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Summary

Antibodies (immunoglobulins, Ig) were first discovered in mammals, as IgM, IgD, IgG, IgE and IgA. These
molecules are responsible for humoral immunity. The reptiles are the last major group of vertebrates in which
the organization of the IgH locus and its encoded Ig H chain isotypes has not been well characterized. The
reptile expresses three Ig H chain isotypes (IgM, IgD and IgY). The presence of the delta gene demonstrates an
evolutionary continuity of IgD. Interestingly. A new study of the leopard gecko shows the presence of a gene

that is the orthologue of IgA and IgX.
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Kregowce w drodze ewolucji odziedziczyty po
swych przodkach komorki odporno$ciowe fagocytar-
ne i cytotoksyczne, stanowiace podstawg ich odpor-
nosci wrodzonej, natomiast ich nowym nabytkiem sa
limfocyty, uczestniczace w tzw. odpornosci nabyte;.
Gady, podobnie jak i inne krggowce, sa w stanie od-
powiada¢ na zakazenie typowa swoista odpowiedzia
immunologiczna, zar6wno ze strony immunokompe-

tentnych limfocytow T, jak i B (5, 9, 18, 36), jednakze
repertuar generowanych przeciwcial rozni sig od tych,
wystepujacych u ssakow czy choc¢by ptakow. W ostat-
nich latach o$rodki badawcze zwrdcily szczegdlna
uwage na t¢ gromade zwierzat, jako jedna z ostatnich,
ktora do tej pory nie zostata doktadnie opisana 1, by¢
moze, stanowi brakujace ogniwo do pelnego zrozu-
mienia ewolucji immunoglobulinowych genow (1, 4,
40). Dodatkowo do waznych cech wplywajacych na
rozwdj odpowiedzi immunologicznej, rézniacych gady
od innych krggowcow, naleza: zrogowaciaty naskorek
pokryty tuskami, tarczkami czy ptytkami, linienie, roz-
woj embrlonalny zarodkow w jajach badz organizmie
samicy oraz zmiennocieplnos$¢. Odpowiedz immuno-
logiczna, bedaca efektem pobudzenia uktadu odpor-
nos$ciowego, podlega takze bardzo ztozonej kontroli
genetycznej. Geny kodujace zdolnos¢ odpowiedzi znaj-
dujq si¢ w gtownym kompleksie zgodnos$ci tkanko-
wej. U wszystkich gadow wykryto geny kodujace biat-
ka MHC klasy 1111 (15, 16, 22, 23).

Wsrod narzadow limfatycznych u gadow mozemy
wyrdznié: grasice, Sledziong (ryc. 1, 2), szpik kostny
oraz skupiska tkanki limfatycznej znajdujace si¢ w ob-
rebie blony $luzowej przewodu pokarmowego (GALT,
gut-associated lymphoid tissue), uktadu moczowego
i kloaki (u zotwi, wezy tworzace kompleks kloakalny,
ktorego w1elkosc zalezy od temperatury otoczenia,
zdecydowanie zmniejsza si¢ zima) (13, 21). U nlekto-
rych gatunkow gadéw limfocyty spotyka sig rowniez
w rejonie podtorebkowym watroby. Grasica powstaje
podczas rozwoju embrionalnego i1 tak samo jak u ssa-
kéw dochodzi do jej inwolucji wraz z wiekiem; do-
datkowo u gadéw mamy do czynienia z inwolucja
przej$ciowa, ktdra ma miejsce np. w niskiej tempera-
turze otoczenia (13, 24). Sledziona zbudowana jest
z miazgi bialej 1 czerwonej, w jej komponentach do-
chodzi do proliferacji limfocytow pod wpltywem
stymulacji antygenowej (7, 8, 32, 38). W badaniach
Borysenko (7) przeprowadzonych u z6twi wykazano,
iz pod wplywem stymulacji antygenowej w 5. dniu od
podania antygenu (KLH, keyhole limpet hemocyanin)
w obrebie miazgi bialej $ledziony obecne sa skupienia
limfoblastow, ktérych liczba wzrastata okoto 8. dnia.
Z kolei okoto 20.-25. dnia od zastosowanego antyge-
nu liczba limfoblastow w obrgbie miazgi bialej malata,
natomiast zauwazono wzrost liczby komorek plazma-
tycznych w obrgbie miazgi czerwonej $ledziony. Wy-
kazano takze obecno$¢ komorek uktadu odpornoscio-



Ryec. 1. U wigkszosci gatunkéw wezy Sledziona, trzustka i woreczek zolcwwy two-
rza triade i leza przy tylnym biegunie Zoladka (waz zbozowy Pantherophis gutta-
¢ — Sledziona, d — trzustka)

tus: a — zoladek, b — woreczek zélciowy,

Ryc. 2. Legwan zielony (Iguana iguana): a — zoladek, b — woreczek zoélciowy, ¢ —

Sledziona, d — watroba

wego (immunoblastow, komoérek plazmatycznych,
makrofagow) w zatokach §ledzionowych. Mozna za-
tem stwierdzi¢, ze pod wptywem stymulacji antyge-
nowej dochodzi do silnej odpowiedzi immunologicz-
nej objawiajacej sig proliferacja, roznicowaniem i mig-
racja limfocytow. Jednakze wystepuje pewna réznica
w odpowiedzi ze strony komorek limfocytarnych w po-
réwnaniu z ssakami: odpowiedz ze strony komorek
limfatycznych zauwazono jedynie w temperaturze
30°C. Przeprowadzone przez autora badania w tem-
peraturze 10°C nie wykazaly zadnych zmian w obrg-
bie §ledziony, co $wiadczy¢ moze o immunosupresyj-
nym dziataniu niskiej temperatury (7).

Immunoglobuliny

Immunoglobuliny (Ig) za posrednictwem recepto-
row btonowych dla fragmentow Fc (FcR) moga by¢
zwiazane z powierzchnia wielu komorek, jednakze
tylko na limfocytach B shuza jako receptory wiazace
antygen (BCR). Za syntezg receptoréw immunoglo-
bulinowych i wolnych przeciwcial odpowiadaja rézne
mRNA. Powstaja one w drodze modyfikacji pierwot-
nego transkryptu. Receptory immunoglobulinowe da-
nego limfocytu B maja identyczne z wolnymi Ig cz¢$-
ci zmienne, rdéznig si¢ natomiast budowa czesci sta-
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tych tancuchow cigzkich. Oddzielne
egzony koduja poszczegolne domeny
tancuchow cigzkich. Ostatni egzon
jest potaczony z odcinkiem S kodu-

jacym krotki aminokwasowy frag-
- ment, ktory wystegpuje tylko na prze-
ciwciatach uwalnianych z komorki,
natomiast odcinki M koduja $rodbto-
™4 nowe oraz wewnatrzkomorkowe frag-

. menty wystepujace tylko w recepto-
rach Ig. Czg$¢ zmienna tancucha lek-
kiego jest kodowana przez dwa seg-
menty genowe: V (variable) i J (joi-
ning), a fancucha cig¢zkiego przez trzy:
V, D (diversity) i J. Oddalone sa one
od segmentu C-kodujacego czgsci sta-
te Ig. Dzigki temu, Ze istnieje wiele
wariantow genow V, D, J w genomie,
przypadkowe ich lqczenle zwigksza
réznorodno$¢ immunoglobulin (1-3,
20, 31, 33). I tak, na przyktad, w ba—
daniach Turchin i wsp. (33) wykaza-
no, ze u zO6klwi wystepuje pojedynczy
IgH locus z wieloma genomowymi
segmentami VH oraz jeden C mu gen.
Przy uzyciu metod biologii moleku-
™ larnej, wykorzystujac VDI rearanza-

. cj¢ genow dla IgM tancucha cigzkie-
| go wykazano, ze jedno zwierze po-
72 siada 32 unikalne segmenty VDIJ, co
w efekcie daje 22 warianty sekwen-
cji dla IgM tancucha cigzkiego. Ta
stosunkowo niewielka liczba kombi-
nacji moze sugerowac istnienie wielu sekwencji dla
fragmentu J lub modyfikacji somatycznych w regio-
nie zmiennym. Réznorodnos¢ syntetyzowanych prze-
ciwciat jest niezwykle wazna, bowiem warunkuje
specyficzna odpowiedz 1mmunologlcznq przeciwko
konkretnym patogenom zasiedlajacym organizm.

Ig zostaly po raz pierwszy odkryte i opisane u ssa-
koéw jako: IgM, IgD, 1gG, IgE 1 IgA. U ptakdéw wyste-
puj a: IgM IgY, IgA, z kolei u ptazéw mozemy wyrdz-
ni¢ pig¢ izotopow: IgM, IgY, IgX, IgD, IgF (najlepiej
opisane u Xenopus) (25, 30, 39). Roznia si¢ one wiel-
ko$cia, sktadem aminokwasow, zawartoscia weglowo-
danow, tadunkiem. Podstawowa struktura wszystkich
Ig jest jednostka sktadajaca si¢ z dwoch identycznych
lekkich i dwoch identycznych cigzkich tancuchow
polipeptydowych potaczonych wiazaniem dwusiarcz-
kowym. Réznorodnos¢ w obrebie klas i podklas (kto-
ra pojawita si¢ pozno w ewolucji) okresla si¢ jako
zmienno$¢ izotypowa. Wszystkie kregowce posiadaja
Ig, ktore swa struktura przypominaja wystgpujace
u ssakoéw IgM (14). Jej struktura podczas ewolucji
ulegta tylko nieznacznym zmianom. Ten typ Ig posia-
da cztery domeny w regionie statym (C,1, C;2, C;3,
C,4), a kazdy z nich Zbudowany jest z co najrnmej
100 aminokwasow. Mozna ja znalez¢ zaréwno u ryb
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chrzestnoszkieletowych, jak i u ssakow (6, 17, 33).
Uwaza sig, ze inne klasy przeciwciat powstaty w dro-
dze rekombinacji IgM, jednak w dostepnej literaturze
mozna rowniez spotka¢ si¢ z badaniami, ktore suge-
ruja, ze IgD powstata w tym samym czasie badz jest
nawet ewolucyjnie starsza niz IgM (17, 28). Za tym
stwierdzeniem przemawia fakt odkrycia ortologicz-
nych domen charakterystycznych dla IgW u ptaza
X. tropicans w miejscu, gdzie wystepuja domeny dla
czesci statych IgD (28, 39). Dotychczas uwazano, ze
IgW, nazywana czasem preewolucyjna linia immuno-
globulin, wystepuje jedynie u ewolucyjnie prymityw-
nych zwierzat (29). Wykazanie jej obecnosci u pfta-
zO6w oraz koekspresja na powierzchni limfocytow
z IgM potwierdza hipotezg, ze de facto IgW moze by¢
primitywna forma IgD. Jesli ta teoria okazataby si¢
trafna, wtedy mozna zatozy¢, ze IgD jest ewolucyjnie
starsza niz IgM (28, 39). Dodatkowo u ptazow poja-
wiaja si¢ dwie, inne niz u ssakdéw, immunoglobuliny:
IgY oraz IgX. Wystegpujaca u Xenopus 1gY zbudowa-
na jest z czterech domen w obrgbie regionu statego
iuwazana jest za funkcjonalny homolog wystepuja-
cego u ssakow IgG (34). Natomiast IgX najczescie)
wystepuje w obrebie blony §luzowe;j jelit, jako analog
wystepujacego u ssakow IgA (27). Wszystkie te mo-
lekuty sa odpowiedzialne za humoralng odpowiedz
immunologiczna, a tym samym zaangazowane w obro-
ng¢ przeciwko czynnikom zakaznym (14).

Gady sa ostatnia grupa krggowcow, u ktérych orga-
nizacja locus IgH (C) oraz kodowanie IgH izotypow
nie byly dostatecznie scharakteryzowane. IgH locus
to region w obrqble chromosomu, gdzie znajduja si¢
geny kodujace czesci state Ig. Najnowsze badania Wei
1 wsp. (35), wykonywane u jaszczurek Anolis caroli-
nes sugeruja, ze gady posiadaja trzy rézne IgH (C),
ktére koduja czgsci state immunoglobulin IgM, IgD
1 IgY natomiast brak jest regionu dla czg¢sci stalej tan-
cucha alpha IgA.

Wystepowanie IgM u gadow wykazano u z6iwi,
gekonow, kajmanow (10, 12, 33). Konwencjonalna
IgM sktada si¢ z podstawowych jednostek czterotan-
cuchowych, fancuch cigzki tworza cztery domeny
(4C(H) domeny). Wystepuja dwa typy: sekrecyjna oraz
powierzchniowa IgM; transkrypt kodujacy krotka po-
wierzchowna glikoproteing wykazuje brak pierwszych
dwoch (transmembranowych) C(H) domen (VDIJ-
-C(H)3-C(H)4). Powstal on w wyniku alternatywnego
ztaczenia mRNA fancucha c1qzklego (35). Podczas
rozwoju embrionalnego Ig te pojawiaja sig jako pierw-
sze, juz w 7. dniu po zaptodnieniu (37).

Obecno$¢ genu kodujacego tancuch cigzki delta Ig
u jaszczurek $wiadczy o ewolucyjnej kontynuacji IgD
poprzez rdézne gatunki zwierzat, poczawszy od ryb do
ssakow, brak jej natomiast u ptakow. Powierzchniowa
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IgD, podobnie jak IgM, pehi rolg receptoréw w doj-
rzalych limfocytach B. Charakteryzuje si¢ Wystepo-
waniem 11 C(H) domen, tylko cztery pierwsze sa uzy-
wane podczas ekspresji pow1erzchn10wych IgD (35).
Immunoglobuliny IgD mozna spotka¢ poczawszy od
10. dnia rozwoju zarodkowego; ich poziom, tak samo
jak IgM, stopniowo wzrasta od 30. dnia po zaptodnie-
niu (37).

gy

IgY, podobnie jak u ptazéw czy ptakow zbudowane
sa z czterech domen w obrgbie regionu statego. U ga-
dow wystepuje takze krotka izoforma IgY z dwiema
C(H) domenami (35). W badaniach Xu i wsp. (37)
przeprowadzanych u z6twi wykazano, Zze podczas roz-
woju embrionalnego brak jest ekspresji IgY.

W pierwszym dniu zycia ekspresja IgM oraz IgD
jest najwigksza w obrgbie $ledziony, nerek 1 krwi.
Natomiast w 15. dniu obecnos¢ IgM oraz IgD mozna
wykaza¢ dodatkowo w jelicie, watrobie 1 zotadku.
Kontrastuje to z brakiem IgY do 90. dnia, ktére poja-
wiaja si¢ dopiero w 180. dniu obserwacji w $ledzio-
nie, nerkach. Wykazanie duzej ilosci IgM, IgD, IgY
w tych narzadach moze $wiadczy¢ o ich znaczacej roli
w proliferacji limfocytéw B oraz jako miejsca prezen-
tacji antygenow (37).

Przeciwciata podobne do Ig A

Interesujacym wydaje si¢ fakt, ze w badaniach Wei
1 wsp. (35), nie stwierdzono obecnosci IgH (C) locus
dla czgsci statej fancucha alpha IgA. Natomiast w ba-
danich Deza i wsp. (10, 11) wykazano obecnos¢ prze-
ciwcial posiadajacych ewolucyjne podobiefistwo do
ptasich 1 wystepujacych u ssakow IgA. Powstaty one
najprawdopodobniej w procesie rekombinacji pomig-
dzy IgY a IgM (dwie pierwsze domeny C, 11 C,2 sa
homologiczne zC, 1 i C,2 IgY, natomiast domeny C, 3
i C 4 zdomenami C 3 1C 4 IgM). Autorzy wykazali
takze ich wysoka koncentracje w obrgbie btony $luzo-
wej jelit (11, 12).

Podsumowujac, gady w odpowiedzi na réznego typu
antygeny sa w stanie wykorzystywac¢ wiele mechaniz-
mow efektorowych uktadu odpornosciowego, w tym
takze endogennie syntetyzowac przeciwciata. Odpo-
wiedz humoralna, rodzaj syntetyzowanych Ig rozni si¢
od innych krggowcoéw. W ubieglym stuleciu uwazano,
ze jedynymi wystepujacymi u gadow izotypami Ig sq
IgM oraz IgY. Obecnie najnowsze badania (10-12, 35,
37) wskazuja réwniez na obecno$¢ przeciwciat klasy
IgD oraz przeciwciat podobnych do IgA. Powyzsze
dane utatwiaja zrozumienie teorii ewolucji Ig genow.
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