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LUETTELO LYHENTEISTA

Lyhenne Selitys

Ig Immunoglobuliini

Vi Kevytketjun vaihteleva domeeni

Vi Raskasketjun vaihteleva domeeni

CDR Complementary determining region

FR Framework region

C. Kevytketjun vakiodomeeni

Cx Raskasketjun vakiodomeeni

RSS Recombination signal sequence

TdT Terminal deoxynucleotidyl transferase

AID Activation-induced (cytidine) deaminase

IGHV Raskasketjun vaihtelevan domeenin V-segmenttid koodaava geeni

IGHD Raskasketjun vaihtelevan domeenin D-segmenttid koodaava geeni

IGHJ Raskasketjun vaihtelevan domeenin J-segmenttid koodaava geeni

Cu Raskasketjun 1gM isotyyppia koodaava geeni

Co Raskasketjun IgW isotyyppid koodaava geeni

Co Raskasketjun 1gD isotyyppia koodaava geeni

CC Raskasketjun 1gZ isotyyppié koodaava geeni

Ct Raskasketjun IgT isotyyppid koodaava geeni

Cv Raskasketjun IgY isotyyppia koodaava geeni

Ca Raskasketjun 1gA isotyyppia koodaava geeni

Co Raskasketjun 1gOisotyyppié koodaava geeni

Cy Raskasketjun 1gG isotyyppia koodaava geeni

Ce Raskasketjun IgE isotyyppié koodaava geeni

IGLV Kevytketjun A isotyypin vaihtelevan domeenin V-segmenttia koodaava geeni
IGLJ Kevytketjun A isotyypin vaihtelevan domeenin J-segmentti& koodaava geeni

Ch Kevytketjun A isotyypin vakiodomeenia koodaava geeni

IGKV Kevytketjun k isotyypin vaihtelevan domeenin V-segmenttid koodaava geeni
IGKJ Kevytketjun k isotyypin vaihtelevan domeenin J-segmenttid koodaava geeni

Ck Kevytketjun « isotyypin vakiodomeenia koodaava geeni

IGRV Kevytketjun p isotyypin vaihtelevan domeenin V-segmenttia koodaava geeni
IGRJ Kevytketjun p isotyypin vaihtelevan domeenin J-segmentti& koodaava geeni

Cp Kevytketjun p isotyypin vakiodomeenia koodaava geeni

IGSV Kevytketjun o isotyypin vaihtelevan domeenin V-segmenttid koodaava geeni
IGSJ Kevytketjun o isotyypin vaihtelevan domeenin J-segmenttia koodaava geeni

Co Kevytketjun o isotyypin vakiodomeenia koodaava geeni

BAC Bacterial artificial chromosome

EST Expressed sequence tag




1 JOHDANTO
Leuallisten selké&rankaisten hankinnainen immuunijérjestelma pystyy reagoimaan

l&hestulkoon mihin tahansa taudinaiheuttajaan (Murphy ym. 2008). Hankinnaisen
immuunijérjestelmén tarkeimmat osat ovat kaksi lymfosyyttien linjaa, T- ja B-
lymfosyytit. T-lymfosyyttien reseptori (TCR) tunnistaa muiden solujen pinnallaan
MHC-molekyyleissé esittelemid antigeenejd, kun taas B-lymfosyyttien reseptori (BCR)
tunnistaa vapaita antigeeneja. Siten T-lymfosyytit osallistuvat ensisijaisesti
solunsisaisten ja B-lymfosyytit vastaavasti solunulkoisten taudinaiheuttajien torjuntaan.
Taudinaiheuttajien toistuvien rakenteiden tunnistamiseen perustuvassa luonnollisessa
immuunijarjestelmassa jokaiselle reseptoriproteiinille on oma geeninsé. Hankinnainen
immuunijarjestelma edustaa taysin painvastaista strategiaa: jokaisen lymfosyytin
antigeenireseptorin ainutlaatuisuus varmistetaan kokoamalla reseptoria koodaava geeni
Iyhyisté segmenteistd. Hankinnaisessa immuunijérjestelméssa erilaisten
antigeenireseptoreiden maarad rajoittaakin ainoastaan niitd tuottavan solupopulaation
koko. Immuunijérjestelmén arvioidaan pystyvén tuottamaan spesifisyydeltaan jopa 10
erilaista immunoglobuliinia (Tizard 2009). Osa lymfosyyteista erilaistuu muistisoluiksi,
jotka kykenevat kaynnistamaan immuunivasteen nopeasti kohdatessaan uudestaaan
omaan antigeeniresepotoriinsa sitoutuvan antigeenin (Murphy ym. 2008).
Plasmasoluiksi erilaistuneet B-lymfosyytit erittdvat immunoglobuliinia (1g), joka on
BCR:n liukoinen muoto. Immunoglobuliinin tehtdva on neutraloida taudinaiheuttaja
takertumalla siihen ja tehostaa sen tuhoutumista ohjaamalla paikalle muita

immuunijérjestelmadn kuuluvia soluja ja molekyyleja.

Adaptiivisen immuunijarjestelman evoluutio ulottuu leuallisia selké&rankaisia
kauemmaksi (Flajnik & Kasahara 2010). Leuattomien selk&rankaisten VLR-
reseptoreihin perustuva adaptiivinen immuunijarjestelmé hyodynta4 osittain samoja
entsyymejé kuin leuallisten selkdrankaisten adaptiivinen immuunijarjestelma.
Rustokalat ovat kuitenkin vanhin selkérankaisten luokka, jonka adaptiivinen
immuunijérjestelmé perustuu MHC-, TCR- ja BCR-reseptoreihin (Cooper & Alder
2006). Leuallisten selkérankaisten adaptiivinen immuunijarjestelmé on siis kehittynyt
vajaan sadan miljoonan vuoden aikana, joka erotti leuattomien selkérankaisten ja
rustokalojen eroamista omiksi kehityslinjoikseen (Kuva 1; Flajnik & Kasahara 2010).

Adaptiivisen immuunijarjestelman kehittymisen aikoihin selkdrankaisten genomissa
1
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Kuva 1. Selkarankaisten evolutiiviset suhteet.



tapahtui suuria muutoksia. Koko genomi kahdentui kahdesti, mika on saattanut edistaa
adaptiivisen immuunijérjestelmén kehittymista (Kuva 1; Kasahara ym. 1997).

Immunoglobuliini koostuu tavallisesti neljasté polypeptidiketjusta, kahdesta identtisesta
raskasketjusta (IgH) ja kahdesta identtisesté kevytketjusta (IgL) (Kuva 2; Murphy ym.
2008). Immunoglobuliinien monimuotoisuus saadaan aikaiseksi enimmillaankin vain
muutamasta sadasta geenistid kokoamalla kevyt- ja raskasketjuja koodaavat geenit
lyhyemmistd segmenteistd, jolloin rekombinaatio ja geenisegmenttien liitoskohtien
epéatarkkuus lisddvat monimuotoisuutta. Lisaksi valmiisiin immunoglobuliinigeeneihin
kohdistuu somaattisia mutaatioita. Raskasketjun antigeenin tunnistavaa vaihtelevaa osaa
koodaava geeni koostuu kolmesta (V, D jaJ) ja kevytketjun kahdesta (V ja J)
geenisegmentistd. Raskasketjun loppuosaa koodaava C-geeni mé&araa imunoglobuliinin
biologisen aktiivisuudeen.
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Kuva 2. Tyypillisen immunoglobuliinin rakenne.
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Vaihtelevaa osaa koodaavat immunoglobuliinigeenit jaetaan sekvenssien
samankaltaisuuden perusteella ryhmiin ja alaryhmiin. Yli 75 % identtiset geenit
lasketaan samaan alaryhmaan kuuluviksi (Giudicelli & Lefranc 1999). Vanhemmassa
kirjallisuudessa on kéaytossa myos perheen kasite, joka tarkoittaa yli 80 % identtisia

geenejé (Brodeur & Riblet 1984). Erityisesti V-geenien evoluutiota on tutkittu
3



alaryhmien/perheiden kautta. Alaryhmé voi sdilyé satoja miljoonia vuosia, ja hyvinkin
kaukaisten lajien alaryhmat voivat vastata toisiaan (Andersson & Matsunaga 1995).
Alaryhmid laajemmissa kokonaisuuksissa esimerkiksi raskasketjun V-geenit (IGHV)
luokitellaan viiteen ryhmaan (A-E) (Ota & Nei 1994).

Tama tutkielma alkaa tiiviilla katsauksella immunoglobuliinien rakenteeseen ja
mekanismeihin, joilla immunoglobuliinien monimuotoisuus saavutetaan. Huolimatta
immunoglobuliinien samankaltaisuudesta kaikilla leuallisilla selk&rankaisilla,
immunoglobuliinigeenien jarjestaytymisessé on suuria eroja (Hsu ym. 2006). Padosan
kirjallisuuskatsauksesta muodostaa immunoglobuliinigeenien vertailu leuallisten
selkdrankaisten luokkien vélilla evolutiivisesta ndkOkulmasta. Ladketieteellisesta
merkityksesta johtuen erityisesti inmisen ja koe-eldimend kaytetyn hiiren
immunoglobuliinigeenit tunnetaan hyvin (Lefranc 2001a; Johnston ym. 2006).
Kuitenkin jo pelkastaan nisékkaiden valilla on suuria eroja immunoglobuliinien
monimuotoisuuden tuottamisessa (Hsu ym. 2006). Immunoglobuliinigeenien
tunteminen yha useammilla eldinlajeilla auttaa ymmartdmaan entisté paremmin
hankinnaista immuunijarjestelmaé ja sen evoluutiota. Erityisesti useiden eldinlajien
periman sekvensointi viime vuosina on avannut uusia ovia vertailevalle

immunologialle.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Immunoglobuliini

2.1.1 Immunoglobuliinin rakenne

Immunoglobuliini on suuri Y-muotoinen glykoproteiini, joka tyypillisimmin koostuu
neljasta polypeptidiketjusta, kahdesta identtisestd raskas- ja kahdesta identtisesta
kevytketjusta (Kuva 2; Murphy ym. 2008). Raskasketjut ovat liittyneet toisiinsa
disulfidi-sidoksilla, samoin kevytketjut raskasketjuihin. Joidenkin lajien
immunoglobuliineissa Y:n sakarat liittyvat varteen taipuisalla saranaosalla.

Immunoglobuliinit koostuvat perékkaisistd, noin 110 aminohapon mittaisista
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laskostuneista proteiinirakenteista, domeeneista. Kevytketju koostuu aina kahdesta
domeenista, raskasketjun domeenien lukuméaaran vaihdellessa immunoglobuliinin
isotyypista riippuen kolmesta jopa seitsemaantoista (Danilova ym. 2005; Tizard 2009).
Kummassakin ketjussa ensimmaisend sijaitsee vaihteleva domeeni (V. ja V) (Murphy
ym. 2008). V- ja Vy-domeeneissa on kolme aminohappojérjestykseltdan erityisen
paljon vaihtelevaa aluetta (CDR1, CDR2 ja CDR3). Nama hypervariaabelit alueet
yhdistyvat muodostaen immunoglobuliinin antigeenin tunnistavat alueet méaraten
immunoglobuliinin sitoutumiskyvyn. CDR-alueiden vélissa sijaitsevat véhemmaén
vaihtelevat FR- eli runkoalueet. V-domeeneja seuraavien vakiodomeenien (C. ja Cp)
aminohappojarjestyksessa on IgH-isotyyppien siséll4 vain vahan vaihtelua. Kevytketju
ja kaksi raskasketjun ensimmadistd domeenia (Vu ja Cql) muodostavat Y:n sakarat
(Kuva 2). Immunoglobuliinin varsi eli Fc-osa m&araa immunoglobuliinin isotyypin ja

vaikuttaa immunoglobuliinin biologisiin ominaisuuksiin.

2.1.2 Immunoglobuliinien monimuotoisuuden tuottaminen
Ensimmadinen vaihe immunoglobuliinien monimuotoisuuden luomisessa on

rekombinaatio (Murphy ym. 2008). Vy-domeenia koodaava geeni koostuu kolmesta (V,
D jaJ) ja V-domeenia koodaava geeni kahdesta (V ja J) geenisegmentistad. Kunkin
geenisegmentin lukuma&ra perimassé vaihtelee muutamasta satoihin, joista V(D)J-
rekombinaatioksi kutsutussa tapahtumasarjassa valikoituu satunnaisesti yksi. VV-geeni
koodaa noin sadan, ja J-geeni noin kymmenen aminohapon mittaista osaa
immunoglobuliinista. D-geenin pituus vaihtelee, sen koodatessa lajista riippuen yhdesta
kymmeneen aminohappoa. Lisaksi jotkut lajit k&yttavat VV(D)J-rekombinaatiossa
useampaa D-geenid. V|- ja Vy-domeeneja koodaavien geenien jarjestely genomissa

poikkeaa suuresti eri selkérankaisluokkien vélilla (Danilova & Amemiya 2009).

V(D)J-rekombinaatiota ohjaavat geenisegmentteja reunustavat
rekombinaatiosignaalisekvenssit (RSS) (Murphy ym. 2008). RSS koostuu kolmesta
osasta: koodaavassa sekvenssissa kiinni olevasta seitsemén eméksen mittaisesta
heptameerista, 12 tai 23 emaksen mittaisesta valikkeesta ja yhdeksédn eméksen
mittaisesta nonameerista. Heptameerin ja nonameerin emasjarjestys on hyvin
konservoitunut, mutta valikkeen emésjarjestys vaihtelee. Vélikkeen pituus kuitenkin
vastaa aina yhté tai kahta DNA:n kaksoiskierteen kierrosta (12 tai 23 emastd). V(D)J-
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rekombinaatiossa RAG1- ja RAG2-proteiinit sitoutuvat RSS:hin, tuovat ne l&helle
toisiaan ja katkaisevat DNA-ketjun erottaen koodaavan osan RSS:stéd. Padsaantoisesti
geenisegmentti, jota rajaa 12 emaksen mittaisen vélikkeen siséaltdva RSS, liittyy
geenisegmenttiin, jota rajaa 23 eméksen mittaisen vélikkeen sisdltdvd RSS. Td4ma ns.
12/23 s&énto6 takaa rekombinaation tapahtumisen oikeiden geenisegmenttien vélill&.
Rekombinaatiossa tapahtuu joko DNA:n deleetio tai inversio. Deleetiossa RSS:t ja
niiden véliin ja&dv& DNA poistuu. Jos yhdistettédvat segmentit poikkeavat
polaarisuudeltaan, tapahtuu inversio, jossa osa DNA:sta k&antyy. Geenisegmenttien
kayttd V(D)J-rekombinaatiossa ei ole tdysin sattumanvaraista, vaan esimerkiksi V-
geeneistd kaytetaan eniten 3’-paan puoleisia geenejé (Tizard 2009).

V- ja J-geenien liitoskohta muodostaa yhden immunoglobuliinin hypervariaabeleista
alueista (Murphy ym. 2008). Raskasketjussa tdmd CDR3-alue on osittain myos D-
geenin koodaama. V(D)J-rekombinaatiossa yhdistettdvien geenien liitoskohtiin
satunnaisesti lisattavat ja poistettavat nukleotidit kasvattavat huomattavasti CDR3-
alueen vaihtelua. RSS:en poistamisen jalkeen DNA:n toinen juoste katkeaa
satunnaisesta kohdasta ja katkaistut nukleotidit liittyvat muodostuvan yksijuosteisen
DNA-ketjun jatkoksi, jolloin syntyvaa palindromimaista sekvenssia kutsutaan P-
nukleotideiksi. Terminaalinen deoksinukleotidyylitransferaasi (TdT) liittaa
yksijuosteisten segmenttien pdihin satunnaisia nukleotidej4, joita puolestaan kutsutaan
N-nukleotideiksi. Juosteiden pariutumisen jalkeen eksonukleaasi poistaa parittomat
nukleotidit, ja korjausentsyymit taydentdvat DNA:n kaksijuosteiseksi. N-nukleotideja
lisdtdan yleensd ainoastaan IgH-geeneihin, koska TdT:n ekspressio vdhenee ennen IgL-
geenien jarjestelyd. Toisinaan liitoskohdasta myds poistetaan nukleotideja, jolloin

lyhyesta D-segmentista ei valttamatta jaa mitaén jaljelle.

V(D)J-rekombinaatiolla aikaansaatu primaarinen immunoglobuliinivalikoima laajentuu
edelleen V-domeenia koodaavaan geeniin kohdistuvilla pistemutaatioilla (Murphy ym.
2008). Ihmiselld somaattinen hypermutaatio tapahtuu itukeskuksissa vasta B-solujen
aktivoiduttua ja vaatii signaalin myos aktivoiduilta T-soluilta, mutta esimerkiksi
lampaalla somaattinen hypermutaatio alkaa jo ennen antigeenin kohtaamista (Reynaud
ym. 1995). Somaattisessa hypermutaatiossa sytidiinideaminaasi (AID) muuttaa DNA:n
sytidiinin urasiiliksi, joka korvautuu joko tymiinilla tai satunnaisella nukleotidilla
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(Murphy ym. 2008). FR-alueita muuttavat mutaatiot tuottavat helposti viallisen BCR:n,
mika johtaa kyseisen B-solun kuolemaan. Toisaalta CDR-alueille keskittyvat mutaatiot
parantavat joidenkin kloonien BCR:en sitoutumista antigeeniin. Tassa
affiniteettimaturaatioksi kutsutussa ilmiossa immunoglobuliinien sitoutumiskyky

antigeeniin paranee immuunivasteen kuluessa.

Ainakin linnuilla ja kaneilla immunglobuliinien primaérivalikoima kasvaa
geenikonversiolla (Parvari ym. 1988; Mage ym. 2006). Somaattisen hypermutaation
tavoin myods geenikonversio perustuu AlD-entsyymin toimintaan (Murphy ym. 2008).
AID:n toiminnan aikaansaama katkos DNA:ssa taytetdan kayttden mallina jotain

ylavirtaan sijaitsevaa V-geenid tai pseudogeenié.

Eri lajit hyodyntavat immunoglobuliinien monimuotoisuuden tuottamisessa eri
mekanismeja eri suhteissa (Tizard 2009). B-soluja lapi elamansa tuottavilla lajeilla on
laajempi rekombinatorinen monimuotoisuus, kun taas lajit, joilla primaarinen
immunoglobuliinivalikoima syntyy jo nuoruudessa, luottavat enemmé&n somaattiseen

hypermutaatioon ja/tai geenikonversioon.

2.1.3 Immunoglobuliini-isotyypit ja luokanvaihto
Kaikilta selkarankaisten luokilta tunnetaan useita lg-isotyyppeja, joiden tehtava

immuunipuolustuksessa vaihtelee (Tizard 2009). Ig-isotyyppit luokitellaan toiminnan,
sekvenssin ja IgH-lokuksen rakenteen perusteella. Erityisesti nisakkailla jotkin isotyypit
jakaantuvat useisiin alatyyppeihin. Kaikille selkarankaisten luokille yhteiset IgM ja IgD
ovat evolutiivisesti vanhimmat isotyypit. Tetrapodeilla seké& IgM ettd IgD toimivat
aktivoimattomien B-solujen solukalvoreseptoreina, mutta IgM on immuunivasteen
ensimmaisessa vaiheessa tuotettava isotyyppi. IgM:n rakenne ja toiminta ovat sailyneet
eri selkérankaisten luokilla hyvin samankaltaisena, kun taas IgD on muuttunut
huomattavasti evoluution kuluessa. Jotkut lajit ovat jopa menetténeet IgD:n (Edholm
ym. 2011a). Rustokaloja lukuunottamantta IgM:& koodaava Cp-geeni ja IgD:t&
koodaava Co-geeni sijaitsevat perakkain ja aktivoimattomassa B-solussa niiden
MRNA:t syntyvét vaihtoehtoisella silmukoinnilla samasta transkriptista (Murphy ym.
2008).



Sammakkoeldimisté lahtien B-lymfosyytit kykenevat vaihtamaan tuottamaansa 1g-
isotyyppid immuunivasteen kuluessa (Flajnik & Kasahara 2010). Luokanvaihto
mahdollistaa tietylle antigeenille spesifisen Vy-domeenin liittdmisen eri biologisen
aktiivisuuden omaaviin Cy-domeeneihin, mutta se vaatii peruuttamattomia muutoksia
DNA:ssa (Murphy ym. 2008). Luokanvaihtoa ohjaavat toistuvat DNA-sekvenssit (S,
vaihtoalueet, switch regions) sijaitsevat Cy-geenid edeltdvassé intronissa. Co-geenilld ei
ole vaihtoaluetta, koska se ilmentyy Cu:n yhteydessé. B-solun vaihtaessa tuottamaansa
Ig-isotyyppid, tapahtuu rekombinaatio Su:n ja seuraavaksi tuotettavaa Ig-isotyyppia
koodaavaa Cn-geenid edeltavan vaihtoalueen valilla. Jokaisen Cy-geenin promoottori
sijaitsee vaihtoalueen edelld, ja geenin transkriptio on edellytys luokanvaihdon
tapahtumiselle. Transkription aikana AID saa aikaan katkoksia ei-koodaavaan ja
valillisesti myos koodaavaan DNA-juosteeseen. Korjausentsyymit tunnistavat
katkokset, siirtavat keskenddn homologiset vaihtoalueet vierekkéin ja poistavat niiden

valiin jddvan DNA:N.

Myo0s IgL-ketjut voidaan jaotella eri isotyyppeihin (o-cart, o, A,x). Kaikki nelja
esiintyvét ainoastaan rustokaloilla (Criscitiello & Flajnik 2007). Maaselkérankaisilta eli
tetrapodeilta tunnetaan kolme IgL-isotyyppié (o, A,x), joista IgLA on kaikilla lajeilla
(Das ym. 2008). IgL-isotyyppien suhteellinen osuus vaihtelee paljon eléinlajeittain
(Tizard 2009). IgL-isotyyppien valilta ei ole 16ytynyt toiminnallisia eroja, vaikkakin
erdissa sairauksissa jokin IgL-isotyyppi voi olla hallitseva (McGavin & Zachary 2007).
Lisé&ksi ainakin kahdesti evoluutio on tuottanut pelkéstdan IgH-ketjun homodimeering
esiintyvan immunoglobuliinin, joten IgL-ketju ei liene vélttdmaton immunoglobuliinin
toiminnalle (Pilstrom 2002).

2.2 Immunoglobuliinigeenit elainryhmittain

2.2.1 Rustokalat

Rustokalat (Chondrichthyes) ovat vanhin nykyisisté leuallisten selkéarankaisten luokista
ja samalla vanhin eldinryhmé4, jolla on nisékkaiden kanssa samoihin molekyyleihin
perustuva hankinnainen immuunijérjestelma (Litman ym. 1999). Rustokalat jaetaan

kahteen alaluokkaan, levedsuiset kalat (Elasmobranchii) ja koppapaiset (Holocephali)
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(Kuva 1). Ensin mainittuun kuuluvat rauskut ja hait, jalkimmaiseen sillikuningaskalat.
Levedsuisiin kaloihin ja koppapdisiin johtavat kehityslinjat ovat eronneet toisistaan jo
yli 400 miljoonaa vuotta sitten pian sen jalkeen kun rustokalojen ja luukalojen linjat
erkanivat (Inoue ym. 2010).

Rustokalojen IgH-geenit

Kaikki rustokalojen IgH-geenit ovat jarjestaytyneet yhden IGHV-, kahdesta kolmeen
IGHD-, yhden IGHJ- ja yhden C-geenin sisaltaviksi minilokuksiksi tai klustereiksi
(Kuva 3). Rustokalojen IgH-geenit rekombinoituvat ainoastaan klusterin sisélla (Litman
ym. 1999). Rustokaloilta tunnetaan nelja IgH-isotyyppia (IgM, 1gM.g;, IgW ja IgNAR),
jotka 1gMyg;:té lukuunottamatta esiintyvat kaikki seka solukalvoreseptoreina etta
eritettyind (Rumfelt ym. 2001; Dooley & Flajnik 2006). Eritettavassé IgM:ssé on nelja
Cu-domeenia ja yhtd domeenia pidempi solukalvoreseptori tuotetaan kahden viimeisen
eksonin vaihtoehtoisella silmukoinnilla (Hsu ym. 2006). IgW vastaa muiden
selkdrankaisten IgD:t4 (Ohta & Flajnik 2006). IgW:n kaksi isotyyppid (kaksi ja kuusi
domeenia) tuotetaan mRNA:n vaihtoehtoisella silmukoinnilla. Pitkd muoto on
solukalvoreseptorina yhté eksonia lyhyempi (Rumfelt ym. 2004). Koppapaisilta ei viela
ole l16ytynyt IgD:t4 vastaavaa immunoglobuliinia (Edholm ym. 2011a). Sekd IgM- ett&
IgW-isotyyppeja koodaavien klustereiden mééra vaihtelee lajeittain hyvin paljon
(Taulukko 1). Molempien isotyyppien klustereissa on kaksi D-geenid. Joillakin
rustokaloilla osassa IgM- ja IgW-klustereita Vy-domeenia koodaavat geenit on liitetty
Jo ituradassa. Liittdminen on voinut tapahtua joko kaikkien VVy-domeenia koodaavien
geenien tai ainoastaan V- ja D-geenien (VD) tai edellisen lisdksi myds D- ja J-geenien
valilld (VD-DJ) (Kuva 3; Litman ym. 1999). Ituradassa liitetyt geenit ovat kehittyneet
tavanomaisista klustereista ja niiden oletetaan tarkoitetun jotain tiettyd taudinaiheuttajaa
vastaan (Kokubu ym. 1988).

Kaikki rustokalojen IgM- ja IgW-klustereiden IGHV-geenit kuuluvat selkarankaisten E-
ryhméan (Ota & Nei 1994). Kaikilla tutkituilla leveasuisilla kaloilla IgM-klustereiden
IGHV-geenit muodostavat yhden perheen, jotka ovat syntyneet lajiutumisen jalkeen
(Shen ym. 1996; Rumfelt ym. 2004). Atlantinpartahain IgM-klustereiden IGHV-geenit

voidaan jakaa edelleen pienempiin ryhmiin, jotka vastaavat Cp-geenien luokittelua
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(Malecek ym. 2005). Vaikka C-geenien uskotaan muuttuvan hitaammin kuin IGHV-
geenien, erityisesti Cu2-domeeneissa on atlantinpartahailla paljon vaihtelua (Lee ym.
2008). IgW-klustereiden IGHV-geenit jakaantuvat lajeittain useampiin perheisiin (Shen
ym. 1996). Esimerkiksi atlantinpartahailla IgW-klustereiden IGHV-geenit muodostavat
vahintdan kolme perhettd (Rumfelt ym. 2004). Fylogeneettisesti IgW-klustereiden
IGHV-geenit vaikuttavat vanhemmilta kuin IgM-klustereiden IGHV-geenit (Shen ym.
1996).

IgMyq; ei oikeastaan ole oma isotyyppinsd, vaan ainoastaan nuorilla atlantinpartahailla
ilmentyvé IgM:n alatyyppi, josta puuttuu IgM:n Cp2:sta vastaava domeeni (Rumfelt
ym. 2001). Atlantinpartahailla on yksi IgM;g-klusteri, jonka V-, D- ja J-geenit on
liitetty jo ituradassa (Rumfelt ym. 2001). IgMygi:n IGHV-geeni on eronnut IgM:n
IGHV-perheestd noin 100 miljoonaa vuotta sitten (Rumfelt ym. 2001).

Neljannessé IgH-isotyyppissa, IgNAR:ssa (novel antigen receptor), ei ole lainkaan
kevytketjuja, vaan se muodostuu muista Ig-isotyypeisté poiketen IgH-ketjun
homodimeering (Greenberg ym. 1995). IgNAR ilmentyy IgW:n tavoin kahtena muotona
(nelja tai kuusi domeenia). Nelja pidemman muodon Cy-domeeneista on homologisia
IgW:n pitkan ketjun kanssa (Dooley & Flajnik 2006). IgNAR:n V-geenit eivat muistuta
sen enempéé muita IGHV-geenejd, kuin kevytketjujen tai TCR:n VV-geeneja. IgNAR
saattaakin muistuttaa alkuperaisté hankinnaisen immuunijérjestelmén
antigeenireseptoria, joka edelsi nykyisia TCR:a ja BCR:a, tai joka tapauksessa se
ainakin on hyvin vanha reseptoriluokka. Oletettavasti IgNAR:n VVDJ-klusteri
rekombinoitui jossain vaiheessa IgW:n kanssa (Hsu ym. 2006). Kaikkiaan
atlantinpartahailta on l6ydetty nelja IgNAR-klusteria. IgNAR-Kklustereissa on kaksi tai
kolme D-segmenttid, joiden vaihtoehtoisella rekombinaatiolla saavutetaan laaja
primaariantigeenireseptorivalikoima (Hsu ym. 2006). IgNAR-geeneihin kohdistuu myos

voimakas somaattinen hypermutaatio immuunivasteen aikan (Dooley & Flajnik 2006).
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Kuva 3. Immunoglobuliinigeenien jarjestyminen eri eldainryhmilla. Rustokalojen ja luukalojen Klusterit kehystetty.
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Taulukko 1. Leveésuisten kalojen IgH-klustereiden lukumééria.

laji IgM IgMyg;  IgW IgNAR
Atlantinpartahai’ 15-25 1 4-7 4
Sarvihai® 100-200 - ? -
Ruskohai® 16 - ? 5
Siloselkérausku® 50 - >100 -

? = tuntematon méaéra; - = IgH-isotyyppia ei ole l1oydetty kyseiselta lajilta

! Rumfelt ym. 2001, “Dooley & Flajink 2006; *Shen ym. 1996; “Harding ym. 1990,
Dooley & Flajnik 2006

Rustokalojen IgL-geenit

Levedsuisilla rustokaloilla on ainoana eldinryhména neljé IgL-isotyyppia (Criscitiello &
Flajnik 2007). Uusimpien tutkimusten mukaan aiemmin nimetyt rustokalojen IgL-
isotyypit Il ja 1l vastaavat muiden selkdrankaisten IgLA- ja IgLk-isotyyppeja.
Vastaavasti rustokalojen (cartilaginous fish) isotyyppi | on nimetty uudelleen c-cartiksi,
koska se muistuttaa muiden selkdrankaisten isotyypeisté eniten IgLo:a. Viimeisena
rustokalojen IgL-isotyypeisté loydettiin luukalojen ja sammakkoeldinten IgLo:n vastine.
Kaikissa levedsuisten kalojen IgL-klustereissa on yksi V-, yksi J- ja yksi C-geeni, jotka
ovat samaa polariteettia (Kuva 3; Edholm ym. 2011b). Klustereiden lukumé&é&ra
isotyypeittdin vaihtelee hyvin paljon lajeittain (Taulukko 2). Esimerkiksi ruskohailla on
noin 200 IgLA-Klusteria, kun taas sarvihailta on I6ydetty kymmenen ja
atlantinpartahailta ainoastaan kuusi IgLA-klusteria (Hohman ym. 1993; Rast ym. 1994;
Lee ym. 2002). IgLo-klustereiden lukumaara on jokaisella tutkitulla lajilla alhaisin.
Kaikilla tutkituilla lajeilla IgLA-klustereiden geenit ovat ituradassa liitettyja (Dooley &
Flajnik 2006). Muissa isotyypeissa ituradassa liitettyjen geenien osuus vaihtelee
lajeittain. Esimerkiksi atlantinpartahailla yksi IgLo-cart-klusteista samoin kuin pieni osa
IgLk-Kklusteista on liitetty ituradassa (Fleurant ym. 2004; Dooley & Flajnik 2006).
Edelleen, kaikki siloselké&rauskun IgLc-cart-klusterit ovat ituradassa liitettyja, ja
sarvihailla kaikki taas ovat liittdamattomia (Dooley & Flajnik 2006). Leve&suisista
kaloista poiketen koppapaisilta on l16ydetty ainoastaan yksi IgL-isotyyppi.
Helmisillikuninkaalla (Hydrolagus colliei) on noin 30 IgLA-klusteria (Rast ym. 1994).
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Taulukko 2. Rustokalojen IgL-klustereiden lukumaari.

laji A K c c-cart
Atlantinpartahai’ 6 noin 60 3 3
Sarvihai® 10 >3 3 noin 40
Ruskohai® noin 200 ? ? ?
Siloselkarausku® noin 15 ? 2 89
Helmisillikuningas® noin 30 - - -

? = tuntematon méaéra; - = IgL-isotyyppid ei ole 10ydetty kyseiselta lajilta

'Lee ym. 2000, Fleurant ym. 2004, Criscitiello & Flajnik 2007; “Rast ym. 1994,
Criscitiello & Flajnik 2007; ®Hohman ym. 1993; “Rast ym. 1994, Anderson ym. 1995,
Criscitiello & Flajnik 2007; °Rast ym. 1994

2.2.2 Viuhkaevaiset luukalat
Luukalat (Osteichthyes) on suuri selkérankaisten ylaluokka, joka jaetaan yleensa

kahteen luokkaan: viuhkaevaiset (Actinopterygii) ja varsievaiset (Sarcopterygii)
(Benton 2005). Ensimmadiset nykyisen kaltaiset viuhkaevéiset ilmestyivat noin 400
miljoonaa vuotta sitten. VValtaosa viuhkaevaisten nykyisista noin 25 000 lajista kuuluu
Neopterygii-alaluokkaan ja edelleen varsinaisten luukalojen (Teleostei) osaluokkaan.
Viuhkaevéisten toiseen, primitiivisempaan alaluokkaan, rustokiillesuomuiset
(Chondrostei), kuuluu ainoastaan 52 tunnettua lajia, esimerkiksi sampikalat.
Varsinaisten luukalojen genomi kahdentui sen jalkeen kun ne olivat eriytyneet omaksi
kehityshaarakseen, mika on saattanut vaikuttaa niiden immunoglobuliinigeenien

monipuolisuuteen (Hsu ym. 2006; Steinke ym. 2006).

Viuhkaevéisten luukalojen IgH-geenit

Varsinaisten luukalojen IgH-lokus muistuttaa rakenteeltaan ja geenien ilmentymisen
ajoittumisen perusteella T-solujen TCR&a-reseptorilokusta (Danilova & Amemiya
2009). Yhden teorian mukaan se voisi edustaa alkuperéista adaptiivisen
immuunijarjestelman antigeenireseptoria koodaavan lokuksen rakennetta, jonka
rustokaloihin ja maaselkérankaisiin johtavat kehityslinjat olisivat menettaneet.
Poikkeuksellisen varsinaisten luukalojen IgH-lokuksesta verrattuna muihin

selkdrankaisten luokkiin tekee ainutlaatuinen IgH-isotyyppi, 1gZ, jota koodaavat C_-
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geenit sijaitsevat ylavirtaan Cu- ja Cé-geeneistd (Kuva 3; Danilova & Amemiya 2009).
IgZ l6ydettiin seeprakalalta (Danio rerio) samaan aikaan kun kirjolohelta
(Oncorhynchus mykiss) l6ydettiin niin ikdan uusi Ig-isotyyppi, joka sai nimen IgT
(Danilova ym. 2005; Hansen ym. 2005). IgH-lokuksen rakenteen ja fylogeneettisten
analyysien perusteella kirjolohen IgT kuitekin vastaa 1gZ:a (Gambon-Deza ym. 2010).
1gZ koostuu valtaosalla lajeista neljastd domeenista, mutta esimerkiksi kolmipiikin
(Gasterosteus aculeatus) vastaava immunoglobuliini koostuu ainoastaan kolmesta
domeenista (Bao ym. 2010a; Gambon-Deza ym. 2010). CC- ja Cp-geenit
rekombinoituvat eri IGHD- ja IGHJ-geenien kanssa. Seeprakalan C{-geeni ja sen
kanssa rekombinoituvat IGHD- ja IGHJ-geenit sijaitsevat ylavirtaan Cu- ja Cd-geenien
kanssa rekombinoituvista IGHD- ja IGHJ-geeneistd (Kuva 3). IGHD- ja IGHJ-geenit
eivat rekombinoidu néiden Klustereiden valilla, mutta IgZ- ja IgM-isotyypeissé
kaytetddn samoja IGHV-geeneja (Danilova ym. 2005). Varsinaisten luukalojen IgH-
lokuksen rakenteesta voi péatelld, ettd 1gZ ilmentyy ennen kuin IgM, koska
jalkimmaisen ilmentymiseen liittyvd DNA:n jérjestely poistaa C{-geenit. Mahdollisesti
IgZ ja IgM ilmentyvét kokonaan eri B-solupopulaatioissa, koska IgZ voi toimia myos
BCR:na (Danilova ym. 2005).

IgD on tahan mennessé l16ytynyt kaikilta tutkituilta luukaloilta (Edholm ym. 2011a).
IgD:n mRNA muodostuu silmukoimalla Cul-eksoniin lajista riippuen vaihteleva mééra
Cd-eksoneita. Kun eri lajien Cé-geenien syntymiseen vaikuttaneet eksonien
kahdentumiset otetaan huomioon, varsinaisilla luukaloilla on kaikkiaan seitseman
ainutlaatuista Cd-eksonia (Edholm ym. 2011a). Esimerkiksi seeprakalan Cd-geeni on
syntynyt C62-, Co3- ja Cd4-eksonien kahdentuessa useaan kertaan (Danilova ym.
2005). Joillakin lajeilla on liséksi tapahtunut deleetioita. Esimerkiksi turska (Gadus
Morhua) on menettanyt eksonit C53-6 (Stenvik & Jorgensen 2000). Monnilla eri IgH-

lokus koodaa solukalvoreseptorina toimivaa ja eritettavaa IgD:td (Bengten ym. 2002).

Varsinaisten luukalojen IgH-geenit ovat tyypillisesti jakautuneet useaan lokukseen.
Esimerkiksi lohella (Salmo salar) koko IgH-lokus on kahdentunut (Yasuike ym. 2010).
Toisessa lohen IgH-lokuksista sijaitsee Cu- ja Cd-geenien 5’-puolella viisi ja toisessa
kolme Cr-geenid. Kolme yhteensé kahdeksasta Ct-geenistd on toimivia, joten lohella on
kaikkiaan seitseman toimivaa Cy-geenid. Useimmat lohen Cy-geeneista
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rekombinoituvat omien IGHV ja IGHD -geeniensa kanssa, joten eri Ig-luokkien
antigeenispesifisyys poikkeaa toisistaan. Monnin (Ictalurus punctatus) IgH-lokus
koostuu kolmesta Cp- ja Cd-geenin muodostamasta klusterista, joiden syntyyn
vaikuttaneista transpositioista ja kahdentumisista johtuen monni on mahdollisesti
menettanyt C{-geenin (Bengten ym. 2002; Bengten ym. 2006). Kolmipiikin IgH-geenit
ovat jakautuneet neljaan lokukseen (Bao ym. 2010a; Gambon-Deza ym. 2010). Kolme
CC-, Cu- ja Co-geenit sisaltavaa lokusta vastaavat kukin esimerkiksi seeprakalan IgH-
lokusta. Neljés lokus koodaa ainoastaan 1gZ:a.

IGHV-geenien maara varsinaisilla luukaloilla vaihtelee paljon lajista riippuen
(Taulukko 3). Eniten IGHV-geeneja on loydetty monnilta ja lohelta, mutta kummallakin
lajilla jopa puolet saattaa olla pseudogeeneja (Yang ym. 2003; Yasuike ym. 2010).
Lohella luonnonvalinta on saattanut suosia erityisen laajaa ituradan
immunoglobuliinivalikoimaa, koska lohi vaelluskalana altistuu usean eri ympériston
taudinaiheuttajille (Yasuike ym. 2010). Vastaavasti turskalla, jolla on erityisen heikko
humoraalinen immuunivaste, ituradan immunoglobuliinivalikoimaa on luukalojen
suppeimmasta paasta (Stenvik ym. 2000). Kaikki luukalojen IGHV-geenit kuuluvat
selkarankaisten IGHV-geenien ryhmiin C ja D (Ota & Nei 1994).

Taulukko 3. Vy-domeenia koodaavien geenien lukumaéarat varsinaisilla luukaloilla.
Rekombinatorista monimuotoisuutta ei voi suoraan paatelld IGHV-, IGHD- ja IGHJ-
geenien tulona, koska lajista riippuen geenit voivat olla jakautuneena useaan lokukseen,

ja Ct/C-geenit kayttavat eri IGHD- ja IGHJ-geenejd kuin Cp-geenit.

IGHV  IGHV- IGHD IGHJ
perheita

Monni* 200 13 3 9
Seeprakala® 47 14 7 7
Kirjolohi® >130 13 9 7
Lohi* >300 18 21 25
Turska® >50 4 5-7 2-3
Kolmipiikki® 49 4 13 16
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Jatkoa Taulukko 3. 'Bengten ym. 2006; “Danilova ym. 2005; *Hansen ym. 2005, Brown
ym. 2006; “Yasuike ym. 2010; *Solem & Stenvik 2006; °Bao ym. 2010a

Viuhkaevéisten luukalojen IgL-geenit

Kuten rustokaloilla, 1gL-geenit ovat varsinaisilla luukaloilla jarjestaytyneet klustereiksi
(Kuva 3; Litman ym. 1999). Klusterityyppinen IgL-geenien jarjestdytyminen on
kuitenkin nailla kahdella rynmalla todennékdisesti kehittynyt erikseen, koska
evolutiivisesti varsinaisia luukaloja vanhemmilla rustokiillesuomuisilla IgL-geenit ovat
jarjestaytyneet samoin kuin tetrapodeilla (Lundgvist ym. 1996). Aivan lopullista tietoa
rustokiillesuomuisten IgL-geeneisté ei tosin vield valttamatté ole, koska ainoastaan
yhden isotyypin (IgLk) geenit on tunnistettu vasta yhdell& lajilla (sampi, Acipenser
baeri) (Lundgvist ym. 1996). Toisaalta varsinaisten luukalojen IgL-klusterit myos
poikkeavat monella tavalla rustokalojen IgL-klustereista. Rustokaloista poiketen
varsinaisten luukalojen IgL-klusterit sijaitsevat varsin l&hekkéin, ja VV-geenien mééara
klusteria kohden vaihtelee yhdestd kymmeneen (Edholm ym. 2011b). Liséksi
varsinaisten luukalojen IgLk-klustereissa V-geenit poikkeavat polaarisuudeltaan J- ja C-
geeneistd (Edholm ym. 2011b). Ainakin seeprakalalla IgL«-isotyypissa voi tapahtua
my0s klustereiden vélisid rekombinaatioita (Zimmerman ym. 2008). Joidenkin lajien
IgL-Klustereissa V-geeneja sijaitsee myos C-geenin 3’-puolella (Zimmerman ym. 2008;
Bao ym. 2010a). Paasaantdisesti IgLk-klustereita vaikuttaa kaikilla tutkituilla lajeilla
olevan enemman kuin IgLA- tai IgLo-klustereita (Taulukko 4). Osa lajeista on jopa
menettanyt IgLA:n (Criscitiello & Flajnik 2007).

Taulukko 4. Varsinaisten luukalojen IgL-klusterit.

laji IgLA lgLk lgLo
Monni* 2 ~65 2
Seeprakala® - 14 2
Kirjolohi® ? >10 10
Turska® 4 20 ?
Kolmipiikki® - 29 8

? = tuntematon méaéra; - = IgL-isotyyppid ei ole 10ydetty kyseiselta lajilta
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Jatkoa Taulukko 4. *Edholm ym. 2009, Ghaffari & Lobb 1993; Hsu & Criscitiello
2006; *Daggfeldt ym. 1993; “Daggfeldt ym. 1993, Edholm ym. 2009; °Bao ym. 2010a

Varsinaisten luukalojen IgL-isotyyppien luokittelu oli pitkd4n ongelmallista, koska
niiden ei katsottu vastaavan nisakk&iden kahta isotyyppid. Nime&minen tapahtui lajien
ja loytojarjestyksen perusteella, ja seurauksena olikin varsin sekava termistd (Edholm
ym. 2011b). Fylogeneettisten analyysien, geenien jarjestymisen ja RSS:en perusteella
on kuitenkin osoitettu, ettd aiemmin l0ydetyt varsinaisten luukalojen IgL-isotyypit
vastaavat muiden selkérankaisten IgLk- ja IgLo-isotyyppeja (Taulukko 5; Criscitiello &
Flajnik 2007; Edholm ym. 2011b). Lopulta varsinaisilta luukaloilta tunnistettiin myos
IgLA:n vastine (Edholm ym. 2009). Varsinaisten luukalojen C,-geenit jakautuvat
fylogeneettisesti neljadén ryhméén siten, ettd Ck-geenit jakautuvat kahteen ryhmaén
noudattaen aiemmin k&ytettyd jakoa L1/G- ja L3/F-isotyyppeihin. IGKV-geenit
kuitenkin sekoittuvat L1/G-L3/F-jaosta riippumatta, ja niinpad IgL-lokusten VV-geenit
muodostavat C-geeneista poiketen ainoastaan kolme ryhmaa IgL«-, IgLA- ja IgLo-

isotyyppien mukaan (Edholm ym. 2009; Edholm ym. 2011b).

Taulukko 5. Varsinaisten luukalojen IgLk- ja IgLc-isotyyppien vastaavuus aiemman

nimeamiskaytannon kanssa.

laji lgLk lgLo
Monni G(L1), F(L3)

Seeprakala L1, L3 L2
Kirjolohi L1, L3 L2
Turska L1

Kolmipiikki L1A, L1B L2

2.2.3 Varsievaiset luukalat
Varsievdiset luukalat ovat maaselkéarankaisten lahimpia elavié sukulaisia (Benton 2005).

Ensimmadiset varsievaiset ilmestyivat noin 418 miljoonaa vuotta sitten. Varsievaisten
luukalojen Coelacanth-alaluokan viimeinen elossa oleva edustaja on Latimeria
(Latimeria). Toiseen alaluokkaan (Rhipidistia) kuuluvat keuhkokalat (Dipnoi).
Coelacanth ja Rhipidistia alaluokat polveutuvat ilmeisesti yhteisestd kantamuodosta,
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joka on maaselkarankaisiin johtavan linjan sisarryhma (Kuva 1; Shan & Gras 2011).
Varsievaisten luukalojen geenitutkimusta hidastaa niiden periman suuri koko, joka voi
olla jopa 20-kertainen ihmiseen verrattuna (Stavnezer & Amemiya 2004). Esimerkiksi
varsievaisten luukalojen IgL-geenejé ei vield tunneta lainkaan (Edholm ym. 2011b).

Varsievaisten luukalojen IgH-geenit

Huolimatta evolutiivisesta asemastaan viuhkaevaisten luukalojen ja maaselkérankaisten
valilla, varsievéisten luukalojen IgH-geenien jérjestaytyminen vaikuttaa olevan
rustokalojen ja viuhkaevdisten luukalojen valisté (Stavnezer & Amemiya 2004).
Varsievaisilté luukaloilta tunnetaan kaksi IgH-isotyyppid, jotka molemmat ilmeisesti
koodataan omassa lokuksessaan, koska kukin IGHV-geeni ilmentyy ainoastaan yhté
isotyyppid edustavissa immunoglobuliineissa (Ota ym. 2003; Stavnezer & Amemiya
2004). Varsievdisten luukalojen IgM ei poikkea muiden selkdrankaisten vastaavasta
immunoglobuliinista. Toinen isotyyppi taas vastaa muiden selkarankaisten IgW/lgD:t&
(Edholm ym. 2011a; Sun ym. 2011). IgW ilmentyy etiopian keuhkokalalla (Protopterus
aethiopicus) kahtena muotona. IgW:n lyhyt kolmesta domeenista ja pitk& kahdeksasta
domeenista koostuva isotyyppi tuotetaan samasta geenisté vaihtoehtoisella
silmukoinnilla (Ota ym. 2003). Keuhkokalalta on tunnistettu 13 IGHV-geenid, jotka
jakautuvat kahdeksaan perheeseen (Ota ym. 2003). Latimerian IGHV- ja IGHD-geenit
sijaitsevat poikkeuksellisesti parettain (Kuva 3). Naitd VVD-klustereita on jopa yli sata
kumpaakin IgH-isotyyppia koodaavissa lokuksissa (Amemiya ym. 1993; Stavnezer &
Amemiya 2004).

2.2.4 Tetrapodit
Ensimmaiset tetrapodit (Tetrapoda), sammakkoeldimet (Amphibia), kehittyivat noin

390 miljoonaa vuotta sitten (Benton 2005). Nykyisten sammakkoeldinten alaluokkien,
sammakoiden (Anura) ja salamanterieldinten (Urodela), viimeinen yhteinen esi-isa eli
noin 290 miljoonaa vuotta sitten. Matelijat (Sauropsida) kehittyivat kivihiilikaudella
noin 300 miljoonaa vuotta sitten matelijamaisista labyrodonteista, jotka luultavasti
olivat ensimmaisié vesikalvollisia, toisin sanoen kokonaan maaeldaméén sopeutuneita
eldimid. Matelijoiden kehityshaara jakautui pian kehittymisensa jalkeen nisak&smaisiin
ja toisaalta edelleen nykyisiin matelijoihin johtaviin linjoihin. Dinosaurukset ja lintujen

lahimmét nykyisin eldvét sukulaiset, krokotiilieldimet, kehittyivét triaskaudella noin
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250-200 miljoonaa vuotta sitten. Linnut puolestaan kehittyivat pienista
teropodidinosauruksista jurakaudella (noin 200-146 miljoonaa vuotta sitten).
Nuorimmatkin lintujen nykyisista lahkoista olivat kehittyneet jo noin 65 miljoonaa
vuotta sitten (van Tuinen & Hedges 2001). Esimerkiksi immunologiassa paljon
tutkittujen kana- ja sorsalintujen viimeinen yhteinen edeltgja eli 90 miljoonaa vuotta

sitten.

Nokkaeldinten (Monotremata) esi-isat erosivat pussielaimiin (Metatheria) ja
istukallisiin nisakkaisiin (Eutheria) johtavasta kehityslinjasta noin 166 miljoonaa vuotta
sitten (Bininda-Emonds ym. 2007). Nykyisten nokkaeldinten, vesinokkaeldimen
(Ornithorhynchus anatinus) ja nokkasiilien lahkon (Tachyglossidae) kehityshaarat
erosivat puolestaan noin 64 miljoonaa vuotta sitten. Pussieléinten ja istukallisten
nisékkaiden kehityslinjat erosivat noin 148 miljoona vuotta sitten. Nykyisista
pussieldimistd vanhin lahko on amerikanpussieldimet (Didelphimorphia), joka erosi
omaksi linjakseen noin 83 miljoonaa vuotta. Istukallisten nisdkkéiden lahkot kehittyivéat

noin 85-75 miljoonaa vuotta sitten.

Tetrapodien IgH-geenit

Sammakkoeldimet ovat evolutiivisesti vanhin selkdrankaisten luokka, jolla tapahtuu
immunoglobuliinin luokanvaihto. Siind missé kaloilla B-solu tuottaa samaa Ig-
isotyyppia koko ikansd, tetrapodit voivat muokata immuunivastettaan vaihtamalla B-
solun tuottaman immunoglobuliinin biologista aktiivisuutta (Flajnik & Kasahara 2010).
Kaikkiaan tetrapodeilla on kolmesta kuuteen immunoglobuliiniluokkaa (Taulukko 6).
Padsaantoisesti tetrapodien IgH-geenit sijaitsevat yhdessa lokuksessa (Stavnezer &
Amemiya 2004).

IgM toimii kaikilla tetrapodeilla aktivoimattomien B-solujen solukalvoreseptorina ja on
immuunivasteen ensimmaisessa vaiheessa tuotettava immunoglobuliini. Eritetty IgM
koostuu kaikilla tetrapodeilla viidestd domeenista, ja plasmassa se esiintyy polymeerina
(Flajnik & Kasahara 2010). Karolinan anolislisko (Anolis carolinensis) tuottaa

normaalin IgM:n liséksi lyhytté solukalvoreseptorina toimivaa IgM:4, josta puuttuvat
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Cul- ja Cu3-domeenit. Molemmat muodot tuotetaan yhden Cp-geenin vaihtoehtoisella
silmukoinnilla (Gambon Deza ym. 2009; Wei ym. 2009). IgM on todenndkdisesti
IgD:t& lukuunottamatta kaikkein muiden IgH-isotyyppien edeltgja.

Taulukko 6. Immunoglobuliiniluokat tetrapodeilla.

Eldainryhma Immunoglobuliiniluokat

Sammakoelaimet

Sammakot IgM, IgD, IgY, IgF, IgX
Salamanterieldimet  1gM, IgD, IgY, IgX
Matelijat
Liskot IgM, IgD, IgY, IgA
Kilpikonnat IgM, IgD, IgY
Linnut IgM, 1gY, IgA
Nisédkkaat
Nokkaeldimet IgM, IgD, IgG, IgE, IgA, 1g0
Pussielaimet IgM, IgG, IgE, IgA

Istukalliset nisakkaat 1gM, IgD, IgG, IgE, IgA

IgM:std poiketen IgD on muuttunut evoluution kuluessa hyvin paljon. Tetrapodeista
IgD jopa puuttuu kokonaan linnuilta, pussieldimilta ja erdita istukallisilta nisakkéailta
(Edholm ym. 2011a). Kynsisammakkon C5-geenissé on kahdeksan eksonia, joista Co7-
8 vaikuttavat syntyneen C55-6-eksoneiden kahdentuessa. Kynsisammakko ei mydskaan
silmukoi Cul-eksonia Cé-geeniin IgD:n ilmentyessa (Zhao ym. 2006a).
Salamanterieldimiin kuuluvalta kylkiluuvesiliskolta (Pleurodeles waltl) 16ytynyt I1gP
vastannee IgD:té. Fylogeneettisesti IgP ryhmittyy kynsisammakon IgD:n seuraan (Sun
ym. 2011). IgP:t& tuotetaan erityisesti toukkavaiheessa, ja siind hyddynnetaan
suhteellisen vahan rekombinatorista kapasiteettia. 1gP:t& tuottavat B-solut mahdollisesti
vastaavat nisédkkaiden B-1-soluja, jotka toimivat I&hinn& luonnollisen immuniteetin
kaltaisesti (Schaerlinger ym. 2008). Karolinan anoliskolla Co-geenissa on yksitoista
eksonia, mutta vain nelja niisté ilmentyy (Gambon Deza ym. 2009; Wei ym. 2009).
Leopardigekolla (Eublepharis macularius) on kaksi Co-geenid. Pitk& 11 eksonista
koostuva geeni vastaa karolinan anoliskon Cé-geenid. Lyhyemmassa muodossa on

seitseman eksonia, joista osa on ilmeisesti peraisin Ca-geenistd (Gambon-Deza &
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Sanchez Espinel 2008). Pehmedkilpikonnan (Pelodiscus sinensis) IgD:ssd on kuusi Co-
domeenia (Xu ym. 2009).

Vesinokkaeldimen IgD muistuttaa enemman matelijoiden kuin muiden nisékkaiden
vastaavaa isotyyppid. Vesinokkaeldimen C3-geeni on esimerkiksi kymmenelld
eksonillaan selvasti pidempi kuin istukallisten nisékkéiden Co-geeni (Zhao ym. 2009).
Yhdeltdkdan pussieldimelta ei vield ole 10ytynyt IgD:t4, joten ne ovat todennékdisesti
menettaneet C5-geenin ennen nykyisten pussieldinlahkojen kehittymisté.
Paastaisopossumilla (Monodelphis domestica) alue Cu- ja Cy-geenien valissa, jossa Co-
geeni sijaitsee muilla nisékkailla, sisaltdd runsaasti endogeenisié retroviruselementteja
(Wang ym. 2009). Istukallisten nisakkaiden Cé-geeni on lyhyt verrattuna muihin
selkdrankaisiin, ja sen koodaamassa proteiinissa on saranaosa. Istukallisten nisakkaiden
Cd-geenin eksonit vastaavat vesinokkaeldimen eksoneita Cd1, C66 ja C67 (Zhao ym.
2009). Kuitenkin myos istukallisilla nisakkailla Co-geenin rakenne vaihtelee hyvin
paljon lajien valilla (Sun ym. 2011). Hiiren (Mus musculus) ja rotan (Rattus norvegicus)
IgD:ssd on Cd2:n puuttuessa vain kaksi Cd-domeenia (Zhao & Hammarstrom 2003).
Sialla (Sus scrofa) ja marehtijoilla Col on puolestaan korvautunut IgM:n ensimméisella
domeenilla (Cul). Korvautuminen on kuitenkin ilmeisesti tapahtunut erikseen
marehtijoihin ja sikaan johtavissa linjoissa (Zhao ym. 2002; Zhao ym. 2003). Sialla
IgD:n mRNA:han voidaan silmukoida vaihtoehtoisesti Cul tai Cd1.(Zhao ym. 2003).
Liséksi sika ja marehtijat ovat ihmisen ohella ainoita nisakkaitg, joilla voi tapahtua
varsinainen luokanvaihto IgM:std IgD:hen (Zhao ym. 2002; Chen ym. 2009). Kanilta
(Oryctolagus cuniculus), afrikannorsulta (Loxodonta africana) ja alpakalta (Lama
pacos) ei ole 16ytynyt toimivaa Cé-geenid (Achour ym. 2008; Butler ym. 2009; Guo
ym. 2011). Afrikannorsulta on kuitenkin 10ytynyt Cp-geenin vierestda muiden
nisékkaiden Co3-eksonia vastaava sekvenssi (Guo ym. 2011). Alpakalla on kokonainen

Cd-geeni, mutta toimimattomaksi mutatoituneena (Achour ym. 2008).

Sammakkoeldimilta, matelijoilta ja linnuilta 16ytyva IgY muistuttaa toiminnaltaan ja

rakenteeltaan nisdkkaiden 1gG:t4, jonka edeltdja se todennékdisesti onkin (Warr ym.

1995). Salamanterieldimiin kuuluvalla aksolotlilla (Ambystoma mexicanum) IgY toimii

IgA:n kaltaisesti suolen limakalvojen suojana (Fellah ym. 1992). IgY on

todennékdisesti myos ainoastaan kynsisammakolta loydetyn IgF:n edeltdja. 1gF:n kaksi
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Cn-domeenia muistuttavat eniten kynsisammakon IgY':n tai erikseen vertailtuna
nisékkaiden 1gG:n domeeneja. IgF:ssa on ainoana sammakkoeldinten Ig-isotyypeista
saranaosa (Zhao ym. 2006a). Joillakin matelijoilla ja linnuilla IgY esiintyy kahtena
muotona (Warr ym. 1995). IgY:n lyhyessd muodossa (IgY (AFc)) on tavanomaisen
neljan sijaan vain kaksi ensimmaistd Cy-domeenia. Koska 1gY (AFc):std puuttuu Fc-osa,
se el pysty sitoutumaan Fc-reseptoreihin. 1gY (AFc) siis kykenee ainoastaan
neutraloimaan taudinauheuttajia ilman immunoglobuliinille tavallista sekundaarista
biologista aktiivisuutta. Viel& tuntemattomasta syysté kuitenkin esimerkiksi
sorsalintujen IgY:std valtaosa on lyhyttd muotoa, ja sen maara lisaantyy
immuunivasteen kuluessa (Lundgvist ym. 2006). Seka karoliinan anoliskolla etta
ankalla (Anas platyrhynchos) IgY ja IgY(AFc) tuotetaan samasta Cv-geenista
vaihtoehtoisella silmukoinnilla (Lundgvist ym. 2006; Wei ym. 2009). Erot mMRNA:n
silmukoinnissa kuitenkin paljastavat, ettd 1gY (AFc) on syntynyt liskoihin ja lintuihin
johtavissa kehityslinjoissa erikseen (Gambon Deza ym. 2009; Wei ym. 2009).

Sammakkoeldinten IgX muodostaa IgM:n tavoin polymeerejd, mutta osallistuu
ensisijaisesti limakalvojen immuunipuolustukseen ja siten vastaa toiminnaltaan l&hinna
kehittyneempien selk&rankaisten IgA:ta (Flajnik 2002). Salamanterieldimista 1gX on
I6ydetty aksolotlilta, mutta ei kylkiluuvesiliskolta (Schaerlinger ym. 2008; Schaerlinger
& Frippiat 2008). Vastaavasti matelijoissa karolinan anoliskoon johtanut kehityslinja on
menettanyt Ca-geenin (Gambon Deza ym. 2009). Sekd kynsisammakon ja aksolotlin
IgX:ssd etté leopardigekon ja lintujen IgA:ssa on nelja Cy-domeenia. Molemmissa
isotyypeissa kaksi ensimmaistd domeenia muistuttavat IgY:n Cvl- ja Cv2-domeeneja,
ja kaksi seuraavaa IgM:n Cu3- ja Cud-domeeneja (Gambon Deza ym. 2007;
Schaerlinger & Frippiat 2008). Selvéstikin IgX/A on syntynyt IgM:n ja IgY:n
rekombinaation tuloksena, mutta toistaiseksi ei voida sanoa, ovatko IgX ja IgA
homologisia vai konvergentin evoluution tulosta (Gambon Deza ym. 2007; Gambon-
Deza & Sanchez Espinel 2008). Lintujen IgA on kuitenkin homologinen nisakkaiden
IgA:n kanssa (Lundgvist ym. 2001; Lundgvist ym. 2006). Lintujen IgH-lokus on
jarjestynyt poikkeavalla tavalla, siten ettd Ca-geeni on siirtynyt Cu- ja Cv-geenien
valiin ja sen polaarisuus on vaihtunut. Immunoglobuliinin luokanvaihdon yhteydessa on
siis Cpi-geenin deleetion sijaan k&annettava Cu- ja Ca-geenit siséltava blokki, miké voi

selittdd IgA:n viivastyneen ilmentymisen ankalla. Ca-geenin insertio Cu-geenin viereen
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voi myos selittdd Co-geenin puuttumisen linnuilta (Zhao ym. 2000; Lundqvist ym.
2001).

Nisékkéiden IgA on menettanyt alempien selké&rankaisten Ca2-domeenin. Liséksi
nisékkaiden IgA:han on kehittynyt toisen eksonin jatkeeksi saranaosa (Tucker ym.
1981). Jo nokkaeléinten IgA edustaa tata rakennetta, joten IgA:n saranaosa on
kehittynyt hyvin varhain nisékkaiden kehityksen aikana (Vernersson ym. 2010).
Nokkaelaimilla on kaksi Ca-geenid, jotka poikkeavat toisistaan hyvin paljon.
Todennékoisesti Ca-geenin kahdentuminen nokkaeldimillg tapahtui varhaisessa
vaiheessa (Vernersson ym. 2010). Istukallisista nisakkaista kanilla on peréati kolmetoista
IgA-isotyyppid, jotka poikkevat toisistaan erityisesti Cal-domeenin ja saranaosan
perusteella (Burnett ym. 1989). Kanin IgA-isotyypeilld saattaa olla toiminnallisia eroja,
koska niiden ilmentyminen on kudosspesifisté (Spiekerpolet ym. 1993).

IgG ja IgE ovat ainoastaan nisakkailla tavattavia 1g-isotyyppejé (Flajnik 2002). 1gG on
nisédkkaiden yleisin immunoglobuliini ja osallistuu muun muassa komplementin
aktivoimiseen. IgE puolestaan osallistuu loisinfektioiden torjuntaan ja toimii padasiassa
basofiilien ja syottosolujen aktivoijana (Murphy ym. 2008). I1gG ja IgE lienevat
kehittyneet alempien selkérankaisten 1gY:sta (Warr ym. 1995). IgE:ss& on vield IgY:n
tavoin nelja Cy-domeenia, mutta IgG on menettanyt yhden Cy-domeenin, ja liséksi
19gG:hen on kehittynyt saranaosa (Murphy ym. 2008). Ainoastaan vesinokkaeldimelta
I0ydetty 1gO saattaa olla IgY:n ja IgG:n valimuoto. IgO:ssa on IgY:n tavoin nelja Cy-
domeenia, mutta siind on jo saranaosa kuten 1gG:ssa. Liséksi Co-geeni sijaitsee
genomissa valittomasti Co-geenin jalkeen ja on fylogeneettisesti l&helld nisdkkéiden Cry-
geenejé (Zhao ym. 2009). Istukallisilla nisékkailla Cy-geenien lukumaara vaihtelee
lajeittain huomattavasti (Taulukko 7). Eri IgG-alatyypeille on kehittynyt toisistaan
poikkeavia tehtdvié (Stavnezer & Amemiya 2004).

Ihmisen IgH-lokuksen rakenne Cy-geenien osalta poikkeaa muista nisékkaista
(Flanagan & Rabbitts 1982). Ihmiselld on ensin kahdentunut Cy-geeni, ja sen jalkeen
(Cy-Cy-Ce-Ca)-blokki, johtaen varsin monimutkaiseen rakenteeseen (Cp-Co-Cy-Cy-Ce-
Ca-Cy-Cy-Ce-Ca). Ensimmainen Ce-geeneistd on pseudogeeni. Ihmisen Cy-geenien
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lukuméarissa on paljon polymorfismia (Rabbani ym. 1996; Brusco ym. 1997). Talta
osin vertailu muihin lajeihin on vaikeaa, koska muilla lajeilla IgH-lokusta ei ole tutkittu

yht& intensiivisesti.

Kameleilla (Camelidae) on rustokalojen lisaksi ainoana eldinryhmané lg-isotyyppi,
josta puuttuvat kevytketjut (Hamerscasterman ym. 1993). Kameleiden HCAb on 1gG:n
alatyyppi, joka kevytketjujen lisdksi on menettdnyt Cyl-domeenin. Kameleiden HCAD-
geenissa on Cyl-domeenia vastaava eksoni, mutta se poistetaan mRNA:n silmunoinnin
yhteydessa (Nguyen ym. 1999). Esimerkiksi dromedaarilla (Camelus dromedarius) viisi
kaikkiaan yhdeksasta Cy-geenistd on toimivia, ja niistd kaksi ilmentyy perinteisiné
immunoglobuliineina ja kolme IgH:n homodimeerina (De Genst ym. 2006). Alpakan
neljasté Cy-geenisté kaksi ilmentyy IgH:n homodimeerina ja kaksi perinteisessé
immunoglobuliinissa (Achour ym. 2008).

Taulukko 7. Immunglobuliiniluokkien alatyyppien lukumaarid istukallisilla nisakkailla.

laji 1gG IgE IgA
Ihminen® 4 1 2
Sika® 11 1 1
Nauta® 3 1 1
Lammas* 2 1 1
Hiiri® 4 1 1
Kani® 1 1 13
Dromedaari’ 5 1 1
Alpakka® 4 1 1
Afrikannorsu® 8 ? ?

? = ei tietoa

'Rabbani ym. 1996; “Butler ym. 2009; ®Zhao ym. 2006b; *Jenne ym. 2006; >Shimizu
ym. 1982; ®Mage ym. 2006; "de Genst 2006; Achour ym. 2008; °Guo ym. 2011

Padsaantoisesti tetrapodien IgH-lokuksessa IGHV-, IGHD- ja IGHJ-geenit ovat

jarjestaytyneet omiksi ryhmikseen ( Kuva 3; Flajnik & Kasahara 2010). Tetrapodien
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IGHV-geenit kuuluvat selkdrankaisten A-, B- tai C-ryhmadn, joista kahteen ensin
mainittuun kuuluu ainoastaan tetrapodien geenejd (Ota & Nei 1994). Nisakkaiden
IGHV-geenit jaetaan perinteisesti kolmeen klaaniin, siten etté | klaani sisaltyy
selkdrankaisten rynmaan A, Il klaani ryhméén B ja Il klaani ryhmaan C (Ota & Nei
1994).

Sammakkoeldinten ja matelijoiden IGHV-geeneille ominaista on suuri méara pienia
perheitd, mika kertoo hitaasta erilaistumisesta. Kynsisammakolla on vahintdén 40
IGHV-geeni& jakautuneena yhteentoista perheeseen (Haire ym. 1990). IGHD-geeneja
on ainakin 17, ja IGHJ-geeneja ainakin 10. Kynsisammakko saattaa kaytt&a osassa
rekombinaatioita kahta IGHD-geenid, miké lisaisi CDR3-alueen monimuotoisuutta.
Aksolotlilla on jopa 70 IGHV-geenid, vahintd&dn kolme IGHD-geenia ja yhdeksan
IGHJ-geenid (Golub & Charlemagne 1998). Aksolotlin IGHV-geenit jakaantuvat 11
perheeseen, joista loytyy yhtenevaisyyksié esimerkiksi kirjolohen, kynsisammakon ja
ihmisen IGHV-perheiden kanssa. Eri IGHV-perheisiin kuuluvia geeneja kaytetaan
epéatasaisesti, aksolotlille ominaisten geenien k&yton ollessa vahéisintd. Karolinan
anolisliskolta on I6ydetty 71 IGHV-, 13 IGHD- ja kahdeksan IGHJ-geenid (Gambon
Deza ym. 2009). Sen IGHV-geenit jakautuvat 28 perheeseen. Kahdella véhiten
vaihtelevalla karolinan anoliskon IGHV-perheelld on selva vastine kynsisammakon
IGHV-perheissa.

Linnut poikkeavat eniten muista tetrapodeista immunoglobuliinien monimuotoisuuden
tuottamisessa (Flajnik 2002). Kombinatorisesti saavutettava monimuotoisuus on
lintujen immunoglobuliineissa erittdin alhainen. Kana (Gallus gallus domesticus)
kayttaad V(D)J-rekombinaatiossa ainoastaan yhtad IGHV-geenié (Parvari ym. 1988).
Ankalla toimivia IGHV-geeneja saattaa olla useampia (Lundgvist ym. 2006). Kanalla
on 15 keskendén hyvin samankaltaista IGHD-geenid, joista kana kayttaa V(D)J-
rekombinaatiossa sadnnollisesti vain kahta (Reynaud ym. 1991). Ankalla on yksi tai
kaksi IGHD-geeni& (Lundgvist ym. 2001). Seka kanalla ettd ankalla on ainoastaan yksi
IGHJ-geeni (Lundqvist ym. 2001). V(D)J-rekombinaatiossa muodostettava geeni on
linnuille ainoastaan lahtékohta, josta geenikonversiolla luodaan varsinainen
immunoglobuliinien monimuotoisuus. Geenikonversio tapahtuu linnuilla
alaperarauhasessa (Fabriciuksen bursa) varsin lyhyena ajanjaksona kuoriutumisen
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jalkeen, jolloin muodostuvalla immunoglobuliinivalikoimalla linnun on tultava toimeen
koko ikansa (McCormack ym. 1991). Kanalla sijaitsee V(D)J-rekombinaatiossa
kéaytetyn 1IGHV-geenin 5’-puolella suuri maara geenikonversiossa luovuttajina toimivia
pseudogeeneja (Reynaud ym. 1994). Pseudogeenit vaikuttavat itse asiassa
fuusioituneilta VD-geeneilta (Ratcliffe 2006). Kanan toimiva IGHV-geeni ja
pseudogeenit kuuluvat yhteen tiiviiseen perheeseen (Ota & Nei 1995; Lundqvist ym.
2006). Kanan ja ankan IGHV-geenit kuuluvat selkarankaisten IGHV-geenien C-
ryhmaén, johon kuuluu nisékkaiden 111 klaanin liséksi esimerkiksi latimerian,

kynsisammakon ja kaimaanin geenejé (Ota & Nei 1994; Sitnikova & Su 1998).

Nisakkaista primitiivisimmallg, vesinokkaeldimelld, ilmentyy ainakin 25 IGHV-geenia
(Johansson ym. 2002). Ilmentyvét vesinokkaeldimen IGHV-geenit ryhmittyvat
nisédkkaiden 111 klaanin sisalla taysin erilleen muiden lajien geeneista ja ovat
mahdollisesti 1&htoisin yhdesté geenista vesinokkaeldimen omaksi kehityslinjaksi
eriytymisen jalkeen. Tutkitut geenit kuuluvat ilmeisesti muutamaan toisiaan lahella
olevaan perheeseen. Vesinokkaeldimen IGHV-perheiden siséll4 on tavanomaista
enemman vaihtelua CDR1- ja CDR2-alueilla. Lis&ksi vesinokkaeldimen
immunoglobuliinien CDR3-alueet ovat hyvin pitkét ja rekombinaatiossa kaytetaan
mahdollisesti useampia IGHD-geenejd. IGHD-geenejé vesinokkaeldimelld on useita,
mutta tarkka lukumaaré ei ole selvilld. Genomisesta DNA:sta vesinokkael&dimelta on
I0ydetty 11 IGHJ-geenid, joista yksi on pseudogeeni (Zhao ym. 2009).
Vesinokkaeldimestd poiketen nokkasiilin (Tachyglossus aculeatus) IGHV-geenit

jakautuvat kaikkiin kolmeen nisékkaiden klaaniin (Belov & Hellman 2003).

NyKyisten pussieldinten yhteinen esi-isa on jossain vaiheessa menettéanyt valtaosan
IGHV-lokuksen geneettisesté vaihtelusta, joka on alkanut rakentua uudestaan yhden
perheen tai ehkdpd vain yhden geenin kautta. Kaikki tutkitut pussieléinten IGHV-geenit
kuuluvat nisékkéaiden 111 klaaniin, jonka siséllakin ne muodostavat oman ryhmansa
(Baker ym. 2005). Amerikanpussieldimiin kuuluvalla p&éstaisopossumilla on 25 IGHV-
geenid, joista 23 kuuluu yhteen perheeseen (Wang ym. 2009). Kahteen muuhun
paéstdisopossumin IGHV-perheeseen kuuluu kumpaankin yksin geeni. Niistd toinen on
fylogeneettisesti etdisin muista tutkituista pussieldinten IGHV-geeneisté ja sijaitsee
my6s kromosomissa kauimpana IGHD-geeneistd, ja toinen on ainoa nisékkailta 16ydetty
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ituradassa VD-liitetty immunoglobuliinigeeni. Kettukusun (Trichosurus vulpecula)
IGHV-valikoima on muistuttaa paastaisopossumia (Baker ym. 2005). Kettukusulla
ilmentyy 16 IGHV-geenid, jotka kahta lukuun ottamatta kuuluvat yhteen perheeseen.
IGHD-geeneja paastaisopossumilla on yhdeksén, joista seitsemén on toimivia (Wang
ym. 2009). Poikkeuksellisesti yksi IGHD-geeneista sijaitsee IGHV-geenien seassa, ja
sitd kaytetadn rekombinaatiossa ainoastaan siitd 5’suuntaan sijaitsevien IGHV-geenien

kanssa.

Ihmiselld seitsemé&an perheeseen jakautuneet IGHV-geenit edustavat kaikkia kolmea
nisdkkaiden IGHV-klaania ( Taulukko 8; Matsuda ym. 1998). My6s muilla laajan
IGHV-valikoiman lajeilla kuten hiiri, rotta ja afrikannorsu on IGHV-geeneja kaikista
kolmesta klaanista (Johnston ym. 2006; Hendricks ym. 2010; Guo ym. 2011). Rotalla
(Rattus norvegicus) on kaikista tutkituista lajeista eniten IGHV-geeneja ( Taulukko 8;
Hendricks ym. 2010). Vain noin puolet hiiren ja kolmannes ihmisen ja rotan IGHV-
geeneistd on toimivia (Johnston ym. 2006; Hendricks ym. 2010; Guo ym. 2011).
Kanilla on 100-200 IGHV-geenid, joista valtaosa kuitenkin lienee pseudogeeneja
(Gallarda ym. 1985; Ros ym. 2004). Suuresta lukumaarésta huolimatta kaikki tdhan
mennessa tutkitut kanin IGHV-geenit kuuluvat samaan perheeseen (Ros ym. 2004). 70-
90 %:ssa kanin immunoglobuliineja on kaytetadan proksimaalisinta IGHV-geenid, josta
tosin 16ytyy kolme alleelivarianttia (Mage ym. 2006). Kani kayttaa
immunoglobuliinivalikoiman laajentamiseen lintujen tapaan geenikonversiota (Mage
ym. 2006).

Kaikilla tutkituilla karkiastujiin (Ungulata) kuuluvilla lajeilla on ihmista tai jyrsijoita
suppeampi IGHV-valikoima (Taulukko 8). Naudalla (Bos taurus) ja sialla ilmentyy
ainoastaan yksi IGHV-perhe, joskin varsinkin naudan kohdalla tutkimukset ovat
toistaiseksi olleet varsin suppeita (Jenne ym. 2006; Zhao ym. 2006b; Butler ym. 2009).
Lampaalla ilmentyvid IGHV-perheité saattaa olla jopa kahdeksan (Berens ym. 1997,
Charlton ym. 2000). Naudan ainoa tunnettu ilmentyva IGHV-perhe kuuluu nisakkaiden
I klaaniin, kun taas sian ainoa IGHV-perhe kuuluu 111 klaaniin (Berens ym. 1997;
Butler ym. 2009). Hevosella (Equus caballus) IGHV-valikoima on hieman laajempi
ké&sittden 50 geenid, joista tosin vain 12 vaikuttaa toimivilta. Hevosen IGHV-geenit
jakautuvat seitsemé&én perheeseen ja kaikkiin kolmeen klaaniin, mutta yksikaan klaanin
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Il kuuluvista geeneisté ei vaikuta toimivalta. Hevosella on my6s paljon IGHD-geeneja
verrattuna muihin karkiastujiin (Sun ym. 2010). Koiran (Canis familiaris) IGHV-
valikoima vaikuttaa kérkiastujia laajemmalta (Bao ym. 2010Db). Koiralla on noin 80
IGHV-geenid, joista noin puolet on toimivia. Koiran IGHV-geenit jakautuvat kolmeen
perheeseen ja kaikkiin kolmeen nisdkk&iden klaaniin, mutta nelja& geenié lukuun

ottamatta kuuluvat yhteen 111 klaanin perheeseen (Bao ym. 2010b).

Kameleilla on tavanomaisissa immunoglobuliineissa ké&ytettdavien 1GHV-geenien
lisdksi erikseen HCAb-immunoglobuliineissa k&ytettavat IGHVH-geenit (Nguyen ym.
2002). Esimerkiksi dromedaarilla on noin 40 IGHVH- ja noin 50 IGHV-geeni&
(Nguyen ym. 2000). Seka IGHV- ettd IGHVH-geenit rekombinoituvat samojen IGHD-
ja IGHJ-geenien kanssa. Kevytketjun mukana HCAb on menettényt osan
kombinatorisesta monimuotoisuudesta, mutta kompensaatioksi IGHVH-geenien CDR-
alueet ovat pidentyneet. Kaikki kamelien IGHV- ja IGHVH-geenit kuuluvat 111

klaaniin, jonka sisall4 ne muodostavat oman tiiviin ryhmansa.

Taulukko 8. Raskasketjun vaihtelevaa osaa koodaavat geenit eréilla istukallisilla

nisakkailla.
IGHV IGHV-perheet IGHD IGHJ

Ihminen® 123 7 27 10
Hiiri’ 195 16 10 4
Rotta® 353 13 21 5
Afrikannorsu® 112 7 87 6
Lammas 45 9 ? 6
Nauta® >20 1-? 7 6
Sika’ ~20 1 1 1
Hevonen® 50 7 40 8
Koira® 80 3 6 3
Alpakka'® 88 3 7 7

"Matsuda ym. 1998: “Johnston ym. 2006, Ye 2004, Solin & Kaartinen 1992; *Hendricks
ym. 2010; “Guo ym. 2011; ° Jenne ym. 2006, Dufour & Nau 1997; °Zhao ym. 2006b,
"Butler ym. 2009; ®Sun ym. 2010; °Bao ym. 2010b; *°Achour ym. 2008
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Kaikkien istukallisten nisékk&iden IGHJ-lokus on varsin samankaltainen (Dufour &
Nau 1997). Fylogeneettisesti istukallisten nisdakkaiden IGHJ-geenit voidaan jakaa
seitsemadn ryhméaén. Esimerkiksi ihmisen, hiiren, lampaan ja kanin IGHJ-geenit
jakautuvat tasaisesti naihin ryhmiin. Mahdollisesti ryhmat vastaavat nykyisten
istukallisten nisakkaiden yhteisen esi-isan IGHJ-lokuksen geeneja.

Tetrapodien IgL-geenit

Kaikkien tetrapodien IgL-lokusten rakenne on hyvin yhdenmukainen (Das ym. 2008).
IgLk-lokuksessa, samoin kuin ainoastaan sammakoilta 16ytyvassa IgLc-lokuksessa, on
yksi C_-geeni, josta ylavirtaan sijaitsee muutamia J- ja useita VV-geenejd. Tetrapodien
IgLA-lokuksessa sen sijaan voi olla useita C_-geenejd, jotka kukin rekombinoituvat
yhden tai useamman J-geenin kanssa. Lajista riippuen naméa JC-blokit saattavat edelleen

rekombinoitua kukin omien tai yhteisten V-geenien kanssa (Kuva 3).

Sammakoilla on ainoana tetrapodien ryhmang kolme IgL-isotyyppid, kun taas
salamanterielaimilta on loytynyt toistaiseksi ainoastaan IgLA (Das ym. 2008). IgLk-
lokusta vastaavassa IgLp-lokuksessa on tropiikkikynsisammakolla (Xenopus tropicalis)
vahintddn kymmenen IGRV-, yhdeksén IGRJ- ja yksi Cp-geeni (Qin ym. 2008). IgLo-
lokuksessa on véhintaan kahdeksan IGSV-, nelja IGSJ- ja yksi Co-geeni. IgLA:a
vastaavassa tropiikkikynsisammakon tyypin I11 IgL-lokuksessa on vahintéd&n 17 IGLV-,
viisi IGLJ- ja kolme CA-geenid. Kahta CA-geenid edeltdd yksi ja yhtd kolme IGLJ-
geenid. Tropiikkikynsisammakon IgLA-lokuksessa on enemman vaihtelua kuin IgLk- tai
IgLp-lokuksissa. IGLV-geenit muodostavat kuusi, ja IGRV- ja IGSV-geenit kummatkin
yhden perheen. Aksolotlin IgLA-lokuksesta on 16ytynyt vain yksi CA-geeni (Andre ym.
2000). IGLV-geeneja aksolotlilta on 16ydetty kahdeksan, ja ne jakautuvat neljdan
perheeseen. Aksolotlin IgLA-geenit tunnetaan ainoastaan cDNA:sta, joten tulokset
saattavat muuttua genomi tasolle siirryttdessa. Seka tropiikkikynsisammakon etta
aksolotlin IgL-lokusten V-geenit muistuttavat enemman muiden tetrapodien kuin rusto-

tai luukalojen geeneja (Das ym. 2008).
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Karolinan anolisliskon IgL-geenit vastaavat jarjestaytymiseltd&n nisakkaiden geeneja
(Wu ym. 2010). IgLk-lokuksessa karolinan anolisliskolla on yksi Ck-geeni, kaksi IGKJ-
geenid 14 IGKV-geenid. Kaikki IGKV-geenit kuuluvat yhteen perheeseen. IgLA-
lokuksesta 16ytyy enemman vaihtelua. CA-geeneja on kolme, ja kuhunkin niista liittyy
yksi IGLJ-geeni. 37 IGLV-geenid jakautuvat vahintdan 10 perheeseen. Osa karolinan
anoliskon IGLV perheist4 on yhteisia kynsisammakon kanssa. Kaikki karolinan
anoliskon IgL-geenit ilmentyvét, joten liskoilla VVJ-rekombinaatio saattaa olla térked osa

immunoglobuliinien monimuotoisuuden luomisessa.

IgLX on lintujen ainoa IgL-isotyyppi (Das ym. 2008). Linnut kayttavat IgL-ketjun
monimuotoisuuden saavuttamiseen samoja mekanismeja kuin IgH-ketjun tapauksessa
(McCormack ym. 1989). Kana, ankka ja varpuslintuihin kuuluva seeprapeippo
(Taeniopygia guttata) kayttavat VVJ-rekombinaatiossa yhtd IGLV- ja yhtd 1GLJ-geeni&
(Parvari ym. 1987; Lundgvist ym. 2006; Das ym. 2010). Myskisorsalla (Cairina
moschata) toimivia IGLV-geeneja on muista tutkituista linnuista poiketen kaksi
(McCormack ym. 1989). VJ-rekombinaatiossa kaytettdvad IGLV-geenid tdydentdd suuri
maaré geenikonversiossa kaytettavia pseudogeeneja (McCormack ym. 1989). Kanalla
IGLV-pseudogeeneja on noin 25 (Ratcliffe 2006). Ainakin ankalla toimiva IGLV-geeni
ja pseudogeenit kuuluvat samaan perheeseen (Lundqvist ym. 2006). Lintujen toimiva
IGLV-geeni on laheisintd sukua liskojen ja sammakkoeléinten 3’ paan puoleisimmille
IGLV-perheille (Wu ym. 2010).

Vesinokkaeldimelld IGKV-geenit jakautuvat neljaén ja nokkasiililla yhdekséén
perheeseen, mutta geenien kokonaismaaraa ei tiedetd kummallakaan lajilla (Nowak ym.
2004; Johansson ym. 2005). Fylogeneettisesti nokkaeldinten IGKV-geenit ryhmittyvat
samaan haaraan muiden nisédkkaiden IGKV-geenien kanssa (Nowak ym. 2004).
Vesinokkaeldimen IgLA-lokuksessa neljd Ci-geenid assosioituvat jokainen yhdesta
neljaén 1GLJ-geenin kanssa (Johansson ym. 2005). 29 IGLV-geenid muodostavat kaksi
perhettd, joista toiseen kuuluu 25 ja toiseen nelja geenid. Molemmat perheet ryhmittyvat
fylogeneettisesti erilleen muiden nisdkkadiden IGLV-geeneistd, joten vesinokkaeldimen
IGLV-perheet ovat syntyneet lajin erottua nisékkéiden yhteisesté kehityslinjasta.
Huolimatta alhaisemmasta geeniperheiden maarasta IgLA-lokuksessa verrattuna IgLk -
lokukseen, A-ketjut ovat « -ketjuja vaihtelevampien CDR-alueiden ansiosta
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monimuotoisempia. A-ketjun kayttd on myds kymmenen kertaa k-ketjua yleisempaa

vesinokkaeldimen immunoglobuliineissa.

Raskasketjun geeneisté poiketen, pussieldinten kevytketjun V-geenit ryhmittyvéat
fylogeneettisesti muiden nisédkkaiden geenien sekaan (Baker ym. 2005; Wang ym.
2009). Pussieldinten IgL-geeneissa on siis enemman vaihtelua kuin IgH-geeneissg, joten
pussieldimilld kevytketju saattaa vastata suuremmasta osasta immunoglobuliinien
monimuotoisuudesta kuin raskasketju (Baker ym. 2005). Paastaisopossumin IgLk-
lokuksessa on yksi Ck-geeni ja kaksi IGKJ-geenid, mutta perati 122 IGKV-geenia
(Wang ym. 2009). Paastdisopossumin IGKV-geenit jakautuvat seitseméan perheeseen,
joista neljé suurinta ké&sittaa valtasosan geeneistd. Kettukusulla on noin neljdkymmenté
IGKV-geenid, jotka jakautuvat viiteen perheeseen (Baker ym. 2005). Paastaisopossumin
IGLJ- ja CA-geenit ovat jarjestaytyneet kahdeksaksi J-C-pariksi (Wang ym. 2009). 64
IGLV-geeni& jakautuvat neljaén perheeseen, joista suurimpaan kuuluu 54 geenié ja
pienimpéan ainoastaan yksi. Kettukusulla on noin kolmekymmenté IGLV-geenia

neljadn perheeseen jakautuneena (Baker ym. 2005).

Monilla istukallisilla nisdkkailla joko IgLA- tai IgLk-lokus siséltdd huomattavasti toista
laajemman ituradan geenivalikoiman (Taulukko 9). Erot ituradan geenivalikoimassa
saattavat heijastua myos A- ja k-ketjujen kayton yleisyyteen immunoglobuliineissa
(Tizard 2009). Ihmisen genomissa IGKV-geenit ovat jarjestdytyneet kahteen erilliseen
ryhmaéan, joista toinen puuttuu osasta haplotyyppeja (Lefranc 2001b). Kanilla on
tetrapodien yleisesté IgLk-lokuksen rakenteesta poiketen kaksi Ck-geenid, joista
kuitenkin padasiassa kaytetdan vain toista (Benammar & Cazenave 1982). Lisaksi
molemmat kanin Ck-geenit rekombinoituvat omien IGKJ-geeninsa kanssa (Vy-(J)s-C-
(J)3-C) (Emorine & Max 1983; Ayadi ym. 1991). IGKJ-lokus on hyvin samanlainen
kaikilla istukallisilla nisakkailla, ja IGKJ-geenit eri lajeilla vastaavat pitkalti toisiaan
jopa jarjestystd myoten (Butler ym. 2006). Istukallisten nisdakkaiden IGKV-geenit
ryhmittyvét fylogeneettisesti erilleen alempien selkérankaisten geeneistd, mutta
istukallisten nisakkaiden sisélla kaikkien lajien IGKV-perheet ryhmittyvét sekaisin
(Sitnikova & Nei 1998; Sun ym. 2010).
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Istukallisten nisdkk&iden IGLV-geenit jakautuvat useampiin ryhmiin kuin IGKV-geenit,
mutta IGLV-geeneissakin eri lajien perheet ryhmittyvat fylogeneettisesti sekaisin
(Sitnikova & Su 1998; Sun ym. 2010). Hiiren IgLA-lokus on istukallisten nisakkaiden
yksinkertaisin (Storb ym. 1989). Hiiren IgLA-geenit ovat jarjestdyneet kahdeksi
klusteriksi, joihin kuuluu yksi ja kaksi IGLV-geeni& (V2-Vx-(J2-C2)-(J4-C4)-VI-(J3-
C3)-(J1-Cl)) (Hayzer 1990). Hiiren poikkeuksellinen IgLA-lokuksen rakenne on
syntynyt hiiren ja rotan kehityslinjojen eroamisen jalkeen. Rotan IgLA-lokuksessa on
10-15 IGLV-geenia ja yksi ilmentyva CA-geeni (Aguilar & Gutman 1992). Myos
hevosen IgLA-lokuksen rakenne mahdollisesti poikkeaa istukallisten nisakkaiden
enemmistOstd. Hevoselta on 10ytynyt CA-geeneisté alavirtaan niiden kanssa vastakkaista
polariteettia olevia IGLV-geenejd, mika tosin saattaa selittyd myos virheella

genomikokoonpanossa (Sun ym. 2010).

Taulukko 9. Kevytketjun vaihtelevaa domeenia koodaavat geenit erdilla istukallisilla

nisakkailla.

IGKV IGKV- IGKJ IGLV IGLV- IGLJ-Ca
perheet perheet

Ihminen® 46-82 7 5 96 11 (J-C);

Hiiri 164 18 5 3 2 2x(J-C),

Afrikannorsu® 153 8 3 15 6 (J-C)s

Lammas” 6 4 3 >100 6 (J-C),

Nauta® 22 4 3 63 8 J-(J-C)2-Cs

Sika® >60 2 5 ? ? (3-C)n

Hevonen’ 60 7 5 144 11 (3-C);

? = ei tietoa

!Lefranc 2001b,c; *“Martinez-Jean 2001; *Guo ym. 2011; “Jenne ym. 2006; *Ekman ym.
2009; °Butler ym. 2009; ‘Sun. ym 2010;
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3 TAVOITTEET
Naudan IgH-lokus, varsinkin vaihtelevaa domeenia koodaavien geenien osalta, on viela

huonosti tunnettu (Zhao ym. 2006b). Tahan mennessé tutkijat ovat olleet yksimielisia
ainoastaan yhden IGHV-alaryhmén ilmentymisestd, mutta ituradan IGHV-alaryhmien
tai -geenien lukumé&érasté ei ole saatu varmuutta. Naudan IGHV-geeneja on toistaiseksi
tutkittu padasiassa cDNA-tasolla tai hybridisaatiolla ihmisen ja hiiren sekvenssien
kanssa (Berens ym. 1997; Saini ym. 1997). Naudan perimén selvittdminen (Elsik ym.
2009) mahdollisti vihdoin immunoglobuliinigeenien ituradan vaihtelun tutkimisen.
Julkaistuun genomikokoonpanoon pohjautuen naudan immunoglobuliinin kevytketjua
koodaavat geenit on jo raportoitu (Ekman ym. 2009). Tadman tutkielman kokeellisessa
osassa on tarkoituksena ottaa tarkasteluun naudan IGHV-geenit. Tarkemmin ilmaistuna

tavoitteena on:

e tunnistaa IGHV-geenit naudan genomikokoonpanosta
e arvioida naudan IGHV-geenien toimivuutta ja rakennetta

e suorittaa naudan IGHV-geenien fylogeneettinen analyysi

4 AINEISTO JA MENETELMAT

4.1 Geenien etsinta
Tutkimuksen aineistona kaytettiin kahta julkaistua versiota naudan genomista (Btau_4.2

ja UMD_3.1) ja genomisekvensoinnin raakadataa (Elsik ym. 2009; Zimin ym. 2009).
Naudan genomiprojekti perustuu kahteen hereford-rotuiseen yksiloén (L1 Domino
99375 ja L1 Dominette 01449). P&&osin sekvenssidata on Dominetesta, mutta sitd on
taydennetty Domineten isédn Dominoon perustuvalla BAC-kirjastolla (Bovine Genome
Project 2011). Genomikokoonpanoista Btau_4.2 on genomiprojektin virallinen ja

UMD _3.1 Marylandin yliopiston samasta sekvensointiaineistosta kokoama Kilpaileva
versio. Tassé tutkimuksessa paadyttiin kayttdmaan molempia genomikokoonpanoja,
koska varsinaisesta naudan genomiprojektin julkaisemasta versiosta 10ytyi alustavissa

analyyseissé todella vahan IGHV-geeneja.
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Molemmista genomikokoonpanoista suoritettiin iteratiivinen blastn-haku Geneious-
ohjelman kautta (expect threshold—arvo < 107°) (Altschul ym. 1990; Drummond ym.
2011). Kyselysekvensseina kaytettiin aikaisemmin julkaistuja naudan ja lampaan
IGHV-geenejé ja -mRNA-sekvenssejd, sekd kaikkia IMGT:n listaamia ihmisen ja hiiren
IGHV-geenejé (Lefranc ym. 2011). Liséksi haku suoritettiin genomisekvensoinnin
raakadatasta, high throughput -sekvensseista ja NCBI:n trace-sekvensseista. Lopuksi
IGHV-geenejé haettiin viela UMD_3.1-genomikokoonpanon taydellisista
kromosomeista aiemmissa hauissa 10ytyneiden naudan IGHV-geenien RSS:11a.
Viimeisessa vaihessa oli tarkoitus 10yt&é ne geenit, jotka poikkeavat aikaisemmin
julkaistuista naudan ja lampaan sek& ihmisen ja hiiren geeneista niin paljon, etta jaavéat

I0ytymatta blastn-haussa.

4.2 Geenien annotointi ja toimivuuden arviointi
Loydettyjen geenien toimivuutta arvioitiin neljalla eri kriteerilld. Geenin promoottorin

oktameerin tuli olla konservoitunut, lukukehyksen ehja ja RSS:en IGHV-geeneille
tyypilliset (Taulukko 10). Liséksi geenin tuli koodata proteiiniin tietyt konservoituneet

aminohapot omille paikoillaan.

Taulukko 10. IGHV-geenien konservoituneet promoottorisekvenssit ja RSS:t.

Sekvenssi
Promoottorin oktameeri 5’ATGCAAAT3’
RSS (Heptameeri) 5’CACAGTG3’
RSS (Nonameeri) 5’ACAAAAACC’3

IMGT:n unique numbering -jarjestelman mukaan immunoglobuliini-molekyylilla on
kysteiini paikalla 23, tryptofaani paikalla 41, leusiini tai metioniini paikalla 89 ja
kysteiini paikalla 104 (Lefranc 1997). LOytyneista IGHV-geeneisté tehtiin rinnastus,
jonka perusteella selvitettiin, onko kullakin geenilld konservoituneita aminohappoja
koodaavat kodonit oikeilla paikoilla. Geenien FR- ja CDR-alueet annotoitiin

konservoituneiden aminohappojen perusteella Geneious-ohjelmassa.
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Geenien ilmentyminen analysoitiin kayttden IGHV-sekvensseilla haettua suurta EST-
sekvenssikokoelmaa. Kutakin EST-sekvenssia sovitettiin IGHV-geeneihin Geneiouksen
Assembly-toiminnolla.

4.3 Fylogeneettinen analyysi
Fylogeneettisessé analyysissa kaytettiin IGHV-geenien FR1-FR3 -alueiden sekvensseja.

Fylogeneettisen puun muodostamiseen vaadittu rinnastus tehtiin MAFFT-ohjelmalla
(Katoh ym. 2002), ja puu rakennettiin bayesilaisin menetelmin MrBayes-ohjelmalla
(Huelsenbeck & Ronquist 2001). Analyyseissa kaytettiin HKY85-substituutiomallia ja
100 000 toistoa. T&ssa tutkimuksessa I0ydettyjen naudan IGHV-geenien lisaksi
fylogeneettiseen analyysiin otettiin mukaan kaikki aikaisemmin julkaistut naudan
(GenBank access number: BTU55164-BTU55175) ja lampaan (GenBank access
number: Z49180-249188) genomiset IGHV-sekvenssit, satunnaisia muiden nautaa
l&helld olevien lajien IGHV-sekvenssejé ja geeneja kaikista inmisen ja hiiren IGHV-
alaryhmistd. Ulkoryhmana kaytettiin kanan IGHV-sekvenssid (GenBank access
number: Gallus_ CHKIGHVAA, M30319).

Sekvenssi-identtisyysmatriisi laskettiin MAFFT-ohjelmalla tehdysté rinnastuksesta
BioEdit-ohjelmalla (versio 7.0.9). Sekvenssiltdan yli 75 % identtiset geenit laskettiin

samaan alaryhméan kuuluvaksi.

4.4 Geenien nimedminen
Loydetyt IGHV-geenit nimettiin IMGT:n nimedmiskaytannon mukaan (Giudicelli &

Lefranc 1999). Siind geenin tyyppid (IGHV) seuraava numero tarkoittaa alaryhmaa ja
viimeinen numero geenid alaryhman sisallad. Koska geenien sijainti kromosomissa on
vield epadvarmaa genomikokoonpanon virheiden vuoksi, nimeen lisattiin alaryhman ja

geenin numeron valiin valiaikaista nimeamista merkitseva S-kirjain.
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5 TULOKSET
Naudan IGHV-geeneja loytyi UMD3.1-genomikokoonpanon kromosomeista 7 ja 21.

Yhteensé loydettiin 36 IGHV-geenid. 31 geenid l1oytyi UMD3.1-genomikokoonpanosta
ja viisi geenid trace-sekvensseistd. Koska Btau_4.2-genomikokoonapanosta loytyi
ainoastaan kaksi geenid, jotka olivat vield identtisi& UMD3.1-kokoonpanosta
I6ytyneiden geenien kanssa, ty0 paatettiin perustaa ainoastaan UMD3.1-
genomikokoonpanoon. Kromosomista 7 10ytyi 17 geenid, ja kromosomista 21 10ytyi 12
geeniéd. Kahta UMD3.1-genomikokoonpanosta l0ytynytta geenia (IGHV1S10,
IGHV2S13) ei ollut sijoitettu mihinkdan kromosomiin. Mydskaan viiden ainoastaan
trace-sekvensseista l10ytyneen geenin (IGHV1S11-1GHV1S14 ja IGHV2S14)
kromosomisijaintia ei voi paatelld. Kaksi UMD3.1-genomikokoonpanosta 10ydetyista
geeneistd olivat sekvensseiltdén identtisia (IGHV3S7 ja IGHV3S8), mutta sijoitettuna

eri paikkaan kromosomissa, joten ne laskettiin eri geeneiksi. (Taulukko 11).

Kymmenen geenia taytti kaikki tssa tutkimuksessa asetetut toimivan IGHV-geenin
kriteerit, mutta EST-tietokannan mukaan vain kahdeksan ilmentyy. Kaikkiaan EST-
osumia loytyi 12 geenilld, mutta neljan kohdalla niité oli niin v&han, ettei geeni laskettu

tassa tutkimuksessa toimivaksi. (Taulukko 11).

Loydetyt IGHV-geenit jaettiin fylogeneettisen analyysin ja sekvenssi-identtisyyksien
perusteella kolmeen alaryhméén. IGHV1:ksi nimedmaamme alaryhméan kuului 14 tassa
tutkimuksessa 10ydetyn geenin lisédksi ainoa aiemmin raportoitu ilmentyvé naudan
IGHV-perhe (BovVyl) (Saini ym. 1997). Fylogeneettisen analyysin perusteella IGHV1
ja 14 geenistd koostuva IGHV2 kuuluivat nisdkkaiden 11 klaaniin. Kahdeksasta geenista
koostuva IGHV3 kuului nisédkkéaiden | klaaniin. IGHV3-alaryhméssa leusiini paikassa
89 on korvautunut metioniinilla. Kaikki ilmentyvat geenit kuuluivat IGHV1-alaryhmaan
ja niiden FR- ja CDR -alueet olivat yhtd pitkat. (Taulukot 11 ja 12; Kuva 4).
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CHKIGHVAA Gallus
M99686|IGHV5-51*01|Homo
———— LL0057|IoHVT-d 01 Homo
AC073563|IGHV9-3*01|Mus
——— X07448|IGHV1-2*01|Homo
ACO79273&IGHV14-1*01|MU5
IGHV3S2

IGHV3S3

IGHV3S6
IGHV3S1
IGHV3S5

IGHV3S4
IGHV3S7
IGHV3s8

AC073590|IGHV1-1*01|Mus
[ X62111|IGHV2-5*01|Homo
L—————————————————— AC074329|IGHV8-5*01|Mus
AC073563|IGHV12-1*01|Mus
AC073563|IGHV3-1*01|Mus
X05713|IGHV4-4*01|Homo
HV256

IGHV2S11

IGHV2s12
IGHV2S10

IGHV2513

| — XQZZZﬂIGHVG-l*Ul\ Homo

IGHV2s8

HV2S7

T
IGHV2S3

® 14 Equus cDNA-sekvenssid
IGHV1S8
—=@ 12 Tursiops cDNA-sekvenssia

—— Z49181 Ovis
— Z49188 Ovis
' Z491é§“€;’159
Vis
Z49186 Ovis
Z49180 Ovis
Z49187 Ovis
Z49184 Ovis
Z49183 Ovis
Z49185 Ovis
—— IGHV1S1
—— IGHV1S14
[—— BTU55169
IGHV1S3
BTU55175

IGHV.
BTU55170
BTU55171

BTU55165
IGHV1512
IGHV1S4
BTUS55164
BTUS55167
—[[ IGHV1S7
BTUS5166

{ IGHV1S6
BTU55168

BTU55174
IGHV1S10
BTU55172
BTU55173

AC090887|IGHV5-1#01|Mus

AC073561[IGHV10-1*01|Mus
AC073563|IGHV16-1*01|Mus

M99650|IGHV3-6+01|Homo

AJ245191 Camelus

AC090887|IGHV6-1*01|Mus
AF305949 Lama

AJ245175 Camelus

AC073563|IGHV11-1*01|Mus

AC079273|IGHV4-1*01|Mus

[——@ 15 Sus genomista IGHV-sekvenssid
C AJ245156 Camelus
AJ245162 Camelus
[—=@ 13 Camelus & Lama genomista IGHV-sekvenssid
L [ ACO73589/IGHVI3-1+01|Mus
AC079273|IGHV7-1*01|Mus
——= 10 Canis genomista IGHV-sekvenssi

—|_— AJ320205 Tursiops
AF305950 Lama

'— @ 4 Camelus & Lama genomista IGHV-sekvenssia

AC090843|IGHV15-2*01|Mus

AC090887|IGHV2-1*01|Mus

Kuva 4. Fylogeneettinen puu naudan ja lahisukuisten lajien IGHV-geeneisté.
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Taulukko 11. Naudan IGHV-geenit ominaisuuksineen.

Nimi Ch Oct Exonl Exon2 Cys23 Trp4l Leu89 Cysl04 Hepta Nona Func EST FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
IGHV1S1 21 OK OK OK OK OK OK OK OK OK Kylla 277 75 24 51 21 114
IGHV1S2 21 OK OK OK OK OK OK OK OK OK Kylla 195 75 24 51 21 114
IGHV1S3 21 OK OK OK OK OK Met OK OK OK Kylla 417 75 24 51 21 114
IGHV1S4 21 OK OK OK OK OK OK OK OK OK Kylla 2 75 24 51 21 114
IGHV1SS 7 OK OK STOP OK OK - OK OK OK Ei 15 75 24 51 21 114
IGHV1S6 7 OK OK STOPS OK OK OK OK OK OK Kylla 88 75 24 51 21 114
IGHV1S7 7 (OK) OK OK OK OK OK OK OK (OK) Kylla 67 75 24 51 21 114
IGHV1S8 7 OK OK STOPS OK OK - OK OK OK Ei 0 75 24 51 - -

IGHV1S9 7 - OK STOPS - OK - OK OK (OK) Ei 0 - 24 51 21 -

IGHV1S10 - OK OK OK OK OK OK OK OK (OK) Kylla 242 75 24 51 21 114
IGHV1S11 - OK OK OK OK OK OK OK OK OK Kylla 342 75 24 51 21 114
IGHV1S12 - OK OK OK OK OK OK OK OK OK Kylla 5 75 24 51 21 114
IGHV1S13 - OK OK STOP OK OK - OK OK (OK) Ei 3 75 24 51 21 114
IGHV1S14 - OK OK OK OK OK OK OK OK OK Kylla 461 75 24 51 21 114
IGHV2S1 21 OK OK STOP OK (OK) OK OK (OK) (OK) Ei 0 75 25 51 21 114
IGHV2S2 21 (OK) (OK) STOPS OK OK OK - OK (OK) Ei 0 71 25 51 21 111
IGHV2S3 21 (OK) STOP STOPS OK - OK OK OK (OK) Ei 0 58 23 - - -

IGHV2S4 21 OK (OK) STOP OK (OK) OK OK OK (OK) Ei 0 77 25 51 21 114
IGHV2S5 21 (OK) (OK) STOPS OK (OK) OK OK OK (OK) Ei 0 75 25 51 21 114
IGHV2S6 7 OK (OK) STOP OK (OK) OK OK OK (OK) Ei 0 75 25 51 21 112
IGHV2S7 7 (OK) STOP STOPS OK - OK OK OK (OK) Ei 0 58 23 - - -

IGHV2S8 7 OK OK STOPS OK - OK OK OK (OK) Ei 0 74 23 - - -

IGHV2S9 7 OK (OK) OK OK OK OK - OK (OK) Ei 0 75 27 51 21 114
IGHV2S10 7 (OK) OK STOPS (OK) (OK) (OK) (OK) OK (OK) Ei 0 - 25 51 21 111
IGHV2S11 7 (OK) OK STOPS OK OK OK OK OK (OK) Ei 0 72 25 51 21 112
IGHV2S12 7 (OK) OK STOPS OK OK OK OK OK (OK) Ei 0 72 25 51 21 112
IGHV2513 - (OK) OK STOPS OK OK OK OK OK (OK) Ei 0 - 25 51 21 112
IGHV2S14 - - (OK) STOPS OK (OK) OK OK (OK) - Ei 0 75 25 51 21 114
IGHV3S1 21 (OK) (OK) STOPS OK - Met89 (OK) (OK) (OK) Ei 0 74 21 51 23 114
IGHV3S2 21 (OK) (OK) STOPS OK - Met89 (OK) (OK) - Ei 0 74 21 51 23 114
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Taulukko 11. Jatkoa

Nimi Ch Oct Exonl Exon2 Cys23 Trp4l Leu89 Cysl04 Hepta Nona Func EST FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
IGHV3S3 21 (OK) (OK) STOPS OK OK Met89 (OK) (OK) - Ei 0 74 21 51 23 114
IGHV3S4 7 (OK) (OK) STOPS OK - Met89 (OK) (OK) (OK) Ei 0 74 21 51 23 113
IGHV3SS 7 (OK) - STOPS OK OK Met89 (OK) (OK) (OK) Ei 0 65 24 51 23 113
IGHV3S6 7 (OK) (OK) STOPS OK - Met89 (OK) (OK) - Ei 0 74 21 51 23 114
IGHV3S7 7 (OK) (OK) STOPS OK OK - (OK) (OK) (OK) Ei 0 74 21 51 23 114
IGHV3S8 7 (OK) (OK) STOPS OK OK - (OK) (OK) (OK) Ei 0 74 21 51 23 114

Ch = kromosomi; Oct = promoottori oktameeri; Exonl = 1. eksoni; Exon2 = 2. eksoni; Cys23 = kysteiini 23. aminohappona; Leu89 = leusiini 89.
aminohappona; Cys104 = kysteiini 104. aminohappona; Hepta = rekombinaatiosignaalin heptameeri; Nona = rekombinaatiosignaalin nonameeri; Func
= vaikuttaako geeni toimivalta; EST = EST osumien Ikm; OK = kyseinen ehto tayttyy/promoottori tai RSS on konsensussekvenssi; (OK) = promoottori
tai RSS loytyy, mutta poikkeaa konsensussekvenssistd; STOPS = STOP-kodoni keskelld lukukehysta; Met89 = Leu89:n korvaa metioniini; - = el
tietoa/ehto ei tayty
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Taulukko 12. FR1-FR3-alueiden sekvenssi-identtisyyksien vaihteluvali ja keskiarvo
(suluissa) naudan IGHV-alaryhmien siséll4 ja valilla (%).

IGHV1 IGHV2 IGHV3
IGHV1 75— 99 (89)

IGHV2 56 — 68 (64) 78 — 99 (86)

IGHV3 48 — 54 (52) 47 - 55 (51) 84 — 100 (94)

6 POHDINTA
Tama tutkimus vahvistaa kasityksen naudan suppeasta ituradan IGHV-

geenivalikoimasta (Berens ym. 1997; Saini ym. 1997; Sinclair ym. 1997; Lopez ym.
1998). Kaikki naudan ilmentyvat IGHV-geenit kuuluvat yhteen alaryhmaan (IGHV1),
johon pseudogeenit ja aiemmin julkaistut sekvenssit mukaanlukien kuuluu 26 geenié.
Samoin tutkimuksemme vahvistaa aiemmat epéilyt ilmentymattomista IGHV-
alaryhmista (Berens ym. 1997). Naudalla on kaksi kokonaan pseudogeeneistd koostuvaa
IGHV-alaryhmaa, joista toinen kuuluu nisakkaiden I klaaniin, ja toinen IGHV1-
alaryhman tavoin Il klaaniin. Naudalta siis puuttuvat kokonaan nisékkaiden I11 klaaniin
kuuluvat IGHV-geenit.

Tasséa tutkimuksessa naudalta 10ydettiin 36 uutta IGHV-geenid, joista kuitenkin
todennadkoisesti ainoastaan kahdeksan ilmentyy. IGHV-geenien evoluutiossa
tasapainottelevat uusien geenien synty kahdentumalla ja vanhojen rappeutuminen
mutaatioiden kertyessa pseudogeeneiksi (Ota & Nei 1994; Nei ym. 1997). IGHV-
geenien suuresta lukumaarasté johtuen yhteen geeniin kohdistuva valintapaine on
alhainen, joten pseudogeenitkin voivat séilyd genomissa pitkadn ja muodostaa
merkittdvén osan IGHV-geenien kokonaismaarasta. Kaikilla selkarankaisilla merkittava
osa IGHV-geeneista on pseudogeeneja. Esimerkiksi ihmiselld ja rotalla vain yksi
kolmasosa IGHV-geeneista on toimivia. Toisaalta nailla lajeilla IGHV-geenien
kokonaismé&éarakin on huomattavasti suurempi kuin naudalla (Matsuda ym. 1998;
Hendricks ym. 2010).
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Yhteensa tassé tutkimuksessa 10ydettyjé ja aiemmin julkaistuja naudan IGHV-geeneja
on 48, joka saattaa olla yliarvio naudan ituradan IGHV-geenivalikoimasta. Yleisesti
ottaen IGHV-geenit ovat hyvin polymorfisia. Sekvenssi-identtisyyksien perusteella ei
voi todeta, ovatko kaksi geenid toistensa alleeleja vai paralogeja (Pramanik ym. 2011).
Toisin sanoen onko kyse lokuksen sisaisestd vai kahden kahden lokuksen valisesta
vaihtelusta. Tdysin homotsygootin yksilon perimassa alleeleista johtuva vaihtelu olisi
eliminoitu, mutta naudan genomiprojekti perustuu kahteen yksiloon, jolloin aineistossa
on saattanut ndiden yksiloiden korkeasta sukusiitosasteesta (30 %) huolimatta olla
usesta alleeleita samasta geenisté. Liséksi kahden t&ssé tutkimuksessa 10ydetyn taysin
identtisen geenin kohdalla voimme vain todeta, ettd kayttssa olevan tiedon perusteella
kyseessa ovat eri geenit. T&ssa tutkimuksessa ei myoskaan loydetty aiemmin
julkaistujen IGHV-geenien kanssa tdysin identtisid sekvenssejd, mika sekin antaa
ymmartéd, ettd 48 geenistd osa on ainoastaan saman geenin eri alleelleita. Toisaalta
esimerkiksi ihmiselld IGHV-geenien lukumaaréssé esiintyy myos haplotyyppikohtaista
vaihtelua (Lefranc 2001a). Vastaava ilmio myos naudalla selittaisi aiemmin

raportoitujen geenien puuttumisen t&ssé tutkimuksessa I0ydettyjen joukosta.

Naudan IGHV-geenejé 16ytyi UMD _3.1-genomikokoonpanon kromosomeista 7 ja 21.
Kahden taydellisen toimivan IgH-lokuksen l6ytyminen nisékkaaltd olisi todella
poikkeuksellista (Hsu ym. 2006). Todennakdisesti 10ydoksessé on sittenkin kyse
virheestd genomikokoonpanossa. Ihmisen IgH-lokus sijaitsee kromosomissa 14 (Cook
ym. 1994). Hybridisaatioon perustuvan kromosomien homologian perusteella naudan
kromosomi 7 vastaa ihmisen ihmisen kromosomeja 5 ja 19, ja haudan kromosomi 21
vastaa ihmisen kromosomeja 14 ja 15 (Chowdhary ym. 1996). My6s naudan Cy-geenit
sisaltava lokus on paikallistettu kromosomiin 21 (Gu ym. 1992). Toisaalta naudalla on
I0ydetty p-geenin kaltainen IgML1-geeni myds kromosomista 11 (Gu ym. 1992;
Tobinjanzen & Womack 1992). Edelleen, kromosomista 11 on l6ydetty myos IGHJ-
geeneja (Hosseini ym. 2004). Poistogeenisid nautoja tutkimalla on vahvistettu, etta
molemmat naudan IgH-lokukset ovat toimivia (Kuroiwa ym. 2009). Jos kromosomissa
11 ei ole IGHV- ja IGHD-geenej4, toimivan IgH-geenin kokoaminen vaatii geenien
jarjestelyd kromosomien valilla. Luukaloilla, joilla voi olla useita IgH-lokuksia, IGHV-
ja Cy-geenit rekombinoituvat myos lokuksien vélilla (Yasuike ym. 2010). Kanilla ja
hiirelld puolestaan tapahtuu immunoglobuliinin luokanvaihtoa kromosomien vélill&

(Knight ym. 1995; Reynaud ym. 2005). Naudan IGHV-geenien sijainnille saadaan
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lopullinen varmistus vasta kun ne fyysisesti paikannettu esimerkiksi in situ -

hybridisaatiolla.

Naudan IGHV1- ja IGHV2-alaryhmat kuuluvat nisakkaiden 11 klaaniin, kun taas
IGHV3 kuuluu I klaaniin. Ilmentymatén IGHV2 on todennakdisesti havaittu
aikaisemmin hybridisaatiolla hiiren IGHV3-alaryhmaan kuuluvien geenien kanssa
(Berens ym. 1997). Samalla menetelmé&ll& naudalta on I6ydetty myds hiiren IGHV5- ja
IGHV7-alaryhmid vastaavat, ja siten 111 klaaniin kuuluvat alaryhmét (Tutter & Riblet
1989; Berens ym. 1997). IGHV-alaryhmien tunnistaminen hybridisaatiolla kdyttaen
koettimina toisen eldinlajin sekvensseja ei luultavasti ole téysin luotettava menetelma,
vaikka toisaalta nimenomaan Il klaaniin kuuluvien geenien oletetaan muuttuvan muita
klaaneja hitaammin (Tutter & Riblet 1989). Téssa tutkimuksessa ei kuitenkaan saatu
vahvistusta naudan 111 klaaniin kuuluville IGHV-alaryhmille. Koska téssa
tutkimuksessa kéytettiin hakusekvensseind kaikkia ihmisen ja hiiren IGHV-geenej4, ja
lisdksi geeneja haettiin suoraan rekombinaatiosignaalisekvensseilld, on melko
epatodenndkdistd, ettd kokonaisia alaryhmia olisi jaanyt 16ytymétta. Geeneja on voinut
jaada loytymaéttd ainoastaan, jos ne puuttuisivat naudan genomiprojektin
sekvensointidatasta, mik& sekin tuntuu melko epédtodennakdiseltd, koska naudan perima

on genomiprojektissa luettu keskimaarin seitseméaén kertaan (Elsik ym. 2009).

I11 klaania pidetdan nisédkkaiden IGHV-klaaneista evolutiivisesti vanhimpana (Tutter &
Riblet 1989). Naudan kaukaisemmista sukulaisista sian ainoa IGHV-perhe kuuluu 111
klaaniin (Butler ym. 2009). My6s kaikki kamelieldinten IGHV-perheet kuuluvat 111
klaaniin (Nguyen ym. 2002). Lampaalla toistaiseksi ainoa genomisesta DNA:sta
tunnettu IGHV-perhe kuuluu naudan IGHV1-alaryhman tavoin Il klaaniin (Dufour ym.
1996). Lampaan IGHV-valikoima saattaa kuitenkin olla laajempi. Lampaan mRNA-
sekvensseista on tunnistettu jopa yhdeksan IGHV-perhettd, joissa on edustettuina kaikki
nisdkkaiden IGHV-klaanit (Charlton ym. 2000). mRNA-tutkimuksessa on
immunoglobuliinigeenien kohdalla aina virheldhteena V(D)J-rekombinaation jalkeen
tapahtuneet somaattiset mutaatiot, eivatk& muut tutkijat ole onnistuneet toistamaan
Charltonin ym. (2000) tuloksia (Jenne ym. 2006).
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Miksi nauta ilment&4 ainoastaan yhden alaryhmén geeneja? IGHV-geenien
sijoittumisella ei pitéisi olla vaikutusta ilmentymiseen, koska kaikkiin kolmeen
alaryhméaén kuuluvat geenit sijaitset lomittain naudan perimdssa. Eri IGHV-alaryhmien
koodaamat immunoglobuliinit saattavat poiketa ominaisuuksiltaan. Esimerkiksi |
klaaniin kuuluvassa naudan IGHV3-perheessa leusiini paikassa 89 on korvautunut
metioniinilla, mikd ndiden geenien ilmentyessé on saattanut vaikuttaa antigeeniin
sitoutuvan alueen laskostumiseen. Muutenkin IGHV3-alaryhmassa on vain véhén
vaihtelua (sekvenssit keskimaarin 94 % samoja), joten sen oltava verraten nuori
alaryhmad, tai siihen on kohdistunut menneisyydessé stabiloiva luonnonvalinta.
Ensimmainen vaihtoehto ei todennakdisesti pida paikkaansa, koska IGHV3-alaryhméan
geenit sijaitsevat genomissa muiden alaryhmien geenien kanssa sekaisin. Jos IGHV3-
perhe olisi ollut tarked naudan edeltgjien selviytymiselle, luonnonvalinta olisi karsinut
siihen kohdistuneet mutaatiot tehokkaasti. Edelleen, IGHV3-alaryhman muuttuminen
naudalle vahingolliseksi jossain vaiheessa voisi selittad sen rappeutumisen
pseudogeeneiksi STOP-kodoneita aikaansaavilla pistemutaatioilla. Marehtijat ovat
yksimahaisiin verrattuna hyvin riippuvaisia ruoansulatuskanavan symbioottisista
mikrobeista. Ehk& I ja 111 klaaniin kuuluvien IGHV-geenien koodaamilla
immunoglobuliineilla on ominaisuuksia, joiden vuoksi mérehtijoiden ja
suolistomikrobien yhteiselo hairiintyisi. Ajatus voi tuntua kaukaa haetulta, mutta
esimerkiksi hiirilla tietyt antigeenit voivat stimuloida eri IGHV-perheisiin kuuluvien
geenien ilmentymistd (Jeong & Teale 1988). Tietysti on mahdollista, ett& naudan suppea
IGHV-valikoima on ainoastaan sattuman tulosta. Kaikista selkérankaisten luokista
16ytyy lajeja, joiden IGHV-valikoima on menneisyydessa supistunut ja alkanut sitten
rakentumaan uudelleen. Esimerkiksi kaikki vesinokkaeldimen IGHV-geenit vaikuttavat
syntyneen yhden ainoan geenin monistuessa vesinokkaeldimen ja nokkasiilien
kehityslinjojen eroamisen jalkeen (Johansson ym. 2002). Naudan IGHV-alaryhmét ovat
suhteellisen suuria, mik& sopisi teoriaan menetetysté ja uudestaan rakentuvasta IGHV-

valikoimasta.

Moneen muuhun lajiin verrattuna naudan IGHV-valikoima on hyvin suppea. Ituradan
kolmesta IGHV-alaryhméstd ainoastaan yksi ilmentyy, ja siihenkin kuuluvat geenit ovat
keskendén hyvin samankaltaisia. Esimerkiksi kaikkien ilmentyvien geenien FR- ja
CDR-alueet ovat yhtd pitkat. Kun nauta lisaksi kayttad padasiassa vain yhta IGHJ-

geenid (Hosseini ym. 2004), naudan IgH-ketjun rekombinatorinen monimuotoisuus on
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vaistamatta alhainen (Zhao ym. 2006b). Nautaan johtava kehityslinja on menettanyt 111
klaaniin kuuluvat IGHV-geenit aikaisintaan sikoihin johtavan linjan eroamisen jélkeen.
Tarkempi ajoitus vaatisi naudalle laheisempéaad sukua olevien lajien, kuten valaiden ja
hirvieldinten perimén selvittdmistd. Samalla saataisiin ehka valaistusta kysymykseen
miksi | klaaniin kuuluvat IGHV-geenit ovat naudalla rappeutuneet pseudogeeneiksi.
Naudan IGHV-alaryhmien tunteminen auttaa ymmartdmaan immunoglobuliinien

monimuotoisuuden tuottamista suppean ituradan IGHV-valikoiman lajeilla.
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