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Zastosowanie metody phage display w eksperymentalnej
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Streszczenie
Jednym z najwi´kszych wyzwaƒ wspó∏czesnej onkologii jest dostarczanie leków selektywnie do
komórek nowotworowych lub Êródb∏onka naczyƒ guza. Mo˝na w tym celu zastosowaç peptydy
wià˝àce okreÊlone moleku∏y wyst´pujàce na tych komórkach. Metodà najcz´Êciej stosowanà do ich
otrzymywania jest phage display. Uzyskane dzi´ki niej peptydy mogà wywieraç dzia∏anie przeciw-
nowotworowe dzi´ki hamowaniu angiogenezy, zmniejszaniu aktywnoÊci metastatycznej nowo-
tworu czy blokowaniu enzymów, których aktywnoÊç jest niezb´dna w progresji guza. Znalaz∏y one
równie˝ zastosowanie jako sk∏adniki szczepionek przeciwnowotworowych oraz noÊniki „dostar-
czajàce” do nowotworu cytokiny, chemioterapeutyki i oligonukleotydy antysensowne. Metoda
phage display umo˝liwia te˝ uzyskanie rekombinowanych przeciwcia∏ o dzia∏aniu przeciwnowo-
tworowym. Najcz´Êciej sà one stosowane w formacie scFv. Do czàsteczek scFv mo˝na równie˝
wprowadzaç okreÊlone zmiany w celu zwi´kszenia ich powinowactwa i zach∏annoÊci oraz ∏àczyç je
z moleku∏ami indukujàcymi przeciwnowotworowe funkcje efektorowe.

Słowa kluczowe: phage display•terapia przeciwnowotworowa•peptydy•rekombinowane przeciwciała•scFv

Summary
One of the biggest challenges facing modern oncology is that of delivering drugs selectively to
cancer cells and tumor endothelial cells. To achieve this goal, one can use peptides binding cer-
tain molecules on these cells. The most often used method of creating such peptides is phage dis-
play. Peptides obtained from phage display technology can exert anti-cancer effect by inhibiting
angiogenesis, decreasing tumor metastatic activity, or inhibiting enzymes important for neoplas-
tic cell spread. They can also be used as components of anti-tumor vaccines or vehicles delivering
cytokines, chemotherapeutics, or anti-sense oligonucleotides to tumors. Phage display technolo-
gy has also enabled the development of anti-cancer recombinant antibodies, most often used as
scFv molecules. ScFv-s can be further modified to increase their affinity and avidity. They can also
be conjugated with molecules inducing different anti-cancer effector functions.
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Wstęp

Dla zwi´kszenia skutecznoÊci terapii onkologicznej
podstawowe znaczenie ma dostarczanie Êrodków tera-
peutycznych bezpoÊrednio do komórek nowotwo-
rowych lub naczyƒ guza [26]. Moleku∏ami umo˝liwia-
jàcymi selektywne oddzia∏ywanie na okreÊlone cele w
komórkach nowotworowych sà przeciwcia∏a monoklo-
nalne (PM). Jak dotàd FDA (Food and Drug Admi-
nistration) zatwierdzi∏a do stosowania w onkologii
pi´ç PM: Rituximab, Trastuzumab, Gemtuzumab
ozogamicin, Alemtuzumab i Ibritumomab tiuxetun;
wiele nast´pnych znajduje si´ w trzeciej fazie badaƒ 
klinicznych [57].

Przeciwcia∏a monoklonalne majà niestety kilka wad
znacznie ograniczajàcych ich skutecznoÊç terapeutycznà:

1) wi´kszoÊç z nich jest pochodzenia mysiego, co
indukuje odpowiedê humoralnà (najcz´Êciej
skierowanà przeciw regionom sta∏ym przeciw-
cia∏a, rzadziej antyidiotypowà),

2) wolny klirens osoczowy implikujàcy zwi´kszonà
ekspozycj´ zdrowych narzàdów i ograniczajàcy
liczb´ PM dostarczonych do nowotworu [5],

3) wielkoÊç czàsteczki limitujàca odpowiednià dys-
trybucj´ w obr´bie guza,

4) nieswoiste pobieranie przez uk∏ad retikuloen-
dotelialny wàtroby, Êledziony i szpiku [1].

W tym kontekÊcie ciekawà alternatyw´ dla PM mogà
stanowiç peptydy wià˝àce komórki nowotworowe lub
komórki Êródb∏onka [1] oraz rekombinowane przeciw-
cia∏a w formacie scFv i Fab [30]. Najcz´Êciej stosowanà
metodà ich uzyskiwania jest technologia phage display
[1, 21].

Metoda phage display

Istotà metody phage display jest wprowadzenie do
genomu faga filamentowego okreÊlonej sekwencji
DNA, co prowadzi do ekspresji kodowanego przez nià
peptydu na powierzchni faga. Punktem wyjÊcia do roz-

woju technologii phage display by∏a praca Smitha [54],
który sklonowa∏ fragment sekwencji bakteryjnej
endonukleazy EcoRI w Êrodku genu kodujàcego bia∏ko
kapsydowe pIII faga filamentowego f1 i wykaza∏, ˝e:

1) bia∏ko fuzyjne pIII*EcoRI jest wbudowywane w
obr´b wirionu,

2) fag cz´Êciowo zachowuje infekcyjnoÊç,

3) Eco RI prezentowane przez faga zachowuje 
pierwotnà immunogennoÊç,4) fag taki mo˝e byç
wyizolowany spoÊród innych za pomocà przeciw-
cia∏a wià˝àcego EcoRI.

W kolejnej pracy zaproponowano dwie wa˝ne mody-
fikacje umo˝liwiajàce stworzenie biblioteki epitopów
prezentowanych przez faga:

1) miejsce klonowania przesuni´to w obr´b sekwen-
cji kodujàcej N-koniec pIII, co umo˝liwi∏o przy-
wrócenie pe∏nej infekcyjnoÊci faga,

2) zastosowano fagi fd-tet zawierajàce segment
transpozonu Tn10, kodujàcy opornoÊç na tetra-
cyklin´, co u∏atwi∏o kontrol´ propagacji fagów 
i umo˝liwi∏o ich mianowanie w jednostkach trans-
dukujàcych opornoÊç na tetracyklin´.

Stosujàc biotynylowane przeciwcia∏a wyizolowano
reaktywnego faga spoÊród 108 fagów typu dzikiego [42].

Wkrótce potem utworzono pierwsze bakteriofagowe
biblioteki randomizowanych peptydów [52, 13, 12].

Dzi´ki zastosowaniu bibliotek fagowych mo˝na zidenty-
fikowaç peptyd stanowiàcy ligand okreÊlonej moleku∏y.
Selekcja obejmuje trzy g∏ówne etapy:

1) inkubacja biblioteki fagowej z danà czàsteczkà
(tzw. panning),

2)  usuni´cie fagów niezwiàzanych,

3) amplifikacja fagów wià˝àcych okreÊlonà czàsteczk´
w komórkach E.coli. Sekwencj´ aminokwasów w
peptydzie okreÊla si´ dzi´ki sekwencjonowaniu
DNA faga [23].

Wykaz stosowanych skrótów:
BF – bakteriofagi, CDR3 – region determinujàcy dopasowanie 3 (complementarity determining region 3), Fab – fragment wià˝àcy antygen (fragment
antigen binding), FDA – Agencja ds. ˚ywnoÊci i Leków (Food and Drug Administration), VEGF – czynnik wzrostowy Êródb∏onka naczyniowego (vascu-
lar endothelial growth factor), VEGFR – receptor czynnika wzrostu Êródb∏onka naczyniowego (vascular endothelial growth factor receptor), FGF2 – czyn-
nik wzrostowy fibroblastów 2 (fibroblast growth factor 2), IL-12 – interleukina 12 (interleukin - 12), PDP – peptydy uzyskane metodà phage display
(phage display peptides), MAPK – kinaza bia∏kowa aktywowana przez mitogen (mitogen-activated protein kinase), MMP – metaloproteinazy macierzy
(matrix metaloproteinases), MT-SP1 – b∏onowa proteaza serynowa 1 (membrane–type serine protease 1), PCR – reakcja ∏aƒcuchowa polimerazy (poly-
merase chain reaction), PM – przeciwcia∏o monoklonalne, scFv – jedno∏aƒcuchowy fragment Fv (single–chain Fv), SCID – ci´˝ki z∏o˝ony niedobór
odpornoÊci (severe combined immunodeficiency syndrome), TGF-β – transformujàcy czynnik wzrostu beta (transforming growth factor beta), TNF-α –
czynnik martwicy nowotworu alfa (tumor necrosis factor alpha), tTF – skrócona forma czynnika tkankowego (truncated tissue factor), VH – cz´Êç zmi-
enna ∏aƒcucha ci´˝kiego (heavy-chain variable region), VL – cz´Êç zmienna ∏aƒcucha lekkiego (light-chain variable region)

Borysowski J. i Górski A. – Metoda phage display w terapii...



102

Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; 58: 100 –107

Peptydy uzyskane dzięki metodzie phage display

Dzi´ki zastosowaniu metody phage display zidentyfi-
kowano peptydy selektywnie wià˝àce Êródb∏onek w
∏o˝yskach naczyniowych ró˝nych narzàdów myszy [43, 47],
cz∏owieka [3] oraz naczyƒ nowotworowych [49, 50].Uzyska-
no np. cykliczny nonapeptyd selektywnie wià˝àcy
naczynia gruczo∏u sutkowego myszy – w tkance prawi-
d∏owej, hiperplastycznej oraz w obr´bie raka sutka.
Peptyd ten, po po∏àczeniu z lekiem przeciwnowotwo-
rowym, mo˝e w przysz∏oÊci pos∏u˝yç do leczenia
stanów przednowotworowych w obr´bie gruczo∏u lub
wczesnych postaci raka sutka [15].

Uzyskane dzi´ki metodzie phage display peptydy
(PDP) wià˝àce komórki nowotworowe lub komórki
Êródb∏onka mogà same wywieraç dzia∏anie przeciw-
nowotworowe albo “dostarczaç” do guza inne Êrodki
terapeutyczne.

PDP o dzia∏aniu przeciwnowotworowym

PDP mo˝na zastosowaç w celu zablokowania angio-
genezy nowotworowej. Najwa˝niejszym czynnikiem o
dzia∏aniu proangiogennym jest VEGF (vascular
endothelial growth factor). Zidentyfikowano dwa
receptory VEGF: VEGFR1 oraz, zdecydowanie
wa˝niejszy w procesie angiogenezy, VEGFR2. Zatem,
zablokowanie interakcji mi´dzy VEGF i VEGFR2
jest obiecujàcà metodà hamowania angiogenezy [7]. 
I tak, peptyd K237 swoiÊcie wià˝àcy domen´ zewnàtrz-
komórkowà VEGFR2 in vitro blokowa∏ wiàzanie roz-
puszczalnej postaci VEGFR2 do VEGF i zmniejsza∏
VEGF-zale˝nà proliferacj´ komórek Êródb∏onka ˝y∏y
p´powinowej o ponad 90%. K237 hamowa∏ równie˝
angiogenez´ in vivo, a u myszy scid z ksenogenicznym
rakiem sutka zmniejszy∏ mas´ guza o 70% oraz zredu-
kowa∏ liczb´ przerzutów w p∏ucach o 53% po podaniu
miejscowym [18]. Podobnie heptapeptyd V1, wyizolo-
wany z biblioteki fagowej z u˝yciem PM przeciw
VEGF, ca∏kowicie zahamowa∏ stymulujàcy wp∏yw
VEGF na angiogenez´ in vivo [7].

PDP mogà równie˝ znaleêç zastosowanie w leczeniu
przerzutów nowotworowych. Wykorzystaç tu mo˝na
peptydomimetyki w´glowodanów bioràcych udzia∏ w
powstawaniu przerzutów (peptydy takie mo˝na wy-
izolowaç z bibliotek fagowych za pomocà PM wià˝à-
cych okreÊlony sacharyd [25], [16]). Jednym z w´glo-
wodanów najwa˝niejszych w powstawaniu przerzutów
jest sjalizowany Lewis X. Wyst´puje on na powierzch-
ni komórek ró˝nych nowotworów wywodzàcych si´ z
tkanki nab∏onkowej; jego interakcja z selektynami
umo˝liwia adhezj´ komórek nowotworowych do
Êródb∏onka. Peptydomimetyk sjalizowanego Lewis X

blokowa∏ jego wiàzanie do selektyny E, P i L oraz
adhezj´ komórek nowotworowych do selektyny E in
vitro. In vivo, peptyd znamiennie zmniejsza∏ liczb´ 
przerzutów syngenicznego czerniaka w p∏ucach myszy
C57BL/6 oraz przerzutów ksenogenicznego gruczo-
lakoraka p∏uca u myszy nagich po podaniu do˝ylnym
[16]. Równie˝ zastosowanie peptydomimetyków gan-
gliozydu GD1, którego cz´Êç w´glowodanowa umo˝li-
wia powstawanie przerzutów ch∏oniaka RAW117-H10
u myszy, pozwoli∏o na zmniejszenie masy przerzutów
w p∏ucach o 100%, w wàtrobie o 91%, a w Êledzionie o
48,8% [25].

Peptydomimetyki okreÊlonych antygenów w´glowo-
danowych (tzw. mimotopy) mogà byç równie˝ u˝yte do
tworzenia szczepionek przeciwnowotworowych [37].
Zastosowanie w´glowodanów w takich szczepionkach
napotyka na wiele trudnoÊci, poniewa˝ w´glowodany
sà trudne do uzyskania w du˝ej iloÊci i przewa˝nie sà
antygenami T-niezale˝nymi, indukujà jedynie krótko-
trwa∏à odpowiedê humoralnà [27]. Jednym ze sposo-
bów na omini´cie tych trudnoÊci jest zastosowanie
mimotopów. I tak, oktapeptyd odpowiadajàcy jedne-
mu z epitopów antygenu w´glowodanowego Lewis Y
indukowa∏ swoistà dla tego epitopu odpowiedê humo-
ralnà u królika i myszy. Mysie przeciwcia∏a uzyskane
dzi´ki immunizacji mimotopem wiàza∏y zarówno
rekombinowanà, jak i natywnà postaç Lewis Y w ko-
mórkach nowotworowych [34]. Surowica królika immu-
nizowanego innym mimotopem znamiennie hamowa∏a
rozwój ksenogenicznego w∏ókniakomi´saka oraz zmniej-
sza∏a wielkoÊç przerzutów w p∏ucach u myszy nagich [44].

Kieber-Emmons i wsp. [26] zastosowali w charakterze
mimotopów polipeptydy, których sekwencja obejmuje
tandemowe powtórzenia tripeptydów “imitujàcych”
epitopy ró˝nych w´glowodanów (powtórzenia tande-
mowe danego mimotopu majà indukowaç silniejszà
odpowiedê humoralnà oraz lepiej odpowiadaç natyw-
nym konfiguracjom nowotworowych antygenów
w´glowodanowych). Immunizacja myszy Balb/c poli-
peptydami, poprzedzajàca podskórne podanie komó-
rek syngenicznego mi´saka, znamiennie przed∏u˝y∏a
okres prze˝ycia myszy.

Bardzo ciekawym pomys∏em terapeutycznym jest za-
stosowanie tzw. peptocia∏. Peptocia∏o jest to bia∏ko
fuzyjne, w którym okreÊlony peptyd determinujàcy
swoistoÊç wiàzania jest po∏àczony z pentamerycznà
domenà bia∏ka macierzy tkanki chrz´stnej (struktura
homopentameryczna zwi´ksza zach∏annoÊç bia∏ka)
[56]. Do syntezy peptocia∏ zastosowano heksapeptydy
selektywnie wià˝àce ErbB2. Wszystkie trzy peptocia∏a
wiàza∏y rekombinowanà postaç domeny zewnàtrz-
komórkowej ErbB2 oraz komórki raka sutka SK-BR-3
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(linia o du˝ej ekspresji ErbB2), natomiast nie wiàza∏y
komórek nowotworowych ErbB2 – ujemnych. Peptocia∏a
znacznie hamowa∏y proliferacj´ komórek SK-BR-3 in
vitro w st´˝eniu 0,28 µM prawdopodobnie wskutek
blokowania dimeryzacji ErbB2 lub dzia∏ania cz´Êcio-
wo agonistycznego wywieranego na ten receptor (w
przypadku samych heksapeptydów w celu osiàgni´cia
porównywalnego dzia∏ania niezb´dne by∏o znacznie
wi´ksze ich st´˝enie – 70 µM). Peptocia∏a powinny
bardziej selektywnie od PM wiàzaç komórki nowotwo-
rowe z nadekspresjà ErbB2 w porównaniu ze zdrowy-
mi komórkami, gdy˝ wymagajà wi´kszej g´stoÊci
receptorów na powierzchni komórki [20].

PDP mogà równie˝ znaleêç zastosowanie jako inhibi-
tory okreÊlonych enzymów, których aktywnoÊç
umo˝liwia progresj´ nowotworu. I tak, Koivunen i
wsp. [28] uzyskali dwa cykliczne dekapeptydy selekty-
wnie blokujàce aktywnoÊç niektórych metaloproteinaz
macierzy – MMP (jest to rodzina enzymów bioràcych
udzia∏ w naciekaniu tkanek przez komórki nowo-
tworowe, w angiogenezie i powstawaniu przerzutów).
Peptydy te silnie blokowa∏y aktywnoÊç MMP-9 i
MMP-2 nie wywierajàc ̋ adnego wp∏ywu na aktywnoÊç
katalitycznà trypsyny 2, elastazy neutrofilowej, katep-
syny G, oraz innych enzymów z rodziny MMP (ma to
istotne znaczenie, poniewa˝ nieswoiste inhibitory
MMP wywo∏ujà powa˝ne objawy niepo˝àdane w cza-
sie terapii przeciwnowotworowej). In vitro, dekapepty-
dy blokowa∏y migracj´ komórek czterech ró˝nych linii
nowotworowych oraz komórek Êródb∏onka. U myszy
bezgrasicznych znacznie hamowa∏y wzrost mi´saka
Kaposiego i ca∏kowicie blokowa∏y rozwój raka sutka i
raka jajnika [28].

PDP mogà byç te˝ ligandami okreÊlonych receptorów
komórek nowotworowych, których pobudzenie indukuje
apoptoz´ lub w inny sposób hamuje proliferacj´
komórek. I tak, peptydy selektywnie wià˝àce b∏onowy
receptor immunoglobulinowy IgM λ w komórkach
ch∏oniaka Burkitta w postaci tetramerycznej induko-
wa∏y swoiste dla tych komórek dzia∏anie cytotoksyczne
dzi´ki krzy˝owemu wiàzaniu receptorów. Równie˝
tandemowa postaç jednego z peptydów (utworzona
przez dwa monomery zespolone 6 resztami glicynowy-
mi) oraz postaç dimeryczna stabilizowana wiàzaniem
dwusiarczkowym dzia∏a∏y swoiÊcie cytotoksycznie na
komórki ch∏oniaka [48].

Koolpe i wsp. [29] zastosowali natomiast 12-aminokwa-
sowy peptyd YSA, b´dàcy selektywnym agonistà receptora
EphA2 (zwi´kszonà ekspresj´ tego receptora stwierdza
si´ w ró˝nych nowotworach oraz w naczyniach nowotwo-
rowych). Peptyd ten mo˝e hamowaç proliferacj´ ko-
mórek nowotworowych, poniewa˝ aktywacja receptora
EphA2  zmniejsza aktywnoÊç kinazy MAP.

Koniugaty PDP

Bia∏ka chimeryczne

Wykazano, ̋ e po∏àczenie TNF-α z peptydem “kierujàcym”
do Êródb∏onka naczyƒ nowotworowych 12-15 razy
zwi´ksza dzia∏anie przeciwnowotworowe tej cytokiny u
myszy po podaniu dootrzewnowym. Dzi´ki po∏àczeniu z
peptydem mo˝liwe jest zatem obni˝enie dawki TNF-α w
celu uzyskania takiego samego efektu terapeutycznego. Jest
to bardzo wa˝ne, poniewa  ̋kliniczne zasto-sowanie TNF-α
jest obecnie ograniczone do podawania miejscowego, ze
wzgl´du na znacznà toksycznoÊç tej cytokiny [11].

Koniugat z∏o˝ony z proapoptotycznego peptydu oraz
PDP wià˝àcego Êródb∏onek naczyƒ nowotworowych in
vitro dzia∏a∏ o wiele bardziej cytotoksycznie na komórki
mi´saka Kaposiego od ekwimolarnej mieszaniny
niezwiàzanych peptydów. U myszy nagich z kseno-
genicznym rakiem sutka koniugat w sposób znamienny
zwalnia∏ rozwój guza, wyd∏u˝a∏ czas prze˝ycia i
zmniejsza∏ liczb´ przerzutów po podaniu do˝ylnym. Co
wi´cej, nie dzia∏a∏ on toksycznie nawet po stosowaniu
przez 3 miesiàce [14].

Chemioterapia

Jednym z najcz´Êciej stosowanych leków przeciwnowo-
tworowych jest doksorubicyna. Wykazano, ̋ e koniugaty
doksorubicyny z peptydem “kierujàcym” do naczyƒ
nowotworowych w wi´kszym stopniu hamowa∏y rozwój
guza, zmniejsza∏y liczb´ przerzutów i wyd∏u˝a∏y czas
prze˝ycia myszy nagich ni˝ sama doksorubicyna.
Ponadto koniugaty takie by∏y mniej toksyczne dla
wàtroby i serca [2].

Oligonukleotydy antysensowne

Heptapeptyd selektywnie wia˝àcy komórki raka sutka
po po∏àczeniu przez mostek dwusiarczkowy z
oligonukleotydami antysensownymi przeciw ErbB2 w
st´˝eniu 0,5 µM, w sposób znamienny zmniejsza∏
ekspresj´ genu ErbB2 w komórkach nowotworowych
in vitro (iloÊç produktu bia∏kowego genu zosta∏a zre-
dukowana o 60%). Natomiast ani sam peptyd, ani
oligonukleotydy antysensowne nie wp∏ywa∏y w sposób
znamienny na ekspresj´ genu ErbB2 [53].

Liposomy

Wykazano, ˝e liposomy zawierajàce adriamycyn´ z
wbudowanym pentapeptydem wià˝àcym Êródb∏onek
naczyƒ nowotworowych, silniej hamowa∏y wzrost
dwóch ró˝nych nowotworów u myszy Balb/c ni˝ lipo-
somy z adriamycynà pozbawione pentapeptydu i sama



104

Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; 58: 100 –107

adriamycyna [41]. Dzi´ki modyfikacji liposomów 
peptydem ogólna iloÊç dostarczonego do guza
chemioterapeutyku jest tylko nieznacznie wi´ksza,
wi´c prawdopodobnie efektywniejsze dzia∏anie przeciw-
nowotworowe zale˝y od dostarczenia wi´kszej iloÊci
leku bezpoÊrednio do komórek Êródb∏onka naczyƒ
nowotworowych [4].

Terapia genowa

Jednym z najwa˝niejszych problemów ograniczajàcych
skutecznoÊç terapii genowej jest ma∏a selektywnoÊç
wektorów. Mo˝na jà zwi´kszyç dzi´ki zastosowaniu li-
gandów wià˝àcych komórki nowotworowe. Jednym z
nich jest FGF2 wià˝àcy komórki nowotworowe oraz
komórki Êródb∏onka w naczyniach guzów. Ma on 
jednak powa˝ne wady ograniczajàce mo˝liwoÊç zasto-
sowania w terapii genowej (dzia∏anie mitogenne, ma∏a
stabilnoÊç w osoczu, wiàzanie heparyn i bia∏ek osocza).
Zaproponowano zatem zastosowanie heptapeptydu
selektywnie wià˝àcego receptor FGF2, lecz niedzia-
∏ajàcego mitogennie. Wykazano, ˝e dodanie takiego
peptydu do kompleksu poli-L-lizyna-DNA plazmidowe
umo˝liwi∏o uzyskanie prawie 40-krotnie wi´kszej ekspresji
badanego transgenu w komórkach czerniaka i 20-krotnie
wi´kszej w embrionalnych retinoblastach in vitro [35].

Bardzo istotne jest, ˝e PDP mogà dostawaç si´ do
jàder komórek nowotworowych, komórek Êródb∏onka
naczyƒ krwionoÊnych [45] i limfatycznych [31] w
obr´bie nowotworu. Takie peptydy mogà stanowiç
bardzo dobry wektor dla leków przeciwnowotwo-
rowych dzia∏ajàcych w jàdrze komórkowym [31].

Rekombinowane przeciwciała uzyskane dzięki
metodzie phage display

Najmniejszà cz´Êcià przeciwcia∏a zachowujàcà wyj-
Êciowà swoistoÊç wiàzania jest fragment Fv stanowiàcy
po∏àczenie domen zmiennych ∏aƒcucha lekkiego (VL)
i ci´˝kiego (VH). Oddzia∏ywania hydrofobowe mi´dzy
takimi domenami nie sà dostatecznie silne, dlatego
niezb´dne jest kowalencyjne po∏àczenie VH i VL.
Najcz´Êciej stosuje si´ w tym celu peptydowy ∏àcznik
d∏ugoÊci 15-20 aminokwasów, a otrzymana czàsteczka
to scFv (single-chain Fv, w polskim piÊmiennictwie -
jedno∏aƒcuchowe fragmenty Fv lub przeciwcia∏a z jed-
nego ∏aƒcucha). VH i VL mogà te˝ byç z∏àczone
wiàzaniem dwusiarczkowym. Fragmenty Fab natomiast
sk∏adajà si´ z ca∏ego ∏aƒcucha lekkiego L i ∏aƒcucha Fd
(sà one stosowane rzadziej ni˝ scFv) [8].

Obecnie najcz´Êciej stosowanà metodà umo˝liwiajàcà
selekcj´ rekombinowanych fragmentów przeciwcia∏ in
vitro jest phage display [21], [30]. W celu tworzenia

bibliotek rekombinowanych przeciwcia∏ klonuje si´
wiele ró˝norodnych genów kodujàcych scFv bàdê Fab
w wektorze fagowym lub fagmidowym, tak ˝e
odpowiednie bia∏ko prezentowane jest na powierzchni
faga; po˝àdane przeciwcia∏o izoluje si´ na podstawie
powinowactwa do okreÊlonego antygenu [30].
Wyró˝nia si´ dwa g∏ówne rodzaje bibliotek: dziewicze
i immunizowane. W bibliotekach dziewiczych geny
cz´Êci zmiennych przeciwcia∏ uzyskuje si´ z obwo-
dowych limfocytów B (szczególnym ich rodzajem sà
biblioteki syntetyczne, powsta∏e przy zastosowaniu
metody PCR i zdegenerowanych primerów w celu
zró˝nicowania sekwencji ÊciÊle okreÊlonych fragmen-
tów przeciwcia∏ – najcz´Êciej CDR3). W bibliotekach
immunizowanych geny te pochodzà od myszy immuni-
zowanych odpowiednim antygenem [8].

Rekombinowane przeciwcia∏a w postaci scFv i Fab
mogà, podobnie jak PDP, same dzia∏aç przeciwnowo-
tworowo. Zaproponowano równie˝ dalsze modyfi-
kacje ich czàsteczek oraz tworzenie przeciwcia∏ 
bifunkcjonalnych.

Rekombinowane przeciwcia∏a o dzia∏aniu 
przeciwnowotworowym

W ostatnich latach uzyskano bardzo wiele scFv i Fab
wià˝àcych ró˝ne antygeny komórek nowotworowych i
Êródb∏onka bàdê bia∏ka wa˝ne dla progresji nowo-
tworu. Przyk∏adem mo˝e byç praca [58], opisujàca scFv
swoiÊcie wià˝àce VEGF - V65. V65 neutralizowa∏o
VEGF-zale˝nà angiogenez´ in vivo. Podawane do-
otrzewnowo myszom nagim znacznie hamowa∏o wzrost
guzów rozwijajàcych si´ z fibroblastów szczura trans-
fekowanych onkogenem H-ras (nadekspresja tego
onkogenu znacznie zwi´ksza syntez´ VEGF).

Wykazano równie˝ skutecznoÊç terapii genowej z
u˝yciem genu innego scFv blokujàcego angiogenez´.
Doguzowe podanie odpowiedniego plazmidu w
znacznym stopniu zahamowa∏o progresj´ kseno-
genicznego w∏ókniakomi´saka u myszy nagich.

Dzi´ki zastosowaniu metody phage display mo˝na
równie˝ uzyskaç scFv b´dàce selektywnymi inhibitora-
mi okreÊlonych enzymów. I tak, Sun i wsp. [55] opisali
5 ró˝nych scFv, wià˝àcych centrum aktywne b∏onowej
proteazy serynowej 1 (MT-SP1), której aktywnoÊç
proteolityczna ma podstawowe znaczenie w procesie
naciekania przez nowotwór zdrowych tkanek i po-
wstawania przerzutów. Wszystkie scFv silnie i wysoce
selektywnie blokowa∏y aktywnoÊç MT-SP1.

Bardzo obiecujàcà metodà terapeutycznà jest zasto-
sowanie tzw. intracia∏, czyli rekombinowanych przeciw-
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cia∏ ulegajàcych ekspresji we wn´trzu komórek.

Intracia∏a mogà inaktywowaç wiàzane bia∏ka przez
blokowanie ich naturalnych interakcji lub niedopu-
szczanie do przyj´cia w∏aÊciwej lokalizacji w obr´bie
komórki. Bardzo trudno jest jednak uzyskaç w∏aÊciwà
konformacj´ intracia∏ w cytoplazmie [8, 23].

ScFv nie jest jednak idealnym formatem rekombino-
wanego przeciwcia∏a. G∏ówne jego wady sà nast´pujàce:

1. Niedostateczna zach∏annoÊç wskutek budowy
monomerycznej,

2. Zbyt ma∏a czàsteczka (~ 30 kDa) i wynikajàcy stàd
zbyt szybki klirens osoczowy,

3. Zmniejszone w porównaniu z PM powinowactwo
do danego antygenu. 

W czàsteczkach scFv wprowadza si´ zatem okreÊlone
modyfikacje [21, 8].

Modyfikacje czàsteczek scFv

Zwi´kszanie powinowactwa scFv

Dzi´ki zastosowaniu ró˝nych metod genetyki moleku-
larnej i odpowiedniej selekcji mo˝liwe jest wielokrotne
zwi´kszenie powinowactwa scFv do okreÊlonego anty-
genu [19]. Wykazano np., ̋ e zwi´kszenie powinowactwa
scFv wià˝àcego domen´ ED-B fibronektyny (swoisty
marker naczyƒ nowotworowych) zwi´ksza jego akumu-
lacj´ w obr´bie guza [59]. Jednak przeciwcia∏o o zbyt
du˝ym powinowactwie mo˝e s∏abiej indukowaç pewne
funkcje efektorowe, np. cytotoksycznoÊç komórkowà
zale˝nà od przeciwcia∏ [22].

Zwi´kszanie zach∏annoÊci scFv

W celu zwi´kszenia zach∏annoÊci monomeryczne scFv
∏àczy si´ za pomocà bia∏kowych domen adhezyjnych
lub ∏àczników peptydowych tworzàc dimery, trimery i
tetramery (dodatkowà zaletà zwi´kszania walentnoÊci
jest zwi´kszenie wielkoÊci czàsteczki, a co za tym idzie
- zwolnienie klirensu osoczowego) [21, 8].

Najprostszà postacià biwalentnego dimerycznego scFv
jest tzw. diacia∏o, w którym 5-aminokwasowy ∏àcznik
mi´dzy domenami VH i VL obu scFv uniemo˝liwia
liniowe po∏àczenie si´ domen V w pojedynczy modu∏
Fv i prowadzi do asocjacji dwóch czàsteczek scFv.
Diacia∏a takie majà dwa miejsca wià˝àce antygen [21].
Szczególnà postacià diacia∏a jest diacia∏o biswoiste
(wià˝àce dwa ró˝ne epitopy antygenowe). Nettelbeck

i wsp. [38] wykazali, ˝e biswoiste diacia∏o wià˝àce
endoglin´ (sk∏adnik kompleksu receptora TGF-β o
zwi´kszonej ekspresji na komórkach Êródb∏onka
naczyƒ nowotworowych) i jedno z bia∏ek kapsydu ade-
nowirusa, szeÊciokrotnie zwi´ksza∏o efektywnoÊç
endoglinozale˝nej adenowirusowej transdukcji
komórek Êródb∏onka. Co wi´cej, transdukcja komórek
Êródb∏onka by∏a niezale˝na od “naturalnego” recepto-
ra adenowirusowego, którego obecnoÊç w wielu rodza-
jach komórek determinuje objawy niepo˝àdane
zwiàzane z adenowirusowà terapià genowà, a ma∏a
ekspresja w komórkach nowotworowych oraz komór-
kach Êródb∏onka zmniejsza efektywnoÊç terapii.

Istniejà te˝ inne sposoby na po∏àczenie dwóch scFv w
jednà czàsteczk´ biswoistà. Jedna z mo˝liwoÊci przed-
stawiona jest w pracy Mc Call i wsp. [35], którzy zespo-
lili C6.5 (scFv przeciw HER2/neu) z scFv swoiÊcie
wià˝àcym FcγRIII (NM3E2) 20-aminokwasowym
∏àcznikiem. U myszy scid stwierdzono bardziej selek-
tywnà retencj´ bia∏ka w obr´bie guza w porównaniu
do zdrowych tkanek ni˝ w przypadku samego C6.5.
Bia∏ko biswoiste in vitro znacznie efektywniej stymu-
lowa∏o leukocyty krwi obwodowej do lizy komórek
HER2/neu-dodatnich od mieszaniny niez∏àczonych
NM3E2 i C6.5. Warto dodaç, ˝e C6.5*NM3E2 jest
pierwszym biswoistym scFv o ca∏kowicie ludzkim
pochodzeniu.

Rekombinowane przeciwcia∏a bifunkcjonalne

W rekombinowanych przeciwcia∏ach bifunkcjonal-
nych scFv bàdê Fab, determinujàce swoistoÊç wiàza-
nia, po∏àczone jest z okreÊlonà domenà odpowiedzial-
nà za dzia∏anie przeciwnowotworowe [21].

Nilsson i wsp. [40] po∏àczyli L 19 (scFv swoiÊcie
wià˝àce domen´ ED-B fibronektyny) ze skróconà
formà czynnika tkankowego (tTF). U myszy nagich po
podaniu do˝ylnym scFv(L19)-tTF znamiennie
zahamowa∏o wzrost trzech ró˝nych nowotworów; w
przypadku mi´saka FE8 po podaniu do˝ylnym jedynie
3 dawek stwierdzono ca∏kowità regresj´ guza u 30%
myszy (wyniki te sà tym bardziej zach´cajàce, ˝e
mi´sak ten jest nowotworem opornym na tradycyjnà
chemioterapi´). Mechanizm dzia∏ania scFv(L19)-tTF
polega na indukowaniu zakrzepicy selektywnie w naczy-
niach guza; u badanych myszy nie stwierdzono ˝adnych
zmian histopatologicznych w zdrowych narzàdach.

Zaproponowano równie˝ po∏àczenie L19 z domenami
p40 i p35 IL-12 (cytokina ta ma silne w∏aÊciwoÊci
immunostymulujàce i przeciwangiogenne, jednak jej
kliniczne zastosowanie znacznie ograniczajà objawy
toksyczne). U myszy immunokompetentnych 129Sv
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takie bia∏ko fuzyjne znacznie silniej hamowa∏o wzrost
dwóch ró˝nych rodzajów nowotworów od samej IL-12,
nawet gdy dawka cytokiny by∏a dwudziestokrotnie
wi´ksza. Natomiast u myszy BALB/c IL-12-L19 cztero-
krotnie zmniejszy∏o mas´ przerzutów raka jelita grubego
w p∏ucach w porównaniu do samej cytokiny [17].

Chowdhury i wsp. [9] zastosowali rekombinowanà
immunotoksyn´ stanowiàcà po∏àczenie skróconej
postaci bakteryjnej egzotoksyny A oraz scFv przeciw
mezotelinie. Stwierdzono wysoce selektywne dzia∏anie
cytotoksyczne immunotoksyny in vitro na komórki
mezotelinododatnie. U myszy nagich trzy do˝ylne
dawki immunotoksyny spowodowa∏y regresj´ guza.
Lorimer i wsp. [33] wykazali, ˝e immunotoksyny
zawierajàce sFv mogà dzia∏aç bardziej cytotoksycznie
od dawniej stosowanych postaci, w których toksyn´
bakteryjnà ∏àczono z ca∏à czàsteczkà PM.

Bardzo cennym Êrodkiem terapeutycznym umo˝liwia-
jàcym dostarczanie do wn´trza komórek leków, toksyn,
czy DNA sà przeciwcia∏a wià˝àce okreÊlone receptory
i ulegajàce receptorozale˝nej endocytozie [46].

W celu uzyskania takich przeciwcia∏ z bibliotek
fagowych zaproponowano po∏àczenie selekcji na
˝ywych komórkach majàcych okreÊlony receptor z
"odzyskiwaniem" internalizowanych BF z lizatów
komórkowych [6].

Dzi´ki zastosowaniu tej metody wyizolowano F5 –
scFv swoiÊcie wià˝àce ErbB2 i ulegajàce ErbB2-
zale˝nej endocytozie [46]. F5 zespolone z liposomami
zawierajàcymi doksorubicyn´ zachowa∏o zdolnoÊç

swoistej, receptorozale˝nej endocytozy w komórkach
ErbB2-dodatnich. U myszy nagich immunoliposomy
podawane do˝ylnie indukowa∏y znamiennie wi´kszà
regresj´ nowotworu od liposomów pozbawionych F5
(rak sutka BT474 z nadekspresjà ErbB2) [39].

Li i wsp. [32] zaproponowali z kolei dwa ró˝ne sposo-
by wprowadzania za pomocà scFv egzogennego DNA
do komórek nowotworowych in vitro. W pierwszej
metodzie komórki SKBR3 transfekowano plazmi-
dowym DNA obejmujàcym gen reporterowy lucyfe-
razy z u˝yciem bia∏ka fuzyjnego, b´dàcego po∏àcze-
niem ML39 (scFv swoiÊcie wià˝àce ErbB2) i skróconej
postaci protaminy (aminokwasy 8-29); w drugiej nato-
miast zastosowano kompleksy zawierajàce plazmidowe
DNA, protamin´, ML39 oraz kationowy lipid Dotap.
Zaletà pierwszej metody jest znaczna selektywnoÊç
transfekcji, której ogólna efektywnoÊç jest jednak
niewielka. W drugiej natomiast – zwi´kszonej ogólnej
efektywnoÊci transfekcji towarzyszy zmniejszona selek-
tywnoÊç (prawdopodobnie wskutek niedostatecznej
ekspresji ML39 na powierzchni kompleksu).

Podsumowanie

Metoda phage display umo˝liwi∏a uzyskanie wielu pepty-
dów oraz rekombinowanych przeciwcia∏ selektywnie
wià˝àcych ró˝ne antygeny komórek nowotworowych i
Êródb∏onka naczyƒ guzów. W licznych badaniach prze-
prowadzonych na modelach zwierz´cych wykaza∏y one
bardzo znacznà aktywnoÊç przeciwnowotworowà. Stwa-
rza to nadziej´ na wprowadzenie w przysz∏oÊci do
onkologii klinicznej nowych Êrodków terapeutycznych
wybiórczo niszczàcych komórki nowotworowe.
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