BIOCHIMIA TESUTULUI CONJUNCTIV

Tesutul conjunctiv este format din matricea extracelulara si anumite tipuri de celule.
Matricea extracelulard (ME) indeplineste functii structurale i de suport. Este cel mai
raspindit tesut al organismelor vii. Dintre cele mai cunoscute sunt: ligamentele, fasciile,
tendoanele, matricea organicd a oaselor, dintilor, pielii. Este caracteristic §i organelor
moi (ficat, rinichi etc). Inconjoar vasele sanguine, leaga intre ele celulele tesuturilor.
Umple cavitatea intre celule cu substanta de baza cu rol organizatoric in tesuturile ce
se dezvolta. Existd numeroase legdturi structurale si functionale permanente intre matrice
si celulele respective. O matrice extracelulara ordonatd influenteaza organizarea si func-
tionarea celulelor pe care le contine.

Matricea extracelulard este constituitd din proteine fibrilare incluse intr-un gel
polizaharidic hidratat, care interactioneaza si se asambleaza in structuri tridimensionale.

Cele mai importante proteine sunt colagenul si elastina. Avind o cotd de
1/3 din toate proteinele vertebratelor, colagenul, cantitativ, predomina fata de celelalte
proteine.

Colagenul. Se prezinta prin fibre cu structura transversal hagurata, acestea fiind
dispuse diferit in dependentd de functia biologica a tesutului respectiv.

In tendoane exista fascicule paralele legate transversal; in piele formeaza o retea de
densitate neregulatd; in corneea ochiului fibrele sunt dispuse in cruce.

Fibrele de colagen rezista la o tractiune de 10000 ori mai mare decit greutatea lor;
sunt cu mult mai rezistente decit o sirma de otel cu sectiune transversala similara. Dar
cum n-ar fi dispuse fibrele de colagen in tesutul conjunctiv, la microscopia electronica
intotdeauna se profileaza principiul comun — hagurarea transversal-repetata.

Dintre proprietitile deosebite se evidentiazi capacitatea de a forma fibrile insolubile,
cu o elasticitate mare. Structura fibrelor de colagen este in dependenta de tipul tesu-
tului si corespunde destinatiei sale. Totodatd, colagenul e unicul constituent al organismelor
superioare, care manifesta rezistenta la tractiune.

Colagen din greceste inseamna “a forma clei”. Insolubilitatea colagenului pe parcur-
sul multor ani a fost o piedica in studiul proprietatilor chimice. S-a observat ca colagenul
din tesuturile animalelor tinere poate fi extras in forma solubila, cauza fiind prezentain el
aunul numar relativ mic de legaturi tfransversale. Unitatea structurala de baza este
tropocolagenul constituit din trei lanturi polipeptidice de aceeasi lungime (fig. 8.12).

Componenta catenelor e dependenta de tipul
de colagen (probabil, existd nu mai putin de 10
forme moleculare de colagen).

Cele mai raspindite sunt 4 tipuri de colagen in
functie de tipul lantului o.constituent:

Colagen tip 1 —se afld in cantititi mai mari. In
organism e constituit din 2 lanturi de aceeasi Esblon
structuri [ala)]z si al treilea lant [Clz(l)]. Este Figura 8.12. Triplu-a-elice in colagen
localizat in piele, tendoane, oase, cornee, organele
interne. Celelalte tipuri au trei lanturi identice:
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Colagen tip Il [0 (I)],, localizat in cartilaj, discuri

intervertebrale, corpul vitros al ochiului;

Colagen tip Il [ (IIT)], — distribuit in pielea fetala,

~HN—CH,—CO ~

sistemul cardiovascular; Ciy, Pl
Colagen tip IV — [0, (IV)], —in membrana bazala.
Se numesc o, deoarece au conformatia elicei o.. De

vreme ce secventele de aminoacizi si hidroxilirile la 0y | @-Cetoglutarat

nivelul resturilor de prolil si lizil nu sunt identice in ;

toate lanturile polipeptidice, se constituie doua feluri de 'k VieC

lanturi o, numite, respectiv, o, cu variantele T, II, III,

IV silanturi o.,. Acestea sunt totusi omoloage, formate H,0 | Succinat+CO,

din circa 1050 resturi de aminoacizi si avind in multe
pozitii secvente identice.

Agadar, colagenul constituie o grupa de proteine
inrudite, avind o structurd caracteristicid. Dintre
aminoacizi predomina glicina (33%), alanina (11%).
Mult mai mult decit in alte proteine se contine prolina
(23%). Se mai inregistreza doi aminoacizi atipici—hidr-
oxiprolina si hidroxilizina.

~HN—CH,—CO ~

Cl H
OH Hidroxiprolina

Succesiunea resturilor de aminoacizi se caracterizeaza printr-un grad mare de pe-
riodicitate: aproape fiecare al treilea rest aminoacidic este glicind, se succed frecvent
resturile Gly-Pro-Hyp. Aceasta partricularitate o deosebeste de proteinele globulare,
lipsite de astfel de periodicitate. Proprietati identice poseda si fibrina matasei i elastina.

Multe resturi de prolina silizind in colagen se hidroxileaza. Formele hidroxilate nu
se includ in componenta lanturilor polipeptidice ale colagenului in procesul de sinteza
proteica. Hidroxiprolina marcata nu se fixeaza in colagenul nou — sintetizat experimental
la sobolani. Prolina radioactiva poate fi depistata in colagen ca si oxiprolina, ceea ce
confirma ca prolina, dar nu hidroxiprolina exogena, e precursoarea resturilor de hidr-

oxiprolind in colagen.
i
GCHQOH (|3Hz
H 5 ()= (le
Gal OH CH,
3 I
CH,0H CH;
6 o . i i
5 +NH —CH—CO ~
OH Hidroxilizina
HO |3 Glu
OH
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Procesul de hidroxilare a unor
resturi de prolina este catalizat de en-
zima prolil hidroxilaza ce poseda
in centrul activ atomul de Fe in
fieroforma (Fe?*). Donator al atomi-
lor de oxigen, ce se atageaza la C,
al prolinei, este O,. Procesul e cuplat
cu oxidarea «-cetoglutaratului la
succinat. Prolilhidroxilaza e o dioxi-
genaza. Reactia necesita §i vitamina
C gratie conservarii Fe in fieroforma.

Hidroxilarea e o reactie foarte
specificd. Sunt hidroxilate unele frag-
mente ale lantului polipeptidic nespi-



ralizat si sunt hidrozilate numai resturile de prolina situate la capatul aminic al restului de
glicina.

Lizil hidroxilaza actioneaza conform aceluiasi mecanism — hidroxilarea la C, i un
numar suficient de resturi de lizina.

Structura colagenului contine i unele unitati glucidice, covalent atasate la hidroxi-
lizind. Mai frecvente sunt dizaharidele, glucoza si galactoza (glicozil galactoza). Atasa-
rea zaharidelor are loc prin activitatea consecutiva a galactozil transferazei si glucozil
transferazei. Enzimele suntspecifice fata de hidroxilizil nespiralizat. Numéarul unitatilor
de glucide depinde de tipul colagenului (tipul I are 6, 1ar IV - 110).

Lanturile o din constitutia oricérui tip de colagen se deosebeste de lanturile o.din
alte proteine, fiindca au un pas mult mai mare (9,3r). Distanta dintre 2 aminoacizi
masurata de-a lungul elicei este de 3,3 fata de 1,4 in lanturile o obisnuite. Aceasta
dispunere spatiald este determinatd de numeroasele resturi de prolina aflate in lant.
Asocierea a trei lanturi o si impletirea lor in forma helicoidala rezulta din formarea unei
elice triple, cu pasul de 28€. Aceasta structura de baza (ca unitate) e numita tropoco-
lagen (TC) (fig.8.13).

Acesta are diametrul de 15 si

: T Molecula de } :
lungimea de 3000E. In fibrele de ropocolagen _ Intervalul dintre moleculele de

colagen moleculele de TC sunt aso- Mw.
ciate atit in lungime, cit g1 in latime.

Fiecare moleculd este deplasata =i n & : .i - -
fata de cea alaturata cu un sfert din :
lungimea e si, ca rezultat, fibra ca- mML_“"' '__..

400A 2000 A

atduna t stri “
p APGORREEAL, T BOE TRt Figura 8.13. Schema organizarii fibrei de colagen

clare, separate de zonele mai
intunecate.

Inlant lipsesc legaturile de hidrogen. Stabilitatea elicei e determinati de fortele sterice
de respingere a inelelor pirolice din resturile de prolina. Legatura de hidrogen e situata
in elicea tripla intre grupele NH ale glicinei i CO a resturilor de acid din alt lant. Fortele
de hidrogen actioneaza perpendicular pe lungimea osiei de tropocolagen; participa si
fortele de hidrogen intre grupele OH ale hidroxiprolinei i ale moleculelor de apa. Tro-
pocolagenul in spatiu se prezinta sub forma de bastonas.

Care-icauza ca inpozitiaa Ill-a secventei aminoacidice din tropocolagen e situata
glicina? Spatiul intern al triplei elice e foarte mic, ceea ce permite localizarea doar a
unui rest de glicind. Fiecdrui pas al spiralei 1i revin 3 resturi de aminoacizi, fiecare al
treilea apartinind glicinei. Celelalte doua resturi se posteaza pe partea externa a triplului,
unde usor se stabilizeaza inelele mari ale prolinei §i hidroxiprolinei. Rolul glicinei e
determinat de spatiul mic, care nu pericliteaza asocierea lanturilor polipeptidice, fapt
datorat simplitatii glicinei.

Laincilzirea solutiei de tropocolagen, el isi pierde calititile fizice —structura tripla
spiralizata se distruge, apare gelatina.

Pierderea acestei structuri inalt organizate are loc la limite neinsemnate de
temperatura. Stabilizarea structurii e determinata de interactiuni cooperative. Tempera-
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Figura 8.14. Formarea fibrei de colagen (tip 1)

-574 -

pro-a; si pro-a, sunt
transcrise in mMRNA

-Mnlecula de procolagen se secret;
din granulele Golgi in matricea

Procolagen peptidazele
inliturd capetele N-, C-
terminale

1

. A
a de colagen in fibre
legaturilor incrucisate




tura de topire e acea la care structura spiralizata se pierde pe jumatate.

Acestindice e un criteriu al stabilitatii acestei triple elice sia colagenului. Colagenul
diferitelor organisme diferd in conformitate cu Tt. Diferentele de termostabilitate core-
leaza cu continutul prolinei si al hidroxiprolinei in colagen. Cu cit mai mulfi iminoacizi
existd, cu atit e mai stabila spirala de colagen. Stabilitatea creste in procesul evolutiv
de la animalele homeotermice la poichilotermice. Pro- 1 hyp- functioneaza in calitate
de lacat, stabilizind elicea; hidroxilarea amplifica duritatea spiralet:

Exemplu: poly(Pro-Pro-Gly) (-Tt=24°C)

poly(Pro-Hyp-Gly) (-Tt=58° C)

Dereglarile in hidroxilare este defect biochimic la scorbut. Vitamina C asigura func-
tionarea prolil hidroxilazei. Colagenul sintetizat fara vit.C are o temperaturd de topire
mica, nu e capabil sa formeze fibre normale, duce la afectiuni ale pielii, vaselor sanguine,
ce denota scorbutul.

Biosinteza colagenului

Sunt atestate 10 etape in cadrul sintezei ordonate pe secvente bine reglate: asambla-
rea aminoacizilor (1), hidroxilarea (2), formarea helixului (3), glicozilarea (4), expulzarea
din celula (5), transportul la fibre in evolutie (6), transformarea procolagenului in colagen
(7), formarea aldehidelor (8), formarea fibrei (9), stabilirea legaturilor incrucisate (10)
(fig.8.14).

Lantul polipeptidic al colagenului se sintetizeazi sub forma unui precursor —
procolagen, posedind peptide la ambele capete. Aceste peptide, fata de secventa
aminoacizilor, diferd fundamental de portiunea de baza. Ele contin putind glicind, prolind
s1 hidroxiprolina.

Peptidele N-terminale contin punti disulfidice intracatenar, cele de la C-terminal
sunt legate prin legaturi disulfidice absente in colagen. Procolagenul este sintetizat de
fibroblagti, apoi secretat in spatiul intercelular al tesutului conjunctiv, unde este scindat
de procolagen peptidaze (peptide terminale). Dereglarile in aceste transformari cauzea-
za o afectiune generalizatd a tesutului conjunctiv. Bolnavii de sindromul Elers-Danlos
sunt de statura mica, pielea lor e extrem de elastica, au o superflexibilitate a articulatiilor.
Sufera 1 animalele mari cornute — dermatosparacsis.

Formarea fibrei de colagen are loc spontan in spatiul extracelular, ca rezultat al
atagarii specifice a fibrelor de tropocolagen. Microscopia electronica si analiza
roentgenostructurala indica ca fibrele de colagen sunt striate la interval de 680A. Mole-
culele de tropocolagen (TC) nu sunt legate capat de capat, au un interval de 4004, ceea
ce comportaun rol important la organizarea oaselor —locusul pentru fixarea cristale-
lor de fosfat Ca** (adica locusul de depunere a compusilor minerali ai oaselor). Primele
cristale se depun la un interval egal cu 680A.

Procesul de constituire a colagenului e analog cu formarea fibrinei, unde procolagenul
e similar cu fibrinogenul, iar procolagen peptidazele au afinitate analoaga trombinei.

Peptidele terminale impiedica organizarea inoportuna a fibrelor participante posibi-
le la transportul procolagenului prin membrana fibroblastilor. La ctapa intracelulara
aceste peptide favorizeaza orientarea reciproca si fuziunea celor trei lanturi. Un rol
deosebit 1l au legaturile disulfidice intercatenare.
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Colagenul se formeazd in
lichidul extracelular, in apropierea
fibroblastilor. Ca si fibrina, este
stabilizat de legaturi covalente
incrucisate. Inregistrim 2 tipuri
de legaturi: intramoleculara, in
aceeasi unitate tropocolagenica si
intermoleculara — intre unitati.
Asemenea legaturi persista in co-
lagen si elastina.

Constituirea lor necesita
parcurgerea urmdtoarelor cate-
gorii de procese extracelulare:

1) Oxidarea unor resturi de
Lys si His la aldehidele res-
pective.

2) Condensarea aldehidelor
formate cu resturi de lizina, con-
ducind la bazele Schiff corespun-
zatoare.

3) Condensari (aldonica si
crotonicd) ale doua resturi de
aldehida.

4) Condensarea aldehidei de
tip crotonic, cu resturi de histidina.

E posibild legatura covalenta
si curesturile de lizind. Numarul
si tipul de legaturi Incrucisate
sunt dependente de functia si vir-
sta tesutului — tendonul Ahile, de
exemplu, are foarte multe legaturi,

Co
+ |
~CHy~(CHyy
NH
le:lmnﬁaza
¢ NHs* H» .
'C;O éo
CH—(CHy)5— C CH
I:\'II-I Compusi aidehi dict NH
‘f]»'O Condensarea {!'JO
<|3H“ (CH)s—~ CH=(|3“ (CHp)o— C|3H
NH 8 NH
; N z
: J = :
"'NH—(|3H—CO"'
CH—C——N
»
C|O 1\|I (130
CH—(CH,)y— CHyCH—CH—(CH,)—

NH & NH

¢ u

pe cind in coada sunt foarte putine.

Biosinteza colagenului decurge la fel in toate tesuturile, insd microfibrilele rezultate se
depuninmod specific in diverse organe (manunchiuri paralele asociate in acelasi plan cu
proteoglicanii, incit nu se mai pot identifica microfibrilele individuale).

Colagenul diferitelor organe si tesuturi se deosebeste prin diametrul microfibrilelor
(dela 150A la—1200A in tendoane). Cu virsta, diametrul colagenului in cartilaje cregte
cu mult, ajungind la valoarea maxima de 2000A.

Rolul acestor legaturi incrucisate, ce determina gradul mare de elasticitate a fibrelor
de colagen, e vadit in /atirism —o maladie a animalelor cauzata de utilizarea mazarii
dulci (Latyris odoratus). Agentul toxic-B-aminopropionilnitril N = C-CH,~CH,-

NH,) inhiba conversia restului de lizind in formé de aldehida. Sub influenta toxinei,
colagenul pierde duritatea mecanica.

-576 -



Colagenul din diverse tesu- : ’
turi se reinnoieste in perioade - Co
variabile de timp. Investigatiile | |
cu izotopii radioactiviaplicate CH—(CH,);— CH;~ NH—CH,—(CHy);— CH
pe sobolani au demonstrat ca \ H

: Lizilnorleuci
timpul de Injumatatire a colage- N H NI {Tocrﬁlincao ke NH
nului din pielee de 200 zile, al -

celui din mugchi— 60 de zile,iar - ((ITH )2 :

a celui din ficat—30 de zile. : :
Existd situatii in care regene- (fO CHy (|:0

rarea e mult mai rapida. Intre CH—CH,—CH .~ CH;—CH,—CH

perioada de degradare si rein- | |

noire (biosinteza) exista, in NH xt NH
conditii fiziologice, un echilibru. - 1
Degradarea colagenului CH,
are loc sub actiunea enzimei
ce scindeaza legaturile peptidi- (CHy);
cein anuz_nitc_a frggmente a_lle co- s CO—CH—NH:
lagenului spiralizat. Enzimele, Desmozna

numite colagenaze, sunt se-

cretate in forma neactiva — procolagenaze. Colagenazele tisulare se depisteaza la repti-
le simamifere, in tesuturile supuse metamorfozei sau cregterii rapide: in citeva zile
tesutul dispare complet (la mormoloci); la mamifere — in tesuturile supuse reorgani-
zarii (uter, dupa nastere), la cicatrizarea ranilor. Timpul si efectul acestor colagenaze
se afld sub un control foarte riguros. Colagenaza la mormoloci are o specificitate
deosebita —enzima scindind initial tropocolagenul intr-un loc anumit, —cele 3 lanturi
polipeptidice. Cele 2 fragmente rezultate, la temperatura corpului, se desfac spontan si
devin accesibile actiunii altor enzime proteolitice.

Exista sioaltd grupa de colagenaze sintetizate de unele microorganisme (Clostri-
dium hystoliticum) — bacterie ce provoaca gangrena gazoasd. Secretd o enzima ce
scindeaza lantul polipeptidic in mai mult de 200 de locuri. Ea distruge bariera tesutului
conjunctiv, favorizind patrunderea bacteriei patogene in organism. Bacteria propriu-
zisi nu contine colagen si nu este supusi efectului colagenazei. in urma interventiei
colagenazelor, din colagen rezulta peptide, incluzind hidroxiprolina sau chiar hidroxipro-
lina libera, care nu poate fi utilizata pentru sinteza colagenului. Devenind un component
al plasmei, este transferata in ficat gi degradatd. O parte se elimind prin urina. Dozarea
ei in plasma si urina este un indicator perfect pentru aprecierea diverselor stéri patologice.

Elastina—proteina fibrelor elastice, se afla in tesutul conjunctiv §i se asociaza cu
colagenul, polizaharidele. Are capacitatea de a se lungi de citeva ori, cu restabilirea
ulterioard completd a formei si lungimii. In cantitati apreciabile se afld in peretele
vaselor sanguine (aorta), in tendoane. Se caracterizeazad printr-o compozitie amino-
acidicd specifica: ca siin colagen, 1/3 e reprezentatd de glicina, prolind, putina hidro-
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xiprolind, precum si aminoacizi polari, nu are hidroxilizina. Elastina posedd aminoacizi
nepolari alifatici - ala, val, leu, ile. In elastina matura exista multe legaturi incrucisate si
de aceea este practic insolubila.

Din tesutul porcinelor cu deficit de Cu®* s-a extras un precursor solubil denumit
proelastina. Deficitul de Cu* blocheaza formarea aldehidelor necesare pentru crearea
legaturilor incrucisate in elastina.

Studiul proelastinei confirma prezenta multor segmente bogate in lizind si alanina.
Anume in aceste fragmente are loc formarea legaturilor covalente incrucisate. Atitin
elasting, citsi in colagen remarcam o structurd ce participa la formarea legaturilor
incrucisate - lizil norleucina. Numai elastina contine desmozina formata din resturile a4
lizine.

Se sintetizeaza in fibroblasti, ca proelastind, devine elastind dupa secretia in
mediul extracelular. Legaturile transversale asigura elasticitatea in diferite directii.
Pancreasul secreta proelastaza activata de tripsind, cu transformarea in elastaza ce
hidrolizeaza legaturile peptidice constituite de grupa COOH a aminoacizilor alifatici.
Enzima poseda o lag - faza si, in final, se formeaza peptide, aminoacizi.

Proteoglicanii (PG) — principalul component al substantei fundamentale din
matricea extracelulard. Se caracterizeaza printr-o mare diversitate tisulara, precum si
a glucidelor (85-90%). Sunt constituentele glicozoaminglicanilor covalent legati cu
proteinele (5-15%).

Glicozoaminglicanii (GAG) sunt catene mari neramificate, compuse din elemente
dizaharidice repetabile. Acesti compusi se mai numeau mucopolizaharide. Denumirea
actuala e determinata de faptul ca in componenta dizaharidica se contine un aminoza-
har (N-acetil-glucozoamina sau N-acetil-galactozoamind). Prezenta grupelor carboxil
sau sulfat (aambelor grupari) la majoritatea resturilor de zahar le aprovizioneaza cu o
sarcina electrica negativa mare. Dupa tipul resturilor de zahar, tipul legdturii intre ele,
numdrul si pozitia grupelor sulfat deosebim 7 grupe de glicozoaminglicani (fig.8.15).

Biosinteza are loc in fibroblasti, cu participarea a trei categorii de compusi: aminoacizi,
glucoza siradicali sulfurici (PAPS). Se considera ca activarea sulfului se efectueaza in
baza ATP, sub actiunea ATP-sulfurilazei i APS (adenozil monofosfosulfat) - kinazei.
Prima enzima isi intensifica activitatea in prezenta retinolului, fapt ce explica rolul favo-
rizant al vit.A la anabolismul tesutului conjunctiv (fig.8.16).

La fel casi colagenul, PG, anterior secretati sunt modificati in aparatul Golgi
(sulfatarea si epimerizarea) i covalent se fixeaza de resturile de serind sau treonina in
proteina cor. Moleculele proteoglicanilor se asociaza cu fibrele de colagen, formind o
barierd pentru molecule — o sitd moleculara.

Proteoglicanii se deosebesc de glicoproteine, al caror component glucidic e de circa
1-60% din masa totala si e reprezentat prin catene mici ramificate de oligozaharide,
care deseorl contin acid sialic.

Proteoglicanii au molecule mult mai mari, componentul glucidic e reprezentat
printr-o multime de lanturi neramificate de GAG, normal nu contin acid sialic s constituie
pind la 90-95% din masa totala.
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Condrotin-4 §i 6-sulfati
* Unitatea dizaharidica: N-acetil-
galactozamina si acidul glucuronic cu
sulfat sau la C-4 sau la C-6.

* Cel mai abundent GAG din
organism,

* Se giseste in cartilaje, tendoane,
ligamente, aorta.

* Formeazd agregate de proteo-
glicani,

* In cartilaje se leagi cu colagenul §i
mentin fibrele intr-o refea compacta si
E

Dermatan sulfatul
* Unitatea dizaharidici: N-
acetil-galactozamina si acidul L-
iduronic (cu cantititi variabile
de acid glucuronic).
* Se giseste in piele, vasele
sanguine si valvulele inimii,

Keratan sulfatul
* Unitatea dizaharidica:
N-acetil-glucozamina si galac-
toza (acidul uronic este absent),
Continutul de sulfat este variabil
§i se afld la C-6 al oricarui zahar.
* Cel mai heterogen glicozamin-
glican,

*Se giseste in agregatele de
proteoglicani din cartilaje
impreuni cu condroitin sulfa-tul.
* De asemenea, se giseste in
comee.

Heparina
* Unitatea dizaharidica:
Glucozamina si acidul glucu-
ronic sau acidul iduronic.
Aproape toate resturile de
glucozamina suat sulfatate la
atomul de N.

Sulfatul se giseste de E

asemenea la C-3 sau C-6 al
glucozaminei §i la C-2 al
acidului uronic (media; 2,5 S
la o unitate dizaharidica).

* Serveste ca anticoagulant.

Acidul hialuronic

* Unitatea dizaharidica: N-
acetil-glucozamina si acidul
glucuronic.

* Difera de alti GAG: nu este
sulfatat, nu se leagd covalent cu
proteina si este unicul GAG care
se gaseste nu numai in tesuturile
animale, ci si in bacterii.

* Serveste ca lubrifiant.

* Se giseste in lichidul
sinovial al articulatiilor,
lichidul vitros, cordul ombilical
§i tesutul conjunctiv spongios.

Heparan sulfa
* Unitatea dizaharidica: se
aseamina cu unitatea heparinei,
cu exceptia unor glucozamine
acetilate, contin mai putine
grupdri sulfat,

* Este un GAG extracelular care
se giseste in membrana bazala gi
prezintd un component foarte
raspindit al suprafetelor celulei.

Figura 8.15. Formulele structurale ale glicozoaminglicanilor i rolul lor fiziologic. Noti: §- pozitiile
sulfatului, GlcUA - acidul glucuronic, 1dUA - acidul iduron ic, GalNAC. -N-acetilgalactozamina, GleNAC-
N - acefilglucozamina, GIcN - glucozamina, Gal - galactoza

b — -

In principiu, structura PG are o varietate extrem de mare. Lanturile ocupd un spatiu
vast, nu sunt atit de flexibile ca proteinele ce alcituiesc structuri globulare. PG
formeazi o conformatie amorf3 si Ocupa un spatiu mare pentru masa sa. Sunt hidrofile,
fixeaza cantititi mari de apdsi, fiind in cantitéti foarte mici, prezinta un gel hidratat.
Tendinta datd e amplificati de densitatea mare a sarcinii negative, care atrage cationi
activi. Aceasti capacitate de a fixa apa creeaza in matricea extracelularii un anumit
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NANA -~ gl 9-fosfat

Figura 8.16. Sinteza aminozaharidelor: NANA - acidul N-acetil-neuraminic

turgor ce se opune compresiei, pe cind fibrele de colagen se opun fortelor de
extindere.

Datorita dispunerii amorfe si a gradului mare de hidratatie, lanturile PG nu
impiedica difuziarapida a moleculelor hidrosolubile, ca de altfel si transferul celulelor.
PG ocupa un spatiu intercelular, cu toate ca reprezinta mai putin de 10% din numarul
proteinelor fibrilare.

E de mentionat rolul deosebit al acidului hialuronic in migrarea celulelor la
tratarea ranilor in plin proces de dezvoltare. Cantititi mari se formeaza in tesuturi.
Scindarea lui de enzima hialuronidaza este insotitd de inhibitia migratiei celulelor. E
evident ca amplificarea locala a sintezei acidului hialuronic cu absorbtia apei, ce
duce la tumefierea matricei, poate servi drept strategie generald de facilitati pentru
migratia celulelor in procesele de regeneratie i morfogeneza. Nu e exclus ca PG for-
meaza un spatiu hidratat intercelular, dar si geluri cu pori de marime diferitd, cit si cuo
densitate a sarcinii diferita, ce poate servi in calitate de filtre de reglare a migcarii
moleculelor si celulelor, in concordantd cu méarimea §i sarcina lor. Aceasta necesita un
grad sustinut de regularitate a lanturilor de PG in matrice.

Forma concreta de organizare nu e identificata definitiv. Moleculele interactioneaza
nu numai intre ele, dar i cu moleculele de colagen, glicoproteine, formind, in fine, o
varietate ampla de structuri tridimensionale. Lanturile de proteoglicani pot forma
spontan structuri de un inalt nivel de organizare spiralizata siin forma de banda. PG se
asambleaza in agregate, formind structuri de tipul periei, avind in centru acid hialuronic,
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Keratan sulfat

Condroitin sulfat
Proteina de legatura

Figura 8.17. Agregate de proteoglicani Cor proteina

1ar la ramificédri — PG (keratan sulfat scurte si lungi — condroitin sulfat) (fig.8.17, 17a).

Agregarea este amplificatd de cationii polivalenti de tipul Ca™.

Acidului hialuronic ii este proprie o viscozitate, ce-ipermite sa serveasca in calitate
de lubrifiant in articulatii. Modificdrile in viscozitatea lichidului, in afeciunile reumatoide
sunt o consecinta a dereglarilor ce au loc in structura proteoglicanilor.

Actina

Plasmalema

Colagen Fibronectina ~ Proteoglicani Integrina

Figura 8.17a. Interactiunea celulelor in matricea extracelulari
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Functionind caniste site moleculare, PG regleaza patrunderea prin ei amolecule-
lor mari (proteine etc.). In organism existd un echilibru dinamic permanent intre
biosinteza si degradare. Degradarea PG se produce cu mult mai rapid decita colage-
nului, in majoritatea tesuturilor, in rinichi—3-8 zile. Produsele scindérii se excreta prin
urind — cantitatea diurnd 250 mg. Proteoglicanaza (o metalenzima cu un pH cuprins
intr-un domeniu larg— 5-9) are proprietéti diverse si scindeaza hidrolitic legaturile intre
condroitin sulfat si proteina centrald in multe regiuni i in numerosi PG.

Enzima are §i capacitatea de a proteja peptidele de extensie, precum si de a degrada
glicoproteina matriceald. Ulterior, intrd in functiune endo- §i exoglicozidazele, sulfataze-
le; dintre glicozidaze — B-glucuronidaza, o-iduronidaza, B-acetil-hexozaminaza, B
galactozidaza, aril-sulfatazele (fig.8.18).

)

* Deficit de iduronat sulfataza.

* Deficitul este X-lincat.

* Limitele severitatii sunt mari.
Opacitatea comneei lipseste, insd
existd o deformare a corpului,
retardul mintal variaza de la moderat
pin la sever.

* Este afectati degradarea dermatan
AR

Sindromul Hurler (MPS I H)
* Deficit de a-L-iduronidaza.
* Opacitatea comneei, retard mintal,
piticism, trisdturi pronuntate ale fetei.
* Degradarea afectata a dermatan
sulfatului §i heparan sulfatului.

* Depozitarea in artera coronara duce §
la ischemie $i moarte prematurd.

AR
Sindromul Scheie

* Deficit de o-L-iduronidaza
(MPS I Hsi MPS 1S sunt dereglari
alele).

*Opacitatea corneei, articulatii
rigide, boala valvulei aortei,
intelect normal i durata obignuitd
a viegil.

* Este afectatii degradarea dermatan
sulfatului si_heparan sulfatului

Sindromul Sanfilippo (MPS I1I)
* Inlaturarea resturilor de glucozamina.
N-sulfatate sau N-acetilate din heparan
sulfat necesiti 4 etape enzimatice:
deficitul de heparan sulfamidaza (Tip A),
M-acetil glucozaminidaza (Tip B),
N-acetil transferaza (Tip C),
N-acetil glucozamin 6-sulfataza (Tip D).
* Dereglari severe ale sistemului nervos,
retard mintal.

Sindromul Sly (MPS VII)
* Deficit de B-glucuronidaza.
* Hepato-splenomegalie,
deformitate fizica.

* Este afectatd degradarea dermatan
sulfatului si heparan sulfatubui.

B 3
Figura 8.18. Degradarea g, icozamingﬁcam’ior de enzimele lizozomale.
Mucopolisaharidozele in deficienta enzimaticd
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Modificarile constituentilor PG

Distingem modificari fiziologice asociate, cu inaintarea in virstd, si patologice cau-
zate de functionarea anormald a unor enzime participante la ana- sau catabolismul lor.
In functie de virsta, e stabilita majorarea cantitatii de colagen, ca, de altfel, si akeratan
sulfatului in tesuturi, unde se localizeaza.

Continutul condroitin sulfatului in cartilaje, discuri intervertebrale si al acidului
hialuronic in piele se micsoreaza. Aceste schimbari au efecte importante pentru gradul
de hidratare, precum si pentru posibilitatea eventualei calcifieri (in cartilaje, oase).

Hormonul de cregtere (GH) stimuleaza aditionarea prolinei in lantul tropocolagenu-
lui. Administrarea lui la orice virstd apropie caracterul sintezei PG de procesele ce
au loc laanimalele tinere — amplificd proliferatia celulelor sistimuleaza atagarea
grupelor sulfat in PG.

Testosteronul amplifica viteza sintezei acidului hialuronic, la fel ca si insulina (plus
condroitin sulfatii). La diabet sunt vadite consecintele inhibitiei sintezei PG, amplificarea
degeneratiei vaselor, vindecarea tardiva a ranilor, cind pacientii sunt mai sensibili la
infectie. Stimuleaza sinteza PG si mineralocorticoizii, amplificind proliferarea fibro-
blagtilor.

Glucocorticoizii administrati conduc la repolimerizarea acidului hialuronic si a altor
PG, inhiba sinteza, reducind actiunea defavorizanta a acestor hormoni in procesul de
tratare a ranilor.

Mucopolizaharidozele sunt o categorie de boli genetice, ce se caracterizeaza prin
depozitarea in tesuturi §i excretia urinard a GAG, ca rezultat al insufucientel unel sau
mai multor enzime lizozomale implicate in degradarea lor. Auloc modificari in structura
scheletului, in dezvoltarea organelor, afectiuni mintale, tulburari cardiopulmonare de
diverse genuri §iintensitati (fig.8.18).

Defectul enzimatic specific se stabileste prin fixarea activitatii unor enzime in
lichidul amniotic.
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BIOCHIMIA RASPUNSULUI IMUN

Simplele observatii asupra faptului cd oamenii care au suferit de unele maladii
infectioase devin apoi nereceptivi la ele, au condus la aparitia stiintei despre siste-
mul imun — imunologia. Raspunsul imun este foarte specific, si anume aceasta
specificitate reprezinta o particularitate fundamentala a reactiilor imune.

Mesajul imun este o elaborare recentd a evolutiei biologice. El se manifesta numai la
vertebratele superioare. Gratie activitatii sistemului imun, substantele nocive, moleculele
toxice se afecteazd si se elimina din organism. Chintesenta sistemului imun consta in
distrugerea moleculelor straine, dar nicidecum a celor proprii.

Capacitatea de a distinge ce e propriu si ce-i impropriu e o alta proprietate funda-
mentald a sistemului imun (SI). Rar cind SI confunda celulele proprii cu cele straine. In
circumstantele date actioneazi prompt, declansind reactii autoimune, cu eventuala leta-
litate.

Corpul strdin care stimuleaza producerea de anticorpi (provoaca raspunsul imun) e
denumit antigen. SI e capabil sa distinga antigeni analogi, de exemplu: 2 proteine ce
difera doar printr-un aminoacid sau doi izomeri optici.

Ansamblul de reactii specifice ale unui organism sau sistem celular, declangate
prin contactul cu substanta straind, poate fi de doua tipuri:

1) Umoral. Contribuie la elaborarea anticorpilor care circuld prin singe si specific
leaga substantele strdine ce le-au provocat sinteza. Fiind inglobati in fagocite, stimulea-
zaunsistem de proteine sanguine (complementul), ce provoaca afectarea antigenului.

2) Celular. Consta in generarea celulelor specializate ce reactioneaza cu antigenul
strain pe suprafata celulelor proprii ale organismului (pot fi afectate de virusi sau la dis-
trugerea antigenului de catre macrofage).

Asadar, sunt firesti 3 intrebari cardinale aparute:

1) Cum SI identifica specific milioanele de molecule straine §i reactioneaza la ele?

2) Cum se disting moleculele proprii de cele improprii?

3) Cum se diferentiaza grupele de microorganisme si in ce consta mecanismul de
reglare a raspunsului, ca s protejeze cit mai efectiv organismul de numerosi factori
patogeni?

Sistemul imun este un organ difuz raspindit in majoritatea tesuturilor. Coordonatori
ai ambelor tipuri de imunitate sunt limfocitele, aproximativ 2x 10" celule, 99% dintre ele
fiind situate 1n organele productive, ganglioni limfatici, maduva, timus, splina (fig.8.19).

Exista 2 populatii de limfocite: “T”- timodependente si “B”- bursodependente.
Denumirile provin de la organele limfoide centrale respective — timus si maduva osoasa.

Se considera ca diferentierea limfocitelor “T” si “B” din celulele de origine e realizata
de hormonii specifici: timopectina si ubicuitina — hormon polipeptidic izolat din toate
tesuturile. In mecanismul de reglare este implicat AMPc. Morfologic, “T” limfocitele
reprezintd sfere cu suprafete netede i au foarte putine vilozitati, pe cind “B” limfocitele
au numeroase vilozitéti. Durata supravietuirii “T” celulei e de luni, ani, iara “B” de zile,
saptamini. Locul de formare pentru ambele tipuri e maduva osoasa, pe cind locul de
diferentiere ¢ timusul si organele limfoide periferice. Limfocitele “B” intrd in actiune
spontan, pe cind limfocitele “T” se includ mai tardiv.
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Celulele plasmatice constituie “B” limfocite mai mature, cu un reticul endoplasmatic
granular foarte dezvoltat, ce posedd o morfologie caracteristica. “T” s1“B” celulele
diferd morfologic pronuntat numai dupd stimularea lor de cdtre antigen.

Majoritatea limfocitelor “T" s1“B” circula permanent din singe spre limfa §i viceversa.
Circulatia permanenta determina contactul majoritatii limfocitelor cu antigenul si serveste
ladistribuirea celulelor “T™ s1 “B” activate in tesuturile limfoide ale corpului. Evident ca in
ganglionii limfatici celulele “T” si “B”spatial sunt separate in diferite zone: in ganglionii
limfatici —‘B” celule, in stratul paracortical —“T" celule.

. Tesutul limfoid periferic
Tesutul hemopoiczic Timusul Splipa

g &‘—j Ganglionii limfatici

Tesutul limfoid intestinal
] 1
Limfocitul

miduvei Limfocitul |
L 0S045€ timusului
o (la mamifere)

Rispunsul
3 imun
celular

Celule &
hemato- 1 .
poictice Raspunsul
! imun
1 umoral

(la pasari)

Bursa Fabricius
Figura 8.19. Evolutia T- si B-limfocitelor

Ceamai impresionanta proprietate a sistemului imun e capacitatea lui de a reactiona
perfect selectiv la milioane de antigeni straini.

La ora actuala e acceptata teoria selectiei clonale, care presupune ca informatia de
structurd pentru orice fel de anticorpi preexista in genomul celulelor formatoare sau
numai pentru unele dintre acestea (clone). Antigenul actioneaza ca depresor al mesajului
genetic preexistent. Acest deziderat este confirmat prin investigatii convingatoare. Daca
limfocitele animalului neimunizat se incubeaza in eprubetd cuunul din antigenii marcati
A,B,C,G, apoi un procent foarte mic (<0,01%) de limfocite va fixa acest antigen.
Aceasta inseamna ca foarte putine celule conduc receptori specifici spre A,B,C,G. O
astfel de interpretare este argumentatd prin urmatorul experiment: antigenul A este
foarte radioactiv si orice celula care il fixeaza capteaza o doza letald. Celulele ramase
nu sunt capabile sa reactioneze la A antigen, insa reactioneaza normal la ceilalti anti-
geni.

Experimentele efectuate confirma:

1) Limfocitele sunt predestinate reactiei cu un anumit antigen, pina la declangarea
actiunii acestuia.

2) Limfocitele sunt posesoare ale receptorilor de la suprafati, legind, de reguld, un
antigen sau altul.
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Majoritatea macromoleculelor polizaharidelor, practic toate proteinele, pot servi ca
antigeni. Secventele de grupar chimice, interactionind cu receptorii limfocitelor sau cu
locusul specific al moleculei de anticorpi, care propriu-zis realizeaza efectul imun, se
numesc determinant antigenic sau epitop. Moleculele care se fixeaza in ambele cazuri,
dar nu induc raspunsul imun, sunt denumite haptene. Ele devin antigeni perfecti, daca se
vor fixa de un suport macromolecular — proteina. Sunt determinate mai imunogene-
imunodominante. Ele poseda un complet de determinante antigenice.

O determinanta poate activa mai multe clone cu receptori la suprafatd, ce posedd o
sensibilitate diferita. Rezultd un raspuns policlonal sau poate fi si oligoclonal (citeva). SI,
la fel ca gi sistemul nervos, poseda ca-
pacitatea de memorare. Imunitatea or- o e :
ganismului e viabild petoati durata vietii ' [ wtensitatea formarii AC
la multe boli virotice. 5

De la primul contact cu antigenul |
rezultd un raspuns imun primar dupa o

Antigenul A repetat ;

faza - lag de citeva zile i continua con- Raspuns primar | Auigenal B
form schemei alaturate (fig.8.20). ‘ s : f

Raspunsul imun secundar are o /
perioada-lag mult mai scurtd, o reactie / : :
mai pronuntata si de o duratd mai lunga. fie
Raspunsul secundar confirma pastrarea , o ke
memoriei despre antigenul A, fiindcila 5" et At B primiat
contactul cuunalt anﬁgen'B reac;ia ani- Figura 8.20. Raspunsul umoral primar §i secundar
malului va avea un caracter prirnar. indus de infuzia antigenului A si B

In tesuturile limfoide periferice ale
animalului adult, populatia “T” si “B” limfocite, contine concomitent celule la trei stadii de
diferentiere: celule-precursoare, celule de memorare, celule-efectoare.Unele dintre
celulele -precursoare, la contactul primar cu antigenul, se reproduc si se prefac in celule-
efectoare (T sau B). Alte (T sau B) celule, celulele-precursoare sunt stimulate,
diferentiindu-se in celule de memorare. Acestea nefiind mesagere, usor se transforma in
celule-efectoare la o contactare repetata cu acelasi antigen. Ultimele celule circula per-
manent si pot supravietui ani de zile, fara a se reproduce.
genele mostenite codifica receptorii anume pentru antigenii straini, dar nu pentru cei
proprii. Asadar, sistemul imunitar e programat genetic sa reactioneze la antigenii striini.
Posibil ca S invata in perioada postnatald sa nu reactioneze la antigenii sai.

Experimentele au confirmat concluzia ca prezenta permanenta a antigenilor straini,
incepind cu perioada in care sistemul imun inca nu e capabil de mesaj (este imatur),
implicd blocarea continud a reactiilor imune la antigenii straini. O atare stare de incapacitate
indusd antigenospecifica precara la raspunsul imun se numeste toleranta imunologica
dobindita.

Cercetarile efectuate in 1962 au confirmat ca si toleranta naturala imunologica
la propriile tesuturi nu e inndscutd. Experimentele fine asupra hipofizei mormolocului au
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demonstrat ca SI potential e capabil ;‘]'c F{fffaﬁgjﬁs PRSI fub gﬁgﬁzj‘n;ﬁgfi’lama‘é e
sa reactioneze la antigenii propriului

organism, dar in procesul de dezvol-
tare invatd a nu o face. Se elucideaza
ca pentru mentinerea tolerantei na-
turale se reclama prezenta “proprii-
lor” antigeni. Daca antigenii proprii
sunt inlaturati, apoi i peste saptamini,
luni organismul va reactiona prin fe-
nomene imunologice exprimate. De-
reglarea tolerantei la antigenii proprii _ |
conduce Is o renciie T i B MG e ik U1 de kol neupoent o
limfocite, succedatd de reactii auto- By 1l
imune responsabile pentrudiferitema-  ¢yeit’, Coracrionese v fesuturie organismutui, dar
ladii (ﬁg.8.2 1). in procesul dezvoltarii «invatd» sd nu procedeze asa

Toleranta imunologica poate fi
indusa si organismelor animale mature fard antigeni straini, insd e cu mult mai dificila
decitin perioada postnatald. E oportund administrarea antigenului in: 1) doze mici,
repetate; 2) impreund cu imunodepresanti; 3) intravenos, dupa ultracentrifugarea an-
tigenului. Animalul va reactiona normal la alti antigeni, ceea ce denota ci toleranta imu-
nologica si memorarea imuna sunt antigenospecifice.

Mecanismul functioneaza perfect datorita faptului ca in unele cazuri clonele de
limfocite, ce ar reactiona cu acest antigen, sunt eliminate, in altele —ele supravietuiesc,
dar reactia la antigen este specific supresata de T-limfocitele corespunzétoare denumite
T celule-supresoare.

Pentru ca substanta striaina sa reprezinte un antigen specific, ar trebui sa posede
unele proprietati (conditii de antigenitate).

a) sa aiba o structura chimica diferita a substantelor similare din organismul receptor;

b)sa posede un grad ridicat de complexitate structurala si dimensiune moleculara
mare;

c) sa conlucreze cu unele grupari chimice ce conferd moleculei un grad major de
stabilitate structurald, o configuratie fixa (o anumité rigiditate);

d) substanta sa fie improprie organismului receptor;

e) sd provina dintr-o sursa taxonomic distantatd de animalul receptor.

Polizaharidele atesta capacitati imunologice mai slabe decit proteinele, insa pot
asigura reactii de specificitate determinate de:

a) structura chimica a moleculei de antigen;

b) natura chimici i orientarea spatiala, cu pozitii relativ libere ale grupérilor active in
molecula antigenica;

c¢) secventa elementelor componente ale moleculei polimerului (aminoacizi);

d) gradul si modul de torsionare a polimerului;

e) specificitatea asiguratd de rolul izomeriei optice;

f) izomeria de pozitie, in special a pozitiei relativ libere a gruparilor functionale, mai

I Maturizare | ... Maturizare
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ales ale aminoacidului C-terminal;

g) structurile specifice ale antigenilor, reprezentate prin zaharide, una din molecule
fiind imunodominanta, situata de obicei la extremitatea lantului poliozidic.

Antigenii au anumita valentd, exprimatd prin numarul de molecule de anticorpi,
ce reactioneaza la o singurd moleculd de antigen. Sunt dependenti de numérul
determinantilor antigenici ai unei molecule (intre 5-15).

Unica functie bine cunoscutd a B-limfocitelor este producerea anticorpilor, cu o
particularitate unica de a exista in milioane de tipuri, fiecare cu un situs deosebit pentru
fixarea antigenului. Aceste proteine sunt denumite imunoglobuline (Ig)—o clasa funda-
mentald a proteinelor sanguine, reprezentind aproximativ 20% din proteina plasmatica
sumara.

Toate moleculele de anticorpi sintetizate de o celuld-B au situs identic pentru
fixarea antigenului. Primii anticorpi nu sunt secretati, dar se acumuleazi in membrana
plasmatica, servind drept receptori pentru antigen. Fiecare B-celula are aproximativ
10° asemenea molecule.

Antigenul fixat initiaza un lant de fenomene, care implica proliferarea celulara si
diferentierea celulelor, cu secretarea anticorpilor. Aceste celule au situs identic de fixare

aantigenului. Celulele B activate

~ Sectoare fixatoare de antigeni - secreteaza anticorpi, finalizind di-

. ferentieri in celula plasmatica, care,

} & pe /’ larindul ei, 7i secreteazi cu o vitezi
oy / de 2000 molecule pe secunda.

Utilizind capacitatea de sinteza, nu

mai sunt capabile de evoluare si

diferentiere, lichidindu-se la citeva
zile dupa secretarea anticorpilor.

Proprietatea de protejare
sustinutd de anticorpi consta nu
numai in fixarea antigenului, dar i
in alte functii, cu ajutorul propriei

Pepsina Pesing codite, ceea ce deter-mina soarta

Cu3 antigenului fixat.
H In studiul structural al
Fe < ?HTICHOTpl_]OI', un rol deosebllt il
' joacd scindarea moleculei cu
enzimele proteolitice (papaina si
Cy3 pepsina), formind fragmente

: (fig.8.22).

“00C o0 Unitatea structurald de baza
g s a moleculei anticorpului o
H.L - catene grele si usoare formeaza 4 lantuﬁ polipeptidice

i ti =t 2 15 L. -
Figura 8.22. Structura imunoglobulinei G. Fragmentele la den_ s . L.:, lgn,tun usqare i
scindarea imunoglobulinei cu enzime proteolitice doua grele “H”, fiind asociate
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Catene H
€35)
N

Catene He

Figura 8.23. Anticorpii
tuturor claselor posedi H-
catend tipicd, ce conferd
regiunii Fc o anumiti
conformatie

intre ele prin inferactiuni necovalente si legaturi covalente (punti
disulfidice). Examinarile scindarii moleculelor respective cu
enzime proteolitice (papaina i pepsina) au elucidat structura
lor.

Lantul greu “H” stabileste caracterul clasei de imunoglobuli-
ne, are masa moleculara ~ 50.000-70.000Da, e de natura
glicopeptidica. Exista 5 tipuri de lanturi (de Ig) desemnate prin
litere grecesti (Y=Ig G;o=Ig A; u=IgM; 8=Ig D; e=IgE).

Diferentierea de natura a lantului H este exprimata
prin antigenitatea proprie fiecaruia, derivatad de secventa
aminoacidic in catenele respective (fig.8.23). Diferenta de
secvente si dimensiuni ale lantul “H” din fiecare clasa determina
subclasele (4 Ig G; 2 pentru Ig A 12 - Ig M). Lanturile
ugoare “L” exista in doua forme: de tipul K-(Kapa) si A-
(Lambda). Intr-o moleculi de Ig, lanturile usoare apartin unui
singur tip. Niciodata ambele tipuri nu se intilnesc in aceeasi
molecula.

Ambele categorii de lanturi (H s1 L) poseda in structura
lor doud genuri de regiuni —unele variabile (V) si altele con-
stante (C), din punct de vedere al secventei aminoacizilor ce
intra in compozitia lor.

Modificarile de secventa in regiunea constanti a lanturilor
usoare determind aparifia de subtipuri. Regiunile variabile ale
ambelor lanturi, posibil, difera de secventa aminoacidica ce
fixeaza subgrupele de imunoglobuline.

IgG, clasade baza a imunoglobulinelor sanguine, aprox.
12 g/L, asigura raspunsul imun secundar. Regiunea Fc (crista-
lizabila) se fixeaza de receptorul specific al celulei fagocitare,
care in final inglobeazi si distruge microorganismele aco-
perite cu Ig G - anticorpi. Regiunea Fc se fixeazi de prima
componenta a complementului, activindu-1 (fig.8.24). Aceas-
ta clasa de imunoglobuline e unica §i poseda o capacitate
tii distincte - V, 51V, situsul de imbinare cu antigenul; cele
C mediaza fixarea complementului gi, posibil, controleaza
catabolizarea lor (Ig); poseda i situsuri de imbinare cu recep-
toru celulari. Are o forma moleculara T in absenta antigenului

s1'Y —in prezenta acestuia (fig.8.25).

In fazele timpurii ale rispunsului imun primar in singe predomina anticorpii /gM, care
reprezinti o structura circulari pentamerici compusa din 5 unititi cu 4 lanturi fiecare,
avind 10 situsuri de fixare a antigenului (fig.8.26). Acesti pentameri efectiv activizeaza
sistemul complementului. IgM e prima clasa de anticorpi produsi de celulele B in
evolutie. Acesti anticorpi se incadreaza in membrana plasmaticd §1 devin receptoni
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pentru antigen; pre-B-celuld devine B limfocit si poate reactiona la antigen.

Fagocitoa‘

IgG - comp».?s
viral

Regiunea Ig(

Fe Macrofage

IgG Fc receptor

Figura 8.24. Fagocitoza complexului aticorp-viral de macrofage. Fc - receptorul ce fixeaza anticorpi

Foarte putine B-celule sunt activate pentru secretia Ig D, care sustin rolul de receptori
pentru antigeni. Concentratia lor creste considerabil la gravide, in timpul travaliului. Se
creeaza impresia ca acesti receptori de pe limfocite ar putea servi drept stimulatori pen-
tru divizarea si diferentierea celulelor indicate.

Site-urile de fixare cu antigenul

Complexul
antigen-anticorp

“ooc COO

Anticorp

Figura 8.25. /¢G fixeazd antigenul
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IgA —clasa de baza a anticorpilor
in secretii (lapte, saliva, lacrimi,
secretiile tractului respirator i intes-
tinal), poate exista in forma de un
monomer compus din 4 lanturi, cala
IgG, sau reprezinta forma dimerica
(93%) (fig.8.27). Dimerizarea se rea-
lizeaza prin intermediul unui polipep-
tid - J si al unei glicoproteine
denumite componenta secretorie, pe
care dimerii o capata pe suprafata ce-
lulelor epiteliale, unde se si1
sintetizeaza. Ulterior, sunt transferate
pe suprafata bazala, servind ca re-
ceptori pentru fixarea Ig A din singe.
Aceasta proteina faciliteaza transpor-
tul imun al globulinei si, posibil, prote-
jeaza molecula IgA de digestia enzi-
melor proteolitice din secretii.

ucatene

g /;)
f? L -catene

7 Jcateni g

T Legdturi
disulfidice

Figura 8.26. Pentamerul de IgM

IgE sunt sintetezate de catre plasmocite in intregul tesut limfoidal, dar mai ales in cel
din mucoasa intestinala si cea a tractului respirator. Fixindu-se rapid pe membranele

Catenele o

omponenta
secretorie

\, Situsurile
\\ fixatoare de AG

Figura 8.27. Structura moleculei
dimerice de Ig A

mastocitelor si bazofilelor, determina
degradarea lor si eliberarea de kinine,
prostaglandine, histamina cu rol de mediatori
in hipersensibilitatea imediata. Se considerd ca
astmul brongic are 0 asemenea patogenie. In
molecula de IgE Fc-regiunea se leaga de re-
ceptorii specifici proteici de pe suprafata ce-
lulelor (labrocite) in tesuturi si de leucocitele
bazofile din singe, cu o compatibilitate mare
(fig.8.28). IgE fixate devin receptori pentru an-
tigeni, la legarea ultimilor aceste celule secre-
teaza substante biologice active (histamina, se-
rotonina), responsabile de hipersensibilitatea
imediata de tip anafilactic. _
Concentratiile imunoglobulinelor din plas-
ma umana pot fi reprezentate relativ: G =
1250 mg%; A =210 mg%; M = 150mg%; D
=3mg%; E =0,03mg%. Anticorpii inifiaza
procesul de lizd a microorganismelor prin fa-
gocitoza, complement. S-a stabilit ca celulele
acoperite cu anticorpi pot fi distruse si de
niste celule cu receptori ce identifica regiunea
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Antigenul multivalent coase

Labrocit Granuli cu hlstarrima moleculele Ig E vecine

A

Ig E se fixeaza cu receptorul pentru Fc Histamina se
elibereaza prin exocitozi
Figura 8.28. Labrocitele pasiv devin posesoare de receptori, ce leagd antigenul. IgE secretate de B-
limfocite se fixeaza de receptori pe suprafata labrocitelor care recunosc regiunea Fc a anticorpilor

IgE i receptor
specific pentru Fc

Fc a anticorpilor. Cele mai active dintre ele sunt denumite NK-celule-Natural Killer,
se aseamani cu limfocitele, dar nu sunt T sau B-celule. Mecanismul nu e elucidat com-
plet.

Structura anticorpilor

S-astabilit ca fiecare (L si H) lantal imunoglobulinelor consta din regiunea variabila
cu o lungime de aproximativ 110 resturi de aminoacizi la capatul N-terminal, urmata
de o regiune constanta, cu aceeasi lungime in L-lant §i de 3-4 ori mai mare in lantul H.
Fiecare lant include domenii repetabile compacte in acelagi mod: lanful L poseda un
domeniu in partea variabila si unul in cea constanti; lantul H - unul in V-regiune si 3-
4 in constanta. Variabilitatea secventei de aminoacizi in V-regiuni ale lanturilor L si He
constrinsa de citeva regiuni hipervariabile, care sunt foarte apropiate spatial de unul
din capetele moleculei i formeaza si-

tusul de fixare aantigenului. Unastfel . Regiunca Ei‘;g;r“_'b""’

de situs are dimensiuni adecvate pen- hipervariabila acatH  Locusul de
tru contactarea cu antigenul determi- y gmtigenului
nat de méarimea valoriia 5-6 resturi >\, 3

de zahir (fig.8.29).

. - V-segmente L v
Analiza roentgenostructuralia ' ° ¢

confirmat structura spatiala a Ig. Toate
au aproape structura tridimensionala
similard. Fiecare domeniu reprezintﬁun Figura 8.29. Schema ilustreazd formarea locusului
cilindru cu dimensiunile 4x2,5x2,5 nm, de fixare a antigenului in molecula de anticorpi
aidoma unui “sandvis” compus din
doua straturi proteice —unul format din trei, altul din 4 segmente de lant polipeptidic.
Catenele fiecarui strat sunt antiparalele si astfel formeaza B-structura; 2 straturi sunt
aproape paralele, jonctionate printr-o legatura disulfidica. Regiunile hipervariabile sunt
situate in trei anse hipervariabile si formeazi situsul de fixare a antigenului. S-a stabilit
cd regiunea variabila are o structura rigida conservativa, la unul din capete sunt fixate
ansele hipervariabile. Numeroase site-uri de fixare se formeaza datoritd modificarilor
aminoacide in regiunile hipervariabile, fard modifican in conformatia structurald necesara
pentru functionarea anticorpilor (fig.8.30).

Care sunt mecanismele de sintezd a anticorpilor? Investigatiile din ultimii ani au

Regiunca
hiper-V
a cat.L

-592-



D menul Vs

Situsul
de fixare
aAG

Situsul
de fixare

aAG
Domenul V,

Lantul usor

Lanturi grele

Lanturile
hipervariabile

Domenul variabil Domenul constant

Figura 8.30. Structura spatiala a moleculei IgG
A - fiecare rest de aminoacid e reprezentat prin bila mica;
B - aranjarea spatiali a lantului usor (L). Ambele domenii sunt prezente in B structura.

demonstrat ca fiecare tip de lant al Ig - usor (k si A) si greu este codificat de o grupa
mare (pul) de gene utilizate la sinteza fiecarui lant. Fiecare pul contine un numér diferit
de V-gene localizate la sute de mii de nucleotide spre capatul 5'-terminal al DNA
codificat. In procesul de dezvoltare a B-celulelor, fiecare dintre V-gene poate fi translo-
catd in asa mod incit sa se localizeze lingd C-gena. Numai dupi o astfel de restructu-
rare e posibila sintetizarea lantului imunoglobulinei.

Pulul de gene ce codificd Kapa, Lambda si H- lantul se situeaz in diferiti cromo-
zomi §i este foarte compus. Codificarea V-regiunii a L-lantului comportd un mecanism
foarte complicat, cu formarea unei mRNA, inclusiv o secventid de gene V, J, C.

Regiunea variabild a H-lant e codificata si mai dificil. Gena are un segmentin plus D
(diversity gene segment), numarul lor nu se gtie precis (mai mult de zece la soareci). Ca
rezultat al unei serii de site-uri — recombinatii specifice, D-segmentele contribuie la for-
marea unei V,, gene functionale. Numarul de variatii ale V, e de 10 ori mai mare.
Variatia anticorpilor creste datoritd recombinatiilor somatice de coeziune a lanturilor L si
H, precum i a mutatiilor somatice, care nu numai ¢ méresc variabilitatea anticorpilor,
dar servesc sila restructurarea lor fina la raspunsul imun.

Comutarea sintezei de la forma imunoglobulinelor legate (sesile) la cele secretate
(sanguine) e unica modificare ce poate avea loc in regiunea C alanturilor grele in
evolutia B-celulelor. Toate B-celulele 1si initiaza activitatea, cu sinteza anticorpilor - Ig
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M. Ulterior, multe dintre ele se comuteaza laelaborarea anticorpilor de alta clasa -
G sau A, cu proprietati biologice noi.

Sistemul complement

Acest sistem completeaza actiunea anticorpilor specifici asupra celulelor straine. E
principalul sistem efector, cu ajutorul caruia anticorpii protejeaza organismul verte-
bratelor de majoritatea infectiilor bacteriene. Complementul, cu participarea anticorpilor,
contribuie nu numai la distrugerea celulelor, dar si atrage focarul de infectie — fagocitele
maresc capacitatea lor de aingloba si a liza microorganismele.

Complementul e un sistem compus din proteine, ce include circa 20 de compo-
nente. Toate reprezinta proteine solubile, ce circuld in singe sau in lichidul celular.
Majoritatea lor manifesta stare iactiva.

Participantele la sistemul complement conlucreaza prin intermediul unui lant de reactii
de activare in “cascadad”. Se disting trei unitati functionale macromoleculare: unitatea
de identificare §i alarma e macromolecula C, constituitadinC, ,C,,C,.C, — protei-
na majord compusa din 6 fascicule in forma
de lalea. Fiecare are cite un cap de proteind  Capul globular
globulara si o coada colagenoasa (fig.8.31). \ /

Fiecare cap se fixeaza de regiunea Ca B
anticorpilor G sau M numai in cazul in care
celalalt capat al moleculei de anticorpi cores-
punzﬁtoare a fixat antigenul. Rezulta activarea
lui C, $l declansarea fazei timpurii a cascadei
protcolltlcc a caii clasice. Activarea comporta
o aglomeratie de antigeni i determinante strdi-
ne pe suprafata microorganismelor.

UItenorC —C_ — C, — C,
se activeaza si se fixeaza de membrana adlpo-
nind C,. Complexul C,, e numit C,
convertazd, care scindeazi C, cu formarea a 2 fragmente C,, i C,,. Ultimul se leaga
rapid cu membrana - {intd linga C,,, cu formarea complexului C,,,; sau C, convertaza
clasicd, care, larindul sdu, scindeazd C, la C, siC,,. Complexul format aditioneaza la
C,. Ca rezultat, se initiazd asamblarea componentelor, cu formarea complexului de
citoliza C+C+C, — C, . (fig.8.32). L

Unitatea de activare include componentele C,, , si ionii de Mg™. In acelasi timp,
este activata si calea alternativa —un lant de reactii cu legatura inversa pozitiva, ce
amplificd elaborarea initiald de C,,. Aceasta cale poate fiactivatd siin lipsa anticorpilor
de polizaharide situate in fragmentele celulare ale bacteriilor, drojdiilor. Se considera
cd acest mecanism determind linia intii de aparare contra infectiilor, pind la formarea
raspunsului imun. Componentele principale sunt C, , factorul B §iD.

Initierea comporta aditionarea factorului B la C,, fixat de membrana. Circulind in
singe, factorul activ D scindeaza factorul fixat B, cu formarea unui fragment activ B, In
consecintd, se formeazd C, convertaza cdii alternative - C, B,. C, —convertaza for»
meaza suplimentar C_ . C’itcva molecule C, se fixeaza de membranele-‘gintﬁ in apropie-

Spirala tripld de
tipul colagenului

Figura 8.31. Schema structuralii a Cfg
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* Complexul Ag-Ac Calea clasica

"c.;..i.;la

3 + convertaza C 5 + convertaza

C4+C2 —fw’v Tzr-b C 42,'33

C3=—2» C3b C5 —»C5b+C6+CT+CE+GF——= (56789 Complexul litic

Figura 8.32. Schema formarii C, si C,
convertazei in cdile clasice §i alternative.
Complexul alternativ se activeazd de
subcomponenta 3b, fractiuni polizaharidice
membranare

rea C3th, cu formarea C ; convertazd a ciii alternative, ce scindeazi C-,, astfel
initiind asamblarea complexului citolitic. Pentru aceasti cale sunt obligatorii ionii Mg*,
pentru calea clasica—ionii de Ca*". C,, din calea clasica automat activeaza cea alterna-
tiva. Polizaharidele membranare ale unor tipuri de microorganisme protejeazi moleculele
C,, fixate de membranele de degradare si, in consecinti, pot activa calea alternativa.

C,,poseda unele proprietati deosebite:

1) Favorizeaza formarea proprie (C,,) si, aditionind la C, - convertaza, formeaza
C, - convertaza.

2) C,, se fixeazd de receptorii proteici specifici pe macrofage si leucocite neutrofile,
amplificind capacitatea acestor celule de a fagocita celula la care a aditionat C, .
Adica, exercita un rol primordial de protectie in lipsa complexului citolitic. In cascada
proteoliticd a activarii complementului se formeazi citeva fragmente proteice biologic
active (C,,C, ,C,), care stimuleaza secretia histaminei de citre bazofile si labrocite;
servesc ca substante hemotaxice pentru leucocitele neutre. Aceste substante sunt
responsabile pentru reactia inflamatorie, insotiti de activarea complementului.

S-a stabilit ca 2 complexe Cyg50 (b) (Iegate de membrani la locul de initiere a
activatiei complementului) formeazi un complex major citolitic de o masa egala
cu 2 milioane Da. Complexul conferd membranei permeabilitate, destabilizind stratul
bilipidic si formind canale integrale, ce permit patrunderea apei, cu tumefierea si liza
celulei. Procesul e foarte intensiv. Un canal e capabil sa distrugd celula, dezorganiza-
rea membranelor plasmatice constituind factorul primordial (fig.8.33).

Cascada complementului se regleazi astfel incit componentele active principale sa
fie rapid inactivate prin 2 metode:

1) Singele contine proteine specifice inhibitoare ce stivilesc cascada, legind sau
scindind unele componente indatd dupi activare (C);

2) Mecanismul e bazat pe instabilitatea unor componente active — daca ele nu se
leagd imediat cu un anumit component al lantului sau cu membrana, rapid se inactiveazi
(C, 51 C,)). Perioada de injumititire ¢ mai mica decit 0,Ims. De aceea, atacul
complementului e limitat de suprafata membranei microorganismului sinu seraspindes-
te asupra celulelor normale ale organismului.
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Figura 8.33. Schema
asambldrii componentelor
tardive ale complemen- ¢ N
tului cu formarea cana- yppci
lului transmembranar, Membzan
compus din 12 molecule C,
ale complexului citolitic

T-limfocitele si imunitatea celulara

Contin la suprafati receptori antigenici specifici, natura biochimici a lor nefiind
elucidata complet.

Laactivarea cu antigen, aceste celule se inmultesc si se diferentiazi in celule-
efectoare responsabile de reactiile imune celulare. Se atesta cel putin trei reactii
diferite:

1) afecteaza specific celulele straine sau proprii, infectate de virusi;

2) favorizeaza raspunsul limfocitelor T si B la antigen si pot activa macrofage;

3) confera un efect supresor asupra T si B limfocitelor. Aceste functii sunt determi-
nate de diferite subpopulatii de T-celule: T-celule citotoxice (Tc), T-celule helpere
(Th-inductori) si T-celule supresoare (T5).

Unele T-helpere reactioneazi la antigen, eliminind anumite substante care activea-
za diferite leucocite si limfocite, denumite limfokine sau interleukine (mesager intre
leucocite). Acestea nu accepta si nu interactioneaza cu antigenul.

Factorul perfect studiat si de 0 importanti majora, ce inhiba migrarea macrofagelor,
e MIF (microphage inflamatory factor) care stopeaza migratia lor si-i depoziteazi in
regiunea unde-s activate T-celulele. {i
activeaza favorizind fagocitoza si liza—
mecanism ce serveste la protejarea de
bacilul Koch. Acest efectsta la baza
probei cu tuberculina intracutanata —
limfokininele provoaca aglomerarea
macrofagilor ce formeaza o tumefiere
caracteristica — o reactie pozitiva. O
alta limfokinind, ceelimindnumaiuntip  g,punitatea :
anumit de T-helpere, e inferleukina-2  polipeptidica mica™
—factorul de crestere a T-celulelor.  * reCeplon = o
El se fixeaza de receptori pe suprafata
T-celulei activate de antigen si stimu-
leaza proliferatia lor. Receptorul e
compus din doua lanturi polipeptidi-
ce—cel mare cu 0 masa moleculara de
75 kDasi cel mic—55 kDa (fig.8.34).
Fiecare lant se fixeaza de molecula ;
mterleukinel-2. Interactiunea cu  Figura 8.34. Receptorul la interleukina-2

Subunitatea
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catena mare semnaleaza divizarea ce- o & Macrofagele inglobeazi
lules. Proliferarea T-limfocitelor poate &k antigenii
fi redata astfel: macrofage, inglobind an-
tigenul, il prezinta pe suprafata sa, unde
antigenul va contacta cu T-celulele
specifice, activindu-le. Stimulate de
antigen, T-limfocitele secreteaza
interleukina-2. Astfel, pe suprafata lor
se formeaza receptori specifici. Fixa- /'
rea interleukinei-2 devine semnal pen-

tru divizarea celulei. In final, apar T-
celule - fiice, ce reactioneaza la acelasi -
antigen (fig 8.35). Tlimfo-

Clona celulelor antigenospecifice ™%
identice va evolua atita timp cit, gratie
activitatii sistemului imun, va dispare
antigenul din organism.

Proliferarea clonei specifice se
stopeazd, insd T-celulele antigenospe- .| . 1cle
cifice raimase formeaza populatiade fiice
memorare a sistemului imun. » Interleukina -2

T-limfocitelereprezintiuntipunicde - ORSEER
celule stinmilate de infedeukina-2. S-a Figura 8.35. Schema proliferarii T-limfocitelor
constatat ca celulele cu NK activitate
(natural Killer) sunt stimulate de
interleukina-2. Aceste celule reprezinté pina la 10% din numarul total de limfocite
circulante. Se considera ca ele participa la protectia imuna contra celulelor cancerige-
ne. De altfel, ele determina §i reactia primara a organismului la virus. Spre deosebire de
T-limfocite, NK-celulele nu poseda receptori antigenici si, posibil, existi permanent in
stare activa. S-a constatat ca in NK-celule portiunea mare a receptorului se sintetizeaza
incontinuu la interventia interleukinei-2. Daca cultura in permanentd va contine antigen
si interleukina-2, T-celulele se vor reproduce incontinuu. Anume astfel se elaboreaza
linii pure de T-celule de toate tipurile.

T-supresoarele functioneaza numai in cazul in care sunt permanent stimulate de T-
helpere, care, la rindul lor, sunt inhibate de supresor —autoreglarea prin retroinhibitie.
T-supresoarele provoaca toleranta la diferiti antigeni (insensibilitate).

Unul din mecanismele ce determina interactiunea T-celulelor reglatoare cu B-celule
saualte T consta in identificarea antigenului impropriu fixat pe suprafata celulei-tinta.

Limfocitele transmit semnalele prin secretia unor molecule specifice ce actioneaza
la distante relativ mari. Din T-limfocite au fost izolate proteine reglatoare solubile
— factorii Helper $1 factorii supresori, factori cu proprietati specifice antigenice, la
fel ca i celulele ce le secreteaza. E posibil cd ei reprezintd receptori membrano-fixatori,

Antigenul activeazi

T-limfocitul

-
T-limfocitu
activ secretlfaza # &
interleukina -2
51 formeazi

celulara
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despringi de la celula T, care ar reactiona specific cu celulele B, inducind in descendenta
acestora sinteza de anticorpi specifici.

Reactiile la transplant reflecta o ripostd daté variantelor de antigeni straini de pe
suprafata celulara, fiind denumite antigeni ai histocompatibilitatii. Dintre acestia, 0
importanta primordiala o are familia de antigeni codificata de un complex de gene,
denumit complexul de histocompatibilitate majora (MHC).

Antigenii acestui complex poseda unele particularitati:

1) Ocupa un loc prioritar printre antigenii-tinta dupa rolul acestora in reactiile T-
celulare ale transplantului.

2) Acesti MHC-antigeni straini acceptd un procent mare de T-limfocite (5-10%
de T-celule), pe cind la un antigen obignuit reactioneaza mai putin de 0,1% de T-celule.

Se evidentiaza doua clase de MHC antigeni: la oameni — numite $i HLA (Human-
leukocyte-antigen) — au fost descoperite primar in leucocite. Ambele clase (1 §12)
denotd un complex de glicoproteine ale suprafetei celulare (fig.8.36 a,b,c). Laclasal
reactioneaza celulele T-citotoxice, pe cind T-helperele —la glicoproteinele straine de
clasall. S-astabilit ca acesti antigeni, care stimuleaza doua subpopulatii diferite de T-
celule, au functii diferite.

Domenii hipervariabile Domenii hiperyariabile

s

o -catena
- 'ms

il

o -catend [ -catend

Spatiul extracelular

Membrana
plasmatica

Citozol
MHC-II protei L

Figura 8.36. MHC glicoproteine. Molecula MHC-I e necovalent fixatd cu f8,- microglobulind, care-i
omoloagi cu domeniul imunoglobulinelor §i nu e codificatda in MHC. Domeniul A de asemenea ¢
omolog cu cel din imunoglobuline.
Glicoproteinele MHC ale clasei [ au proprietati anumite:
I) Antigenii sunt situafi pe suprafafa majoritatii celulelor somatice, care poseda
nucleu si reprezinta pina la 1% din proteinele membranei plasmatice (5x10° molecule
la celuld).
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2) Sunt asociati necovalent cu o proteind mica— f3,-microglobulind codificata de
o gend, localizata in alt cromozom — proteina omoloaga cu un domeniu de imunoglobu-
line, ce indica asupra legaturii evolutioniste intre aceste proteine.

3) Locusurile ce codifica aceste glicoproteine sunt cele mai polimorfe dintre toate
cele cunoscute pind azi, la animalele vertebrate superioare. In fiecare locus al fiecarei
specii existd un numar mare de alelee (forme alternative ale uneia si aceleiagi gene).

Varietatea MHC difera de varietatea anticorpilor prin natura lor. Specia contine

sute de glicoproteine, insa individul mos-
teneste ereditar cite o aleld a fiecarui locus
de la fiecare din parinti si de aceea acest
individ are maximum 2 forme de glicopro-
teine respective, pe cind anticorpii —
milioane.

Antigenii MHC-II nu se propaga pe
larg, fiind caracteristici numai unor celule:
majoritatea B-limfocitelor, unele T-limfoci-
te, macrofage sau analogii lor. Se compun
din doua lanturi polipeptidice fixate neco-
valent (o-33000Da si 8-28000 Da),
integrate in membrana si glicozilate. Ma-
joritatea T-limfocitelor identifica antigenii
de la suprafata celulelor doar atunci cind
acestia sunt asociati cu MHC glicoprotei-
ne proprii. Astfel de proprietate a T-limfo-
citelor e denumita recunoasterea asocia-
tiva a MHC.

Eventualul fenomen incita atentia T-
limfocitelor si o canalizeaza spre suprafe-
tele celulare, la care fiecare categorie de
antigeni emite raspuns imun specific.

Antigenii virali se asociaza numai cu
MHC-I si activeaza T-limfocitele citotoxi-
ce (virusii, practic, ataca toate celulele so-
matice cu nucleu). Antigenii bacterieni se
fixeaza de MHC-II, stumulind T-helperele
ce activeaza B-celulele si macrofage, apoi
amplificd fagocitoza, cu implicarea
complementului.

Deocamdata, mecanismele moleculare
de identificare nu sunt descoperite. Sunt
inregistrate doar date indirecte, care
confirmd ca unele T-helpere identifica
fragmente de macromolecule straine dege-
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nerate, fixate de glicoproteinele MHC-II si, ca rezultat, se activeaza T-helperele. T-
celula activa identifica un complex analog de determinare antigenica cu MHC-II pe
suprafata B-celulei i o activeaza.

Nici mecanismul de identificare a T-celulei si, simultan, a antigenului strain, precum si
a glicoproteinelor MHC, nu ¢ limpede. Au T-celulele un receptor sau doi, diferiti?

O sensibilitate deosebita a T-celulelor la moleculele straine de MHC in trans-
plant elucideaza faptul ca ele pot identifica antigenii straini numai in asociatie cu glico-
proteinele MHC proprii. Posibil ca multe T-celule reactioneaza cu glicoproteinele
MHC striine din cauza asemanarii complexelor moleculelor MHC proprii, cu fragmen-
tele de antigeni straini. Ipoteza precum cd glicoproteinele MHC se asociaza cu
antigenii straini gifi prezintd pe acestia T-celulelor explica polimorfismul deosebit al
moleculelor de MHC. In procesul evolutiv s-a creat varietatea mare de molecule
MHC in populatii capabile sa fixeze modificarile antigenilor in microorganisme.

Raspuns imun la infectia virala

Un nou antigen este des vestitorul unui proces infectios —un semnal pentru sistemul
imun—ca un virus sau alt parazit ar putea sa se dezvolte rapid in organism. Putinele T si
B celule care poseda receptori sau anticorpi i pot lega antigenul trebuie sa fie rapid si
selectiv propagate ca sd inlature infectia. O infectie virald ipotetica este ilustrata in figura
8.37.

Cind un virus infecteaza o celula, el profitd de functiile si structurile ei, ca sa replice
acidul nucleic propriu si sa produca proteinele virale. Aflindu-se in interiorul celulei,
macromoleculele virale sunt relativ inaccesibile pentru anticorpii sistemului imun umoral.

Totusi, unele proteine din clasa MHC -I se vor deplasa spre suprafata celulei infectate,
vor prezenta fragmente peptidice din proteinele virale, care apoi pot fi recunoscute de
catre Tc limfocite. Virusii maturi devin vulnerabili fata de sistemul inum umoral ¢ind sunt
eliberati de celulele infectate §i sunt prezenti pentru un timp n mediul extracelular. Unii
sunt apoi ingerati de macrofage, care ingereaza doar acei antigeni care sunt recunoscuti
de catre anticorpii produsi de anumite B-celule. Fragmentele de peptide virale vor fi
prezentate pe suprafata macrofagelor si a B-celulelor, fixate de proteinele MHC-II.
Antigenele peptidece vor declanga un raspuns multicomponent ce antreneaza celule B, Tc
siT,,.

(Elomplcxele protein-peptid MHC-I de pe celulele infectate sunt recunoscute ca
straine si sunt fixate de receptorii T-celulelor ce au specifitate respectiva. Receptorii T-
celulelor raspund doar la antigenii peptidici legati cu proteinele MHC-1. Celulele Te
poseda un receptor aditional CD8, numit coreceptor, care intensifica interactiunea
receptorilor T celulelor cu proteinele MHC. Celulele Tc activeaza cu celule T-killer si
lizeaza celulele infectate cu virusi. Moartea celulei este cauzata de mai multe mecanisme,
unele neintelese. Un mecanism implica eliberarea perforinei — proteina ce se leaga si
agregheaza la membranele plasmatice a celulei-tinta, formind pori care distrug capacitatea
celulei de aregla mediul intern. Celulele Tc de asemenea induc apoptoza, in care celulele
complexate la Tc sufera modificari metabolice ce conduc la emisia celulei.

Celulele Tc cu specificitate adecvata trebuie sa prolifereze selectiv, daca e prezent un
numir mare de celule infectate cu virusi. In acest scop, celulele Tc se fixeazi la celula
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Figura 8.37. Rdaspuns imun posibil la infectia virali

infectatd care genereaza receptori celulari la suprafati pentru proteinele de semnalare
numite interleukine. Interleukinele secretate de citre o varietate de celule stimuleazi
proliferarea doar a celulelor B si T purtitoare de receptori respectivi. Celule ale sistemului
imun ce prolifereaza si raspund la antigeni sunt putine. Procesul de generare a unei populatii
de celule prin reproducere special este numita selectie clonald.

Peptidele fixate la proteinele MHC-IT si prezentate pe suprefetele macrofagelor si B-
limfocitelor sunt legate similar de receptorii specifici ai T, -celulelor. Ultimele, de asemenea
poseda un coreceptor numit CD4, care stimuleaza interactiunile cu receptorii T- celulelor.
Aceastd interactiune in asociere cu semnalele moleculare secundare, care sunt
identificate curent, activeazd T, - celulele. O subpopulatie de T - celule activate
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secreteaza o proteina de semnalare micd — interleukina 2, care stimuleaza proliferarea
celulelor. Tesi T, -celulele au receptori corespunzatori. In final, sporeste esential numdrul
celulelor sistemului imun, capabile sa recunoasca si sa raspunda la antigeni.

O alta subpopulatie de T, -celule activate fixate la macrofage si B- limfocite
secreteaza inferleukina 4 care intensificé proliferarea B celulelor ce recunosc antigenul.
Proliferarea celulelor B, Te i T, continud atita timp cit antigenul respectiv este
prezent. Celulele B proliferative promoveaza distrugerea virusilor si/sau a celulelor
bacteriene. In primul rind, ele secreteazi o cantitate mare de anticorpi solubili care se
leagd cu antigenul. Acesti anticorpi fixati activeaza un sistem celular complex compus
din 20 proteine, numit complement. Acest sistem completeaza si stimuleaza actiunea
anticorpilor. Proteinele sistemului distrug invelisul multor virusi sau infectii bacteriene,
produc gauri n peretii celulari, cauzind tumefierea si liza prin soc osmotic.

Spre deosebire de T-celule, B-celulele nu suferd selectie in timus ca si elimine anticorpi
ce recunosc proteinele proprii. Oricum, B-celulele nu contribuie semnificativ la raspunsul
imun, dacé nu sunt stimulate de ctre T, -celule. Celulele T, participd doar indirect in
liza celulelor infectate §i agentilor patogeni, rolul lor este critic in raspunsul imun. Aceasta
devine evident la pandemiile provocate de HIV-virugi. Tinta infectiei HIV sunt T, -
celulele. Eliminarea acestor celule degenereaza intregul sistem imunitar. O data ce
antigenul este epuizat, celelule imune activate mor prin apoptozd. Oricum, putine celule
B 51 T stimulate se maturizeaza in celulele memoriei. Acestea sunt celule cu o durata
lungi a vietii, care nu participi direct la rdspunsul imun primar. In schimb, ele devin
rezidenti permanenti ai singelui capabil s& respunda la reaparitia antigenilor corespunzatori.
Celulele memoriei cind sunt ulterior provocate de cdtre antigen pot intensifica raspunsul
imun secundar din cauza expansiunii clonate anterioare. Prin acest mecanism, vertebratele
o data expuse la virus sau alt agent patogen pot raspunde rapid la o interventie noua.
Asta este temelia imunitatii de lunga durata, oferita de catre vaccine, §i a imunitatii
naturale la infectiile repetate de catre aceeasi specie de virusi.

Superantigenii sunt proteine care confera sistemului imun istovire, autodistrugere.
Aceste proteine sunt capabile sd activeze fiecare a cincea T-limfocit (normal 1 din
10000), majoritatea carora sunt inutile
in lupta cu infectiile obisnuite. De
asemenea, sunt in stare sa provoace un
atac autoimun, cu un efect contrar.
Reprezentanta a impactului e grupa de
proteine —enterotoxinele stafilococe,
provocatoare ale sindromului de soc
toxic.

Numerosi indici pledeaza pentru
conceptia cd la baza efectului patoge-
nic al enterotoxinelor sta CapaCitatea lor Figura 8.38. Forma cilindricd e caracteristicd

de a stimula formarea interleukinei-2  superantigenilor S.aureus. Sunt prezentate fragmentele
in cantité;:i enorme de B-structurd. Predominarea P-structurii exponeazi

j molecula proteicd in mediu pentru o interactiune majora
cu alte molecule

N-terminal A ,C-terminal
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Studiile recente confirma ca enterotoxinele reprezinta proteine cu dimensiuni mijlocii
si continut mare de aminoacizi hidrofili. Majoritatea moleculelor au B-structura. Exista
insa si segmente de o-spirala —molecula relativa necompacta (fig.8.38).

Enterotoxinele se comporta ca antigeni obisnuiti, dar au gi unele particularitati
distinctive. Pentru ca T-limfocitul helper sd accepte un antigen proteic obignuit, trebuie
sé fie supus procesingului in macrofage sau in alte celule ce 1i reprezinta. Aceste celule,
inglobind molecula de antigen, o scindeaza in peptide mici, ce sunt expuse pe suprafata
celulara, in complex cu proteinele din MHC-II. Peptida e plasata in molecula MHC
conform structurii sale. Apoi antigenul expus se leagd cuo un numar mic de T-helpere ce
poseda receptori specifici pentru peptide concrete .

Enterotoxinele, spre deosebire de T-helpere, se fixeaza de moleculele MHC
direct, fara perioada de inglobare si transformare: T-limfocitele sunt capabile sa inter-
actioneze cu toxinele intacte. Molecula T-receptor celular, compusa din a gi 3 catene
polipeptidice, are fragmente constante §i variabile dupa componenta aminoacidica
(fig.8.39).

Se considera ca enterotoxinele se fixeaza de V-fragmente in 3-lant in acea portiune
care nu participa la legarea antigenului obignuit. Fiecare endotoxina manifesta afinitate
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Figura 8.39. Rdspuns imun la superantigeni
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fatd de un tip anumit V-fragment. S-a constatat ca organismul omului contine mai mult
de 30 tipuri de V-segmente, ceea ce ofera posibilitate enterotoxinelor sa interactione-
ze cu o cantitate mare de celule.

Savantii considera ca superantigenii au un rol deosebit la imunodeficienta pe fun-
dalul cancerului i SIDA. Deocamdata, nu poate fi ignorat si efectul negativ al superan-
tigenilor asupra B-limfocitelor.

Investigatiile la obiect au permis concluzionarea cd, utilizind diferite fragmente pepti-
dice cu proprietati diferite, e posibila elaborarea unor preparate medicinale, in baza
superantigenilor, pentru corectia sistemului imun.

Sistemul imun protejeaza organismul uman de tumori de naturd virotica. Imunitatea
contra tumorilor induse de virusi nu se deosebeste cu nimic de imunitatea contra altor
infectii virale. Tumorile pot fi lichidate de macrofage sau de celulele-Killer naturale,
celule nuprea mari, similare cu limfocitele. Spontan si relativ nespecific, ele distrug
efectiv celulele tumorale. Celulele date nu necesita ca propria lor celula-tinta sa fie
acoperita cu anticorpi.

Cele reflectate se referd, in special, la considerentul de apreciere a sistemului imun
drept unic printre alte sisteme.



