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artykut przeglgdowy

Przeciwciala u ryb
- struktura molekularna i jej r6Znicowanie

Prowadzone od lat siedemdziesigtych intensywne
badania nad mechanizmem proceséw immunologicz-
nych u ryb pozwolity na znaczne osiagnigcia i po-
szerzenie wiedzy z tej dziedziny. Dzi§ wiadomo,
ze procesy obronne u ryb w duzym stopniu s3 po-
dobne do istniejacych u wyzszych krggowcéw i
czlowieka. Sktadaja si¢ na nie procesy komorkowe
i humoralne, w ktérych uczestnicza rézne wyspec-
jalizowane komorki oraz bialka. Mechanizm ob-
rony komérkowej wykonywanej glownie przez ma-
krofagi oraz obrony humoralnej zwigzane] z funkcja
przeciwcial sa regulowane aktywnoscia komérek
majacych rolg stymulatoréw oraz innych komorek —
— wykonawcéw. Komérkami ,stymulatorami” sa
limfocyty T, a ,,wykonawcami” proceséw humoral-
nych — limfocyty B. Limfocyty T powstajace u ryb
w nerce przedniej (pronephros) dojrzewaja w gra-
sicy. Tutaj réznicuja si¢ na komorki Te i Th. Pierwsze
z nich to limfocyty cytolityczne majace za zadanie
lize komdrek, na powierzchni ktérych przytaczone
zostaty obce antygeny. Komérki Te maja zdolnosc
rozpoznawania tych antygenéw dzigki odpowiednim
bialkowym receptorom na swej powierzchni. Lim-
focyty Th — pomocnicze (ang. helper) maja zdolnos¢
przytaczania obcych antygendw zwiazanych z za-
atakowanymi nimi komérkami organizmu. Wyzwala
to ich reakcjg polegajaca na produkcji i wydzielaniu
bialek zwanych cytokinami. R6zne rodzaje cytokin
stymuluja komérki biorace udzial w procesach ob-

ronnych, ale przede wszystkim komorki innej klasy
limfocytéw — zwanych limfocytami B. Aktywno$c
tych ostatnich stymulowana cytokinami wyraza sie
produkcja przeciwcial.

Poznanie struktury i funkeji przeciwcial u ryb
odbylo si¢ dzigki pracom wielu badaczy, opubliko-
wanym stosunkowo niedawno, giéwnie w latach
dziewieédziesiatych. Na sympozjum na temat 1m-
munologii ryb, ktére odbylo si¢ w 1995 r. w Rey-
kjaviku w Islandii migdzy innymi przedstawiono
(1) najnowsze szczegdly wiedzy o przeciwciatach
ryb zebrane z wielu publikacji ogloszonych w ostat-
nich latach. W niniejszym artykule zostana omo-
wione najwazniejsze z nich, Wydaje si¢ bowiem,
7e informacje na ten temat moga by¢ interesujace
dla polskich ichtiopatologdow.

Budowa molekularna
czasteczKi przeciwciala u ryb

Przeciwciala czyli immunoglobuliny (Ig) sa bial-
kami, ktére wystepuja u wszystkich krggoweow po-
czawszy od ich najnizszej grupy bezszczekoweow
(Gnathostoma). Schemat budowy czasteczki prze-
ciwciata jest podobny u wszystkich tych zwierzat.
Czasteczka ta sktada si¢ z czterech ladcuchow ami-
nokwasowych. Sa to jednakowe dwie pary: para
dhuzszych tacuchéw cigzkich (H — ang. heavy)
oraz para krétszych lekkich (L — ang. light). Miedzy
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nimi tworza si¢ tzw. mostki dwusiarczkowe (S-S)
taczace atomy siarki wchodzace w sktad aminokwasu
cysteiny. Wiazania te stabilizuja czasteczke przeciw-
ciala (ryc. 1). Kazdy z czterech taficuchéw amino-
kwasowych ma charakterystyczne grupy sekwencji
zwane domenami, ktére maja swoiste funkcje. Na
koncach N tancuchéw H i L (to jest na koricach,
w ktérych pierwszy aminokwas ma wolna grupg
aminowa NH2) rozréznia sie domene zmienna V
(ang. variable), a za niag domeng C - statg (ang.
constant), ktérej ostatni aminokwas w taficuchach
H i1 L ma wolng grupe karboksylowag COOH - stad
koniec ten zwany jest koicem C (ryc. 1).

Zadaniem zmiennej domeny V jest wigzanie anty-
genu. Funkcje t¢ wykonuja zwlaszcza trzy rejony
aminokwasowe okreslane jako nadzmienne: CDR],
CDR2, i CDR3 (ang. complementarity determining
regions). Rézne rodzaje przeciwcial rdznig si¢ sek-
wencjg aminokwasow w tych wiasnie trzech rejo-
nach (ryc. 1).

Zadaniem statej domeny C w czasteczce przeciw-
ciala (sekwencja aminokwaséw jest w niej niezmienna)
jest wiazanie i uaktywnianie zespotu bialek maja-
cych rézne funkcje, a migdzy innymi wywotujacych
lize¢ komorek zwiazanych z przeciwciatami. Zespot
tych bialek zwany jest dopetniaczem. Funkcja ob-
ronna przeciwciala jest wigc realizowana przez do-

cC C

Ryc. L. Schemat budowy czasteczki przeciwciata ryb

Objasnienia:

N i C - koiice N i C aminokwasowych tarficuchéw cigzkich i lekkich

V1 - zmienna domena laricucha lekkiego (kolor zielony)

Vi — zmienna domena tardcucha cigzkiego (zielony)

W obu tych domenach ciemnymi polami zaznaczono trzy rejony nadzmien-
ne: CDR|, CDR2 i CDR3

Cr - stala domena faficucha lekkiego (kolor czerwony)

CH - stala domena ladcucha cigzkiego (czerwony)

Czarne linie laczace H i L oznaczaja mostki dwusiarczkowe S-S stabili-
zujace czasteczkg przeciwciala

meny state przeciwciata. Stad tez domeny te okresla
si¢ jako cfektorowe.

Przeciwciata réznigce si¢ budowa i funkcja dzie-
lone sa u wyzszych krggowcdw na kilka klas. O
przynaleznosSci do tej samej klasy decyduje jedna-
kowa sekwencja aminokwasowa w taricuchach cigz-
kich (H). U wyzszych krggowcow 1 czlowieka roz-
roznia si¢ piec klas (niektére z nich dzielg sig jeszcze
na podklasy). U ryb dotychczas stwierdzono tylko
jedna klase, ktdrej struktura molekularna jest podob-
na do struktury klasy IgM u wyzszych krggowcow.
Przeciwciata IgM sa pierwszymi, ktére powstaty w
filogenezie kregowcdw oraz pierwszymi produko-
wanymi przez komérki B w ontogenezie danego
gatunku. Cechg charakterystyczna czasteczek prze-
ciwcial klasy IgM u ryb kostnoszkieletowych jest
ich przestrzenna budowa tetrameryczna (ryc. 2). Oz-
nacza to, ze czasteczka przeciwciat tej klasy jest
zbudowana z czterech jednostek, z ktérych kazda
ma typowa, czterotancuchowa budowg (dwa taficu-
chy H i dwa L). Zwiazanie tych czterech jednostek
odbywa si¢ dzigki wigzaniom S-S miedzy cysteinami
potozonymi w sekwencji aminokwasowej taficu-
chow H niedaleko ich koficéw C.

U ryb chrzestnoszkieletowych oraz u wszystkich
wyzszych od ryb grup krggowcéw przestrzenna bu-
dowa czasteczek IgM jest pentameryczna, to znaczy,
ze ich czasteczka ztozona jest z pigeciu jednostek
(kazda z nich zbudowana z dwu taricuchéw H i L).
Przyczyny wyjatkowej budowy tetramerycznej prze-
ciwcial IgM u ryb kostnoszkieletowych sa przed-
miotem wielu hipotez i dyskusji. Uwage wzbudza
zwlaszcza pozycja cysteiny przy koricach C taricu-
choéw H. We wszystkich pentamerycznych IgM cys-
teina jest tam 627 aminokwasem (liczac od kofca
N tardcucha aminokwasowego), natomiast w tetra-
merycznych IgM u ryb kostnoszkieletowych zajmuje

N F

Ryc. 2. Schemat tetramerycznej budowy czasteczki przeciwciala klasy
IgM u ryb kostnoszkieletowych
Objasnienia: Ladcuchy ciezkie oznaczono kolorem czerwonym, taficuchy
lekkie kolorem zielonym. Stabilizujace czasteczke mostki S—S nie sa zaznaczone
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ona pozycje 624. W zwiazku z tym istnieja hipotezy
méwiace o trudnosciach, jakie moze wywolywac
taka pozycja cysteiny w powstawaniu przestrzennej
struktury pentamerycznej. Nie udato sig jednak dotych-
czas wiarygodnie wyjasni¢ przyczyny innej przestrzen-
nej budowy IgM u ryb kostnoszkieletowych w po-
réwnaniu do pozostatych grup kregowcow.

Réznicowanie przeciwcial

Wszystkie biatka, a wige i przeciwciata sa syntety-
zowane w komérkach na rybosomach. Jak wiadomo
kolejnosé aminokwaséw w faricuchach polipeptydo-
wych jest ukfadana wedlug informacji genetycznej,
czyli zaleznie od kolejnosci nukleotydéw w nici
DNA. na odcinku, przy ktérym powstaje laficuch
kwasu rybonukleinowego mRNA. Kwas mRNA ma-
jacy sekwencje nukleotydéw zalezng od ich usze-
regowania w matrycy DNA wedruje do rybosomoéw
i tu przy pomocy innych kwaséw rybonukleinowych
(tRNA i rRNA), a takze odpowiednich enzymow
powstaje taiicuch aminokwasowy tworzacy pierwszo-
rzedowa strukture biatka. Kolejnosc aminokwaséw
w nici biatka jest wigc §cisle determinowana przez
odpowiedni odcinek DNA, ktéry nazywa si¢ genem.

Pierwszorzedowa struktura tancuchéw H i L prze-
ciwcial jest réwniez determinowana przez geny. Licz-
ba réznych antygendw atakujacych komorki kre-
gowcdéw (w tym i ryb) moze by¢ ogromna, a kazdy
z nich powoduje synteze specyficznej immunoglo-
buliny, co jest poprzedzone uaktywnieniem odpo-
wiednich genéw DNA i przeniesieniem (poprzez
mRNA) informacji genetycznej do rybosoméw doj-
rzatych limfocytéw B. Stwierdzono, ze w genach
limfocytéw B odpowiedzialnych za kodowanie cig¢z-
kich i lekkich taficuchéw przeciwcial oraz ich domen
zmiennych i statych mozna wyré6zni¢ odpowiednie
segmenty nukleotydowe sprawujace te funkcje. W
genie kodujacym tadcuch cigzki H wyrdznia sig
trzy segmenty: VH, DH i JH odpowiedzialne za
kodowanie domeny zmiennej V, a w niej rejonow
nadzmiennych CDR| — CDR3. W genie kodujgcym
taicuch lekki L istnieja tylko dwa segmenty ozna-
czane jako VL i JL, ktore decyduja o sekwencji
aminokwasowej domeny V tego taficucha (w tym
jej trzech rejonéw nadzmiennych CDR).

Nalezy zaznaczy¢, ze segmenty VH, ktérych jest
u ryb okoto 100, nie sa wszystkie jednakowe. Stwier-
dzono, ze np. u pstraga teczowego jest wsrod nich
co najmniej dziewig¢ réznigcych sig kolejnoscia nu-
kleotydéw. Podobne zjawisko dotyczy réwniez seg-
mentéw VL, ktérych moze by¢ okoto 200, a wsrod
nich stwierdzono kilka réznigcych si¢ kolejnoscia
nukleotydéw. O segmentach DH i JH oraz JL w
DNA ryb mamy dotychczas niewiele danych, ale
wiadomo, ze réwniez i w nich mozna rozr6zni¢ po
kilka odmiennych sekwencji nukleotydowych. Wszys-
tkie te szczegdly maja podstawowe znaczenie W pro-

cesie réznicowania przeciwciat, jest on bowiem uza-
lezniony od przemian odbywajacych si¢ w segmen-
tach DNA kodujacych zmienne domeny V przeciw-
cial.

Wobec ogromnej réznorodnosci antygenow nie
jest mozliwe aby kazdemu rodzajowi przeciwciata
odpowiadal odrebny gen. Geny kodujace przeciw-
ciata zajmowalyby bowiem tak znaczna diugos¢ tan-
cucha DNA, ze zabrakloby jej na inne funkcje re-
gulowane przez pozostale geny tego kwasu. Dlatego
tez musi istnie¢ mechanizm, ktéry wykorzystujac
stosunkowo niewielka liczbe segmentéw VH, DH
i JH w DNA kodujacych zmienna cze§é tancuchow
ciezkich oraz niewielka liczbg segmentéw VL i JL
w DNA kodujacych tg czgéé taricuchow lekkich —
— pozwoli na kodowanie licznych i bardzo zrézni-
cowanych przeciwcial. Jak dzi§ wiadomo, odbywa
sie to dzieki zjawisku rekombinacji wewnatrzgeno-
wej czyli przemieszczaniu sig w nici DNAi zblizaniu
do siebie segmentéw VH, DH i JH oraz VL i JL.
Proces ten jest regulowany odpowiednimi enzymami
pozwalajacymi na przecinanie taicucha DNA w od-
powiednich miejscach i wstawianie do niego prze-
mieszczonych segmentéw. Powstaja w ten sposob
zespoly segmentéw 0 nowym uszeregowaniu nu-
kleotydowym. Poniewaz (jak podano wyzej) liczba
segmentéw DNA kodujacych zmienne domeny A%
tadcuchéw ciezkich i lekkich liczy si¢ w setkach,
a kolejno$¢ nukleotydéw w nich moze sig rézni¢ —
dzieki procesowi rekombinacji liczba syntetyzowa-
nych w limfocytach B rodzajéw przeciwcial moze
by¢ bardzo duza. U ssakéw ten sam mechanizm
réznicowania przeciwciat umozii\f IiEl produkcje réz-
nych ich rodzajéw w liczbie 107". U ryb nie do-
konano tego rodzaju obliczeri, ale nalezy sadzic, ze
liczba ta jest podobna.

Ostateczna synteza przeciwciat odbywa si¢ w po-
tomnych komérkach limfocytéw B zwanych komor-
kami plazmatycznymi. Jest ona poprzedzona szeregiem
znanych nam przemian z udzialem biatek aktywu-
jacych odpowiednie geny oraz regulujacych przebieg
rekombinacji genetycznej. Mechanizm tych proce-
s6w jest bardzo skomplikowany i nie bgdzie omo-
wiony w niniejszym artykule.

Proces syntezy i réznicowania immunoglobulin
jest jedynie niewielkim fragmentem w poréwnaniu
do ogromnej liczby rodzajéw innych przemian, jakie
toczg sie w zywej komorce. Ztozony przebieg pro-
dukeji i funkcjonowania przeciwcial przekonuje jak
bardzo sa skomplikowane procesy zyciowe inten-
sywnie odbywajace si¢ w komérkach i catych or-
ganizmach. Sa skomplikowane, ale réwnoczes$nie
zadziwiajaco uporzadkowane.
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