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Raznolikost receptora

pretpostavla da genom sadrzi sve gene potrebne za stvaranje
ogromnog broja razliCitih protutijela

pretpostavlja da genom sadrzi relativno mali broj imunoglobulinskih
gena koji su u somatskim stanicama podlozni mutacijama, pa tako
uz rekombinaciju nastaje velika razlicitost izmedu molekula
protutijela

pomiruje obje navedene teorije uvodenjem ideje 0 postojanju vise
gena za jedan lanac

konstantni dijelovi lanca (domena) su kodirani jednim genom dok
su varijabilni dijelovi lanca kodirani velikim brojem gena

najmanje dva gena — jedan polipeptid



» Imunoglobulini (1g) su bjelanc¢evine koje proizvode B-limfociti
Postoje u dva osnovna oblika:

membranski oblik — djeluje kao B-stanicni receptor (BCR)

sekretorni oblik — djeluje kao slobodno proutijelo u krvi |
tjelesnim teku¢inama

Oba oblika imaju istu specifi¢nost

za antigen, ali razli¢itu ulogu.
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Sinteza imunoglobulina — ukratko

u kostanoj srzi, tijekom sazrijevanja B-limfocita, dolazi do spajanja
razliCitih genskih segmenata koji kodiraju varijabilne dijelove
protutijela

teski lanac (H lanac): spajanje V (variable), D (diversity) i J
(joining) segmenata

laki lanac (L lanac): spajanje samo V | J segmenata

Amino acid

Polypeptide ‘ Peptide bond

nakon rekombinacije, DNA se prepisuje u mRNA {
MRNA se prevodi u polipeptidne lance:
o teski (H) lanci o =

O Iakl (L) IanC| mRNA Co$dons Ribosome

(small subunit)

Ribosome
(large subunit)

ovi se lanci sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu (ER)



» U endoplazmatskoj mrezici - spajanje teskih i lakih lanaca —
funkcionalni imunoglobulin (2 H + 2 L lanca)

» dodavanje disulfidnih veza | ugljikohidratne skupine (glikozilacija)
» U tom obliku nastaje monomer Ig

» na kraju transkripta teskog lanca nalazi se alternativni zavrSetak
koji odreduje hoce li imunoglobulin:

o ostati ugraden u membranu kao BCR
o biti izluCen kao slobodno protutijelo



“MoleculeType” “ConfigurationType”
Vgene D-gene C-gene V-gene C-gene Concept Concept

e n | JPuC—y Ty

B s - O e

1 DNA rearrangements 1

Genome 5

e« Il I T

V-D-J-gene C-gene V-J-gene C-gene

r . — (omtiasiay . ¢ )
s — - s —HE— o po——

Rearranged 5 - 3

2 2 DNA
Transcription Junctional diversity,
L-V-D-J-C-sequence L-V-J-C-sequence bases added and removed
, 1 —y mRNA rearranged

Transcriptome 5 —{[lIRIRI—* s —{lE— (or in vitro cDNA)

3 Translation /
’ V-J-C-sequence
protein rearranged
IG-Light-Chain

V-D-J-C-sequence
Proteome ‘
IG-Heavy-Chain

IG (or antibod

!




stupanj u maticna nezrela
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SLIKA 8-12. Stupnjevi sazrijevanja stanica B. Prikazani su svi stupnjevi sazrijevanja stanica B od mati¢ne stanice u kostanoj srzi do zrelog limfocita B. Uz
biliege prikazane na slici, brojni se povrsinski biljezi rabe za definiranje svakog stupnja u sazrijevanju stanica B.
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Obiljezja svih BCR (Ig) | TCR polipeptidnih lanaca

» njihovih funkcionalnih gena nema u DNA zametnoj lozi koja se nasljeduje, kao sto je

to slucaj s drugim proteinima

» funkcionalni geni za BCR 1 TCR polipeptidne lance sklapaju se naknadno tijekom
razvoja limfocita — nezavisno u svakom pojedinaénom B odnosno T limfocitu
procesom somatskog DNA preuredenja i nasumicénom rekombinacijom naslijedenih

genskih segmenata

» svaki pojedinacni diferencirani B odnosno T limfocit, i njegovo potomstvo koje Cini
jedan stanicni klon, posjeduje samo sebi svojstvene funkcionalne gene za BCR(IQg)
odnosno TCR polipeptidne lance. Ti su geni nastali nasumi¢no, putem jedne od mnogih

mogucih rekombinacija genskih segmenata



» somatsko DNA preuredenje jedinstveno je za imunosni sustav,
odnosno za B 1 T limfocite u kojima jedino preuredeni |
rekombinirani funkcionalni geni za BCR(lg) odnosno TCR peptidne

lance mogu vrsiti Svoj posao

» proces somatskog DNA preuredenja u B i T limfocitima je vazan za
Imunosni sustav koji na ekonomiCan nacin i koriStenjem
minimuma iInformacija  zametne loze, nasumicnim
rekombinacijama nefunkcionalnih dijelova gena omogucava
stvaranje ogromnog broja funkcionalnih gena neophodnih za
stvaranje najraznolikijih imunosnih receptora



Organizacija imunoglobulinskih gena

» Genetski lokusi koji kodiraju imunoglobuline nalaze se na razliCitim
kKromosomima:

Lanac Kromosom (Covjek) Segmenti

V (variable), D (diversity), J (joining),
C (consfant)

Laki Kk lanac Vv, J, C
Laki A lanac

Teski (H) lanac

H chain locus (1250 kb; chromosome 14)

Vi (n = 45)
VH1 VH2 Vun Dy (n=23)

S
L L L

Cal Cy2 Cy4 Cel

¥ chain locus (1820 kb; chromosome 2)
Vx (n=~35)

A chain locus (1050 kb; chromosome 22)
VA (n = ~30)
JA1 CA1 JA2 Ch2 JA3 CR3 JAT CA7
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RECEPTORI CIJI GENI NASTAJU SOMATSKIM REKOMBINACIJOM DNA

(iskazanina B I T stanicama)

Nasljeduju se grupe
nefunkcionalnih
genskih

segmenata Funkcionalni
gen za receptor

nastaje . Transkripcija Sl Translacija i
| | nasumicnom
I:I rekombinacijom i e A
genskih I — A
segmenata
| = N
LEigEle Translacija RECEPTORI CIJI SE GENI
NASLJEDUJU
Funkcionalni (iskazani na makrofagima i NK
gen za Sstanicama)

receptor koji
se nasljeduje



» geni koji kodiraju BCR(Ig) i TCR polipeptidne lance rasporedeni su u
sedam posebnih lokusa: IgH za teSke lance, IgLx i IgLA za lake
lance, 1 TCR «.f,7,0 za TCR lance

» genomska organizacija svih ovih genskih lokusa u konfiguraciji koja

se nasljeduje je veoma sliCna

» svaki lokus sadrzi vise grupa genskih segmenata koji tek kada
se spoje u niz, stvaraju funkcionalan gen koji je sposoban

zapoceti | upravljati sintezom polipeptida



LOKUS IgH u LANCA

GENSKI SEGMENTI
% Varijabilni

D Raznolikost

C Konstantni



oko 2000 kb ? C7 : 8 kb oko 150 kb

LH1 VH1  LHn VHn DiD2 D12 JH1 JH4 Cp Cs GC3 Cy1 Cy2b Cy2a Ce¢ Ca
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PRVI REARANZMAN DNA
(spajanje D i J segmenata)

Y

LH1 W1 LHinVin D1D2 Co Cz2 C3 Ca S Membrane bound IgM




LOKUSTCR B LANCA

GENSKI SEGMENTI

v Varijabilni
D Raznolikost

C Konstantni



» S poCetkom 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 na njegovom 5’ kraju, nalazi se L (engl.
leader) egzon koji sadrzi informaciju za vodeci peptid. Taj
vodeci peptid usmjerava novonastali protein na pravo mjesto
u stanici tijekom sinteze

» IgH lokus, TCRP i TCRO lokus sadrze i grupe genskih
segmenata raznolikosti - D genskih segmenata



» Somatsko preuredenje DNA kojim se tijekom razvoja limfocita sklapa
funkcionalni gen za BCR ili TCR polipeptidne lance, odigrava se
posredstvom rekombinacije nefunkcionalnih V,D,J genskih segmenata

» Rekombinacija se obavlja aktivnhoSCu zajedniCkog tkivho specificnog

enzimskog sustava poznatog pod nazivom VDJ rekombinaze



» Rekombinacija V,D,J segmenata — prepoznavanje signalnih
evolucijski konzerviranih RS slijedova na DNA molekulama koje

se spajaju

> RS slijedovi se nalaze bo¢éno prema 3’ kraju svakog V
segmenta, prema 5’ kraju svakog J segmenta i s obje strane
svakog D genskog segmenta

» RS slijed sluzi kao mjesto prepoznavanja za rekombinacijski
sustav, Cime Se omogucuje da se samo odgovarajucCi genski

segmenti rekombiniraju

» V segment se prvo spaja samo sa J ili sa D segmentom, ali se

nikad ne spaja sa nekim drugim V segmentom!!!
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Za V,D,J rekombinaciju
od kljuchog su znacCaja
evolucijski Izrazito
konzervirani aktivacijski
geni rekombinaza, RAG-
1 i RAG-2 geni (engl.
recombinase activation
gene), koji omogucuju
aktivnosti V,D,J

rekombinaza.

Spacer

. 2bp\

Heptamer Nonamer
CACAGTG ACAAAAACC

GTGTCAC TGTTTTTGG

N and P nucleotides




Shematski prikaz rekombinacije genskih
segmenata u funkcionalni gen



Nasljedena DNA
(nefunkcionalni genski segmenti)

—

Prvo preuredenje DNA
(spajanje D3 - J2)

Drugo preuredenje DNA
(spajanje V1 - D3J2)

Funkcionalni gen koji se prepisuje

[ b
Obrada RNA

MRNA za IgHp lanac



Nasljedena DNA
(nefunkcionalni genski segmenti)

L

Prvo preuredenje DNA
(spajanje D1 - J1,)

Drugo preuredenje DNA
(spajanje V1 - D1J1,)

Funkcionalni gen koji se prepisuje

[ ]
Obrada RNA

I VA D1J14 C1l

i ]

MRNA za TCRp lanac



MRNA

TRANSLACIJA RNA U PRIMARNI POLIPEPTID

PROCESIRANJE | GLIKOZILACIJA U ZRELI SEKUNDARNI POLIPEPTID

(00 ] (1 [0 [C] e—

CDR1 cDR2 cDrR3 C REGIJA CDR1 CDR2 CDR3 C REGIJA
V REGIJA V REGIJA

TCR B LANAC lgHu LANAC



Broj V segmenata

Broj D segmenata

Broj J segmenata

Rekombinacijsko
Spajanje segmenata

Kombinacijsko
sparivanje V domena

Ukupni potencijal
ukljuCujuci spojnu
raznolikost

BCR MOLEKULA

Ig H lg L
u lanac K lanac

250 -1000 250

12

TCR MOLEKULA

TCR
a lanac

75

TCR
B lanac

25




Alelsko iskljucivanje

» genetski proces u kojem se u jednoj stanici izrazava
samo jedan alel odredenog gena, dok je drugi alel tih
gena iskljucen ili neizrazen

» osigurava da samo jedna kopija gena (alel) bude
funkcionalno aktivha — vazno za specifiénost i
funkciju Imunosnih receptora i proteina

» dogada se u procesu preslagivanja gena za
Imunoglobuline (teski i laki lanci protutijela) | za T-
staniCne receptore (TCR)

» Vaznost: osigurava klonalnu specificnost stanica
| sprjecava dvosmislenu funkciju receptora

with allelic exclusion

without allelic exclusion

2 heavy-chains-- 3 combinations
4 light-chains-- 10 combinations
30 heavy-light hetero-- tetramers



