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Imunoloski bukvar

1. Molekuli imunskog prepoznavanja



molekule Iimunskog prepoznavanja spadaju tri  garniture

proteinskih molekula sposobnih da vezuju antigen i da na taj nacin
obavljaju prepoznavanje u imunskom sistemu.

0 su: povrsSinski imunoglobulini (Ig) koji sluze kao receptori za

antigen zvani BCR (od engl. B cell receptor) na B limfocitima;
receptori za antigen na T limfocitima zvani TCR (od engl. T Cell
Receptor); i MHC molekuli klase I i II (od engl. Major Histocompability
Complex encoded molecules).



vi su ovi molekuli strukturno homologni i evolucijski srodni, pa se

zato svrstavaju u superfamiliju Ig gena. Veruje se da svi poticu od
jednog pragena koji se javlja tokom evolucije pojavom multicelularnih i
viseslojnih Zivotinja i prvobitno kontrolise sintezu primitivnih proteinskih
molekula kojima se celije medusobno prepoznavaju i komuniciraju

tokom histogeneze.



ajednicko svojstvo svih molekula imunskog prepoznavanja je da

sadrze jednu ili viSe homolognih jedinica - domena - karakteristiCne
trodimenzijske strukture koja pocCiva na konformaciji zvanoj
Imunoglobulinska.



a imunoglobulinski domen je karakteristicno da sadrzi

evolucijski sacuvane amino kiseline koje omogucuju da polipeptid
svijanjem u prostoru formira globularnu tercijarnu konformaciju u
vidu “sendvica” od dva sloja, od kojih jedan sadrzi 3, a drugi 4 niti
peptidnog lanca. U svakom sloju peptidne niti teku antiparalelno i
tvore p-plocu. Slojevi su grubo paralelni i povezani u “sendvic”
jednom disulfidnom (5-S) vezom koju ostvaruju evolucijski
konzervisani cisteini u imunoglobulinskom domenu.



Shematski prikaz globularnog Ig domena
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vi polipeptidni lanci u sastavu BCR (Ig) i TCR molekula sadrze

segmente duge oko 110-120 amino kiselina, od kojih svaki
nezavisnim svijanjem u prostoru formira kompaktnu funkcionalnu
jedinicu u vidu domena Kkarakteristicne imunoglobulinske
konformacije. Lanci se medusobno razlikuju po broju domena koje
sadrze. Domena u BCR i TCR polipeptidnim lancima moze biti 2, 4, ili
5.



vi su BCR (Ig) i TCR lanci 7zvanredno raznoliki u pogledu svog

aminokiselinskog redosleda.

va molekulska raznolikost je od sustinskog znacaja za

funkcionisanje imunskog sistema posto obezbeduje strukturnu osnovu
za zadivljujuce Sirok spektar razliCitih specificnosti mesta za vezivanje
antigena na BCR i TCR molekulima. Naime, razliCiti aminokiselinski
redosledi proizvode razlicite fizicke, hemijske i konformacijske varijacije
u delu molekula kojim se vezuje antigen. Na taj nacin oni obezbeduju
bezbroj razliCitih mogucnosti vezivanja antigena i time omogucuju
imunskom sistemu da specificno prepozna bilo koju od mnogo miliona
razliCitih molekulskih konformacija — epitopa.



aznolikost aminokiselinskog redosleda, medutim, nije ravhomerno

rasporedena duz celog lanca, ve¢ je koncentrisana u krajnjem N-
terminalnom, tzv. varijabilnom (V) domenu polipeptidnih lanaca, dok su
preostali domeni viSe evolucijski konservisani i relativho su konstantni,
zbog Cega se i nazivaju konstantnim (C) domenima.



Shematski prikaz strukture BCR 1 TCR peptidnih

lanaca, njithovi nazivi, kao 1 nomenklatura koja se

koristi za obeleZavanje njihovih domena odnosno
regiona



BCR (Ig) LANCI DOMENI REGIONI
s (KONS‘I(':ANTNI)
Ig TESKI (H) LANCI

v
Membranski oblik (VARDJABILNI) .

Transmembranski

TCR LANCI

HLJ’][‘
HE W

y Y

Ig LAKI (L) LANCI

"

S
|

S

N =) == —() == () — () == —

7
s
|
7
s
|
s
|
s

S

e

S
|

S

IgH IlgH IgH IgH IgH IgL IgL TCR TCR TCR TCR
planac dlanac  ylanac olanac ¢lanac k lanac A lanac o lanac Blanac vylanac & lanac



ta vise, varijabilnost aminokiselinskog redosleda Ig i TCR

polipeptidnih lanaca nije ravhomerno rasporedena ni duz varijabilnog
V domena, veC je pretezno koncentrisana u tri segmenta peptidnog
lanca, dugih desetak amino kiselina svaki, i uredenih u vidu petlji koje
strCe iz lanca. Nazivaju se hipervarijabilnim regionima. Hipervarijabilni
regioni su medusobno razdvojeni relativno konstantnim regionima

potke lanca.

ako u Ig, tako i u TCR molekulu hipervarijabilne petlje V domena

dva polipeptidna lanca se konformacijom lanaca dovode prostorno u
blizinu, i udruzuju se formiraju¢i mesto u molekulu kojim se vezuje
antigen, | stoga se naziva mestom vezivanja antigena.



Shematski prikaz hipervarijabilnih regiona u
okviru V regiona BCR 1 TCR polipeptidnih
lanaca
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obzirom na to da hipervarijabilni regioni ucestvuju u

formiranju dela molekula koji vezuje antigen zato Sto je prostorno
komplementaran molekulskoj konformaciji vezanog antigena, oni se
takode nazivaju i regionima koji odreduju komplementarnost - CDR
regionima (engl. complementarity-determining regions).

ioloski znacaj i prednost hipervarijabilnih regiona je u tome sto

omogucuju da se ogromna raznolikost mesta vezivanja antigena, kako
u TCR tako i u BCR (Ig) molekulima, moze stvarati menjanjem duzine
hipervarijabilnih petlji i aminokiselinskog redosleda u njima, a bez
remecenja ukupne trodimenzijske strukture peptidnih lanaca.



BCR



munoglobulini (Ig) su glikoproteini koje proizvode iskljucCivo B

limfociti. Molekuli Ig mogu biti iskazani na celijskoj membrani B limfocita
kao receptori za antigen zvani BCR, ili ih B limfociti kada diferentuju u
plazma celije mogu luciti kao antitela.



embranski BCR molekuli strukturno se razlikuju od izlucenih

molekula antitela samo utoliko Sto prvi sadrze membranski tip teskih
IgH lanaca, a za razliku od antitela u kojima se nalazi /iziucivani tip
inace istovetnih teskih IgH lanaca.

azlika izmedu ova dva tipa teskih lanaca sastoji se samo u tome

sto membranski tip IgH lanca na svom C-terminalnom kraju sadrZi
dodatni niz od oko 20 hidrofobnih amino kiselina, tzv. transmembranski
domen, koji ga vezuje za Ccelijsku membranu protezuci se kroz
hidrofobski region lipidnog dvosloja celijske membrane B limfocita.



olekul BCR (Ig) je simetriCan i sastoji se od dva identicna teska

polipeptidna lanca, teska zato sto su vece molekulske mase, i dva
identiCna /aka lanca, laka zato sto su manje molekulske mase. Prvi su
nazvani IgH (H od engl. Heavy), a drugi IgL (L od engl. Light) lanci.

anci su u molekulu medusobno vezani disulfidnim vezama, i to

S-S vezom izmedu dva teska lanca, kao i S-S vezama izmedu lakih i
teskih lanaca.

gH lanci u molekulu Ig mogu biti pet razliCitih klasa oznacenih

grckim slovima p, 8, v, o ili €, dok IgL lanci mogu biti dva tipa zvana «
ili .



Shematski prikaz strukture BCR
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lasa teskog lanca koji se nalazi u molekulu Ig odreduje kojoj

od pet klasa molekul pripada. Shodno tome, ako su u molekulu p
teski lanci, onda je molekul klase IgM, ako su to & teski lanci onda je
molekul klase IgD, ako su to y lanci onda je klase IgG, ako su to o
lanci onda je klase IgA, i konacno, ako su to ¢ lanci onda molekul
pripada klasi IgE. Od klase kojoj pripada teski lanac, zavise
odgovarajuce bioloske funkcije molekula Ig antitela, kao Cto su
aktivacija sistema komplementa, opsonizacija, oslobadanje
medijatora rane preosetljivosti, citotoksicnost, itd.

Ig molekulu bilo koje od 5 klasa laki IgL lanci mogu biti ili « ili



IgH teski lanci u molekulu Ig odreduju klasu antitela
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esto vezivanja antigena u Ig molekulu formira se interakcijom

V domena jednog teskog lanca i V domena za njega disulfidnom
vezom vezanog lakog lanca. U formiranju povrSine koja vezuje
antigen sadejstvuju po tri CDR regiona teskog i lakog lanca.

snovni molekul Ig po pravilu sadrzi dva mesta vezivanja

antigena i stoga se za njega kaze da je bivalentan. Bivalentnost
povrSinskog BCR molekula je za imunsko prepoznavanje vazna
stoga sto omogucuje unakrsno vezivanje receptora u kompleks
neophodan za endocitozu antigena od strane B limfocita.



okom svog razvica u kostnoj srzi, nezreli prethodnici B limfocita

zvani pre-B celije, u pocCetku sintetiSu IgH p lance koji se spajaju sa
peptidnim lancima koji u stvari nisu pravi vec¢ surogatni laki lanci, pa
su molekuli iskazani na cCelijskoj membrani nefunkcionalni.

ad u celijama otpocne sinteza IgL lanaca, oni se spajaju sa IgH pn

lancima istiskujucCi surogatne lake lance. B limfociti u tom stadijumu
svog razvica iskazuju na membrani funkcionalne receptore klase IgM
sposobne da prepoznaju antigene, i nazivaju se zrelim devicanskim B

limfocitima, deviCanskim zato Sto se josS nisu susreli sa antigenom.



nogi devicanski B limfociti ubrzo pocinju da sintetisu i IgH &
lance sa V domenom koji je identican V domenu IgH p lanaca, tako
da vecina zrelih devicanskih B limfocita na svojoj membrani iskazuju
dve klase povrsSinskih BCR molekula, IgM i IgD. Posto oni sadrze IgH
u i & lance sa identicnim V domenom, obe molekulske vrste
receptora iste su specificnosti za antigen.

vaki zreli B limfocit na svojoj membrani iskazuje oko 100 000

povrsinskih BCR molekula. Memorijski B limfociti za razliku od
devicanskih, iskazuju povrSinske BCR molekule u cijem sastavu se
mogu naci membranski oblici IgH vy, « ili ¢ lanaca.



TCR



CR su glikoproteini koje jedino proizvode T limfociti i iskljucivo ih

iskazuju na svojoj Celijskoj membrani kao receptor za antigen, a ne
mogu da ih luce u spoljnu sredinu.



CR molekuli vecine T limfocita su heterodimeri sacinjeni od TCR

lanaca zvanih o i B koji su vezani disulfidnom vezom. Manjina T
limfocita iskazuje na svojoj Celijskoj membrani heterodimere koji se
sastoje od TCR lanaca zvanih y i 6.

licno membranskom tipu IgH lanaca, TCR lanci takode na C-

terminalnom kraju imaju transmembranski region koji se sastoji od
20-24 pretezno hidrofobske amino kiseline. Tipican T limfocit iskazuje
oko 20 000 TCR molekula na svojoj celijskoj membrani.



Shematski prikaz strukture TCR
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esto vezivanja antigena u TCR molekulu takode se formira

interakcijom varijabilnih V domena oba peptidna lanca. Slicno kao i
kod Ig, u formiranju specificne konformacije kontaktne povrsine sa
antigenom neposredno ucestvuju CDR regioni oba peptidna lanca.
Molekul TCR poseduje jedno mesto vezivanja antigena.

CR predstavlja jedan jedinstveni receptor sa posebnim regionima

kojima se specificno prepoznaju kako determinante na peptidnom
fragmentu, tako i polimorfne determinante na MHC molekulu. Sto se
peptidnog fragmenta vezanog u MHC molekulu tice, posebnim
aminokiselinskim ostacima ostvaruje se njegov kontakt sa TCR, s jedne
strane, i kontakt sa MHC molekulom s druge strane.



Shematski prikaz nacCela prepoznavanja
proteina od strane T Celija
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olekuli BCR i TCR osposobljavaju B odnosno T limfocite da

specifitno prepoznaju antigene. Medutim, ovi molekuli nisu u stanju da
stvaraju, niti da sprovode u celiju signale koji je podsticu da proliferise i
diferentuje u efektorsku celiju. Stoga aktivacija celije zavisi od signala
koje stvaraju i sprovode drugi molekuli fizicki povezani u
multipolipeptidne komplekse sa BCR i sa TCR.



CR kompleks sastoji se od 2 teska (H) i 2 laka (L) lanca spojenih sa
najmanje jednim, a obicno sa dva dimera koji su sastavljeni od jednog
Ig-oo i jednog Ig-p lanca povezanih disulfidnom vezom. Svojim
ekstracelularnim domenima oba lanca pripadaju Ig supefamiliji.



Shematski prikaz BCR kompleksa
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olekuli povezani sa TCR Cine kompleks zvan CD3. Kompleks se

sastoji od pet posebnih polipeptidnih lanaca: y lanca, & lanca, € lanca ,
¢ lanca i n lanca. U CD3 kompleksu prisutan je po jedan vy, d i dva ¢
lanca. 90% TCR molekula imaju homodimer od dva disulfidnom vezom
spojena ¢ lanca, dok 10% imaju heterodimer sastavljen od jednog ¢
lanca povezanog disulfidnom vezom sa jednim n lancem. Svojim
ekstracelularnim domenima y,8 i ¢ lanci pripadaju Ig supefamiliji.
Iskazivanje TCR i CD3 molekula na membrani T celije i njihove funkcije
su medusobno zavisne.



Shematski prikaz TCR kompleksa
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DNA
preuredenije



itna je karakteristika svinh BCR (Ig) i TCR polipeptidnih lanaca to

da njihovih funkcionalnih gena nema u DNA zametne loze koja se
nasleduje, kao sto je to sluCaj sa drugim proteinima. Funkcionalni
gen/ za BCR i TCR polipeptidne lance sklapaju se tek naknadno,
tokom razvica limfocita, i to nezavisno u svakom pojedinachom B
odnosno T limfocitu procesom somatskog DNA preuredenja i
nasumicnom rekombinacijom nasledenih genskih segmenata.



toga svaki pojedinacni diferentovani B odnosno T limfocit, i

njegovo potomstvo koje Cini jedan celijski klon, poseduje samo
sebi svojstvene funkcionalne gene za BCR(Ig) odnosno TCR
polipeptidne lance. Ovi su geni nastali nasumicno, kao na ruletu,
putem jedne od sijaset mogucih rekombinaciia genskih
segmenata.



omatsko DNA preuredenje jedinstveno je za imunski sistem,

odnosno za B i T limfocite u kojima do njega jedino dolazi, i u kojima
jedino preuredeni i rekombinovani funkcionalni geni za BCR(IQ)
odnosno TCR peptidne lance vrse svoj posao. U ostalim celijama,

medutim, BCR(Ig) i TCR genski lokusi ostaju u nefunkcionalnoj
konfiguraciji zametne loze.

roces somatskog DNA preuredenja u B i T limfocitima je veoma

vazan za imunski sistem s obzirom na to da on na krajnje ekonomican
nacin i koris¢enjem minimuma informacija zametne loze, nasumicnim
rekombinacijama nefunkcionalnih parcica gena obezbeduje stvaranje
ogromnog broja funkcionalnih gena neophodnih za stvaranje
najraznolikijih imunskih receptora.



Dve vrste receptora u imunskom sistemu
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eni koji kodiraju BCR(Ig) i TCR polipeptidne lance rasporedeni su

u sedam posebnih lokusa . JgH za teske lance, gL« i IglA za lake
lance, i 7CR a.,f3,y,0 za TCR lance.

Genomska organizacija svih ovih genskih lokusa u konfiguraciji koja
se nasleduje je veoma slicna. Svaki lokus sadrzi viSe grupa genskih
segmenata koji tek kada se spoje u kontinualni niz stvaraju
funkcionalan gen sposoban da zapocne i upravlja sintezom polipeptida.



ocev od 5' kraja DNA lanca, svi lokusi sadrze brojne

varijabilne V genske segmente, zatim grupu spojnih J genskih
segmenata, kao i nekoliko konstantnih C genskih segmenata
prema 3’ kraju. Uz svaki V segment prema 5’ kraju nalazi se L
ekson koji kodira liderski peptid neophodan za vodjenje
nascentnog peptida. Sem toga, IgH lokus i TCRp lokus sadrze
pored navedenih, i grupe genskih segmenata raznolikosti - D
genskih segmenata.



.....

lanaca u konfiguraciji kakva se nasleduje
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omatsko preuredenje DNA kojim se tokom razvica limfocita

sklapa funkcionalni gen za BCR ili TCR polipeptidne lance,
odigrava se posredstvom posebne, za odredeno mesto na DNA
specificne, rekombinacije nefunkcionalnih V,D,J genskih
segmenata. Rekombinacija se obavlja aktivhoScu zajednickog
tkivno specificnog enzimskog sistema poznatog pod kolektivnim
nazivom VD.J rekombinaze.



ekombinacija V,D,J segmenata podrazumeva pre svega

prepoznavanje signalnih evolucijski veoma konzervisanih RS sekvencija
na DNA molekulima koji se spajaju. One se nalaze bocno prema 3’
kraju svakog V segmenta, prema 5’ kraju svakog J segmenta i s obe
strane svakog D genskog segmenta.

RS sekvencije sluze kao mesta prepoznavanja za rekombinacijski
sistem, Cime se obezbeduje da se samo odgovarajuci genski segmenti
rekombinisu. V segment se prevashodno spaja samo sa J ili sa D
segmentom, ali se gotovo nikad ne spaja sa nekim drugim V
segmentom.



a V,D,] rekombinaciju od kljucnog su znacaja evolucijski izrazito

konzervisani aktivacijski geni rekombinaza, RAG-1 i RAG-2 geni (RAG
od engl. recombinase activation gene), koji pod uslovom da su
istovremeno iskazani obezbeduju generisanje aktivnosti V,D,]
rekombinaza. Eksperimentalno razaranje bilo kog od ova dva gena
dovodi do toga da u genskim lokusima BCR(Ig) ili TCR polipeptidnih
lanaca ne moze doci do preuredenja DNA, sto je popraceno zastojem u
razvicu limfocita u vrlo ranoj fazi diferencijacije.

Misevi kod kojih je jedan od ova dva gena nefunkcionalan, nemaju
funkcionalnih B i T limfocita i ispoljavaju sindrom teske kombinovane
imunodeficijencije - SCID (engl. severe combined immunodeficiency
syndrom).



ekombinacija genskih segmenata odigrava se odredenim

preciznim redosledom. Na primer, u slucaju IgH /lokusa prilikom
sazrevanja B limfocita, prvo se neki od vise D genskih segmenata
(recimo treci po redu u grupi D segmenata, segment D3) pomera da
precizno prilegne i da se spoji sa nekim od vise J genskih segmenata
(recimo sa drugim po redu u grupi J segmenata, sa segmentom J2).
Sledstveno D3]2 spajanju, neki od velikog broja V genskih segmenata
(recimo prvi u grupi V segmenata, segment V1) spaja se sa D3]2
kompleksom cime nastaje rekombinovani funkcionalni V1D3J2 gen
koji kodira V domen IgH lanca.



Shematski prikaz rekombinacije genskih
segmenata u funkcionalni gen
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osto se preuredenje DNA obavi, zapocinje transkripcija.

Prvonastali primarni RNA transkript za IgH p lanac sadrzi prepis kako
spojenih V1D3J2 genskih segmenata, tako i prepis suvisnih 13 i J4
segmenta, kao i verovatno prepis svih C genskih segmenata.
Medutim, sledstvenom obradom RNA stvara se informacijska mRNA u
kojoj su samo prepisi genskih segmenata V1, D3, J2 i Cu sacuvani i
nalaze se u kontinuitetu, dok su preostali prepisi uklonjeni.






