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Nie ma duzej przesady w stwierdzeniu, ze geny kodujg biatka, te zas petnig
wszystkie inne funkcje z produkcja genéw wigcznie, dzieki swej zdolnosci
selektywnego wigzania sie do innych czasteczek. Moga to by¢ trwale od-
dziatywania miedzy jednakowymi lub réznymi czasteczkami, prowadzace do
powstania wiekszych struktur stanowigcych tkanki lub fragmenty tkanek.
Biatka uczestniczace w tych oddziatywaniach nazywamy strukturalnymi. Moga
to by¢ tez krétkotrwate oddziatywania, w wyniku ktérych zachodzg reakcije
chemiczne (enzymy), przekazanie sygnatu do wnetrza komérki (receptory
komorkowe)* aktywacja lub hamowanie innych biologicznie czynnych biatek
(biatka regulatorowe) itp. Przyktadem swoistego niekowalencyjnego oddziaty-
wania miedzy biatkami jest tez reakcja antygenu biatkowego z przeciwciatem,
bedaca tematem niniejszego artykutu.

Przeciwciata sg jednym z gtéwnych produktéw odpowiedzi immunologicz-
nej. Prawidtowo funkcjonujacy system immunologiczny jest niezbednym wa-
runkiem przezycia w sytuacji nieustannej inwazji na organizm roznych szkod-
liwych mikroorganizmdéw (bakterie, wirusy) i czasteczek. System ten jest
regulowany przez rézne typy komorek uktadu immunologicznego i cytokiny
przez nie wydzielane. Celem tej regulacji jest utrzymanie proceséw immunolo-
gicznych na optymalnym poziomie i zachowanie zdolnosci do odrdzniania
antygenow wiasnych od obcych. Przeciwciata majg zdolno$¢ swoistego wigza-
nia sie z antygenem uzytym do immunizacji. Utworzenie tego kompleksu nie
niszczy antygenu bezpo$rednio, ale umozliwia jego zniszczenie przez inne
obronne systemy biatkowe (komplement) czy komdérkowe (makrofagi). Anty-
genem moze by¢ kazda obca dla immunizowanego organizmu struktura
(biatkowa, cukrowa i wiele innych), ale tutaj ograniczamy sie do omoéwienia
antygenow biatkowych.

POWSTAWANIE PRZECIWCIAL DLA ANTYGENOW BIALKOWYCH

Rozmiar reagujacych ze sobg komplementarnych obszaréw antygenu
i przeciwciata stanowi kilka do Kilkunastu reszt aminokwasowych. Zwazywszy,
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ze biatko Sredniej wielkosci zbudowane jest z kilkuset aminokwaséw, staje sie
oczywiste, ze taka czasteczka zawiera wiele strukturalnie réznych obszarow
(epitopéw) mogacych reagowaé z przeciwciatem. W rzeczywistosci, Srednigj
wielkoSci biatko uzyte jako antygen (tzn. wprowadzone do ustroju droga
pozajelitowa) moze reagowaé z tysigcami réznych limfocytéw B, majacych
powierzchniowe immunoglobuliny (receptory komérek B), z miejscami wigza-
cymi komplementarnymi dla réznych epitopéw antygenu. W wyniku tej
interakcji, oraz najczesciej na drodze kooperacji z innymi komdérkami uktadu
immunologicznego, limfocyty B sg indukowane do réznicowania i intensyw-
nego wzrostu, dajac klony komérek produkujacych i wydzielajagcych przeciw-
ciata. Zwazywszy, ze jedna komérka produkuje tylko jedno przeciwciato, liczba
roznych, przeciwciat w surowicy immunizowanego organizmu jest rowna liczbie
rézniacych sie miedzy sobg indukowanych komérek B. Przeciwciata te r6znig
sie nie tylko rozpoznawaniem réznych epitopéw antygenu, ale réwniez powino-
wactwem oraz elementami struktury poza miejscem wigzagcym antygen (rézne
klasy i podklasy immunoglobulin). R6znorodne przeciwciata sg obecne w suro-
wicy poliklonalnej w réznych ilosSciach i oznaczajgc ich reakcje z antygenem,
wykrywamy przede wszystkim te, ktore przewazajg iloSciowo.

Teoretycznie, kazdy fragment antygenu biatkowego moze stanowic epitop.
Jednakze wiekszo$¢ przeciwciat wykrywanych w surowicy odpornosciowej jest
skierowana zwykle przeciw niektdrym fragmentom antygenu, ktére uwaza sie
za bardziej immunogenne niz inne. Immunogennos$¢ jest bowiem ograniczona
do tych fragmentéw czasteczki, ktére maja budowe obcg dla immunizowanego
organizmu, ktore sg dostepne do reakcji z receptorami komorek uktadu
immunologicznego gospodarza, i ktére znajdujg odpowiednie receptory w im-
munizowanym organizmie. Z tego ostatniego powodu repertuar przeciwciat
powstajacych w wyniku immunizacji zalezy nie tylko od antygenu, ale tez
w pewnym stopniu od immunizowanego organizmu.

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE

Stosunkowo fatwe jest wydzielenie puli przeciwciat z surowicy poliklonalnej
przez zastosowanie chromatografii powinowactwa z uzyciem antygenu zwigza-
nego ze statym nosnikiem. Jednakze uzyskanie indywidualnych przeciwciat z tej
puli jest niewykonalne ze wzgledu na duze podobienstwo strukturalne réznych
czasteczek immunoglobulin. Mozna natomiast wydzieli¢ klony komérkowe
wywodzace sie z pojedynczej komorki produkujgcej przeciwciato i kazdy
z takich klonow staje sie producentem okreSlonego przeciwciata. Metoda ta,
ktora dokonata przetomu w immunologii, zostata wprowadzona przez K 0 -
hlera i Milsteina w 1975r. [12], a jej autorzy otrzymali wraz
z Jerne nagrode Nobla w 1984 r. Komérki $ledziony immunizowanego
zwierzecia (najczesciej myszy, rzadziej szczura) hybrydyzuje sie z komdrkami
nowotworowymi w celu zapewnienia im zdolnosci do nieograniczonego wzros-



Biatkajako antygeny 311

tu in vitro i wydzielone w selektywnym medium komérki hybrydoma uzywa sie
do selekcji klonow produkujgcych interesujgce nas przeciwciata [14]. Opraco-
wane zostaty réwniez metody otrzymywania ludzkich przeciwciat monoklonal-
nych, co jest wazne ze wzgledu na mozliwos¢ stosowania ich u ludzi bez
wywolywania odpowiedzi immunologicznej. Przeciwciata monoklonalne sg
obecnie powszechnie uzywane i stanowig reagenty pozwalajgce na precyzyjne
okreslenie epitopow przez nie rozpoznawanych.

EP1ITOPY ANTYGENOW BIALKOWYCH W ODNIESIENIU
DO STRUKTURY BIALEK

Precyzyjne okre$lenie epitopu rozpoznawanego w antygenie biatkowym
przez przeciwciato wymaga znajomosci struktury antygenu. Pierwszorzedowsg
strukture biatka stanowi sekwencja aminokwaséw w jego tancuchu peptydo-
wym. Znajomos$¢ sekwencji aminokwaséw byfa ograniczona do stosunkowo
niewielkiej liczby biatek, gdyz metody pozwalajagce na jej wyznaczenie byly
zmudne i pracochtonne. W ostatnich latach, rewolucji w tej dziedzinie dokona-
fo zastosowanie metod inzynierii genetycznej oparte na fakcie, ze nieporéw-
nywalnie tatwiej jest okresli¢ sekwencje kwasow nukleinowych niz bialek.
Obecnie lawinowo rosnie liczba biatek, ktorych sekwencje aminokwasowe
okreslono na podstawie oznaczenia sekwencji kodujgcych fragmentéw genu
(cDNA). Jednakze petna znajomos$¢ struktury biatka powinna obejmowaé
rowniez poznanie ksztattu przestrzennego taricucha polipeptydowego, czyli
konformacji biatka. Ztozono$¢ struktury przestrzennej biatka wynika z od-
dziatywan miedzy taficuchami bocznymi aminokwaséw wchodzacych w jego
skiad. Pierwszym poziomem tej organizacji przestrzennej jest struktura drugo-
rzedowa, tzn. lokalna organizacja fragmentéw tancucha polipeptydowego (np.
a-spirala, struktura B). Ponadto, caly taincuch polipeptydowy ulega pofai-
dowaniu, przybierajac okreslony ksztatt przestrzenny, co stanowi jego struk-
ture trzeciorzedowa. tancuchy wielu biatek sktadajg sie z fragmentéw tworza-
cych niezalezne struktury przestrzenne, zwane domenami, potgczone ,rucho-
mym” odcinkiem tancucha. Wiele funkcjonalnych biatek ma jeszcze wyzszy
poziom organizacji, a mianowicie ztozone sg one z dwdéch lub wiecej odrebnych
tancuchéw polipeptydowych potagczonych mostkami dwusiarczkowymi lub
oddziatywaniami niekowalencyjnymi. Przyktadem moga by¢ immunoglobuliny
zbudowane z dwdch tancuchow ciezkich (H) i dwéch lekkich (L). Mostki
dwusiarczkowe moga sie tez tworzy¢ miedzy resztami cysteiny w tym samym
faincuchu, spinajac jego mniej lub bardziej odlegte fragmenty, co dodatkowo
stabilizuje konformacje czasteczki. Tutaj réwniez typowym przyktadem mogg
by¢ biatka z rodziny immunoglobulin, ktérych tancuchy tworzag kilka petli
spietych mostkami —S—S—. Oprécz sekwencji aminokwaséw na strukture
przestrzenng biatka mogg mie¢ wplyw jego potranslacyjne modyfikacje, np.
fosforylacja, glikozylacja i inne.
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Powyzsze skrotowe omoéwienie zasad budowy przestrzennej biatek ma
stuzy¢é uSwiadomieniu, ze w czasteczce biatka odlegte w sekwencji reszty
aminokwasowe moga znajdowac sie w bliskim sasiedztwie i wchodzi¢ w skiad
epitopu rozpoznawanego przez przeciwciato. Takie epitopy nazywane sg
konformacyjnymi lub nieciggtymi. Niektorzy badacze uwazajg, ze wiekszos¢
epitopow biatkowych ma charakter konformacyjny [13]. Zalezy to jednak od
rodzaju antygenu biatkowego, wykazano tez bowiem, ze przeciwciata rozpo-
znajg w pewnych biatkach pojedyncze odcinki sekwencji, zwane epitopami
linearnymi lub ciggtymi. Istnieje poglad, ze biatka wewnatrzkomérkowe oraz
wydzielane z komorek sg bardziej prawdopodobnymi kandydatami do posia-
dania epitopéw konformacyjnych, podczas gdy epitopy liniowe sg czesciej
spotykane w biatkach membranowych komoérek eukariotycznych i bakteryj-
nych oraz w antygenach kapsydoéw wirusowych.

METODY OZNACZANIA REAKCJI ANTYGEN-PRZECIWCIALO (Ag-Ab)

Podstawg charakterystyki epitopu jest dysponowanie dogodng metodg
oznaczania reakcji antygen —przeciwciato. Zasadg tego pomiaru jest oddziele-
nie kompleksu Ag—Ab od nadmiaru co najmniej jednego z partner6w reakcji
(np. Ab), aby mdc oznaczyé jego zawartos¢ w kompleksie. Jest to znacznie
utatwione, jezeli drugi sktadnik reakcji (np. Ag) jest przytgczony do statej fazy.
Statg faza sa najczesciej powierzchnie plastikowe, do ktorych antygen jest
wigzany przez adsorpcje. Do wykrycia zwigzanego z unieruchomionym anty-
genem przeciwciata stosuje sie ligandy sprzezone z enzymem (metody im-
munoenzymatyczne lub ELISA od ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
lub znakowane izotopem (metody radioimmunologiczne), albo zwiazkami
fluorescencyjnymi (ta ostatnia metoda jest najczesciej stosowana do oznaczania
wigzania przeciwciata do antygenu na powierzchni komdorki). Jednakze, za-
miast znakowania kazdego badanego przeciwciata, praktyczniej jest uzyé
metody posredniej, tzn. stosowa¢ znakowany reagent wtdrny rozpoznajacy
testowane przeciwciata. Moga nim by¢ np. poliklonalne przeciwciata (kozie,
krélicze) anty-lg mysie, ktére nadajg sie do oznaczania wszystkich mysich
przeciwcial monoklonalnych. Istnieje ogromna réznorodnos$¢ ilosciowych i ja-
kosciowych metod stuzacych do oznaczania reakcji Ag—Ab i ich omawianie
wykracza poza ramy tego artykutu. Pozwole sobie jedynie zilustrowaé omowio-
ne wyzej w skrécie reguty podstawowym wariantem mikroptytkowego testu
ELISA, ktéry jest powszechnie uzywany i jest bardzo przydatny do analizy
epitopéw (Rys. 1). W metodzie tej stosuje sie ptytki plastikowe z 96 wglebienia-
mi, ktorych powierzchnie optaszcza sie antygenem przez zwyklg kilkunasto-
godzinng inkubacje roztworu antygenu (50—100 pl na jedno wglebienie,
1—10 pg/ml). Po usunieciu tego roztworu i przemyciu ptytki inkubuje sie w jej
wglebieniach roztwdr badanego przeciwciata (Abl), a nastepnie roztwor dru-
giego przeciwciata (anty-Abl) sprzezonego z enzymem. Najczesciej stosowany-
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Rys. 1. Schemat ptytkowego testu ELISA. Do plytki optaszczonej antygenem (1) dodaje sie roztwor

testowanego przeciwciata Abl (2) i po odmyciu (3) wprowadza sie roztwér drugiego przeciwciata

anty-Abl sprzezonego z enzymem (4); po kolejnym odmyciu (5) dodaje sie roztwér substratu (6)
dajacego barwny produkt reakcji enzymatycznej

mi enzymami sg alkaliczna fosfataza lub peroksydaza chrzanowa, ktére daja
barwne produkty reakcji enzymatycznej. Inkubacje obu przeciwciat odbywajg
sie w warunkach uniemozliwiajgcych ,,fizyczng” adsorpcje biatek do plastiku
i pozwalajagcych jedynie na swoiste wigzanie. Po odmyciu nadmiaru nie-
zwigzanego koniugatu Ab2 —enzym, wprowadza si¢ roztwor substratu (bez-
barwnego) i po okreSlonym okresie inkubacji mierzy sie w czytniku phytek
nasilenie barwy wynikle z powstania barwnego produktu reakcji enzymatycznej
i bedace miarg ilosci zwigzanego enzymu, a posrednio miarg ilosci Abl
zwigzanego z antygenem. Test ten jest tatwy i szybki (4—5 godzin) i pozwala na
jednoczesng analize wielu probek.

W celu charakterystyki epitopu poréwnuje sie wigzanie przeciwciata do
podstawowego antygenu z wigzaniem do jego analogow strukturalnych, produ-
ktow modyfikacji lub degradacji. Najlepsza metodag w tej sytuacji jest optasz-
czanie ptytki ELISA jednym podstawowym antygenem i mierzenie hamowania
wigzania przeciwciata przez preinkubacje jego statej ilosci z r6znymi stezeniami
poréwnywanych antygendéw. Uzyskuje sie w ten sposéb krzywe hamowania,
ktore pozwalajg na wyznaczenie stezenia inhibitora potrzebnego do zahamo-
wania wigzania przeciwciata w 50%. Metoda hamowania jest lepsza niz
poréwnywanie wiazania do ré6znych unieruchomionych antygenéw, gdyz elimi-
nuje ona mozliwe rdznice w stopniu wigzania sie réznych antygenéw do phytki
i zmiany konformacji antygenu spowodowane adsorpcjg. Ponadto, metoda
hamowania umozliwia oznaczenie aktywnosci niskoczasteczkowych form anty-
genu (np. jego fragmentow czy syntetycznych peptydow), ktdre nie wigzg sie do
phytki.

STRATEGIE STOSOWANE DO IDENTYFIKACJI
EPITOPOW ANTYGENOW BIALKOWYCH

Liczne biatka zawierajg dodatkowe sktadniki (np. cukry, grupy fosforano-
we, hem i inne grupy prostetyczne) zwigzane kowalencyjnie lub niekowalencyj-
nie z tancuchem polipeptydowym. W celu sprawdzenia, czy przeciwciato
rozpoznaje epitop peptydowy niezalezny od potranslacyjnej modyfikacji anty-
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genu, dokonuje sie modyfikacji lub usuniecia tych dodatkowych sktadnikoéw.
Zachowanie przez zmodyfikowane biatko zdolnos$ci do reakcji z przeciwciatem
wskazuje na epitop peptydowy, natomiast utrata aktywnosci antygenowej
Swiadczy o posredniej (wptyw na konformacje biatka) lub bezposredniej (udziat
w reakcji z Ab) roli niebiatkowego skiadnika w epitopie. Jezeli istniejg
wskazdwki, ze badany epitop jest peptydowy, nastepnym etapem jest okres-
lenie, czy ma on charakter konformacyjny czy liniowy. O konformacyjnym
charakterze epitopu $wiadczy utrata aktywnosci antygenu po jego denaturacji,
fragmentacji proteolitycznej lub chemicznej, lub redukcji mostkéw dwusiarcz-
kowych, jesli takie sg w antygenie obecne (Rys. 2).

Rys. 2. Liniowe i konformacyjne epitopy biatek. Zachowanie epitopu liniowego i rozpad epitopu
konformacyjnego w wyniku denaturacji lub fragmentacji antygenu biatkowego

Epitopy konformacyjne, ktore sg najczestsze, sg niestety znacznie trudniej-
sze do identyfikacji niz liniowe. Pewnych informacji o tym, jakie reszty
aminokwasowe uczestniczag w epitopie, moze dostarczy¢ badanie efektu ich
modyfikacji na aktywno$¢ antygenowg. Metoda ta ma jednak ograniczong
wartos$¢, gdyz (i) wiele reszt aminokwasowych nie poddaje sie modyfikacjom,
(i) reakcje modyfikacji chemicznych czesto nie sg swoiste, (iii) oraz utrata
aktywnosci w efekcie modyfikacji nie zawsze $wiadczy o bezposrednim udziale
modyfikowanego ugrupowania w reakcji z przeciwciatem. Na obecnym etapie
rozwoju metod biologii molekularnej stosuje sie tez poréwnanie aktywnosci
analogéw antygenu otrzymanych w wyniku mutacji prowadzacych do zmian
okre$lonych aminokwasoéw lub delecji odcinka tancucha polipeptydowego.
Wykorzystuje sie tez naturalne analogi, np. warianty genetyczne antygenu, lub
ten sam typ biatka pochodzacy z r6znych gatunkéw. Mozna tez bada¢ udziat
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niektérych aminokwasow antygenu w reakcji z przeciwciatem metodami spek-
tralnymi (np. fluorescencyjnymi). Jednakze nawet w przypadku antygenu
0 znanej strukturze pierwszorzedowej i przestrzennej metody te dostarczaja
fragmentarycznych informacji i jedyng metodg umozliwiajacg bezposrednig
identyfikacje reagujacych ze sobag obszaréw Ag i Ab jest krystalografia
rentgenowska [3, 5, 13, 26]. Metoda ta ma jednak rowniez powazne ogranicze-
nia: wymaga kosztownej i wysoce specjalistycznej aparatury oraz otrzymania
kompleksow Ag—fragment Fab przeciwciata w formie krystalicznej. Z tych
powoddw analizowano dotad tg metodg tylko kilka przeciwciat monoklonal-
nych skierowanych przeciw lizozymowi i neuraminidazie wirusa grypy. Bada-
nia te dostarczyty informacji o rozmiarze i ksztalcie powierzchni antygenu
1przeciwciata, bedacej w bezposrednim kontakcie (zawsze kilkaset A2), i po-
zwolity na identyfikacje reszt aminokwasowych antygenu obecnych w tej
.kontaktowej” powierzchni. Na reszty te, ktorych jest kilkanascie, sktada sie
kilka krotkich sekwencji liniowych, usytuowanych w roéznych fragmentach
taincucha polipeptydowego, oraz dodatkowe pojedyncze reszty aminokwasowe.
Stwierdzono $ciste dopasowanie przestrzenne reagujacych ze sobg obszaréw Ag
i Ab, co jest w zgodzie z tworzeniem tych komplekséw przez wigzania
wymagajace bliskiego kontaktu, tzn. wodorowe, hydrofobowe, Van der Waal-
sa. Tylko w niektérych kompleksach Ag—Ab istotng role odgrywajg wigzania
jonowe miedzy kwasnymi i zasadowymi resztami aminokwasowymi antygenu
i przeciwciata. Powstato pytanie, czy reagujace ze sobg obszary Ag i Ab maja
sztywne pasujagce do siebie ksztalty (zasada zamka i klucza), czy tez to
dopasowanie przestrzenne jest indukowane w trakcie tworzenia kompleksu.
Analiza rentgenowska struktury przestrzennej wolnego antygenu biatkowego
i tegoz antygenu w kompleksie z fragmentem Fab lub wolnego fragmentu Fab
i jego kompleksu z niskoczasteczkowym antygenem (peptydy, progesteron)
wykazata w wiekszosci przypadkow niewielkie przesuniecia przestrzenne w re-
jonie wigzacym, zar6wno antygenu jak i przeciwciata, wskazujac na indukowa-
ne dopasowanie sie reagujacych ze sobag obszaréw. Dobrg ilustracja tego
problemu jest tez wykonane 20 lat temu proste doswiadczenie z przeciwciatami
poliklonalnymi przeciw natywnej mioglobinie (biatko barwne zawierajgce hem
i zelazo) i przeciw apomioglobinie (biatko bezbarwne pozbawione hemu
i zelaza) [1]. Oba antygeny roznig sie nieznacznie konformacja. Przeciwciata
anty-mioglobina dawaty brunatny precypitat z tym antygenem i reagowaty
stabo z apomioglobing, wskazujgc konformacyjny charakter wiekszosci rozpo-
znawanych epitopow. Natomiast przeciwciata anty-apomioglobina zmieszane
z natywng (brunatng) mioglobing dawaty bialy precypitat. Mozna sobie
wyobrazi¢, ze reakcja z przeciwciatem indukowata w mioglobinie konformacje
apomioglobiny, co powodowato usuniecie hemu i zelaza z kompleksu. Rosnaca
obecnie liczba badan kompleksow Ag—Fab metodg krystalografii rentgeno-
wskiej pozwoli na wycigganie pewnych og6lnych wnioskéw z wiekszym praw-
dopodobienstwem.
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Analiza epitopu jest znacznie prostsza, jesli ma on charakter liniowy, tzn.
jest tworzony przez jeden okreslony odcinek sekwencji polipeptydu. Wstepnej
lokalizacji tego epitopu mozna dokonac przez pomiar aktywnos$ci antygeno-
wej fragmentow biatka otrzymanych przez degradacje proteolityczng lub
chemiczng. Zastosowanie kilku metod degradacji rozcinajgcych tafncuch poli-
peptydowy w réznych miejscach pozwala na $cislejsza lokalizacje epitopu.
Metoda ta jest szczeg6lnie przydatna, jesli sekwencja aminokwasowa antygenu
i pozycje degradowanych wigzan peptydowych sg znane. Zwykle jednak
zidentyfikowany aktywny fragment antygenu jest wiekszy od epitopu i dalej
nie znamy rozmiaru epitopu, jego Scistej lokalizacji, ani tego jakie reszty
aminokwasowe sg najwazniejsze dla reakcji z przeciwciatem. Podobnie jak
w przypadku epitopéw konformacyjnych, mozna podjaé¢ préby identyfikacji
niektorych reszt przez badanie efektu ich modyfikacji na reakcje z przeciw-
ciatem, ale jak omoéwiono powyzej, metoda ta nie zawsze jest skuteczna.
Najpetniejszej informacji o epitopie sekwencyjnym dostarcza zastosowanie
syntetycznych peptydow, ktorych sekwencje mozna odpowiednio zaprogramo-
wac. Jednakze, mimo duzego postepu i automatyzacji metod syntezy pep-
tydéw, otrzymanie i tradycyjne testowanie (np. przez hamowanie przeciwciata
w tescie ELISA) duzej ich liczby jest pracochtonne i kosztowne. Przetomu
w tej dziedzinie dokonaty nowe, niekonwencjonalne metody otrzymywania
peptydéw i ich stosowania do analizy epitopdw. Metody te sg omowione
ponizej.

ANALIZA EPITOPOW ZA POMOCA SYNTETYCZNYCH PEPTYDOW
ZWIAZANYCH Z FAZA STALA

Nowymi elementami tej metody, wprowadzonej przez G eysen a iwsp.
[7], sa: (i) mozliwo$é jednoczesnej syntezy duzej liczby peptydow zwigzanych
z fazg stalg oraz (ii) mozliwos¢ ich wielokrotnego uzywania w formie unie-
ruchomionej do badania wigzania przeciwciat. W metodzie tej stosuje sie bolce
polietylenowe (ksztatltem przypominajgce grubg szpilke, ang. pin), ktoére na
swej powierzchni majg grupy chemiczne pozwalajgce na przytgczenie amino-
kwasu przez grupe karboksylowa, i ktdre przymocowuje sie do segmentéw
dajacych sie zestawi¢ w ptytke odpowiadajaca rozmiarem piytce ELISA
(Rys. 3). Dokonuje si¢ na tych bolcach syntezy peptyd6w przez ich zanurzenie
w roztworach odpowiednich pochodnych aminokwaséw stosowanych w klasy-
cznej syntezie peptydow, umieszczonych we wgtebieniu ptytki. Poniewaz przy-
taczenie jednego aminokwasu zajmuje 1 dobe, mozna w ten sposéb w ciagu
kilku do kilkunastu dni (zaleznie od dtugosci peptydéw) otrzymaé na jednej
phytce 96 peptyddéw. Nastepnie, bolce zawierajace na swej powierzchni peptydy
stosuje sie do testowania wigzania przeciwciat metodg immunoenzymatyczng
przez ich kolejne zanurzenie w roztworach: (i) testowanego przeciwciata (Abl),
(i) drugiego przeciwciata anty-Abl sprzezonego z enzymem, (iii) substratu



Biatka jako antygeny 317

Rys. 3. Pomiar wigzania przeciwciata do syntetycznych peptydéw przytgczonych do polietyleno-

wych bolcéw. Bolce inkubuje sie kolejno we wglebieniach ptytki ELISA zawierajacych 1 —roztwor

badanego przeciwciata Abl, 2 —roztwér drugiego przeciwciata anly-Abl sprzezonego z enzymem,
3 — roztw6r substratu enzymu; po wyjeciu plytki z bolcami (4) odczytuje sie reakcje barwng

enzymu (Rys. 3). Po wykonaniu testu usuwa sie z bolcow zwigzane przeciw-
ciata roztworem siarczanu dodecylu (SDS) i sg one gotowe do nastepnego
testu. Metoda ta w spos6b decydujacy rozwigzuje problem pracochtonnosci,
ale niestety w mniejszym stopniu problem kosztéw, poniewaz handlowo
dostepne zestawy zawierajace potrzebne materialy, reagenty i program kom-
puterowy sg obecnie bardzo drogie. Mimo to metoda ta jest stosowana w wielu
laboratoriach [4, 9, 10, 16, 17, 23, 25].

Pierwszym etapem analizy antygenu, ktdrego sekwencja jest znana, jest
lokalizacja epitopu w tancuchu polipeptydowym. W tym celu syntezuje sie
komplet ,zachodzacych na siebie” peptyddw ,pokrywajacych” sekwencje
catego antygenu lub jego fragmentu, w ktérym wstepnie zostat zlokalizowany
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Numer peptydu

B. Ustalenie potozenia epitopu

12 3 4 5 6 7 8
1 2 3 4 5 6 7 8 9 09
ITl 3 4 5 6 7 8 9 10
v 4 5 6 7 8 9 10 1
Y 5 6 7 8 9 10 11 12
Y 6 7 8 9 10 11 12 13
Vi 7 8 9 10 1 12 13 14
VIl 8 9 10 11 12 13 14 15
1X 9 10 11 12 13 14 15 16
X 10 11 12 13 14 15 16 17

Rys. 4. Lokalizacja epitopéw liniowych w tancuchu polipeptydowym antygenu za pomoca
unieruchomionych ,,zachodzacych na siebie” syntetycznych peptydéw. Podano przyktad 10
oktapeplyddw (cyfry arabskie odpowiadajg resztom aminokwasowym w tych pozycjach) ,,po-
krywajacych” sekwencje 17 kolejnych reszt aminokwasowych w antygenie. Peptydy te testuje sie na
wigzanie przeciwciata, przyktady mozliwych wynikéw pokazane sg w gornej czesci ryciny. Jezeli
przeciwciato reaguje z peptydami 11-VI (przyktad 1) rozpoznaje ono epitop tetrapeptydowy O-7-8-9;
przeciwcialo reagujace z peptydami 111-V (przykfad 2) jest skierowane na epitop heksapeptydowy
5-6-7-8-9-10; przeciwciato, ktére reaguje tylko z peptydem IX (przyktad 3) rozpoznaje epitop
oktapeptydowy 9-10-11-12-13-14-15-16 lub dtuzszy, co mozna sprawdzi¢ syntezujac dtuzsze

peptydy

epitop. Pomiar wigzania przeciwciata do tych peptydéw umozliwia ustalenie
doktadnej lokalizacji i dtugosci epitopu (Rys. 4). Dalszych informacji moze
dostarczy¢ synteza roznych analogéw sekwencji stanowigcej epitop. Jezeli
epitop nie jest zbyt diugi, mozna wykona¢ petng ,analize zastgpieniowa”,
w ktorej kazdy z aminokwasOw epitopu jest zastepowany wszystkimi innymi
aminokwasami. Zwazywszy, ze w skfad biatek wchodzi 20 réznych amino-
kwaséw, wymaga to syntezy nx 19 peptydéw, gdzie «jest liczbg reszt amino-
kwasowych w epitopie. W wyniku takiej analizy okazuje sie, ze nie wszystkie
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reszty aminokwasowe w epitopie sg jednakowo wazne dla reakcji z przeciw-
cialem. Aminokwasy, ktérych zastgpienie przez jakikolwiek inny aminokwas
powoduje utrate aktywnos$ci peptydu, odgrywajg decydujaca role w wigzaniu
przeciwciata. Ponadto, w epitopach zwykle sg obecne aminokwasy, ktére
mozna zastapi¢ niektérymi lub wszystkimi innymi aminokwasami. Wynika
z tego, ze niestuszne jest nazywanie wszystkich epitopdw liniowych ciggtymi,
poniewaz moga one réwniez zawieraé reszty aminokwasowe nieistotne dla
reakcji z przeciwciatem. Analizowane dotad epitopy liniowe dla kilkudziesieciu
przeciwciat monoklonalnych zawieraty od czterech do kilkunastu reszt amino-
kwasowych. G ey sen iwsp. [8 podzielili reszty aminokwasowe epitopow
liniowych na dwie grupy, | (0—9 mozliwych zastgpien) i Il (10 —19 mozliwych
zastgpien). Autorzy ci, analizujac ponad 100 epitopow dla r6znych przeciwciat
monoklonalnych i poliklonalnych, wyliczyli, ze $rednio w jednym epitopie
wystepuje 4,2 reszt grupy I.

Stosujac wyzej opisang metode syntezy peptydéw, mozna tez podjaé prébe
charakterystyki epitopu reagujacego z przeciwciatem skierowanym przeciw
biatku o nieznanej sekwencji aminokwasow [6]. Zaczyna sie w tym celu od
syntezy na kazdym bolcu mieszanki, np. oktapeptydéw, ktére w 6 pozycjach
zawierajg rozne aminokwasy (stosuje sie na tych etapach mieszanke pochod-
nych wszystkich aminokwaséw do syntezy), a w dwoch okreslonych pozycjach,
np. 3i4, okre$long pare aminokwasdéw, co przy 20 aminokwasach stanowi 400
kombinacji. Sekwencja dwupeptydowa obecna w peptydach o najwyzszej
aktywnosci jest dalej rozbudowywana do trojpeptydu przez dodanie kazdego
z aminokwaséw do N- i C-konca dwupeptydu, co stanowi 40 nowych pep-
tydéw. Sekwencje trojpeptydowa najaktywniejszego z tych 40 peptydow po-
szerza sie dalej w mysl tej samej reguty i w ten sposéb mozna doj$é do dluzszej
sekwencji wykazujacej silng reakcje z przeciwciatem. Wprowadzanie dodat-
kowych elementow do syntezowanych w ten sposéb peptydéw, np. wstawianie
fi-alaniny umozliwiajacej przegiecie peptydu, stwarza mozliwosci syntezy pep-
tydu imitujagcego epitop konformacyjny. Wydedukowane tag metodg struktury
nazywa sie mimotopami, poniewaz nie muszg by¢ one catkowicie identyczne
z epitopem obecnym w antygenie biatkowym. Konstrukcja mimotopéw meto-
dg syntezy peptydéw wykonywana byta w celu wykazania r6znych mozliwosci
tej metody, ale jest to zbyt skomplikowana technika do szerszego praktycznego
zastosowania.

PEPTYDY SYNTEZOWANE PRZEZ FAGI

Nowym alternatywnym podejsciem do analizy peptydowych ligandéw (w
tym epitopow dla przeciwcial) jest synteza sekwencji peptydowych w bakterio-
fagach [2, 20]. Syntezuje sie w tym celu mieszanine oligonukleotydéw moga-
cych kodowaé wszystkie mozliwe sekwencje peptydu o okre$lonej dtugosci. Za
pomocg technik inzynierii genetycznej wstawia sie te oligonukleotdydy do genu
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fagowego (uzywano w tym celu gtdwnie genu Ill). Poniewaz kazdy fag
zawiera ,,wstawke” jednego z oligonukleotydéw, wyraza on na powierzchni
tylko jednag z sekwencji peptydowych, zawartg w N-koncowym fragmencie
biatka powierzchniowego pili, bedgcego produktem genu IIl. Z mieszaniny
fagdw zawierajgcych dziesigtki milionéw réznych ,wstawionych” sekwencji
peptydowych izoluje sie za pomocg techniki powinowactwa te, ktdre wiazg
sie z badanym przeciwciatem (fagi + przeciwciato sprzezone z biotyng, ab-
sorpcja do ptytki optaszczonej streptawidyng). Adherentne fagi namnaza sie
w Escherichia coli i kilkakrotnie powtarza sie ich frakcjonowanie z uzyciem
-przeciwciata. Z frakcji fagoéw reagujacych z przeciwciatem izoluje sie in-
dywidualne kolonie i oznacza sie w tych fagach sekwencje odpowiedniego
odcinka DNA, co prowadzi do ustalenia sekwencji peptydu reagujacego
z przeciwciatem. Stosujac przeciwciata rozpoznajace zidentyfikowany wczes-
niej epitop, wykazano, ze metoda ta moze by¢ uzyta do identyfikacji mimo-
topoéw bez znajomosci sekwencji aminokwasowej antygenu i bez wstepnych
informacji o swoistosci przeciwciata. Rozwdj i coraz szersze stosowanie me-
tod biologii molekularnej otwiera wiec zupetnie nowe mozliwosci analizy
epitopdw, jak i wyznaczania struktury peptydowych ligandéw dla innych
uktadow.

W JAKIM CELU ANALIZUJE SIE EPITOPY
ANTYGENOW BIALKOWYCH?

Badania te majg zarowno aspekt poznawczy, jak i praktyczny. Analiza
epitopéw prowadzi do poznania mechanizméw waznej biologicznie reakcji
Ag—Ab, a mianowicie do okreslenia wielkosci obszarow reagujacych ze sobag,
reszt aminokwasowych uczestniczacych w oddziatywaniach, typu tych od-
dzialywan, zmian konformacyjnych i energetycznych towarzyszacych reakcji
[3, 5, 8, 13,15, 26]. Analiza licznych epitopow biatkowych pozwala na ustalenie
zaleznosci miedzy immunogennoscia i strukturg i stwarza mozliwosci przewidy-
wania immunogennosci okreslonych obszaréw antygenu biatkowego na pod-
stawie znajomosci jego pierwszorzedowej i przestrzennej budowy [19]. Znajo-
mos$¢ struktury epitopdéw i mimotopdw (tzn. struktur reagujacych krzyzowo
z przeciwciatem) dostarcza tez mozliwosci modulacji wtasciwosci immunogen-
nych i antygenowych biatka, co moze znalez¢ zastosowanie w medycynie. Przez
odpowiednie modyfikacje struktury antygenu mozna zwiekszy¢ jego immuno-
gennosé, jezeli antygen stosowany jest np. jako szczepionka, lub tez zmniejszy¢
immunogennosc, jezeli biatko stosowane jest jako lek lub reagent immunodiag-
nostyczny in vivo i odpowiedZz immunologiczna jest niepozadana.

Tematem szerokich badan jest zastosowanie syntetycznych peptydéw do
wywotania produkcji przeciwciat, ktore reagujg z biatkiem zawierajagcym te
sekwencje peptydowa [11, 18, 21, 22, 24]. Zastosowanie petydéw nie majacych
wiasciwosci patogennych jest bowiem najbezpieczniejszym rozwigzaniem przy
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sporzadzaniu szczepionek przeciwko patogennym biatkom. Znajomos$¢ epito-
péw antygenu biatkowego jest potrzebna do wyboruodpowiednich sekwencji
peptydowych stosowanych jako immunogeny.

Ponadto, przeciwciata monoklonalne i poliklonalne sg szeroko stosowane
w diagnostyce i prognostyce medycznej, a takze w terapii pewnych choréb.
Doktadna znajomo$¢ epitopéw rozpoznawanych przez te przeciwciata czyni
z nich bardziej precyzyjne reagenty i pozwala niejednokrotnie na wycigganie
dalej idgcych wnioskow z wykonanych badan. Niepodwazalna jest tez wartos¢
przeciwciat o dobrze scharakteryzowanej swoistosci w badaniach medycyny
sadowej i w innych dziedzinach nie zwigzanych bezposrednio z immunologia.

Podsumowujac, analiza epitopéw nie tylko przyczynia sie do lepszego
zrozumienia proces6w immunologicznych, ale réwniez stwarza mozliwosci
nowych rozwigzan aplikacyjnych w medycynie i biotechnologii.

ELWIRA LISOWSKA

PROTEINS AS ANTIGENS: REACTIONS WITH ANTIBODIES AND ANALYSIS OF
EPITOPES

Summary

The following problems are shortly reviewed: induction of humoral response against protein
antigens, linear and conformational epitopes of proteins in the context of protein structure,
strategies used for identification of epitopes, including the PEPSCAN method. The approaches to
identification of epitope-mimicking structures (mimotopes) in the proteins of an unknown
amino-acid sequence with the use of multipin peptide synthesis or peptide library on phages are
also described.
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