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UITTREKSEL

Die omvang en gebruike van die tegnologie van peptiedblootlegging opfage, en die toepassing daarvan op die gebied van trombose en
hemostase en van geneesmiddelontwerp word bespreek. Die algemene beginsels van die tegniek word verduidelik.

ABSTRACT

The application ofphage display technology in thrombosis and haemostasis
The scope and utility ofphage display are reviewed with emphasis on application in thefield ofthrombosis and haemostasis and drug

design. Generalprinciples ofthis technique are described.

INLEIDING

Hemostase is 'n beskermende meganisme wat oormatige bloed-
verlies beperk wanneer bloedvate beskadig word en help om ’n
fisiologiese homeostase te handhaaf. Normale hemostase word
bewerkstellig deur ’n reeks komplekse interaksies tussen
bloedvate, bloedselle, stollingsfaktore en -inhibeerders, asook
die fibrinolitiese stelsel. Trombose, aan die anderkant, word
allerweé as die teenbeeld van hemostase beskou. Na beskadiging
van die bloedvat-endoteel, sodra die bloed in aanraking met die
subendoteel kom, kleef die bloedplaatjies m.b.v. die gliko-
proteren (GP) Ib/IX/V-reseptore op hulle membrane aan die
subendoteel en word geaktiveer. Geaktiveerde plaatjies stel die
reseptor GP Ilb/llla op hulle oppervliak bloot, waaraan die
klewingsproteiene, veral fibrinogeen en von Willebrandfaktor
(VWF) bind. Die klewingsproteiene bevat ’'n Arg-Gly-Asp-
volgorde wat aan GP Ilb/Illa bind. Terselfdertyd word stollings-
faktore geaktiveer om trombien te vorm en word die plaatjieprop
versterk om oormatige bloedverlies te verhoed." Endoteelselle in
die omgewing van die beskadigde wand skei tromboreguleerders
(prostasiklien, stikstofoksied en fibrinolitiese middels) af, wat
die grootte van die prop beperk.” Die plasminogeenaktiveerders,
nl. weefseltipe plasminogeenaktiveerder (tPA) en urokinase-tipe
plasminogeenaktiveerder (uPA) is belangrike fibrinolitiese
middels wat die pro-ensiem plasminogeen aktiveer om plasmien
te vorm. Plasmien verteer die onoplosbare fibrien in die
plaatjieprop na opiosbare afbraakprodukte en sodoende beperk
dit die grootte van die prop. Plasminogeenaktiveerder-
inhibeerders (PAI) is protei'ene wat tPA en uPA inhibeer.
Oormatige aktivering van plaatjies deur biomateriale en
aterosklerotiese letsels, oorkom egter hierdie tromboregulerende
meganismes. Wanneer dit gebeur, verander die plaatjies en
stollingsfaktore in trombotiese oortreders wat trombo-embolieé
veroorsaak en bloedvate kan afsluit. Dit lei tot potensieel fatale
siektes, soos akute miokardiale infarksie en beroerte.* Die belang
van trombo-emboliese komplikasies van arteriéle
bloedvatsiektes word al hoe meer besef en dit het gelei tot die
soektog na meer effektiewe antitrombotiese middels.

Die tegnologie van peptied- of proteienblootlegging op fage is
'n kragtige en vinnige tegniek om protei'ene met spesifieke
antitrombotiese funksies te isoleer en/of te ontwerp en word
reeds aangewend in die ontwikkeling van nuwe antitrombotiese
middels. Dit is egter nodig om die tegniek van peptied-
blootlegging op fage te verduidelik voordat die toepassing daar-
van in trombose en hemostase bespreek word.

PEPTIEDBLOOTLEGGING OP FAGE

Peptiedblootlegging op fage is ’'n tegniek waar 'n peptied of
prote'ien op die oppervlak van ’n filamenteuse faag blootgelé
word. Dit word gedoen deur ’n gekose geen of geenfragment wat
vir ’'n oppervlakprote'ien kodeer in die faaggeen in te bou. Hier-
die inbouing bemvloed nie die noodsaaklike funksies van die
opperviakproteiene nie en lei tot die blootlegging van ’n fusie-
peptied of -proteien op die oppervlak van die faag. Die peptied of
prote'ien kan dan as ’'n ligand, ensiem, immunogeen of enige
ander aktiewe deelnemer in ’n biologiese reaksie optree. Hierdie
tegniek is eerste deur Smith in 1985 gebruik. Hy het 'n ver-
sameling of biblioteek van lukraakgekose peptiedvolgordes aan
die amino-terminus van die mantelprote'ien, glikoprote'i'en (GP)
Ill, op die oppervlak van ’'n faag M13 blootgelé. Wanneer
lukraakgekose DNA-volgordes in faaggenome ingebou word,
word lukraak peptiede op die oppervlak van die fage blootgelé en
dit lei tot "n groot mengsel van faagklone wat elk ’n verskillende
peptiedvolgorde op die opperviak blootlé. Uit hierdie mengsel
van faagklone (faagbiblioteek) word fage wat aan ’'n teiken-
prote'i'en bind, geselekteer. Die geselekteerde fage kan dan in
bakterieé soos E. coli vermeerder word. Die aminosuurvolgorde
van die peptiede op die geselekteerde fage word afgelei deur die
ingevoegde DNA se volgorde m.b.v. bestaande tegnieke te
bepaal. Die krag van hierdie tegniek |é daarin dat funksionele
aktiwiteit gekoppel kan word aan genetiese inligting. Peptied-
blootlegging bring vinnige seleksie van ’n gekose prote'ien mee,
terwyl die genetiese inligting vinnige en betroubare verineerde-
ring van fage meebring. Dit lei tot die produksie van groot hoe-
veelhede moontlike Interessante teikens. Die tegnologie word ook
gebruik om antiliggaam-epitope suksesvoi te bepaal. om
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struktuurfunksie-verwantskappe van sellulére reseptore te bestu-
deer en om ensiemsubstraat-spesifisiteit na te vors en te ver-
ander. Om die tegniek beter te verduidelik, word elke faset
daarvan in meer besonderhede bespreek.

Filamenteuse faag

Fiiamenteuse fage is ideaal geskik vir in v;7/-0-seleksie omdat
iiuile klein genome bevat waarin groot biblioteke van 'n verskei-
deniaeid verskillende gene maklik ingebou kan word. Die enkei-
string-DNA-fage (fd of M13) word meestal gebruik. Hierdie
fage het ’'n deursnee van 6 nm en is 1000 - 2 000 nm lank. Aan
die een punt is daar 5 kopieé van elk van die mantelproteiene GP
ill en VI (flguur 1). Die hoof-mantelproteien, GP VIII, kom in
2 800 kopiee op die sye van die faag voor. Beide GP Ill en VIII
stel hulle aminoterminale op die oppervlak van die faag bloot,
terwyl GP VI se karboksielkant ekstrasellulér geleé is. Die
faaggenoom bevat sowat 6 500 nukleotiede.

Die lewensiklus van fd en MI3 filamenteuse fage begin wan-
neer hulle E. coli infekteer. Die faag bind aan die punt van die F-
tipe geslagspilus van die E. coli en word in die sel ingeneem. Die
F-pilus van die E. coli breek dan afsodat 'n E. coli slegs deur een
faag met 'n spesifieke DNA-samestelling geinfekteer kan word.
Die gevolg is die ontstaan van ’n bakteriéle kolonie, wat fage
met dieselfde peptiedvolgorde produseer. Na inname word die
enkelstring faag-DNA na ’n dubbelstring-vorm omgeskakel.
Daarna volg herhaaidelike replisering, transkripsie van faaggene,
proteiensintese en uiteindelike vrystelling as fage. Die mega-
nismes wat hierdie prosesse reguleer, is goed bekend maar buite
die bestek van hierdie oorsig.* Dit is belangrik om daarop te let
dat die faag nie die gasheer doodmaak nie, en dat 'n E. coli wat
deur een faag geinfekteer is, tussen 100 en | 000 nuwe fage
tydens een generasietydperk produseer.

Konstruksie van ’'n faagbiblioteek

'n Faagbiblioteek word gebou deur ’n versameling vreemde
oligonukleotiede in die M 13- of fd-faaggenome in te bou. ’n
Tetrasiklien- (of enige ander antibiotikum) weerstandsgeen en
restriksie-ensiemsnypunte word eerstens in die faaggenoom
ingebou. Die tetrasiklien-weerstandsgeen bring mee dat geinfek-
teerde E. coli weerstandbiedend is teen tetrasiklien. Vervolgens
word ’n stukkie vreemde DNA, wat as ’n vulsel dien, op so 'n
wyse m.b.v. restriksie-ensieme in een van die mantelproteien-
gene (bv. GP Ill) ingebou dat die leesraam verskuif Fage wat
hierdie DNA-vulsel bevat, sal 'n mutant van GPIIl produseer wat
verhoed dat die fage E. coli kan infekteer. Hierdie vulsel-DNA
word dan verwyder en die gaping word met genoegsame
oligonukleotiede gevul sodat die leesraam weer herstel word om

'n funksionele GP 111 te produseer. So byvoorbeeld sal daar vir
’n heksapeptiedbiblioteek, oligonukleotiede ingebou word wat ’n
lukraak volgorde (NNK)f, bevat. In hierdie geval beteken dit dat
N gelyke hoeveelhede van al vier nukleotiede adenien, guanien,
sitosien en timien bevat, terwyl K gelyke hoeveelhede guanien
en timien bevat, Deur dit so te doen, word die aantal verskillende
trinukleotiede wat gevorm word, verminder van 4 x 4 x 4 = 64 na
4 X4 X2 =32, terwyl geen stopkodons gevorm word nie, Hierdie
genetics gemanipuleerde faagvektore word dan gebruik om E.
coli te infekteer. Die selle produseer fage wat geisoleer en
gesuiwer kan word, en die biblioteek is gereed vir seleksie. Die
totale aantal verskillende heksapeptiede wat uit die 20 aminosure
gevorm kan word, is 20" = 64 x 10“ fage, 'n Praktiese biblioteek
bevat sowat 10*tot 10" fage wat ongeveer 70% van alle moont-
like aminosuur-volgordekombinasies verteenwoordig,

Seleksie en vermeerdering

Seleksie van fage word gedoen deur eerstens ’n teikenproteien
(reseptor, antiliggaam, ligand ens,) aan ’n plastiese immuunbuis
of aan magnetiese korrels wat vooraf met kitsmelkpoeier of
beesserum-albumien (BSA) bedek is, te immobiliseer (figuur 2).
Die kitsmelkpoeier of BSA dien as 'n blokkeermiddel om die
bindingsetels wat nie deur die teikenproteien beset word nie, te
beset. Die teikenproteien word vervolgens met die faagbiblioteek
geinkubeer. Na interaksie word die nie-bindende fage afgewas
sodat net fage met peptiede wat aan die teikenproteien bind,
behoue bly. Die bindende fage kan dan nie-spesifiek met ’n sterk
suur geélueer word. Na suur-eluering word die faagoplossing
met ’n sterk basis geneutraliseer. Geselekteerde fage kan ook
spesifiek geélueer word. So byvoorbeeld kan antiliggaam-
gebonde fage met die natuurlike antigeen geélueer word en
reseptorgebonde fage met die ligand, 'n VVoorbeeld hiervan is die
isolasie van ’n inhibeerder van die trombienreseptor op plaatjies.
In hierdie geval word ’n faagbiblioteek met intakte bloedplaatjies
geinkubeer en die bindende fage met die reseptorligand geélueer.
Dit dui daarop dat spesifieke kennis oor die reseptor nie nodig is
om binders, of met ’n bietjie geluk, inhibeerders te selekteer nie.”
Die bindende fage word dan oornag met F-pilus-bevattende E.
coli in hulle eksponensiele groeifase geinkubeer in die teenwoor-
digheid van ’n antibiotikum (bv. tetrasiklien). Die geinfekteerde
E. coli produseer fage wat versamel word deur die E. co//-kultuur
te sentrifugeer en te suiwer deur ’n aantal polietileenglikol-
natriumchloried (PEG-NaCl) presipiterings- en hersuspendering-
siklusse. Hierdie geselekteerde fage word dan gebruik vir ’'n
tweede, derde of selfs vierde rondte van seleksie en vermeer-
dering. Die aantal bindende fage kan op dié wyse met tussen
1 000 en 100 000 keer per rondte vermeerder word. Die sukses
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Figuur 2: 'n Skematiese voorstelling van peptiedblootlegging opfage.

van die seleksieproses word bepaal deur ’n klein hoeveelheid van
die geinfekteerde bakterieé wat na die laaste seleksierondte
versamel is, op agarplate uit te plaat sodat enkelkolonies kan
opgroei. Omdat 'n faag siegs een bakterie kan infekteer, sal elke
kolonie ’n versameling van identiese fage wees. Enkelkolonies
wat opgetel en in mikrotiterplaatputte gekweek word, produseer
dus monoklonale fage wat, na ’n sentrifugeringstap, versamel
word. Hierdie fage word m.b.v. 'n ensiemgekoppelde immuun-
bepaling (ELISA)-tegniek getoets vir binding aan die teiken-
proteien. Kortliks kom dit daarop neer dat die fage oorgedra
word na mikrotiterputte waaraan die teikenproteien gekoppel is.
Na inkubasie word die nie-bindende fage afgewas en ’n antifaag-
antiliggaam, gekonjugeer aan peperwortelperoksidase (HRPO),
in die putte gevoeg. Na ’n verdere wasstap word ’n kleursub-
straat bygevoeg om die bindende faagkolonies te identifiseer.

Volgordebepaling

Die E. co//-kolonies wat bindende fage bevat, word gekweek om
genoegsame hoeveelhede fage te produseer sodat die faag-DNA
geisoleer kan word. Die DNA-volgorde van die oligonukleotied-
invoeging word dan m.b.v. klassieke volgordebepalingstegnieke
bepaal.

DIE GEBRUIK VAN PEPTIEDBLOOTLEGGING IN
TROMBOSE EN HEMOSTASE

Navorsers op die gebied van trombose en hemostase maak reeds
van peptied-, antiliggaam-, cDNA- en proteienbiblioteke ge-
bruik, enersyds om kandidate te identifiseer wat as antitrom-
botiese middels ontwikkel kan word, en andersyds om
struktuurfunksie-verwantskappe in trombose te bepaal. Wat hier-
na volg, is slegs 'n kort bespreking van die gebruik van hierdie
biblioteke en die inligting wat daaruit verkry is.

Peptiedbiblioteke

Peptiede wat 7, 10, 15 of 38 lukraakgekose aminosure as liniére
peptiede op die oppervlak van filamenteuse fage blootlé, word

algemeen gebruik. ’n Variasie hiervan is om ’n sisteien aan elk
van die amino- en karboksieterminale van die peptiede in te bou
sodat ’n sikliese peptied blootgelé word.” Daar word algemeen
aanvaar dat die bindingseienskappe van ’n sikliese peptied beter
is as dié van ’n liniére peptied.’

Die Arg-Gly-Asp-volgorde wat in die klewingsproteiene, fibri-
nogeen en fibrien voorkom, bind aan die GP Ilb/llla-reseptor op
die plaatjiemembraan en vorm sodoende ’n brug wat plaatjie-

aggregasie tot gevolg het.* 'n Peptiedbiblioteek waar 'n Arg-Gly-
Asp-volgorde tussen twee stelle lukraak tripeptiede ingebou is, is
gebruik om ’n effektiewe inhibeerder van plaatjie-aggregasie te
isoleer.” Dit is gedoen deur die GP llb/llla-reseptor aan die wand
van ’n immuunbuis te immobiliseer en met die faagbiblioteek te
inkubeer. Peptiede wat aan GP llb/Illa bind, is geselekteer en
getoets vir inhibisie van plaatjie-aggregasie.

Daar is verskeie groepe wat peptiedbiblioteke gebruik het om
die epitoop waarmee monoklonale antiliggame aan hulle teiken-
protei'ene bind, te bepaal. So byvoorbeeld is die epitoop van ’'n
menslike antiliggaam teen plasminogeenaktiveerder-inhibeerder
tipe 1 en aj-makroglobulien bepaal.” In die laasgenoemde geval
is daar 'n stel van vyfoorvleuelende fragmente wat oor 54 ami-
nosure strek (van Glya429, tot Cyssj44) van die P-ketting van die
reseptor, geisoleer.

Die trombienreseptor op die bloedplaatjiemembraan is 'n inte-
grale membraanproteien. Trombien bind daaraan en sny sewe
aminosure van die C-terminaal af Die sewe-aminosuurligand
wat vorm, is dan in staat om as ’n trombienreseptor-agonis op te
tree en die plaatjies via die reseptor te aktiveer. Hierdie eienskap
van die reseptor is gebruik om ’n inhibeerder van die reseptor te
isoleer."” ’n Faagbiblioteek is gemaak met peptiede wat gegrond
is op die peptiedvolgorde van die ligand. Hierdie biblioteek is
met plaatjies geinkubeer en die bindende fage m.b.v. die trom-
bienreseptor-agonis geélueer (figuur 3). Fage wat dus aan die
trombienreseptor bind, is geélueer en getoets vir inhibisie van die
trombienreseptor. Die aminosuurvolgorde van die blootgelegde
inhiberende peptiede is daarna bepaal en peptiede met dié
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Figuur 3: Seleksie van 'npeptiedantagonis van die trombien-
reseptor.

aminosuurvolgordes is gemaak.

Urokinase-tipe plasminogeen-aktiveerder (uPA) aktiveer fibri-
noliese deur plasminogeen na plasmien om te skakel. Sy reseptor
op bloedselle, die urokinasereseptor, reguleer die fibrinolitiese
sisteem en bemiddel onder meer die metastasesering en in-
dringing van tumorselle. 'n Nuwe teiken vir die terapeutiese
behandeling van tumore is dus om die binding van uPA aan sy
reseptor te blokkeer."r Deur gebruik te maak van 'n 15-amino-
suur lukraak peptiedbiblioteek, is twee peptiede wat sterk aan die
urokinasereseptor bind, geisoleer. Dit was interessant dat nie een
van die twee peptiede se aminosuurvolgordes ooreengestem het
met die bindingsetels van uPA aan die reseptor nie. In hierdie
geval is daar dus twee peptiedligande van sel-oppervlakreseptore
geidentifiseer wat kan lei tot die ontwikkeling van inhibeerders
van die reseptor.”?

Plaaslik het ons ’n lukraak sikliese heptapeptiedbiblioteek ge-
bruik om heptapeptiede wat aan a-trombien bind, te isoleer.
Hierdie peptiede herken spesifiek a-trombien, maar inhibeer nie
die funksie daarvan nie wat daarop dui dat hierdie peptiede aan
’n epitoop bind wat nie die proteolitiese aktiwiteit van trombien
beinvloed nie. Hierdie tipe peptiede kan aan radioaktiewe
jodium gebind word en kan moontlik gebruik word om in vivo-
trombusvorming m.b.v. sintillasiekamera-tegnieke op te spoor.”*
Trombien word in ’n trombus vasgevang"* en hierdie peptiede
kan dan spesifiek aan trombien in die trombus bind waar dit
m.b.v. ’n sintillasiekamera opgespoor kan word.

Antiliggaambiblioteke

In hierdie geval word antiliggame of gedeeltes daarvan op die
oppervliak van fage blootgelé. Die doel is om veral mens-
antiliggame te kloneer wat dan as geneesmiddels ontwikkel kan
word of in navorsing gebruik kan word. Soortgelyk aan die B-sel
van die immuunstelsel wat antiliggaamgene bevat, en hulle op sy
oppervilak blootstel, word antiliggaambiblioteke so gemaak dat
mens-antiliggame of gedeeltes daarvan op die oppervlak van
fage blootgestel word. Daardie fage wat aan die antigeen bind,
word dan geselekteer.

Met behulp van antiliggaambiblioteke kan Fab-fragmente teen
komplekse, biologiese antigene gei'soleer word. In ’n poging om
antiliggame teen plasmingeen-aktiveerder-inhibeerder-tipe 1 te
selekteer, het Lang et al?' soos volg te werk gegaan: Hulle het 'n
konyn met die a-granule van mens-plaatjies gefmmuniseer en

daarna die totale RNA uit die milt en beenmurg van die konyne
ge-ekstraheer. Die RNA wat vir die K-ligte en y-swaarkettings
kodeer, is ge'isoleer, na cDNA getranskribeer, en in 'n faagmied
ingebou om ’n F,|,-biblioteek te maak. Ses-en-veertig faagklone
wat aan PAI-1 bind, is m.b.v. hierdie biblioteek ge'isoleer.
Hierdie antiliggaamfragmente op die fage kan weer van die
mantelprotei'en vrygestel word." Eerstens kan ’n stopkodon tus-
sen die geen wat kodeer vir die antiliggaamfragment en dié vir
die faag-mantelproteien ingebou word. Wanneer die stopkodon
onderdruk word, bly die antiliggaamfragmente aan die
mantelprotei'en gebind, so nie, word dit vrygestel.”» Tweedens
kan die geen wat kodeer vir die antiliggaamfragment m.b.v. 'n
restriksie-ensiem van die manteiprote'iengeen gesny word en in
'n ander vektor wat geskik is vir die sekresie van die antilig-
gaamfragmente, herkloneer word,*

cDNA-biblioteke

Die cDNA-biblioteke vind al hoe meer toepassing in trombose-
en hemostase-navorsing. Die totale mRNA van ’n sel, orgaan of
organisme word voorberei, getrutranskribeer na cDNA en in die
faaggeen van GP IIl of IV ingebou. In die laasgenoemde geval
word die vreemde prote'ien aan die karboksie-terminale kant van
GP VI geheg. Dit is ook die mees praktiese manier om die
uitdrukking van 'n cDNA-biblioteek te verseker, aangesien die
vreemde cDNA met hulle 5’-kante aan die faag-DNA heg. Die
voordeel is dat die 5’-kant nie ribosoombindingsetels het nie en
dat daar alreeds translasionele stopseine aan die 3’-kant is. Dit
beteken dat die stoppe nie die blootlegging van die vreemde
prote'ien op die mantelprotei'en kan be'mvloed nie.'”* ’n Voorbeeld
hiervan is 'n cDNA-biblioteek wat gemaak is van die haakwurm
Ancylostoma caninum. Hierdie biblioteek is in pDONGG6-faag-
miedvektore gekloneer en fage wat aan tripsien of faktor Xa
bind, is geselekteer. 'n Nuwe tripsieninhibeerder, struktureel ver-
want aan die Kunitz-tipe serumprotease-inhibeerders, en ’n fak-
tor Xa-inhibeerder is uit hierdie biblioteek ge'isoleer."

Proteienbiblioteke

In die geval van prote'ienbiblioteke word 'n hele prote'ien op die
oppervlak van die filamenteuse faag blootgelé. Hierdie prote'iene
kan wvarieer van klein prote'iene soos groeihormoon™” en
pankreas-tripsieninhibeerder-® tot groter prote'iene soos alkaliese
fosfatase™ en a-laktamase.-- Prote'ien-struktuurfunksiestudies
vind baie hierby baat, veral nadat verskeie groepe al aangetoon
het dat ’n groot verskeidenheid prote'iene op filamenteuse fage
blootgele kan word sonder 'n verlies aan funksionele akti-
witeit.'”MM Die tegniek het tot gevolg dat 'n groot aantal mutante
prote'iene gegenereer kan word en verskaf ’'n goeie seleksie-
strategie om mutante met die gewenste fenotipe te identifiseer. In
die geval van groeihormoon byvoorbeeld, het die seleksie op
ge'immobiliseerde reseptore gelei tot die identifikasie van mu-
tante met ’'n hoér affmiteit vir sy reseptor as in die geval van die
oorspronklike prote'ien."

In trombose en hemostase is ensieme soos PAI-1 op fage bloot-
gelé. PAI-1 wat op fage blootgele word, behou sy vermoé om
tPA te inhibeer.--’ 'n Biblioteek van PAI-1-mutante is gebruik om
te bepaal watter aminosuurvolgorde van PAI-1 aan trombien
bind,M

Jespers et al}* het 'n biblioteek van lukraak variante van
staphilokinase (SAK) gemaak en op dié wyse die epitope van 2
monoklonale antiliggame teen staphilokinase (SAK) bepaal.
Hierdie variante bevat enkel, dubbel of trippel aminosuur-
mutante. Die werkswyse was om die biblioteek negatief te
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selekteer vir SAK-variante wat nie aan die monoiilonale
antiliggame bind nie. Uit hierdie geseleicteerde fage is dan
variante geseiekteer wat aan plasmien bind. Na verskeie
seieksierondtes, is die aminosuurvolgorde van die geselekteerde
fage bepaal. Die aminosuurvolgorde van daardie mutante wat die
hoogste voorkoms het, weerspieél dan die funksionele epitoop
van die antiiiggaam.

SAMEVATTING

Hierdie oorsig bespreek die tegnieke van peptied- en proteien-
blootlegging op fage, asook variasies daarvan. Toepassings op
die gebied van trombose en hemostase word ook gegee. Daar
moet egter besef word dat hierdie tegniek ook baie ander
toepassings buite die veld van trombose en hemostase het. So
byvoorbeeld word die tegniek gebruik om geneesmiddels en
gene in geselekteerde weefsels te plaas deur peptiede te selekteer
wat vaskulére selmerkers identifiseer"* Dit word ook gebruik in
die ontwikkeling van entstowwe.** Alhoewel hierdie tegniek nog
relatief nuut is, het dit al baie bygedra tot die uitbouing van ons
kennis van veral struktuurfunksie-verwantskappe van ensiem-
reaksies, inhibisie van in v/vo-prosesse en die ontwikkeling van
geneesmiddels.' "m  Dit is baie bemoedigend om waar te neem
dat hierdie tegnologie alreeds ’n hoofrol in die gebied van
trombose en hemostase begin speel. Daar word verwag dat, soos
hierdie tegnieke meer toegepas word, 'n verdere kennisont-
ploffing in die gebied sal plaasvind.

SUMMARY
INTRODUCTION

Haemostasis is a protective mechanism that limits excessive
blood loss. Thrombosis, on the other hand, is the antitype of
haemostasis. Following blood vessel injury, when the blood
comes into contact with the sub-endothelium, the blood platelets
adhere to sub-endothelial structures and become activated.
Simultaneous activation of the coagulation factors form
thrombin. In concert, platelets and thrombin form a platelet plug
to prevent excessive blood loss. Endothelial cells in the vicinity
of the platelet plug secrete prostacyclin, nitrogen-oxide and
fibrinolytic agents that limit the size of the plug. Excessive
activation of platelets by atherosclerotic lesions overcome these
thromboregulatory mechanisms and the platelets and coagulation
factors then become thrombotic offenders that occlude the blood
vessel at the site of injury or form thrombo-emboli that can block
blood vessels distal to the site of injury. In view of this, more
effective anti-thombotic agents are being investigated. For this
purpose, phage display technology is ideally suited because it is
a powerful and rapid method to isolate or design proteins with
specific anti-thrombotic functions.

PHAGE DISPLAY

Phage display is a technique that expresses or “displays” a
peptide or protein on the surface of a filamentous phage. This is
accomplished by the insertion of a gene or gene fragment in a
phage surface protein gene. The insert will result in a fusion
peptide/protein on the phage surface, provided that the reading
frame is correct and that the insert does not interfere with the
essential functions of the surface protein. If the peptide is well
exposed on the surface it will be available to act as a ligand,
enzyme, and immunogen or otherwise actively participate in a
biochemical process. The insertion of random oligonucleotide
sequences provides a means of constructing extensive peptide
libraries that may be screened to select peptides with specific

affinities or activities. The separation of phage particles
expressing different peptide inserts on the phage surface protein
is accomplished by affinity selection.

THE USE OF PHAGE DISPLAY IN THROMBOSIS AND
HAEMOSTASIS

Scientists already use peptide, antibody, cDNA and protein
phage libraries to identify and develop effective antithrombotics.

Peptide libraries were used to select peptides that bind to and
inhibit the glycoprotein Ilb/llla-receptér on platelets and an
inhibitor of the thrombin receptor on platelets was also isolated.
Both these peptides inhibit platelet aggregation. A peptide that
inhibits the urokinase receptor that may have anti-tumor
activities was also selected. We selected thrombin-binding
peptides that can be used to detect in vivo thrombus formation
with a scintillation camera.

Antibody libraries are formed by displaying antibodies or parts
of antibodies on filamentous phages. In this way, antibodies to
the plasminogen activator inhibitor-type 1 (PAI-1) were selected
from a mixture of antibodies.

In the case of cDNA libraries, the total mMRNA of a cell, organ
or organism is collected and reverse transcribed to cDNA. The
cDNA is then inserted into the phage genome to display foreign
proteins on the phage surface. An example is a cDNA library
made from the hookworm Ancylostoma caninum. Inhibitors of
trypsin and factor X,, were selected form this library.

Protein libraries were made where enzymes, such as PAI-I, was
displayed on the surface of phages. A library of PAI-I mutants
was then used to determine which sequence in PAI-I binds to
thrombin. The functional epitope of two monoclonal antibodies
to staphylokinase were also determined by using a library of
random variants of SAK.

Although the technique of phage display is relatively new, its
use has already made remarkable contributions in the field of
thrombosis and haemostasis. It is not only suitable to select
specific binders to proteins but also expand our knowledge of
structure function relationships and to develop effective agents
for treatment. We expect that the increasing use of phage display
will result in an explosion of our knowledge of the mechanisms
involved in thrombosis.
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