Genova kontrola tvorby protilatek

Imunoglobuliny (Ig) jsou glykoproteiny vyskytujici se:

= zakotvené v plazmatické membrané B-lymfocytd jako tzv. membranové nebo povrchové Ig (mlg) tvorici
receptor;
= volné pritomné v krvi, lymfé i tkdnovych tekutinach.

Kontakt mezi mlg a cizim antigenem je nutny pro indukci tvorby volnych protildtek; membranové Ig na jedné bunce
maji identickou vazebnou specifitu pro urcity epitop antigenu, ta je shodna s vazebnou specifitou protilatek, které
jsou posléze produkovany plazmatickou burikou. Vétsina receptorl B-lymfocytd je tvorena Ig typu IgM a IgD.

Struktura protilatek

Protilatky se rozdéluji do 5 trid:

IgA,
IgD,
IgE,
IgG a
IgM.

Jednotlivé tridy se lisi velikosti, aminokyselinovym sloZzenim a obsahem
sacharid(l. Molekula Ig se skldda ze dvou identickych lehkych (L - light) NH, ik,
polypeptidovych fetézcl (212 AMK) a dvou Fetézcu tézkych (H - heavy,
450 AMK). Ty jsou navzajem spojeny disulfidickymi mUstky. Lehké retézce
jsou spole¢né vsem tridam, tézké retézce jsou v jednotlivych tfidach
strukturné odlisné a urcuji, do které tridy Ilg molekula patfi. Lehké retézce
se vyskytuji ve dvou formach:

HH,

VARIABILNI VARIABILNI
DOMENT ME

Le*H

= K (kappa),
= A (lambda).

Lehky fotbzec. e onstanThi
DOMENY
TERKVCH
RETEZCO

Kterykoli lehky retézec se mize kombinovat s kterymkoli z tézkych
retézcl. V jedné molekule protilatky se vSak vyskytuji lehké rfetézce pouze
jednoho typu.
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Za hlavni Ig lidského séra Ize povazovat molekulu IgG. Lehké i tézké COGH COOH

Fetézcellse skliédajl' z qustalmtnl' a varilabilnl’ casti. Konst,antnl' (‘féslti (CL, STRUKTURA MONOMERU IMUNOGLOBULINU
CH) maji ve vSech protilatkach stabilni aminokyselinoveé slozeni (-

COOH konec). Variabilni ¢asti (VL, VH) se lisi poltem a sekvenci Domény a fetézce imunoglobulinu.

aminokyselin (-NH, konec). V ramci variabilnich oblasti lehkého i tézkého

fetézce jsou kratké segmenty, které vykazuji vyjimecnou variabilitu,

nazyvané hypervariabilni oblasti, které vytvareji povrchovou strukturu, jez je rozhodujici pro specifickou vazbu
na antigen.

Molekuly Ig Ize enzymaticky rozstépit napr. papainem v oblasti mezi CH1 a CH2 (Hinge oblast), ¢imz vzniknou dva
fragmenty:

= Fab fragment (fragment antigen binding), ktery vaze antigen,
= Fc fragment (fragment crystalizable), ktery umoznuje vazbu na burky imunitniho systému.

Hinge oblast se vyznacuje uréitou ohebnosti, coz umoznuje lepsi prizplisobeni vazebnych oblasti antigenu.
Pocet podjednotek

= |gG, IgD i IgE - monomery
= |gM - pentamer slozeny z 5 podjednotek spojenych pridatnym peptidovym retézcem |
= |gA - monomer, ktery prostrednictvim | fetézce vytvari v séru dimery.

Funkce protilatek

Navazani protildtky na antigen mdze mit v fadé pripadl primy efekt, napr. neutralizaci bakteridlniho toxinu nebo
zabranéni vniknuti viru do buriky. Ve vétsiné pripadl je vsak nutna souhra sekundarnich efektorovych funkci
zprostredkovanych Fc ¢astmi Ig. Tyto ¢asti reaguji s burikami, které exprimuji Fc receptory, a napomahaji napf.
bunécné zprostredkované cytotoxicité zavislé na protildtkach a fagocytdze.
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Komplex antigen-protilatka se prostiednictvim Fc receptoru navaze na povrch fagocytu, coz umozni pohlceni
antigenu a jeho destrukci.

Podstatou a jedine¢nou vlastnosti imunitni odpovédi je schopnost tvorby enormniho poctu rliznych typU
protildtkovych molekul, které se navzajem lisi postupnosti aminokyselin. Mze byt az 108 rozdilnych druhd
protilatek. Tato obrovska rozmanitost se u savcl vyvinula jako systém obrany pred mnozstvim infekénich a
toxickych Cinitell v zivotnim prostredi, ale i pfed malignimi bunikami, které vznikaji v jejich vlastnim téle.

& Podrobnéjsi informace naleznete na strance Protilatka.

Genetika

Imunoglobulinové retézce koduiji tri odlisné rodiny gend.

= Rodina H je na chromosomu 14;
= Rodina k (kappa) je na chromosomu 2;
= Rodina A (lambda) je na chromosomu 22.

Usporadani gend na chromosomu

Variabilni a konstantni ¢ast kazdého retézce je kddovana oddélenymi geny, jejichz funkéni spojeni vznika az tésné
pfed prepisem do mRNA.

Prikladem budiz syntéza tézkého retézce v procesu diferenciace B-lymfocytu na protilatku secernujici plazmatickou buriku. Jeden ze
100-300 gend pro oblast V tézkého retézce (VH) se spoji s jednim genem skromného klastru gend pro oblast C téZkého retézce (VC).
Podobné se i jeden ze 100-300 genl pro variabilni oblast lehkého retézce (VL) navaZe na jeden ze dvou typd gend pro konstantni
oblast lehkého retézce (CL). KaZdy z téchto genl se na svém chromozomu vyskytuje jen v jednom vydani mezi oblastmi VL a CL, kde
se tésné pred genem CL nachdzeji 4 ,minigeny” J (joining). Na spojeni segmenti VL a CL se pouZije jen jeden z nich.

Pri tvorbé tézkych retézcl vystupuje jesté dalsi Usek D (diversity - rozmanitost, protoze variabilita tohoto Useku
zodpovida a rozmanitost typl téZkych retézcl). Tento Usek je kédovany 1-12 minigeny D a je lokalizovany mezi
segmentem VH a segmenty JH a CH. Kéd pro molekulu Ig se tedy mize kombinovat z velkého mnozZstvi
rozmanitych gen@ bunky zarodecné linie. Umoznuje to obrovské mnozstvi protilatek, které se odlisSuji v poradi
aminokyselin. DalSi rozmanitost vyplyva z toho, ze kombinace VJ a VD) mohou vzniknout na vicero mistech
(presmyk) a inzerci jedné nebo vice aminokyselin mezi VH a DH, nebo mezi DH a JH (plati pro téZzky retézec).

Funkéni domény imunoglobulinovych genl jsou kdédované Useky DNA, které jsou rozdélené introny.

Kuprikladu kazda ze 4 domén CH (CHI1, CH2, CH3 a Hi - z anglického hinge, pant) je kédovana exony. Jejich introny se vystepi v
pribéhu maturace mRNA.

Pri tvorbé lehkych retézcl se uplatriuje mechanizmus exkluze alely, kde kazda burika ma dvé sady genl k a dvé
sady genl A a syntetizuje jen jeden typ lehkych retézc(.

V(D)) Rekombinace

= mechanismus genetické rekombinace, ktery ndhodné vybird a spojuje segmenty genl kddujicich specifické
proteiny zasadni pro fungovani imunitniho systému.

Tento proces dava vzniknout rozmanitému mnozstvi molekul receptord T (i B) bunék a imunoglobulinfi, nezbytnych
k rozpoznavani mnozstvi antigent, at uz pochézejicich z cizorodych bakterii, virQ, parazitl, nebo vlastnich
poskozenych bunék, zejména nadorovych.

Lidské protilatky (a receptory B bunék) sestavaji z tézkych (heavy) a lehkych (/ight) fetézcl s konstantnimi (C) a
variabilnimi (V) oblastmi. Jednotlivé retézce jsou kédovany tremi typy gen(:

1. Gen kédujici tézky retézec se nachazi na 14. chromosomu
2. Gen kdédujici lehky retézec kappa (k) se nachazi na 2. chromosomu
3. Gen kédujici lehky retézec lambda (A) se nachazi na 22. chromosomu

Mnozstvi genl kddujicich variabilni oblasti kazdého z retézct je seskupeno do tfi segmentl. Lokus kédujici tézky
retézec u ¢lovéka napriklad obsahuje 65 genl ve V (variable) segmentu, 27 v D (diversity) segmentu a 6 v |
(Joining) segmentu.

Pro lehké retézce také existuje mnoho gen@ V a J, geny D zcela chybi.
Vétsina receptorl T bunék sestava z o (alfa) a B (beta) retézce. Geny pro tyto receptory, podobné jako pro
imunogobuliny rovnéz obsahuji V, D a ] segmenty v B fetézcich (a V a ) segmenty v a fetézcich), které se béhem

vyvoje T-lymfocytl stejnym zplsobem preskupuji a davaji tak vzniknout bunice s jedine¢nym povrchovym
receptorem.

V(D)) Rekombinace Imunoglobulint
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Bé&hem vyvoje B bunék dochazi k prvni rekombinaci mezi jednim z D gen@ a jednim z ] gend v lokusu pro tézky
retézec. VesSkerd DNA mezi témito geny je z genomu nendvratné vystrizena a odstranéna. Po této D-}
rekombinaci nasleduje podobnym zplisobem pripojeni jednoho z V gend ke vzniklému D) komplexu, ¢imz vznika
gen VDJ; veSkeré geny mezi vybranymi V a D geny jsou opét trvale odstranény.

Postup - D+) = DJ+V =VDJ + C

Primarni transkript (tj. nesestfizena RNA, drive, nez dochazi ke splicingu) vzdy obsahuje VD] oblast a oba konstantni
fetézce mia delta (C, a Cg; primarni transkript tedy obsahuje segmenty V-D-J-C-Cs). Tato pre-mRNA je
posttranskripéné modifikovana pridanim poly (A) konce na 3'-konec mRNA a vystfizenim sekvence mezi VD]
segmentem a C, fetézcem. Translace této mRNA pak vede k produkci tézkého retézce imunoglobulinu M.

Lokusy pro kappa (k) a lambda (A) fetézce imunoglobulind se preskupuji podobnym zptsobem, chybi zde vSak D
segment. V prvnim kroku rekombinace zde tedy dochazi k vytvoreni V] komplexu, pfi transkripci pak k pripojen{
genu pro konstantni oblast. Translace sestfizené mRNA kédujici kK nebo A fetézce pak vytvari samotny Igk nebo IgA
protein.

Postup - V+]= VJ+C

Spojenim tézkého retézce Igu s jednim z lehkych rfetézcd vznikd membranova forma imunoglobulinu IgM (tzv. B-
bunécny receptor), ktery je exprimovan na povrchu nezralych B bunék.

V(D)) Rekombinace T bunék

Béhem vyvoje T bunék dochdzi v genech pro receptory T bunék (TCR, T cell receptor) ke stejnym procestim, které
byly vySe popsany u imunoglobulin. D-J rekombinace nastavéa nejdfive v genu pro B retézec TCR. Po D-J
rekombinaci nasleduje Vg-DgJg presmyk. Vsechny geny mezi pfislusnymi Vg-Dg-Jg geny jsou nenavratné odstranény.
Na konec primarniho transkriptu se vedle zminéného VgDglg fetézce zaclefiuje gen pro konstantni oblast proteinu,
Cg. RNA splicing vystrihne vsechny nadbytecné sekvence a hotovou mRNA Ize posléze prelozit do formy Cg retézce
TCR.

Postup - D+) = DJ+V = VD] + C
Preskupeni a retézce TCR je analogické preskupeni B retézce a podoba se V-] rekombinaci lehkych retézc(

imunoglobulind (viz vyse). Spojeni a a B fetézcl davéa vzniknout aB-TCR, které na svém povrchu exprimuje vétsina
T bunék.
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