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Streszczenie

  Przeciwciała podklas IgG2 i IgG3 zwierząt z rodziny wielbłądowatych składają się wyłącznie 
z ciężkich łańcuchów. Przyczyną takiej budowy przeciwciał jest punktowa mutacja miejsca na 
styku intronu i eksonu CH1 w genie kodującym łańcuch ciężki, w wyniku czego ciężkie łańcu-
chy nie mogą asocjować z lekkimi. Ciężkołańcuchowe przeciwciała zawierają wydłużony region 
zawiasowy i charakterystyczne mutacje w regionach zrębowych. Mimo braku lekkich łańcuchów, 
przeciwciała wielbłądowatych wykazują prawidłową zdolność wiązania antygenu oraz aktywność 
efektorową. Ze względu na łatwość klonowania, dobrą stabilność, wysoką swoistość, małą masę 
cząsteczkową i zdolność do rozpoznawania unikalnych epitopów, przeciwciała te mogą znaleźć 
zastosowanie jako odczynniki diagnostyczne i terapeutyczne.
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Summary

  The immunoglobulins of the Camelidae family belonging to subclasses IgG2 and IgG3 consist of 
heavy chains only. The lack of light chains is caused by a point mutation in the heavy-chain gene, 
resulting in the loss of the splice consensus signal and the removal of the entire CH1 domain to-
gether with introns. The heavy-chains antibodies also contain longer hinge regions and conserva-
tive amino-acid substitutions in the framework regions. Despite the lack of light chains, the he-
avy-chain antibodies reveal normal antigen binding ability and effector functions. The heavy-chain 
antibodies are relatively easy to clone and posses good stability, high specifi city, low molecular 
weight, and the ability to recognize unique epitopes. Possible areas of application of heavy-chain 
antibodies include their use as in vivo imaging reagents and sources of peptide-based drugs.
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1. WSTĘP

Immunoglobuliny stanowią grupę glikoprotein obecnych 
w surowicy i płynach tkankowych kręgowców; ich głów-
ną rolą jest wiązanie obcych antygenów. Immunoglobuliny 
występujące na powierzchni komórek B odgrywają rolę 
receptorów dla swoistych antygenów. Immunoglobuliny 
występujące w krwi i limfi e są nazywane przeciwciała-
mi. Immunoglobuliny i przeciwciała są zbudowane z łań-
cuchów ciężkich (wyróżnia się pięć typów: a, g, d, e, µ) 
oraz łańcuchów lekkich (dwa typy: k, l). Podstawową jed-
nostką budulcową przeciwciała (formy monomerycznej) są 
cztery łańcuchy polipeptydowe: dwa identyczne łańcuchy 
lekkie (każdy zbudowany z około 220 reszt aminokwaso-
wych) i dwa identyczne łańcuchy ciężkie (każdy zbudowa-
ny z około 450–575 reszt aminokwasowych). W cząsteczce 
przeciwciała IgG można wyróżnić trzy fragmenty: fragment 
Fc, zbudowany z dwóch domen łańcucha ciężkiego (CH2 
i CH3) oraz dwa identyczne fragmenty Fab, które zawie-
rają fragment Fd złożony z domeny zmiennej (VH) i stałej 
(CH1). W skład fragmentu Fab wchodzi też łańcuch lekki, 
złożony z domeny zmiennej (VL) i stałej (CL).

Swoistość przeciwciał jest determinowana przez sekwencję 
i rozmiar regionów hiperzmiennych (complementarity deter-
mining regions – CDR) w domenach V. Regiony te tworzą 
powierzchnię komplementarną do antygenu. Miejsce wią-
żące antygen składa się z sześciu regionów CDR, określa-
nych jako pętle wiążące. Pętle łańcucha lekkiego są określa-
ne jako CDR1-L1, CDR2-L2 i CDR3-L3, natomiast pętle 
łańcucha ciężkiego odpowiednio jako CDR1-H1, CDR2-H2 
i CDR3-H3. Wyczerpujące omówienie budowy i funkcji im-
munoglobulin znaleźć można w książce Lefranc i Lefranc 
[36] oraz na stronie internetowej [32].

2. CHARAKTERYSTYKA PRZECIWCIAŁ CIĘŻKOŁAŃCUCHOWYCH

2.1. Rodzina wielbłądowatych

W skład rodziny wielbłądowatych, ssaków rzędu parzysto-
kopytnych, wchodzi sześć gatunków: afrykański dromader 
(wielbłąd jednogarbny Camelus dromedarius) i azjatycki 
baktrian (wielbłąd dwugarbny Camelus bactrianus), wystę-
pująca na kontynencie amerykańskim lama (Lama glama) 
i jej dziki przodek gwanako (Lama guanicoe) oraz alpaka 
(Lama pacos) i jej dziki przodek wigoń (Lama vicugna). 
Wielbłądowate są dobrze przystosowane do bytowania 
w niesprzyjających, pustynnych i wysokogórskich warun-
kach. Ich zdolność utraty wody może wynosić do 30% masy 
ciała, podczas gdy dla innych ssaków już 12% jest wielko-
ścią śmiertelną. Duża odporność na odwodnienie wynika 

m.in. z ich zdolności do zmiany temperatury ciała w ciągu 
dnia, umożliwiającej obniżenie parowania, a także z obec-
ności odpornych na zmiany siły jonowej erytrocytów.

2.2. Budowa przeciwciał ciężkołańcuchowych

Niezwykłą cechą wielbłądowatych są homodimeryczne 
przeciwciała, złożone wyłącznie z łańcuchów ciężkich 
[28]. Przeciwciała klasy IgG rodziny wielbłądowatych dzie-
lą się na trzy podklasy: IgG1, IgG2 i IgG3. Przeciwciała 
IgG1 mają klasyczną budowę (składają się z ciężkich i lek-
kich łańcuchów) i stanowią prawie 50% wszystkich prze-
ciwciał klasy IgG. Przeciwciała IgG2 i IgG3 składają się 
wyłącznie z ciężkich łańcuchów, a ich zmienne fragmen-
ty noszą nazwę VHH. Przeciwciała podklasy IgG2 dzie-
lą się na trzy dodatkowe podklasy, IgG2a, IgG2b i IgG2c, 
przy czym podklasa IgG2b występuje wyłącznie u lam. 
Wielbłądy mają pięć, a lamy sześć funkcjonalnych genów 
g [10]. Ciężkie łańcuchy IgG2a, IgG2b, IgG2c i IgG3a nie 
zawierają regionu CH1, a ich region zawiasowy jest czę-
sto wydłużony (tabela 1).

Schemat budowy przeciwciał klasycznych i ciężkołańcu-
chowych przedstawiono na ryc. 1.

Charakterystyczną cechą wydłużonego regionu zawiaso-
wego są powtórzone sekwencje proliny i glutaminy oraz 
proliny i lizyny (PQ i PK), co wskazuje, że taki region za-
wiasowy może przyjmować strukturę sztywnego pręta [41]. 
Funkcja takiej struktury może polegać na zwiększaniu od-
ległości między miejscami wiążącymi antygen (Fab), któ-
re w przypadku przeciwciał VHH znajdują się bliżej sie-
bie ze względu na brak segmentu CH1. Interesujące jest 
również to, że region zawiasowy w wielbłądzim ciężkim 
łańcuchu IgG2 jest kodowany przez pojedynczy ekson, 
w odróżnieniu od regionu zawiasowego w ludzkim cięż-
kim łańcuchu IgG3, który ma podobną długość i jest ko-
dowany przez cztery eksony [42].

Przeciwciała składające się wyłącznie z ciężkich łańcuchów 
znaleziono u wielu gatunków ssaków, ale przeciwciała te 
niezdolne są do wiązania antygenu, a ich powstanie wyni-
kało z patologii układu odpornościowego [56]. W przeci-
wieństwie do takich przeciwciał, ciężkołańcuchowe prze-
ciwciała rodziny wielbłądowatych są funkcjonalne.

Przyczyną, dla której wielbłądzie komórki plazmatyczne wy-
dzielają przeciwciała pozbawione lekkich łańcuchów, jest 
brak regionu CH1. Z regionem tym wiąże się białko opiekuń-
cze BiP (heavy-chain binding protein) siateczki śródplazma-
tycznej. Białko to, należące do rodziny białek szoku ciepl-

 Adres autora: doc. dr hab. Marcin Czerwiński, Zakład Immunochemii Instytutu Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN im. 
Ludwika Hirszfelda, ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wrocław; e-mail: czerwins@immuno.iitd.pan.wroc.pl

 Wykaz skrótów: aa – reszta aminokwasowa; CDR – region hiperzmienny (complementarity determining region); VH – region 
zmienny łańcucha ciężkiego klasycznego przeciwciała; VHH – region zmienny łańcucha ciężkiego przeciwciała 
ciężkołańcuchowego; scFv – jednołańcuchowy fargment Fv (single chain Fv); BiP – białko opiekuńcze siateczki 
śródplazmatycznej (heavy-chain binding protein); VSG – glikoproteina powierzchniowa świdrowca (variant surface 
glycoprotein); RSS – sekwencja sygnałowa rekombinacji (recombination signal sequence); CEA – antygen 
karcynoembrionalny (carcinoemryonic antigen); PSA – antygen swoisty dla prostaty (prostate specifi c antigen); 
EGFR – receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor)
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nego Hsp 70, pełni główną rolę w tworzeniu heterodimerów 
łańcuchów ciężkich i lekkich: BiP wiąże ciężkie łańcuchy 
i zatrzymuje je w siateczce śródplazmatycznej aż do przy-
łączenia łańcuchów lekkich. Jeżeli związany z białkiem BiP 
ciężki łańcuch nie połączy się z łańcuchem lekkim, zostanie 
zdegradowany przez wewnątrzkomórkowy system proteoli-
tyczny [30]. Ciężkie łańcuchy pozbawione fragmentu CH1 
nie są rozpoznawane przez białko BiP i zostają wydzielone, 
mimo że nie utworzyły par z łańcuchami lekkimi.

Brak fragmentu CH1 w przeciwciałach podklas IgG2 i IgG3 
jest z kolei spowodowany punktową mutacją w 5’-miejscu 
zespalania składowych eksonów Ig2 i Ig3 (5’-splice site): 
konsensowa guanina w miejscu G/GTAAG (ekson/intron) 
została zastąpiona przez adeninę. W wyniku tej mutacji, 
miejsce zespalania składowych AG/ATAAGT nie jest roz-
poznawane przez splajsosom i cały ekson CH1 ulega wy-
cięciu wraz z przylegającymi intronami [42,67]. Sekwencje 
miejsc zespalania składowych na granicy eksonu CH1 i in-
tronu u różnych gatunków przedstawiono na ryc. 2.

W konsekwencji, ciężkie łańcuchy przeciwciał rodziny wiel-
błądowatych wykazują kilka charakterystycznych cech. Ich 
regiony CDR1 i CDR3 są dłuższe niż w przeciwciałach kla-
sycznych, a między cysteinami obecnymi w tych regionach 
powstaje mostek disiarczkowy. Mostek ten prawdopodob-
nie podwyższa sztywność cząsteczki, obniżoną wskutek 
braku lekkiego łańcucha. Stwierdzono, że stabilność frag-
mentów VHH jest podobna lub nieco niższa od stabilności 
ludzkich fragmentów VH kodowanych przez geny należą-
ce do rodziny VH3 (geny kodujące fragmenty VHH należą 
do tej samej rodziny) [25]. Stwierdzono również, że resz-
ty aminokwasowe w regionach hiperzmiennych wykazu-
ją większe zróżnicowanie w porównaniu z regionami hi-
perzmiennnymi przeciwciał innych gatunków [43,66,67]. 
Ponadto, w ciężkołańcuchowych przeciwciałach występują 
charakterystyczne mutacje, w wyniku których hydrofobo-

Podklasa
Stężenie 
w osoczu 
(mg/ml)

M.cz. (kDa)
Region zawiasowy

Sekwencja aminokwasowa Długość (aa)

IgG1a wielbłąd

3

55 ELEIS--------EPQSQP--------GCTCPKCP 19

IgG1a lama 55 ELKTP--------QPQSQP--------ECRCPKCP 19

IgG1b wielbłąd 55 EPHG-----------------------GCPCPKCP 12

IgG1b lama 55 EPHG-----------------------GCPCPKCP 12

IgG2a wielbłąd

1

45 EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP 35

IgG2a lama 42 EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP 35

IgG2b lama 42 EPKTP----KPQPQPQPQPQP--NPTAESKCPKCP 29

IgG2c wielbłąd 45 AHHPE--------DPSS------------QCPKCP 15

IgG2c lama 42 AHHSE--------DPSS------------KCPKCP 15

IgG3 wielbłąd
2

43 GTNE-----------------------VCKCPKCP 12

IgG3 lama 43 GTNE-----------------------VCKCPKCP 12

Tabela 1. Podklasy immunoglobulin u wielbłądowatych oraz sekwencje regionów zawiasowych (według [41,10])

aa – reszty aminokwasowe. Kreska oznacza brak reszty aminokwasowej.

Ryc. 1.  Schemat budowy klasycznego i ciężkołańcuchowego 
przeciwciała

Ryc. 2.  Nukleotydowe sekwencje miejsca zespalania składowych na 
styku eksonu CH1 i intronu (według [42,67]). Mutację G®A 
zaznaczono kolorem czerwonym. Kropki oznaczają identyczność 
z sekwencją IgG1 myszy
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we reszty aminokwasowe zostały zastąpione przez reszty 
hydrofi lowe [40]. Najważniejsze z tych podstawień to:
44: Gly®Glu
45: Leu®Arg
47: Trp®Gly (numeracja reszt według: [34]).

Takie podstawienia aminokwasowe znaleziono we wszyst-
kich poznanych sekwencjach aminokwasowych przeciwciał 
ciężkołańcuchowych. [41]; powodują one obniżenie hydro-
fobowości domen VHH i zwiększenie ich rozpuszczalności, 
ponieważ reszty 44, 45 i 47 w klasycznych ciężkich łańcu-
chach tworzą hydrofobową powierzchnię, która wiąże lek-
ki łańcuch [31]. W wyniku tych podstawień lekki łańcuch 
nie może asocjować z łańcuchem ciężkim.

W przeciwciałach ciężkołańcuchowych spotykane są rów-
nież inne podstawienia aminokwasowe: 
11: Leu®Ser
14: Pro®Ala
33: różne aminokwasy®Cys
37: Val®Phe
84: Ala®Pro
100e: różne aminokwasy®Cys

Cysteiny w pozycjach 33 i 100e tworzą dodatkowy mostek 
disiarczkowy i są obecne w wielu przeciwciałach VHH 
[41]. Interesujące jest to, że cysteiny te nie są kodowa-
ne przez geny zarodkowe, a ich obecność jest wynikiem 
somatycznej hipermutacji [39]. Schemat budowy zmien-
nych regionów ciężkich łańcuchów VH i VHH przedsta-
wiono na ryc. 3.

Funkcjonalne przeciwciała składające się wyłącznie z cięż-
kich łańcuchów znaleziono również u niektórych gatun-
ków ryb (Ginglymostoma cirratum, Orectobulus maculates 
i Hydrolagus colliei). Podobnie jak u wielbłądowatych, 
przeciwciała te również nie zawierają segmentu odpo-
wiadającego domenie CH1, a hydrofobowe reszty amino-
kwasowe, które oddziałują z lekkim łańcuchem, są pod-
stawione przez reszty hydrofi lowe [26,51]. Określono też 
krystaliczne struktury takich ciężkołańcuchowych prze-
ciwciał [58,60].

2.3. Zróżnicowanie przeciwciał ciężkołańcuchowych

Teoretycznie, brak lekkiego łańcucha w przeciwciałach 
ciężkołańcuchowych powinien powodować zmniejszenie 
repertuaru przeciwciał, ponieważ nie ma możliwości kom-
binatorycznego zróżnicowania miejsca wiążącego antygen 
poprzez tworzenie par różnych lekkich i ciężkich łańcu-
chów. Stwierdzono jednak, że geny zarodkowe kodujące 
ciężkie łańcuchy VHH wykazują wyższy stopień zróżni-
cowania w porównaniu z genami kodującymi ciężkie łań-
cuchy klasycznych przeciwciał, a dodatkowym czynnikiem 
zwiększającym zróżnicowanie tych przeciwciał jest bardzo 
wydajny system somatycznej hipermutacji [43]. Stopień so-
matycznego zmutowania w ciężkich łańcuchach VHH jest 
wyraźnie wyższy niż w klasycznych ciężkich łańcuchach, 
przy czym mutacje te występują nie tylko w regionach hi-
perzmiennych, ale również w regionach zrębowych (naj-
częściej mutacje takie znajdowane są w obrębie reszt ami-
nokwasowych 28-31 w FR1 i 79-85 w FR3). Sekwencje te 
mogą być więc zaliczone do regionów hiperzmiennych [45]. 
Podwyższona liczba mutacji somatycznych w tych regio-
nach jest związana z obecnością w genach, które je kodu-
ją, licznych sekwencji Rogozina [53,54]. Sekwencje te są 
rozpoznawane przez nukleazę wprowadzającą asymetrycz-
ne nacięcia w eksonie VH [47]. Nacięcia te są miejscami, 
w które polimeraza DNA wprowadza punktowe mutacje, 
czego następstwem jest somatyczna hipermutacja regio-
nów zmiennych immunoglobulin [18].

Tak wysokie zróżnicowanie regionów zmiennych ciężkich 
łańcuchów VHH ma również dodatkową konsekwencję. 
Zgodnie z teorią struktur kanonicznych, przedstawio-
ną przez Chothię [1,4,5,6,7], łańcuch polipeptydowy re-
gionu zmiennego może przyjmować ograniczoną liczbę 
struktur, zwanych strukturami kanonicznymi. Za kształ-
towanie struktur kanonicznych odpowiedzialnych jest kil-
ka reszt aminokwasowych, zwanych resztami kluczowymi. 
Obecnie znane są trzy struktury kanoniczne dla regionu 
CDR1 (H1) i cztery dla regionu CDR2 (H2) w klasycz-
nym łańcuchu ciężkim. W pętlach H1 przeciwciał ciężko-
łańcuchowych znaleziono jedną, a w pętlach H2 dwie nowe 
struktury kanoniczne, charakterystyczne tylko dla prze-
ciwciał ciężkołańcuchowych, które są wynikiem obecno-
ści dodatkowych reszt aminokwasowych w regionach hi-
perzmiennych [15,16].

Ryc. 3.  Schemat budowy regionu zmiennego klasycznego przeciwciała 
(VH) i przeciwciała ciężkołańuchowego (VHH). Czerwonym 
kolorem zaznaczono regiony hiperzmienne (CDR) oraz numery 
reszt aminokwasowych, które je ograniczają (numeracja 
według: [34]). Niebieskim kolorem zaznaczono reszty 
aminokwasowe, którymi ciężki łańcuch VHH różni się od 
klasycznego łańcucha VH
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Stwierdzono również, że liczba segmentów VHH, których 
długość różni się od długości kodujących je genów zarod-
kowych, jest u wiebłądowatych znacząco wyższa niż u in-
nych ssaków [43]. Różnice te, powodowane przez mecha-
nizm somatycznej hipermutacji, są wynikiem insercji lub 
delecji nukleotydów [44]. Domeny zmienne przeciwciał 
ciężkołańcuchowych (VHH) są kodowane przez inne geny 
V niż te, które kodują domeny zmienne klasycznych prze-
ciwciał. Stwierdzono, że genom wielbłąda zawiera około 
40 genów VHH i 50 genów VH. Oba typy genów zawierają 
takie same sekwencje regulatorowe, promotor, ekson  kodu-
jący peptyd wiodący (leader peptide) i sekwencję sygnało-
wą rekombinacji (RSS) [43]. Wszystkie geny kodujące łań-
cuchy VHH należą do tej samej rodziny VH3, przy czym 
u wielbłąda można wyróżnić 7 podrodzin [41], a u lamy 
4 podrodziny [29]. Oba rodzaje przeciwciał są kodowane 
przez te same geny DH i JH [41].

Ze względu na brak łańcucha lekkiego, przeciwciała cięż-
kołańcuchowe oddziałują z antygenem za pośrednictwem 
dwukrotnie mniejszej liczby regionów hiperzmiennych, niż 
w przypadku klasycznych przeciwciał; brak łańcucha lek-
kiego powoduje ponadto wyeksponowanie regionów hi-
perzmiennych. Wiąże się z tym kolejna cecha przeciwciał 
ciężkołańcuchowych: ich regiony hiperzmienne często za-
chowują się jak inhibitory enzymów. Przykładem może 
być ciężkołańcuchowe przeciwciało AMD09, które rozpo-
znaje a-amylazę i jest jednocześnie jej inhibitorem [19]. 
Wiązanie cząsteczki a-amylazy następuje wyłącznie za 
pośrednictwem regionu CDR2: dwie reszty aminokwa-
sowe tego regionu, Tyr52 i Arg52a, blokują miejsce ak-
tywne enzymu, uniemożliwiając wiązanie substratu [20]. 
Innym przykładem zahamowania aktywności enzymatycz-
nej przez region hiperzmienny jest wielbłądzie przeciw-
ciało cAb-Lys3, które rozpoznaje lizozym. Stwierdzono, 
że bardzo długi (24 reszty aminokwasowe) region CDR3 
tego przeciwciała wnika w centrum aktywne enzymu, 
upodobniając się do polimeru kwasu N-acetylomurami-
nowego i N-acetyloglukozaminy. Polimer ten jest substra-
tem dla lizozymu [62]. Również ciężkołańcuchowe prze-
ciwciało cA05, rozpoznające anhydrazę węglanową, wiąże 
się z enzymem za pośrednictwem tylko jednego regionu 
hiperzmiennego, CDR3 [19].

Ciężkołańcuchowe przeciwciała mają zdolność wiązania 
fragmentu C1q dopełniacza i receptorów Fc, czyli nie róż-
nią się pod tym względem od przeciwciał klasycznych. Ich 
glikozylacja jest również podobna: charakterystyczne dla 
większości przeciwciał miejsce N-glikozylacji: Asn(297)-
Ser-Thr, występuje również w ciężkich łańcuchach VHH. 
Można więc stwierdzić, że ciężkołańcuchowe przeciwcia-
ła wielbłądowatych wykazują prawidłową aktywność efek-
torową i stanowią integralną część systemu odpornościo-
wego tych zwierząt [42].

Lekkie łańcuchy k i l są zdolne do tworzenia funkcjonal-
nej pary z klasycznym łańcuchem ciężkim (np. klasy IgG1 
lub IgM). Stwierdzono, że lekki łańcuch l ma potencjalne 
miejsce N-glikozylacji w regionie CL (Asn-143) [37].

Interesującym i w dalszym ciągu niezbadanym zagadnie-
niem jest przełączanie izotypu w przeciwciałach ciężko-
łańcuchowych. U większości ssaków w komórkach pro-B 
(CD43+) następuje ekspresja ciężkiego łańcucha klasy IgM 

(kodowanego przez zrearanżowane geny V-D-J), przy czym 
zamiast lekkiego łańcucha występuje kompleks białek l-
5/12.1 i VpreB [22]. Komórki, które wytworzyły taki pro-
duktywny kompleks, ulegają dalszemu zróżnicowaniu do 
komórek pre-B (CD43–), a rearanżacji ulegają wtedy geny 
kodujące łańcuchy lekkie. W przypadku rodziny wielbłą-
dowatych, w limfocytach krwi obwodowej nie udało się 
znaleźć mRNA kodującego region VHH z ciężkim łań-
cuchem µ. W limfocytach ze śledziony znaleziono nato-
miast niewielkie ilości zrearanżowanych genów VHH po-
łączonych z genem kodującym ciężki łańcuch µ. Można 
się więc pokusić o hipotezę, że u wielbłądowatych istnie-
ją dwie ścieżki dojrzewania limfocytów B: komórki pro-B 
prezentujące na powierzchni ciężkie łańcuchy kodowane 
przez zrearanżowane geny VH różnicują się rearanżując 
lekkie łańcuchy, natomiast komórki pro-B, w których cięż-
kie łańcuchy są kodowane przez geny VHH, przełączają 
łańcuch µ na łańcuch IgG2 lub IgG3, bez rearanżacji loci 
łańcucha lekkiego [41].

3. ZASTOSOWANIE PRZECIWCIAŁ CIĘŻKOŁAŃCUCHOWYCH

3.1. Immunizacja wielbłądów i lam

Wielbłądy i lamy immunizowano przeciw ospie wielbłą-
dziej i tężcowi. Ilość antygenu potrzebna do immuniza-
cji jest podobna, jak w przypadku innych ssaków [48]. 
Ogólnie, antygeny białkowe dają wyższe miano przeciwciał 
niż hapteny [41]. W wyniku trawienia przeciwciał ciężko-
łańcuchowych endoproteazą V8 otrzymuje się fragmenty 
VHH, które następnie można oczyścić za pomocą biał-
ka A (przeciwciała wielbłąda) lub białka G (przeciwciała 
lamy) [35,64]. Homodimeryczne fragmenty VHH można 
otrzymać w wyniku trawienia pepsyną [27].

3.2. Monoklonalne fragmenty VHH

Jeżeli stwierdzi się, że immunizowany wielbłąd lub lama 
wytwarza przeciwciała reagujące z danym antygenem, to 
możliwe jest sklonowanie monoklonalnych fragmentów Fab 
metodą ekspresji fagowej (omówione w [3]). Technika ta 
polega na izolacji mRNA z limfocytów krwi obwodowej, 
amplifi kacji cDNA kodującego regiony VHH i ekspresji 
tych regionów na powierzchni faga M13. Schemat meto-
dy przedstawiono na ryc. 4. Wirion faga, na powierzchni 
którego znajduje się wyselekcjonowana cząsteczka VHH, 
zawiera jednocześnie DNA kodujące tę cząsteczkę. Jeżeli 
zatem prezentowany na powierzchni faga fragment VHH 
jest swoistym ligandem dla antygenu to cząsteczka ta może 
być użyta do selekcji tego liganda, przy czym wirion faga 
zostanie również wyselekcjonowany. Propagacja, czyli na-
mnożenie faga pozwala więc na uzyskanie DNA kodujące-
go cząsteczkę, której biologiczne właściwości są określone 
przez oddziaływanie z ligandem (omówione w [49])

Klonowanie klasycznych przeciwciał polega na amplifi -
kacji cDNA kodującego zmienne regiony ciężkich i lek-
kich łańcuchów i niezależnym sklonowaniu tych frag-
mentów DNA w odpowiednim wektorze ekspresyjnym 
[3]. Rekombinowane przeciwciała mogą być otrzymane 
w dwóch postaciach: jako fragmenty Fab lub jako jedno-
łańcuchowe fragmenty Fv. Jeżeli amplifi kuje się cDNA ko-
dujące zmienny region ciężkiego łańcucha i fragment CH1 
oraz cały łańcuch lekki, to w wyniku ekspresji w przestrze-
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ni peryplazmatycznej bakterii E. coli otrzymuje się rekom-
binowane fragmenty Fab. Amplifi kacja wyłącznie zmien-
nych regionów ciężkich i lekkich łańcuchów, po połączeniu 
za pomocą krótkiego peptydu, umożliwia otrzymanie jed-
nołańcuchowych fragmentów Fv (single chain Fv, scFv); 
fragmenty takie można wytwarzać w cytoplazmie bakterii. 
Schemat tego procesu przedstawiono na ryc. 5.

W przypadku przeciwciał ciężkołańcuchowych fragment 
wiążący antygen może być otrzymany po amplifi kacji cDNA 
kodującego zmienny region łańcucha ciężkiego, co stanowi 
znaczne uproszczenie procedury [63]. Ponieważ geny ko-
dujące wszystkie zmienne regiony łańcuchów VHH nale-
żą do tej samej rodziny VH3 [43], stosować można jeden 
zestaw starterów [2]. W celu amplifi kacji cDNA kodujące-
go przeciwciała ciężkołańcuchowe, należy zastosować 3’-
startery swoiste dla regionów zawiasowych IgG2 i IgG3. 
Alternatywnie, stosować można 3’-startery swoiste dla 
regionu CH2, z tym, że w tym wypadku konieczne jest 
oczyszczenie na żelu cDNA kodującego łańcuchy VHH, 
ponieważ klasyczne łańcuchy VH również ulegną ampli-
fi kacji. Schemat klonowania zmiennych regionów VHH 
przedstawiono na ryc. 4.

Zastosowanie techniki ekspresji fagowej umożliwiło sklo-
nowanie i otrzymanie ponad 100 fragmentów VHH, z czego 
kilkanaście otrzymano w postaci krystalicznej (tabela 2). 
Fragmenty VHH charakteryzują się na ogół wysoką swo-
istością, brakiem reaktywności krzyżowej i stałymi dysocja-
cji wiązania antygenu w zakresie 3–300 nM [2]. Ponadto, 

fragmenty VHH otrzymane w procesie immunizacji en-
zymami, oddziałują często z miejscami aktywnymi tych 
enzymów i działają jak ich inhibitory [35].

Alternatywą wobec fagowych bibliotek ekspresyjnych są 
biblioteki rybosomalne [49]. Metoda ta polega na zastoso-
waniu translacji in vitro do mRNA, które zostało otrzymane 
z biblioteki sekwencji DNA. Obniżenie temperatury w cza-
sie reakcji translacji umożliwia otrzymanie białek wiążących 
dany ligand wraz z rybosomami i fragmentami DNA kodu-
jącego dane białka (omówione w [8]). Metoda ta została za-
stosowana do otrzymania ciężkołańcuchowych przeciwciał, 
rozpoznających pikloran, który jest analogiem roślinnego 
czynnika wzrostu, kwasu 3-indolilooctowego [68].

3.3. Ciężkołańcuchowe przeciwciała jako odczynniki 
diagnostyczne i leki

Zalety rekombinowanych przeciwciał ciężkołańcucho-
wych w porównaniu z przeciwciałami klasycznymi są na-
stępujące: 
•  łatwość klonowania wynikająca z obecności tylko jed-

nego genu,
• duża wydajność ekspresji i proste oczyszczanie,
• stabilność i dobra rozpuszczalność,
• duża swoistość i brak krzyżowej reaktywności,
• mała masa cząsteczkowa,
• duża homologia sekwencji z ludzkim łańcuchem VH,
•  zdolność do rozpoznawania unikalnych epitopów, czę-

sto z dominującym udziałem regionu CDR3.

Ryc. 4.  Schemat klonowania fragmentów VHH z limfocytów krwi 
obwodowej immunizowanego wielbłąda z zastosowaniem 
fagowej biblioteki ekspresyjnej

Ryc. 5.  Schemat otrzymywania dwuwartościowych i dwuswoistych 
fragmentów scFv i VHH
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Wymienione cechy powodują, że ciężkołańcuchowe prze-
ciwciała można potencjalnie stosować jako: 
• odczynnik diagnostyczny, zwłaszcza in vivo;
• odczynnik terapeutyczny;
• źródło leków peptydowych.

Schemat otrzymywania fragmentów VHH, oraz fragmen-
tów Fab i scFv przedstawiono na ryc. 5.

Najważniejszą zaletą przeciwciał ciężkołańcuchowych, w po-
równaniu z przeciwciałami klasycznymi, jest ich dwukrotnie 
mniejsza masa cząsteczkowa. Ciężkołańcuchowe przeciwcia-
ła wnikają w związku z tym lepiej do tkanek, a ponadto mogą 
rozpoznawać takie epitopy, które ze względów sterycznych 
nie są dostępne dla klasycznych przeciwciał [12]. Przykładem 
takiego epitopu może być unikalny łańcuch oligosachary-
dowy glikoproteiny VSG (variant surface glycoprotein) pa-
sożytniczych pierwotniaków, świdrowców (Trypanosoma). 
Ciężkołańcuchowe przeciwciało cAb-An33, otrzymane z bi-
blioteki fagowej VHH wielbłąda immunizowanego białkiem 
VSG, swoiście rozpoznaje łańcuch oligosacharydowy tego 
białka, niedostępny dla klasycznych przeciwciał. Wykazano 
również, że koniugat tego przeciwciała z b-laktamazą w obec-
ności 7-(4-karboksybutamido)-cyklosporyny jest efektyw-
nym lekiem przeciw świdrowcom (Trypanosoma brucei) wy-
wołujących śpiączkę afrykańską [59].

Stwierdzono, że skoniugowane z b-laktamazą ciężkołańcu-
chowe przeciwciało swoiste dla antygenu karcynoembrio-
nalnego (CEA) powodowało regresje ksenoprzeszczepów 
raka wątroby u myszy [11]. Przeciwciało AFAI, otrzyma-
ne z biblioteki VHH nieimmunizowanej lamy, rozpoznaje 
CEA-podobną cząsteczkę adhezyjną (CEACAM 6) i jest 
efektywnym czynnikiem diagnostycznym [69].

Wykazano także, że wielbłądzie przeciwciało HuL6 rozpo-
znające lizozym może zmieniać konformację zmutowane-
go lizozymu. Mutacja 67: Glu®His powoduje zmianę kon-
formacji lizozymu, w wyniku której cząsteczki lizozymu 
agregują, tworząc włókna amyloidowe. Włókna te mogą być 
przyczyną chorób neurodegeneracyjnych. Związanie wiel-
błądziego przeciwciała HuL6 powoduje powrót zmutowa-
nej cząsteczki lizozymu do natywnej konformacji, chociaż 
epitop znajduje się w miejscu innym niż mutacja [24].

Otrzymano również ciężkołańcuchowe przeciwciała roz-
poznające powtarzające się peptydowe motywy mucyny 
1 [50], receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR) 
[46] oraz antygen swoisty dla prostaty (PSA) [55].

Przeciwciała ulegające ekspresji w cytoplazmie (intracia-
ła) mogą mieć zastosowanie w regulacji procesów komór-
kowych. Klasyczne przeciwciała poddane ekspresji w cy-
toplazmie są przeważnie nieaktywne, ze względu na to, że 
w redukujących warunkach cytoplazmy niemożliwe jest 
prawidłowe połączenie ciężkiego i lekkiego łańcucha. 
Ciężkołańcuchowe przeciwciała zachowują aktywność 
w cytoplazmie; wykazano, że wielbłądzie przeciwciało 
rozpoznające enzym rozgałęziający skrobię w ziemnia-
ku może działać jako inhibitor tego enzymu in vivo [33]. 
Ciężkołańcuchowe przeciwciało rozpoznające białko P15 
z retrowirusa PERV, poddane ekspresji w cytopazmie, blo-
kuje namnażanie retrowirusa [17].

3.4. Dwuswoiste przeciwciała

Przeciwciała ciężkołańcuchowe mogą stanowić punkt wyj-
ścia do konstrukcji dwuswoistych przeciwciał. Podobnie 
jak w przypadku klasycznych przeciwciał, jedno z „ra-

VHH Antygen Inhibicja Kd (nM) CDR3 (aa) Piśmiennictwo

cAb-Lys2 lizozym + 2 19 [62]

cAb-Lys3 lizozym + 65 24 [62]

cAb-HuL6 lizozym – 0,7 15 [23]

cAb-CA04 anhydraza węglanowa – 29 18 [35]

cAb-CA05 anhydraza węglanowa – 72 19 [35]

cAb-RN05 RNAza A 80% 35 12 [15]

cAb-AMD7 α-amylaza – 15 16 [35]

cAb-AMD9 α-amylaza + 3 14 [35]

cAb-LA01 β-laktamaza n.b. <0,7 21 [35]

cAb-LA02 β-laktamaza n.b. 0,6 8 [35]

cAb-LA03 β-laktamaza n.b. 2 17 [35]

cAb-nMCa2 β-laktamaza n.b. 0,3 16 [23]

cAb-BcII10 β-laktamaza n.b. 3 15 [23]

cAb-TEM β-laktamaza n.b. 0,45 7 [23]

RR6 azo-dye barwnik R2 22 16 [57]

Tabela 2. Łańcuchy VHH o poznanej strukturze

n.b. – nie badano; aa – reszty aminokwasowe.
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mion” takiego przeciwciała rozpoznaje patogen lub ko-
mórkę nowotworową, a drugie limfocyt T, granulocyt lub 
komórkę NK. Pewną wadą dwuswoistych przeciwciał typu 
klasycznego jest ich duża masa cząsteczkowa, a w przy-
padku dwuswoistych fragmentów scFv także brak stabil-
ności. Wad tych pozbawione są dwuswoiste przeciwciała 
ciężkołańcuchowe [9]. Schemat otrzymywania dwuswo-
istych i dwuwartościowych fragmentów scFv i VHH przed-
stawiono na ryc. 5.

3.5. Kamelizacja ciężkich łańcuchów ludzkich 
przeciwciał

Kamelizacja (camelization) jest to upodobnienie ludz-
kich ciężkich łańcuchów do wielbłądzich domen VHH 
(omówione w [52]). Ludzkie ciężkie łańcuchy lub frag-
menty VH niezwiązane z lekkimi łańcuchami są zazwy-
czaj nierozpuszczalne w wodzie ze względu na obecność 
hydrofobowych reszt aminokwasowych w obrębie re-
gionu FR2. Stwierdzono, że zastąpienie reszt: Gly(44), 
Leu(45) i Trp(47) przez odpowiednio Glu, Arg i Gly (tak 
jak w wielbłądzich przeciwciałach) powoduje zwiększe-

nie rozpuszczalności ludzkich fragmentów VH i umożliwia 
ich samodzielną ekspresję [13]. Zastąpienie Trp(47) przez 
izoleucynę, a nie przez glicynę, podwyższa stabilność ka-
melizowanych ludzkich fragmentów VH [14].

Podstawową zaletą kamelizowanych, ludzkich fragmentów 
VH w porównaniu z wielbłądzimi przeciwciałami jest wyso-
ka homologia z ludzkimi ciężkimi łańcuchami, w związku 
z czym mogą być one stosowane in vivo bez obawy wywo-
łania odpowiedzi odpornościowej [61]. Ponadto, kamelizo-
wane ludzkie fragmenty VH charakteryzują się małą masą 
cząsteczkową (15 kDa), co może mieć znaczenie diagno-
styczne i terapeutyczne, w związku z lepszym przenika-
niem tkanek przez małe cząsteczki.

Podczas, gdy źródłem łańcuchów VHH może być tylko 
wielbłąd lub lama, kamelizowane ludzkie fragmenty VHH 
wytwarza się in vitro. W tym celu, ludzkie domeny VH 
z wprowadzonymi uprzednio mutacjami w pozycjach 44, 
45 i 47 służą jako „rusztowanie” do konstrukcji bibliotek, 
w procesie randomizacji polegającym na wprowadzeniu 
zróżnicowania sekwencji w określonych regionach hiperz-
miennych. Takie biblioteki poddaje się następnie ekspre-
sji w fagach i przeszukuje za pomocą odpowiednich li-
gandów. Otrzymane w ten sposób kamelizowane, ludzkie 
fragmenty VH charakteryzują się małą masą cząsteczko-
wą oraz wysokim powinowactwem (omówionie w [65]). 
Dottorini i wsp. [21] wyznaczyli drugorzędową strukturę 
ludzkiego, kamelizowanego fragmentu VH, który rozpo-
znaje proteazę serynową NS3 z wirusa zapalenia wątroby 
typu C [38], a ponadto określili rolę poszczególnych reszt 
aminokwasowych w wiązaniu antygenu i we wzajemnych 
oddziaływaniach pomiędzy łańcuchami fragmentu VHH.

Parametry niektórych kamelizowanych ludzkich łańcuchów 
VH przedstawiono w tabeli 3.

4. PODSUMOWANIE

Ciężkołańcuchowe przeciwciała wielbłądowatych, odkryte 
stosunkowo niedawno, stanowią przedmiot intensywnych 
badań. Charakterystyczne cechy tych przeciwciał: wyeks-
ponowanie regionów hiperzmiennych, brak lekkiego łań-
cucha i związana z tym mała masa cząsteczkowa sprawiają, 
że przeciwciała te mogą być inhibitorami enzymów i sta-
nowią potencjalne źródło leków.

Przeciwciało Ligand Kd (nM) CDR3 (aa)

VH-Ox21 OxGly 146 15

VH-Os1 OxGly 25 15

VH-Ox21.2.4 OxGly 47 15

VH-Ox62 OxGly 267 15

VH-N3c1 NIP-CAP 292 15

VH-N3c1.2.2 NIP-CAP 31 15

VH-REVg1 rev 220 11

VH-REVrs1 rev 401 11

VH-LS2 lizozym 3100 10

VH-LS2.5.1 lizozym 1600 10

Tabela 3. Kamelizowane, ludzkie łańcuchy VH (według [52])

OxGly – 4-glicylo-2-fenylooksazol-5-on; NIP-CAP – 3-jodo-4-
hydroksy-5-nitrofenyl-acetylo kwas kapronowy; rev – czynnik 
transkrypcyjny HIV; aa – reszty aminokwasowe.
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