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STRUKTURALNE | FUNKCJONALNE ZROZNICOWANIE
IMMUNOGLOBULIN

Bardzo istotnym elementem systemu immunologicznego zywych organiz-
moéw jest zdolnos¢ rozpoznania co jest ,wiasne”, a co ,,obce”. Rozpoznanie
obcej substancji — antygenu jest bodZzcem do uruchomienia mechanizmow
obronnych, tj. odpowiedzi humoralnej i komérkowej.

Czasteczkami efektorowymi odpowiedzi humoralnej sg immunoglobuliny. Do
grupy tej naleza biatka majgce aktywnos$¢ przeciwciatowa oraz biatka podobne do
przeciwciat pod wzgledem struktury chemicznej i swoistosci antygenowej.

Immunoglobuliny wytwarzane sg przez komérki plazmatyczne (aktywowa-
ne limfocyty B). Wydzielane sg do krwi, gdzie stanowig 11% biatek surowicy,
obecne sg réwniez w ptynach ustrojowych i tkankach. Wykryte zostaty przez
Emila von Behringa i Shibasaburo Kitsabato w 1890 roku. Od tego czasu staty
sie przedmiotem intensywnych badan, ktére doprowadzity do tego, ze obecnie
zaliczane sg do grupy najlepiej scharakteryzowanych biatek. Rozwoj i znacze-
nie badan nad immunoglobulinami wymierzyé mozna przyznanymi nagrodami
Nobla:

— 1901 r.: E. von Behring — wykrycie immunoglobulin,

— 1972 r.. G. M. Edelman i R. R. Porter — poznanie molekularnych

i biochemicznych wiasciwosci,

— 1984 r.: G. Kohler i C. Milstein — podstawy izolacji i produkcji

przeciwciat monoklonalnych,

— 1987r.: S.Tonegawa —molekularne podstawy zréznicowania przeciwciat.

Poznanie struktury i wiasciwosci immunoglobulin, genetycznych podstaw
ich biosyntezy i zré6znicowania ma fundamentalne znaczenie dla wyjasnienia
molekularnych podstaw proceséw odpornosciowych, a opracowanie techno-
logii produkcji przeciwciat monoklonalnych otwiera nowe mozliwosci w diag-
nostyce i terapii.

STRUKTURA IMMUNOGLOBULIN

Prototypowa czasteczka immunoglobuliny zbudowana jest z dwu identycz-
nych fafncuchéw ciezkich (H) i dwu identycznych taficuchdw lekkich (L),
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Antygen

Faza indukcyjna

Faza centralna

Komorki efektorowe
reakcji odrzucania
przeszczepu, nadwraz-

liwosci typu pdznego Komorki plazmatyczne
i komérki cytotoksyczne wydzielajgce immunoglobuliny
Rys. 1. Schemat odpowiedzi immunologicznej. Antygen w formie nalywnej 111111 fi lub po

przetworzeniu O przez komoérke prezentujgcg antygen (APC) rozpoznawany jest przez swoiste
receptory limfocytéw T i B (faza indukcyjna). W centralnej fazie odpowiedzi humoralnej (H) na
skutek wspotdziatania pomocniczych limfocytéw (TH i makrofagéw (M 0) poprzez bezposredni

kontakt komoérka-komorka lub wydzielane przez nie mediatory  limfocyty B podlegajg prolifera-
cji i roznicowaniu do komoérek funkcjonalnych wydzielajagcych przeciwciata. W procesie od-
powiedzi komdrkowej (K) pod wplywem antygenowo swoistych i antygenowo nieswoistych

czynnikow, limfocyty T proliferujg i réznicujg sie do komorek efektorowych

potaczonych za pomocg mostkéw dwusiarczkowych w makromolekularny
kompleks. Liczba mostkéw moze by¢ rézna w zaleznosci od klasy i podklasy
oraz zrodla pochodzenia. Immunoglobulina obserwowana w mikroskopie
elektronowym ma ksztakt litery Y, kat rozwarciajej ramion moze by¢ rézny dla
réznych czasteczek. Na korncach kazdego z dwu ramion zlokalizowane jest
miejsce wigzace. Czasteczki immunoglobulin moga wystepowaé w postaci
monomerow lub mogg tworzy¢ tréjkatne trimery, kwadratowe tetramery badz
pentagonalne pentamery.

Pod wplywem enzymoOw proteolitycznych, rozszczepiajagcych czasteczke
immunoglobuliny w specyficznych miejscach, dzielona jest ona na dwa pod-
stawowe obszary funkcjonalne: Fab (antigen binding) i Fc (easily crastallized).
Fragment Fab sklada sie z fragmentu tancucha ciezkiego i tancucha lekkiego,
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Rys. 2. Schemat budowy monomeru czasteczki immunoglobuliny. Prostokaty prezentujg domeny

tworzace tancuch lekki (VLi CL) oraz tancuch ciezki (VH CHL, CH2, CH3). — regiony hiperzmienne

w obrebie regionu zmiennego VLi VH/° oD komponenta weglowodanowa, |------- 1fragmenty
0 o

proteolityczne. Z poszczegdlnymi domenami zwigzane sg okre$lone funkcje czasteczki immunog-
lobuliny. VHVL wigzanie antygenu (A), CH-CH3 oddziatywanie z komérkowym receptorem dla
fragmentu Fc (FcR), CHL, CH wigzanie sktadowych dopetniacza (C4b, Clq)

fragment Fc, odpowiedzialny za funkcje efektorowe, stanowi pozostatg czes¢
tancucha ciezkiego. Fragment proteolityczny F(ab’)2 otrzymany po dziataniu
pepsyny skiada sie z dwu fragmentdw Fab i czesci fancucha H, zawierajacej
jeden lub wiecej miedzytancuchowych mostkéw dwusiarczkowych. F(ab?’)2,
w przeciwienstwie do Fab, jest dwuwartosciowy, ma takg zdolno$é wiazania
antygenu jak cala czasteczka przeciwciata.

Populacja immunoglobulin, nawet pojedynczego osobnika, odznacza sie
ogromng heterogennos$cig. Dla okre$lenia sekwencji aminokwasowej postuzo-
no sie modelowymi biatkami szpiczaka (myeloma proteins). Okazato sie, ze
C — koncowa czes¢ zaréwno tancucha ciezkiego, jak i lekkiego odznacza sie
stosunkowo zachowawczg sekwencja, natomiast w N-koricowej czesci wy-
stepuje duza zmienno$¢. Na tej podstawie wydzielono region staty (C —cons-
tans) i region zmienny (V — variable). Wystepujg one zaréwno w tancuchu
ciezkim (CH VH, jak i lekkim (CL, VL. W obrebie regiondw zmiennych
wystepuja miejsca odznaczajace sie szczegdlng heterogennosciag sekwencji ami-
nokwasowej —regiony hiperzmienne.

tancuchy ciezkie i lekkie immunoglobulin zbudowane sg z liniowo
potaczonych podstawowych struktur — domen (obszaréw globularnych).
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Z poszczegllnymi domenami zwigzane sg okre$lone wiasciwosci biologiczne.
W obrebie regionu zmiennego fanicucha lekkiego i ciezkiego wyrdznia sie
jedng domene VL i jedng VH w regionie statym tancucha lekkiego jedng
domene CL, w tancuchu ciezkim 3—4 obszary globularne CH Z badan
krystalograficznych i dyfrakcji rentgenowskiej wiadomo, ze domeny
V i C utworzone sg z 7 przeciwréwnolegle utozonych odcinkéw o konformacji
B tworzacych dwie plaszczyzny utrzymywane za pomoca oddziatywan hy-
drofobowych i mostkow dwusiarczkowych. W domenie regionu zmiennego
fancuch polipeptydowy zwiniety jest w dodatkowa petle — region hiper-
zmienny wchodzacy w skiad miejsca wigzacego antygen [3, 14].

Rys. 3. Schemat budowy statej i zmiennej domeny immunoglobulinowej

odcinki o konformacji 8

tworzace dwie przeciwréwnolegle utozone
ptaszczyzny

mostki dwusiarczkowe

Pomiedzy domenami CHL—CL a CH2 wystepuje region zawiasowy (hinge
region). Petni on miedzy innymi role elastycznego tgcznika pomiedzy fragmen-
tem Fab a pozostaty czeScig czasteczki. Jego obecno$é zwieksza stopien
swobody orientacji przestrzennej fragmentu Fab.

Czasteczki immunoglobulin sa glikoproteinami. l1o$¢ reszt aminokwaso-
wych bedacych akceptorami komponenty weglowodanowej (Asn-X-Ser) jest
rézna w réznych immunoglobulinach, zlokalizowane sa gtownie w obrebie
regionu zawiasowego i domeny CH2. Funkcjonalna rola komponenty weg-
lowodanowej immunoglobulin nie jest doktadnie poznana. Uwaza sie jednak,
ze cukry odgrywaja role w utrzymaniu struktury czasteczki, syntezie i sekrecji,
warunkujg oporno$¢ na proteolize, zwiekszajg rozpuszczalno$¢ w Srodowisku
wodnym i modulujg usuwanie z surowicy.
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Rys. 4. Schemat budowy polimerycznych immunoglobulin

Oprocz form monomerycznych immunoglobuliny wystepuja tez w postaci
dimeréw (czasami trimeréw lub polimeréw), np. IgA lub pentameréw, np.
IgM. Czasteczka odpowiedzialng za polimeryzacje jest taricuch J. Sekwencja
farncucha J jest w nieznacznym stopniu spokrewniona z sekwencjg domeny
immunoglobulinowej, ma jednak zblizong strukture drugorzedowag. Nie jest
doktadnie poznany mechanizm udziatu tafcucha J w polimeryzacji IgA czy
IgM, wiadomo jednak, ze w procesie tym bierze udziat jedna jego czasteczka.
W wydzielniczych 1gA wystepuje dodatkowa glikoproteina — czasteczka
wydzielnicza (SC, secretory component). Poczatkowo rola SC wigzana byta
z ochronnym dziataniem przed enzymatycznym trawieniem IgA w czasie
przechodzenia z miejsca syntezy — warstwy podsluzéwkowej gruczotu. Obec-
nie czasteczka SC okre$lana jest jako transmembranowa domena receptora
poliimmunoglobulinowego [9].

ROZNORODNOSC IMMUNOGLOBULIN (IZOTYPY, ALLOTYPY, IDIOTYPY)

Na podstawie struktury regionu statego tancucha ciezkiego immunog-
lobuliny zostaty podzielone na gtéwne grupy zwane klasami, ktdére dalej
dzielone sg na podklasy. Immunoglobuliny poszczegélnych klas r.6znig sie
wiasciwosciami fizykochemicznymi i biologicznymi. Przynalezno$¢ do danej
klasy czy podklasy determinowana jest wiec rodzajem tancucha H, jego staly
region, powtarzajacy sie u wszystkich osobnikéw danego gatunku, okresla
izotyp immunoglobulin. Homologia sekwencji aminokwasowej pomiedzy po-
szczegblnymi klasami ludzkich immunoglobulin wynosi okoto 30%. Obserwuje
sie rdbwniez znaczne zroznicowanie w zawartosci reszt cukrowych. W obrebie
danego gatunku immunoglobuliny poszczegdlnych klas moga mie¢ te samg



388 Maria Janusz

Tabela 1
Wiasciwosci immunoglobulin ludzkich
19G IgA IgM 1gD IgE
Forma molekularna monomer monomer pentamer monomer monomer
dimer
polimer
Wspétczynnik
sedymentacji 7S 7S, 9S, 11S 19S 7S 8S
Masa czasteczkowa 150 000 160 000 950 000 175 000 190 000
(monomer)
tancuch cigzki Vi>v2  y4 az, a2 $ £
tancuchy dodatkowe - J, SC J - -
Zawarto$¢ cukrow (%) 3 7 10 9 13
Poziom w surowicy
(mg/100 ml) 1250+ 300 210+ 50 125 + 50 4 0.03
Warto$ciowosé 2 2,4 5, 10 2 2
Aktywacja dopetniacza:
klasyczna + - + - -
alternatywna - + - + -
Wiazanie do komoérek makrofagi ? komarki
neutrofile tuczne
trofoblasty
tozyska

zdolno$¢ wigzania antygenu, réznig sie jednak funkcjami efektorowymi. tan-
cuchy ciezkie wszystkich izotypéw immunoglobulin fgczg sie z tymi samymi
taricuchami lekkimi wystepujagcymi w formie x lub X W formie natywnej
czasteczki immunoglobuliny zachowana jest zawsze jednorodnosé formy tan-
cucha lekkiego (x2 lub X2).

Zrdznicowanie allotypowe immunoglobulin odzwierciedla swoisto$¢ anty-
genowg immunoglobulin pewnych, ale nie wszystkich osobnikéw danego
gatunku. Dotyczy zaréwno taricuchow lekkich, jak i ciezkich, uwarunkowane

Rys. 5. Lokalizacja determinant izotypowych, allotypowych i idiolypowych na czasteczce immuno-
globuliny. V determinanty allotypowe, » determinanty idiotypowe, — regiony hiperzmienne
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jest wystepowaniem allelicznych form kodujacych je genéw. Typowymi al-
lotypami wystepujacymi w tafcuchu ciezkim ludzi sa: A2m (IgA2), GIm (IgGJ,
G2n (1gG2) i G3n (IgG3). Lokalizowane sg gtdwnie w obrebie fragmentu Fc.
W obrebie tancuchdw lekkich wyréznia sie allotypy Km — taricuchy x i Lm
— tancuchy X W przeciwienstwie do allotypéw tancuchow ciezkich, zwigza-
nych $cisle z izotypem immunoglobulin, wystepujg one we wszystkich klasach
immunoglobulin. Determinanty allotypowe sg przewaznie odzwierciedleniem
zmian w pierwszorzedowej strukturze fafAcucha polipeptydowego dotyczacych
nawet jednej lub dwu reszt aminokwasowych, jak w przypadku GIm i GIm.
W tych ostatnich przypadkach dla ekspresji wymagana jest obecno$é tancucha
L (Gm) i H (Km).

Swoistos¢ idiotypowa immunoglobulin zwigzana jest z r6znicami w sekwen-
cji aminokwasowej okoto 100 reszt w obszarze zmiennym tancuchdw ciezkich
i lekkich, gtéwnie w obrebie regionu hiperzmiennego tworzacego miejsce
wigzace antygen. Zmiennos$¢ ta daje mozliwos¢ rozréznienia ogromnej liczby
czasteczek rozniagcych sie sekwencjg regionu V i jest podstawg réznorodnosci
przeciwciat. Ekspresja wiekszosci determinant idiotypowych wymaga obecno-
sci obu tancuchow — H i L. Idiotyp jest wiec niepowtarzalng cechg danej
czagsteczki przeciwciata pojedynczego osobnika. Jest produktem pojedynczego
genu lub grupy gendéw Scisle spokrewnionych. Moze by¢ uwazany za marker
specyficznego klonu komdrek produkujacych przeciwciata [13, 14, 15].

BIOSYNTEZA | ZROZNICOWANIE IMMUNOGLOBULIN

Lokalizacja syntezy przeciwciat zalezy od drogi wprowadzenia antygenu
ijego wiasciwosci. Miejscem biosyntezy wiekszos$ci przeciwciat sg szpik kostny,
Sledziona, wezty limfatyczne, wyrostek robaczkowy, ptuca. Do organéw naj-
bardziej aktywnych nalezg Sledziona i wezty limfatyczne. W tych narzgdach na
0g6t wzrasta synteza y-globulin nie bedacych przeciwciatami.

Komoérkami produkujgcymi przeciwciata sg limfocyty B. Pierwotnym or-
ganem ich neogenezy jest szpik kostny. Mate limfocyty stanowig 20 —30%
jadrzastych komérek szpiku. Sa niedzielacymi sie komdrkami spoczynkowymi
(G0). Okoto 3 dni po powstaniu przenoszone sg z krwiobiegu do $ledziony
i weztdw chtonnych. Cecha charakterystyczng odpowiedzi immunologicznej
jest przeksztatcanie sie komérek prekursorowych w komérki produkujace
przeciwciata, rozprzestrzenianie sie ich w organizmie i nabieranie przez nie
pewnej specjalizacji w kierunku produkcji przeciwciat o okre$lonej swoistosci.
Prekursorowe komorki B powstajace w szpiku podlegajg procesom dojrzewa-
nia, pojawiajg sie na ich powierzchni specyficzne markery, takie jak: IgM, FcR,
MHC Kklasy Il, receptory dla mitogendéw. Najwcze$niej pojawiajacym sie
markerem jest IgM. Kontakt z antygenem aktywuje grupe komoérek o okres-
lonej specyficznosci do przejscia w cykl komérkowy i do podziatéw. Prowadzi
to do powstania efektorowych komdrek wydzielajgcych immunoglobuliny
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i populacji komorek spoczynkowych, krazacych w organach limfoidalnych,
przygotowanych na ponowny kontakt z tym samym antygenem. Proces
koncowego réznicowania sie komoérek kontrolowany jest przez wiele czynnikéw
uwalnianych przez komérki T lub monocyty, jak np. interleukiny. Specjalizacja
komoérek do produkcji przeciwciat o okres$lonej swoistosci nabywana jest
podczas roznicowania komorek B z niepobudzonych prekursorow poprzez
rearanzacje segmentow gendéw VH i VL powierzchniowych IgM. Zrodiem
dodatkowego zréznicowania sg zmiany w obrebie genow fancucha H. Rearanza-
cja w obrebie gendw i somatyczne mutacje prowadzg do powstania okoto 1010
réznych specyficznosci w obrebie jednego osobnika. Stwarza to praktycznie
mozliwos$¢ powstania przeciwciat przeciwko wszystkim istniejgcym lub sztucznie
utworzonym antygenom [6]. Specyficzno$¢ wigzania antygenu, bedaca wynikiem
-identycznosci regionéw zmiennych taincuchow lekkich i ciezkich IgM, jest
sygnatem pobudzajgcym powstanie klonu komoérek produkujgcych przeciwciata
0 okreslonej swoistosci. Obowigzuje wiec zasada zaprogramowania limfocytéw
jednego klonu do produkowania przeciwciat o jednej specyficznosci. Wydzielane
przeciwciata sg kopig immunoglobuliny na powierzchni limfocytu.

Cytoplazma komérek produkujacych przeciwciata obfituje w RNA i rybo-
somy, co Swiadczy o przystosowaniu ich do syntezowania duzej ilosci biatka
»na eksport”. Synteza tancuchdw ciezkich i lekkich czasteczki immuno-
globuliny zachodzi na oddzielnych polirybosomach. tancuch lekki ma zdol-
nos$¢ autonomicznego uwalniania sie z polirybosoméw. Uwalnianie fafncucha
ciezkiego zalezy od obecnosci tancucha lekkiego. Po zakonczeniu syntezy
fancuchy przechodza do siateczki endoplazmatycznej, gdzie odtgczany jest
peptyd sygnatowy i na drodze reakcji enzymatycznej dotgczana komponenta
weglowodanowa. Po przejsciu przez aparat Golgiego, gdzie moga zachodzi¢
modyfikacje reszt cukrowych, wydzielane sg na zewnatrz [3]. W siateczce
endoplazmatycznej stwierdzono obecno$¢ BiP (immunoglobulin heavy chain
binding protein) i jego kompleksow z niekompletnymi fancuchami ciezkimi.
Biatko to reguluje posttranslacyjne losy taricuchow ciezkich. Przytgczenie BiP
do tancucha H zapobiega jego wydzielaniu. BiP i tancuch lekki wspotzawod-
niczg wiec o wigzanie tancucha ciezkiego [4].

Roznice w strukturze pierwszorzedowej znajdujg swoje odzwierciedlenie
w strukturze czwartorzedowej — podjednostkowej budowie czgsteczki immu-
noglobuliny. Sprowadza sie to do roznicy w liczbie i rozmieszczeniu reszt
cysteiny biorgcych udziat w tworzeniu miedzytancuchowych, a tez wewnatrzdo-
menowych mostkéw dwusiarczkowych. Zachowany jest konserwatyzm liczby
llokalizacji mostkow w obrebie klasy i podklasy oraz gatunku, nieco wieksza
zmienno$¢ obserwuje sie pomiedzy mostkami taczacymi faincuchy ciezkie [3].

Jak juz wczeSniej wspomniano, system immunologiczny odznacza sie
zdolnoscig wytwarzania przeciwciat o bardzo zrdznicowanej specyficznosci,
skierowanych przeciwko prawie nieskonczonej liczbie antygenéw. R6znorod-
nos¢ ta jest wynikiem zmiennej sekwencji aminokwasowej regionéw V. Dla
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wyttumaczenia tak ogromnego zréznicowania przyjmuje si¢ dwa alternatywne
modele: mutacji somatycznych i linii zarodkowych. W mysl teorii mutacji
somatycznych poszczeg6lne komérki majg ograniczony zaséb informacji do
produkcji przeciwciat, zréznicowanie w obrebie regionu V jest wynikiem
mutacji zachodzacych podczas ontogenezy. Zgodnie z zatozeniami teorii linii
zarodkowych przyjmuje sie, ze kazdy limfocyt ma informacje genetyczng do
produkcji przeciwcial, zréznicowanie regiondéw V w genomie zarodkowym jest
wynikiem duplikacji i mutacji genowych podczas filogenezy. Fakt, ze zmien-
nos¢ dotyczy regionu V, a nie C mozna wytlumaczy¢ tym, ze regiony state
i zmienne kodowane sg przez niezalezne geny.

W czasie rozwoju komérek produkujacych przeciwciata jedna z wielu
sekwencji regionu V taczy sie z sekwencjg regionu C, co prowadzi do powstania
kompletnego genu kodujacego immunoglobuliny. Poznanie struktury tego
genu pozwolito na wyjasnienie molekularnych podstaw zréznicowania immu-
noglobulin. Kazdy region zmienny kodowany jest przez dwa lub trzy segmenty
genowe, w przypadku tancuchéw x i X —V i J, w przypadku tancuchéw
ciezkich — V, D i J. W poszczeg6lnych segmentach znajdujg sie regiony
= egzony (exons) kodujace okre$lone odcinki tancucha polipeptydowego,
w tym regiony hiperzmienne. Liczba segmentéw genowych jest rézna dla
réznych fancuchow (x, Xi H) immunoglobulin réznych gatunkéw. Na przyktad
u myszy wystepuje kilkaset Vx, cztery funkcjonalne Jx u ludzi okoto 80Vv* i 5J*.
W przypadku faincucha ciezkiego myszy catkowitg liczbe segmentéw VHokresla
sie na kilkaset do tysigca. Dzielone sg na podstawie homologii sekwencji
nukleotydowej (>80% identycznosci) na 9 rodzin. U ludzi wyrdznia sie
100—200 VH podzielonych na 6 rodzin, sze$¢ funkcjonalnych segmentéw JH
i dziesiec¢c DH Region staly kazdego z tancuchéw immunoglobulinowych
kodowany jest przez segment genowy C zawierajacy jeden lub wiecej egzondw.
Region staty fancuchow lekkich x lub Xkodowany jest przez pojedynczy egzon
C*lub Q. Dla regionu tancucha ciezkiego wyroéznia sie¢ 3—7 egzonow: jeden
dla kazdej domeny i 1—4 dla regionu zawiasowego. Segmenty genu C kodujace
rézne tancuchy ciezkie utozone sa w okreslonej kolejnosci, np. u myszy:
Q —Q —Cy3—Cyj—Cyb—Cy2a—Cg—C«. W klonie komérek produkujacych
przeciwciata dany region zmienny tafcucha ciezkiego (kodowany przez egzon
V—D —J) moze by¢ potgczony zjednym z segmentow CH Ogromna réznorod-
nos$¢ specyficznosci przeciwciat jest rezultatem wykorzystania réznych segmen-
tow genowych kodujacych regiony zmienne, zr6znicowanie izotypowe —wyni-
kiem wykorzystania réznych segmentéw kodujacych regiony state. Zastanawia-
jac sie nad mechanizmem zréznicowania mozna wyrozni¢ nastepujace zjawiska:
réznorodnos¢ segmentéw genowych V, D iJ w liniach zarodkowych, rézne ich
potaczenia, mutacje somatyczne, czyli zamiana zasad w segmencie genowym
pociggajaca za soba zmiane w sekwencji aminokwasowej przeciwciata, dotgcze-
nie dodatkowych nukleotydéw, kombinacje potgczen regiondéw zmiennych
faincucha ciezkiego i lekkiego tworzacych miejsce wigzace antygen.
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Podstawag molekularng zréznicowania immunoglobulin jest rearanzacja
kodujacych je gendéw. Wyr6zni¢ mozna dwa typy: rearanzacje zachodzaca
w prekursorowych lub nie pobudzonych komérkach B obejmujaca segmenty
genéw kodujace zmienne regiony fafncuchow ciezkich i lekkich oraz rearanzacje
zachodzgca w aktywowanych komérkach B, obejmujaca tylko geny tancucha
ciezkiego. W procesie dojrzewania, w pierwszej kolejnosci zachodzi rearanzacja
segmentdéw regionu zmiennego tancucha H. Jest to proces dwuetapowy,
najpierw ma miejsce potgczenie JHD, nastepnie dofgczany jest segment VH
W procesie rearanzacji segmentéw genowych tancuchow L, w pierwszej kolej-
nosci dochodzi do potaczenia V*-J*, nastepnie V;.-Ja Podczas tgczenia segmen-
tow genowych regionu zmiennego moze nastepowac dalsze rdznicowanie
w wyniku przeciecia rekombinujacych segmentéw w réznych miejscach badz
dotgczenia dodatkowych nukleotydow.

Drugi typ rearanzacji odpowiedzialny jest za zjawisko ,.class switching”
—wybor segmentu genowego regionu statego. Proces ten zachodzi po stymula-
cji komorek B. Kompleks segmentéw genowych VH—DH—JH przemieszczany
jest do jednego z regionéw CH. Wybdr regionu CHodpowiedniego dla danego
izotypu immunoglobulin — ,,isotypic exclusion” —moze zachodzi¢ na skutek
delecji segmentu genowego, np. CY Q, C\, Cy3 w przypadku syntezy y2b
u myszy.

Rys. 6. Schemat rearanzacji w obrebie locus tafncucha ciezkiego. Wybér regionu CHw przypadku
syntezy y2o u myszy' zachodzi na skutek delecji segmentu genowego Cp, CO, Cy15 Cy3, kompleks VDJ
przemieszczony jest do regionu Cy2b

Na pojedynczej komdérce wyrazany jest tylko jeden z dwu homologicznych

chromosomalnych loci — ,,allelic exclusion”.
Koncowy etap réznicowania immunoglobulin to wybdr jednej z dwu
alternatywnych form ich wystepowania — sekrecyjnej lub membranowe;j.

Immunoglobuliny membranowe (gtéwnie monomeryczne IgM i IgD) rdznig sie
od formy wydzielniczej C koncowym fragmentem tafncucha ciezkiego, ktory
odpowiedzialny jest za zakotwiczenie wmembranie komorkowej. Sktada sie on
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z 41—72 reszt aminokwasowych, dzielony jest na trzy regiony: taczacy sie
z koricowg domeng CH hydrofobowy segment transmembranowy gczacy sie
z lipidami membranowymi i C-koncowy fragment cytoplazmatyczny odpowie-
dzialny za przenoszenie sygnatu do struktur wewnatrzkomérkowych. W proce-
sie syntezy tancucha ciezkiego immunoglobulin wydzielniczych i membrano-
wych biorg udziat r6zne formy mRNA pochodzace z tego samego genomu.
C-koncowy segment formy membranowej ma jeden lub dwa dodatkowe
egzony. Wybér formy wydzielniczej czy membranowej, determinowany jest
w momencie transkrypcji. Ma miejsce kompetycja pomiedzy poliadenilacja
a przytaczeniem egzondéw kodujacych forme membranowa [5, 10, 12, 16, 19].

Rys. 7. Schemat syntezy wydzielniczej i membranowej formy IgM. M1 M2 — egzony specyficzne

dla formy membranowej. Wybér formy, wydzielniczej czy membranowej, determinowany jest

w momencie transkrypcji, zachodzi kompetycja pomiedzy poliadenilacja (polyA) a przytaczeniem
\ egzonéw M1 M2

Poznanie struktury immunoglobulin i genetycznych podstaw ich biosyntezy
i réznicowania upowaznito do uznania domeny immunoglobulinowej z& pod-
stawowg jednostke strukturalng catej grupy biatek warunkujgcych sprawnosc
funkcjonowania uktadu immunologicznego (immunoglobulin superfamily). Na
skutek duplikacji segmentu genu pierwotnego i kombinacji potgczen powstaty
struktury powierzchniowe komérek odpowiedzialne za rozpoznanie antygenu
(receptory limfocytéw T i B), elementy restrykcyjne (MHC klasy I i klasy II),
markery powierzchniowe limfocytéw (CD4 i CD8), czasteczki adhezyjne (CD2,
LFA-3), receptory dla immunoglobulin (poly IgR, FcyR [13].

BIOLOGICZNE FUNKCJE IMMUNOGLOBULIN

Podstawowg funkcjg systemu immunologicznego jest rozpoznanie i unie-
czynnienie ,,obcego agenta”. Czasteczkami efektorowymi obu etapéw tego
procesu sg immunoglobuliny. Dwoisto$¢ funkcji przez nie petnionych zwigzana
jest z przedstawionym powyzej zréznicowaniem strukturalnym czasteczki.
Regiony zmienne odpowiedzialne sg za rozpoznanie i wigzanie antygenu,
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regiony state oddziatywujac z innymi czasteczkami i/lub komorkami petnig
funkcje efektorowe, takie jak: aktywacja komplementu, interakcje z komor-
kowymi receptorami dla fragmentu Fc (FcR), kontrola katabolizmu. Po-
szczegblne funkcje zwigzane sg z okre$lonymi domenami.

WIAZANIE ANTYGENU

Jak przedstawiono przy omawianiu domenowej budowy immunoglobulin,
miejsce wigzace utworzone jest na skutek przestrzennego uformowania petli
peptydowych zawierajagcych regiony hiperzmienne tahcuchow ciezkich i lek-
kich. Struktura okre$lana jest przez reszty tworzace region determinujacy
komplementarnos¢ (complementary determining region), w jej tworzeniu biorg
tez udziat reszty regionu ramowego (framework region), reszty glicyny warun-
kuja odpowiednie pofatdowanie fragmentdw #taricuchéw polipeptydowych.
Ksztatt i wielko$¢ miejsca wigzacego zmienia sie wraz ze specyficznoscig
i powinowactwem w stosunku do antygenu. Ogromne zréznicowanie miejsca
wigzacego — heterogenno$¢ wchodzacych wjego sktad aminokwaséw —moze
by¢ wynikiem réznego potaczenia domen VHi VL, selekcji regionéw V podczas
tworzenia aktywnego segmentu genu VHIlub VL, powstania nowych sekwencji
aminokwasowych na skutek polgczenia regiondéw V i mutacji somatycznych.
Miejsce wigzace, w zaleznosci od wigzanych determinant antygenowych, moze
mie¢ ksztatt kieszonki hydrofobowej (w przypadku matych antygendéw w nigj
zagtebia sie czasteczka haptenu) lub nieregularnej, ptaskiej ptaszczyzny w przy-
padku antygenéw biatkowych. W momencie przytaczania antygenu nastepuje
»dopasowanie” plaszczyzny miejsca wigzacego z powierzchnig antygenu (mo-
del ,,lock-and-key” lub ,face-to-face”) [3, 13].

FUNKCJE EFEKTOROWE

Immunoglobuliny poszczeg6lnych klas moga wykazywaé jednakowa zdol-
nos$¢ oddziatywania z przeciwciatem, réznig sie funkcjami efektorowymi.

Gtownymi przeciwciatami syntezowanymi podczas wtornej odpowiedzi
immunologicznej sg IgG. Posiadajg one zdolno$¢ oddziatywania ze swoistym
receptorem na powierzchni komérek. Oddziatywanie z FcyR na makrofagach,
komorkach tucznych i limfocytach odpowiedzialne jest za takie procesy jak:
fagocytoza, cytotoksyczno$¢ zalezna od przeciwciat (ADCC), uwalnianie me-
diatoréw, specyficzna regulacja funkcji limfocytéw. Na skutek przytaczania do
swoistego receptora na trofoblastach, jako jedyna klasa immunoglobulin,
transportowane sg przez fozysko, co stanowi droge przekazywania odpornosci
z matki do ptodu. Oddziatujg réwniez z receptorami na $luzéwce jelita. 1gG
majg zdolno$¢ neutralizacji toksyn bakteryjnych, wigzania sie do mikroor-
ganizmoéw (wzmaganie ich fagocytozy) i aktywacji uktadu komplementu (droga
klasyczna). Najszybciej, w poréwnaniu z innymi klasami immunoglobulin,
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dyfundujg do przestrzeni pozanaczyniowej, gdzie sg najliczniej reprezentowane.
Katabolizm regulowany jest catkowitym poziomem IgG w ptynach ustrojo-
wych. Nasilenie syntezy zalezy od stymulacji antygenem.

Giowng klasg immunoglobulin ptynéw wydzielniczych, takich jak: tzy,
$lina, mleko, sok jelitowy sg IgA. Oddzialujg z receptorem poliimmuno-
globulinowym na komdrkach nabtonkowych organéw wydzielniczych. Hamu-
jac proces adhezji mikroorganizméw do powierzchni $luzéwki, petnig role
w obronie organizmu przed infekcjami bakteryjnymi. IgA obecne w duzej ilosci
w siarze i mleku zwigzane sg z przekazywaniem biernej odpornos$ci z matki do
noworodka. Agregaty IgA biorg udziat w alternatywnym szlaku aktywacji
komplementu.

IgE wykrywane sa w krazeniu w nieznacznych ilosciach. Gtéwnie wystepuja
na powierzchni komoérek tucznych i bazofili majacych na swojej powierzchni
swoisty receptor (FcdR) o wysokim powinowactwie. Zasadnicza rola przypisy-
wana IgE to funkcja tgcznika pomiedzy komérkami oraz mediatora alergii
i odpornosci przeciwzapalnej przez pobudzanie wydzielania mediatoréw sta-
néw zapalnych i chemoatraktantow.

IgM jest to gtowna klasa immunoglobulin pojawiajacych sie podczas
pierwotnej odpowiedzi immunologicznej. Przeciwciata klasy IgM czesto obser-
wowane sg w chorobach o podtozu autoimmunologicznym (np. czynnik
reumatoidalny). IgM wystepujg w dwu formach: monomeryczne, zwigzane
zmembrang komérek i pentameryczne, w ptynach ustrojowych. Pentamerycz-
ne, wydzielnicze IgM maja zdolno$¢ wigzania wielowartosciowych antygenow
bakteryjnych i wirusowych, biorg udziat w pierwszym etapie obrony przeciwko
infekcjom mikroorganizméw. Kompleksy IgM aktywujg uktad dopetniacza
(droga klasyczna).

IgD wystepujg w bardzo matej ilosci w surowicy, obecne sg na powierzchni
dojrzatych limfocytow B. Stosunek ekspresji /o uwazany jest za marker
dojrzatosci komérek B. Wystepujace rownoczesnie na powierzchni dojrzatych
komorek B IgM i IgD majg taki sam region zmienny — takg samg zdolno$é
wigzania antygenu. Powierzchniowe IgD moga by¢ uwazane za receptor
wspotdziatajacy w kontroli aktywacji i supresji limfocytéw B [3, 13].

IMMUNOGLOBULINY JAKO ANTYGENY

Glikoproteinowe czasteczki immunoglobulin podane innemu osobnikowi
tego samego lub innego gatunku rozpoznawane sg jako ,obce” i stajg
sie sygnatem do zapoczatkowania procesu odpowiedzi immunologicznej. Cze-
sto utrudnia to stosowanie przeciwciat w terapii. Jak wynika ze struktury
immunoglobulin, majg one wiele determinant antygenowych (epitopéw) be-
dacych odzwierciedleniem sekwencji aminokwasow w tancuchu polipepty-
dowym (determinanty sekwencyjne) i konformacji czasteczki (determinanty
konformacyjne).



396 Maria Janusz

Antygenami moga by¢ immunoglobuliny wszystkich klas. Maja one swoiste
determinanty dla danego izotypu tancucha ciezkiego i lekkiego —determinanty
izotypowe. Podajgc zwierzetom immunoglobuliny danej klasy obcego gatunku
otrzymuje sie poliwalentne surowice zawierajace przeciwciata skierowane prze-
ciwko epitopom swoistym dla danego izotypu tancucha ciezkiego i tancucha
lekkiego kappa lub lambda, ktory jest wspdlny dla réznych klas immunog-
lobulin. Na drodze absorpcji przeciwciat antyizotypowych za pomoca od-
powiednich surowic mozna uzyska¢ reagenty specyficznie reagujace z tan-
cuchami lekkimi. Pomiedzy izotypami poszczegélnych gatunkéw obserwuje sie
czesciowe pokrewienstwo antygenowe.

Determinantami charakterystycznymi dla danego osobnika sg determinan-
ty allotypowe. Przewaznie sa one odzwierciedleniem roznic w strukturze
pierwszorzedowej tafncucha ciezkiego lub lekkiego. Czgsteczka immunoglobuli-
ny osobnika o okreslonych determinantach allotypowych moze by¢ immunoge-
nem dla innego osobnika tego samego gatunku, u ktdrego nie obserwuje sie ich
ekspresji.

Determinantami charakteryzujgcymi region zmienny czasteczki immunog-
lobuliny sg determinanty idiotypowe. Sg one markerem czgsteczki immunoglo-
bulin danego osobnika. Lokalizowane sg gtdwnie w obrebie miejsca wigzgcego
antygen, dla ich ekspresji przewaznie wymagana jest obecnos$¢ zarowno fanficu-
cha ciezkiego, jak i lekkiego. Przeciwciata skierowane przeciwko determinan-
tom idiotypowym mozna otrzymaé przez immunizacje innego osobnika tego
samego gatunku. Specyficzny antygen lub hapten, wiazac sie do czgsteczki
przeciwciala antyidiotypowego, moze blokowac reakcje pomiedzy determinan-
tami idiotypowymi a skierowanymi przeciwko nim przeciwciatami. Przeciwciata
antyidiotypowemoga modulowac ekspresje okreslonego typu immunoglobulin,
odgrywajg role w regulacji odpowiedzi immunologicznej (network theory) [3].

RECEPTOR ANTYGENOWY LIMFOCYTOW B

Istnienie przeciwciat na powierzchni komérek — nazwanych tancuchami
bocznymi —zaproponowat Ehrlich juz wroku 1900, co oparte byto bardziej na
znakomitej, jak sie okazato, intuicji tego badacza, niz na materiale doswiad-
czalnym. ,, Teoria fancuchéw bocznych” Ehrlicha, uwazana potem przez wiele
lat za naiwng, odzyla w nowoczesnej formie w S$wietle wynikow badan
prowadzonych w latach pieédziesigtych i sze$¢dziesigtych.

Czasteczki immunoglobulin na powierzchni limfocytéw jako struktury
rozpoznajace antygeny postulowane sg w teorii klonalnej selekcji. W mysl jej
zatozen kazdy limfocyt ma genetyczng informacje do wyprodukowania jednego
rodzaju przeciwcial. Czasteczki takie wbudowywane sg w btone komorkowa
jako receptory. Na réznych limfocytach sg réznego rodzaju receptory, tak
ze pula limfocytdw organizmu reprezentuje szerokie spektrum swoistosci.
Antygen moze tgczy¢ sie ze swoistym dla siebie przeciwciatem na powierzchni



Strukturalne ifunkcjonalne zréznicowanie immunoglobulin 397

komorki prekursorowej, co prowadzi do réznicowania i podziatdbw. W wyniku
tego powstaje klon komérek syntezujacych przeciwciata o takiej swoistosci jakg
mialy przeciwciata rozpoznajgce antygen.

Jak juz wczes$niej wspomniano, podstawowg funkcjg uktadu immunologicz-
nego jest rozpoznanie obcej struktury i pobudzenie reakcji mogacych prowa-
dzi¢ do jej wyeliminowania. Za rozpoznanie odpowiedzialne sg receptory
antygenowe limfocytéw T i B —TCR i immunoglobuliny, gtéwnie IgM i IgD.
Sa to biatka wykazujace pewne podobienstwa strukturalne — oba nalezg do
rodziny biatek immunoglobulinowych, zbudowane sg z tancuchéw majacych
regiony state i zmienne, odcinki zewnatrzkomorkowe, transmembranowe i we-
whnatrzcytoplazmatyczne.

Antygen swoiscie rozpoznawany przez receptor immunoglobulinowy lim-
focytéw B przedostaje sie do wnetrza komorki (ulega endocytozie w potaczeniu
z czgsteczkg immunoglobuliny) gdzie poddawany jest procesom przetwarzania
i ponownie transportowany jest na powierzchnie komorki B w formie typowej
dla komdrek prezentujgcych antygen, czyli zwigzany z czasteczkg MHC klasy
Il. Zdolnos¢ prezentowania antygenu przez limfocyty B znacznie przewyzsza
antygenowo niespecyficzne komdarki prezentujgce np. makrofagi. Receptory
immunoglobulinowe, swoiscie reagujac z antygenem, maja zdolno$¢ koncent-
rowania go na powierzchni komorki, dla zapoczatkowania procesu odpowiedzi
wystarczajace sa tysiac, a nawet dziesie¢ tysiecy razy mniejsze dawki antygenu.
Sieciowanie receptorow immunoglobulinowych przez antygen jest Zrodiem
sygnatu aktywujacego przekazywanego do wnetrza komérki.

Funkcja receptora immunoglobulinowego zwigzana jest scisle z jego budo-
wa. Za rozpoznanie i wiazanie antygenu odpowiedzialny jest zewngtrzkomor-
kowy fragment utworzony z dwu tancuchéw lekkich i dwu transmembrano-
wych tafncuchéw ji lub Q W jego obrebie zlokalizowane jest miejsce wiazace.
Transmembranowy fragment, potgczony niekowalencyjnie z kompleksem przy-
pominajgcym CD3 receptora limfocytéw T, odgrywa role w przesytaniu
sygnatu. W kompleksie membranowym ludzkich i mysich immunoglobulin
wykazano obecno$¢ dwu taricuchéw a i 8, potgczonych w heterodimer za
pomocg mostkéw dwusiarczkowych. Tworzg one otoczke okalajgca transmem-
branowy odcinek tancucha ciezkiego, wchodzace w jego skiad aminokwasy
hydrofobowe odpowiedzialne sg za zakotwiczenie na powierzchni komorki.
Wykazano, ze membranowe IgM pozbawione tancucha a ulegajg wewnatrz-
komoérkowej degradacji. Heterodimer a & moze by¢ uwazany za rdzeniowe
biatko proreceptora immunoglobulinowego. Strukturalne réznice pomiedzy
powierzchniowymi IgM, IgD, 1gG i IgA moga sugerowaé, ze potagczone one sg
z roznymi systemami przesytajacymi sygnaly. Przypuszcza sie, ze dla
kazdej klasy immunoglobulin moze by¢ izotypowo specyficzna podjednostka
a i wspélny tancuch R. Jednak sg tez dane przemawiajgce za tym, ze
heterodimer a r jest wspdlny, a zrdznicowanie izotypowe jest wynikiem
réznego stopnia glikozylacji tancucha a [2, 8, 18].
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llos¢ oraz rodzaj poszczeg6lnych klas immunoglobulin na powierzchni
limfocytéw B zalezy od stanu rozwojowego komérki, immunoglobuliny powie-
rzchniowe moga wiec by¢ uwazane za markery réznicowania. Komarki prekur-
sorowe w pierwszym okresie zycia zarodkowego myszy (pre-B cells) majg na
swojej powierzchni tylko tafcuch fi, okoto dziewigtego tygodnia pojawiajg sie
kompletne czasteczki IgM, nastepnie wykrywane sg limfocyty IgM +lgD + oraz
w niewielkiej ilosci IgM +1gG +, IgM +IgA+ lub IgM +IgE + (10 —12 tyg.). 3—6
dni po urodzeniu 90% limfocytéw B myszy ma na swojej powierzchni IgM.
Przyjmuje sie, ze na limfocycie B moze by¢ 105 czasteczek immunoglobulin. Na
poszczegélnych etapach réznicowania limfocytéw B obok immunoglobulin
powierzchniowych pojawiajg sie receptory dla czynnikéw pochodzacych z lim-
focytow T, aktywujacych spoczynkowe komorki B, wzrost komorek akty-
wowanych, réznicowanie sie do komorek wydzielajagcych przeciwciata i pobu-
dzajacych sekrecje immunoglobulin (BSF-1/1L-4, BCGFII/IL-5,
BCDF/BSF-2/LL-6). Ponad 80% IgM-pozytywnych limfocytéw B jest réwno-
czesnie IgD +. Wystepujace réwnoczesnie IgM i IgD majg jednakowy idiotyp,
a wiec przez ten sam klon mogg by¢ produkowane przeciwciata o takiej samej
swoistosci, ale nalezace do réznych klas. Obecno$¢ okreSlonych izotypdw
immunoglobulin na powierzchni limfocytéw B jest odzwierciedleniem ich stanu
funkcjonalnego. Na komérkach spoczynkowych obecne sg réwnoczesnie IgM
i IgD. Stymulacja tych komérek antygenem powoduje zmiane fenotypu,
gtéwna forma membranowa stajg sie IgM. Na powierzchni komoérek pamiecio-
wych wystepuja IgG o takich wiasciwosciach jak syntezowane i wydzielane, co
ma wazne znaczenie dla zachowania informacji o swoisto$ci na dany antygen
— pamie¢ immunologiczna [1, 6, 7].

Chociaz immunoglobuliny nalezg do najlepiej poznanych biatek i wcigz sg
przedmiotem intensywnych badan, to te podstawowe regulatory uktadu im-
munologicznego wcigz pozostawiajg badaczom wiele tajemnic do odkrycia.

MARIA JANUSZ
STRUCTURAL AND FUNCTIONAL DIVERSITY OF IMMUNOGLOBULINS

Summary

Immunoglobulins are built up of two identical heavy and two identical light polypeptide
chains. Each chain is made up of one variable and a few constant regions. These proteins, members
of the immunoglobulin superfamily, share the so-called immunoglobulin domain. Pepsin splits the
molecule into the F(ab’)2 fragment with an antigen binding function and the Fc fragment with
effector functions such as complement binding and binding to cell surface receptors.

Isotypes of immunoglobulins generally define constant region determinants; allotypes refer to
determinants encoded by one allel of a given immunoglobulin gene; idiotypic determinants are
confined to the variable portion of the molecule.

One of the most interesting questions about immunoglobulins is the source of immense
variation expressed in antibody binding specificity. The molecular basis of immunoglobulin
diversity is rearrangement of immunoglobulin genes encoding heavy and light chains.
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Immunoglobulins with a unique specificity are synthetized and secreted by B lymphocytes.

This specificity is determined by the presence of immunoglobulin receptors on the cell surface.

The current view on the structure of immunoglobulins and on the genetic basis of their

differentiation are presented. Biological and effector functions of immunoglobulins are also
discussed.
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