Imunologie

V – Organizace a exprese imunoglob. genů


Organizace a exprese imunoglobulinových genů
Sekvence B lymfocytové maturace a antigenem indukované diferenciace jsou na obr. č. 1.Genetický model odpovídající imunoglobulinové struktuře musí vysvětlovat následující skutečnosti:

a) obrovskou diverzitu protilátkových specifit (asi 108 specifit)

b) přítomnost variabilní oblasti na N konci a konstantní oblasti na C konci těžkých a lehkých řetězců

c) přítomnost různých izotypů se stejnou antigenní specifitou.

Existovaly dvě teorie na uspořádání imunoglobulinových genů:

Podle germinální reorie genom obsahuje velký repertoár Ig genů dostatečný pro tvorbu 108 Ab specifit.

Podle somatické variační teorie obsahuje genom relativně malé množství Ig genů z nichž se velký počet Ab specifit vytváří v somatických buňkách mutačními nebo rekombinačními mechanismy.

V roce 1965 Dryer a Bennett předložili model, podle kterého každý těžký nebo lehký řetězec kódují dva oddělené geny, z nichž jeden kóduje variabilní a druhý konstantní část. Tyto dva geny se pak spojují na úrovni DNA, aby vytvořili informaci, která je dále přepsána a vede k syntéze lehkých a těžkých proteinových řetězců. Podle této teorie obsahuje germinální linie stovky tisíc genů kódujících V oblast, ale pouze několik genů pro C oblast. Spojení V a C oblastí se uskutečňuje na úrovni DNA. Představa dvou genů kódujících jeden polypeptid neodpovídala všeobecně přijímanému principu jeden gen - jeden polypeptid. Vývoj nových technik (m-RNA purifikace, restrikční endonukleázy, hybridizace nukleových kyselin, Southern blotting, klonování a sekvenování DNA, transfekce a transgeneze) potvrdil tuto teorii.

První potvrzení hypotézy Dryera a Bennetta poskytly pokusy Tonegawy a Hozumiho (1976). Fragmenty DNA z embryonálních a myelomových buněk rozdělili elektroforézou a hybridizovali s radioaktivní m-RNA pro kapa řetězec. Zatím co 2 restrikční fragmenty z embryonální DNA hybridizovaly s m-RNA sondou, u myelomové DNA hybridizoval pouze jeden fragment. Z toho vyplývá, že v embryonálních buňkách jsou V a C geny vzdálené a oblast mezi nimi obsahuje restrikční místo. V plazmatických buňkách je DNA přeskupena tak, že V a C úseky jsou blíže.

Kapa a lambda řetězce a těžké řetězce jsou kódovány oddělenými multigenními rodinami umístěnými na odlišných chromozomech (např. u člověka je gen pro lambda řetězec na chromozomu 22, pro kapa řetězec na chr. 2 a pro těžké řetězce na chr. 14). Každá z těchto rodin obsahuje skupinu kódujících sekvencí nazvaných genové segmenty. Kapa a lambda rodiny obsahují genové segmenty L,V,J a C, rodina těžkých řetězců obsahuje segmenty L,V,D,J a C. Funkční Ig geny se vytvářejí během maturace B buněk v procesu, kde se genové segmenty přeskupují a dostávají se k sobě. Genový segment L kóduje krátký signální nebo uváděcí (leader) peptid, který vede těžké a lehké řetězce endoplazmatickým retikulem a před složením Ig molekuly je odštípnut.

Multigenová rodina lambda řetězce (obr. 2):
Gen pro variabilní oblast obsahuje dva kódující segmenty V a J, které jsou v germinální DNA odděleny. Multigenová rodina obsahuje 2 V segmenty, 4 J segmenty a 4 C segmenty. Segmenty J4 a C4 jsou defektní pseudogeny. V a J segmenty kódují variabilní oblast, C segmenty kódují konstantní oblasti tří subtypů lambda řetězců.

Multigenová rodina kapa řetězce (obr. 2):
Obsahuje asi 300 V genových segmentů, každý má svou leader sekvenci. Dále je zde 5 J segmentů (jeden z nich je nefunkční pseudogen) a jeden C segment.

Multigenová rodina těžkých řetězců (obr. 2):
Obsahuje 300-1000 V genových segmentů, dále asi 12 D segmentů (tento segment kóduje aminokyseliny v CDR3 a protože se výrazně podílí na diverzitě Ab molekul, byl označen D), 4 J segmenty a skupinu C genových segmentů. Každý C segment kóduje konstantní oblast určitého izotypu. Genové segmenty konstantní části těžkých řetězců obsahují skupiny exonů a intronů, každý exon kóduje jednu doménu těžkého řetězce. CH genové segmenty jsou uspořádány v pořadí C -C -C3-C1-C2b-C2a-C -C . Toto pořadí není náhodné a odpovídá postupnému výskytu Ig tříd během imunitní odpovědi.

Přeskupení genů variabilní oblasti:

Uskutečňuje se během zrání B buněk v kostní dřeni. Nejdříve se přeskupují geny variabilní oblasti těžkých řetězců, pak geny pro variabilní oblast lehkých řetězců. V této době už je dána antigenní specifita příslušné B buňky. K přeskupení genů pro konstantní oblast těžkých řetězců dochází později bez vlivu na Ag specifitu protilátky. Ikdyž k přeskupování genů pro variabilní oblast dochází v předem určeném pořadí, dochází k náhodným jevům, jejichž výsledkem je náhodné určení Ab specifity.

V-J přeskupení v DNA pro lehké řetězce (obr. 3): Během přeskupování lambda genových segmentů se může V1 genový segment spojit s J1 nebo J3, nebo V2 segment s J2 segmentem. V případě kapa řetězce se může libovolný z 300 V genových segmentů spojit s jedním ze 4 funkčních J segmentů. Přeskupené geny pro lambda a kapa řetězce obsahují krátký L segment, pak intron, dále spojené VJ segmenty, zase intron a nakonec C segment. Nad L segmentem je promotorová sekvence. Přepisem sekvence pro lehký řetězec vzniká primární RNA transkript, z něhož jsou následně odstraněny introny a m-RNA pak opouští jádro, váže se na polyribozomy a je přeložena do proteinové struktury lehkého řetězce (obr. 4).

V-D-J přeskupení v DNA pro těžké řetězce (obr. 5): Vytvoření funkčního genu pro těžký řetězec vyžaduje dvojí přeskupení ve variabilní oblasti. D segment se nejdříve připojí k J segmentu, vzniklý DJ segment se pak přiblíží k V segmentu a spojí se s ním. Struktura přeskupeného genu kódujícího VH oblast zahrnuje L segment, intron, VDJ segment, další intron a skupinu C genových segmentů.

Nejdříve se přepisují jak C, tak C genové segmenty. Při enzymatickém zpracování primárního transkriptu jsou odstraněny introny a vznikají dvě m-RNA kódující buďto C nebo C. Protože jsou v jedné buňce produkovány dvě odlišné m-RNA pro těžké řetězce, imunokompetentní B buňka exprimuje na svém povrchu IgM a IgD s identickou Ag specifitou.

Mechanismus přeskupování DNA pro variabilní oblast: Byly objeveny rekombinační signální sekvence (RSS) na okrajích germinálních V, D a J genových segmentů. Každá RSS obsahuje konzervovanou heptamerickou a nonamerickou (bohatou na AT) sekvenci. Tyto sekvence byly nalezeny na obou stranách D segmentů, na 3, straně V segmentů a 5, straně J segmentů. Nonamerické a heptamerické sekvence jsou odděleny sekvencí nazvanou spacer, která má konzervovanou pouze délku - 12 nebo 23 párů bazí. Je zajímavé, že RSS mající spacer o 12 párech bazí se může spojit pouze se sekvencí obsahující 23 párový spacer. Toto tzv 12/23 spojovací pravidlo zajišťuje, že se VL segmenty spojí pouze s JL segmenty a ne s jiným VL segmentem a že VH, DH a JH segmenty se spojí ve správném pořadí. 

Spojování genových segmentů (obr. 6):

Existují dva typy spojování - deleční a inverzní. Při obou typech spojování se vytvoří klička DNA, ve které se rekombinační signální sekvence dostávají do blízkosti. V případě delečního typu spojování enzym rekombináza rozpozná strukturu kličky, vystřihne ji a spojí V a J segmenty. Když jsou transkripční orientace V a J segmentů opačné, vytvoření kličky zahrnuje inverzi a orientuje oba segmenty do stejného směru transkripce (5,- 3,). V tomto případě nedojde k deleci.

Spojování V-D-J segmentů je do jisté míry flexibilní (obr. 7) v tom smyslu, že do přeskupené sekvence mohou přijít jeden nebo dva nukleotidy místo tří. Potom není zachována tripletová čtecí kostra a vytvoří se stop kodony, což vede k tomu, že toto přeskupení je neproduktivní. Neproduktivní přeskupení se vyskytuje s vysokou frekvencí. Na druhé straně flexibilita přeskupování přispívá k vytváření diversity protilátkových specifit. Pokud se jedna alela přeskupí neproduktivně, buňka přeskupí druhou alelu. Produktivní přeskupení V-D-J segmentů těžkého řetězce je podmínkou pro přeskupení V-J segmentů lehkých řetězců. Kapa řetězec se přeskupuje první. Pokud je toto přeskupení neproduktivní pro obě alely, přeskupují se geny pro lambda řetězce. Pokud jsou obě přeskupení neproduktivní, B buňka přestane zrát.

Vyloučení alel (allelic exclusion):

B buňky jsou diploidní a obsahují mateřské i otcovské chromozomy. B buňky však exprimují přeskupené geny pro těžké řetězce pouze z jednoho chromozomu. Totéž platí pro lehké řetězce. To zaručuje, že funkční B buňka nikdy neobsahuje víc než jednu VHDHJH a jednu VLJL sekvenci. To znamená, že po jednom produktivním přeskupení genů pro těžké a lehké řetězce se enzymy zodpovědné za přeskupování vypnou a k dalšímu přeskupování nedojde. Jako signál k zastavení dalšího překupování zřejmě funguje exprimovaný protein kódovaný již přeskupenou DNA.

Jako jiné promotory, Ig promotory obsahují vysoce konzervovanou sekvenci bohatou na AT, nazvanou TATA box, ke které se váže RNA polymeráza II. Po V-D-J a V-J přeskupení se zvyšuje rychlost transkripce. Je to způsobeno vlivem enhanceru, což je DNA sekvence působící v cis a nějakým způsobem usnadňující vytvoření iniciačního komplexu pro transkripci v místě promotoru. Během přeskupování se promotor dostává do blízkosti enhanceru což zvyšuje rychlost transkripce příslušných sekvencí 10.000x.

Přeskupení DNA umožňující přesmyk imunoglobulinových tříd:

Po antigenní stimulaci B buňky může dojít k dalšímu přeskupení DNA pro těžké řetězce, při kterém se VHDHJH sekvence může spojit s kterýmkoli z CH genových segmentů. Tohoto procesu se zřejmě účastní tzv. přesmyková místa (switch sites) lokalizovaná před jednotlivými CH segmenty. Předpokládá se, že na tato místa se mohou vázat rekombinázové proteiny specifické pro jednotlivé Ig třídy a tak usnadňovat rekombinaci DNA. Přesmyk Ig třídy může být indukován některými cytokíny (např IL-4 indukuje přesmyk z C na C1 nebo C ). Přesmyk je provázen delecí sekvencí kódujících předcházející typy C řetězců, které byly prokázány v cirkulární formě.

Exprese imunoglobulinových genů:

K produkci funkční m-RNA je třeba enzymatické zpracování primárního transkriptu. Po navázání 7-metylguanosinu na 5, konci a polyadenylaci 3, konce dojde k excisi intronů v procesu nazvaném RNA splicing. m-RNA je pak exportována z jádra a dochází k její translaci na polyribozomech.

Odlišné zpracování primárních transkriptů pro těžké řetězce vysvětluje produkci na membránu vázané a sekretované formy imunoglobulnů i současnou expresi IgM a IgD.

Sekvenování C genového segmentu ukázalo, že C4 exon obsahuje na svém 3, konci sekvence kódující hydrofilní sekvence CH4 domény sekretovaného IgM. Za tímto exonem jsou však další dva exony M1 a M2, které kódují transmembránový a cytoplasmatický segment C 4 domény u IgM vázaného na buněčnou membránu (obr. 8). Primární transkript obsahuje všechny exony C segmentu včetně M1 a M2. Produkce sekretované nebo membránové formy imunoglobulinu závisí na zpracování společného primárního transkriptu. Čili jestli dojde k odštěpení M1 a M2 exonů, nebo zůstanou součástí m-RNA.

Podobně je tomu u současné exprese IgM a IgD (obr. 9). Transkripce přeskupených genů pro těžké řetězce ve zralých B buňkách produkuje primární transkripty obsahující C i C genové segmenty. Čili primární transkript VDJCC je zpracován dvěma cestami za vzniku VDJC a VDJC .

m-RNA pro lehké a těžké řetězce jsou překládány na odlišných polyribozomech endoplazmatického retikula (obr. 10). Nově syntetizované řetězce obsahují signální (leader) sekvenci, která vede řetězec do lumen ER a je potom odstřižena. Ke spojení lehkých a těžkých řetězců a jejich glykosylaci dochází když řetězce procházejí přes cisterny ER do Golgiho aparátu a pak do sekrečních váčků, které fúzují s plazmatickou membránou. V případě IgM se H a L řetězce spojují v ER a tvoří poloviční molekuly, které se potom spojují do kompletní molekuly. U IgG se nejdříve spojují těžké řetězce a k nim se pak připojí lehké.

Diferenciace B buněk v souvislosti s přeskupením genů a alternativním zpracováním RNA (obr. 11):

Ke zrání B buněk dochází ve dvou fázích, z nichž první je nezávislá na antigenu, druhá je antigen-dependentní. V první fázi kmenová buňka diferencuje na progenitorovou B buňku a pak na zralou imunokompetentní B buňku. Během této fáze dochází k přeskupení VH a VL genových segmentů. Zralá B buňka opouštějící kostní dřeň má na membránu vázané imunoglobuliny jedné Ag specifity. Jestliže se zralá B buňka setká s Ag, dojde k její klonální expanzi za vzniku plazamatických a paměťových buněk.

Nejnezralejší odlišitelná B buňka - progenitorová B buňka exprimuje specifický antigen B220. V tomto stadiu dochází k přeskupení DH-JH. V dalším stadiu dojde k přeskupení VH-DH-JH a vzniku pre-B buňky. V tomto stadiu se uskutečňuje vyloučení alel. Gen pro těžký řetězec je přepsán do primárního transkriptu obsahujícího VHDHJHCC . Diferenciální zpracování tohoto primárního transkriptu produkuje m-RNA, která kóduje membránovou formu těžkého řetězce. Pak dojde k přeskupení VL-JL a vzniká nezralá B buňka. Přeskupování začíná na kapa segmentu, pokud je neproduktivní, přesune se na lambda segment. Další diferenciace nezralých B buněk vede k koexpresi IgD a IgM na membráně, což charakterizuje zralé B buňky.

Po setkání s Ag dochází ke klonální selekci a dalšímu zrání B buněk na plazmatické a paměťové buňky. Paměťové buňky mohou prodělat přesmyk vedoucí k expresi nového izotypu na membráně (t.j. IgG, IgA nebo IgE). Některé paměťové buňky exprimují jeden izotyp, zatímco jíné dva (jeden z nich je vždy IgM).

Plazmatické buňky nemají membránový Ig ale sekretují velké množství Ab molekul.

Vznik protilátkové diverzity (obr. 12):

DNA germinální linie obsahuje asi 300 V kapa genových segmentů, 300-1000 VH segmentů, ale pouze dva V lambda genové segmenty. K diverzitě přispívají i JL DH a JH segmenty, které se vyskytují v několika formách. K další diverzifikaci dochází kombinováním segmentů při přeskupování. 300-1000 VH segmentů kombinuje s 12 DH segmenty a 4 JH segmenty, t.j. 300x12x4=1,4x104 kombinací. Podobně 300 V kapa genových segmentů kombinuje se 4 J kapa segmenty což vede k 1,2x103 možným kombinacím.

 Protože specifita Ab pro Ag je určena variabilními oblastmi H i L řetězců, další diverzita vzniká kombinací H a L řatězců. 1,4x104 x 1,2x103 = 1,7x107 možných kombinací kapa řetězce s těžkými řetězci.

Tato diverzita je dále zvýšena díky flexibilitě procesu spojování. Idkyž tato flexibilita vede k mnoha neproduktivním přeskupením, zvyšuje Ab diverzitu vznikem produktivních kombinací kódujících alternativní aminokyseliny v místě spojení. Tato místa se nacházejí v třetí hypervariabilní oblasti (CDR3), z čehož vyplývá velký vliv těchto AK záměn na Ab diverzitu. V průměru vytváří tato flexibilita 3 různé AK na kždé spojovací místo. Protože tato místa jsou dvě pro těžké řetězce, je diverzita H řetězců takto zvýšena 9x, zatímco u lehkých řetězců pouze 3x. Flexibilita spojování tedy zvyšuje celkový počet kombinací pro H řetězce 1,4x104x3x3=1,3x105 a pro lehké kapa řetězce 1,2x103x3=3,6x103.

Hranice mezi spojenými V-D a D-J segmenty obsahuje tzv. N-oblasti, kam jsou během spojování genových segmentů náhodně připojovány nukleotidy deoxynukleotidyl transferázou. Takto vytvořená diverzita je dosti značná, protože N-oblasti obsahují zcela náhodné sekvence a jsou lokalizovány v CDR3 těžkých řetězců.

 Další diverzita se vytváří v přeskupených variabilních oblastech somatickými mutacemi, kdy jsou jednotlivé nukleotidy nahrazovány alternativními bázemi. Porovnání variabilních oblastí germinální DNA s těmito oblastmi u somatických buněk prokázalo somatické mutace v genech pro L i H řetězce. Odhadnutá frekvence somatických mutací v imunoglobulinových genech je 10-3 mutací/pár bazí/buněčné dělení, což je 106x více než v jiných genech, což ukazuje na predispozici B buněk k somatickým mutacím.

Je zajímavé, že během vývoje imunitní odpovědi od primární přes sekundární k terciární atd. se zvyšuje afinita protilátek. Ikdyž je proces somatických mutací náhodný a může produkovat Ab s vyšší nebo nižší afinitou, schopnost antigenu řídit klonální expanzi selektivně zvyšuje proliferaci B buněk s vysoce afinními [image: image1.jpg]Table 8-1  Sequence of B-lymphocyte maturation and antigen-induced differentiation

Stem cell

Pre-B cell

Immature B ccll

Site of
maturation

Immunoglobulin
cxpressed

Isotype
switching

Role of antigen

Bone marrow

None

Bone marrow

Cytoplasmic p
heavy chain

Bonce marrow

Mcmbrance IgM

7 (w or £ light chain)

Mature B cell

Activated B cell

Plasma cell

Site of
maturation

Immunoglobulin
expressed

Isotype
switching

Role of antigen

Periphery

Membrane
IgM + IgD

Periphery

Membrane Ig low
level secreted Ig

Periphery

Low level membrane
Ig: high level
seereted Ig




receptory na povrchu.

[image: image2.jpg](1) A-chain DNA
L Vi he G2 hd Gi L V;\I L3 G3 Ll Gl
I o
1.4

20 13 N\ 19 1.7

(N9

70 L.
kb kb kb kb Pscudogene kb kb kh l\h

(h) k-chain DNA

(¢) Heavy-chain DNA

L Vit B Vi Dyl D2 - gl it Gy 3
i [ 1 1" " Y
- == gy W i
IHW Eesl LA,,,H,,,A H H
4 39 11
kb kh kh kh kh kb kh .\‘h kb

tigure 8-2  Germ-line organization of (a) 4 light-chain, (b) r light-chain, and (¢) heavy-
chain gene segments in the mouse. The 4 and ~ light chains are encoded by L, V. ], and €
i gene segments. The heavy chain is encoded by L, V, D, J, and C gene segments. The Voand
J gene segments of the light chain and the V) D, and J gene segments of the heavy clwain
are separated in the germ-line DNA. Boxes with symbol ¢ indicate nonfunctional
pscudogences.

H'f_fﬁ

| )

kb

b




[image: image3.jpg](i)

Germ-line
A-chain DNA

Rearranged
A-chain gene

h)

Germ-line
K-chain DNA

Rearranged

K-chain gene
Vigure 8-3 0 Examples of variable-region gene rearrangements in 2 light-chain (a) and x
light-chain (b) germ-line DNA. Lambda light chain rearrangement can join V,2 with J,2 or
itcan join V, 1 with cither J;1 or J,3. Kappa light chain gene rearrangements can join any
one of the Vo gene segments with any once of the four functional ], segments. In this case

V., 23 has joined J, 4.




[image: image4.jpg]Germ-line L Vil L V23

x-chain DNA sf_D_D ...... I_. 444444 [HV__’:L L—L.U—ﬂ )»D-{H B }— 3

LV-J joining
L V,\Z’)jk Ci

Rearranged x-chain DNA

Primary RNA transcript <

L RNA processing
vV G l
; Poly-A tai

l Translation

Nascent polypeptide

x-light chain

Figure 8-4  Kappa light chain-gene rearrangements and RNA processing events required to
generate the finished kappa light-chain protein product. In this case V,23 has joined J,4.




[image: image5.jpg]Germ- lim Lovgl Lo Vg Dyl Dy7 UTLIUTR on Cs Cy3 Cyl Cy2b Cy2a Cu

icin 5. A o i Yo

DNA

1 D-) joining

L vyl LV,212 Dyl [AAITR) y2a Ce

40 HE- A O O O O
v/

V-D-J joining

LVi2I200 703 G, Cd o Gl Cb C2a G Cy

II—D—ﬁHHHHHHHH’

l Transcription

Rearranged Lo Vil

H-chain g'

DNA

L VD] |
Primary RNA transcript —'—.J:H}-{: H }—- 3
) RNA processing

LV D) G,

T

l Translation

mRNA

LVD] G,

Nascent polypeptide I o4 ] o

p-heavy chain

tigure 8-5  [cavy-chain gene rearrangements and RNA processing events required to gen-
crate lhc finished g heavy-chain protein product. Two DNA rearrangements are necessary
to generate a functional 0 chain gene: a D) to J,, rearrangement and a Vv, to D,-J,, rear-
rangement. In this illustration V212 has joined with D,,7 and J,,3. Expression of functional
heavy-chain genes, although generally similar to expression of light-chain genes, involves
differential RNA processing, which generates several different heavy-chain products.
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figure 8-7  One model for V-J joining in x-chain germ-line
DNA. Joining occurs by a deletional mechanism (a) when
the V, and J, to be joined have the same transcriptional
orientation (small red arrows) and by an inversional
mechanism (b) when they have the opposite orientation.
Recognition signals adjacent to V and J segments specify the
sites at which joining can occur. In deletional joinings, the
excised DNA s lost from the cell. In inversional joinings, all
of the DNA is conserved.
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Figure 8-8 Flexibility of V,-J, joinings. In-phase joining gencrates productively rearranged
DNA, which can be translated into protein. Out-of-phase joining leads to nonproductively
rearranged DNA, which contains stop codons and is not translated into protein. Although
this flexibility generates considerable diversity in variable-region DNA, it also results in
many nonproductive joinings.
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figure 8-15  Expression of g, and d, heavy chains by alter-
native RNA processing. (a) Structure of rearranged heavy-
chain gene showing C, and Cs exons and poly-A sites. (b)
Structure of y, transcript and g, mRNA resulting from poly-
adenylation at site 2 and splicing. (¢) Structure of d,, tran-
seript and d,, mRNA resulting from polyadenylation at site 4
and splicing. Both processing pathways can proceed in a
given B cell.




�


Obr. 1





�


Obr.2 





�


Obr.3





�


Obr.4








�


Obr. 5











� EMBED Word.Picture.8  ���


Obr. 6





�


Obr. 7 








�


Obr.8


�


Obr. 9








�


Obr. 10





�





Obr. 11 





�


Obr. 12


�


Obr.13









- 14 -


[image: image10.jpg]\XQ %Sccrclcd Ig
e

Oligosaccharides \@

Trans Golgi /\
reticulum \e

“I'rans Golgi

Cis Golgi

—Z_/
Rough ER Q‘?
Leader }6@ gt ool

Nascent  Heavy-chain
Ig (leader  translation

cleaved)

Light-chain
translation

Membrane Ig

[ Secretory
vesicle

‘Transmembrane segment

Figure 8-16  Synthesis, assembly, and sccretion of the immu-
noglobulin molccule. The heavy and light chains are synthe-
sized upon separate polyribosomes (polysomes). The
assembly of the chains to form the disulfide-linked and gly-
cosylated immunoglobulin molecule occurs as the chains
pass through the cisternae of the endoplasmic reticulum

‘into the Golgi apparatus and then into secretory vesicles.

The main figure depicts assembly of a secreted antibody.
The inset depicts a membrane-bound antibody, which con-
tains the carboxyl-terminal transmembrane segment. This
form becomes anchored in the membrane of secretory vesi-
cles and then is inserted into the cell membrane when the
vesicle fuses with the membrane.
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Figure 8-17  Scquence of events in antigen-independent and  antigen-dependent phases of B-cell diffferentiation. The car-
liest B-lincage cells to apppear—progenitor B cells—ex- press a B-cell surface marker (B220) but no immunoglobulin
chains. Sequential gene rearrangements and changes in RNA - processing of heavy-chain transcripts leads to formation of

mature B cells, which coexpress membrane-bound IgM and IgD. Interaction of a mature B cell with

antigen and Ty,-ccell
derived lymphokines results in activa

wion, clonal sclection, and proliferation, generating plasma cells and memory B
cells. Activated B cells and memory B cells (red) can undergo class switching, allowing expression of different
isotypes. A given plasma cell sccretes only one isotype. Some memory cells express the membrane form of a single
isotype, wherceas others express two isotypes.
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Figure 8-18 Generation of antibody diversity by junctional flexibility and N-region nu-

cleotide addition. (a) Flexibility in joining has been shown to generate four different se-
quences at the V-] junction in x light chains. The nucleotides in the junction region are
numbered for convenience; the positions of the amino acids in the finished x chains are
indicated by subscripts. Note that recombination (4) adds an amino acid residue to the
sequence. Similar flexibility occurs during joining of variable-region gene segments in 4
light-chain and heavy-chain genes. (b) Random addition of nucleotides occurs during D-J
and V-D-J joinings in heavy-chain genes. This process has not been demonstrated in light-
chain genes.
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figure 8-7  One model for V-J joining in x-chain germ-line
DNA. Joining occurs by a deletional mechanism (a) when
the V, and J, to be joined have the same transcriptional
orientation (small red arrows) and by an inversional
mechanism (b) when they have the opposite orientation.
Recognition signals adjacent to V and J segments specify the
sites at which joining can occur. In deletional joinings, the
excised DNA s lost from the cell. In inversional joinings, all
of the DNA is conserved.







