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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przeciwciata podklas 1gG2 i IgG3 zwierzat z rodziny wielbtadowatych sktadaja si¢ wytacznie
z cigzkich taincuchéw. Przyczyna takiej budowy przeciwcial jest punktowa mutacja miejsca na
styku intronu i eksonu CH1 w genie kodujacym taniicuch cigzki, w wyniku czego cigzkie taficu-
chy nie moga asocjowac z lekkimi. Cigzkotaricuchowe przeciwciata zawieraja wydtuzony region
zawiasowy i charakterystyczne mutacje w regionach zrgbowych. Mimo braku lekkich taiicuchéw,
przeciwciata wielbtadowatych wykazuja prawidlowa zdolnos¢ wigzania antygenu oraz aktywnos¢
efektorowa. Ze wzgledu na tatwos¢ klonowania, dobra stabilnos$¢, wysoka swoistos¢, mata mase
czasteczkowa i zdolnos¢ do rozpoznawania unikalnych epitopéw, przeciwciata te moga znalezé
zastosowanie jako odczynniki diagnostyczne i terapeutyczne.

przeciwciata ciezkotaincuchowe  wielbtadowate ¢ fagowa biblioteka ekspresyjna

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 specificity, 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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Wykaz skrotow:

aa - reszta aminokwasowa; CDR - region hiperzmienny (complementarity determining region); VH - region

zmienny fafcucha ciezkiego klasycznego przeciwciata; VHH - region zmienny faficucha ciezkiego przeciwciata
ciezkotancuchowego; scFv - jednotaficuchowy fargment Fv (single chain Fv); BiP - biatko opiekuricze siateczki
Srodplazmatycznej (heavy-chain binding protein); VSG - glikoproteina powierzchniowa $widrowca (variant surface
glycoprotein); RSS - sekwencja sygnatowa rekombinacji (recombination signal sequence); CEA - antygen
karcynoembrionalny (carcinoemryonic antigen); PSA - antygen swoisty dla prostaty (prostate specific antigen);
EGFR - receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor)

1. Wstep

Immunoglobuliny stanowia grupg glikoprotein obecnych
w surowicy i ptynach tkankowych krggowcow; ich gtow-
na rolg jest wigzanie obcych antygenéw. Immunoglobuliny
wystepujace na powierzchni komérek B odgrywaja role
receptoréw dla swoistych antygenéw. Immunoglobuliny
wystepujace w krwi i limfie sa nazywane przeciwciata-
mi. Immunoglobuliny i przeciwciata sa zbudowane z tan-
cuchéw ciezkich (wyrdznia sie pieé typow: o, ¥, O, €, W)
oraz taricuchéw lekkich (dwa typy: k, A). Podstawowa jed-
nostka budulcowa przeciwciata (formy monomerycznej) sa
cztery taricuchy polipeptydowe: dwa identyczne taicuchy
lekkie (kazdy zbudowany z okoto 220 reszt aminokwaso-
wych) i dwa identyczne tafdcuchy cigzkie (kazdy zbudowa-
ny z okoto 450-575 reszt aminokwasowych). W czasteczce
przeciwciata IgG mozna wyréznic trzy fragmenty: fragment
Fc, zbudowany z dwéch domen taricucha cigezkiego (CH2
i CH3) oraz dwa identyczne fragmenty Fab, ktére zawie-
raja fragment Fd ztozony z domeny zmiennej (VH) i stalej
(CH1). W sktad fragmentu Fab wchodzi tez taricuch lekki,
zlozony z domeny zmiennej (VL) i statej (CL).

Swoistos¢ przeciwciat jest determinowana przez sekwencje
i rozmiar regionéw hiperzmiennych (complementarity deter-
mining regions — CDR) w domenach V. Regiony te tworza
powierzchnig komplementarng do antygenu. Miejsce wia-
zace antygen sktada si¢ z szesciu regionéw CDR, okresla-
nych jako petle wiazace. Petle taiicucha lekkiego sa okresla-
ne jako CDR1-L1, CDR2-L2 i CDR3-L3, natomiast pgtle
faicucha cigzkiego odpowiednio jako CDR1-H1, CDR2-H2
i CDR3-H3. Wyczerpujace oméwienie budowy i funkcji im-
munoglobulin znaleZ¢ mozna w ksiazce Lefranc i Lefranc
[36] oraz na stronie internetowej [32].

2. CHARAKTERYSTYKA PRZECIWCIAL CIEZKOLANCUCHOWYCH

2.1. Rodzina wielbladowatych

W sktad rodziny wielbtadowatych, ssakéw rzedu parzysto-
kopytnych, wchodzi szes¢ gatunkow: afrykanski dromader
(wielbtad jednogarbny Camelus dromedarius) i azjatycki
baktrian (wielbtad dwugarbny Camelus bactrianus), wyste-
pujaca na kontynencie amerykarskim lama (Lama glama)
ijej dziki przodek gwanako (Lama guanicoe) oraz alpaka
(Lama pacos) i jej dziki przodek wigon (Lama vicugna).
Wielbladowate sa dobrze przystosowane do bytowania
w niesprzyjajacych, pustynnych i wysokogdrskich warun-
kach. Ich zdolnos¢ utraty wody moze wynosi¢ do 30% masy
ciala, podczas gdy dla innych ssakéw juz 12% jest wielko-
Scig $miertelng. Duza odpornos$¢ na odwodnienie wynika

m.in. z ich zdolno$ci do zmiany temperatury ciata w ciagu
dnia, umozliwiajacej obnizenie parowania, a takze z obec-
nosci odpornych na zmiany sity jonowej erytrocytow.

2.2. Budowa przeciwcial ciezkotanicuchowych

Niezwykla cecha wielbtadowatych sa homodimeryczne
przeciwciata, zlozone wylacznie z tadcuchéw cigzkich
[28]. Przeciwciata klasy IgG rodziny wielbtadowatych dzie-
la si¢ na trzy podklasy: IgG1, IgG2 i IgG3. Przeciwciata
IgG1 maja klasyczna budowe (sktadaja sig z cigzkich i lek-
kich taiicuchéw) i stanowiag prawie 50% wszystkich prze-
ciwciat klasy IgG. Przeciwciata IgG2 i IgG3 sktadaja sig
wytacznie z cigzkich taiicuchéw, a ich zmienne fragmen-
ty nosza nazw¢ VHH. Przeciwciata podklasy IgG2 dzie-
13 sig na trzy dodatkowe podklasy, IgG2a, IgG2b i [gG2c,
przy czym podklasa IgG2b wystepuje wylacznie u lam.
Wielbtady maja pigé, a lamy szes$¢ funkcjonalnych genéw
v [10]. Cigzkie tancuchy IgG2a, IgG2b, IgG2c i IgG3a nie
zawieraja regionu CHI, a ich region zawiasowy jest czg-
sto wydtuzony (tabela 1).

Schemat budowy przeciwcial klasycznych i cigzkotancu-
chowych przedstawiono na ryc. 1.

Charakterystyczng cecha wydtuzonego regionu zawiaso-
wego sa powtérzone sekwencje proliny i glutaminy oraz
proliny i lizyny (PQ i PK), co wskazuje, ze taki region za-
wiasowy moze przyjmowac strukturg sztywnego preta [41].
Funkcja takiej struktury moze polegaé na zwigkszaniu od-
legtosci migdzy miejscami wigzacymi antygen (Fab), kt6-
re w przypadku przeciwcial VHH znajduja si¢ blizej sie-
bie ze wzgledu na brak segmentu CH1. Interesujace jest
rowniez to, ze region zawiasowy w wielbtadzim cigzkim
taricuchu IgG2 jest kodowany przez pojedynczy ekson,
w odréznieniu od regionu zawiasowego w ludzkim cigz-
kim tancuchu IgG3, ktéry ma podobna dtugos¢ i jest ko-
dowany przez cztery eksony [42].

Przeciwciata sktadajace si¢ wylacznie z cigzkich taricuchéw
znaleziono u wielu gatunkéw ssakéw, ale przeciwciata te
niezdolne sa do wiazania antygenu, a ich powstanie wyni-
kato z patologii uktadu odpornosciowego [56]. W przeci-
wienstwie do takich przeciwciat, cigzkotancuchowe prze-
ciwciata rodziny wielbtadowatych sa funkcjonalne.

Przyczyna, dla ktdrej wielbtadzie komoérki plazmatyczne wy-
dzielaja przeciwciata pozbawione lekkich taficuchéw, jest
brak regionu CH1. Z regionem tym wiaze si¢ biatko opiekun-
cze BiP (heavy-chain binding protein) siateczki srédplazma-
tycznej. Bialko to, nalezace do rodziny biatek szoku ciepl-
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Tabela 1. Podklasy immunoglobulin u wielblagdowatych oraz sekwencje regionéw zawiasowych (wedtug [41,10])

Stezenie Region zawiasowy
Podklasa wosoczu  M.cz. (kDa) . .
(mg/ml) Sekwencja aminokwasowa Diugosc (aa)
lgGTa wielbtad 55 ELEIS-—-—————- EPQOSQP-—--—-——-- GCTCPKCP 19
IgGTalama 55 ELKTP-—-—————-— QPOSQP--——=——- ECRCPKCP 19
S — 3
IgG1h wielbfad 55 EPHG--—-——-———————————————- GCPCPKCP 12
lgG1b lama 55 EPHG--—-—-————————————————- GCPCPKCP 12
IgG2a wielbtad 45 EPKIPQPQPKPOQPQPOPQPKPQPKPEPECTCPKCP 35
IgG2a lama 42 EPKIPQPQPKPOQPQPOPQPKPQPKPEPECTCPKCP 35
IgG2b lama 1 42 EPKTP----KPQPQPQPQPQP--NPTAESKCPKCP 29
lgG2c wielbtad 45 AHHPE--—--—-- DPSS-—==—==————~ QCPKCP 15
lgG2clama 42 AHHSE-------- DPSS-=-————————~ KCPKCP 15
I9G3 wielbfad 43 GINE-—-—=—=————————————————— VCKCPKCP 12
l9G3 lama 43 GINE--—-—-————————————————- VCKCPKCP 12
aa — reszty aminokwasowe. Kreska oznacza brak reszty aminokwasowej.
. Ekson CH1 Intron _
Miejsce wiazania Mysz IgEl  ACAAGAAAATTG | GTGAGAGG
antygenu Mysz TgG2B 5 ownlls onllin o || suwums sswmm
Szezur EGEL s cwervew amuns & || eoemes swwie A
Szczur IgG2b ........ G...
Krélik IgG6  ...... CCG.
Krowa IgGl ..... GCTG.
Czlowiek IgGl ........ G...
Czlowiek IgG2 ...... C.G...
Wielbiad IgGl ...... GTG.G.
region zawmsowy Wielbtad IgG2a ...... GTG.G.
Lama IgGl  § weam CGTG.G.
Lama IgG2a ..... CGTG.G.
przeciwciato przeuwclalo Konsens AG § GTAAGT
K Sy Miejsce zespalania sktadowych
o 5°- splice si
Ryc. 1. Schemat budowy klasycznego i ciezkotaricuchowego (57 splice site)
przeciwciata

nego Hsp 70, petni gtéwna role w tworzeniu heterodimeréw
tancuchow cigzkich i lekkich: BiP wiaze cigzkie taficuchy
i zatrzymuje je w siateczce Srodplazmatycznej az do przy-
faczenia taicuchéw lekkich. Jezeli zwiazany z biatkiem BiP
cigzki taiicuch nie potaczy sig z taricuchem lekkim, zostanie
zdegradowany przez wewnatrzkomoérkowy system proteoli-
tyczny [30]. Cigzkie taficuchy pozbawione fragmentu CH1
nie sa rozpoznawane przez biatko BiP i zostaja wydzielone,
mimo ze nie utworzyty par z tadcuchami lekkimi.

Brak fragmentu CH1 w przeciwciatach podklas IgG2 i IgG3
jest z kolei spowodowany punktowa mutacja w 5’-miejscu
zespalania sktadowych eksonéw Ig2 i Ig3 (5’-splice site):
konsensowa guanina w miejscu G/GTAAG (ekson/intron)
zostala zastagpiona przez adening. W wyniku tej mutacji,
miejsce zespalania sktadowych AG/ATAAGT nie jest roz-
poznawane przez splajsosom i caty ekson CH1 ulega wy-
cigciu wraz z przylegajacymi intronami [42,67]. Sekwencje
miejsc zespalania sktadowych na granicy eksonu CH1 i in-
tronu u réznych gatunkéw przedstawiono na ryc. 2.

Ryc. 2. Nukleotydowe sekwencje miejsca zespalania sktadowych na
styku eksonu CH1 iintronu (wedtug [42,671). Mutacje G—A
zaznaczono kolorem czerwonym. Kropki oznaczajg identycznos¢
zsekwencja lgG1 myszy

W konsekwencji, cigzkie taficuchy przeciwciat rodziny wiel-
btadowatych wykazuja kilka charakterystycznych cech. Ich
regiony CDR1 i CDR3 sa dtuzsze niz w przeciwciatach kla-
sycznych, a migdzy cysteinami obecnymi w tych regionach
powstaje mostek disiarczkowy. Mostek ten prawdopodob-
nie podwyzsza sztywnos¢ czasteczki, obnizona wskutek
braku lekkiego taricucha. Stwierdzono, ze stabilnos¢ frag-
mentéw VHH jest podobna lub nieco nizsza od stabilnosci
ludzkich fragmentéw VH kodowanych przez geny naleza-
ce do rodziny VH3 (geny kodujace fragmenty VHH naleza
do tej samej rodziny) [25]. Stwierdzono réwniez, ze resz-
ty aminokwasowe w regionach hiperzmiennych wykazu-
ja wieksze zréznicowanie w poréwnaniu z regionami hi-
perzmiennnymi przeciwciat innych gatunkéw [43,66,67].
Ponadto, w cigzkotaficuchowych przeciwciatach wystepuja
charakterystyczne mutacje, w wyniku ktérych hydrofobo-
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Ryc. 3. Schemat budowy regionu zmiennego klasycznego przeciwciata
(VH) i przeciwciata cigzkotariuchowego (VHH). Czerwonym
kolorem zaznaczono regiony hiperzmienne (CDR) oraz numery
reszt aminokwasowych, ktére je ograniczaja (numeracja
wedtug: [34]). Niebieskim kolorem zaznaczono reszty
aminokwasowe, ktérymi ciezki taricuch VHH rdzni sie od
klasycznego faricucha VH

we reszty aminokwasowe zostaly zastapione przez reszty
hydrofilowe [40]. Najwazniejsze z tych podstawier to:
44: Gly—Glu

45: Leu—Arg

47: Trp—Gly (numeracja reszt wedtug: [34]).

Takie podstawienia aminokwasowe znaleziono we wszyst-
kich poznanych sekwencjach aminokwasowych przeciwciat
cigzkotaricuchowych. [41]; powoduja one obnizenie hydro-
fobowosci domen VHH i zwigkszenie ich rozpuszczalnosci,
poniewaz reszty 44, 45 i 47 w klasycznych cigzkich taiicu-
chach tworza hydrofobowa powierzchnig, ktéra wiaze lek-
ki taiicuch [31]. W wyniku tych podstawien lekki taficuch
nie moze asocjowaé z taiicuchem cig¢zkim.

W przeciwciatach cigzkotaiicuchowych spotykane sa row-
niez inne podstawienia aminokwasowe:

11: Leu—Ser

14: Pro—Ala

33: r6zne aminokwasy—Cys

37: Val—->Phe

84: Ala—Pro

100e: r6zne aminokwasy—Cys

Cysteiny w pozycjach 33 i 100e tworza dodatkowy mostek
disiarczkowy i sa obecne w wielu przeciwciatach VHH
[41]. Interesujace jest to, ze cysteiny te nie sa kodowa-
ne przez geny zarodkowe, a ich obecnos¢ jest wynikiem
somatycznej hipermutacji [39]. Schemat budowy zmien-
nych regionéw cigzkich taricuchéw VH i VHH przedsta-
wiono naryc. 3.

Funkcjonalne przeciwciata sktadajace si¢ wytacznie z cigz-
kich taficuchéw znaleziono réwniez u niektérych gatun-
koéw ryb (Ginglymostoma cirratum, Orectobulus maculates
i Hydrolagus collier). Podobnie jak u wielbtadowatych,
przeciwciala te réwniez nie zawieraja segmentu odpo-
wiadajacego domenie CH1, a hydrofobowe reszty amino-
kwasowe, ktére oddziatuja z lekkim taricuchem, sa pod-
stawione przez reszty hydrofilowe [26,51]. Okreslono tez
krystaliczne struktury takich cigzkotancuchowych prze-
ciwciat [58,60].

2.3. Zréznicowanie przeciwcial ciezkotancuchowych

Teoretycznie, brak lekkiego taricucha w przeciwciatach
cigzkotaricuchowych powinien powodowa¢ zmniejszenie
repertuaru przeciwcial, poniewaz nie ma mozliwosci kom-
binatorycznego zréznicowania miejsca wigzacego antygen
poprzez tworzenie par roznych lekkich i cigzkich taricu-
chéw. Stwierdzono jednak, ze geny zarodkowe kodujace
cigzkie taicuchy VHH wykazuja wyzszy stopien zrézni-
cowania w poréwnaniu z genami kodujacymi cigzkie tan-
cuchy klasycznych przeciwciat, a dodatkowym czynnikiem
zwigkszajacym zréznicowanie tych przeciwciat jest bardzo
wydajny system somatycznej hipermutacji [43]. Stopien so-
matycznego zmutowania w cigzkich fancuchach VHH jest
wyraznie wyzszy niz w klasycznych cigzkich taficuchach,
przy czym mutacje te wystepuja nie tylko w regionach hi-
perzmiennych, ale réwniez w regionach zrgbowych (naj-
cze¢sciej mutacje takie znajdowane sa w obrebie reszt ami-
nokwasowych 28-31 w FR1 i 79-85 w FR3). Sekwencje te
moga by¢ wigc zaliczone do regionéw hiperzmiennych [45].
Podwyzszona liczba mutacji somatycznych w tych regio-
nach jest zwiazana z obecnoscia w genach, ktére je kodu-
ja, licznych sekwencji Rogozina [53,54]. Sekwencje te sa
rozpoznawane przez nukleaze wprowadzajaca asymetrycz-
ne nacigcia w eksonie VH [47]. Nacigcia te sa miejscami,
w ktére polimeraza DNA wprowadza punktowe mutacje,
czego nastgpstwem jest somatyczna hipermutacja regio-
néw zmiennych immunoglobulin [18].

Tak wysokie zréznicowanie regionéw zmiennych cigzkich
tanicuchéw VHH ma réwniez dodatkowa konsekwencje.
Zgodnie z teoria struktur kanonicznych, przedstawio-
na przez Chothig [1,4,5,6,7], taiicuch polipeptydowy re-
gionu zmiennego moze przyjmowac ograniczong liczbe
struktur, zwanych strukturami kanonicznymi. Za ksztal-
towanie struktur kanonicznych odpowiedzialnych jest kil-
ka reszt aminokwasowych, zwanych resztami kluczowymi.
Obecnie znane sa trzy struktury kanoniczne dla regionu
CDRI1 (H1) i cztery dla regionu CDR2 (H2) w klasycz-
nym taficuchu cigzkim. W petlach H1 przeciwcial cigzko-
faiicuchowych znaleziono jedna, a w petlach H2 dwie nowe
struktury kanoniczne, charakterystyczne tylko dla prze-
ciwciat cigzkotaricuchowych, ktére sag wynikiem obecno-
Sci dodatkowych reszt aminokwasowych w regionach hi-
perzmiennych [15,16].
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Stwierdzono réwniez, ze liczba segmentéw VHH, ktérych
dhugosé rézni si¢ od dlugosci kodujacych je gendéw zarod-
kowych, jest u wiebtadowatych znaczaco wyzsza niz u in-
nych ssakéw [43]. Rdéznice te, powodowane przez mecha-
nizm somatycznej hipermutacji, s3 wynikiem insercji lub
delecji nukleotydéw [44]. Domeny zmienne przeciwciat
cigzkotaincuchowych (VHH) sa kodowane przez inne geny
V niz te, ktére koduja domeny zmienne klasycznych prze-
ciwciat. Stwierdzono, ze genom wielblada zawiera okoto
40 genéw VHH i 50 genéw VH. Oba typy genéw zawieraja
takie same sekwencje regulatorowe, promotor, ekson kodu-
jacy peptyd wiodacy (leader peptide) i sekwencje sygnato-
wa rekombinacji (RSS) [43]. Wszystkie geny kodujace tari-
cuchy VHH naleza do tej samej rodziny VH3, przy czym
u wielblada mozna wyrézni¢ 7 podrodzin [41], a u lamy
4 podrodziny [29]. Oba rodzaje przeciwciat sa kodowane
przez te same geny D i J, [41].

Ze wzgledu na brak taricucha lekkiego, przeciwciala cigz-
kotaricuchowe oddziatuja z antygenem za posrednictwem
dwukrotnie mniejszej liczby regionéw hiperzmiennych, niz
w przypadku klasycznych przeciwcial; brak taricucha lek-
kiego powoduje ponadto wyeksponowanie regionéw hi-
perzmiennych. Wiaze si¢ z tym kolejna cecha przeciwciat
cigzkotaiicuchowych: ich regiony hiperzmienne czgsto za-
chowuja si¢ jak inhibitory enzymoéw. Przyktadem moze
by¢ cigzkotanicuchowe przeciwciato AMDO09, ktére rozpo-
znaje o-amylazg i jest jednoczesnie jej inhibitorem [19].
Wiazanie czasteczki oi-amylazy nastgpuje wylacznie za
posrednictwem regionu CDR2: dwie reszty aminokwa-
sowe tego regionu, Tyr52 i Arg52a, blokuja miejsce ak-
tywne enzymu, uniemozliwiajac wigzanie substratu [20].
Innym przykitadem zahamowania aktywnosci enzymatycz-
nej przez region hiperzmienny jest wielbtadzie przeciw-
cialo cAb-Lys3, ktére rozpoznaje lizozym. Stwierdzono,
ze bardzo diugi (24 reszty aminokwasowe) region CDR3
tego przeciwciala wnika w centrum aktywne enzymu,
upodobniajac si¢ do polimeru kwasu N-acetylomurami-
nowego i N-acetyloglukozaminy. Polimer ten jest substra-
tem dla lizozymu [62]. Réwniez cigzkotaficuchowe prze-
ciwciato cA0S, rozpoznajace anhydraze weglanowa, wiaze
si¢ z enzymem za posrednictwem tylko jednego regionu
hiperzmiennego, CDR3 [19].

Cigzkotancuchowe przeciwciata maja zdolnos¢ wiazania
fragmentu C1q dopetniacza i receptoréw Fc, czyli nie r6z-
nig si¢ pod tym wzgledem od przeciwciat klasycznych. Ich
glikozylacja jest réwniez podobna: charakterystyczne dla
wigkszosci przeciwciat miejsce N-glikozylacji: Asn(297)-
Ser-Thr, wystepuje rowniez w cigzkich taiicuchach VHH.
Mozna wigc stwierdzié, ze cigzkotaiicuchowe przeciwcia-
fa wielbtadowatych wykazuja prawidtowa aktywnos¢ efek-
torowa i stanowig integralng czgs$¢ systemu odpornoscio-
wego tych zwierzat [42].

Lekkie tancuchy x i A sa zdolne do tworzenia funkcjonal-
nej pary z klasycznym taiicuchem cigzkim (np. klasy IgG1
lub IgM). Stwierdzono, Ze lekki taricuch A ma potencjalne
miejsce N-glikozylacji w regionie CL (Asn-143) [37].

Interesujacym i w dalszym ciagu niezbadanym zagadnie-
niem jest przetaczanie izotypu w przeciwciatach cigzko-
taricuchowych. U wigkszosci ssakéw w komérkach pro-B
(CD43*) nastepuje ekspresja cigzkiego taricucha klasy IgM

(kodowanego przez zrearanzowane geny V-D-J), przy czym
zamiast lekkiego taficucha wystepuje kompleks biatek A-
5/12.1 i VpreB [22]. Komorki, ktére wytworzyty taki pro-
duktywny kompleks, ulegaja dalszemu zréznicowaniu do
komérek pre-B (CD43"), a rearanzacji ulegaja wtedy geny
kodujace taricuchy lekkie. W przypadku rodziny wielbta-
dowatych, w limfocytach krwi obwodowej nie udato sig
znalez¢ mRNA kodujacego region VHH z cigzkim tan-
cuchem p. W limfocytach ze §ledziony znaleziono nato-
miast niewielkie ilosci zrearanzowanych genéw VHH po-
taczonych z genem kodujacym cigzki taiicuch p. Mozna
si¢ wigc pokusic o hipotezg, ze u wielbtadowatych istnie-
ja dwie Sciezki dojrzewania limfocytéw B: komorki pro-B
prezentujace na powierzchni cigzkie tancuchy kodowane
przez zrearanzowane geny VH rdznicuja si¢ rearanzujac
lekkie taricuchy, natomiast komorki pro-B, w ktérych cigz-
kie taricuchy sa kodowane przez geny VHH, przetaczaja
faicuch p na taiicuch IgG2 lub IgG3, bez rearanzacji loci
taricucha lekkiego [41].

3. ZASTOSOWANIE PRZECIWCIAL CIEZKOLANCUCHOWYCH

3.1. Immunizacja wielbtadéw i lam

Wielbtady i lamy immunizowano przeciw ospie wielbta-
dziej i tgzcowi. Ilos¢ antygenu potrzebna do immuniza-
cji jest podobna, jak w przypadku innych ssakéw [48].
Ogolnie, antygeny biatkowe daja wyzsze miano przeciwciat
niz hapteny [41]. W wyniku trawienia przeciwciat cigzko-
taiicuchowych endoproteaza V8 otrzymuje si¢ fragmenty
VHH, ktdre nastgpnie mozna oczysci¢ za pomoca biat-
ka A (przeciwciata wielbtada) lub biatka G (przeciwciata
lamy) [35,64]. Homodimeryczne fragmenty VHH mozna
otrzymaé w wyniku trawienia pepsyna [27].

3.2. Monoklonalne fragmenty VHH

Jezeli stwierdzi si¢, ze immunizowany wielbtad lub lama
wytwarza przeciwciata reagujace z danym antygenem, to
mozliwe jest sklonowanie monoklonalnych fragmentéw Fab
metoda ekspresji fagowej (oméwione w [3]). Technika ta
polega na izolacji mRNA z limfocytéw krwi obwodowej,
amplifikacji cDNA kodujacego regiony VHH i ekspresji
tych regionéw na powierzchni faga M13. Schemat meto-
dy przedstawiono na ryc. 4. Wirion faga, na powierzchni
ktérego znajduje si¢ wyselekcjonowana czasteczka VHH,
zawiera jednocze$nie DNA kodujace t¢ czasteczke. Jezeli
zatem prezentowany na powierzchni faga fragment VHH
jest swoistym ligandem dla antygenu to czasteczka ta moze
by¢ uzyta do selekcji tego liganda, przy czym wirion faga
zostanie rowniez wyselekcjonowany. Propagacja, czyli na-
mnozenie faga pozwala wigc na uzyskanie DNA kodujace-
go czasteczke, ktérej biologiczne wtasciwosci sa okreslone
przez oddziatywanie z ligandem (omoéwione w [49])

Klonowanie klasycznych przeciwcial polega na amplifi-
kacji cDNA kodujacego zmienne regiony cig¢zkich i lek-
kich taricuchéw i niezaleznym sklonowaniu tych frag-
mentéw DNA w odpowiednim wektorze ekspresyjnym
[3]. Rekombinowane przeciwciala moga by¢ otrzymane
w dwoch postaciach: jako fragmenty Fab lub jako jedno-
faficuchowe fragmenty Fv. Jezeli amplifikuje si¢ cDNA ko-
dujace zmienny region cigzkiego taricucha i fragment CH1
oraz caly faiicuch lekki, to w wyniku ekspresji w przestrze-
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Ryc. 4. Schemat klonowania fragmentéw VHH z limfocytéw krwi
obwodowej immunizowanego wielbtada z zastosowaniem
fagowej biblioteki ekspresyjnej

ni peryplazmatycznej bakterii E. coli otrzymuje si¢ rekom-
binowane fragmenty Fab. Amplifikacja wylacznie zmien-
nych regionéw cigzkich i lekkich taricuchéw, po potaczeniu
za pomoca krétkiego peptydu, umozliwia otrzymanie jed-
notaricuchowych fragmentéw Fv (single chain Fv, scFv);
fragmenty takie mozna wytwarzaé¢ w cytoplazmie bakterii.
Schemat tego procesu przedstawiono na ryc. 5.

W przypadku przeciwciatl cigzkotaiicuchowych fragment
wiazacy antygen moze by¢ otrzymany po amplifikacji cDNA
kodujacego zmienny region taricucha cigzkiego, co stanowi
znaczne uproszczenie procedury [63]. Poniewaz geny ko-
dujace wszystkie zmienne regiony fanicuchéw VHH nale-
za do tej samej rodziny VH3 [43], stosowa¢ mozna jeden
zestaw starteréw [2]. W celu amplifikacji cDNA kodujace-
go przeciwciata cigzkotaiicuchowe, nalezy zastosowac 3’-
startery swoiste dla regionéw zawiasowych IgG2 i IgG3.
Alternatywnie, stosowaé¢ mozna 3’-startery swoiste dla
regionu CH2, z tym, ze w tym wypadku konieczne jest
oczyszczenie na zelu cDNA kodujacego taiicuchy VHH,
poniewaz klasyczne taiicuchy VH réwniez ulegng ampli-
fikacji. Schemat klonowania zmiennych regionéw VHH
przedstawiono naryc. 4.

Zastosowanie techniki ekspresji fagowej umozliwito sklo-
nowanie i otrzymanie ponad 100 fragmentéw VHH, z czego
kilkanascie otrzymano w postaci krystalicznej (tabela 2).
Fragmenty VHH charakteryzuja si¢ na ogét wysoka swo-
istoscig, brakiem reaktywnosci krzyzowej i stalymi dysocja-
¢ji wiazania antygenu w zakresie 3—300 nM [2]. Ponadto,
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Ryc. 5. Schemat otrzymywania dwuwartosciowych i dwuswoistych
fragmentow scFv i VHH

fragmenty VHH otrzymane w procesie immunizacji en-
zymami, oddziatuja czgsto z miejscami aktywnymi tych
enzymow i dzialajg jak ich inhibitory [35].

Alternatywa wobec fagowych bibliotek ekspresyjnych sa
biblioteki rybosomalne [49]. Metoda ta polega na zastoso-
waniu translacji iz vitrodo mRNA, ktére zostalo otrzymane
z biblioteki sekwencji DNA. Obnizenie temperatury w cza-
sie reakcji translacji umozliwia otrzymanie biatek wiazacych
dany ligand wraz z rybosomami i fragmentami DNA kodu-
jacego dane biatka (oméwione w [8]). Metoda ta zostata za-
stosowana do otrzymania ci¢zkotaricuchowych przeciwciat,
rozpoznajacych pikloran, ktéry jest analogiem roslinnego
czynnika wzrostu, kwasu 3-indolilooctowego [68].

3.3. Ciezkolancuchowe przeciwciala jako odczynniki
diagnostyczne i leki

Zalety rekombinowanych przeciwcial cigzkotarncucho-

wych w poréwnaniu z przeciwciatami klasycznymi sa na-

stgpujace:

 fatwos¢ klonowania wynikajaca z obecnosci tylko jed-
nego genu,

e duza wydajnos¢ ekspres;ji i proste oczyszczanie,

e stabilnos¢ i dobra rozpuszczalnosé,

* duza swoistos¢ i brak krzyzowej reaktywnosci,

¢ mata masa czasteczkowa,

¢ duza homologia sekwencji z ludzkim tanicuchem VH,

* zdolnos¢ do rozpoznawania unikalnych epitopow, cze-
sto z dominujacym udzialem regionu CDR3.
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Tabela 2. tancuchy VHH o poznanej strukturze

VHH Antygen Inhibicja Kd (nM) CDR3 (aa) Pismiennictwo
cAb-Lys2 lizozym + 2 19 [62]
cAb-Lys3 lizozym + 65 24 [62]
cAb-Hul6 lizozym - 0,7 15 [23]
cAb-CA04 anhydraza weglanowa - 29 18 [35]
cAb-CA05 anhydraza weglanowa - 72 19 [35]
cAb-RNO5 RNAza A 80% 35 12 [15]
cAb-AMD7 a-amylaza - 15 16 [35]
cAb-AMD9 a-amylaza + 3 14 [35]
cAb-LAO1 B-laktamaza n.b. <0,7 21 [35]
cAb-LA02 B-laktamaza n.b. 0,6 8 [35]
cAb-LAO3 B-laktamaza n.b. 2 17 [35]
cAb-nM(a2 B-laktamaza n.b. 0,3 16 [23]
cAb-Bcll10 B-laktamaza n.b. 3 15 [23]
cAb-TEM B-laktamaza n.b. 0,45 7 [23]
RR6 azo-dye barwnik R2 22 16 [57]

n.b. — nie badano; aa — reszty aminokwasowe.

Wymienione cechy powoduja, ze cigzkotaricuchowe prze-
ciwciala mozna potencjalnie stosowaé jako:

* odczynnik diagnostyczny, zwlaszcza in vivo;

e odczynnik terapeutyczny;

e 7Zrédto lekow peptydowych.

Schemat otrzymywania fragmentéw VHH, oraz fragmen-
tow Fab i scFv przedstawiono na ryc. 5.

Najwazniejszg zaleta przeciwciat cigzkotacuchowych, w po-
réwnaniu z przeciwciatami klasycznymi, jest ich dwukrotnie
mniejsza masa czasteczkowa. Cigzkotaicuchowe przeciwcia-
ta wnikaja w zwiazku z tym lepiej do tkanek, a ponadto moga
rozpoznawac takie epitopy, ktére ze wzgledéw sterycznych
nie sg dostepne dla klasycznych przeciwciat [12]. Przyktadem
takiego epitopu moze by¢ unikalny taricuch oligosachary-
dowy glikoproteiny VSG (variant surface glycoprotein) pa-
sozytniczych pierwotniakéw, Swidrowcéw (Trypanosoma).
Cigzkotaiicuchowe przeciwcialo cAb-An33, otrzymane z bi-
blioteki fagowej VHH wielbtada immunizowanego biatkiem
VSG, swoiscie rozpoznaje taiicuch oligosacharydowy tego
biatka, niedostgpny dla klasycznych przeciwcial. Wykazano
réwniez, ze koniugat tego przeciwciata z f-laktamaza w obec-
nosci 7-(4-karboksybutamido)-cyklosporyny jest efektyw-
nym lekiem przeciw swidrowcom ( Trypanosoma brucei) wy-
wotujacych $piaczke afrykanska [59].

Stwierdzono, ze skoniugowane z [3-laktamaza cigzkotanicu-
chowe przeciwcialo swoiste dla antygenu karcynoembrio-
nalnego (CEA) powodowato regresje ksenoprzeszczepdéw
raka watroby u myszy [11]. Przeciwciato AFAI, otrzyma-
ne z biblioteki VHH nieimmunizowanej lamy, rozpoznaje
CEA-podobna czasteczke adhezyjna (CEACAM 6) i jest
efektywnym czynnikiem diagnostycznym [69].

Wykazano takze, ze wielbtadzie przeciwciato HuL6 rozpo-
znajace lizozym moze zmienia¢ konformacj¢ zmutowane-
go lizozymu. Mutacja 67: Glu—His powoduje zmiang kon-
formacji lizozymu, w wyniku ktdrej czasteczki lizozymu
agreguja, tworzac wtékna amyloidowe. Wtdkna te moga by¢
przyczyna choréb neurodegeneracyjnych. Zwiazanie wiel-
btadziego przeciwciata HuL6 powoduje powrét zmutowa-
nej czasteczki lizozymu do natywnej konformacji, chociaz
epitop znajduje si¢ w miejscu innym niz mutacja [24].

Otrzymano réwniez cigzkotaricuchowe przeciwciata roz-
poznajace powtarzajace sie peptydowe motywy mucyny
1 [50], receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR)
[46] oraz antygen swoisty dla prostaty (PSA) [55].

Przeciwciata ulegajace ekspresji w cytoplazmie (intracia-
ta) moga miec¢ zastosowanie w regulacji proces6w komor-
kowych. Klasyczne przeciwciata poddane ekspresji w cy-
toplazmie sa przewaznie nieaktywne, ze wzgledu na to, ze
w redukujacych warunkach cytoplazmy niemozliwe jest
prawidlowe potaczenie cigzkiego i lekkiego taiicucha.
Cigzkotancuchowe przeciwciata zachowuja aktywnosé
w cytoplazmie; wykazano, ze wielbtadzie przeciwciato
rozpoznajace enzym rozgal¢ziajacy skrobi¢ w ziemnia-
ku moze dziata¢ jako inhibitor tego enzymu in vivo [33].
Cigzkotaicuchowe przeciwciato rozpoznajace biatko P15
z retrowirusa PERV, poddane ekspresji w cytopazmie, blo-
kuje namnazanie retrowirusa [17].

3.4. Dwuswoiste przeciwciala
Przeciwciata cigzkotaiicuchowe moga stanowi¢ punkt wyj-

Scia do konstrukcji dwuswoistych przeciwciat. Podobnie
jak w przypadku klasycznych przeciwcial, jedno z ,ra-
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Tabela 3. Kamelizowane, ludzkie taricuchy VH (wedtug [52])

Przeciwciato Ligand Kd (nM) (DR3 (aa)
VH-0x21 OxGly 146 15
VH-0s1 OxGly 25 15
VH-0x21.2.4  OxGly 47 15
VH-0x62 OxGly 267 15
VH-N3c1 NIP-CAP 292 15
VH-N3c1.2.2  NIP-CAP 31 15
VH-REVg1 rev 220 1
VH-REVrs1 rev 401 1
VR-LS2 lizozym 3100 10
VH-152.5.1 lizozym 1600 10

0xGly — 4-glicylo-2-fenylooksazol-5-on; NIP-CAP — 3-jodo-4-
hydroksy-5-nitrofenyl-acetylo kwas kapronowy; rev — czynnik
transkrypcyjny HIV; aa — reszty aminokwasowe.

mion” takiego przeciwciata rozpoznaje patogen lub ko-
morke nowotworowa, a drugie limfocyt T, granulocyt lub
komérke NK. Pewna wada dwuswoistych przeciwciat typu
klasycznego jest ich duza masa czasteczkowa, a w przy-
padku dwuswoistych fragmentéw scFv takze brak stabil-
nosci. Wad tych pozbawione sa dwuswoiste przeciwciata
cigzkotaricuchowe [9]. Schemat otrzymywania dwuswo-
istych i dwuwartoSciowych fragmentéw scFv i VHH przed-
stawiono na ryc. 5.

3.5. Kamelizacja ciezkich tancuchéw ludzkich
przeciwcial

Kamelizacja (camelization) jest to upodobnienie ludz-
kich ciezkich taincuchéw do wielbtadzich domen VHH
(omoéwione w [52]). Ludzkie cigzkie tadcuchy lub frag-
menty VH niezwiazane z lekkimi taficuchami sg zazwy-
czaj nierozpuszczalne w wodzie ze wzgledu na obecnosé
hydrofobowych reszt aminokwasowych w obrebie re-
gionu FR2. Stwierdzono, ze zastapienie reszt: Gly(44),
Leu(45) i Trp(47) przez odpowiednio Glu, Arg i Gly (tak
jak w wielbtadzich przeciwciatach) powoduje zwigksze-

PismiennicTWO

nie rozpuszczalno$ci ludzkich fragmentéw VH i umozliwia
ich samodzielna ekspresj¢ [13]. Zastapienie Trp(47) przez
izoleucyng, a nie przez glicyng, podwyzsza stabilnos¢ ka-
melizowanych ludzkich fragmentéw VH [14].

Podstawowa zaleta kamelizowanych, ludzkich fragmentéw
VH w poréwnaniu z wielbtadzimi przeciwcialami jest wyso-
ka homologia z ludzkimi ci¢zkimi taficuchami, w zwiazku
z czym moga by¢ one stosowane in vivo bez obawy wywo-
fania odpowiedzi odpornosciowej [61]. Ponadto, kamelizo-
wane ludzkie fragmenty VH charakteryzuja si¢ mata masa
czasteczkowa (15 kDa), co moze mie¢ znaczenie diagno-
styczne i terapeutyczne, w zwiazku z lepszym przenika-
niem tkanek przez mate czasteczki.

Podczas, gdy Zrédlem taficuchéw VHH moze by¢ tylko
wielbtad lub lama, kamelizowane ludzkie fragmenty VHH
wytwarza si¢ in vitro. W tym celu, ludzkie domeny VH
z wprowadzonymi uprzednio mutacjami w pozycjach 44,
45 147 stuza jako ,,rusztowanie” do konstrukcji bibliotek,
w procesie randomizacji polegajacym na wprowadzeniu
zréznicowania sekwencji w okreslonych regionach hiperz-
miennych. Takie biblioteki poddaje si¢ nastgpnie ekspre-
sji w fagach i przeszukuje za pomoca odpowiednich li-
gandéw. Otrzymane w ten sposéb kamelizowane, ludzkie
fragmenty VH charakteryzuja si¢ mata masa czasteczko-
wa oraz wysokim powinowactwem (oméwionie w [65]).
Dottorini i wsp. [21] wyznaczyli drugorzedowa strukture
ludzkiego, kamelizowanego fragmentu VH, ktéry rozpo-
znaje proteaze serynowa NS3 z wirusa zapalenia watroby
typu C [38], a ponadto okreslili role poszczegdlnych reszt
aminokwasowych w wiagzaniu antygenu i we wzajemnych
oddziatywaniach pomigdzy taricuchami fragmentu VHH.

Parametry niektérych kamelizowanych ludzkich taiicuchéw
VH przedstawiono w tabeli 3.

4. PopsumowANIE

Cigzkotaiicuchowe przeciwciata wielbtadowatych, odkryte
stosunkowo niedawno, stanowia przedmiot intensywnych
badan. Charakterystyczne cechy tych przeciwciat: wyeks-
ponowanie regionéw hiperzmiennych, brak lekkiego tan-
cucha i zwigzana z tym mata masa czasteczkowa sprawiaja,
ze przeciwciala te moga by¢ inhibitorami enzymow 1 sta-
nowig potencjalne Zrédto lekéw.
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