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Lo sviluppo dei linfociti B € diviso in diverse fasi

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5 Fase 6
Generazione Alterazione, Promozione di Ricircolazione Attivazione ed Differenziamento
nel midollo osseo eliminazione una frazione delle cellule B espansione clonale in plasmacellule
di BCR 0 inattivazione di cellule B mature tra linfa, delle cellule B che secemono
diversi ed I« dei BCR W immature a cellule B sangue e da parte degli antigeni [Y{ anticorpi e cellule B
espressi che reagiscono mature nei tessuti tessuti linfoidi patogeno-derivati nei della memoria nel tessuto
clonalmente con le self componenti linfoidi secondari secondari tessuti linfoidi secondari linfoide secondario
Organizzazione . 2 : e Ricerca Individuazione P
del repertorio Selezione negativa Selezione positiva dellinfezione delfinfazione Attacco allinfezione
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its immunoglobulin genes

Immature B cell bound to self
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Migration of B cells through the
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Durante la maturazione le cellule B migrano verso
il seno centrale della cavita midollare

Eﬁaogeﬁous
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endosteum

Cellule Tdt+ 3
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BONE MARROW STROMAL CELLS AFFECT THE EARLY
STAGES OF B CELL DEVELOPMENT

Committed
lymphoid progenitor

Early pro-B cell

Late pro-B cell

Pre-B cell Immature B cell

\ IL-7 receptor

1)
CAMs |J @i 1>
< IgM
strony%eﬁl{ &
SCF (Stem Cell Factor) o ligando di Kit INTERLEUCHINA 7

* Pud essere rilasciato anche in forma solubile.
* Agisce su cellule staminali emopoietiche che

esprimono il recettore Kit (CD117)
* Il recettore ingaggiato stimola la
sopravvivenza cellulare e promuove la

proliferazione dei progenitori dei linfociti B.

Fonte: cellule stromali del
midollo osseo e del timo

Azione principale: proliferazione
dei precursori linfoidi



INTERLEUCHINA 7

Fonte:cellule stromali del midollo osseo e del timo

Cellule bersaglio: timociti immaturi (CD4-CD8")
precursori dei linfociti B

Azione principale: proliferazione dei precursori linfoidi

i “ Immature B cells
O,
IL-7 \
Pro—B cells receptor //7 @
VLA-4 @

Q o ’.
VCAM-1=—
Bone marrow
stromal cell




Control of B cell development by transcriptional factors

CLP

BF-E2A.,
l@ Paxb mantiene l'identita dei linfociti B

Pre-BCR
checkpoint

Progression of B cell development
Activation of B cell specific genes
V(D) recombination
B cell signaling
Metabolism and survival
Cytoskeleton
Adhesion and migration
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Transcription Factors in B Cell Development

IL-7

IL-?RYQK IL-7Ro.
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Fase 1: LA GENERAZIONE DELLE DIVERSITA' DEGLI ANTICORPI

Q PRECURSORE STAMINALE
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ORGANI LINFATICI
PRIMARI: GENERAZIONE
DELLE DIVERSITA
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GENERAZIONE "CASUALE" DI UN
VASTO REPERTORIO DI RECETTORI
DI MEMBRANA TRA LORO DIVERSI

I meccanismi con cui si genera il repertorio degli anticorpi sono
analoghi a quelli che generano il repertorio dei TCR.

In entrambi i casi le catene polipeptidiche sono codificate da pil
segmenti genici situati sullo stesso cromosoma, che per divenire
geni funzionali devono subire eventi di ricombinazione.



La struttura delle immunoglobuline

N-termini N-termini

O light
chain

M heavy
chain

disulfide
bonds

carbohydrate

C-termini

Wvariable
region

[ constant

antigen-bi{\ding sites

| l

N hinge
region
region

Gli anticorpi sono costituiti da due tipi
<= di catene polipeptidiche: leggere
(gialle) e pesanti (verdi)

MW: 150 KD, L: ~25 KD, H: ~50 KD

Ogni catena e formata da una regione
<4 variabile (rossa) e una regione costante

(blu)




Le regioni ipervariabili (CDR) dei domini Vi, e V| si dispongono in modo da
formare il sito combinatorio per I'antigene




Il complesso recettoriale per I’antigene
dei linfociti B —— BCR

Riconoscimento

dell’antigene

Spazio
extracellulare
C

<+«—— Trasduzione del segnale
Membrana

plasmatica

Citoplasma
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La struttura delle immunoglobuline

A 1gG secreta

Catena Sito di legame T
pesante dellantigene 2 tipi di catene leggere

K—A

Regione
cerniera

5 tipi di catene pesanti
L—Y—0—0—¢€

!

5 classi di Ig
IgM-Ig6-IgA-IgD-IgE

Catena\__
leggera

Siti di legame
per il

recettore Fc
€ per II lgG IgM IgD IgA IgE
complemento Y V Y
Sequenza~ ¢ C Y 5 o
. T8 €
dl COda Ponte di Solfu ro ----- Figure 4.5 The Immune System, 3ed. (© Garland Science 2009)

Domino Ig :: )



OGNI CATENA POLIPEPTIDICA DEL BCR E' CODIFICATA DA PIV’

SEGMENTI GENICT !
IgM di membrana
Sito di legame " RegioneV Regione C
o i i
dell’antigene Ig
é
Catena pesante _.VH_ DHJH _ CH! CH2 S CH3 CH4  TMCYT
delle Ig (p) : R
(forma
di membrana)
N v
Catena leggera N (3 T (D C

............

delle Ig VL JL CL

La regione V é codificata da tre diversi
segmenti genici:

V = Variabilita
D = Diversita
J = Giunzione

S8 Membrana
L plasmatica
| |  deilinfociti B . L . .
C C Segmenti genici non omologhi spazialmente
separati vengono riavvicinati mediante rottura

del DNA e nuova ricucitura.



L'organizzazione dei loci delle catene del BCR
(catene pesanti e leggere)

A light-chain locus

L1 W1 L2 VW2 _ - N C)\1 J\2 C)2 J)\4 C\4
s ’ B B chromosome 22

K light-chain locus
K1 VK L2 VK L3 VK I- VK"'35 K1-5 CK

heavy-chain locus

L 11 V1 L2 V42 L3 W3 [ D|.|1-23 JH1-6 CH1-9

chromosome 14

5 tipi di catene pesarm
in base al gene C: YVWWV
L—Y—0—0—¢€




DNA Rearrangement Removes Sequences Between V, D and J Segments

RNA Splicing Removes Sequences Between J and C Segments

Light chain Heavy chain

Germline DNA

Somatic
recombination

D-J joined
rearranged DNA

DNA

DNA

Somatic
recombination

V—J or V-DJ joined
rearranged DNA

Primary
transcript RNA

RNA

Splicing

RNA

mRNA

Translation

Polypeptide
chain

Protein

Figure 4-2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Regolazione trascrizionale dei geni per le Ig

ONA - et L V2 e G
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© 2018 —Edra S.p.A.



I primi eventi di riarrangiamento iniziano nel
locus genico della catena pesante
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I primi eventi di ricombinazione iniziano nel locus della catena pesante
a livello dei segmenti genici D-J

v D 7 DNA GERM LINE
v DPFNT
C D
v D|J
—— VIEND|T
— vlp Q DNA RIARRANGIATO

La ricombinazione & promossa dagli enzimi RAG
(Geni Attivanti la Ricombinazione) o ricombinasi VDJ



Il riarrangiamento & promosso da SEQUENZE SEGNALI DI
RICOMBINAZIONE (RSS) che fiancheggiano i singoli segmenti genici

RSS= heptamer, spacer Tbp 9bp
and nonamer — —

CACAGTG ACAAAAAEC GGTTTTTGT CACTGTG
: : f l::(,:_;,;ﬂ-ﬁ ] = 23 {_3 |
GTGTCAC TGTTTTTGG CCAAAAACA GTGACAC

-B)E . 24@: J\
RSS RSS
kK chain
H chain

m> : <1a Dy §> : ng Jy

Figure 4-5 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

La regola di giunzione 12/23 assicura che il riarrangiamento
V-D-J avvenga nell'ordine corretto



Le sequenze segnali RSS guidano la ricombinazione

CACAGTG ACAAARACC GGTTTTTGT CACTGTG

RSS a due qgiri

RSS ad un giro

Figure 4-5 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

RSS ad un giro

La regola del 12/23 promuove la ricombinazione tra segmenti genici diversi

v, D,

23 74 12 12 74 23
A A

VD,



Le ricombinasi RAG1/RAG2 riconoscono le sequenze RSS e guidano il

riarrangiamento genico
RSS

Le ricombinasi RAG1/RAG2
promuovono [l‘avvicinamento dei geni
scelti mediante appaiamento delle
regioni omologhe delle RSS formando
un‘ansa di DNA intercalata tra esse

quest'ansa viene poi recisa per azione
degli enzimi RAG dotati di attivita
endonucleasica.....

v, J ..e le estremitd dei geni VJ vengono
vy p ) saldate ad opera di ligasi

coding joint




La ricombinazione coinvolge enzimi linfocitari specifici ed enzimi ubiquitari
che modificano il DNA

e

1 Sinapsi *

9 )
a8 o
RAG 1/ RAG 1/
RAG 2 RAG 2
5' + 3'
2 Taglio
Anello
eliminato
A /A
/49 } y 9\>
e ]
5 ) (B3 RAG1/
\ RAG 2
Hairpin
3 Apertura +
dell’hairpin "
e processazione 5' —

delle terminazioni
Artemis/DNA PK,

/
exonucleasi, TdT
Ku70/Ku80/DNA-PK _)l
XRCC4/DNA ligasi IV
ﬁ/Nucleotidi NeP
-

4 Unione
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RAG1/RAG2  tagliano la
doppia elica del DNA tra
leptamero e il segmento
genico scelto.

Le estremita codificanti si
richiudono creando una
struttura a forcina.

Le forcine vengono
linearizzate da Artemis e
modificate dall'aggiunta di
nucleotidi P e N (TdT
aggiunge nucleotidi N)

Le estremita vengono
saldate ad opera di DNA
ligasi  complessate ad
enzimi di riparo.

#1. Lymphocyte-Specific

Initiation of V(D)J rearrangement:
RAG-dependent cleavage

#2:. Constitutive

DNA non-homologous
end-joining machinery



GLI ENZIMI COINVOLTI NEL RIARRANGIAMENTO DEI GENI Ige TCR
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LA DIVERSIFICAZIONE GIUNZIONALE: ruolo di TdT

Site of hairpin cleavage.*

Cana

1
i

l Y”Site of hairpin
cleavage

GHeHEHAHTHEHCHEHAL
CIEEIE A RS

J TdT desossinucleotidiltransferasi
SeErnEEEs .}, FEEAE
{CHeHolmHA[AHGHOHT} oesiton™ "\ {AHCHAHTHEHTHAKAHTHCHAL

l lP nucleotidesI | P nucleotides | l
{GHcHaHAHTHTHCHGHAH cHaHGHCHTHTHGHT A HeHATHTHAGHT}
{EH G e} A A EHCH G CHEHEH A H A HEH A HTHEHEN A A EHEHA

l I I |
P nucleotides N nucleotides P nucleotides




La maturazione dei linfociti B procede attraverso stadi
definiti da eventi di riarrangiamento dei geni delle Ig

Stem Early Late Large
cell pro-B cell pro-B cell pre-B cell
pre-B
receptor
LN
> @ > @ -/>
H-chain . D-J V-DJ VDJ
genes Germline rearranging rearranging rearranged
Iééﬂgn Germline Germline Germline Germline
w chain
transiently at
surface as part
Surface Ig Absent Absent Absent of pre-B-cell
receptor. Mainly
intracellular
Protein Function
RAG-1 Lymphoid-
specific
RAG-2 recombinase
N-nucleotide
Liels addition

Vi G pre-B receptor
VpreB 25 s
surrogate light chain

La catena pesante p si
associa ad un complesso
di  catene invarianti
(VpreB-A5) per formare
il pre-BCR



L'espressione del pre-BCR costituisce il primo "checkpoint”
nella maturazione dei linfociti B

Amino-terminal tails on VpreB and 15 in adjacent pre-B-cell receptor molecules bind
each other and cross-link the receptors, inducing clustering and signaling

Vprel —unique amino termini of VpreB and 5
'xk 4% aa\ zr ﬁ .

hWycHr—-Dik §!§ ‘"‘

‘Q
cell membrane
ITAMs J

lgp

Le regioni aminoterminali della
catena surrogato VpreB e A5
interagiscono tra loro favorendo
la formazione spontanea di
dimeri di pre-BCR

Il segnale intracellulare viene trasdotto dalla
tirosino-chinasi Bruton (Btk)

La chinasi Btk genera segnali
richiesti per il progredire della
maturazione



Il segnale propagato dalla tirosino-chinasi Bruton Btk induce:

- Inibizione della ricombinazione |
della catena H (esclusione
allelica)

- Sopravvivenza e proliferazione
dei linfociti pre-B

- Stimolazione della ricombinazione
della catena leggera «

- Blocco della trascrizione
della catena leggera sostitutiva




IL RTARRANGIAMENTO DELLA CATENA
LEGGERA «

vi ve V3 Vn Cic

H:ljtl // H%M:l: DNA germline

Giunzione VJ

VJ Cx

Hﬂﬂjﬂ I DNA riarrangiato




Ai loci della catena leggera sono ammessi riarrangiamenti ripetuti

Vxn VK2 v

K1

Prima ricombinazione VJ
Vxn Vx2 Vm
Jye

—_—
—A

— —_—
—  —

Riarrangiamento non produttivo

Seconda ricombinazione VJ
v

Jy

o — - — .
o — — .

KN 2

Riarrangiamento non produttivo

Terza ricombinazione VJ
Vr:n J N C N

:-:




Il riarrangiamento produttivo dei geni della catena leggera nella cellula
pre-B consente |'espressione in membrana dell’ IgM

Cellula pre-B Cellula B immatura

Riarrangiamento del gene
della catena L

Il riarrangiamento si conclude

Le cellule esprimono wx

Riarrangiamento del gene x
sul primo cromosoma
—\

Riarrangiamento del gene x
sul secondo_cromosoma
o

Riarrangiamento del gene A Le cellule esprimono (/A
sul primo  cromosoma

Riarrangiamento del gene A
sul secondo_cromosoma
P i

¥

Apoptosi

riarrangiamento riarrangiamento
produttivo non produttivo




Fattori che contribuiscono alla diversita delle Ig

DIVERSITA' COMBINATORTIALE

Immunoglobulin

*Geni multipli per la regione variabile V, D, J Hoaw [
(scelta casuale di uno solo dei segmenti V, D e J) SRE N

Number of diversity (D) 23 0
gene segments

-Associazione combinatoriale delle catene He L e T s

gene segments

Sitoy di taglio

DIVERSITA' GTUNZIONALE |
Delezione di nucleotidi nel punto l Rsio gt l

. . . ell’hairpin

di giunzione
Aggiunta di nucleotidi P; aggiunta di \ N LN

leotidi N ad della terminal FARTTEE o e - BEDEEE T

nucieotidi IN ad opera della rermina CHHSHTIABGIHTL 0o, AN ATHRHT AT

desossinucleotidil transferasi (TdT)

Nucleotidi P
Nucleotidi N Nucleotidi P
[ T 1

Nucleotidi P

~ 5x1013 Ig diverse




Mutazioni somatiche

| Mutazione Regioni V Regioni V
puntiforme ldella catena pesante | della catena leggera
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3
Giorno 7 I
dalla prima 1
immunizzazione
Giorno 14 L l =1
dalla prima I HJ
immunizzazione
N S | - l
Seconda N | [
immunizzazione 1l I I
- Il u I B
Terza 4
immunizzazione Il | | I 1
(D) J

Sono attivate dall'esposizione all'antigene (organi linfoidi secondar:i)
La frequenza delle mutazioni aumenta in seguito a ripetute esposizioni allo stesso antigene



Fattori che contribuiscono alla diversita delle Ig

DIVERSITA' COMBINATORTIALE

*Geni multipli per la regione variabile V, D, J
(scelta casuale di uno solo dei segmenti V, D e J )

-Associazione combinatoriale delle catene He L

DIVERSITA' GTUNZIONALE

‘Delezione di nucleotidi nel punto di giunzione

*Aggiunta di nucleotidi nel punto di giunzione (regione N)
ad opera della terminal desossinucleotidil transferasi (TdT)

@razioni soma’r@




Summary of B cell differ'en‘ria’rion s'rages

Pre-BCR
\?E/ \?f/-
Stage of ) ?
maturation Stem cell Pro-B Pre-B Immature B

Proliferation

RAG expression

TdT expression

‘ : : Recombined H
Unrecombined Unrecombined Recombined -
Ig DNA, RNA (germline) (germline) Hchain gene  chain gene (VDJ),
DNA

. x or A genes (VJ);
DNA (VDJ); umRNA ) or  or 2 mRNA

. Cytoplasmic u and
Ig expression None None pre-B receptor -
associated u

Membrane IgM (u +
Kk or A light chain)

CD43+

Surface A : B220'° IgMio
markers D43 88}& CD43+ CD43"
Anatomic

site Bone marrow

R n egative selection
toeggggzg None None None etlon) receptor

editing




Immature B cells express an IgM BCR and undergo a
process of negative selection

Immature B cell (bone marrow)

Multivalent Soluble No
self molecule self molecule self reaction

o

= = = = — =
Cl d\l/ or e h
onal deletion : ; _ _
recept |t|n g Migrates to periphery| | Migrates to periphery
A = =
Apoptosis Anergic B cell Mature B cell

Figure 7-26 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



I linfociti B autoreattivi possono andare incontro ad
“editing recettoriale”

Il BCR riconosce ad alta avidita I’antigene self | |

D 4
Un nuovo BCR viene espresso in membrana

RAG-1/2 on

Lo sviluppo si arresta e ripartono eventi di J C = L
riarrangiamento v v

a livello del locus genico della catena leggera

Se il nuovo BCR Se il nuovo BCR

@ ancora auto- non riconosce
reattivo la cellula antigeni self la
muore per cellula supera la
apoptosi selezione e
sopravvive

Second VJ recombination
VY

Norgroduciv o ct’

Nonproductive join

Third VJ recombination
Vind (o




La selezione dei linfociti B

A . . B
Riconoscimento | Riconoscimento
dell’antigene . dell’antigene
con elevata avidita - con bassa avidita
Antigene self
Antigene
self

o

Editing recettonale
espressione d| nuova Apoptosu
catena Ieggera delle Ig

Ridotta espressione
_ e trasduzuone
. del segnale del recettore

v

W

meocnta B che non (Deleznone) meocnta BJ

reagisce al self anerglco
© 2022 Edra SpA per uso didattico




I linfociti B che hanno superato la selezione nel midollo osseo
completano la loro maturazione negli organi linfoidi secondari...

. Linfocita ~ Linfocita  Linfocita B
Midollo osseo ™. pro-B pre-B immaturo
Linfonodo

Lintonodo Venula a endotelio alto (HEV)

B (verdi) DC (rosse)

Le cellule T popolano la
regione interna mentre
i B formano follicoli

nella regione esterna. T (rossi)

B (verdi)

Linfocita B

Linfocita T




...... dove subiscono un ulteriore processo di selezione!

milza o linfonodi

Antigene
self

Peripheral tolerance
(lymphoid organ: spleen, lymph node)

b@ @=¢ Follicle )

Anergy

IgD

] >
Mature B cell

Mature B

Long-lived mature
e recirculating naive B cells
Apoptosis (half-life about 3-8 weeks)

Il linfocita B maturo esprime

in membrana sia IgM e IgD




La contemporanea espressione di IgM e IgD
dipende da eventi di splicing alternativi

SITIDI
POI?E\ANILAZIONE
Trascritto primario 5'—|-]—-+-+ 3

MRNA L V C mRNA L V Cd
CATENE p AAA CATENE & AAA
ENVADJ ——Cup—— MCpApm— Co—— MCpABnI E\II\DJ ——Cu—— MCpApum——Cs— MCpA.Bm

e
=




B cell positive selection is controlled by tonic and survival signaling

Periarteriolar lymphoid Follicle
sheath T1

S
000®

Negative
selection

signaling

Survival
signals

Mature B cells

Kuby Immunology — 8t Edition, Figure 9-8



BAFF
BAFF -appartiene alla famiglia del TNF

-lega tre recettori: BAFF-R,

BCMA e TACI

-il legame a BAFF-R & richiesto

per la piena maturazione dei
/ X\;infociﬁ B

Topi KO per BAFF mancano di
linfociti B maturi e hanno un eccesso
di linfociti in fase T2 |

I

.

!

\BAFF-R TACI BCMA
N




Proposal model of human B-cell development

Bone Marrow Periphery
Antigen
Independent Antigen Dependent
Pre BCR IgM IgM

- Follicular
&-© T+ .W
autoreactivel autoreactlvel }/— IgM
deletion deletion Marginal zone
or editing or anergy CD21/ B cell

CR2
Negative||selection Positive selection




I linfociti B generati dai precursori del midollo osseo

sono denominati B2

; IgM =\ /")
<
) IgM gD
R SN 6Aellula B-2
R N A follicolare
‘ & | celua Bh.\ A
N’ s ) - \ | transizionale
Midollo osseo
cD21/

CR2  cellyla B-2
della zona
marginale

Una sottopopolazione di linfociti B, denominati B-1 matura
differentemente dalla maggior parte dei linfociti B



Le cellule B-1 si sviluppano precocemente ed
esprimono un repertorio di geni V limitato

CD5

wiEv IgM <\ 7~
ﬂ

Fegato fetale . '—i“fofga Linfocita ~ Linfocita B Linfocita B-1
pro pre-B immaturo
Property B-1 cells
When first produced Fetus
‘maturano nel fegato fetale
N-regions in VDJ junctions Few possiedono un repertorio recettoriale limitatc
(minore variabilita combinatoriale e giunzionale,
V-region repertoire Restricted assenza di TdT)
*legano antigeni polisaccaridici
: : Body cavities o - . .
Primary location (peritoneal, pleura)]| *©Nn danno origine a cellule della memoria
Mode of renewal Self-renewing
Spontaneous production Hi
; : igh
of immunoglobulin




Le diverse popolazioni di linfociti B si attivano in risposta
ad antigeni diversi

. : Antigeni T-dipendenti
«£IgD  Antigene proteico sd alta afhnits
+ linfocita T helper - ’
scambio di classe;
: 0 plasmacellule a lunga
B-2 Cellule B ¢ ey WX sopravvivenza
follicolari A% 0G  laA  IE
Milza g g 19
. ! . . M r
altri organi Reazione . 2 ™ "\(
linfoidi del centro germinativo
= IgM S Antigeni
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