Imunoglobulinele

v'molecule de naturi glicoproteicad,
v'produse de plasmocite in raspunsul la un
imunogen

v'prezente in sange, umori si majoritatea
tesuturilor

v electroforetic migreaza in zonele beta si
gama

v'dotate cu functii biologice multiple

v'se caracterizeaza printr-o dualitate
structurala (datorata celor doua regiuni
distincte pe care le include: Fab si Fc) care
explica bifunctionalitatea moleculei:

=recunoaste si leaga specific antigenul-functia

principala
=are numeroase activitati efectorii
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STRUCTURA DE BAZA A IMUNOGLOBULINELOR
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La baza structurii unei Ig sta unitatea MONOMER

-toate |g prezinta urmatoarele doua tipuri de Ilanturi
polipeptidice.

» 2 lanturi polipeptidice usoare L- Light- 23kD ( de tip K
sau /\)

» 2 lanturi polipeptidice grele H- Heavy- 50-70kD

(Tipul de lant greu : p, 8, Y4, Y9, Y35 Y4» Oy, Oy, € defineste
clasa si subclasa de imunoglobuline )

-prezenta legaturilor disulfidice

o legaturi disulfidice inter-lanturi H si L si interactiuni non-
covalente, al caror numar difera in raport cu molecula de Ig
o legaturi disulfidice intra-lant H sau L

Regiuni Variabile (V) si Constante (C)

In raport cu variabilitatea secventelor de amac lanturile L si H pot fi
divizate in in 2 regiuni : variabila si constanta

1. Light Chain - V| (110 amino acizi) si C, (110 aminoacizi)

2. Heavy Chain - V|, (110 amino acids) si C, (330-440 aminoacizi )



Domenii

Molecula Ig prezinta regiuni globulare prin plierea lanturilor denumite domenii
fiecare continand o legatura disulfidica(-S-S-) intra-lant

lantul H are 1 domeniu variabil V,, si 3 sau 4 constante C,,,, C,,,, C,;5, C,yy
lantul L are 1 domeniu V| si1C,

Oligozaharidele
Carbohidratii sunt atasati domeniului C,,, la majoritatea imunoglobulinelor, desi uneori
pot fi atasati si in alte locatii
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Regiunea balama (Hinge )- regiunea care da forma Y moleculei Ig

- prezinta anumita flexibilitate care permite orientarea
fragment Fab catre atg

Regiunea situata intre domeniile C,1 si C,,2 ale lanturilor H este numita regiunea
balama.



-Actiunea papainei pe molecule de IgG elibereaza
doua fragmente Fab (V, + V- C,,) monovalente si

un fragment Fc

Fragmentele imunoglobulinelo
relatii structura/functii

« Fab
— legarea antigenului
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Fragmentele imunoglobuline




STRUCTURA REGIUNII VARIABILE
Compararea secventelor de amac din regiunea variabila din lanturile H si
L ale Ig arata cea mai inalta variabilitate a reziduurilor in 3 regiuni numite

- regiuni hipervariabile ‘regiuni care determina complementaritatea” (CDR).

Atc cu diferite specificitatilcu situsuri combinative diferite)au reg
hipervariabile diferite

- intre reg hipervariabile se gasesc regiuni numite framework (de
incadrare)-care determina divizarea Ig in grupe si subgrupe

Anumite reziduuri de aminoacizi din regiunile hipervariabile
Interactioneaza specific cu antigenul.

Restul reziduurilor au rol doar in

constituirea /invaginarii domeniilor V prin care se prinde antigenul si in
mentinerea integritatii situsului de legare.



Paratopul (situsul combinativ) -

»reprezinta zona de recunoastere a epitopului si de

»interactiune moleculara a moleculei de Ig cu epitopul (determinantul antigenic);

»este format din juxtapunerea in spatiu a zonelor hipervariabile apartinand lanturilor L si H.

»antigenele si anticorpii interactioneaza printr-o complementaritate spatiala nu prin legaturi
covalente

Structura regiunii variabile

regiunile hipervariabile sau req
complementare determinante(t
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locul de legare AnLigen

antigenului
req
balam:z
o oo
[ ] lant L

=
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Valenta anticorpilor-numarul de situsuri de combinare existente in molecula lg, situsuri care nu
sunt impiedicate steric sa-si manifeste activitatea; Steric -aranjamentul spatial al atomilor intr-o molecula

- Afinitatea (intrinseca) - reprezinta forta de legare dintre un situs combinativ al unui anticorp) si
un ligand -epitopul unui antigen;

- Aviditaftea (afinitatea functionala) - reprezinta forta de legare dintre doua molecule (de
exemplu antigen si anticorp) luand in seama valenta interactiunii (se refera la toate situsurile de
combinare active functional).



VARANTE ANTIGENICE ALE IMUNOGLOBULINELOR

IZzotipie alotipie
iIZo=aceleasi allo=diferite

NN

VH,VL

Cis C

Izotipurile reprezintd epitopi

» codificati de segmente genetice identice la toti indivizii unei specii;

* localizati in principal pe domeniile constante CH, CL ale lanturilor grele si usoare

Allotipurile

sunt epitopii corespondenti genelor alelice (formelor alternative ale anumitor gene), care codifica CL si CH,
de ex. allotipul Gm pe lanturile H ale 1gG, allotipul Am pe lanturile H ale IgA si Km (Inv)

Idiotipurile sunt epitopii purtati de domeniile hipervariabile VL si VH ale 1g (ca si de domeniile variabile

ale lanturilor care formeaza TCR). Idiotipul este definit ca un set complet de idiotopi din regiunea variabila
a atc si din regiunea V/TCR.






CLASE, SUBCLASE, TIPURI, SUBTIPURI de IG

lg se divid in § clase principale, pe baza diferentei in secvente de aminoacizi din regiunea C;,

IgG, IgM. IgA, IgD, IgE

Tipul de lant greu : p, J, V4, V5, Y3, Y4» O, Oy, € defineste clasa si subclasa de
imunoglobuline

lgG (IgG1, 1gG2, I1gG3, IgG4), IgM, IgA (1gA1 si IgA2), /gD, IgE

IgG subclase:

a) IgG1—Ilant H de tip y1

b) 1gG2-lant H de tip y2
c) 1gG3-lant H de tip 3

d) 1gG4 - lant H de tip y4

IgA subclase

a) IgA1-lant H de tip al
b) IgA2-lant H de tip a2

IgA seric
IgA secretor



Caracterul IgG IgA IgM IgD IgE
coeficient de sedimentare 7S 7S, 9S, 11S 19S 7S 8S
mobilitate electroforetica Y incet 3 intre a si ysip incet 3
greutatea moleculara 150 000 160 000 970 000 184 000 188 000
nr.unitatilor tetrapeptidice 1 1,2 5 1 1
lant greu (H) Y a vl ) €
lant L (K, A) K+A K+A K+A K+A K+A
formula moleculara 1,K5 v,A, (a,K,), (W,K,)s 8,K, §,K,, &,A,

(@A) 12 wKs (3,A,)

(a,K,), S

(a,A), S
Valenta pentru legarea antigenului. 2 2.4 5(10) 2 2
Concentratia in serul normal (mg/ml) 8-16 1,4-4 0,5-2 0-0,4 0,00005

0,05-IgAs
% total imunoglobuline 80 13 6 0-1 0,002
% continut carbohidrat 3 8 12 13 12
semiviata (zile) 23 6 5 3 2,5

Proprietatile fizico-chimice pentru clasele de

imunoglobuline majore




Caracteristici IgG IgA IgM IgD IgE

biologice
cea mai Ig majora in | reprezinta prezent pe protectia suprafetelor
abundenta Ig secretii sero- | anticorpi suprafata unor externe
din fluidele mucoase aglutinanti foarte | limfocite
corpului eficienti,
prezenta si predominent
extravascular intravascular
reprezentativa | apara produsetimpuriu nu se gasesc pe recruteaza agentii anti-
pentru suprafetele in raspunsul imun | celulele cu memorie | microbieni (chemotactic
raspunsul externe ale pt. eozinofile)
imun corpului
secundar
combate activeaza efective in prima factori de stimulare | crescute in inf.
microorganis- | lizozimul linie de aparare ai celulelor Th parazitare (se leaga de
mele si (actiune impotriva celulele parazitare) —
toxinele lor bactericida) bacteriilor citotoxicitate

reprezinta
izoaglutininele

ca monomer repr.
receptor pt. atg.

responsabile pt.
simptomele din alergiile

in sistemul Rh de pe celula B atopice (degranulare
(BCR) mastocitara)
strabate reprezinta:
placenta izoaglutinine
ABO sau
- factor

reumatoid




- IgM- molecula pentamerica
T S VTP rima Ig sintetizata de
| lgM monomietie
* capacitate aglutinanta
« fixeaza complementul
* se leaga la celulele cu
receptorii pentru Fc
* Ig de suprafata pe
celula B

Puntile disulfidice leaga mo
domennlor CH3 si CH4
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IgA

‘Structura

— monomerin ser

— IgAsecretor-in secretii
alcatuit din:

« lantul J
. piesa secretorie



SlNTEZA |gA5 Rolul IgAs la nivelul mucoaselor
digestiva, respiratorie, genito-

lA dimer urinard

e COmpt
lant J J],,Jﬁ ,A extrac
r »actioneaza ca o prima linie de aparare
b »fixeaza atg particulate
»favorizeaza fagocitoza opsonica
»favorizeaza activitatea macrofagelor
»1impiedica colonizarea mucoaselor
»activitate antibacteriana prin fixarea
lactoferinei
»pot realiza ADCC -fixarea prin Fc pe
RFc al Mf, neutrofile, ly B
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FUNCTIILE GENERALE ALE IMUNOGLOBULINELOR
Fragmentele Fab (V, si V) poaria paratopii

— Legarea anticorpului la antigen (prin cooperarea celor 3 subzone
hipervariabile de pe fiecare lant H si L) poate declansa:
B activarea sistemului complementului-liza celulelor si eliberarea de
molecule active biologic
M activarea diferitelor celule (fagocite, limfocite, trombocite, mastocite,
bazofile) care au pe membrana lor receptori pentru Fc.
m Unele Ig leaga receptorii de pe trofoblastii placentei, asigurand transferul Ig prin
placenta

Portiunea Fc asigura proprietatile esentiale efectorii ale moleculei,
diferite dupa clasele si subclasele de Ig:
® transferul placentar,
M traversarea epiteliilor prin legarea la un receptor poli-lg,
B activarea complementului si
M |egarea la membranele celulare prin Fc
B rata de catabolizare,



- Legarea lg la recepforii pentru Fc poate induce urmatoarele
semnale de activare celulara:

e citotoxicitatea prin celule NK;
e fagocitoza prin macrofage si polinucleare neutrofile;

e degranularea mastocitelor sau a plachetelor sanguine.



Anticorpii monoclonali

Anlicorplii monoclonall reprezinta o categorie de anticorpi
omogeni derivati dintr-o singura clona de celule B identice
Imunoglobuline omogene sunt proteinele mielomatoase care apar
in sangele pacientilor cu mielom, ca rezultat al unor procese
neoplazice instalate la nivelul celulelor sintetizatoare de anticorpi

OBTINERE IN VITRO

proces de hibridizare somatica -obtinerea de hibrizi celulari (de
exemplu fuzionarea unor celule limfoide - capabile sa sintetizeze
anticorpi cu o specificitate cunoscuta, cu celule dintr-o linie
mielomatoasa (mentinuta in laborator) - cu capacitate de
proliferare indefinita).

clonarea acestor hibrizi somatici —astfel se obtin hibridoamele
(derivate fiecare dintr-o singura celula hibrida) care vor produce o
singura specie moleculara de anticorpi, numiti anticorpi
monoclonali.
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Polyethylene glycol is used to fuse of adjacent plasma membranes, but the success rate is low so a selective medium is used in
which only fused cells can grow

HAT medium because it contains:

* Hypoxanthine

* Aminopterin

* Thymidine

CARE NU PERMIT CRESTEREA CELULELOR NEHIBRIDIZATE.
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Aplicatiile practice ale anticorpilor monoclonali

Anticorpii monoclonali sunt utilizati in cadrul variatelor proceduri de
diagnostic (tehnica de imunofluorescenta, ELISA, RIA, citometria in flux) care
servesc la:

- evidentierea unor importante antigene (markeri ai unor afectiuni) cum
sunt a fetoproteina, antigenul carcino-embrionar;

- evidentierea subpopulatiilor limfocitare;

- caracterizarea specificitatilor HLA;

- detectarea unor imunopatii;

- studiul structurii unor proteine antigenice specifice (toxine);

- detectarea grupelor sanguine;

- stabilirea idiotipului limfocitar;

Se incearca utilizarea anticorpilor monoclonali in scop:

- profilactic (obtinerea unor IgG anti-RhD pentru prevenirea
anemiei hemolitice la nou nascut, protectia impotriva infectiilor cu virusuri
(varicella-zoster, citomegalic), cu bacterii (streptococi  hemolitici);

- terapeutic (tratamentul tumorilor prin legarea celulelor
tumorale acoperite cu anticorpi specifici de celulele ucigase-Natural killer).



B Cell Antigen Receptor (B¢cR)
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