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Repertorio anticorpale individuale: 10711

Il repertorio anticorpale é generato da:

RICOMBINAZIONE SOMATICA del DNA durante lo sviluppo delle
cellule B

Presenza di piu SEGMENTI GENICT codificanti

TPERMUTAZIONE SOMATICA



MATURAZIONE LINFOCITI

RTIARRANGIAMENTO GENTI PER RECETTORI-ANTIGENE (Immunoglobuline/TCR)

CAMBIAMENTO NELL'ESPRESSIONE DI PROTEINE DI SUPERFICIE E DI
MEMBRANA

SEGNALT DAL MICROAMBIENTE: CELLULE STROMALTI
MOLECOLE DT SUPERFICIE (ADESIONE)
FATTORI SOLUBILI

‘Generative Blood, : Peripheral
lymphoid lymph  Mature lymphoid organs
organs B lymphocytes
' ! IErnmat ure
Rone lymp hcvc;ﬁﬁs

Common Marrow
lrmphoid
precursar lymphocyte

¥ \~ ~ nodes
o e age p _:ff_—_ _ Y.
< = s

AGURE 1-10 Maturation of lymphoeytes. Lymphooyies develop from precurscss m the generatve lymphood ongans |bons
rarrony and thymuas) . Mature lymphooytes enter the pengheral lemphosd organs, where they respond to foreign antigens and recirculate
n e blood and lymph
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Chromosomal location of the anti-
body H, A and k chain loci in man

P
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13 a9 b IGKC - 1
= IGK) - 5
p IGKY - 40 or 75
22 g 1820 kb
a Heawvy chain: variable regicn (W)
q

IGHC: 1

IGHJ -9

IGHD : 27
IGHY : 123-129

5 1250 kb
i {170-176 genes)

locus representations from the Internation
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Rearrangement of the variable regiona of an immunoglobulin melecule
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Number of functional gene segments
in human immunoglobulin loci
Pid segmenti per ogni dominio V, D, J Light Heavy
Segment chains chain
S K A H
3 loci genici:
2 catene leggere o (V) || 40 30 40
1 catena pesante Diversity (D) || 0 0 25
Joining (J) 5 4 6
» light-chain locus (cr 22) )
L1 V1 L2 V,2 L V,-30 . hLi  Cad 52 Cy2 hd G4
L I = = == F
k light-chain locus (cr2) . (

L1Vl 1L2V.2 1L3V3 LV.~40  J.1-5 :@igle

Heavy-chain locus (cr 14

D, 1-25

Jy1-6

L1 Vyl L2 Vy2 L3 Vy3 [ Ly, Vi~ -'HJ]

tI:tHH

J

e — G

Figure 4-4 Immunobiclogy, &/e. (€ Garland Science 2005)
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RIARRANGIAMENTO REGIONE VARIABILE
CATENA LEGGERA

Dominio V catene leggere: codificato da 2 segmenti separati di DNA

Primi 95-101 aminoacidi: segmento V

Successivi aminoacidi (96-108): joining o

segmento J d'unione

A valle vi e |'unico esone codificante
per la parte costante (C)

Light chain
LR J G
Germiine DNA T==—1:
_‘——______n—-_
Somalic
recombingian
somatic
recombinasan
V= joined B C
'] || TN
rearranged DNA =l RO -
[ ranscripsan
Primary L| Vv G
transcript ANA o
———
g HE
= Splicing
Ll W MG
(I
—————
I ranslation
W Cy

Protein

Polypeptide chain




SEQUENZA SEGNALE RICOMBINATORIO
(RSS)

Eptamero e nonamero: sequenze segnale conservate
Spaziatore: sequenza variabile

(a) Nucleotide sequence of RSSs
SPAZIATORE SPAZIATORE

CACAGTG—23bp—ACAAAAACC GGTTTTTGT—12bp~CACTGTG

GTGTCAC2Z3bp—TGTTTTTGG CCAAAAACA12bpFGTGACAC

Heptamer MNonamer MNonamer Heptamer
. v ) i ~ J
Two-turn RSS One-turn RSS

(b) Location of RSSs in germ-line immunoglobulin DNA

L Vi ho G

A-chain DNA 5 j ------ ﬂ— |3
LV, ) C,

k-chain DNA 5 j ------ ﬂ— —37
L Vy Dy o Gy

Heavy-chain DNA  5'JHT -+ O ------ ﬂ— |3’

Regola 12/23: ricombinazione tra eptamero-12-nonamero ed eptamero-23-nonamero



V(D)J RICOMBINASI

Linfocita specifici:

RAG (ricombination activatin gene) 1 e RAG2 : riconoscimento RSS adiacenti,
attivita endonucleasica

Ubiquitari:

HMG (high-mobility group): si associa con RAG1 e 2 per riconoscere RSS

Ku70-Ku80 e DNA-PK (DNA-dipendente protein kinasi) : stabilizzano chromosomal
looping

ARTEMIS: apertura hairpin

TdT (terminal deossinucleotidil transferasi): rimozione ed aggiunta nucleotidi
(diversita giunzionale)

DNA ligasi IV: unione hairpins



Sinapsi

Taglio

Attivita endonucleasica RAG )
Processazione

Unione

____ signal
I joint
coding joint

Figure 4-7 Immunobiclogy, 6/e. (& Garland Science 2005)
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RIARRANGIAMENTO REGIONE VARIABILE
CATENA PESANTE

Dominio V catene pesanti: codificato da 3 segmenti separati di DNA

Primi 95-101 aminoacidi: segmento V

Successivi aminoacidi (96-108): joining o
segmento J d'unione

Segmento D di diversita

A valle vi sono 3 esoni codificanti per i tre
domini costanti (C1-3)

Heavy chain

DMNA

RMNA

Protein

Germline DNA

_‘-\_\_\_\_‘_'_,_l-._
Somatic
recombinaiion

D= joined
rearranged DNA

———
Somatic
racombinaion

| V=DJ joined
rearranged DHA

[ ranscnpan

Primary
transcript RNA

—_————

Splicing

mRNA

—_—
Translation

Polypeptide chaln
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Catena leggera

(a) P-nucleotide addition

Hairpin
A
—{b u.j CatlJ
A

generates sites for the

Cleavage of hairpin 7
l addition of P-nucleotides

TCGA

A\TAT

J

Repair enzymes add
complementary nucleotides

TCGATATA

AGCTATAT

Aggiunta nucleotidi P

\W_A_Y_,

(palindromici)

Artemis,

Catena pesante

(b) N-nucleotide addition

Hairpin

/ -

D

AG) CAT J

DNA-PK J{

A

D

TCGA

ATATEL

Cleavage of hairpin 7
generates sites for the
addition of P-nucleotides

Repair enzymes add

J/TdT adds N-nucleotides

complementary nucleotides

DI TCGAAGT TATA
AGCTTCAATAT| -
N~

Aggiunta nucleotidi N

Nucleotidi possono essere tolti da esonucleasi



Order of Ig Gene Expression
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SOPPRESSIONE RICOMBINAZIONE V CATENA PESANTE

<

g
Large pre-B cell

VDJ, C, Vy

L =
Vi, J G o]

VpreB A5

C

7!

HlH -  wEmT 7 )

Transiente
AD cala

Induzione riarrangiaf

: mento catena legger
surrogate light chain 9

pre-B receptor

Stop heavy-chain gene rearrangement, progression into light-chain gene r rrang’e’esment

CD79a

%

Figure 7-17 part 2 of 3 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

v’ Segnale catena pesante completa

v’ Soppressione espressione RAG2

Blocco riarrangiamento catena
pesante

Proliferazione

Induzione riarrangiamento catena
leggera

v Inaccessibilita regione V catena pesante

v' Induzione ricombinazione catena K



GLI STADI DI MATURAZIONE DET LINFOCITI B ST DISINGUONO IN

BASE ALL'ESPRESSTIONE DELLE CATENE IMMUNOGLOBULINICHE

Figure 7-19 part 1 of 2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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Repeated rearrangements are possible at the light-chain loci

VKH VKZ K1 -5 CK

- iﬁkﬂ:ﬁ:‘

First VJ recomblnatlon
Kh VK2 J "' J J CK

Nonproductwe join

Second VJ recomblnatlon
Ve W0,

L

Nonproductive join

\ /

Third VJ recombination
VKI’I JK

- :_E

Kn

=11

Figure 7-18 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




ESCLUSIONE ALLELICA
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Mutazioni in RAG

Severe combined immunodeficiency (SCID)

Immunodeficienza ereditaria
Aumento rischio infezioni

David Phillip Vetter
(1971-1984)




Linfocita B immaturo: esprime IgM di superficie

Selezione nel midollo......



SELEZIONE DEI LINFOCITI B A LIVELLO DEL MIDOLLO OSSEO

Linfociti B maturazione controllata da IgM di superficie (sIgM)

Immature B cell (bone marrow)

Multivalent Soluble Low affinity noncross- No
self molecule salf molecule linking self molecule self reaction

g
ﬁicombir\azione IgL. el i? i?
ino a che segmenti e e Migrates o periphary Migrates to panphery Migrates fo periphery
disponibili i ol
= 5 2 = = = = =
(prima k poi A) N AV AV

e

[ g
iature B ol
spopiosis frangic B o=l (ekonally ignorant Mswura B cell
- —
I . ] Y
Delezione Trasduzione del segnale bloccata
clonale Neilinfonodi non entrano in zona follicolare

Cellule T tolleranti verso self



RECEPTOR EDITING

La cellule B reattiva al self puo riarrangiare la catena leggera

k light-chain locus

LIVl L2 V2 L3 V3 L V,-40

Heavy-chain locus

LIVWl L2 Vu2 L3 V3 [ LV~ 4u] [ H1 25

Down-modulazione IgM
Continua sintesi RAG

Riarrangiamento catena leggera

Riarrangiamento continua fino a che sono
disponibili segmenti V, J

Se finito locus K inizia con locus A

Jai_s c!:

Figure 44 Immunocbiology, &/e. (€ Garland Science 2005)
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Linfocita B immaturo: esprime IgM di superficie (SIgM)
Se selezionato positivamente nel midollo:

Migra nella milza dove acquisisce I'espressione di IgD e completa la
maturazione antigene-indipendente diventando un linfocita B maturo inattivo

Immature B cell bound to self :
B-call precursor rearranges cellsurace antigen is removed | | - Meture Boell bound 1o foreign Activated B cells give rise fo

its immunoglobulin genes irom the repertoire anfigen is activated plasma cells and memory cells

“ V piasma cel

=

memary cell

siromal ca

)
I e

A
.C: ,:J

Generglicn of B-cel recaplors Negafive selacfion Bcalls migrate fo the perpheral
in the bong marnow n the bone mamow lymphaid crgans

%
_F;‘f?{\

Anlibody secreon in bone marcw
and lymphoid fissue and memory
cells i lymphoid tssue

e




SELEZIONE NEGATIVA
Linfociti B immaturi

Se sIgM lega peptidi self nel midollo osseo:
Tentativo di riarrangiamento catena leggera
Alta affinita : apoptosi

Bassa affinita : anergia

Linfociti B maturi

Se sIgM lega peptidi self in periferia:
Apoptosi immediata



Legame BCR - Antigene

v' Aggregazione BCR

v' Attivazione linfocita B

v" Aumento proliferazione

v' Aumento B7-1 (CD86)/B7-2(CD80)

v" Aumento recettori per citochine (IL-2, IL-4, BAFF)
v" Aumento CCR7

v' Migrazione ad aree T



Mature %
B cell
Y

Activation

a V(D)J recombination | b Class-switch recombination
(bone marrow) | (peripheral lymphoid tissues)
: Plasma cell Ji
Immature
Pro-B cell B cell |
|
s

Immunoglobulin

o B-cell developme nt*

Heavy-chain-gene rearrangement
Light-chain-gene rearrangement
Receptor editing of light-chain gene

l

V(D) recombination

SHM

Memory B cell

Y

Class-switch recombination

v LA Immunoglobulin VOl u el Immunoglobulin
heavy-chain gene
v
VDI E o
Y
VD) &

|
|
|
|
|
|
|
|

gene |
|
|
|
|
|
|
| (T AN
|



DOMINI COSTANTI CATENA PESANTE

Cambio di classe (isotipico)

Switch region* —~

VDJ ¢, [ Cs C.s C., B  Co i Ce
= —nl nl bl il
S S':G sﬂ Syab S"rza Se Sa
IgM\IgD IgG3 Ig6l Ig62b IgG2a IgE IgGA

Ricombinazione non
irreversibile

Linfocita B immaturo: esprime IgM di superficie
Se selezionato positivamente nel midollo:

Migra nella milza dove acquisisce I'espressione di IgD e completa la
maturazione antigene-indipendente diventando un linfocita B maturo inattivo

*Ripetizioni GAGCT, GGGGGT




SCHEMA DELLO SCAMBIO DI
ISOTIPO DELLE IMMUNOGLOBULINE

Vv D J
> —— Y
A

RICOMBINAZIONE

v D J

5'." L “

PERDITA DI GENI

,au-
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Ricombinazione irreversibile ma puo associarsi a C diverse
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Figure 4-21 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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SCAMBIO ISOTIPICO
SWITCH DI CLASSE

> Avviene in cellule B attivate stimolate dall'antigene

» Permette alla stessa regione V, stessa specificita
antigenica, di svolgere diverse funzioni effetrici
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CAMBIO DI ISOTIPO

Indispensabile presenza CD40*

Controllato da citochine prodotte da T helper
Role of cytokines in regulating lg isotype expression
Cytokines _Igl.l | lgG3 lg&1 lgG2b lgtiza IgE IgA
|L-4 lnhibts infikits Inihuzes Inhebs Inchuzes
s e
|FN-y Ik indices Inkibsits inchuces Inkvbits
TGF-B ity intabets nchuces Inchuces
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Figure 4-16 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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MC: regione trans-membrana

SC: C-terminale secreta
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and lyses some bacteria

Figure 9-1 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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AID (activation-induced cytidine deaminase): deamina citosina

DNA riparato pué portare a cambio nucleotide



LE 2 FACCE DELLE IMMUNOGLOBULINE
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Chromosomal location of the TCR «/d, B and
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GLI STADI DI MATURAZIONE DEI LINFOCITI T SI DISINGUONO IN
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Timo: sviluppato alla nascita

Puberta: massima produzione cellule T

Dopo puberta regredisce con diminuzione produzione
nuove cellule T

Adulto: immunita sostenuta da cellule T periferiche



Sindrome di DeGeorge (o aplasia timica)

Carenza immunitaria da deficit da linfociti T i cui sintfomi si manifestano
subito dopo la nascita, determinata da un difetto embrio-morfogenetico.

I pazienti presentano ipoplasia del fimo e delle paratiroidi, con la
caratteristica sinfomatologia ipocalcemica (tetania, convulsioni) che si verifica
nelle prime 24 ore di vita, malformazioni cardiache con difetti settali e
interruzione dell'arco aortico e mancata chiusura del dotto arterioso, basso
impianto auricolare, ipoplasia mandibolare e palatoschisi.

Questa sindrome causa |'insorgenza di infezioni spesso letali.
In un piccolo numero di casi e indicato il trapianto di timo fetale il pit presto

possibile e |'ipoparatiroidismo va curato con calcio al quale si deve aggiungere
vitamina D o paratormone W
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Figure 3-28 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)
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I: leader per indirizzo a RE 2 possibili riarrangiamenti se non produttivo
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Immunoglobulin

«:p T-cell receptors

Element
H K+A B o
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Figure 4-13 Immunobiglogy, 6/e. (£ Garland Science 2005]
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SINDROME POLIENDOCRINA
AUTOIMMUNE DI TIPO I

Sindrome di Witahcker o APECED (acronimo inglese di "Autoimmune
Polyendocrinopathy- Candidiasis-Ectodermal Distrophy")

Micosi mucocutanea cronica (Candida), ipoparatiroidismo e Morbo di
Addison (insufficienza corticosurrenale cronica autoimmune)

Malattia molto rara ad insorgenza precoce, sebbene possa manifestarsi
in maniera sporadica anche in eta adulta

Eccezione: Sardegna la sua prevalenza é di 1 caso ogni 14400 abitanti

Mutazioni a carico del gene AIRE (AutoImmune REgulator) localizzato
sul cromosoma 21q922.3

Terapia : sinfomatica
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Cellule T Natural Killer: CD16+, CD56+, produzione granzima

CcD1

Famiglia di 5 glicoproteine (CD1A-E) di membrana o solubile eterodimeriche PM 43-49 kD appartenente
alla superfamiglia delle immunoglobuline codificate da geni sul cr.1.

Somigliante per struttura a HLA-I, si associa con la p2-microglobulina, come funzione a HLA-II.

Presenta ai linfociti T antigeni lipo-glicidici o lipidici.

Ogni proteina possiede tre domini: citoplasmatico, transmembrana e
extracellullare
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Mycobacterium tuberculosis


http://it.wikipedia.org/wiki/File:TB_Culture.jpg
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RAGURE 1-4 Types of adaptive immunity. Ih umosal immunty, B mphooytes secrete antlbades that elmnate extraceliular
microbes. |n callmediated mmunity, different types of T lymphocytes meruit and activale phagocyles to destroy ingested mrobes
and kil infected calis.



