Wzbogacenie biblioteki
nastepuje w wyniku adsorpcji fagéw na immobilizowanym antygenie. Kilkukrotne
powtdrzenie tej procedury umozliwia otrzymanie przeciwciat o najwiekszym powi-
nowactwie wobec antygenu. Istnieje rowniez mozliwos¢ ,syntetycznego” wprowa-
dzania mutacji do genéw immunglobulinowych i uzyskiwania w ten sposéb przeciw-
ciat o0 podwyzszonym powinowactwie lub zmienionej specyficznosci (11,56).

Identyfikacji wyselekcjonowanych klonéw faga dokonuje sie poprzez ich propaga-
cje, izolacje DNA i sekwencjonowanie genu kodujgcego prezentowane przeciwciato.

6.4. Wektory stosowane do ekspresji przeciwciat

W zaleznosci od rodzaju wektora, aktywne domeny przeciwcial moga ulegac
ekspresji w postaci fragmentu Fab (20) lub taincucha Fv (57). Poniewaz zmienne re-
giony fancucha ciezkiego i lekkiego fragmentu Fv moga nie tworzy¢ poprawnego
heterodimeru, najczesciej stosowane rozwigzanie polega na potgczeniu genéw ko-
dujacych zmienne regiony fancucha lekkiego i ciezkiego za pomoca DNA kodu-
jacego krotki peptyd taczacy. Ekspresja tak potaczonych genéw daje tzw. jednoni-
ciowy tancuch Fv {single chain Fv). Przykladem wektora, ktéry umozliwia ekspresje
fragmentu Fab jest pComb3 (20,37), natomiast wektorem dajacym ekspresje tancu-
cha Fv jest pHEN (20).

Do ekspresji bibliotek przeciwciat stosuje sie fagi prezentujace na powierzchni
tancuchy immunoglobulinowe jako biatka fuzyjne z biatkami otoczki faga. Po wyse-
lekcjonowaniu aktywnych klonéw, Eab moga byé otrzymane jak biatko rozpuszczal-
ne, wydzielane do przestrzeni periplazmatycznej bakterii. Mozna tego dokonac¢ po-
przez wyciecie z wektora pComb3 sekwencji kodujacej biatko pili (56,59).

7. Ewolucja biatek iw Vitro

7.1. Uwagi wstepne

Najbardziej pozgdang cechg przeciwciat monoklonalnych, z zastosowawczego
punktu widzenia, jest jak najwieksza sita oddziatywania immunoglobuliny z antyge-
nem. W wiekszosci przypadkéw powinowactwo przeciwciat wyselekcjonowanych
z biblioteki kombinatorycznej nie satysfakcjonuje badacza. Problem ten dotyczy nie
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tylko bibliotek przeciwciat, bowiem systemy fagowe wykorzystywano rowniez do
ekspresji hormondéw (60-61), enzymdw i ich inhibitoréw (62-64) oraz biatek od-
dziatujgcych z kwasami nukleinowymi (36,43,65). Dlatego standardem stalo sie po-
dejmowanie szeregu dziatan majacych na celu zwiekszenia specyficznosci wyselek-
cjonowanych bialek poprzez nasladowanie zjawisk zachodzacych w naturze. Dziatania
te mozna okresli¢ mianem ewolucji biatek in vitro.

Proces ewolucji przeciwciat in vitro posiada szereg cech wspdélnych z mecha-
nizmami ewolucyjnymi przyrody. Warunkiem zaistnienia obydwu procesow jest zmien-
nos$¢ genetyczna, cho¢ z oczywistych wzgledéw sposoby jej powstawania rdznig sie
in vitro i in vivo. W obydwu przypadkach réznorodnos$¢ genetyczna poddawana jest
presji selekcyjnej. W przyrodzie o przezywalnosci decyduje kumulatywny dobér na-
turalny: jezeli organizm posiada wszystko co niezbedne do przezycia, to jego geny
zostajg przekazane nastepnemu pokoleniu, W laboratorium kryterium doboru jest
cel badawczy: propagacji ulegajg te klony fagéw, ktére prezentujg biatka najlepiej
wigzace sie z wybranym zwiazkiem akceptorowym.

Pod pewnymi waznymi wzgledami pojecie ewolucji biatek in vitro jest jednak
mylace. Po pierwsze, podczas selekcji biblioteki kombinatorycznej pula genetyczna
populacji potomnych fagéw biblioteki za kazdym razem ulega gwattownemu zawe-
zeniu. Spowodowane jest to tym, ze nowe pokolenia fagéw biblioteki nie sg podda-
wane dziataniu mechanizmoéw generowania zmiennosci genetycznej in vitro. Mamy
zatem do czynienia z kojarzeniem wsobnym, ktéry w przyrodzie jest raczej wyjat-
kiem niz regutg. Po drugie, w kazdym pokoleniu podlegajacym selektywnemu na-
mnazaniu fagi potomne oceniane sg na podstawie kryterium ich podobienstwa do
konkretnego wzorca. Jest nim biatko o okreslonej specyficznosci. Natomiast ewolu-
cja zywych organizmow, jak mozna by przypuszczaé, nie posiada zadnego konkret-
nego celu, a kryterium doboru naturalnego, jak sie wydaje, jest chwilowe i dotyczy
albo przetrwania, albo bardziej ogdlnie, sukcesu reprodukcyjnego.

7.2. Techniki ewolucji przeciwciat in vitro

Powszechnie stosowang metodg modyfikowania sity wigzania immunoglobulin
jest mutacja punktowa aminokwaséw wchodzgcych w sktad rejondéw hiperzmien-
nych (67). Bardzo interesujacg technikg jest tak zwane tasowanie fancuchéw [choin
shujjling) (49). Polega ona na wzajemnej zamianie fancuchow ciezkich i lekkich, jej
odmiang jest przenoszenie rejondw hiperzmiennych wybranych przeciwciat (CDR
walking) (42). Za pomocag metody tasowania tarncuchéw uzyskano przeciwciata w for-
mie pojedynczego tancucha polipeptydowego scFv (68), lub przeciwciata biwatentne
[diaboclies) (69). Opisane metody sg bardzo skuteczne, ale nie pozwalajg na uzyska-
nie duzej réznorodnosci wtdrnej. Najczesciej stosowanym podejsciem jest wprowa-
dzanie zmiennosci molekularnej do sekwencji kodujgcych wyselekcjonowane prze-
ciwciala, czyli konstruowanie bibliotek wyzszego rzedu (20). Réznorodnos¢ takiej
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biblioteki mozna wytworzy¢ za pomoca niespecyfcznej miitagenezy in vitro, np.
w mutagennej reakcji PCR (error-prone PCR) (49,70-73). Nadzieje na przysztos¢ daje
réwniez metoda przenoszenia kaset sekwencji DNA (DNA shuffling) (74), lub catych
eksonéw (75). Innym sposobem, dajgcym podobne efekty in v/Vo jest przeprowadza-
nie ekspresji przeciwciat w mutagennych szczepach E. coli (49,73,76).

8. Podsumowanie

Fagowe biblioteki kombinatoryczne biatek naleza do technologii caly czas inten-
sywnie rozwijanych i z ich rozwojem wigza sie duze oczekiwania. Zaproponowano
wiele metod ich konstrukciji i selekcji tak, ze ich wybér zalezy przede wszystkim od
potrzeb i wyposazenia laboratoryjnego. Przypuszczalny zakres ich zastosowan moze
byé rozszerzony dzieki bardziej szczegétowemu poznaniu faga MI3. Pogtebianie
wiedzy dotyczgcej powigzan miedzy cyklem zyciowym MI3, a szlakami metabolicz-
nymi i biatkami komérek gospodarza niezbednymi dla jego replikacji i morfogenezy
pozwolitoby na ulepszenie metod konstrukcji fagowych bibliotek biatkowych. W li-
teraturze obserwuje sie ostatnio wzrost liczby prac metodycznych opisujacych za-
stosowania bibliotek kombinatorycznych biatek. Badania majace na celu opracowa-
nie schematu identyfikacji biatek E. coli istotnych dla wydajnej ekspresji w fagu M13
mogg by¢ wykorzystane do wyhodowania szczepu E. coli zoptymalizowanego pod
katem konstrukcji bibliotek kombinatorycznych (77). System pozwalajacy na ekspre-
sje kilku peptydéw ma powierzchni jednego faga M13 znalaztby zastosowanie w ba-
daniach nad odpowiedzia immunologiczng i oddziatywan miedzy biatkami (78). Pro-
wadzenie dalszych badan pokaze, czy uda sie z bibliotek kombinatorycznych biatek
uczyni¢ jeszcze uzyteczniejsze narzedzie w poszukiwaniach nowych czgsteczek
biatkowych o wilasciwosciach uzytkowych lub znajdujgcych zastosowanie w bada-
niach podstawowych.
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