9.3: Przyktady i zastosowanie w praktyce

1) Po krotkim wprowadzeniu do metody ,phage display” mozna przejs¢ do omdwienia
przyktadéw zastosowania tej technologii w praktyce.

i)

Technika ,phage display” ma szerokie spektrum zastosowan. Moze by¢
wykorzystywana w celu podnoszenia wydajnosci enzymdéw, do analizy
proteomu lub w poszukiwaniu nowych lekow bgdz receptoréw dla lekow. Nie
sg to oczywiscie wszystkie mozliwosci wykorzystania tej metody.

2) Pierwszg kwestig, na ktorg warto zwrdci¢ uwage jest optymalizacja funkcji enzymow.
W wielu gateziach wspodtczesnego przemystu uzywa sie szerokiej gamy enzymow
réznego pochodzenia. Enzymy te oryginalnie produkowane sg przez organizmy w
konkretnym celu i w okreslonych warunkach srodowiskowych. W zwigzku z tym ich
wykorzystanie w innych warunkach nie zawsze daje pozgdane rezultaty (mniejsza
aktywnos¢, nizsza stabilnos$é, brak aktywnosci wzgledem wybranego substratu). Dzieki
metodzie ,phage display” mozliwe jest wyselekcjonowanie enzymow o wiekszej
zdolnosci wigzania substratu, wyzszej aktywnosci i stabilnosci termicznej.

i)

Najczestszym problemem przy wprowadzaniu enzyméw do przemystu jest
brak ich stabilnosci. Przyktadowo, enzym cytoplazmatyczny, pracujgcy w temp.
37°C, zastosowany w procesie technologicznym, wymagajacym temperatury
50°C zwykle staje sie niestabilny i denaturuje. Metoda ,phage display”
umozliwia stworzenie biblioteki mutagenizowanych enzyméw i ekspresje ich
na biatku 3 (w przypadku faga M13). Na etapie przytgczania, w trakcie procesu
biopanningu (selekcji swoistosci), wiekszos¢ fagdw nie bedzie w stanie
przytgczyc sie do substratu ekspresjowanego enzymu w temp. 50°C, poniewaz
enzym ten ulega denaturacji. Jedynie fagi ekspresjonujgce enzym, ktéry
uformuje stabilng strukture w podwyzszonej temperaturze beda mogty
poprawnie potgczyé sie z substratem i zostang namnozone w nastepnych
etapach biopanningu. Dzieki sekwencjonowaniu genomu namnozonych fagéw
mozna pozna¢ sekwencje genu kodujgcego enzym o pozadanych
wtasciwosciach

Powaznym problemem towarzyszagcym wykorzystywaniu enzymow w
przemysle jest ich niska opornos¢ na proteolize. Na szczescie metoda ,,phage
display” rowniez tutaj okazuje sie przydatna. W tym przypadku tworzona jest
biblioteka czastek fagowych, w ktorych poszukiwany enzym ekspresjonowany
jest jako biatko fuzyjne, zlokalizowane w srodku biatka 3. Nastepnie wszystkie
elementy biblioteki poddawane sg dziataniu odpowiednich proteaz. Tylko te
fagi, ktérych biatko 3 przetrwa w catosci (zachowa N-koniec) beda zdolne do
interakcji z pilusem F bakterii. A zatem enzymatyczna wstawka, ktéra okaze sie
oporna na dziatanie proteaz, zagwarantuje konkretnemu elementowi
biblioteki mozliwo$¢ namnozenia w trakcie biopanningu. Sekwencja DNA
amplifikowanych fagéw bedzie zawierata informacje na temat budowy
pozadanego enzymu.

3) Metoda ,phage display” umozliwia takze podniesienie aktywnosci katalitycznej
enzymow. Ponizej przytoczony zostanie przyktad inzynierii metaloenzyméw, ktére



4)

5)

wymagajg atomu metalu do prawidtowego funkcjonowania. W ponizszym przyktadzie
wykorzystano popularny enzym z grupy B-laktamaz.

i) W pierwszym etapie utworzona zostaje biblioteka, w ktérej zmutagenizowany
gen B-laktamazy fgczony jest z genem kodujgcym 3 biatko faga M13. Nastepnie
wszystkie elementy bibliotek traktowane sg czynnikiem chelatujgcym, ktéry
usuwa wszystkie atomy metali ze sSrodowiska reakcji. W ten sposdb enzym jest
inaktywowany, jednak zachowuje zdolnos¢ do potgczenia z substratem
(pierwsza selekcja odrzuca enzymy, ktére utracity zdolnos¢ wigzania
substratu). Po usunieciu wadliwych elementéw biblioteki, do Srodowiska
wprowadzone zostajg jony metali i rozpoczyna sie selekcja pozytywna. Formy
enzymu o wyzszej aktywnosci rozcinajg substrat znacznie wydajniej, totez fagi
eksponujgce najbardziej aktywny enzym, namnazajq sie najszybciej i najtatwiej
wyizolowac je z mieszaniny.

ii) Podwodch rundach biopanningu, mozliwe jest wyizolowanie enzymu nawet 60-
krotnie bardziej aktywnego, niz wyjsciowy. Technika ta moze by¢
wykorzystywana do poprawy wydajnosci wielu roznych metaloenzymaéw.

Badania proteomiczne to kolejna dziedzina zastosowania metody ,phage display”.
Dziatanie wielu biatek zalezy od interakcji z innymi biatkami. Niestety w wielu
przypadkach biatka uczestniczgce w tych interakcjach pozostajg nieznane. Aby znalez¢
takie nieznane biatko, konieczne jest stworzenie obszernej biblioteki, do ktorej
budowy wykorzystuje sie wszystkie sekwencje cDNA (lub ORF) danego proteomu.
Biblioteki te kodujg praktycznie wszystkie biatka, jakie mogg by¢ ekspresjonowane w
danej komdrce (oczywiscie kazdy element biblioteki ekspresjonuje inne biatko). W
przypadku tego rodzaju zastosowania, poszukiwane biatka ekspresjonowane sg w
obrebie biatka 8 faga M13. Selekcja swoistosci (biopanning) w tym wypadku polega na
wprowadzeniu ,przynety” (np. znanego enzymu, ktdrego koenzym jest poszukiwany).
Fagi eksponujgce poszukiwane biatko zostang ,wzbogacone” znanym biatkiem,
wystepujgcym w mieszaninie reakcyjnej. Sekwencjonowanie wyizolowanych fagow
pozwoli poznanie szukanego biatka lub utatwi jego identyfikacje innymi technikami.
Ostatnim przyktadem zastosowania techniki ,phage display” jest poszukiwanie
peptyddéw zdolnych do przekraczania bariery krew-mézg. Zadanie to jest istotne w
kontekscie projektowania nowych lekdéw, poniewaz duza czes$é lekdw nie przenika tej
bariery. Bariera krew-mozg obecna jest wokdt naczyn krwionosnych wewnatrz
maozgu. Sagsiadujgce ze sobg komarki srodbtonka tworzg Sciste, tzw. ,barierowe”
potgczenie, ktore formuje ciggtg powierzchnie uniemozliwiajgcg wyciek krwi do
mazgu oraz utrudnia przenikanie wielu lekow (stwarza to realny problem przy
poszukiwaniu lekdw na Alzheimera). Bariera ta jest przepuszczalna tylko dla
niektérych sktadnikéw odzywczych oraz niewielkich biatek. Dlatego tez jedynym
rozwigzaniem, pozwalajgcym na transport lekéw do mézgu jest skoniugowanie ich z
niewielkimi peptydami, majacymi zdolnos$¢ przenikania bariery krew-madzg. System
,Phage display” umozliwia znalezienie takich peptyddéw.

i) W celu wyselekcjonowania odpowiednych peptydow, tworzona jest biblioteka
fagow ekspresjonujacych losowe 12-aminikwasowe peptydy na swojej
powierzchni. Aby znalezé peptydy przenikajgce bariere krew-mozg, selekcje



swoistosci (biopanning) nalezy przeprowadzi¢ in vivo. W tej technice biblioteka
fagowa wstrzykiwana jest do zyty ogonowej u myszy. Od momentu aplikacji
fagi przemieszczajg sie w uktadzie krgzenia gryzonia przez okreslony czas (od
kilku minut do kilku godzin). Po tym czasie myszy sg usmiercane, a z ich
mozgdw izoluje sie fagi, ekspresjonujgce odpowiedni peptyd.

6) Po czterech cyklach biopanningu in vivo, wyizolowano 20 peptyddw, z ktérych 12

7)

posiadato te samg sekwencje.

i) Odnaleziony w ten sposdb peptyd zostat skoniugowany z nanoczasteczky i
oznakowany metkg fluorescencyjng, a tak przygotowany koniugat
wstrzyknieto ponownie myszy. Obrazowanie in vivo ukazuje zdolnos¢ do
przenikania bariery krew-mozg przez zaprojektowang czasteczke. Pierwsze
dwie myszy stanowig kontrole, z kolei myszy trzeciej i czwartej podano
koniugat w rdinych stezeniach. Rycina wyraznie wskazuje akumulacje
oznakowanego fluorescencyjnie koniugatu wewngtrz mdzgu badanych myszy.
W ten sposob, dzieki metodzie ,phage display” udafo sie stworzy¢ peptyd,
ktory umozliwit transport leku przez bariere krew-mazg.

Powyzisze przyktady obrazujg jak wszechstronne moze byé zastosowanie techniki
,Phage display” w biotechnologii i w jak tatwy sposdb praktycznie wykorzystaé
biblioteki fagowe.

Wiecej informacji na temat metody , phage display” oraz przyktaddow jej zastosowania
mozna znalez¢ w publikacjach wymienionych ponizej.



