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PHAGE-DISPLAYED PEPTIDE LIBRARIES
AN APPLICATION IN CANCER RESEARCH
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Streszczenie: Zagadnienie interakcji czasteczek zaleznej od ich przestrzennej struktury jest kluczowe dla
wielu dziedzin biologii. Metody tworzenia bibliotek zawierajacych ogromna pulg réznych czasteczek
pozwalaja na nowe podejscie do poszukiwania i badania ligandow. Jedna z takich metod jest technologia
phage display oparta na bibliotece sekwencji peptydow prezentowanych na powierzchni bakteriofagow
nitkowatych. Sposrod wielu zastosowan tej techniki na uwage zashuguje procedura uzyskiwania epito-
poéw peptydowych (mimeotopow) identycznych strukturalnie z wybranym epitopem. Strategia zasto-
sowania mimeotopow zamiast antygenéw glikolipidowych otwiera nowe mozliwos$ci czynnej immuno-
terapii nowotworow. Przyktadem takiego podej$cia badawczego jest poszukiwanie sekwencji peptydow
imitujacych strukturalnie gangliozyd G ,, obecny na komérkach nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma).

Stowa kluczowe:  biblioteki peptydowe, phage display, mimeotopy, immunoterapia nowotworow.

Summary: The problem of molecules interaction based on the spatial structure is central to many fields of
biology. Methods of building libraries that contain vast numbers of different molecules offer new appro-
ach in ligand-oriented research. One of these methods is phage display technology using libraries of
peptides displayed on filamentous phage particles. Among many applications of the technique, structural
peptide mimicry seems to be particularly important, since it opens a possibility for cancer immunothera-
py to utilise peptide epitopes instead of glycolipid ones. The search for peptide sequences that mimic
Gp,, ganglioside present on neuroblastoma cancer cells comes as an example of this strategy.
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Oddziatywanie pomigdzy czasteczkami oparte na ich przestrzennym dopasowaniu
jest podstawa zjawisk biologicznych na poziomie molekularnym. Wigzanie substratu
przez enzym, taczenie si¢ hormonu z jego receptorem, adhezja komorek czy reakcja
antygen - przeciwcialo, cho¢ stanowia jedynie skromny wybdr takich oddziatywan,
$wiadcza o ich powszechno$ci i ogromnym znaczeniu, a takze mozliwosci praktycznych
zastosowan. Badanie takich proceséw stanowi niewatpliwie kluczowe zagadnienie
szeroko pojetej biologii molekularnej, a podczas ostatnich kilkunastu lat opracowane
zostaty metody umozliwiajace bezprecedensowy postep w tej dziedzinie. Metody te
pozwalaja na poszukiwanie ligandéw dla rozmaitych celéw biologicznych przy
wykorzystaniu bibliotek, to jest ogromnych zbiorow czasteczek o cechach potencjalnych
ligandoéw. Biblioteki takie moga zosta¢ utworzone metodami chemii kombinatoryczne;j,
co ma swoje zastosowanie w poszukiwaniu substancji o okre$lonym dziataniu
farmakologicznym (ang. drug discovery). Istnieja rowniez biblioteki, ktore budowane
sa dzigki technikom rekombinacji DNA i moga si¢ sktada¢ z oligonukleotydow RNA
lub DNA (aptamerow), a nawet kompletnych wirionéw zawierajacych na swej
powierzchni potencjalne ligandy. W pierwszym przypadku mamy do czynienia z
technologia SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment)
[7,8], natomiast w drugim — z metoda przeszukiwania bibliotek fagowych (ang. phage
display). Znamienna cecha obu jest zastosowanie strategii ewolucji powinowactwa,
ktdra opiera si¢ na wytawianiu z biblioteki wielu ligandéw o wysokim powinowactwie,
a nastgpnie stopniowym wzbogacaniu ich puli w ligandy najlepiej wiazace czasteczke
docelowa. Charakterystyczny dla technik wykorzystujacych przeszukiwanie bibliotek
jest fakt, iz selekcja ligandow nie wymaga zadnej wiedzy o strukturze czasteczki
docelowej, co powoduje wszechstronno$¢ zastosowan wspomnianych metod. Techno-
logie SELEX oraz phage display sa w duzym stopniu komplementarne, a dalsza cz¢s¢
artykutu traktowata bedzie o podstawach i zastosowaniach drugiej z nich.

Fundamentem metody przeszukiwania bibliotek fagowych jest wykorzystanie
bakteriofagdw nitkowatych nalezacych do rodzaju Inoviridae. Stanowia one grupe
wiruséw o charakterystycznej budowie (ryc. 1) infekujacych bakterie Escherichia coli
za posrednictwem pili F. Infekcja nie powoduje lizy komorek bakteryjnych, a jedynie
okoto dwukrotne spowolnienie ich wzrostu. Do rodzaju Inoviridae nalezy kilka gatunkow
bakteriofagow (fl, fd, M13), lecz ich sekwencje DNA sa identyczne w ponad 98%.

N Y2II27777777777
I ANNNNNNNNNNNN-
- — - =

plll p'l pVill  pWIl  pIX ssDMNA

RYCINA 1. Schemat budowy fagdéw nitkowatych na przyktadzie M13
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Genomem fagow nitkowatych jest jednoniciowa czasteczka DNA (ssDNA) o dtugosci
okoto 6500 zasad zawierajaca 11 genow — okoto potowa z nich koduje biatka kapsydu.
Gléwne znaczenie strukturalne ma biatko VIII (g8p) wystepujace na powierzchni wirionu
w okoto 2700 kopiach, natomiast najwazniejsze dla infekcyjnosci faga jest biatko III
(g3p) obecne w 5 kopiach.

Kluczowy dla idei phage display jest fakt, iz niektore biatka bakteriofagow typu
M13 mozna modyfikowac bez znaczacego wplywu na petniona przez nie funkcjg. Zmiany
te moga migdzy innymi polegaé na fuzji z obcym biatkiem lub peptydem, co prowadzi
do powstania zrekombinowanego biatka fagowego. Jesli rekombinacja dotyczy sktadnika
kapsydu, to takie obce biatka lub peptydy moga by¢ eksponowane (ang. displayed) na
powierzchni bakteriofaga. Moga one tym samym oddziatywac¢ ze znajdujacym si¢ w
otoczeniu przeciwcialem lub innym ligandem. Co niezmiernie istotne, sekwencja
nukleotydowa prezentowanych w ten sposob czasteczek znajduje si¢ w genomie faga —
manipulujac genotypem mozna wige znalez¢ odpowiedni fenotyp.

Zastosowane w metodzie phage display podejscie polega najczesciej na stworzeniu
biblioteki ztozonej z milionéw lub miliardow rozmaitych sekwencji prezentowanych na
powierzchni bakteriofagéw nitkowatych. W skrocie — uzywane w tym celu sa rekom-
binacyjne techniki DNA pozwalajace na wygenerowanie ogromnej rozmaitosci
sekwencji wlaczanych nastgpnie w wybrane miejsce wirusowego genu kodujacego
biatko kapsydu, najczesciej g3p lub g8p. Nastepnie tworzone sa klony bakteriofagdw, z
ktorych kazdy ma inna wersj¢ zrekombinowanego genu, a zatem prezentuje odmienna
sekwencj¢ aminokwasowa. Tym sposobem otrzymuje si¢ fagowa biblioteke peptydowa
o zlozonosci okreslonej liczba wystepujacych w niej sekwencji.

Zbior sekwencji zawartych w bibliotece fagowej stanowi podstawe dla procedury
selekcyjnej okreslanej jako panning. Ogodlnie polega ona na przeprowadzaniu kolejnych
cykli wigzania fagow z ligandem oraz namnazania tak wybranych klonow. Jako ligand
do selekcji shuzy¢ moze zardwno przeciwciato, jak i enzym, receptor lub niemal dowolna
inna czasteczka. Kazdy cykl (runda) powoduje znaczne wzbogacenie puli fagow w te,
ktore przenosza sekwencje o wysokim powinowactwie do ligandu. Wykorzystujac zatem
zroznicowane powinowactwo peptydéw w bibliotece mozna w ten sposob przeprowadzi¢
wydajna selekcj¢ fenotypow. Przez fenotyp rozumiana jest tutaj sekwencja wystepujaca
na danym klonie fagéw, natomiast genotyp to kodujacy ja fragment DNA. Co charakte-
rystyczne, dopiero analiza genomu otrzymanych klonéw pozwala na ujawnienie sekwencji
aminokwasowych wyselekcjonowanych przez panning.

Przedstawiona tu pokroétce technologia otwiera pole dla nowych, niezwykle ciekawych
zastosowan. O skali mozliwosci oferowanych przez metodg phage display $wiadczy¢
moze krotka lista przyktadowych badan prowadzonych z jej uzyciem:

* identyfikacja nowych substratow enzymatycznych oraz inhibitorow [13],

* poszukiwanie antagonistow i agonistOw rozmaitych receptorow [5],

* badanie oddziatywan biatko-biatko zachodzacych dzigki domenom rozpoznajacym
specyficzne sekwencje [10],

e odkrywanie nieznanych bakteryjnych biatek btonowych i pozakomérkowych [20],

* identyfikacja sekwencji aminokwasowych o potencjalnych wtasnosciach alergen-
nych [18],
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* mapowanie epitopow rozpoznawanych przez specyficzne przeciwciata zarowno
monoklonalne, jak i poliklonalne [15],

* inzynieria przeciwcial i tworzenie nowych fragmentow wiazacych antygen [12],

e poszukiwanie sekwencji peptyddéw wiazacych si¢ specyficznie do komoérek nowo-
tworowych [11, 17].

Kolejnym zastosowaniem przeszukiwania fagowych bibliotek peptydowych, ktore
daje nowe praktyczne mozliwosci w medycynie, jest mimikra peptydow (ang. peptide
mimics). Podstawa tej strategii jest zalozenie, ze reakcje odpornosciowe polegajace na
rozpoznaniu antygenu opieraja si¢ w istocie na rozpoznaniu struktury przestrzennej
jego fragmentu — epitopu. Kluczowe jest przy tym przestrzenne dopasowanie epitopu
do struktury odpowiedniego receptora. Wynika z tego, iz dwa epitopy zblizone pod
wzgledem strukturalnym beda immunologicznie rownocenne, bez wzgledu na ich naturg
chemiczna. Dzigki metodzie phage display mozliwe staje sig zastgpowanie antygenow
cukrowych i glikolipidowych odpowiednimi peptydami [6]. Zastosowanie przeciwciat
monoklonalnych (skierowanych przeciw epitopowi antygenu glikolipidowego) do
przeszukiwania fagowej biblioteki peptydowej pozwala na odnalezienie szeregu
sekwencji imitujacych w roznym stopniu ten epitop. Odnalezione w ten sposob peptydy
s okreslane jako mimotopy lub mimeotopy.

Skuteczna immunoterapia wymaga istnienia specyficznego i immunogennego
antygenu. Mimikra peptydow staje si¢ niezwykle waznym narzedziem w przypadkach,
gdy taka terapia jest utrudniona ze wzgledu na charakter chemiczny antygenu.
Przyktadem jest gangliozyd G, (disialogangliozyd) — glikolipidowy antygen
powierzchniowy stanowiacy sktadnik blony komoérkowej, pochodna cerebrozydu
zawierajaca dwie reszty kwasu sjalowego (ryc. 2). Jest to antygen wiasciwy komorkom
pochodzenia neuroektodermalnego, ale jego zawartos¢ jest szczegdlnie duza na
komorkach nowotworowych nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma). Nowotwor ten

RYCINA 2. Schemat struktury gangliozydu Gy,
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jest trzecim pod wzglg-dem czgstosci wystgpowania nowotworem dziecigcym, a
stosowane metody jego terapii sa czgsto niewystarczajace. Jedna z proponowanych w
zwiazku z tym strategii terapeutycznych jest immunoterapia skierowana przeciw
gangliozydowi G ,,. Dotychczasowe wykorzystanie gangliozydu G, jako celu immu-
noterapii opieralo si¢ na podawaniu gotowych przeciwciat. Metoda ta ma swoje zalety,
ale ma rowniez szereg wad, w tym niska penetracjg guza przez przeciwciata oraz
stosunkowo krotki czas ich pottrwania w organizmie. Ponadto bierna immunoterapia
jest z definicji ograniczona w czasie i nie prowadzi do powstania zadnej dtugotrwatej
odpornosci. Wad tych pozbawiona jest immunoterapia czynna, a wige taka, ktdra polega
na wprowadzeniu do organizmu antygenu i wywotania naturalnej odpowiedzi na ten
antygen. Skuteczna immunizacja antygenem wymaga jednak, aby miat on okreslone
cechy biochemiczne warunkujace odpowiednio wysoka immunogennos¢. Do skutecz-
nych immunogenow naleza biatka — gangliozydy sa jednak antygenami glikolipidowymi
o niskiej immunogennosci, a nawet o cechach immunosupresyjnych. Charakter bioche-
miczny glikolipidow determinuje ich wlasnosci antygenowe i powoduje, ze wiele z nich
nalezy do grupy antygenow grasiczoniezaleznych, wywotujacych odpowiedz humoralna
bez pomocy limfocytow Th [14]. W efekcie glikolipidy indukuja produkcje krotko-
trwatych przeciwciat IgM i nie sa w stanie wywota¢ wtornej odpowiedzi ani pamigci
immunologicznej. Ponadto problemy sprawia juz samo oczyszczanie i synteza glikolipidow.

Z pomoca przychodzi tu technika phage display — dzigki zastosowaniu przeciwciat
monoklonalnych przeciw gangliozydowi G, [16] mozliwa staje sig selekcja mimeotopow
peptydowych imitujacych strukture przestrzenna epitopu gangliozydu (ryc. 3). Otrzy-
mane sekwencje peptydow mozna nastgpnie wykorzysta¢ w immunoterapii spodzie-
wajac sig, ze wywotana odpowiedz obejmie rowniez pierwotny antygen [21]. Immu-
nizacja mimeotopami ma liczne zalety. Mimeotopy peptydowe sa antygenami grasiczo-
zaleznymi i indukuja pelna, a wigc humoralna i komérkowa, odpowiedz organizmu.

RYCINA 3. Uproszczony schemat
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ligandow. Uzywane do selekcji przeciwciata
14G2a przeciw G, sa immobilizowane na
ptytkach 96-studzienkowych. Nastgpuje inku-
bacja biblioteki, po czym wolne bakteriofagi sa
starannie odptukiwane. Fagi zwiazane na prze-
ciwcialach wymywa sig i infekuje E. coli szczepu

m ' m ! m " m " m K91. Namnozone fagi stanowia biblioteke posred-

nig uzywana w kolejnych rundach selekcji

' ' RYCINA 4. Phage display — schemat selekcji

Ponadto sa w stanie wywota¢ produkcj¢ przeciwciat o wysokim powinowactwie do
antygenu oraz wytworzy¢ pami¢¢ immunologiczna. Peptydy sa tatwe do otrzymania
syntetycznie, rowniez ich oczyszczanie mozna przeprowadzi¢ w stosunkowo prosty
sposob. Ich aminokwasowa struktura pozwala na skonstruowanie skutecznej szcze-
pionki DNA zawierajacej minigeny kodujace mimeotopy [9]. Dzigki tym cechom oraz
fatwej modulacji odpowiedzi przez ingerencje¢ w sekwencje amino kwasowa immunizacja
mimeotopami okazuje si¢ skuteczna w przypadku infekcji wirusowych [19] oraz
pasozytniczych [1]. Mimeotopy biatek zwiazanych z nowotworami réwniez moga
znalez¢ zastosowanie terapeutyczne [2].

W celu uzyskania mimeotopow peptydowych uzytecznych w immunoterapii neuro-
blastoma nasz zespot postuzyt sie fagowa biblioteka peptydowa LX-8/f88-4 oparta na
zrekombinowanym biatku VIII (g8p) [4]. Prezentowane w niej peptydy sktadaja si¢ z
8 aminokwasow oflankowanych resztami cysteiny, dzigki czemu tworzy si¢ zamknigta
mostkiem dwusiarczkowym petla. Ztozonos¢ biblioteki LX-8 wynosi 1,5x10° sekwencji.
Szczegdtowy opis zastosowanych procedur i metodyki oraz obszerne wprowadzenie w
technologi¢ phage display znajduje si¢ w pracy Barbasa i in. [3]. Schematyczny przebieg
przyktadowej rundy selekcji przedstawiono na rycinie 4. Gospodarzem bakteriofagow,
wykorzystywanym do ich namnazania, byt szczep Escherichia coli K91. Dla wydajnej
selekcji peptyddw wymagane jest jak najpetniejsze usunigcie bakteriofagéw wiazacych
si¢ niespecyficznie do elementow uktadu, czyli do streptawidyny, polistyrenu i przeciwciat
poza miejscem wigzacym antygen. Wynika to z proporcji klonow bakteriofagow
wchodzacych w sktad biblioteki (ryc. 5). Po przeprowadzeniu sze$ciu kolejnych rund
selekcji pojedyncze klony pozytywne byly izolowane z puli fagéw. Po otrzymaniu i
namnozeniu ich jednoniciowe DNA bylto sekwencjonowane w obrgbie zrekom-
binowanego rejonu biatka VIII. Jest to sposob na poznanie genotypu reprezentowanego
przez wyselekcjonowany fenotyp i tym samym ustalenie sekwencji aminokwasow w
prezentowanym peptydzie. W wyniku procedury przeszukiwania fagowej biblioteki
peptydowej LX-8 przy pomocy przeciwciata 14G2a odnalezione zostato 5 sekwencji
peptydow. Dalszym etapem badan bedzie ich analiza in vitro oraz ocena przydatnosci
do immunoterapii na modelu mysim BALB/c.

Podsumowujac, technologia phage display jest uniwersalnym sposobem poszu-
kiwania ligandow dajacym ogromne mozliwosci i wielo$¢ zastosowan. Jest przy tym



FAGOWE BIBLIOTEKI PEPTYDOWE W BADANIACH NAD RAKIEM 149

100 000 000 4

10 000 000

1000 000

100 000

10 000
1 000
100
10

1 , I

e - fagi fagi wéazace sip  fagl o niskim fagi o wysokim
negalyene z plylka powinowatwie powinowacieie

RYCINA 5. Pule fagdbw w bibliotece ztozonej z 108 klonow. Przewazajaca wigkszo$¢ sekwencji obecnych
na powierzchni bakteriofagow nie wykazuje powinowactwa do czasteczki selekcyjnej. O kilka rzgdow
wielkos$ci mniej jest tych, ktore wiaza sig niespecyficznie do elementow uktadu (,,wiazace sig z ptytka”).
Klony stanowiace ostateczny cel selekcji powinowactwa sg zatem prawdziwa ,,igla w stogu siana”

metoda stosunkowo tania, niewymagajaca specjalnego wyposazenia czy zestawu
kosztownych odczynnikow. Panning mozna przeprowadza¢ dla wielu ligandow
selekcyjnych jednoczesnie przy zastosowaniu mikroptytek polistyrenowych. Niestety,
opisywana metoda nie jest pozbawiona wad: procedura selekcyjna opiera si¢ na reprezen-
tatywnej bibliotece poczatkowej, ktorej skonstruowanie jest bardzo pracochtonne.
Ponadto, biblioteki zawieraja zwykle jedynie mala frakcje mozliwych sekwencji, co
wynika z astronomicznej liczby kombinacji wystepujacych juz dla peptyddéw o dtugosci
kilku czy kilkunastu aminokwasow. Kolejnym ograniczeniem jest wielko$¢ czasteczki
prezentowanej na powierzchni kapsydu — zbyt duzy ligand zmniegjsza infekcyjnosé
bakteriofagow, wptywa na ich namnazanie lub powoduje agregacj¢. Pomimo tych wad
wydaje sig, ze przeszukiwanie fagowych bibliotek peptydowych nalezy do najlepszych
istniejacych strategii poszukiwania ligandéw dla czasteczek biologicznych i jest
szczegolnie przydatne w badaniach zorientowanych na immunoterapig.
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