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" Geragao de Diversidade - Objetivos

Meta: Entender ao nivel molecular o mecanismo envolvido na geragao
de anticorpos
Objetivos:

1. Entender o desafio biologico de gerar a diversidade de
anticorpos/imunoglobulinas observada no sistema imune

2. Descrever a estrutura/funcdo proteica das imunoglobulinas e a
organizacao gendmica dos loci que codificam imunoglobulinas

3. Entender como a estrutura gendmica dos loci é afetada pela
recombinacao V(D))

4. Entender os mecanismos moleculares da recombinacao V(D)J e como
eles geram diversidade.

5. Explicar como hipermutacao somatica contribui para a diversidade.

6. Descrever as possiveis consequéncias indesejaveis deste processo e

levantar questdes sobre como elas sao evitadas
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© " Antigenos e Anticorpos

Antigeno é um componente (frequentemente uma
proteina) capaz de induzir uma resposta imune

Na resposta imune humoral os antigenos sao reconhecidos
por anticorpos (imunoglobulinas)

A regiao do antigeno reconhecida pelo anticorpo é
chamada de epitopo (geralmente composto por um
oligopeptideo de 10 a 12 aminacidos)

Quantos possiveis oligopeptideos de 10 aminoacidos
existem no universo matematico?
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light chain

heavy chain
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anticorpos

1) Como podemos poduzir um anticorpo que reconheca
um antigeno especifico? Ex: virus da polio?

Possibilidade: o genoma possui um gene que codifica uma
regiao variavel capaz de reconhecer o antigeno

il

2) Como 0s nossos genes sabem criar sitios de
reconhecimento de antigeno para todas as viroses que
nos vamos ter ao longo da vida?

Possibilidade: cada imunoglobulina é codificada por um gene
diferente



anticorpos

Possibilidade: cada anticorpo é codificado por um gene
diferente

Cada antigeno frequentemente possui varios epitopos
reconhecidos por anticorpos diferentes

A quantidade de anticorpos que nds produzimos excede
em muito os antigenos que iremos encontrar no nosso

tempo de vida.

Como podemos montar uma resposta imune para um
antigeno novo?
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anticorpos
Possibilidade: cada anticor codificado por um gene
diferente
Nosso corpo gera ~ 100.000.000 de anticorpos

Por outro lado o genoma humano contém ~ 25.000 genes
Como isto é possivel??

3) Como o linfocito B produz esta variedade de
anticorpos?

Cada linfocito B produz apenas uma espécie de
imunoglobulina no que diz respeito a sua capacidade de
reconhecer um unico epitopo
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The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 1987

|

Susumu Tonegawa
Prize share: 1/1

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1987 was awarded to Susumu Tonegawa "“for his
discovery of the genetic principle for generation of antibody diversity".
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Transposicao é uma classe de recombinacao que move
elementos genéticos moveis (transposons) para novos
sitios genodmicos.

A recombinacao ajuda a gerar diversidade — Recombinacao
V(D)J no sistema imune
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Genes in heavy chain locus

Removal of unwanted D and J gene segment

Recombination of D and J exons — DJ recombination
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Removal of unwanted V and D gene segment
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germ-line DNA
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DNA rearrangement during
B-cell differentiation
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Sequéncia de reconhecimento de recombinases

7-mer  12-bp spacer 9-mer
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Na recombinacao V(D)J € importante que as
sequéncias na regiao espacadora nao sejam
idénticas

Por qué?
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recombination signal sequences
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(a) RAG binding and nicking

(c) Hairpin formation and cleavage

RAG1/RAGZ2

(b) Synapsis

Post-cleavage
complex

burns@usp.br



Depende de um mecanismo de reparo de quebra de
dupla fita chamado de Juncao nao homologa de
extremidades (JNHE)
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Reparando Quebras no DNA

/

Recombinacao Homodloga
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Depende da cromatide irma

Juncao Nao Homologa de

Extremidades
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l Ku bndges the gap between
break

Ligase
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Ligase
Ku recruits nucleases,
polymerase and ligase,
and the break is mended
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Tipicamente, nucleotideos sao perdidos no sitio de quebra durante JNHE

Portanto, a JNHE frequentemente leva a mutacoes (e variabilidade!!)
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One strand is cleaved
adjacent to hairpin

Cleaved strand
unpairs to generate
free end (affected
bases shown in black)

End trimming and/or
addition of random
nucleotides (N)

Single strand ends

: arefilledin

Coding ends are joined



diversificacao
Ocorre durante a expansao clonal das células B ativadas

A sequéncia da regiao variavel € mutada por enzimas. Ex: citidina
deaminase=» otimizacao dos anticorpos

A citidina A replicacao sobre um
deaminase cria par U:G cria uma
um par U:G transicao G para A

A uracil DNA glicosilase cria
um sitio abasico

Polimerases translesao inserem bases
aleatoriamente
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de geracao de diversidade?

Células B que nao vao produzir anticorpos ou que nao vao produzir
anticorpos com estrutura funcional

Células B que vao produzir anticorpos que reconhecem antigenos

proprios

Como estas células sao filtradas?
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