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   AN APPLICATION IN CANCER RESEARCH
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Streszczenie: Zagadnienie interakcji cz¹steczek zale¿nej  od  ich przestrzennej struktury jest kluczowe dla
wielu dziedzin biologii. Metody tworzenia bibliotek zawieraj¹cych ogromn¹ pulê ró¿nych cz¹steczek
pozwalaj¹ na nowe podej�cie do poszukiwania i badania ligandów. Jedn¹ z takich metod jest technologia
phage display oparta na bibliotece sekwencji peptydów prezentowanych na powierzchni bakteriofagów
nitkowatych. Spo�ród wielu zastosowañ tej techniki na uwagê zas³uguje procedura uzyskiwania epito-
pów peptydowych (mimeotopów) identycznych strukturalnie z wybranym epitopem. Strategia zasto-
sowania mimeotopów zamiast antygenów glikolipidowych otwiera nowe mo¿liwo�ci czynnej immuno-
terapii nowotworów. Przyk³adem takiego podej�cia badawczego jest poszukiwanie sekwencji peptydów
imituj¹cych strukturalnie gangliozyd GD2 obecny na komórkach nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma).

S³owa kluczowe: biblioteki peptydowe, phage display, mimeotopy, immunoterapia nowotworów.

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
GD2 ganglioside present on neuroblastoma cancer cells comes as an example of this strategy.

Keywords: peptide libraries, phage display, mimeotopes, cancer immunotherapy.
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Oddzia³ywanie pomiêdzy cz¹steczkami oparte na ich przestrzennym dopasowaniu
jest podstaw¹ zjawisk biologicznych na poziomie molekularnym. Wi¹zanie substratu
przez enzym, ³¹czenie siê hormonu z jego receptorem, adhezja komórek czy reakcja
antygen - przeciwcia³o, choæ stanowi¹ jedynie skromny wybór takich oddzia³ywañ,
�wiadcz¹ o ich powszechno�ci i ogromnym znaczeniu, a tak¿e mo¿liwo�ci praktycznych
zastosowañ. Badanie takich procesów stanowi niew¹tpliwie kluczowe zagadnienie
szeroko pojêtej biologii molekularnej, a podczas ostatnich kilkunastu lat opracowane
zosta³y metody umo¿liwiaj¹ce bezprecedensowy postêp w tej dziedzinie. Metody te
pozwalaj¹ na poszukiwanie ligandów dla rozmaitych celów biologicznych przy
wykorzystaniu bibliotek, to jest ogromnych zbiorów cz¹steczek o cechach potencjalnych
ligandów.  Biblioteki takie mog¹ zostaæ utworzone metodami chemii kombinatorycznej,
co ma swoje zastosowanie w poszukiwaniu substancji o okre�lonym dzia³aniu
farmakologicznym (ang. drug discovery). Istniej¹ równie¿ biblioteki, które budowane
s¹ dziêki technikom rekombinacji DNA i mog¹ siê sk³adaæ z oligonukleotydów RNA
lub DNA (aptamerów), a nawet kompletnych wirionów zawieraj¹cych na swej
powierzchni potencjalne ligandy. W pierwszym przypadku mamy do czynienia z
technologi¹ SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment)
[7,8], natomiast w drugim � z metod¹ przeszukiwania bibliotek fagowych (ang. phage
display). Znamienn¹ cech¹ obu jest zastosowanie strategii ewolucji powinowactwa,
która opiera siê na wy³awianiu z biblioteki wielu ligandów o wysokim powinowactwie,
a nastêpnie stopniowym wzbogacaniu ich puli w ligandy najlepiej wi¹¿¹ce cz¹steczkê
docelow¹. Charakterystyczny dla technik wykorzystuj¹cych przeszukiwanie bibliotek
jest fakt, i¿ selekcja ligandów nie wymaga ¿adnej wiedzy o strukturze cz¹steczki
docelowej, co powoduje wszechstronno�æ zastosowañ wspomnianych metod. Techno-
logie SELEX oraz phage display s¹ w du¿ym stopniu komplementarne, a dalsza czê�æ
artyku³u traktowa³a bêdzie o podstawach i zastosowaniach drugiej z nich.

Fundamentem metody przeszukiwania bibliotek fagowych jest wykorzystanie
bakteriofagów nitkowatych nale¿¹cych do rodzaju Inoviridae. Stanowi¹ one grupê
wirusów o charakterystycznej budowie (ryc. 1) infekuj¹cych bakterie Escherichia coli
za po�rednictwem pili F. Infekcja nie powoduje lizy komórek bakteryjnych, a jedynie
oko³o dwukrotne spowolnienie ich wzrostu. Do rodzaju Inoviridae nale¿y kilka gatunków
bakteriofagów (fl, fd, M13), lecz ich sekwencje DNA s¹ identyczne w ponad 98%.

RYCINA 1. Schemat budowy fagów nitkowatych na przyk³adzie M13
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Genomem fagów nitkowatych jest jednoniciowa cz¹steczka DNA (ssDNA) o d³ugo�ci
oko³o 6500 zasad zawieraj¹ca 11 genów � oko³o po³owa z nich koduje bia³ka kapsydu.
G³ówne znaczenie strukturalne ma bia³ko VIII (g8p) wystêpuj¹ce na powierzchni wirionu
w oko³o 2700 kopiach, natomiast najwa¿niejsze dla infekcyjno�ci faga jest bia³ko III
(g3p) obecne w 5 kopiach.

Kluczowy dla idei phage display jest fakt, i¿ niektóre bia³ka bakteriofagów typu
M13 mo¿na modyfikowaæ bez znacz¹cego wp³ywu na pe³nion¹ przez nie funkcjê. Zmiany
te mog¹ miêdzy innymi polegaæ na fuzji z obcym bia³kiem lub peptydem, co prowadzi
do powstania zrekombinowanego bia³ka fagowego. Je�li rekombinacja dotyczy sk³adnika
kapsydu, to takie obce bia³ka lub peptydy mog¹ byæ eksponowane (ang. displayed) na
powierzchni bakteriofaga. Mog¹ one tym samym oddzia³ywaæ ze znajduj¹cym siê w
otoczeniu przeciwcia³em lub innym ligandem. Co niezmiernie istotne, sekwencja
nukleotydowa prezentowanych w ten sposób cz¹steczek znajduje siê w genomie faga �
manipuluj¹c genotypem mo¿na wiêc znale�æ odpowiedni fenotyp.

Zastosowane w metodzie phage display podej�cie polega najczê�ciej na stworzeniu
biblioteki z³o¿onej z milionów lub miliardów rozmaitych sekwencji prezentowanych na
powierzchni bakteriofagów nitkowatych. W skrócie � u¿ywane w tym celu s¹ rekom-
binacyjne techniki DNA pozwalaj¹ce na wygenerowanie ogromnej rozmaito�ci
sekwencji w³¹czanych nastêpnie w wybrane miejsce wirusowego genu koduj¹cego
bia³ko kapsydu, najczê�ciej g3p lub g8p. Nastêpnie tworzone s¹ klony bakteriofagów, z
których ka¿dy ma inn¹ wersjê zrekombinowanego genu, a zatem prezentuje odmienn¹
sekwencjê aminokwasow¹. Tym sposobem otrzymuje siê fagow¹ bibliotekê peptydow¹
o z³o¿ono�ci okre�lonej liczb¹ wystêpuj¹cych w niej sekwencji.

Zbiór sekwencji zawartych w bibliotece fagowej stanowi podstawê dla procedury
selekcyjnej okre�lanej jako panning. Ogólnie polega ona na przeprowadzaniu kolejnych
cykli wi¹zania fagów z ligandem oraz namna¿ania tak wybranych klonów. Jako ligand
do selekcji s³u¿yæ mo¿e zarówno przeciwcia³o, jak i enzym, receptor lub niemal dowolna
inna cz¹steczka. Ka¿dy cykl (runda) powoduje znaczne wzbogacenie puli fagów w te,
które przenosz¹ sekwencje o wysokim powinowactwie do ligandu. Wykorzystuj¹c zatem
zró¿nicowane powinowactwo peptydów w bibliotece mo¿na w ten sposób przeprowadziæ
wydajn¹ selekcjê fenotypów. Przez fenotyp rozumiana jest tutaj sekwencja wystêpuj¹ca
na danym klonie fagów, natomiast genotyp to koduj¹cy j¹ fragment DNA. Co charakte-
rystyczne, dopiero analiza genomu otrzymanych klonów pozwala na ujawnienie sekwencji
aminokwasowych wyselekcjonowanych przez panning.

Przedstawiona tu pokrótce technologia otwiera pole dla nowych, niezwykle ciekawych
zastosowañ. O skali mo¿liwo�ci oferowanych przez metodê phage display �wiadczyæ
mo¿e krótka lista przyk³adowych badañ prowadzonych z jej u¿yciem:
• identyfikacja nowych substratów enzymatycznych oraz inhibitorów [13],
• poszukiwanie antagonistów i agonistów rozmaitych receptorów [5],
• badanie oddzia³ywañ bia³ko-bia³ko zachodz¹cych dziêki domenom rozpoznaj¹cym

specyficzne sekwencje [10],
• odkrywanie nieznanych bakteryjnych bia³ek b³onowych i pozakomórkowych [20],
• identyfikacja sekwencji aminokwasowych o potencjalnych w³asno�ciach alergen-

nych [18],
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• mapowanie epitopów rozpoznawanych przez specyficzne przeciwcia³a zarówno
monoklonalne, jak i poliklonalne [15],

• in¿ynieria przeciwcia³ i tworzenie nowych fragmentów wi¹¿¹cych antygen [12],
• poszukiwanie sekwencji peptydów wi¹¿¹cych siê specyficznie do komórek nowo-

tworowych [11, 17].
Kolejnym zastosowaniem przeszukiwania fagowych bibliotek peptydowych, które

daje nowe praktyczne mo¿liwo�ci w medycynie, jest mimikra peptydów (ang. peptide
mimics). Podstaw¹ tej strategii jest za³o¿enie, ¿e reakcje odporno�ciowe polegaj¹ce na
rozpoznaniu antygenu opieraj¹ siê w istocie na rozpoznaniu struktury przestrzennej
jego fragmentu � epitopu. Kluczowe jest przy tym przestrzenne dopasowanie epitopu
do struktury odpowiedniego receptora. Wynika z tego, i¿ dwa epitopy zbli¿one pod
wzglêdem strukturalnym bêd¹ immunologicznie równocenne, bez wzglêdu na ich naturê
chemiczn¹. Dziêki metodzie phage display mo¿liwe staje siê zastêpowanie antygenów
cukrowych i glikolipidowych odpowiednimi peptydami [6]. Zastosowanie przeciwcia³
monoklonalnych (skierowanych przeciw epitopowi antygenu glikolipidowego) do
przeszukiwania fagowej biblioteki peptydowej pozwala na odnalezienie szeregu
sekwencji imituj¹cych w ró¿nym stopniu ten epitop. Odnalezione w ten sposób peptydy
s¹ okre�lane jako mimotopy lub mimeotopy.

Skuteczna immunoterapia wymaga istnienia specyficznego i immunogennego
antygenu. Mimikra peptydów staje siê niezwykle wa¿nym narzêdziem w przypadkach,
gdy taka terapia jest utrudniona ze wzglêdu na charakter chemiczny antygenu.
Przyk³adem jest gangliozyd G

D2
 (disialogangliozyd) � glikolipidowy antygen

powierzchniowy stanowi¹cy sk³adnik b³ony komórkowej, pochodna cerebrozydu
zawieraj¹ca dwie reszty kwasu sjalowego (ryc. 2). Jest to antygen w³a�ciwy komórkom
pochodzenia neuroektodermalnego, ale jego zawarto�æ jest szczególnie du¿a na
komórkach nowotworowych nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma). Nowotwór ten

RYCINA 2. Schemat struktury gangliozydu GD2
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jest trzecim pod wzglê-dem czêsto�ci wystêpowania nowotworem dzieciêcym, a
stosowane metody jego terapii s¹ czêsto niewystarczaj¹ce. Jedn¹ z proponowanych w
zwi¹zku z tym strategii terapeutycznych jest immunoterapia skierowana przeciw
gangliozydowi G

D2
. Dotychczasowe wykorzystanie gangliozydu G

D2
 jako celu immu-

noterapii opiera³o siê na podawaniu gotowych przeciwcia³. Metoda ta ma swoje zalety,
ale ma równie¿ szereg wad, w tym nisk¹ penetracjê guza przez przeciwcia³a oraz
stosunkowo krótki czas ich pó³trwania w organizmie. Ponadto bierna immunoterapia
jest z definicji ograniczona w czasie i nie prowadzi do powstania ¿adnej d³ugotrwa³ej
odporno�ci. Wad tych pozbawiona jest immunoterapia czynna, a wiêc taka, która polega
na wprowadzeniu do organizmu antygenu i wywo³ania naturalnej odpowiedzi na ten
antygen. Skuteczna immunizacja antygenem wymaga jednak, aby mia³ on okre�lone
cechy biochemiczne warunkuj¹ce odpowiednio wysok¹ immunogenno�æ. Do skutecz-
nych immunogenów nale¿¹  bia³ka � gangliozydy s¹ jednak antygenami glikolipidowymi
o niskiej immunogenno�ci, a nawet o cechach immunosupresyjnych. Charakter bioche-
miczny glikolipidów determinuje ich w³asno�ci antygenowe i powoduje, ¿e wiele z nich
nale¿y do grupy antygenów grasiczoniezale¿nych, wywo³uj¹cych odpowied� humoraln¹
bez pomocy limfocytów Th [14]. W efekcie glikolipidy indukuj¹ produkcjê krótko-
trwa³ych przeciwcia³ IgM i nie s¹ w stanie wywo³aæ wtórnej odpowiedzi ani pamiêci
immunologicznej. Ponadto problemy sprawia ju¿ samo oczyszczanie i synteza glikolipidów.

Z pomoc¹ przychodzi tu technika phage display � dziêki zastosowaniu przeciwcia³
monoklonalnych przeciw gangliozydowi G

D2
 [16] mo¿liwa staje siê selekcja mimeotopów

peptydowych imituj¹cych strukturê przestrzenn¹ epitopu gangliozydu (ryc. 3). Otrzy-
mane sekwencje peptydów mo¿na nastêpnie wykorzystaæ w immunoterapii spodzie-
waj¹c siê, ¿e wywo³ana odpowied� obejmie równie¿ pierwotny antygen [21]. Immu-
nizacja mimeotopami ma liczne zalety. Mimeotopy peptydowe s¹ antygenami grasiczo-
zale¿nymi i indukuj¹ pe³n¹, a wiêc humoraln¹ i komórkow¹, odpowied� organizmu.

RYCINA 3. Uproszczony schemat
poszukiwania mimeotopów peptydo-
wych metod¹ phage display. Pierwszym
etapem jest wytworzenie przeciwcia³a
monoklonalnego (mAb) specyficznego
wzglêdem pierwotnego antygenu (GD2).
Nastêpnie przeciwcia³o to jest wyko-
rzystywane do przeszukiwania fago-
wych bibliotek peptydowych, czyli
ogromnej puli peptydów o ró¿nych
sekwencjach (oznaczonych jako kolejne
figury) wystêpuj¹cych na powierzchni
fagów nitkowatych. Nastêpnie fagi nie-
zwi¹zane s¹ odp³ukiwane (ang. pan-
ning), a pozosta³e, po namno¿eniu,
przeznaczane s¹ do kolejnego cyklu
wi¹zania / odp³ukiwania. Po kilku cyk-
lach uzyskuje siê pulê fagów o naj-
wiêkszym powinowactwie do prze-
ciwcia³a monoklonalnego
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Ponadto s¹ w stanie wywo³aæ produkcjê przeciwcia³ o wysokim powinowactwie do
antygenu oraz wytworzyæ pamiêæ immunologiczn¹. Peptydy s¹ ³atwe do otrzymania
syntetycznie, równie¿ ich oczyszczanie mo¿na przeprowadziæ w stosunkowo prosty
sposób. Ich aminokwasowa struktura pozwala na skonstruowanie skutecznej szcze-
pionki DNA zawieraj¹cej minigeny koduj¹ce mimeotopy [9]. Dziêki tym cechom oraz
³atwej modulacji odpowiedzi przez ingerencjê w sekwencjê amino kwasow¹ immunizacja
mimeotopami okazuje siê skuteczna w przypadku infekcji wirusowych [19] oraz
paso¿ytniczych [1]. Mimeotopy bia³ek zwi¹zanych z nowotworami równie¿ mog¹
znale�æ zastosowanie terapeutyczne [2].

W celu uzyskania mimeotopów peptydowych u¿ytecznych w immunoterapii neuro-
blastoma nasz zespó³ pos³u¿y³ siê fagow¹ bibliotek¹ peptydow¹ LX-8/f88-4 opart¹ na
zrekombinowanym bia³ku VIII (g8p) [4]. Prezentowane w niej peptydy sk³adaj¹ siê z
8 aminokwasów oflankowanych resztami cysteiny, dziêki czemu tworzy siê zamkniêta
mostkiem dwusiarczkowym pêtla. Z³o¿ono�æ biblioteki LX-8 wynosi 1,5×109 sekwencji.
Szczegó³owy opis zastosowanych procedur i metodyki oraz obszerne wprowadzenie w
technologiê phage display znajduje siê w pracy Barbasa i in. [3]. Schematyczny przebieg
przyk³adowej rundy selekcji przedstawiono na rycinie 4. Gospodarzem bakteriofagów,
wykorzystywanym do ich namna¿ania, by³ szczep Escherichia coli K91. Dla wydajnej
selekcji peptydów wymagane jest jak najpe³niejsze usuniêcie bakteriofagów wi¹¿¹cych
siê niespecyficznie do elementów uk³adu, czyli do streptawidyny, polistyrenu i przeciwcia³
poza miejscem wi¹¿¹cym antygen. Wynika to z proporcji klonów bakteriofagów
wchodz¹cych w sk³ad biblioteki (ryc. 5). Po przeprowadzeniu sze�ciu kolejnych rund
selekcji pojedyncze klony pozytywne by³y izolowane z puli fagów. Po otrzymaniu i
namno¿eniu ich jednoniciowe DNA by³o sekwencjonowane w obrêbie zrekom-
binowanego rejonu bia³ka VIII. Jest to sposób na poznanie genotypu reprezentowanego
przez wyselekcjonowany fenotyp i tym samym ustalenie sekwencji aminokwasów w
prezentowanym peptydzie. W wyniku procedury przeszukiwania fagowej biblioteki
peptydowej LX-8 przy pomocy przeciwcia³a 14G2a odnalezione zosta³o 5 sekwencji
peptydów. Dalszym etapem badañ bêdzie ich analiza in vitro oraz ocena przydatno�ci
do immunoterapii na modelu mysim BALB/c.

Podsumowuj¹c, technologia phage display jest uniwersalnym sposobem poszu-
kiwania ligandów daj¹cym ogromne mo¿liwo�ci i wielo�æ zastosowañ. Jest przy tym

RYCINA 4. Phage display � schemat selekcji
ligandów. U¿ywane do selekcji przeciwcia³a
14G2a przeciw GD2 s¹ immobilizowane na
p³ytkach 96-studzienkowych. Nastêpuje inku-
bacja biblioteki, po czym wolne bakteriofagi s¹
starannie odp³ukiwane. Fagi zwi¹zane na prze-
ciwcia³ach wymywa siê i infekuje E. coli szczepu
K91. Namno¿one fagi stanowi¹ bibliotekê po�red-
ni¹ u¿ywan¹ w kolejnych rundach selekcji
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metod¹ stosunkowo tani¹, niewymagaj¹c¹ specjalnego wyposa¿enia czy zestawu
kosztownych odczynników. Panning mo¿na przeprowadzaæ dla wielu ligandów
selekcyjnych jednocze�nie przy zastosowaniu mikrop³ytek polistyrenowych. Niestety,
opisywana metoda nie jest pozbawiona wad: procedura selekcyjna opiera siê na reprezen-
tatywnej bibliotece pocz¹tkowej, której skonstruowanie jest bardzo pracoch³onne.
Ponadto, biblioteki zawieraj¹ zwykle jedynie ma³¹ frakcjê mo¿liwych sekwencji, co
wynika z astronomicznej liczby kombinacji wystêpuj¹cych ju¿ dla peptydów o d³ugo�ci
kilku czy kilkunastu aminokwasów. Kolejnym ograniczeniem jest wielko�æ cz¹steczki
prezentowanej na powierzchni kapsydu � zbyt du¿y ligand zmniejsza infekcyjno�æ
bakteriofagów, wp³ywa na ich namna¿anie lub powoduje agregacjê. Pomimo tych wad
wydaje siê, ¿e przeszukiwanie fagowych bibliotek peptydowych nale¿y do najlepszych
istniej¹cych strategii poszukiwania ligandów dla cz¹steczek biologicznych i jest
szczególnie przydatne w badaniach zorientowanych na immunoterapiê.
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