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Summary

In this paper the structure of molecules responsible for recognition of for-
eign antigen is given.
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1. Wstep

Sensem istnienia uktadu odpornosciowego, trzeciego - obok
uktadu nerwowego i endokrynnego - systemu integrujagcego na-
Sze procesy zyciowe, jest obrona przed niosgcymi zagrozenie
drobnoustrojami obcymi (patogenami). To pojecie obrony, obej-
mujace przede wszystkim odpornosé przeciwzakazng, ulegto
w ostatnich latach rozszerzeniu o obrone przed powstajgcymi
ciggle w organizmie klonami nowotworowymi (1). Zdolnos¢ swo-
istego rozpoznania antygendw posiadaja; przeciwciata krazace,
przeciwciata zwigzane na powierzchni fimfocyta B, oraz recepto-
ry limfocytow T.
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2. Budowa przeciwciat (immunoglobulin)

Przeciwciala - to bialka zawierajace weglowodany - gtikoproteiny o unikato-
wej strukturze. Skladajg sie one z 2 fancuchow ciezkich (H), ktére zawierajg swo-
istos¢ danej kiasy oraz z dwoch tancuchow lekkich (L). Te ostatnie wystepuja w dwdch
typach antygenowych: kappa i lambda (k i >t), od nazwisk odkrywcow: Korngold i Li-
pari. Terminy: przeciwciato i immunogtobulina (immunoglobulin) uzywane sg zamien-
nie. Biatka te wystepujg w surowicy i ptynach ustrojowych w 5 klasach antygeno-
wych: IgG, IgA, IgM, IgD i IgE, a odpowiednie tancuchy ciezkie, réznigce sie masg
czasteczkowg, wystepuja w 5 odmianach: y, a, p, 5, £. tancuchy ciezkie i lekkie ko-
dowane sg przez 2 r6zne geny, tak zatem czgsteczka immunoglobuliny jest pod tym
wzgledem unikatowa. Odcinki stykania sie tancuchow ciezkich i tekkich zwigzanych
mostkiem dwusiarczkowym tworza ,,strefe wigzacag antygen”, czyli fragment Fab.
Pozostate czesci tarncuchéw ciezkich, ktére sg dtuzsze niz tancuchy lekkie, réwniez
potgczone mostkami dwusiarczkowymi tworza fragment Fc (,,krystalizujacy”), ktory
uruchamia kaskade dopetniacza i wigze sie z receptorem Fc na licznych komérkach.
W obrebie tancuchéw ciezkich i lekkich wyrézniono domeny, liczac je od strefy
wigzania antygenu. tancuch lekki sktada sie z dwu domen: VI (cze$¢ zmienna) i CI
(czesc stata, determinujgc swoistos¢ antygenowa taicucha). fancuch ciezki natomiast
sktada sie z 4 domen: | zmiennej (Vh ) i trzech statych Cm, Ch2 i Chb- Cze$ci state de-
terminujg swoisto$¢ tancucha ciezkiego jego klasy i podklasy.

Najwazniejsze cechy 5 klas immunoglobulin:

- Immunogtobulina 1gC o masie czgsteczek 155 kD wystepuje w 4 podklasach
antygenowych, IgC 1,2, 3, 4 i stanowi wiekszo$¢ immunoglobulin we krwi obwodo-
wej (przynajmniej 75%). jej stezenie mierzone jest w mg/mk.

- Immunogtobulina A zawiera 2 podklasy IgAl i 1gA2; w krazeniu wystepuje jako
monomer - podobnie jak IgC, natomiast w szeregu ptynach ustrojowych wystepuje
w formie dimeru. jako przykiad takich ptyndw mozna podaé wydzieling oskrzeliko-
wo-pecherzykowa, $line i ptyn dwunastnicy, wydzieline pochwy i uktadu moczowo-ptcio-
wego. Wydzielnicza IgA sktada sie z 2 monomerdw potaczonych taricuchem j' (joining
piece) oraz fragmentem wydzielniczym, syntetyzowanym przez komorki nabtonkowe.

- Immunogtobulina M jest pentamerem - biatkiem o najwyzszej masie czaste-
czek sposrod immunoglobulin: 950 kD. Skiada sie ona z 5 monomerowych jedno-
stek potgczonych tancuchami 'J’. Przeciwciato to pojawito sie jako pierwsze w roz-
woju filogenetycznym zwierzat bezkregowych i kregowcéw; jest takze pierwszg im-
munoglobuling jaka syntetyzuje noworodek w odpowiedzi na bodZce zakazne. Po
uodpornieniu antygenami, np. krwinki czerwonej, zwierzat doswiadczalnych, obec-
nos¢ tej klasy przeciwciat mozna wykaza¢ w ciagu 3-4 dni. Potem nastepuje ,,prze-
faczenie kias” IgM IgC, zalezne od czagsteczki CD40 na powierzchni limfocyta.

- Immunogtobulina D (m.cz. 180 kD) wystepuje w krazeniu w bardzo niewiel-
kich ilosciach, jest przede wszystkim Ig btonowa wystepujacg w przebiegu rozwoju
osobniczego limfocytow B.
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- Immunoglobulina E (m.cz. 180 kD) wystepuje we krwi w najmniejszych ilo-
Sciach (stezenie mierzone jest w ng/ml, lub jedn. miedzynarodowych), lecz posiada
najwiekszg efektywnos¢ biologiczng. Skupia aktywnos$¢ przeciwciat reaginowych
(alergia), lecz takze bierze udzial w eliminacji patogendw pasozytniczych (6).

Rézne enzymy i zwigzki chemiczne zastosowano do ,,ciecia” czasteczki immuno-
globuliny, a przez to poznanie jej struktury - najpierw klasy 1gG. Nalezy tu wymie-
ni¢ przede wszystkim papaine, ktéra tnie tarcuch ciezki na odcinku Chi za amino-
kwasem CI 224, a przed mostkiem dwusiarczkowym #aczacym dwa taricuchy ciezkie.
W ten sposOb pozostawione po dwa odcinki tancucha lekkiego i ciezkiego, prawie
réwnej wielkosci, tworza fragment Fab (fragment antibody binding), a pozostate frag-
ment Fc (krystalizujacy).

Drugim enzymem uzytym we wczesnych studiach nad immunoglobulinami, byla
pepsyna. Enzym ten wykonuje pierwsze ciecie fancucha ciezkiego na odcinku CHz,
tuz za aa. 234, a nastepnie jeszcze trzy ciecia miedzy aa. 234 a 333. Z pierwszego
ciecia powstaje fragment F(ab’)2, ktéry zawiera dwa tancuchy lekkie i po dwa frag-
menty tancuchow ciezkich. Z nastepnych cie¢ powstajg polipeptydy i fragment pFc'
odpowiadajgcy ostatniej domenie tancucha ciezkiego, CH3 (Cy3).

Odrebnym sposobem rozbicia czasteczki igC na podjednostki, jest zastosowanie
merkaptoetanolu, czynnika redukujgcego mostki dwusiarczkowe. Bezposrednio po-
tem stosuje sie alkilacje, ktéra zapobiega ponownej asocjacji podjednostek. Otrzy-
muje sie w ten sposéb cztery tancuchy polipeptydowe - dwa ciezkie sktadajgce sie
z 450 aa. 0 m.cz. 150 000 daltonéw i dwa tancuchy lekkie ztozone z 212 aa., 0 m.cz.
—25 000 daltonow. tancuchy ciezkie i lekkie mozna rozdzieli¢ w Srodowiskach dy-
socjujacych, np. 5 M mocznika i 0,5 M merkaptoetanolu.

Struktura. W obrebie regionéw zmiennych VI, Vh tancuchéw lekkich i ciezkich
wystepuja krotkie polipeptydowe segmenty o nadzwyczajnej zmiennosci budowy.
Nazywamy je regionami nadzmiennymi - sg zlokalizowane w poblizu pozycji amino-
kwasow 30, 50 i 95. Te whasnie roznice sekwencji w regionach nadzmiennych immu-
noglobulin sg przyczyng zjawiska, ze ich czasteczki moga wigza¢ wiele ré6znych an-
tygenow (7). Miejsca w poblizu pozycji aminokwaséw 30, 50 i 95 sg defacto regiona-
mi determinujagcymi komplementarnos¢ wigzania antygenu z przeciwciatem (CDR -
complementarity determining regions). W taricuchach lekkich jak i ciezkich wystepuja
trzy regiony CDR: CDR | (—30 aa.), CDR 2 (—50 aa.) i CDR 3 (—95 aa.). Z kolei mie-
dzy tymi regionami i poza nimi znajdujg sie 4 segmenty peptydowe: FRI - FR4,
ktore nazwano fragmentami zrebowymi (FR - frame regions).

Podstawienia aminokwasow w regionach zmiennych Fl lub L oznaczono przez
poréwnanie sekwencji wielu pojedynczych tancuchéw w kazdej pozycji. Z kolei obli-
czono stosunek liczby réznych aminokwasow znalezionych w danej pozycji do cze-
stotliwosci wystepowania najbardziej powszechnych aminokwaséw (4). Badajac nie-
ktore sekwencje, znaleziono dodatkowe aminokwasy - w pozycji i poza pozycja
95. Ponadto, pofatldowanie regionéw zmiennych tancuchéw Fl i L powoduje, ze
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regiony nadzmienne plasujg sie blisko siebie, tworzac strukture powierzchniowa,
wigzacg antygen.

Poréwnanie odpowiedzi ,,humoralnej” i ,,komoérkowej” wskazuje na to, ze pole-
gaja one na rozpoznaniu obcych patogenow i szkodliwych antygendéw wiasnych, jak
antygeny krwinek, komérki nowotworowe - przez (hetero) dimerowe glikoprote-
iny (5). Rozpoznanie antygenu przez te glikoproteiny odbywa sie z udziatem prze-
ciwciata w przypadku ,,odpowiedzi humoralnej”, a receptora typu ap lub y§ limfo-
cyta T (TCR) w przypadku ,,odpornosci komérkowej”. Inicjuje to serie kaskadowa,
ktérej wynikiem jest zniszczenie i usuniecie zakazajgcego makroorganizmu, antyge-
nu lub zakazonej komorki (3).

3. Budowa receptora TCR

Wiekszos¢ receptorow limfocytéw T jest zbudowana z dwéch tancuchéw poli-
peptydowych a i p, 0 masie 40-50 kDa, z ktorych kazdy zawiera rejon zmienny (V)
i staty (C). Lancuchy te polaczone sa mostkami dwusiarczkowymi oraz wigzaniami
niekowalencyjnymi. Receptory TCR sg obok immunoglobulin jedynymi czasteczkami
zdolnymi do wigzania antygenow. Funkcja ta determinuje strukture zaréwno TCR,
jak i immunoglobulin. Ze wzgledu na strukturalne podobienstwo do immunoglobu-
lin receptory TCR nalezg do tzw. nadrodziny immunoglobulin. Jest to grupa biatek
bardzo licznie reprezentowana. Okoto 40% btonowych receptoréw leukocytarnych
stanowig polipeptydy, zawierajgce domeny o budowie podobnej do immunoglobu-
lin, obejmujace zaréwno czesci zmienne (Ig V), jak i state (Ig C) ciezkich (H) i lekkich
(L) tancuchéw immunoglobulin. W przeprowadzonych badaniach krystalograficz-
nych wykazano istnienie tych domen w strukturze bardzo wielu receptoréw btono-
wych leukocytéw. Naleza do nich m.in. (oprécz TCR): kompleks CD3, beta-2 mikro-
globulina, antygeny HLA Klasy I, antygeny HLA klasy Il, receptor CD4 (domena ! i 2),
receptor CD8, receptor CD2 (domena 1), adhezyny (ICAM-1,2,3). receptory dla frag-
mentu Fc IgG i wiele innych.

Biatka te stanowig integralng czes¢ btony komérkowej. Zawieraja one odcinek
pozakomorkowy, krotki fragment przezbtonowy i odcinek cytoplazmatyczny, za-
zwyczaj zawierajgcy sekwencje sygnatows. Wszystkie te biatka biorg udziat w zio-
zonym procesie aktywacji komorki, poniewaz uczestnicza w przekazywaniu syg-
natéw biochemicznych, poprzez uruchomienie systemu réznorodnych kinaz komor-
kowych. Kooperacja wielu receptorow btonowych warunkuje optymalng aktywacje
komorek. W przypadku limfocyta T receptor TCR wprawdzie rozpoznaje i wigze an-
tygen, ale wiele innych receptoréw optymalizuje ten proces, dzialajac jako tzw.
czasteczki kostymulacyjne. Funkcje te petni wiele biatek btonowych limfocyta, ta-
kich jak receptory CD4, CD8, CD2, ICAM-I, CD2 i CTLA-4.

Zasadniczg cechg aktywacji limfocyta T poprzez receptor TCR jest pewna unika-
towa wiasciwos¢ tego receptora, a mianowicie rozpoznawanie antygenu zwigzane-
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go z blong komérkowa innych komarek, tzw. komorek prezentujacych antygen. Ce-
cha ta zdecydowanie r6zni TCR od immunoglobulin, ktére mogg wigza¢ wolne anty-
geny. Receptory TCR wiaza immunogenne peptydy powstate z biatek pocietych na
mate fragmenty przez enzymy hydrolityczne komérek prezentujgcych. Fragmenty te
potaczone sg z czasteczkami gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (HLA) klasy
[ lub 11, komorek prezentujacych. Peptydy zwigzane z HLA klasy | rozpoznawane s3
via TCR przez cytotoksyczne limfocyty T, ktére poprzez koreceptor CD8 wchodzg
w interakcje z czasteczkami HLA klasy 1. Przeciwnie, peptydy zwigzane z HLA, kla-
sy Il rozpoznawane sg via TCR przez odrebng populacje limfocytéw T, tj. komorki
pomocnicze, ktére dzieki koreceptorowi CD4 wchodza w interakcje z HLA klasy 11,
Zjawisko to nosi nazwe restrykcji zwigzanej z antygenami zgodnosci tkankowej.
Oznacza to, ze antygeny zwigzane z HLA klasy ! lub Il rozpoznawane sa odpowied-
nio przez cytotoksyczne i pomocnicze limfocyty T; musi istnie¢ takze zgodnos¢ ge-
netyczna pomiedzy komoérkami prezentujgcymi antygen a limfocytami T. Monocyty,
makrofagi, komdrki Langerhansa skory, komérki dendrytyczne i limfocyty B wyka-
zujg ekspresje HLA klasy Il i mogg prezentowac antygen limfocytom T pomocniczym
o fenotypie TCR/CD4+. Przeciwnie, praktycznie wiekszo$¢ komorek ustroju, z wy-
jatkiem krwinek czerwonych, wykazuje ekspresje HLA klasy | i moze prezentowac
antygen limfocytom T cytotoksycznym o fenotypie TCR/CD8-f.

Ukierunkowanie prezentacji antygenu na okreslone typy limfocyta poprzez me-
chanizm restrykcji zwigzanej z HLA ma gtdwne znaczenie w procesie dojrzewania
limfocytdw T i ich selekcji w grasicy. Ogromna wiekszo$¢ (powyzej 90%) nowo po-
wstatych w grasicy komérek T (tymocytéw) ginie w procesie negatywnej selekcji.
Przezywajg jedynie takie limfocyty T, ktore nie rozpoznajg wiasnych antygendw
jako obcych (tolerujg je), a wykazujg zdolnos¢ do rozpoznawania praktycznie nie-
ograniczonej liczby swoisto$ci antygendw obcych. Jest to wynik selekcji pozytyw-
nej, zachodzacej w grasicy. Zjawisko to lezy u podstaw tzw. restrykcji klonalnej.
Warunkiem tej restrykcji jest genetycznie uwarunkowany mechanizm rozpoznania
przez limfocyt T tylko okreslonej swoistosci obcego antygenu. Jest to mozliwe dzie-
ki olbrzymiej réznorodnosci czesci zmiennej receptora TCR (tzw. repertuar TCR), co
powoduje ze limfocyty T praktycznie zdolne sg do rozpoznania nieograniczonej
liczby ,,obcych” swoistosci.

Rozpoznanie antygenu powoduje aktywacje komérek rozpoznajacych, ich proli-
feracje i ekspansje tzw. klonéw komérek T (tj. populacji wywodzacych sie od poje-
dynczych komérek, pierwotnie rozpoznajacych antygen). W aktywacji limfocyta T
via receptor TCR bierze udziat inna struktura, a mianowicie wspomniany juz kom-
pleks CD3, sktadajacy sie z 5 tancuchéw polipeptydowych, ktéry przekazuje sygnat
indukowany poprzez kontakt antygenu z receptorem TCR. Receptor TCR i kompleks
CD3 sg zwigzane ze sobg, tworzgc strukture TCR/CD3.

TCR zbudowany jest, jak juz wspomniano, z dwdch tarcuchéw polipeptydowych.
Podobnie, jak w przypadku immunoglobulin kazdy z nich ma cze$¢ statg (C) i czes¢
zmienng (V). Sa one zwigzane z komorka przez kroétki odcinek srddbtonowy i krotki
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odcinek wewnatrzkomérkowy. Gdyby nie to zakonczenie w btonie komérkowej i cy-
toplazmie, przypominatyby budowa tancuchy lekkie immunoglobulin. Istniejg dwa
gtébwne rodzaje czasteczek TCR: receptory sktadajace sie z tancuchéw a, P oraz re-
ceptory skladajace sie z tancuchow vy, 5.

Ogromna wiekszos$¢ limfocytow krwi obwodowej (ponad 90%) posiada ekspresje
receptoréw TCRap, a tylko ponizej 10% wykazuje ekspresje TCRyS. Komorki te réz-
nig sie fenotypowo i czynnosciowo. Ponad 60% limfocytéw T z ekspresja TCRaP wy-
kazuje ekspresje receptora CD4 (populacja komérek pomocniczych), natomiast po-
nad 30% tych komoérek posiada receptor CD8 (populacja limfocytéw cytotoksycz-
nych/sLipresyjnych). Populacje te reprezentuja nie nakfadajace sie na siebie, wysoce
zréznicowane pule limfocytow o roznych, dobrze poznanych funkcjach i bardzo
zréznicowanym repertuarze swoistosci, zaleznym od struktury czesci zmiennej re-
ceptora TCR. Natomiast, populacja limfocytow z ekspresjg TCRy6 nie wykazuje eks-
presji receptora CD4, czes¢ z tych komoérek posiada receptory CD8. Wiekszos¢ ko-
mérek T z TCRy6 wykazuje aktywnos$¢ cytotoksyczng. Zasiedlajg one gtoéwnie nabto-
nek wyscietajacy przewdd pokarmowy.

Czesci zmienne tancuchéw TCR, podobnie jak czesci zmienne afcuchow immu-
noglobulin zawierajg trzy regiony hiperzmienne, tj. CDR1, CDR2 i CDR3, determi-
nujace dopasowanie czasteczki w kontakcie z antygenem. Struktury te, podobnie
jak w przypadku przeciwciat, okre$laja swoisto$¢ rozpoznania antygenu. Aktywacja
limfocyta T via receptor TCR wymaga udziatu wielu innych, wymienionych recepto-
réw, tzw. czasteczek kostymulacyjnych, ktére optymalizujg proces aktywacji limfo-
cytow T przez antygen.

4, Podsumowanie

1) Podobienstwo budowy przeciwciat oraz receptora limfocyta T polega na tym,
ze domeny receptora limfocyta T skladajg sie ze struktur podobnych do immunoglo-
buliny, o dtugosci ok. 110 aminokwasow, ze Srodkowym wewnetrznym mostkiem
dwusiarczkowym miedzy tancuchami polipeptydowymi. Zasadnicza organizacje
tancuchéw polipeptydowych immunoglobuliny i receptoréw TCR przedstawiono na
rysunku 1.

Istniejq jednak zasadnicze réznice:

2) Dimery alfa-beta oraz gamma-delta sg czasteczkami integralnie zwigzanymi
z btong komoérkowy limfocyta T, tworzac kompleks TCR-CD3. Odcinek receptora
zwigzany z btong komorkowa nazywamy odcinkiem przezbtonowym; natomiast od-
cinek obecny w cytoplazmie nazwano $rodplazmatycznym. Natomiast, immunoglo-
buliny sg wolnymi czasteczkami obecnymi w surowicy lub ptynach ustrojowych.

3) Receptory limfocyta T rozpoznajg antygen, ktéry zwigzany jest z komorkami
prezentujgcymi antygen. Natomiast immunoglobuliny moga rozpoznawac wolne an-

tygeny.
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Vh - regiony zmienne tarcucha ciezkiego,

Vai- V,2 - regiony zmienne taricucha alfa TCR,

D - regiony réznorodnosci,

J - segmenty faczace genu,

Cy - eksony regionu odpowiednich tancuchéw ciezkich.
Ca - regiony state faricucha alfa TCR,

Cp - regiony state fafncucha beta TCR.

Rys. 1. Schemat genéw immunoglobulin i fancuchéw receptora T (wg 2, zmodyfikowany).
Od gory przedstawiono: 1) faficuch ciezki immunoglobuliny gamma; 2) tancuch alfa receptora T;

3) tancuch beta receptora T.
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