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 GENI PER RECETTORI-ANTIGENE (Immunoglobuline/TCR)

CAMBIAMENTO NELL'ESPRESSIONE DI PROTEINE DI SUPERFICIE E DI
MEMBRANA

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

Light chain

segmento J d'unione

A valle vi & |'unico esone codificante
per la parte costante (C)
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SEQUENZA SEGNALE RICOMBINATORIO
(RSS)

Eptamero e nonamero: sequenze segnale conservate
Spaziatore: sequenza variabile

(a) Nucleotide sequence of RSSs
SPAZIATORE SPAZIATORE

CACAGTGH23bp—ACAAAAACC GGTTTTTGT—12bp-CACTGTG

GTGTCACH2Z3bp~TGTTTTTGG CCAAAAACA12bpGTGACAC

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

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

L V) ho G
A-chain DNA 5 j ------ ﬂ— |3
L V, ) G,
k-chain DNA 5 j ------ ﬂ— —3’
L Vy Dy W Gy

Heavy-chain DNA  5'H -+ O ------ {|— |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
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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)
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Catena leggera

(a) P-nucleotide addition

Hairpin

/ v

D

TC TA
AGY QAT

J

A

generates sites for the

l Cleavage of hairpin 7
addition of P-nucleotides

TCGA

ATAT

J

Repair enzymes add
complementary nucleotides

TCGATATA

AGCTATAT

W

Aggiunta nucleotidi P
(palindromici)

Artemis,

Catena pesante

(b) N-nucleotide addition

Hairpin
w6y ok

Cleavage of hairpin 27
DNA-PK lgenerates sites for the
addition of P-nucleotides

TCGA —
D ATATLJ

Repair enzymes add

J/TdT adds N-nucleotides
complementary nucleotides

— IR TCGAAGT TATAT
—PPNAGCTTCAATAT -
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Aggiunta nucleotidi N

Nucleotidi possono essere tolti da esonucleasi



Order of Ig Gene Expression
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SOPPRESSIONE RICOMBINAZIONE V CATENA PESANTE
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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
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v Inaccessibilita regione V catena pesante

v' Induzione ricombinazione catena K



GLI STADI DI MATURAZIONE DEI LINFOCITI B ST DISINGUONO IN

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




ESCLUSIONE ALLELICA
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Linfocita B immaturo: esprime IgM di superficie

Selezione nel midollo......



SELEZTIONE 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 self molecule linking self molecule self reaction
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RECEPTOR EDITING

La cellule B reattiva al self puo riarrangiare la catena leggera

k light-chain locus
L1 V1 L2 V2

Heavy-chain locus

L1Vyl L2 V42 L3 Vu3 {L,,VH~40] { D,1-25 Jyy1-6

L3 V.3

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

L V, ~40 Jx1'5 c‘

Figure 4-4 Immunobiology, 6/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

1)
89\

g/’/')
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its immunoglobulin genes “”“m :;“‘::,:ﬂ‘”“" anfigen is activated plasma cells and memory cells
q y plasma cell

memory cel

#

Generation of B-cell receptors
in the bona marow

Negafive selection
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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
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Legame BCR — Antigene

Aggregazione BCR

Attivazione linfocita B

Aumento proliferazione

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

Aumento recettori per citochine (IL-2, IL-4, BAFF)
Aumento CCRY7

Migrazione ad aree T
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DOMINI COSTANTI CATENA PESANTE

Cambio di classe (isotipico)

Switch region* ~

VDJ G, /G C.s 6., &, G G, Ca
- Sp Sy Sy Sy2b sza Se S« |
IgM\IgD IgG3 Igél 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, 6GGGGT




SCHEMA DELLO SCAMBIO DI
ISOTIPO DELLE IMMUNOGLOBULINE

Vv D J
s —— A%
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Figure 4-21 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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SCAMBIO 1ISOTIPICO
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 g isotype expression
Cytokines |  Ight IgG3 lgG1 lgG2b lgG2a IgE IgA
IL-5 e
TeRp || ks m inchuces Induces

*Individui senza CD40L sviluppano Immunodeficienza da Iper IgM: livelli
elevati di IgM, infezioni ricorrenti, diminuzione estrema o assenza nel siero
di immunoglobuline (IgG e IgA)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27142/figure/A1193/?report=objectonly
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27142/figure/A1193/?report=objectonly

Anticorpi anti-isotipo
» Quantificare Ig in patologie

» Diaghosi immunodeficienze



Ig di MEMBRANA e SOLUBILT

Regione costante ha due esoni

/
Transmembrane IgM / reted IgM
L vDJ (o Cu2 Cu3 Cud SC pAs l#c pAm SC pAs MC pAm
Rearranged 3 2 Rearranged % =
DNA = DNA
Transcription Transcription
Prin)ary : Primary ¢
transcript RNA hAA transcript RNA
Cleavage at _secopd Cleavage at first
poly A addmop site poly A addition site
(pAm) and splicing pAs) and splicing
mRNA mRNA
Translation, Translation,
protein protein
processing processing
Protein C terminus for Protein |
[ transmembrane
o IgM I | = for secreted IgM
Figure 4-16 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
pA: sito di poliadenilazione L: sequenza leader, direziona secrezione

MC: regione trans-membrana

SC: C-terminale secreta



lg membrana: espansione clonale, maturazione
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Figure 6-15 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

Figure 9-1 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Alcuni linfociti B attivati migrano e formano
un centro germinale

Nel centro germinale i linfociti B subiscono:
Cambio isotipico - regione C

Induzione secrezione Ig

Ipermutazione somatica - regione V

Maturazione d'affinita

v

Schematic representation of a germinal center
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S Ry A centrocytes

> el = @D\'

X @@9'"‘@& @‘@’L&h (@ folicuar

= & DA n.. --. e dandritc

ﬁ\,-.f?-)a- DAy e

@ .ogr(ﬁx@j"!@aﬁhbe(%ﬁ ceds

(s "L” \! 1 2("\)

D "’,‘-7- s

helper T calls

V(D)J non pué subire ulteriori ricombinazioni ma pué subire

Ipermutazione somatica
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Figure 4-9 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)

AID (activation-induced cytidine deaminase): deamina citosina

DNA riparato pué portare a cambio nucleotide



LE 2 FACCE DELLE IMMUNOGLOBULINE

RICONOSCIMENTO SPECIFICO

DELL’ANTIGENE TARGET MEDIATO DAL
DOMINIO VARIABILE AMINOTERMINALE
DELLE DUE REGIONI Fab DELL’ANTICORPO.

.
NEUTRALIZZAZIONE
INTERAZIONE DEL DOMINIO COSTANTE

DELLA REGIONE Fc DELL’ANTICORPO CON
DIVERSE MOLECOLE EFFETTRICI.
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FcR

IRECETTORI FcR SONO IN GRADO DIINTERAGIRE CON LA
PORZIONE COSTANTE Fc DELLE IMMUNOGLOBULINE, NON
RICONOSCONO DIRETTAMENTE L'ANTIGENE

L'INTERAZIONE CON IL LIGANDO REGOLA LA RISPOSTA BIOLOGICA
DELLA CELLULA SU CUIIL RECETTORE E ESPRESSO

(ATTIVAZIONE/INIBIZIONE)

LA FUNZIONE EFFETTRICE DIPENDE DAIILA CELLULA  DALLA
SOTTOCLASSE DI ANTICORPO E DAL TIPO DIRECETTORE.

SONO PRESENTI RECETTORI SPECIFICI PER LE DIVERSE CLASSI DI
IMMUNOGLOBULINE

-ALTA AFFINITA /BASSA AFFINITA®

-ESPRESSIONE COSTITUTIVA/INDOTTA

-AFFINITASPECIFICA PER LE SOTTOCLASSI

QUESTI RECETTORI SONO MEMBRI DELL A SUPERFAMIGLIA DELLE
IAUNOGE OBULING —————
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Fe receptors on NK cells
recognize bound antibody

of Fc receptors signals | | . .
the NK cell to kil the target cell | | Target cell dies by apoptosis
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Attivazione risposta immunitaria




MATURAZIONE LINFOCITI T
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GLI STADI DI MATURAZIONE DEI LINFOCITI T SI DISINGUONO IN
BASE ALL'ESPRESSTIONE DEL TCR e DELLE PROTEINE DI SUPERFICIE
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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
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IL COMPLESSO RECETTORIALE
DELLA CELLULA T

STRUTTURA E FUNZIONI



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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Non esiste ipermutazione

Diversita strutturale data da ricombinazione
somatica e modifiche di giunzione (P-, N-
nucleotidi nella regione di legame con |'antigene)
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Figure 4-15 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

Sottotipo cellulare
Intraepiteliali
Riconoscono Ag direttamente senza MHC

Riconoscono Ag cellulari espressi in seguito ad infezione
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Immunoglobulin

«:3 T-cell receptors

Element

H K+A B @
Variable segments (V) 40 70 52 ~70
Diversity segments (D) 25 0 2 0
D segments read in three frames rarely - often -
Joining segments (J) 6 5(xc) 4(A) 13 61
Joints with N- and P-nucleotides 2 50% of joints 2 1
Number of V gene pairs 1.9x 106 5.8 x 106
Junctional diversity ~3 x 107 ~2x 10" II
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Figure 4-13 Immunobiology, 6/e.{® Garland Science 2005)
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Assenza corecettori : ANERGIA
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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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