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1. Wprowadzenie

ddziatywania miedzyczasteczkowe stanowig podstawe regulacji wszy-
Ostkich procesow metabolicznych zachodzacych w organizmach zywych.

Poznanie zaleznosci miedzy strukturg a funkcjg biologiczng zwigzkdéw ma ze
sadnicze znaczenie dla zrozumienia istoty procesow zyciowych, ale rownie
istotne jest dla badann o aspekcie praktycznym, np. poszukiwania nowych
lekow czy poznania mechanizmu ich dziatania.

Srodki terapeutyczne wpBrwaja np. na metabolizm komérek. Czesto cha-
rakteryzujg sie duzg niespecyficzno$cig aktywnosci biologicznej co prowadzi
do niepozadanych efektéw ubocznych. Specyficzno$¢ dziatania lekéw mozna
uzyskac¢ przez odpowiedni dobdér ich pochodnych rozpuszczalnych w wodzie
lub lipidach, uwzglednienie drég ich biodegradacji i Scista kontrole ostatecz-
nego stezenia leku w ustroju. Wyjatkiem sg terapeutyki wykazujace recepto-
rowy mechanizm dziatania lub pobierane przy udziale receptoréw, chociaz
nawet wtedy mamy do czynienia zazwyczaj z wiecej niz jednym rodzajem
komoérek poddawanych dziataniu tego samego leku.

W poszukiwaniu nowych $rodkéw terapeutycznych zasadniczym proble-
mem jest znalezienie takiej czgsteczki chemicznej, ktéra wykazywataby ma-
ksymalng specyficznos¢ komoérkows, tkankowa lub organowg i dawataby mi-
nimalne efekty uboczne. Rozw6j badarn modelowych i metod teoretycznych
znacznie przyblizyt nas do skutecznego racjonalnego projektowania nowych
terapeutykéw. Wydaje sie jednak mato prawdopodobne, aby metody czysto
teoretyczne mogly w najblizszym czasie zastgpi¢ tradycyjne sposoby poszu-
kiwania lekdow.

Zasadniczym problemem staje sie znajdowanie coraz to nowych zwigzkow
chemicznych, tzw. zwigzkéw wiodacych (ang. leadj, z ktorych w toku dalszych
badarn mozna wytworzy¢ nowe terapeutyki. Naprzeciw tym potrzebom wycho-
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dzg badania ztozonych mieszanin zwigzkéw chemicznych, w ktérych moga
znajdowac sie czasteczki o pozadanej aktywnosci, oparte na wykorzystaniu
koncepcji réznorodnosci molekularnej (ang. molecular diversity). Nowe po-
dejscie opiera sie na wykorlystaniu syntetycznych kombinatorycznych bib-
liotek zwigzkéw chemicznych i zostato zainicjowane osiagnieciami biologii mo-
lekularnej. Wigze sie z nim nadzieje na osiagniecie znacznego postepu w po-
szukiwaniach np. nowych lekéw, ale takze w wyjasnieniu molekularnych pod-
staw proceséw zyciowych.

W oméwieniu tym przedstawione zostaty najwazniejsze podejscia metody-
czne zwigzane z koncepcjg syntetycznych kombingtoiycznych bibliotek zwiaz-
kéw chemicznych i bibliotek otrzymywanych z wykorzystaniem uktadéw bio-
logicznych (fagowe biblioteki peptyddw i przeciwciat).

2. Syntetyczne kombinatoryczne biblioteki
zwiqzkow chemicznych

Pod pojeciem biblioteki kombinatoiycznej rozumiemy zbiér czasteczek po-
dobnych w budowie. Biblioteke takg bada sie pod katem wyselekcjonowania
jej aktywnych sktadnikéw w specyficzny sposob oddziatujgcych z wybrang cza-
steczka docelowa. Z definicji wynika, ze biblioteka kombinatoryczna moze byé
zbudowana z dowolnego typu monomerow. Jednak fakt, ze w prz}n*odzie pod-
stawowymi monomerami sg aminokwasy i nukleotydy spowodowat, iz wiasnie
z nich byly zbudowane pierwsze syntetyczne biblioteki kombinatoryczne.

Na przykiadzie heksapeptydow zbudowanych z wszystkich podstawowych
aminokwaséw biatkowych (20) widzimy, ze mozliwa liczba peptyddéw o réznych
sekwencjach jest olbrzymia i wynosi 20® czyli 64 000 000. Liczba mozliwych
sekwencji rosnie eksponencjalnie z dtugoscig tancucha n i zalezy od liczby
monomeréw m zgodnie z wzorem m\.

Wybor dokonany w przyrodzie pod wzgledem czasteczek kodujacych i re-
alizujacych informacje biologiczna, tzn. kwaséw nukleinowych i biatek (pep-
tydow) skiania do szczegdlnego traktowania bibliotek peptydowych i oligonu-
kleotydowych. Moga mie¢ one potencjalnie najszersze zastosowanie zaréwno
w badaniach podstawowych jak i stosowanych, np. w poszukiwaniach zwigz-
kow wiodacych (1).

3. Podziat syntetycznych kombinatorycznych bibliotek
zwigzkow chemicznych

Podziatu syntetycznych bibliotek kombinatorycznych mozna dokonac bio-
ragc pod uwage nastepujace kryteria: a) typ zwiazku: b) kompletnos¢ biblioteki;
¢) homogenicznos¢ biblioteki: d) format biblioteki: e) ,,cz3danie” sekwencji ele-
mentu biblioteki: f) synteza biblioteki.
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Biblioteka moze by¢ kompletna ezyli zawiera¢ petng reprezentaeje wszy-
stkich mozliwych struktur (elementow biblioteki) zwigzkéw danego typu. Bib-
lioteka homogeniczna sktada sie ze zwigzkéw zbudowanych z tej samej liczby
monomerdéw (ang. building blocks) w odréznieniu od biblioteki heterogeni-
cznej, w ktorej znajduja sie zwigzki zbudowane z réznej liczby monomerow.
Ze wzgledu na format biblioteki mozna podzieli¢ na zintegrowane (ang. in-
tegrated) np. biblioteki dwuwymiarowe (2,3) (ang. arrays) i biblioteki roz-
proszone (ang. dispersed). Biblioteki rozproszone w skrajnym przypadku
sktadajg sie z pojedynczych czasteczek (4,5). Ostateczna przydatnos¢ biblio-
teki kombinatoiycznej zalezy od mozliwosci odczytania struktury (sekwencji)
kazdego zwigzku biblioteki znalezionego w procesie przeszukiwania biblioteki
(selekcja, ang. selection, screening). Biblioteki zintegrowane nie wymagajg
sekwencjonowania, poniewaz przestrzenna lokalizacja zwigzku w bibliotece
(wspotrzedne) okresta z definicji jego budowe (historia syntezy). W przypadku
bibtiotek rozproszonych odczytywanie struktury zwigzkéw jest konieczne.
Bezposrednie sekwencjonowanie jest moztiwe obecnie tylko dla niektorych
zwigzkow (peptydow lub fragmentéw kwaséw nukleinowych — np. oligo-
deoksyrybonukleotydéw). Czidanie sekwencji w sposéb posredni odbywa sie
na zasadzie odczytywania etykiet kodujgcych (4,6,7) (ang. tag) lub poprzez
sekwencjonowanie kopii zwigzku.

4. Otrzymywanie i zastosowania bibliotek kombinatorycznych

Szersze omdwienie zintegrowanych bibliotek kombinatorycznych (arrays),
nie bedacych przedmiotem tego przegladu mozna znalez¢ w (8).

Kombinatoryczne biblioteki rozproszone mozna podzieli¢ ze wzgledu na
spos6b ,,odczytywania” (sekwencjonowania po selekcji) na kodowane (ang.
tagged) i niekodowane (ang. untagged) (9). Okreslenia te nie odpowiadajg
w petni terminom angielskim, czeSciowo z powodu braku petlnego uporzad-
kowania angietskiego nazewnictwa bibliotek kombinatorycznych.

Do syntezy bibliotek niekodowanych mozna wykorzysta¢ jedng z dwoch
metod: pierwszg z nich jest synteza tgczona (ang. mixture synthesis), a drugg
tzw. synteza dzielona (ang. split-synthesi$). W pierwszej zaklada sie, ze
uzycie mieszaniny monomeréw podczas kolejnych etapéw addycji doprowadzi
do uzyskania wszystkich mozliwych kombinacji tych monomeréw. (Nalezy pa-
mietaé, ze w mieszaninie musi powstawaé przynajmniej tyle czasteczek ile
kombinacji strukturalnych liczy otrzymywana biblioteka, o ile chcemy uzy-
skac jej kompletng wersje.) Odmienne reaktywnosci monomerdw uzytych do
syntezy biblioteki doprowadza do zmniejszeniajej zréznicowania. Na przyktad,
przy syutezie biblioteki peptydowej zbudowanej z aminokwasow biatkowych,
btedne bytoby zatozenie, ze wszystkie aminokwasy maja jednakowa zdolnos¢
tworzenia wigzania peptydowego. Najreaktywniejsze z nich bytyby preferowane
w syntezie, co wyklucza osiggniecie maksymalnego zréznicowania sekwencji
peptydow (biblioteka kompletna) (9).
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Podejscie to stosuje sie praktycznie wyitgcznie w syntezie bibliotek oligo-
nukleotydowych, poniewaz zaktywowane nukleotydy majg bardzo podobne
reaktywnosci.

Simteza dzielona (ang. split-synthesis) polega na zdefiniowaniu takiej li-
czby osobnych ,kanatéw” syntezy z ilu monomeréw buduje sie elementy bib-
lioteki (9,10). W kazdym z nich zachodzi przylaczanie tylko jednego, okre-
$lonego monomeru. Synteza przeprowadzana jest na podtozu statym, np. kul-

addtyga: (wtdnepodtate)
1 A G v
T 1

A- N/

(randomiaaga, rozdzi®)

2. A G \V4
AAmN GA-O VA-9
AG« GG-O VG-»
ANV -# GV-« N\ -+

(randonizaga, rozdzi®)

3. A G C

AAA- GAA

AAG- GAG VAG-
AAV- GAV- \A\/ -
AGA- GGA VGA-
AGG- GGG- VGG-
AGV- GGV- VGV-
A\A- G\ A- VV A -
AVG- GVG- \VAVA& TS
AN\ - G\WVWWVW- AVAVAVAS

Rys. 1. Przyktad zastosowania metody syntezy dzielonej przy otrzymywaniu kombinatorycznej
biblioteki tripeptydéw z uzyciem trzech aminokwaséw: alaniny (Ala), glicyny (Gly) i waliny (Val).
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kach polistyrenowych. Rozwazmy synteze np. biblioteki trojpeptydow chemi-
cznie syntetyzowanych z alaniny, glicyny i waliny (lys. 1). Mamy do czynienia
z trzema monomerami skiadnikéw biblioteki, wymagane zatem beda trzy ka-
naty syntezy; podtoze dzieli sie na trzy réwne czesci do kazdej z nich przytgcza
sie jeden z aminokwaséw. W kolejnym kroku podtoze tgczy sie, doktadnie
miesza i ponownie rozdziela. Nastepnie dokonuje sie addycji kolejnego ami-
nokwasu. Powtarzajac opisang procedure n razy i majgc do dyspozycji m
monomerOw otrzymuje sie biblioteke ztozong z maksimum réznych cza-
steczek. W opisanym przypadku, po trzech cyklach syntezy z uzyciem trzech
aminokwasOw otrzymujemy 3" = 27 peptydoéw o réznej sekwencji.

Na kazdej kulce poditoza wchodzacego w skiad otrzymanej w ten sposéb
biblioteki znajduje sie tylko jeden rodzaj peptydu. Biblioteke mozna poddac
selekcji odpowiednio wyznakowanym (np. fluorescencyjnie) zwigzkiem —
akceptorem, a peptyd znajdujacy sie na wyselekcjonowanej w ten sposéb
kulce podtoza, po oddzieteniu, podda¢ sekwencjonowaniu (10).

Metoda syntezy dzielonej pozwala na osiggniecie wysokiego stopnia zroz-
nicowania elementéw biblioteki kombinatorycznej. Osigga sie to dzieki od-
dzieleniu etapéw addycji poszczegdlnych monomerdéw podczas syntezy przez
co roznice ich reaktywnosci nie zmniejszaja r6znorodnosci biblioteki. fatwosé
otrzymania biblioteki kombinatorycznej na drodze Simtezy dzielonej przyczy-

A g 00102 c %, pac

2/3 213 2/3

randomizacja, rozdziat

addycja: N
I1SiLay odioz 1sli]B[2] odtoz NijGz] odoz o
12
~1/2 _

randomizacja, rozdzia’fJ

addycja:
Nti]N[2]Ap] 1SJI]IS12]B[3] ISH]]SI2]1G3]

Rys. 2. Ogolny schemat syntezy biblioteki kombinatorycznej i oznaczania subbibliotek przy
zastosowaniu procedury analizy zwrotnej.
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nita sie do powszechnego stosowania kombinatorycznych bibliotek rozpro-
szonych.

Houghten i wsp. (11), na drodze syntezy dzielonej, otrzymali zestawy sub-
bibliotek, w ktdiych w okreslonej pozycji zdefiniowano dwa aminokwasy (ang.
dual definition). Tak zatem z 18 aminokwasOw biatkowych (bez Cys i Trp)
otrzymali 324 subbiblioteki (18") heksapeptydéw. Dwa pierwsze aminokwasy
byly zdefiniowane, po czym w wyniku czterech cykli syntezy dzielonej dota-
czono cztery dalsze. W kazdej subbibliotece byto 18" réznych peptydéw o wzo-
rze ogdlnym XiX2(N)4. Cata biblioteka sktadata sie na tym etapie z ok. 34
milionéw réznych heksapeptydéw. Peptydy z kazdej z 324 subbibliotek zostaty
odblokowane i uwolnione z podtoza. Nastepnie byly testowane pod katem
wyznaczenia minimalnego stezenia ICso dla reakcji wigzania specyficznego
przeciwciata do wybranego jako czasteczka docelowa 13-peptydu. Jesli dla
jednej z subbibliotek zaobserwowano pozytywne wyniki selekcji, powiedzmy
w bibliotece AiA2(N)4, s3mtetyzowano nastepnie 19 nowych subbibliotek (na
tym etapie wigczono juz do syntezy tiyptofan) — AiA2X3(N)3, po jednej dla
kazdego aminokwasu zdefiniowanego w pozycji trzeciej i testowano w celu
znalezienia X3. Proces powtarzano tak dfugo az oznaczono ostatnig reszte
aminokwasowag, a co za tym idzie odnaleziono sekwencje aktywnego peptydu.

Cechg charakterystyczng tego podejscia jest zastgpienie sekwencjonowa-
nia zwigzkow biblioteki wielokrotnymi syntezami i selekcjami. Jest to istotna
zaleta szczegOlnie w przypadku bibliotek zwigzkéw, ktorych metody sekwen-
cjonowania nie sg opracowane. Poniewaz zmniejsza sie¢ réznorodnos¢ bada-
nych sekwencji peptydowych wraz z identyfikacjg kazdej reszty aminokwaso-
wej nastepuje zwielokrotnienie ilosci aktywnego skladnika w bibliotece. Ula-
twia to jego wykrycie. Za pomocg tej metody udato sie otrzymac specyficzne
peptydy wykazujace aktywno$¢ skierowang przeciwko niektérym bakteriom
gramujemnym i gramdodatnim (11).

Jeszcze inny wariant tego podejscia zostat opisany przez Janda'e i wsp.
jako tzw. procedura analizy zwrotnej (ang. recursive deconvolution strategy)
(9). Podczas syntezy biblioteki kombinatorycznej odktada sie tzw. biblioteki
czastkowe. Zatdzmy, ze tworlymy biblioteke zbudowang z trzeeh monomerow:
A B i C, a zatem stopnia trzeciego (rys. 2). Takze i w tym przypadku wyko-
rzystuje sie metode syntezy dzielonej. Na poczatku syntezy na trzech oddziel-
nych Sciezkach syntezy do podtoza statego przytacza sie odpowiednio A, B
lub C. Cze$¢ tej biblioteki odktada sie i oznakowuje jako biblioteke czastkowa
p(l), przy czym wielkos¢ katalogowanej frakcji jest odwrotnos$cig stopnia bib-
lioteki w pierwszym cyklu. Stad, przy zatozeniu, ze otrzymuje sie bibtioteke
trzeciego stopnia, 1/3 kazdej puli jest odktadana i oznaczana — w dalszych
etapach syntezy wielko$¢ magazynowanej frakcji rOMna jest odwrotnosci sto-
pnia biblioteki minus jeden. Pozostalty materiat jest fgczony, mieszany, roz-
dzielany i ponownie przytgczane sg monomery A, B oraz C. Znowu czesC tej
biblioteki zostaje zachowana jako biblioteka czastkowa p(2) — zlozona jest
ona z puli NIA2 Ni1B2 i N1C2 Pozostatos¢ ponownie taczy sie i miesza, po
czym dokonuje sie trzecia addycja, otrzymujac biblioteke ztozong z puli
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NIN2A3, NIN2B3 i NIN2C3.

Selekcji aktywnych skiadnikéw biblioteki dokonuje sie najpierw poprzez
inkubacje wszystkich subbibliotek z czgsteczka docelowg, a nastepnie wraca
sie do odtozonych bibliotek czastkowych. Przyktadowo, poddajac selekcji trzy
pule NIN2X3, gdzie X oznacza A, B lub C, mamy 9 skiadnikéw w kazdej puli,
czyli 27 we wszystkich trzech. Zatozmy, ze skitadnik NIN2B3 pozytywnie od-
dziatywal z czasteczkg docelowa. Wykorzystujemy teraz biblioteke czastkowa
p(2), dzielimy ja na trzy czesci i do kazdej z nich przytagczamy monomer B,
otrzymujac w koncu trzy pule p(2)A, p(2)B i p(2)C o wzorze ogdlnym N1X2B3
Te trzy subbibliotek! zawierajg juz tylko dziewie¢ réznych skladnikéw, zroz-
nicowanie zostato zatem zmniejszone trzykrotnie. Po ponownej inkubacji
z czgsteczkag docelowg skladnik NIA2B3 wykazatl pozadane cechy. Wykorzy-
stuje sie nastepnie biblioteke czgstkowa p(l) przytaczajac kolejno monomery
A i B, otrzymuje sie trzy nowe pule 0 wzorze og6lnym X1A2B3. Testuje sie je
ponownie w celu zdefiniowania X\.

Metody selekcji uzywane przy wyszukiwaniu aktywnych sktadnikéw bib-
liotek niekodowanych majg jedna wspolng ceche: badane sg bezposrednio
elementy biblioteki.

Bardzo czutg metoda selekcji jest test ELISA, ktory dobrze nadaje sie réw-
niez do wyznaczania wzglednego powinowactwa wybranych sktadnikow bib-
lioteki do czasteczki akceptorowej. Jezeli dysponuje sie specyficznym prze-
ciwciatem do czasteczki docelowej, wyznaczenie powinowactwa polega na
oKresleniu minimalnego IC50 wyselekcjonowanego elementu biblioteki dla re-
akcji wigzania przeciwciata do czasteczki akceptorowej (10).

Zastosowanie znajduja réwniez reakcje histochemiczne. Lam i wsp. (10)
zs3mtetyzowali biblioteke pentapeptydéw na podtozu w postaci kulek polisty-
renowych stosujgc metode syntezy dzielonej. Czasteczka docelowa zostata
sprzezona z alkaliczng fosfatazg. Po inkubacji tak wyznakowanej czgsteczki
z bibliotekg peptydéw, po zadaniu mieszaniny inkubacyjnej substratem dla
alkalicznej fosfatazy (np. a-naftylofosforanem sodowym; po hydrolizie uwol-
niony a-naftol daje w obecnosci soli dwuazoniowej Fast Blue intensywne nie-
bieskie zabarwienie) mozliwe byto wyodrebnienie za pomoca mikromanipula-
tora pojedynczej, na niebiesko zabarwionej kulki podtoza (0 $rednicy ok. 200 pm)
z akt3ovnym peptydem sposrod pozostatych, bezbarwnych kulek podtoza. Na
kazdej kulce podtoza peptydy wystepowaty w ilosci okoto 200 pikomoli, czyli
wystarczajgcej do przeprowadzenia sekwencjonowania pentapeptydéw. Cza-
steczke akceptorowg mozna wyznakowac za pomocg zwigzku o wiasciwosciach
fluorescencyjnych — jezeli w bibliotece znajdzie sie skladnik wigzacy sie
z czagsteczkyg zwigzku akceptorowego, element biblioteki (podtoza) zawierajgcy
go bedzie wykazywat fluorescencje. Konieczny jest tu rozdziat mechaniczny, np.
za pomocg fluorescencyjnego, automatycznego segregatora komérkowego (FACS).

Druga klasa bibliotek kombinatorycznych, biblioteki kodowane, roznig
sie od niekodowanych wyposazeniem kazdego skiadnika biblioteki w unika-
towg, przyporzadkowang jemu i tylko jemu czasteczke reporterowg — ety-
kiete kodujgca. Wyselekcjonowany, aktywny element biblioteki identyfikuje
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sie poprzez poznanie struktury przypisanej mu ezasteezki reporterowe;j.

Jedng z najbardziej obiecujgcych metod kodowania syntetyeznyeh, kombi-
natoryeznyeh bibliotek sg metody wykorzystujaee uktady biologiezne.

Opisano wykorzystanie fagow wiokienkowatych z rodziny Inoviridae (M13,
fd, fl) w syntezie bibliotek peptydowych (12,13,14). Peptydy biblioteki bytly
zintegrowane z biatkami otoczki wirionu. Kazdy fag byt nosicielem peptydu
0 unikatowej sekweneji, ktéry byt eksponowany na zewnatrz faga, a jedno-
ezesnie posiadat w swoim genomie kodujacy go odcinek DNA.

Speeyfika sekweneji syntetycznego DNA zapewnia r6znorodno$¢ sekweneji
peptydow biblioteki. Ogdlnie mozna jg zapisa¢ wzorem (NNS)x (12,13,15), gdzie
NNS oznaeza tiyplet kodujgcy aminokwas, a x dtugos¢ tancucha peptydowego.
N oznacza jeden z cztereeh nukteotydow (A, C, G tub T), natomiast S — G
tub C. Osiggnieto w ten sposéb zmniejszenie degeneraeji kodu genetyeznego;
kodowane sg wszystkie aminokwasy biatkowe, ale tylko jeden kodon stop —
amber (ATC ™ UAG).

Syntetyezny DNA kodujacy peptydy biblioteki wprowadzono do genomu
faga tuz za genem H kodujacym biatko ptaszcza plll, znajdujace sie na szczy-
cie wirionu. Otrzymanym produktem transformowano E. coli, a nastepnie
z uzyciem faga pomocniezego otrzymano fagi potomne ze zwigzanymi z biat-
kiem pHt peptydami biblioteki eksponowanymi w strone Srodowiska zewne-
trznego otaczajgeego faga.

Setekeja takiej biblioteki polega na adsorbcji fagdéw z akt3rwnymi peptydami
na podtozu zawierajagcym uniemchomiong czasteczke akceptorows. Zwiazane
z nig fagi etuuje sie, infekuje nimi E. coli, powtarzajac nastepnie catg proce-
dure selekcji. Kazdy cykl izolacji jjwieksza udziat fagéw z aktywnymi pepty-
dami w stosunku do pozostatych fagéw. W celu poznania sekwencji interesu-
jacego nas peptydu izoluje sie DNA z wysetekejonowanego klonu faga i se-
kwencjonuje sie rejon zawierajacy sekwencje (NNS)x kodujgca peptyd.

We wspoitczesnej biologii i medyeynie molekularnej bardzo szerokie zastoso-
wanie znajduja przeeiweiata o okreslonej specyficznosci. Czasochtonny proces
immunizaeji i tradyeyjne metody otrzymywania przeeiweial monoklonalnych (16)
mogq zostaC zastgpione przez kombinatoiyezng synteze bibliotek przeeiweial in
vitro z uzyciem fagéw widkienkowatych (15,17). Warunkiem sukeesu na tym
polu jest zreezne na$ladownictwo proceséw zachodzacych w naturze.

Odpowiedz limfocytdbw B na obecno$¢ antygenu dzieli sie na dwa etapy.
W odpowiedzi pierwotnej wytwarzane sg przeciwciata o niskim powinowactwie
do antygenu, gtéwnie klasy IgM, pochodzace z og6lnie dostepnej puli limfo-
cytéw B istniejgcej w momencie immunizaeji. Proces ten moze by¢ na$lado-
wany in vitro poprzez amplifikacje w reakcji PGR sekwencji kodujacych tan-
cuchy Hi L na matrycy DNA pochodzgcej z biblioteki cDNA, otrlymanej ze
szpiku kostnego (17). Wektor selekcyjny pCombS (18), dzieki ktéremu prze-
ciwciata biblioteki obecne sa w wielu kopiach na powierzchni fagéw pozwala
na selekcje przeciwciat o niskim powinowactwie do antygenu (17,19). Stad,
specyficzne pary tancuchéw Vh i moga by¢ wyizolowane z pierwotnego,
bardzo réznorodnego repertuaru biblioteki.
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Drugi etap odpowiedzi immunologicznej, odpowiedZ wtérna, polega na doj-
rzewaniu powinowactwa specyficznych przeciwciat. Biorg w tym udziat mu-
tacje somatyczne rejonéw zmiennych V w potaczeniu z setekcjg komorek syn-
tetyzujacych przeciwciata o najwiekszym powinowactwie do antygenu. Dobrg
metodg nasladowania mutacji somatycznych in vitro jest wprowadzenie mu-
tacji do gendw przeciwcial w reakcji PCR z udzialem zdegenerowanych se-
kwencji starterowych na matrycy wyselekcjonowanych gendw przeciwciat
0 niskim powinowactwie do antygenu. Mozna tez przeprowadzi¢ ekspresje
tych genéw w szczepie mutD E. coli, w ktérym czesto$¢ mutacji spontanicz-
nych jest 10— 10" wyzsza niz w szczepie dzikim (17). Ekspresja fragmentow
Fab przeciwciat zachodzi przy udziale wektora selekcyjnego pCombS (19); fagi
posiadajg na swojej powierzchni tylko jedng kopie fragmentu Fah przeciwciata
(20). Pozwala to na selekcje Fah o najwiekszym powinowactwie do antygenu
(18), co jest procesem analogicznym do selekcji limfocytéw B w odpowiedzi
wtdrnej.

Barbas i wsp. (13) otrzymali polsyntetyczna biblioteke przeciwciat o roz-
norodnosci réwnej co najmniej tej, jaka otrzymatoby sie w opisanym procesie
naturalnym. Wykorzystali oni gen przeciwciata 7T7E, wigzacego toksoid anty-
tezcowy. W trzech kolejnych reakcjach PCR na matrycy plazmidu pC3TT7E
(zawierajgcego sekwencje kodujgcg fragment Fd przeciwciata TT7E!) otrzymati
gen tancucha ciezkiego przeciwciata randomizowany w rejonie zmiennym
CDR3 (13). Randomizacja polegata na umieszczeniu w obrebie sekwencji ko-
dujacej CDR3 zdegenerowanego oligonukteotydu o diugosci 48 par zasad —
(NNS)i6- Zrekombinowany gen wkionowano do wektora selekcyjnego pComb3
z wprowadzon3mi genem #fancucha lekkiego przeciwciata TT7E. Po transfor-
macji E. coli selekcjonowano klony produkujace fagi z przeciwciatami wigza-
cymi sie z czasteczka akceptorowa. Zmodyfikowany CDR3 moze dac teorety-
cznie okoto 10"® réznych sekwencji, rzad ewentuatnego zrdznicowania zbti-
zony jest zatem do mozliwego w procesie naturalnej immunizacji. Natomiast
zakres analizowanej r6znorodnosci zalezy od kompletnosci biblioteki i ilosci
badanych rekombinantow.

Po wyselekcjonowaniu aktywnych klonéw, specbrficzne przeciwciata mozna
otrzymaé¢ w formie rozpuszczalnej. Dokonuje sie tego poprzez wyciecie
z pComb3 sekwencji kodujacej biatko plll, z ktérym wigza sie Fab (po ligacji
nastepuje zmiana funkcji pComb3 z wektora selekcyjnego na wektor ekspre-
syjny). Syntetyzowane do dalszych badan w komdrkach gospodarza fragmenty
Fab przeciwciat uwalniane sg do roztworu (19).

Pomimo ze procesy mutagenezy i selekcji in vitro sa znacznie prostsze
| szybsze od zachodzacych podczas naturalnej immunizacji, posiadajg one
szereg cech wspolnych. Po pierwsze, przeciwciata z biblioteki o r6znorodnosci
odpowiadajacej repertuarowi przeciwciat odpowiedzi pierwotnej posiadajg po-
winowactwo podobnego rzedu wielkosci jak ich naturalne odpowiedniki. Po
drugie, pomimo ze mechanizmy mutagenezy in vivo i in vitro sg rézne, mutacje
majace szczegblny wplyw na powinowactwo przeciwciat zachodzg w podo-
bnych ,,goracych” regionach genéw (ang. mutational hot-spots). Po trzecie.
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wzrost powinowactwa po mutagenezie i selekcji in vitro ma podobny rzad
wielkosci jak przy przejsciu z odpowiedzi pierwotnej w odpowiedz wtdrna.
Istnieje poza tym szansa otrzymania kombinacji przeciwciat niemozliwych do
uzyskania in vivo.

Fagowe biblioteki kombinatoryczne syntetyzuje sie szybko i sg one bardzo
bogate pod wzgledem réznorodnosci sktadnikow, tatwa jest amplifikacja i se-
kwencjonowanie DNA kodujgcego skiadniki biblioteki. Istnieje jednak pewne
ograniczenie osigganej roznorodnosci ze wzgledu na mozliwos¢ wykorzystania
przez ukiady biotogiczne tylko biatkowych aminokwaséw, a czasteczkami
wchodzacymi w skiad biblioteki moga by¢ tylko peptydy i biatka. Potgczenie
chemicznych metod syntezy bibliotek kombinatoiycznych z genetycznymi spo-
sobami identyfikacji ich sktadnikow umozliwitoby wykorzystanie do budowy
bibliotek czgsteczek o bardzo zréznicowanej naturze chemicznej, osiggniecie
wysokiej roznorodnosci ich sktadnikéw oraz tatwg ich analize. Brenner i wsp.
(4) zaproponowali technike syntezy kombinatorycznej, w ktorej przytaczenie
kazdego monomeru sprzezone jest z przylaczeniem Scisle okres$lonej, tylko
jemu prz)rpisanej sekwencji oligonukleotydowej — etykiety kodujacej. Biblio-
teki otrzymane tg technikg nazwat genetycznie kodowanymi bibliotekami
kombinatorycznymi (rys. 3).

W opisane] przez Brennera i wsp. syntezie genetycznie kodowanej bib-
lioteki peptydowej wykorzystuje sie metode syntezy dzielonej na podiozu
statym. Wydajna synteze rownotegta zapewnia zastosowanie odpowiednich
grup ochronnych: dimetoksytrytylu (DMTj jako grupy ochronnej dla oligonu-
kleotyddéw oraz 9-fluorenylometoksykarbonylu (Fmoc) dla peptydow. Grupy
Fmoc i DMT zapewniajg kompatybilng synteze obu rodzajoéw czasteczek dzieki
czemu oligonukleotydy nie ulegaja degradacji w specyficznych warunkach wy-
maganych do syntezy peptydoéw i odwrotnie. Peptydy i ich reporterowe oli-
gonukleotydy potgczone sa ze soba za pomocg specjalnego, trojfunkcyjnego
facznika, ktérego budowa umozliwia synteze réwnolegla i zarazem przytacze-
nie go do podtoza statego. tacznik powinien posiadaé odpowiednig budowe
przestrzenng umozliwiajagca tatwag deprotekcje syntetyzowanych zwigzkéw
i wysoka wydajno$¢ syntezy. Nielsen i wsp. (21) opisali cztery odrebne podtoza
state wyposazone w rézne tgczniki do zastosowania w syntezie bibliotek
kombinatoiycznych. Najwydajniejszg synteze uzyskano w przypadku podtoza,
w ktérym gmpy funkcyjne przytgczajagce aminokwasy i nukleotydy sa najbar-
dziej od siebie oddatone. Natomiast, podczas selekcji biblioteki za pomoca
zwiazku akceptorowego zauwazono, ze powinowactwo jej aktywnych elemen-
tow zalezy od tego, czy do tgcznika dotgczona jest jedna czy dwie kopie pep-
tydu biblioteki. Peptyd asocjujacy z przeciwciatem 3-E7, wigzagcym (f-endorfi-
ne, na taczniku wigzacym pojedynczg czasteczke peptydu, miat wigzania
ponad trzykrotnie wiekszg niz wtedy gdy byt zwigzany z tgcznikiem niosgcym
jego dwie czasteczki {Kq réwne odpowiednio 24 nM i 7nM).

W omawianym podejsciu bibtioteke przeprowadza sie w forme rozpuszczal-
na po zakonczonej syntezie (biblioteka sktada sie zatem z pojedynczych cza-
steczek). Aktywne elementy biblioteki sg selekcjonowane, a nastepnie kodu-
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Rys. 3. Og6lny schemat syntezy genetycznie kodowanej biblioteki kombinatoiycznej.



Chemiczne biblioteki kombinatoryczne — ich synteza i zastosowania 173

jace je odcinki DNA amplifikuje sie w reakcji PCR (4,9). Jest to mozliwe dzieki
specjalnemu zaprojektowaniu etykiety kodujacej, w ktorej sekwencja kodujaca
element biblioteki umieszczona jest miedzy regionami flankujacymi — jeden
z nich jest komplementarny, drugi za$ identyczny z sekwencjami starterowymi
reakcji PCR (starter F i starter R). W ostatnim etapie selekcji nastepuje iden-
tyfikacja aktywnych elementdéw biblioteki poprzez klonowanie i sekwencjono-
wanie produktow reakcji PCR. Needles i wsp. (7) zastosowali analogiczng
budowe etykiety kodujgcej z tym, ze wyposazyli ja w dodatkowy odcinek DNA
komplementarny do sekwencji starterowej dla reakcji sekwencjonowania sto-
sujgc metode dideoksy.

5. Zakonczenie

Biblioteki kombinatoryczne nalezg do nowych technologii i bardzo obiecu-
jacych. Zaproponowano wiele metod ich syntezy i selekcji, tak ze ich wybor
zalezy przede wszystkim od potrzeb i wyposazenia laboratorium badacza. Bib-
lioteki kodowane, lub wytwarzane z uzyciem procedury analizy zwrotnej, przy-
puszczalnie sg w stanie zawiera¢ najwiekszg r6znorodno$¢ sktadnikow. Bib-
lioteki kodowane genetycznie (z wykorzystaniem etykiet oligonukleotydo-
wych) natomiast sg wygodne w poszukiwaniach ligandéw czasteczek akcep-
torowych rzadkich lub trudnych do wyizolowania w wigkszych iloSciach. Po-
niewaz obecnie wiekszo$¢ kombinatoiycznych bibliotek jest pochodzenia pep-
tydowego lub oligonukleotydowego, biblioteki kodowane dajg mozliwo$¢ uzycia
do ich syntezy monomerdw innych niz aminokwasy i nukleotydy. Automaty-
cznie rozszerzytoby to obszar réznorodnosci badanych zwigzkéw chemicznych.
Wymaga to jednak opanowania metod syntezy w warunkach kompatybilnych
z syntezg oligodeoksynukleotydéw (ortogonalne systemy grup ochron-
nych) (22).

W wyniku przeprowadzania dalszych badan okaze sie czy biblioteki kom-
binatoryczne mogg rzeczywiscie by¢ uzytecznym narzedziem w poszukiwa-
niach nowych lekéw. Jednak, naszym zdaniem, syntetyczne biblioteki kom-
binatoryczne z pewnoscig stanowig nowe, praktycznie niewyczerpane Zrodio
réznorodnosci chemicznej i w najblizszym czasie stang sie jednym z wazniej-
szych nowych podej$¢ metodycznych zaréwno w badaniach podstawowych
jak i stosowanych.

Autorzy dziekujg Komitetowi Badan Naukowych za finansowanie w ramach projektu granto-
wego nr 2 P303 008 04.
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Chemical Combinatorial Libraries — Their Synthesis and Applications
Summary

The paper reviews the new methodologies of synthesis and screening of combinatorial libra-

ries of chemical compounds (CCL). The original classification of chemical combinatorial libraries
is presented. The combinatorial libraries of chemical compounds are the collections of low (pep-
tides, their analogues, oligonucleotides etc.) or high molecular compounds (fragment antibodies,
chemically modified phages etc.). They can be obtained via chemical or chemical/biological routes
and screened with labelled acceptor (substrate) molecules in order to reveal those of interacting
library entities which best meet the selection criteria (conditions of selection). The potential
applications of CCLs in basic research and technology are indicated.

key words:
combinatorial library, oligonucleotide library, peptide library, antibody library, chemoselec-

tion, phagemid. Fab.
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Notatka dodana po korekcie

Ostatnio opisano jeszcze jeden wariant bibliotek rozproszonych, w ktérego
Simtezie wykorzystuje sie zarowno synteze tgczong jak i dzielong — biblio-
teki bibliotek. Sa to takie biblioteki rozproszone, w ktérych kulki podtoza
same sg bibliotekami. Ich selekcja pozwala wykry¢ motywy strukturalne (ang.
,.pharmacophore” motis) warunkujgce wystepowanie okreslonych wiasciwosci
zwigzkéw. (Sepetov N. F., Krchnak V., Stankova M., Wade S., Lam K. S,
Lebl M., (1995), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 5426).
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