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Humoralna imunost

- temelji se na proizvodniji protutijela
- protutijela: Sirok spektar specificnosti
- odraz prilagodbe organizma okolisu




Protutijela

- gradena od teskih (H) i lakih (L)
lanaca

varijabilni (V) dijelovi
— specificnost

Ag bindng?

,

e y= Z/ Haht ohain konstantni (C) dijelovi
'_' — funkcionalna stabilnost
regian Hossychaly - spajanje V + C dijelova =
osnhova genske varijabilnosti

LAKI LANAC— V +J;

D segment — raznolikost, samo u TESKI LANAC >V + D +
teskim lancima - ispred svakog V - Leader sekvenca (L,
J segment - spojni kodira vodedi peptid ) + promotori (TATA,

oktamer)



Genska pozadina stvaranja
imunoglobulina

teorija zametne loze - genom sadrzi sve gene
potrebne za razlicita protutijela Y
IgG IgE & %

raznolikost, genom sadrzi manji broj
imunoglobulinskih gena koji su u somatskim
stanicama podlozni mutacijama, koje su, uz
dodatak rekombinacija, rezultat razliCitosti

teorija somatske mutacije - mutacije stvaraju M ﬁz SE
IgD IgA IgM

MODEL SOMATSKE REKOMBINACIJE

- viSe gena = jedan polipeptidni lanac

-nije svaki lanac kodiran jednim genom - vise gena sudjeluje
-manje informacija, ali stvaranje velikog broja funkcionalnih
raznovrsnih protutijela



- Mendelovi zakoni = iznimka!
- primjer:
Ck = nasljedivanje po Mendelovim zakonima koji vrijede za jedan

strukturni gen (nema crossing-overa), ti dijelovi lanca kodirani samo
jednim genom

VK - varijabilni dijelovi lanca kodirani ve¢im brojem razlicitih gena

- imunoglobulini krSe dosadasnja pravila genetike
ne vrijedi 1 gen = 1 polipeptid
namanje 2 gena = 1 polipeptid



Organizacija imunoglobulinskih
gena

- supergenska imunoglobulinska porodica
- obuhvaca vise multigenskih porodica: k (kappa), A (lambda), H (heavy)
- geni smjesteni na kromosomima 2, 14i 22

- EGZONI su isprekidani INTRONIMA Niz multigenskih
—> izmedu kodirajucdih dijelova strukturnih porodica
gena se nalaze nekodirajuci umetci

- strukturni dijelovi gena se izravno prevode

u slijed aminokiselina, a introni imaju ulogu | A | | K | | H |

u prekrajanju i izrazavanju egzona



Mijelomska stanica Embrijska stanica

‘ @ Somatska
rekombinacija

izolacija =p izolacija
mRNA DNA
DNA . L] . . .
~~~ O@ﬁ@’ \O@ - funkcionalni imunoglobulinski
mRNA za laki x cijepanje geni se sklapaju tek naknadno
lanac obiljezenas P restrikcijskim

| SR - rekombinacija tijekom

0O eed 00w diferencijacije
- procesi somatskog DNA

hibridizacijamRNAs | gel-elektroforeza preuredenja i nasumicne
jednolan-~ani i . ..
domcion DNA T rekombinacije
mijelomska embrijska
DNA DNA Vel Vg2 Vin
Vil V2 Cu S'TF_H—I """ E—-

{ f Cx
RE RE 5 —

ika 4-1. Eksperimentalni dokaz da odgovarajudi geni za regiju Vx i Cx u embrijskoj DNA nisu zajedno na istome ulomku DNA, dok
1 u mijelomskim stanicama oba gena u susjedstvu na istome ulomku. DNA je pocijepana mnogim restrikcijskim endonukleazama
E), a zatim su elektroforezom u gelu izolirani ulomci. Denaturacijom su razdvojene dvije niti DNA, a dobiveni jednolanéani ulomci
1 hibridizirani s mRNA za laki lanac koja je obiljezena radioaktivnim fosforom (32P). Dobivena je samo jedna traka za mijelomsku
NA, a dvije za embrijsku.




Multigenska
porodica lanca k

smjestena na kratkome
kraku 2. kromosoma u Covjeka,
sastoji se od triju skupina gena

kod ljudi postoji oko 40 Vi gena
, ispred svakog je L (leader
sekvenca)

nizvodno (prema 3 kraju DNA)
slijedi 5 veznih J, gena te jedan
strukturni gen Cy

varijabilna regija: veci dio
kodiran nekim od gena V,,
samo osmina kodirana J

razne kombinacije V-J Sto
pridonosi heterogenosti
varijabilne regije



Multigenska porodica
lanaca A

smjestena na dugome kraku 22.
kromosoma u Covjeka, tri
skupine gena

V, kod misa Cine 2 gena, a kod
ljudi oko 30 gena

Nakon V) nalazi se 4 J, gena A TR M N P
te niz strukturnih gena C, D BB -4

VK-J K



Multigenska porodica lanaca H

smjestena na dugome kraku 14. Kromosoma
uz gene V,iJ, nalazimo i D, = gen za razliCitost
100 gena V, 6 gena J, 30-ak gena Dy
Varijabilna regija: kombinacija V4-Dy-Jy
Cuw Co C”f C“ Ce » Odreduju vrstu antitijela
vrste antitijela: IgM, IgD, 1gG, IgA, IgE
gen S za prekapcanje (engl. switch)
o Nalazise ispred svakog C gena (osim Cg)
o Omogucuje da B-limfocit promijeni vrstu antitijela npr. IgM - 1gG, IgA, IgE

o Kod zrelih B-limfocita dolazi do promjene konstantne regije(C) kako bi se
promjenila vrsta antitijela, varijabilna regija ostaje ista

o Rekombinacija/delecija

o Prekapcanjem specificnost za odredeni antigen ostaje ista (jer se
varijabilna regija ne mijenja)
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'iﬁka 4-2, Prikaz smje3taja ljudskih imunoglobulinskih gena na trima kromosomima i shema njihove organizacije.




Sklapanje funkcionirajucih gena
za varijabilnu regiju

sklapanje funkcionirajucih gena za varijabilnu regiju lanca provodi
se spajanjemgena V, DilJ.

cilj je stvoriti golemu heterogenost protutijela na osnovi
ogranicena niza gena zametne loze

imunoglobulinski geni ostaju u konfiguraciji zametne loze u svim
stanicama osim u lozi limfocita B.

tijek diferencijacije limfocita(kostana srz) kod teskih lanaca/lakih

o Povezivanje odabranog gena iz Dy | jednog gena iz J, te se
nastala kombinacija povezuje s V. /povezivanje odabranog
gena V s odabranim genom J;

o Stvorena kombinacija V4-Dy-Jy / V.-, prekapca se uz neki
odgenazaC

proces preslagivanja gena za varijabilni dio lanca je nacin kako se stvaraju imunokompetetni
limfociti B



Preslagivanje gena V,-J, za lake lance

preslagivanje gena kako bi isli ovim redoslijedom:
5 " Vodedi niz (L) - nekodirajuci intron — odabrani

varijabilni gen (V,) - odabrani vezni gen (J,), drugi intron |
odabrani gen (C,) - stop signal 3"

RNA polimeraza prepisuje slijed, primarni transkript RNA
se preraduje izrezivanjem introna te nakon toga mRNA
napusta jezgru

translacijom nastaju laki lanci koje njihova leader
sekvenca usmjerava prema hrapavom endoplazmatskom
retikulumu gdje se savijaju | spajaju u funkcionalno
antitijelo



1. genl u konfiguraciji zametne loze

DNA 5"+ -#H 'alalalst {— = —8—8—(3
PLVy V2 V5 Va JiJaJda E Cs C2 Cx E
2. genl u limfocitu B l preslagivanje gena
DNA DNA 5’ —++i8&o-#——030— —0— -3
PLVy V2 J3 I Ciy C2Cx E
3. primarna mRNA l transkripcija
RNA '+ —a—3
LV2J J3 Cz
preradba mRNA
4. sekundarna mRNA l poliadenilacija
RNA §'—— T —-———— 3
NT LVJC NT PA
5. prvotnl polipeptidni lanac l translacija
val C
6. polipeptidni lanac l preradba lanaca
Ay
{
VIJ C

;. Shematski prikaz preslagivanja gena za lake lance te stvaranja mRNA | gotovih lanaca.




Preslagivanje gena V,-D,-J,,
za teske lance

vodeci niz (L), nekodirajuci intron, odabrani varijabilni gen
(Vy),odabrani gen za razliCitost(Dy), odabrani vezni gen
(Jy), drugi intron i cijeli niz gen (Cy)

nastali primarni transkript RNA preraduje se isjecanjem
introna, a nastala mRNA napusta jezgru.

mogu nastati dvije mRNA, jedna s C,,druga s Cs

one daju kod za dva teska lanca koji se nakon odsjecanja
leader sekvence udruzuju s lakim lancima | pojavljuju na
povrsini kao antigenski receptori koji imaju istu
antigensku specificnost
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1. geni u konfiguraciji zametne loze
DNA 5= I-H{0— = - - <4 4 E-EHEHHE - - HE— 3

PLV: V2 Vi Dy Jhe E S C, Cs Ca Chp Cp Cas Ca Cn: G- CqaE
spajanje D-J
2.geniulimfocitu B epajanje V-D-J e
DNA 5+ —+{— I+ 3
vy V; LvVD) J E S e, Cy €y Cop Can Cp Cu Cp Caf
»
/‘-—‘-— TP ﬂ
l S Cy CHCy Caps pum Cy C; Cyds ~
-+ - '-/
_—
3. primarna mRNA transkripcija T . e
5 —-{CI— b — i — i — I — - -l - 3
LVDJ J S CuCaHC,y Cuus pm  Cy Csr Cuds 5m
preradba mRNA
4, a) sekundarna mRNA za membranski igM
NT CiCaHCCy NT PA
{11 T IR + i
L VD) um

b) sekundarna mRNA za slobodni igM
NT thiHCiCA NT PA

LV D) s
¢) sekundarna mRNA za membranski IgD
NT CiC;C3 NT  PA
L VD) 5m
d) sekundarna mRNA za slobodnli igD
NT Ci«CaCy NT PA
—{ O T Ema——
L VD 8s

5. genli nakon prekapéanja igM — IgG
5 O H{— 0000 —— - -, — 3
LV LV, Lv oDl E S Cp Cyn Cp Cay €2 € C; Co2

Slika 4-3. Shematski prikaz preslagivanja gena za teke lance te stvaranja mRNA i gotovih lanaca.




* GeniV,Dil

» RSSslijedovi (engl.

Recpmbination signal sequence) -
Mehanizam nekodirajuci signalni slijedovi koji
se odnose kao palindromi

* Svaki se sastoji od heptamera,
razmaknice od 12ili 23 pb i
nonamera

* VDJ rekombinaze — prepoznaju
RSS i dovode ih jedne drugima,
oni se potom zatvaraju kao ,
patentni zatvarac
/

JECHEVYERIE
gena za

varijabilnu
domenu

a



L V Vs Vs Vn Jidalads

Vi PLV2ds Ui

Slika 4-5. Model preslagivanja gena za stvaranje odre-
dene kombinacije gena, uz ireverzibilnu deleciju dijela
kromosoma izmedu odabranih gena (radi primjera oda-
brani su geni V, i J;). Vidi se pravilo 12/23.




e Sudbina ovisi o transkripcijskoj orijentaciji

1. delecija — ako su geni V istosmjerno transkripcijski

orijentirani kao i gen J, nastaje petlja koja puca

. DNA ligaza- spaja egzone i petlju koja se odvaja

kao kruzna DNA i nepovratno gubi

2. inverzija — ako su geni Vi J transkripcijski suprotno

orijentirani

* Dolazi do spajanja RSS slijedova inverzijom DNA
te ostaje kodirajucéi "vez" i signalni "vez", a spojeni
strukturni geni mijenjaju svoju orijentaciju

3. Crossing over izmedu sestrinskih kromatida

* Dolazi do nejednolikog c.o.

* dioizmedu Vil se ne gubi, nego se predaje
drugoj kromatidi

U svim trima slucajevima rekombinacija na krajeve '
eksona se moze dodati ili oduzeti nekoliko nukleotida
pomocu enzima deoksinukleotidil-transferaze ,
* nepreciznost moze biti pozZeljna kao izvor

varijabilnosti protutijela (osim NONSENSE

mutacija) /

a




1. Delecija 2, Inverzija

vioooow 2 4 Vi 7 g
l vz Wi
Vn J1 :
/ Jl\ J2
Vi | veur w2
= b4
WS
9| |9 3. Rekombinacija kromatida
WA V2 Ji J2
va 7 7 2 > & .{)_{l__
A sestre-kromatide, Ai B

V1 V2 J

| D—-
V1 =1y BV2 l J1 - J2

Vi V2 J2 N

} = heptamer - 12 - nonamer

> = heptamer - 23 - nonamer

B/A

Slika 4-7. Tri op¢a modela rekombinantnog preslagivanja imunoglobulinskih gena prikazana na primjeru spajanja genaViJ za lake
lance. Geni L i P nisu prikazani zbog jasnoce prikaza.




* Konstantni dio lanca
odreduje izotip antitijela tj.
imamo li IgA, IgM, IgE, 1gD
ili 1IgG

* CSR (Class switch
recombination) je proces u

Preslagivanje kojem limfociti B proizvode

konstantnog antitijela bez promjene

dijela lanca specificnosti za antigen

* Dogada se u limfnim
cvorovima i slezeni




CSR i
mehanizam

JENEVYERIE

Aktivacija limfocita B - pomagacki
limfociti T aktiviraju limfocite B
interakcijama CD40-CD40L i citokinima

Citokinski signal odreduje klasu
antitijela

(npr. IL-4 odreduje ili IgE ili 1gG1)

AID enzimi- deaminiraju Cu U unutar S
regija koje se nalaze ispred konstantnih
gena za teski lanac

Deaminacija uzrokuje dvolancani lom

Pomocu enzima za popravak
dvolancanih lomova (MMR ili BER)
spajaju se S regije te nastaju specificni
tipovi antitijela

o

/



Nature Reviews | Immunology



e Limfociti B su kljuéne stanice
adaptivhog imunoloskog sustava.

* Njihova glavna uloga je stvaranje
protutijela (imunoglobulina) koja
se vezu na antigene i neutraliziraju
ih.

* Svaki limfocit B nosi jedinstveni B-
stanicni receptor (BCR), koji
prepoznaje samo jedan specifican

odredenu antigen.

specificnost * Ta jedinstvenost nastaje

preslagivanjem genskih segmenata §

tijekom sazrijevanja u kostanoj srzi.

* Proces je nasumican i neovisan o
kontaktu s antigenom.

a

Specijalizacija
klona

limfocita B za




Geni za

imunoglobuline

Svako protutijelo sastoji se od dva teska
(H) i dva laka (L) lanca.

Geni za imunoglobuline rasporedeni su u
segmente:

V (varijabilni) — odreduje specificnost
vezanja antigena

D (diverzitetni) — prisutan samo u
teSkom lancu

J (spajajuci) — povezuje Vi D segmente
C (konstantni) — odreduje klasu
protutijela (IgM, 1gG, IgA...)
Kombinacija ovih segmenata stvara
razliCite varijabilne regije i time
nebrojene mogucnosti za vezanje
antigena.

/

a

/



 Rekombinacija se odvija tijekom
sazrijevanja limfocita B u kostanoj srzi.

1) Najprije se preslaguju geni za teski lanac

(VH + DH + JH).

2) Ako je rekombinacija uspjesna -

sintetizira se p lanac (dio IgM).

3) Nakon toga slijedi rekombinacija lakog

lanca (VL + JL), najprije k (kappa), a ako ne

gena uspije, A (lambda).

* Ako su oba preslagivanja uspjesSna -
stvara se funkcionalni IgM koji se

Rekombinacija

pojavljuje na povrsini stanice. 0
e Ako rekombinacija zakaze - stanica
propada apoptozom. ,

/

a




* Svaka stanica posjeduje dva para
kromosoma s imunoglobulinskim
genima.

 Medutim, aktivan je samo jedan
kromosom za teski i jedan za laki
lanac.

Alelsko . :I'aJ fnshanl‘zam se naziva alelsko

L . iskljucCivanje.

iskljucivanje e Cilj: sprijeciti stvaranje vise vrsta
protutijela u istoj stanici - svaki
limfocit B proizvodi samo jedno 0
jedinstveno protutijelo.

* Na taj nacin postize se specificnost i,
stabilnost imunoloskog odgovora.

/

a




Negativna

selekcija

U zavrsnoj fazi sazrijevanja,
limfociti B prolaze kroz negativnu
selekciju u kostanoj srzi.

Ako njihov BCR prepozna vlastite
(autoantigene), stanica pokrece
apoptozu.

Ovim se sprjeCava razvoj
autoimunih bolesti.

Samo oko 10 % svih limfocita B
uspjesno prolazi selekciju i
napusta kostanu srz kao zrele,
neautoimune stanice.

/

a

/



|zvor

razlicitosti
protutijela

Razli¢itost protutijela proizlaziiz vise
mehanizama:

1.Kombinacija razlicitih genskih segmenata
(V, D, J) & osnovna razina raznolikosti.

2. Vezna fleksibilnost — male varijacije u
toCkama gdje se geni spajaju.

3.Dodavanje P i N nukleotida pri
rekombinaciji - stvara dodatne
kombinacije.

4.Somatska hipermutabilnost — mutacije u
varijabilnim regijama povecavaju afinitet.

5.Kombiniranje teskih i lakih lanaca — svaki
par moze tvoriti novu kombinaciju
protutijela.

/

a

/



* Nakon sto limfocit B prepozna
antigen, aktivira se proces
somatske hipermutabilnosti.

* U genima za varijabilne regije
javljaju se tockaste mutacije.

Somatska  Mutacije mogu povecati ili smanijiti
sposobnost vezanja za antigen.

T e Stanice s vec¢im afinitetom

selektiraju se i umnozavaju u

sazrijevanje zametnim sredistima limfnih
cvorova. 0

* Rezultat je stvaranje visoko
specificnih protutijela — proces ,
nazvan afinitetno sazrijevanje.

a

hipermutabilnost




* Ukupni potencijal stvaranja
razli¢itih protutijela: 10% — 10"
varijanti!

e Svaki limfocit B ima:

* jedinstvenu kombinaciju gena za
receptor,

Rezultat * specifiénost za jedan antigen,

procesa * sposobnost klonske ekspanzije
nakon aktivacije.

e Samo neautoimune i 0
funkcionalne B stanice ulaze u
cirkulaciju i sudjeluju u ,

imunoloskoj obrani.

/

a



Evolucija imunoglobulinskih gena

Pocetak: prije cca 400 milijuna godina

Hipotetski pragen — kodirao domenu od 110 aminokiselina
Struktura: dvije petlje povezane disulfidnim mostom
Temelj danasnjih imunoglobulinskih gena



Mehanizmi evolucije

* Duplikacija— umnozavanje gena

Ancestral genes

- ewwm) =)

l Duplication of gene A

A A 1]

Gene A acquires new function
And becomes gene C

R e C S B S

New gene



Mehanizmi evolucije

* Tockasta mutacija — promjena u jednom baznom paru

AllA|T=6G ITlG6G ClC| &

A G T—G T 6—-C C G



Mehanizmi evolucije

» Selekcija - oCuvanje korisnih varijanti

/1 O\
/\) o ‘ Mutation creates
&/ variation
Unfavorable
mutations
selected against
Reproduction
and mutation
‘ ‘ Favorable mutations
more likely to survive
‘ " ‘ ‘ ..and reproduce




Evolucijsko granjanje gena

* Pragen se duplicirao = nastali V (varijabilni) i C (konstantni) geni
* lzgena C - razliciti teski i laki lanci (W, y, a, k)
* lzgenaV - varijabilni segmenti: V,, V, V,

pra-gen
(3ifra za 110 aminokiselina)

duplikacija

P ) primitivni C primitivni V

+ / \.\‘ / \
mutacija o
Cx fa-mikroglobulin  Vx \ §
o
4+ / / \\1 S
selekcija CA —
-

/’> VINWLViYL

H _ vernt| vl [V
C NIRRT TN Y

v Mm Am 1,2 Gm1-25 Km1-3 varijabiini geni




Pogreske preslagivanja gena

Translokacija izmedu 8. i 14. Normaln! kromosomt
kromosoma -1-

< T 0 4 regia S
8. kromosom: onkogen c-myc > E E L':?"!-':f:'-)ﬂ"ﬂ'{?[‘ +El mEEE -
regulira diobu i rast stanica raye wle R Cuogaoni
14. kromosom: gen za teski lanac E : :

imunoglobulina (IgH)

Burkitiov limiom

Pogresno preslagivanje - c-myc se
premjesta uz pojacivace

P gumeEs ¥ LR
imunoglobulinskog gena ;

Cu: egzoni
C-MyC BQIOr et




Sinteza lanaca

Transkripcija: RNA-polimeraza prepisuje DNA u mRNA (za teski i laki lanac)
Splicing: uklanjanje introna i spajanje egzona
Dodavanje poli(A) repa — stabilizira mRNA i omoguduje izlazak iz jezgre

MRNA prenosi informaciju do ribosoma u citoplazmi

ANA
polymexaose

C.od'\\ng S‘\"(’ow\d

(2 yd
AN

Templare stond

DNA

Coo\‘w\% shrond

RNA G D
Terwplote shrand




Translacija

* Translacija: stvaranje polipeptidnog lanca prema mRNA
e QOdvija se na hrapavom endoplazmatskom retikulumu (ER)
* Lakii teski lanci se prevode neovisno

Amino acid

Ribosome
large subunit

Small subunit

mRNA

Large subunit Ribosome
small subunit



Usmjeravanje i spajanje lanaca

PocCetak sinteze: signalni

peptid vodi ribosom do ER
membrane

Polipeptidi ulaze u lumen ER

Formiraju se disulfidne veze
izmedu lanaca

Nastaje stabilna struktura: 2
teska + 2 laka lanca

Uklju€uje kontrolu pravilnog
savijanja i sastavljanja

slobodna protutijela




Glikolizacija i sekrecija

Dodatak ugljikohidratnih lanaca

Osiguravaju stabilnost i funkcionalnost protutijela
Molekule se pakiraju u sekrecijska zrnca

IzluCuju se egzocitozom - protutijela ulaze u cirkulaciju

Glycosylation

Traits
. ’ Sialylation
Fab & () Galactosylation
. Bisecting .
b GleNAc
e m o
Fe O
. GICNAC
(@) Man .

€ NeuSAc . <« Fucosylation



Kontrola

* Kontrolni mehanizmi sprjecavaju izluCivanje pogresno sastavljenih
molekula

 Samo ispravna, funkcionalna protutijela napustaju stanicu
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