NowoscCi

Semisyntetyczne
biblioteki przeciwciat
— konstrukcja

| przyktady zastosowan

ozwos genetyki molekularnej oraz coraz
wieksze mozliwosci precyzyjnego inzynie-

rowania, a takze coraz doskonalsza synteza

chemiczna spowodowaty znaczacy wzrost
zainteresowania bibliotekami — ukkadami
0 stosunkowo duzej liczbie poréwnywalnych
strukturalnie i funkcjonalnie, identyfikowal-
nych elementéw. Zbiory takie dotyczg biopo-
limeréw (oligopeptydéw, oligosacharydéw czy
oligonukleotyd6éw), ktére poczatkowo tworzo-
ne byly poprzez izolacje juz istniejacych w na-
turalnych ukfadach biologicznych. Obecnie
wiekszym powodzeniem cieszy sie odmienna
strategia prowadzaca do uzyskiwania biblio-
tek semisyntetycznych czy w petni chemicz-
nych. Niewatpliwg zaleta omawianego podej-
Scia jest mozliwos¢ poszerzenia biblioteki
0 nowe, nie wystepujace naturalnie elementy,
a takze mozliwos¢ interesujagcych funkcjonal-
nie modyfikacji. Zaréwno chemiczne jak i bio-
logiczne metody tworzenia bibliotek najpetniej
rozwiniete i udoskonatone dla oligopeptydéw
(1) sa obecnie opracowywane dla oligonukleo-
tydow. Szczegolnie interesujaca, zardwno ze
wzgledéw strukturalnych jak i funkcjonal-
nych, grupa peptydéw sa przeciwciata. Ich
niezwykle specyficzne oddziatywania z okre-
Slonymi determinantami antygenowymi, kto-
re sg wykorzystywane w biologii molekular-
nej czy immunodiagnostyce Klinicznej sg
zwigzane z budowg czesci zmiennych tancu-
chéw ciezkich i lekkich. Cze$¢ zmienna —
niezaleznie od rodzaju tancucha — skiada
sie z trzech regionéw hiperzmiennych i przy-
legajacych do nich czterech regionéw zrebo-
wych (ang. frame region — FR). Przeciwciala
odmiennej swoistosci roznig sie sekwencjg
aminokwasoéw gtéwnie w regionach hiper-
zmiennych. Regiony te determinujg swoisto$¢
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przeciwciat (ang. complementariLy determining regions — CDR), gdyz one wiasnie two-
rza miejsce wigzania antygenu (rys. 1) (2). Przykfadowo, szczegétowe badania doty-
czace wigzania przez przeciwcialo mysie duzego antygenu biatkowego — lizozymu
jaja kurzego, wykazaty, ze przeciwciato kontaktuje sie z antygenem poprzez 17 ami-
nokwasdéw (w regionie hiperzmiennym 10 — fancuch ciezki w wigkszosci region
CDR3, 6 — ftancuch lekki oraz | aminokwas w regionie zrebowym) (3-4).
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Rys. 1. Uproszczony schemat budowy przestrzennej miejsea wigzacego antygen. CDR
giony hiperzmienne, FR — regiony zrebowe.

Odszukanie struktur o wysokim powinowactwie do interesujgcej nas determinanty
antygenowej, korzystajac z maksymalnie duzej puli przeciwciat réznigcych sie sekwen-
cja czesci hiperzmiennych byloby wariantem optymalnym, zapewniajac}rm skutecznos$é
i precyzje wyboru. Podejscie takie stalo sie mozliwe dzieki konstrukcji semisyntety-
cznych bibliotek przeciwciat (5- 11).

Technologia ich generowania po raz pierwszy opublikowana przez Husa i wsp6t.
(8) jest Kilkuetapowa i obejmuje kolejno:

a) amplifikacje jednego z regionéw hiperzmiennych poprzez dobranie odpowiednich
starteréw o czeSciowo zmienianej sekwencji i reakcje tafcuchowg polimerazy (PCR),

b) wbudowanie zamplifikowanych fragmentéw do plazmidu,

¢) elektroporacje plazmidu do ukfadu bakteryjnego,

d) selekcje elementdéw biblioteki ze wzgledu na powinowactwo do okreslonej de-
terminanty antygenoweyj.

Etap amplifikacji dotyczyé moze réznych regionéw hiperzmiennych w zaleznosci
od doboru odcinkéw starterowych, ktérych sekwencja w rejonie centralnym jest
kombinatorycznie réznorodna. Dobrym przyktadem moze by¢ tutaj amplifikacja rejonu
CDR3 fancucha ciezkiego (5), gdzie synteza odcinkdéw primerowych obejmowata se-
kwencje komplementarng do regiondw zrebowych FR3 (18 zasad) oraz rejon centralny
o0 sekwencji losowej (48 zasad). Zamplifikowane sekwencje zostaty wprowadzone do
wektora pComb 3, zawierajgcego sekwencje odpowiedniego tancucha lekkiego. Synte-
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tyczny region CDR 3 reprezentowany byt przez 10%° réznych kombinacji. Réznorod-
nos¢ biblioteki ograniczona byta wylacznie liczbg transformantéw E. coli uzyskanych
po wklonowaniu plazmidu, ktére mogly byé analizowane (5x10" klondw). Interesujacy
jest rowniez sposob przeprowadzonej selekcji klonéw na drodze popularnego immuno-
enzymatycznego testu ELISA (ang. enzyme linked immunosorbent assay), ktory sta-
nowi obecnie w pebni zautomatyzowang i szybka technike.

Innym przyktadem utworzenia prezentowanego rodzaju bibliotek przeciwciat jest
propozycja Burtona i wspdt. (6), do konstrukcji ktérych uzyto odwrotnie stranskry-
bowanego mRNA z limfocytéw z surowic pacjentéw HIV | dodatnich bez objawéw
chorobowych. Istotna zaleta omawianych bibliotek w kontekscie technologii hybrydo-
ma podkre$lona przez Hermana Grama (7) polega na mozliwosci tworzenia puli prze-
ciwciat z wyjsciowych naiwnych limfocytdw nie stymulowanych wczeéniej do odpo-
wiedzi immunologicznej, a zatem réwniez nie selekcjonowanych po odpowiedzi pier-
wotnej. Jest to nowos¢ w poréwnaniu z wiekszoscig podejs¢ genetyki molekularnej,
w ktorych aktywne przeciwciata uzyskiwane sg droga wtornej odpowiedzi immunolo-
gicznej.

Otrzymanie semisyntetycznych bibliotek przeciwciat stanowi interesujgcag, mozliwg
do niemal catkowitej automatyzacji, technologie. Postep w dziedzinie syntezy chemi-
cznej umozliwiajacy jednoczesng synteze wszystkich mozliwych sekwencji oligomeréw
okreslonej dtugosci (reguta dziel i tacz w wariancie 1 typ oligomeru/jedno ziarno
podioza, 12) moze by¢ bardzo obiecujacy réwniez w odniesieniu do syntezy sekwencji
primerowych poprzedzajacej etap amplifikacji w konstrukcji semisyntetycznych bib-
liotek przeciwciat. Fakt ten jest t}m bardziej istotny, ze dla skutecznego prowadzenia
selekcji wazna jest mozliwosé rownoczesnego jej przeprowadzenia dla wszystkich ele-
mentow biblioteki. Dzieki mozliwosci automatycznego sekwencjonowania — zaréwno
na poziomie biatka jak i kwasu nukleinowego — fatwiejszy do rozwigzania jest obec-
nie problem odczytania wyodrebnionych struktur tworzacych kompleks z interesujgca
nas determinantg antygenowa.

Technologia konstrukcji semisyntetycznych bibliotek przeciwciat stanowi ciekawg
propozycje, ktéra zwiekszyé moze obszar poszukiwan o nowe, nie sprawdzone dotad
struktury.

Anna Astriab
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