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PREFATA

Aceastd initiativa editoriald are scopul de a furniza o baza de studiu actualizatd pentru toti studentii,
medicii sau biologii implicati in procesul de descifrare a mecanismelor de aparare impotriva oricarei
molecule non-self prezente dincolo de barierele organismului. Pentru studenti, volumul oferda informatii
detaliate in limba romana, minimalizand efortul de instruire intr-o limba straina si scurtand timpul de cautare
si selectare prin diversele materiale existente in literatura. Pe de alta parte, experienta didacticd acumulata in
decursul anilor de predare ne-a permis o selectare si sistematizare a materialului prezentat, dublatd de o
iconografie bogatd pentru paragrafele mai greu accesibile. Desenele originale lasa cititorului posibilitatea
unei interventii personale cu creioane colorate, direct pe figurd, fapt esential in mentinerea atentiei pentru o
perioada mai lunga de ,,studiu interactiv”.

Prezentarea materialului urmeaza logica proprie organismului de aparare in valurisuccesive, in raport
cu natura antigenelor, concentratia lor, poarta de intrare, starea imunologicd a organismului receptor. Se
incepe cu imunitatea inndscutd si cea dobanditd, urmind patologia imund care se instaleaza daca
organismul, in efortul lui, nu a reusit sd pastreze intactd homeostazia. Datoritd profilului Catedrei de
Fiziopatologie si Imunologie in care activim, unele capitole, cum ar fi Inflamatia, au fost excluse din
prezentare, fiind aprofundate, conform traditiei, incursurile deFiziopatologie.

In prezentarea patologiei imune, am evitat, pe cat posibil, suprapunerile cu programa de Semiologie,
Medicina Interna sau Boli Infectioase, rezumandu-ne la aspectele legate strict de mecanismele imunologice
care stau la baza leziunilor celulare. Uneori am repetat, cu buna stiinta, evenimente imunologice pe care le-
am considerat esentiale in etiopatogenie sau cu implicatii semnificative in conduita terapeutica, in incercarea
de a facilita efortul de Invatare.

Tinem sa atragem atentia ca deductiile logice ale autorilor care au devenit necesare pentru o prezentare
coerenta a mecanismelor imune, in interrelatia lor spatio-temporald, au fost incluse in ,,ipoteze de lucru”, pe
care le-am atasat volumului, in postfata. Acestea pot fi privite ca o concluzie generald a autorilor, in care
sunt sugerate atat complexitatea raspunsului imun, cat si perspective de viitor, generate de progresele
stiintelor conexe, privind existenta unor integrari functionale complexe, care presupun si mecanisme de
comunicare intercelulara prin oscilatii si unde (fasciculele simfazice fotonice, unde radio, campuri
electrostatice sau controversatele cAmpuri informationale de torsiune).

Autorii multumesc tuturor acelora care au ales pentru studiu volumul de fata.
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INTRODUCERE. PRINCIPII GENERALE DE REACTIVITATE CELULARA

Definitie: Reactivitatea celulara este o modalitate de schimb informational, in care celulele raspund la
diferite tipuri de stimuli, externi sau interni, prin reactii de tip supravietuire sau moarte celulara.

Calitatea schimburilor informationale ale unei celule cu mediul depinde de precizia functiondrii
sistemelor de nregistrare a modificarilor survenite In mediu. Aproximativ jumatate din cele 25 de mari
familii proteice codificate de genomul uman se ocupa cu procesarea informatiei.

Orice proces prin care celula transforma un tip de semnal sau stimul in altul reprezintd un proces de
transductie. In organismele vii, transductia semnalului se realizeazd prin intermediul cascadelor de
transductie. Acestea sunt circuite moleculare care detecteazi, amplifici si integreaza diferiti stimuli,
cu scopul gener:rii unui raspuns celular.

Concomitent cu transductia, stimulul este codificat In unititi de semnal- cuante,grupate apoi in
secvente distantate in timp, care se succed intr-o anumiti ordine, fiind caracteristice fiecarui tip de
energie codificat.

Codificarea poate fi complexd si urmeaza un drum caracteristic spre un "centru de decodificare”,
care, de cele mai multe ori, este si "efectorul" care genereaza raspunsul adecvat:

- activarea unor gene,

- amplificarea productiei de energie;

- remodelarea citoscheletului;

- moartea celulara prin apoptoza (sau necroza).

Semnalele pot fi extracelulare, intracelulare sau intercelulare.

Semnalele extracelulare

Sunt in majoritate hormoni si factori de crestere, dintre care unii nu pot patrunde in celule, datorita
dimensiunilor (cum este cazul moleculelor proteice) sau a polaritatii lor (de exemplu adrenalina). Pentru a
determina un raspuns celular, acesti stimuli externi trebuie sd actioneze ca niste liganzi (mesageri primi),
fixandu-se pe receptori, care sunt proteine integrale ale membranei celulare.

Altii, spre deosebire de factorii de crestere polipeptidici, cum sunt hormonii sterolici si tiroidieni, au
dimensiuni relativ mici si structuri hidrofobe, ceea ce le permite traversarea membranei plasmatice. Ei
formeazacomplexe cu receptorii intracelulari, modalitate prin care declanseaza cascadele de semnalizare
care le permit exercitarea efectelor biologice.

Semnale intracelulare

Chiar daca sunt declansate de semnale extracelulare, semnalele intracelulare sunt considerate distincte.
La celulele eukariote, moleculele de semnalizare intracelulard includ: proteinele G heterotrimerice,
GTPazele mici, nucleotidele ciclice (AMPc, GMPc), Ca?*, fosfoinozitolii (PIP3, DAG, IP3), diferite protein
kinaze si fosfataze. Majoritatea sunt numite mesageri secunzi.

Semnale interceluare

Semnalele intercelulare sunt multiple:

- paracrine: au drept tinta doar celulele din imediata vecinatate a celulelor producatoare. Exemplu:
neurotransmitatorii;

- autocrine: se exercitd numai asupra celulelor de acelasi tip cu celula producatoare. Exemplu:
semnalele transmise de celulele imune;

- juxtacrine: transmise de-a lungul membranei, prin intermediul proteinelor si lipidelor componente,
fiind capabile sd influenteze atat celula emitatoare, cat si celulele din imediata vecindtate;

Reactivitatea celulard constituie raspunsul la aceste semnale si nu poate fi definitd In afara
structurilor diferentiate, capabile si inregistreze orice forma de energie care actioneazid asupra
celulei.Numim generic aceste structuri receptori, grupati in familii numeroase care sunt dispersate intre
membrana externd si nucleu.

Receptorii si etapele transductiei

1. Transductia dintre mediul extern al celulei si cel intracelular prin intermediul receptorilor
membranari

Acestia sunt dispusi transmembranar sau in invaginari membranare, de tipul veziculelor clatrinice
sau caveolelor.

Orice receptor transmembranar prezintd un segment extracelular (SEC), unul transmembranar (STM)
si unul intracelular (SIC).

SEC fixeaza ligandul. Daca lantul polipeptidic al receptorului traverseazd membrana de mai multe ori,
SEC prezinta mai multe bucle care proemind prin membrana.



STM este constituit din a-helixuri transmembranare. In anumiti receptori, cum ar fi receptorul
nicotinic pentru acetilcolind, STM este "un por" tapetat cu structuri proteice, adicd un canal ionic. Dupa
activarea SEC prin fixarea ligandului, porul devine accesibil ionilor care 1l stribat. In alti receptori, STM
suportd modificari conformationale care se reflectd intracelular.

SIC interactioneaza cu citosolul sau cu organitele celulare, transmitand semnalul pe doua cai esentiale:

- prin interactiuni specifice cu proteinele efectorii, care transmit apoi semnalul la destinatie, printr-
un anumit lant de semnalizare.

- prin activitatea enzimatica proprie a SIC care este, cel mai frecvent, de tip tirozin kinazic. Cand
SIC nu are activitate enzimatica proprie, poate asocia enzime citosolice.

Reglarea activitatii receptoriale se poate face prin internalizare sau prin fosforilarea unor situsuri
ale SIC.

Rezultatul fixarii ligandului este diferit, in functie de tipul receptorului pe care actioneaza. Se cunosc
trei clase de receptori:

Clasa I: receptori canale ionice

Modalitatea de activare: extracelulara sau intracelulars;

Comporzitia subunitdtilor receptoriale: heteromeri sau homomeri, care se asambleaza pentru a forma
canale ionice;

Transductia semnalului: prin canale ionice;

Lizganzi: neurotransmitdtori (GABA, glicina, acetilcolina, glutamat, serotonina), ATP, GMPc, AMPc,
IP3, Ca*".

Clasa II: receptori cuplati cu proteinele G (GPCR)

Prezintd 7 domenii polipeptidice hidrofobe (helixuri) transmembranare, de unde si denumirea de
receptori heptahelicali. Necesitd interactiunea cu proteinele G (numite si proteine heterotrimerice de legare a
GTP sau GTP-aze), ceea ce a facut sa fie denumiti receptori cuplati cu proteinele G (GPCR).

Compozitia subunitdtilor receptoriale: monomeri, homodimeri sau heterodimeri;

Transductia semnalului: prin intermediul proteinelor G;

A. Impreund cu un mesager difuzibil,

B. Actionand direct pe un canal,

C. Dupa clivarea receptorului, realizatd de un hormon polipeptidic care actioneazd ca o proteaza cu
specificitate de situs. Rezultatul este aparitia unui receptor autoactivat.

Liganzi:

A. toate neuropeptidele neurotransmititoare de dimensiuni mici (cu exceptia glicinei), substante
odorante, anumite citokine (de exemplu IL8), lipide si agonisti inruditi (PAF, eicosanoizi);

B. Liganzii pentru receptorii muscarinici atriali si pentru receptorii a.1-adrenergici neuronali;

C. Trombina.

Clasa III: receptori cu activitate enzimaticdintrinseca sau asociata

I1la: receptori tirozin kinazici (TKR);

I11b: receptori serin/treonin kinazici (S/TKR);

Illc: receptori pentru citokine (CKR);

Prezintd domenii unice, hidrofobe, fiind receptori pentru factorii de crestere. SIC al acestor receptori
are activitate enzimatica de autokinaza, fosforilandu-si propriile resturi de tirozind, serind sau treonina.

Rolurile fosforilarii:

- marirea activitatii catalitice a receptorilor;

- situsurile de fosforilare servesc ca locuri "de ancorare" a proteinelor adaptor si a proteinelor semnal
citosolice, unele dintre acestea fiind implicate iIn productia mesagerilor secunzi. Acelasi receptor poate fixa
mai multi liganzi, dar pe locusuri de legare diferite.

Compozitia  subunitdtilor  receptoriale:  monomeri/homodimeri;  heterodimeri/heterotrimeri;
heterotetrameri;

Transductia semnalului: SIC are activitate enzimatica.

A. tirozin kinazicd, stimulatd de ligand,

B. guanilat ciclazica, stimulatd de ligand,;

C. serin/ treonin kinazica;

D. activitate enzimatica necunoscutd.

Liganzi:

A. factori de crestere mitogeni, insuling;

B. peptide natriuretice;

C. neurotrofine, hormoni de crestere, prolactina, citokine.
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Multi dintre receptorii proteici prezinta si forme solubile, pe langd forma de receptor membranar
integral. Rolul formei solubile a receptorului nu este foarte clar. Ei ar putea actiona ca o modalitate de
rezerva care, la nevoie, s-ar putea integra membranar. Pe de alta parte, formele solubile ar putea
sechestra liganzii, prevenind legarea lor pe membrani, deci ar putea functiona ca inhibitori.

Interactiunea ligand-receptor determind modificdri in structura terfiard sau cuaternara a receptorilor
(inclusiv a SIC), care sunt Tnsa insuficiente pentru a genera un raspuns specific, deoarece sunt
restrictionate la nivelul unui numir mic de molecule de receptor. De aceea, informatia continuti de
molecula de ligand (mesager prim) trebuie transformata in alte forme care sa poata induce modificari
biochimice semnificative in celula.

2. Preluarea informatiei de la complexele ligand-receptor (L-R) prin intermediul mesagerilor
secunzi, sintetizati imediat dupa activarea receptorilor.

Cei mai importanti mesageri secunzi sunt: AMPc, GMPc, Ca%*, DAG, IP3

Consecintele interventiei mesagerilor secunzi:

-Au posibilitatea de a se deplasa liber in celula, difuzand in diferite compartimente celulare, unde pot
influenta diferite procese, inclusiv transcriptia genica.

-Procesele biochimice prin care sunt sintetizati mesagerii secunzi determind si o amplificare
semnificativa a semnalului care trebuie transdus. De asemenea, in timpul generarii mesagerilor secunzi, sunt
activate diferite enzime si canale ionice membranare, care determina, la randul lor, sinteza unui mare numar
de mesageri secunzi. Astfel, un semnal de micé intensitate din mediul Inconjurdtor (uneori de tipul unei
molecule unice) poate induce un raspuns intracelular de mare amplitudine.

-Utilizarea mesagerilor secunzi Tn multiple cai de semnalizare creeazd atat avantaje, cat si potentiale
complicatii. Astfel, schimbul incrucisat de informatii dintre multiplele cai de semnalizare (“cross talk™)
influenteaza concentratia mesagerilor secunzi. Prin "cross talk" se poate realiza o reglare find (un acordaj) a
activitdtii celulare, mult mai eficienta decat cea obtinutd printr-o singurd cale de semnalizare. Pe de altd
parte, un "cross talk" dereglat induce si o "interpretare" alterata a mesagerilor secunzi.

3. Fosforilarea unor molecule proteice semnaleaza modalitatea cea mai frecventi de transfer a
informatiei realizati de mesagerii secunzi

Multi dintre mesagerii secunzi activeaza protein kinaze care transfera grupdri fosfat de pe ATP pe
resturi specifice din diferite enzime intracelulare. Acest lucru poate fi realizat direct si de receptorii cu
activitate enzimaticd intrinsecd.

Sunt declansate acum cascade de fosforilare a unor kinaze, dintre care cele mai cunoscute sunt PKA,
PKC si MAPK.

Aceasta este modalitatea prin care mesagerii secunzi, liberi in celula, induc modificari ale structurii
covalente a proteinelor cu rol de kinaze, modificari care sunt mult mai stabile decat modificarile foarte
rapide ale concentratiei mesagerilor secunzi.

Aceste modificari ale structurii covalente determind, de fapt, raspunsul propriu-zis al celulei. La randul
lor, aceste cascade kinazice se pot autoamplifica, asa cum se Intampla si cu secretia mesagerilor secunzi, dar
pot trimite si impulsuri spre receptorii membranari, care 1si pot mari sau micsora activitatea.

Deci, si la nivel kinazic, se aplicé principiul functiondrii in cascada. Rezultatul poate fi:

- activarea unei gene;

- amplificarea productiei de energie;

- remodelarea citoscheletului;

- moartea celulard prin apoptoza sau necroza.

4. Stingerea semnalului

Are loc la sfarsitul transductiei si presupune interventia protein fosfatazelor. Este un pas esential,
deoarece fard stingerea semnalului, celula nu mai poate raspunde la noi stimuli. Procesele de semnalizare
care nu sunt blocate la momentul optim induc o crestere celulara necontrolata si chiar malignizare.

Concluzii:

1. Aceeasi cale, initiatd de acelasi ligand, poate initia mitogenezd sau apoptoza

2. Raspunsul diferit este influentat de:

-intensitatea actiunii ligandului (numarul de molecule) care actioneaza,

-faza ciclului celular in care este "surprinsd" celula in momentul actiunii stimulului;

-numarul de molecule receptor existente pe membrana, care depinde de nivelul de procesare a
stimulului anterior;

-gradul de diferentiere a celulei asupra careia actioneaza stimulul. Actiunea factorilor de crestere
asupra unei celule Tnalt diferentiate, de tipul neuronilor, determina apoptoza si nu mitogeneza.
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1. ORGANIZAREA STRUCTURALA SI FUNCTIONALA A SISTEMULUI

IMUN . IMUNITATEA iINNASCUTA
Conf. Dr. Traian Trandafir

Introducere

Imunitatea Tnnascuta este un ansamblu de reactii, determinate genetic, prin care o specie se protejeaza
de agresiunea agentilor infectiosi, a moleculelor non-self endogene, exogene sau tumorale si a factorilor
fizici nociceptivi (radiatii UV).

Sistemul imun (SI) contine proteine, celule, organe si tesuturi, organizate in nivele de aparare de
specificitate crescutd, prin care un organism se protejeaza impotriva bolii, prin identificarea si distrugerea
patogenilor, a celulelor tumorale si moleculelor endogene devenite non-self.

1.10rganizarea sistemului imun:

Nivelul 1: barierele fizice (piele, mucoase), mecanice, chimice (HCI gastric) care impiedica agentii
patogeni sa intre in organism.

Nivelul 2: sistemul imunitatii inndscute, care asigura o protectie imediata.

Caracteristici:

Imunitatea innascuta este:

- Inscrisa in genom,;

- Ag — independenta, adica nu necesita o recunoastere specifica a unei structuri antigenice.Recunoaste
numai ca molecula este non-self, deci este o recunoastere nespecifica, fard memorie imunologica;

- Se instaleaza imediat si induce un raspuns de intensitate maxima;

- implica actiunea unor componente celulare si umorale (cascada complementului, inflamatia etc);

- este prezenta la aproape toate formele de viata.

Nivelul 3: sistemul imunitatii adaptative

Caracteristici:

- Inalta specificitate — un singur tip de Ag este recunoscut de celulele SI, dupa care declanseaza un

raspuns imun (umoral sau celular);

- Recunoasterea antigenica presupune existenta unor receptori specifici: BCR, TCR.

- Memorie imunologica prezenta;

- Raspuns mai lent: 2-3 saptamani pentru RI primar, apoi timpul se reduce la jumatate pentru RI

secundar.

in concluzie:

1. Sl este organizat in trei nivele de aparare, care actioneaza permanent pentru discriminarea self-ului
de non-self.

2. Chiar daca imunitatea innascuta si cea adaptativa evolueaza separat, eficienta RI de ansamblu
depinde de conexiunile complexe si de mecanismele de reglare pe care le implica cele doua sisteme.

3. Impartirea este mai mult didactica pentru ci inflamatia, imunitatea inniscuta si cea dobanditd /
adaptativa se intrica prin reactii biochimice comune si se suprapun in timp.

Organizarea sistemului imun adaptativ

|. Zona de productie: maduva hematogena, unde se diferentiaza toate populatiile leucocitare.

Il. Zona de instructie (timus,organele limfoide secundare-OLS).

I11. Zona circulatorie: limfocite circulante, leucocite (APC) circulante (limfatice sau sanguine).
IV. Zona fixa: splina, ganglioni limfatici, tesut limfoid difuz (pulmonar, digestiv, cutanat, genital).
V. Zona de distrugere ( sistemul reticulo endotelial-SRE).
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1.2 Imunitatea inniscuti (I)

Spre deosebire de imunitatea adaptativa, If nu recunoaste specific fiecare antigen, ci molecule comune
diferitelor specii de patogeni, care au structura puternic conservata filogenetic si care sunt esentiale pentru
supravietuirea patogenilor. Asemenea structuri sunt limitate ca numar, au fost numitePAMPS (pathogen
associated molecular patterns) si includ:

- Endotoxine sau LPS din peretele bacteriilor Gram (-);

- Peptidoglicani, acizi lipotecoici din peretele bacteriilor Gram (+);

- Manoza din structura glicolipidelor si glicoproteinelor microbiene;

- ADN bacterian, N-formil-metionina din proteinele bacteriene;

- ARN mono si dublu catenar din virusuri;

- Glicani din peretele fungilor.

Acestor PAMPs li se adauga molecule exprimate pe membrana sau eliberate de celulele umane supuse
diferitelor forme de stres fizic (caloric, mecanic, radiatii, chimic), infectios sau alterari moleculare, care au
numele colectivde DAMPs (damage associated molecular patterns)

Exemple:

- acizii nucleici;

- HSP (proteine de soc caloric / chaperonine);

- IFN-a (mediator important in apararea antivirald);

- CD 40L (molecula de suprafata a trombocitelor si LT activate);

- Produsi de degradare a acidului hialuronic.

Actorii principali implicati in imunitatea inndscutd sunt fagocitele: macrofage, neutrofile, celule
dendritice. Ele trebuie sd deosebeasca permanent self-ul de non-self. Acest proces este realizat prin PRR -
receptori de recunoastere a patogenilor, care recunosc PAMPs si DAMPs.

1.3 Clasificarea PRR
PRR sunt de trei tipuri: secretati (solubili), de endocitare, de semnalizare.

PRR secretati (solubili)

Au rol de opsonine, se fixeaza pe microbi, favorizeaza recunoasterea lor de catre receptorii fagocitelor
si declangeaza activarea complementului.

Exemple:

- Fractiuni din cascada complementului C3b, C4b ;

- Colectine;

- Pentraxine (amiloid seric, CRP);

- MBL (mannan binding lectin);

-Lectina care fixeaza bacterii, virusuri fungi, protozoare si declangeaza calea lectinicd a
complementului.

PRR de endocitare

- exprimati pe membranele fagocitelor (scavenger receptor, manose receptor etc)

- fixeaza PAMPs si DAMPs, cu care formeaza complexe care, ulterior, vor fi internalizate. In acest
mod, sunt indepartati din circulatie patogenii si sunt pregatiti pentru distructie lizozomala (endocitoza).

Exemple:

- MR (macrophage — manose receptor). Recunosc carbohidrati cu un mare numéar de resturi de
manoza (molecule repetitive).

- FcyR, CR care recunosc opsoninelelgGsi C3b.

PRR de semnalizare

- sunt transmembranari si citosolici; Toll-like receptor (TLR), NLR (nucleotid - binding
oligomerization NOD1, NOD2), RLH (retinoic acid-inductible gene like helicases).
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- se leaga de moleculele ligand — PAMPs. Dupa ligare, semnalizeaza activarea genelor implicate in
raspunsul imun.

- sunt prezenti in citoplasma (PRR citosolici) §i transmembranari.

a. PRR citoplasmatici

- NLR (nucleotid oligomerization domain);

- RIG1 (retinoic acid-inducible genel);

-MDA5 (melanoma differentiation associate gene); recunosc Picorna virusuri. Ultimii doi recunosc
diverse tipuri de virusuri.

In prezenta fibroblastilor activati sau a celulelor infectate viral, RIG si MDA5 semnalizeaza si
activeaza ,,JFN B promotor stimulator (IPS1)”, care activeaza IRF3 (interferon regulatory factor). IRF3
activat stimuleaza NF-kB care intra in nucleu si activeaza gena pentru secretia de IFNy.

b. PRR transmembranari

- NOD1,2; - CD 14;
- NALP 1,3; - Toll-like receptors.
NOD.

Mod de actiune: Peptidoglicanii sunt recunoscuti de receptorii NOD si, in prezenta RIP (receptor
interacting protein), activeaza NF-kB, care activeaza complexe nucleoproteice citoplasmatice numite
inflamazomi. Acestia controleaza caspazele 1 si 5, care devin active si induc maturarea PRO IL-1B si PRO
IL-18, care vor fi eliberate.

NALP 1,3.

In prezenta ARN bacterian, toxinelor, TAP-ului sau acidului nucleic cristalizat, receptorii NALP se
activeaza si declanseaza activarea NF-kB.

CD14 este coreceptor pentru recunoasterea si fixarea LPS (Gram -) pe TLR.

1.4 TLR (Toll-like receptors)

Caracteristici generale:

- Se descriu 13 tipuri de receptori diferiti, dintre care primii 10 la om;

- Sunt conservati evolutiv de la plante la om;

-Sunt proteine transmembranare care traverseaza atdt membrana externd, cidt si membranele
organitelor intracelulare vacuolare;

- Pot fi raspanditi pe membranele macrofagelor, celulelor epiteliale, endoteliale si ale organelor
parenchimatoase, a celulelor dendritice LB, LT si mastocitelor. Alti receptori sunt localizati in citosol.

- Recunosc PAMPs care contin domenii repetitive de leucina.

Structura de baza este data de un lant proteic cu 2 domenii:

- 1 domeniu (segment) extracelular, numit LRR (leucine — reach repeat).

- 1 domeniu (segment) citoplasmatic, asemanator cu receptorul pentru IL1 al mamiferelor, notat TIR
(toll-IL1- like receptor).

1.4.1 Tipuride TLR

TLR membranari recunosc diferite tipuri de PAMPs, iar cei citosolici recunosc in special acizi
nucleici.

TLR1, 6, 10 sunt prezenti pe membranele fagocitelor si recunosc lipopeptide si acid lipotecoic. Dupa
ligare, activeaza mai multe cai intracitoplasmatice care se soldeaza cu activarea genelor pentru secretia
citokinelor proinflamatorii

TLR2 moduleaza raspunsul supresor al LT-CD4"CD25". Fixeaza peptidoglicanii germenilor Gram(+).
Induc secretia IL10 prin care se moduleazd RIU (IL10 are efect de scadere a sintezei citokinelor
proinflamatorii)
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TLR3 sunt localizati in endozomi, recunosc si fixeazd ARN viral. Recunosc PAMPs si moduleaza
transmisia prin TCR, fiind coreceptori ai acestuia. in celulele dendritice, stimuleaza sinteza IFNa, ceea ce
determina stimularea LThl si a LTc, declansand RIC.

TLR4 sunt coreceptori importantipentru LTcCD4" naive.Recunosc lipopolizaharidelor (LPS) din
structura germenilor Gram(-) (ex. E. Coli, Salmonella). Dupa ligare, LPS induc sinteza de IFNJ, cu efect de
stimulare autocrina si de sinteza a coreceptorilor CD40 si B7. In celulele dendritice, induc sinteza IL12 si
IFNa, urmata de stimularea LTh1 si LTc, cu declansarea RIC.

TLR5sunt coreceptori ai TCR. Recunosc moleculele de flagelina. Moduleaza raspunsul supresor al
LTCD4*CD25"

TLR7sunt receptori caracteristici pentru limfocitele B, cu rol important in diferentierea lor. Ligarea
receptorilor activeaza suplimentar limfocitul B, dupa ce BCR-ul acestuia a fost ligat cu un antigen solubil.
Sunt localizati in endozom si fixeaza ARN-ul monocatenar viral. Unele celule dendritice pot avea TLR7
membranar. Ligarea acestora declanseaza calea MYD 88 si induc secretia de 1L12 si IFN, favorizand RIC.

Leucine-rich repeat motifs
LRR

Cysteine-rich flanking motifs

‘ TRAM
IRF-3
Lo )

TRIF-TIR

TLR8 sunt localizati endozomal si fixeaza ARN monocatenar viral. Ligarea lor moduleaza activitatea
imunomodulatoare a LTc-CD4*CD25".

TLR9sunt caracteristici pentru limfocitele B, avand aceleasi functii ca TLR7. Moduleaza transmiterea
prin TCR, fiind considerati coreceptori. Ligarea lor declangeaza sinteza de IL12 si IFNy care maturizeaza
LThl si induc RIC.

1.4.2 Mecanisme de semnalizareprin TLR:

Ligandul (PAMP/DAMP) se fixeaza pe LRR, fenomen succedat de declansarea unui semnal, care
traverseaza TIR si, la extremitatea citosolicd a TIR, este preluat de proteine adaptor. Acestea sunt rapid
recrutate din citosolul submembranar la TIR si interactioneaza ulterior cu diferite cai de semnalizare
intracelulara.

Sunt cunoscute patru proteine adaptor ale semnalizarii prin TLR:

- MYD 88 (myeloid differentiation factor 88);

- MAL ( myeloid adapter — like protein);

- TRIF-TIR (domain containing adaptor inducing protein IFN-p);

- TRAM (TRIF- related adapter molecule).
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Inainte de fixarea ligandului, TLR sunt pozitionati pe membrana sub forma de dimeri, in complexe de
joasa afinitate. Fixarea ligandului induce o modificare conformationala, prin care 2 domenii TIR sunt
“aduse” fata in fata, In imediata proximitate. In acest mod, se creaza o ”platforma de semnalizare”, necesara
pentru recrutarea moleculelor adaptor.

Pe extremitatea citosolica a TIR existd un situs complementar structural cu situsul omolog de pe
proteinele adaptor. Intre cele doua situsuri se formeaza legituri stranse.

1.43  Caile de semnalizare prin TLR

Sunt impartite in:

a) Semnalizarea MYD 88 dependenta; c) MAL si TRAM,;
b) Semnalizarea TRIF dependenta; d) Prin TOLL/IL-1;

a. Semnalizarea MYD 88 dependent:.

Este specifica pentru TLR 2,4 si TLR 7,8,9, PAMPs/DAMPs, LRR, TIR,MYD 88.

MYD 88 asociaza proteina adaptor MAL. Apoi,MYD 88fixeaza o serin-treonin kinaza, numita IRAK
(IL-1-r associated kinase), care se autofosforileaza si declanseaza cascada de ubiquitinari ale unor enzime de
conjugare. In aceasti forma, enzimele de conjugare activeaza o kinaza, IKK (IkBa kinase complex), care
fosforileaza inhibitorul IkB, aflat in complex cu factorul de transcriptie NF-kB.

IkB fosforilat permite atacul proteolitic asupra sa si desfacerea de NF-kB, care devine liber si capabil
sa intre in nucleu, fixdndu-se pe elementele promotor ale genelor proinflamatorii, urmata de sinteza de
citokine proinflamatorii.

Pentru sinteza TNF-a, este necesara si participarea factorului de transcriptie AP-1, iar pentru sinteza
interferonului, a familiei factorului de transcriptie IRF (Interferon regulatory factors).
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Semnalizarea prin TOLL-R calea MYD 88, MAL si TRAM

LPZ
N MD?

TIR [ TIR
l MOLECULA ADAPTOR MYD88
[var | [rak | p |
AW

UBIQITIN-AZA } IKK
IKKa >| IKKp

N

IRAK (IL-1 receptor associated kinase)
IKB(inhibitor al NFkB)
CD14 (coreceptor pentru recunoasgtere §i fixare LPZ Gram- pe TLR).

b.Semnalizarea TRIF dependent:. Este specifica pentru TLR 3,4.

Fenomenele decurg asemandtor pana la activarea factorilor de transcriptie IRF si mult mai tarziu a
NFkB.

C. Semnalizarea prin MAL si TRAM (vezi schema).

Sintetizand, semnalele inifiate prin TLR produc:

1. Activarea macrofagelor, urmata de secretia citokinelor proinflamatorii (TNFa, IL1pB, IL6, ILS,
IL12). Acestea activeaza autocrin §i paracrin diverse tipuri de celule, activare care se soldeaza cu secretia
moleculelor de adeziune, a receptorilor indusi, MHC 1I si chemokinelor (MIP, macrophage inflamatory
protein 1, CC-RANTES)

2. Stimularea diferentierii si activarii celulelor dendritice care fagociteaza in tesuturi Ag exogene, se
activeaza metabolic si incep sa secrete interferon, chemokine, citokine si MHC 1.

3. Moduleaza activitatea limfocitelor T, marea lor majoritate fiind coreceptori (2,3,5,9).

4.Tipul de RI activat depinde de tipul de TLR activat.

Celulele dendritice, activate prin TLR 3,7,8,9 semnalizeaza pe calea MYD 88 si induc productia de
IL12, IFNo, determinand stimularea puternicd a LTh1 si stimularea LTc, cu declansarea raspunsului imun
celular (RIC). IFNa este o citokind importantd in apararea antivirala.

Celulele dendritice activate prin TLR4 produc IL12, IFNa, ceea ce determind stimularea LThl si a
LTc cu declansarea RIC.

CD activate prin TLR 2 produc IL10 care suprima productia de citokine proinflamatorii si moduleaza
raspunsul LTh2, realizind retrocontrolul RIU.

Celulele dendritice si macrofagele stimulate cu LPS produc IFNP, care este secretat si refixat pe
membrane prin IFNR 1. Aceste celule exprima receptorii indispensabili cooperdrilor intercelulare: CD 40,
CD 80, CD 86 (B1,B2), dupa ligarea cu PAMPs.

1.5 Concluzii:

1. Imunitatea este o functie a oricarui organism viu, prin care se distinge permanent self-ul de non-self
si realizeaza indepartarea non-self-ului.

2. Exista trei nivele de aparare, in care specificitatea creste progresiv.

17



3. Imunitatea innascuta este declansatd la contactul celulelor imune cu PAMPS/DAMPS, care sunt
recunoscute prin PRR.

4. S-au descris trei familii de PRR: secretati (solubili), de endocitare, de semnalizare (TLR), clasificati
in doud grupe functionale: PRR1 si PRR2, dupad natura PAMPs1 si PAMPs2

5. Prin fixarea PAMPs/DAMPs pe TLR de pe membrana celulelor imune se declanseaza:

- activarea imediatd a mecanismelor imunitatii inndscute;

- activarea imunitatii adaptative;

- schimbul informational cu rol reglator dintre cele doua forme de imunitate;

- raspunsul imun adaptativ, care incepe dupa 4-7 zile de la decelarea patogenilor, timp in care se
produce rearanjarca TCR si BCR si expansiunea clonelor activate.
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2. CASCADA COMPLEMENTULUI
Dr. Mihaela Gheorghiu

Introducere

Cascada complementului (CC) este un mecanism inndscut de aparare nespecificd a organismului
impotriva structurilor non-self. Ea functioneazd permanent, la un nivel redus (calea alterna) sau cu
amplificari temporale, induse de prezenta in organism a Ag corpusculare sau solubile (calea clasica),
opsonizate cu Ig.

2.1 Genetica

Pe cromozomul uman 6 se afla genele MHC (Clasalll) care codifica sinteza proteinelor CC, care sunt
enzime. Secretia factorilor CC incepe in luna a doua de dezvoltare intrauterind, dar la nastere, nou nascutul
are numai 50% din concentratia adultului. Ulterior, sub influenta IL1 si IFNy, creste secretia factorilor CC
in ficat.

Fragmente ale acestor proteine pot fi liganzi pentru diversi receptori celulari. Genele pentru sinteza
acestor receptori se afla pe cromozomul I. Toti factorii complementului (cu exceptia factorului B) pot fi
cauza genetica a unor boli manifeste clinic.

2.2 Sinteza factorilor CC. Caracteristici generale functionale.

Sinteza are loc in:

1. Hepatocite (cu exceptia: factorilor D si P, receptorilor pentru complement (CR1-CR4);
2. Monocite/macrofage, fibroblasti;

3. Celule epiteliale si endoteliale ;

4. Adipocite (sintetizeaza factorii B si C3);

5. Celule gliale din SNC.

Factorii din CC sunt proteine cu functie enzimatica:

a) Toate enzimele implicate in CC sunt prezente in mediile lichide ale organismului sub forma inactiva
(zimogeni). Activarea primului factor al cascadei inseamna trecerea zimogenului in faza de enzima activa,
care va transforma zimogenul urmator din cascada, In enzima activd, proces care va continua pana la
activarea ultimei proteine a cascadei (factorul C9) ;

b) Activarea zimogenilor se face prin “proteolizd limitatd”, in urma careia se formeaza doud
fragmente proteice:

- Fragmentul “a”, de dimensiuni mici, care ramane Tn mediul lichid si are actiune proinflamatorie ;

- Fragmentul “b”, mai mare, care actioneaza ca enzima (sau cofactor enzimatic) asupra zimogenului
urmator al cascadei. Receptorii membranari (CR1 — CR4) pot recunoaste aceste fragmente. Aceeasi enzima
poate actiona pe zimogeni diferiti, prin modificarea specificitatii de substrat.

€) Membranele celulare purtatoare de determinanti antigenici (D-AQ) fixeaza nespecific componentele
“b” si formeaza complexe macromoleculare care cresc succesiv, prin adaugare de noi molecule “b”, pe
madsurd ce cascada complementului progreseaza.

2.3 Functiile cascadei complementului
Cascada complementului este formata din 25-30 enzime care actioneaza ca mecanism auxiliar al
RIU, avand o functie continua, de slaba intensitate si una ocazionala, intensa, care se incheie odata cu
inlaturarea antigenului. Recunoasterea structurilor antigenice se face specific, prin anticorpi si nespecific,
prin componenta C3b.
A. inliturarea Ag corpusculate se produce in etape:
a) D-Ag sunt recunoscuti de IgM (IgG) preexistente, dupa conformatia lor, la poarta de intrare
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b) Imunoglobulinele, prin capatul Fab, reactioneaza cu structurile Ag de suprafata (Ag corpusculate
membranare).

c) Ca urmare, se produce o modificare conformationala a Ig, transmisa spre capatul Fc, care pune in
evidenta “situsul activator de complement” al imunoglobulinei situat pe CH2 al IgG sau CH3 al IgM.

d) Acestea reactioneaza cu prima componentd din sistem, C1Q, care se activeaza si declanseaza
cascada enzimatica a complementului.

e) La finele acestor reactii succesive, se formeaza complexele de atac al membranelor (MAC), care
perforeaza membranele purtatoare de D-Ag recunoscuti de Ac, in cursul RIU.

B. Inliturarea Ag solubilese produce, de asemenea, in etape:

a) Functia continua a CC (calea alterna) elibereaza in permanenta in circulatic componenta C3b.

b) Ag solubile si Ac secretati la sfarsitul RIU, circuld in plasma, unde se recunosc si reactioneaza
specific, formeaza complexe imune (CI) cu talie mare, care se asambleaza in retele laxe.

c) Pe aceste retele se fixeaza componenta C3b. Asemenea complexe (CI-C3b) se formeaza si tisular, la
locul de patrundere a Ag.

d) Complexele formate reactioneaza specific cu receptorii pentru complement aflati pe suprafata
eritrocitelor sau macrofagelor. Acestea din urma distrug, prin fagocitoza, Ag prezente local. Complexele
fixate pe eritrocite vor fi transportate spre splina sau ganglioni limfatici, unde vor fi distruse de macrofagele
de la acest nivel.

Recunoasterea imunologici nespecifica a structurilor non-self.

Toate membranele non-self se comporta ca structuri Ag. Componenta C3b se fixeaza pe determinantii
Ag membranari non-self, in mod nespecific. Membranele opsonizate cu C3b devin tinte pentru celulele
sistemului imun, care recunosc aceste structuri prin receptorii CR.

INDEPARTAREA ANTIGENELOR
(CLEARENCE-UL ANTIGENIC)

A. Ag CORPUSCULARE
celula non-self

SAC
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2.4 Receptorii pentru complement

a.CR1 sunt prezenti pe macrofage, monocite, neutrofile, eritrocite, eozinofile si LB. Fixeaza
complexele imune opsonizate cu C3b. Receptorii eritrocitari au rol esential in eliminarea CI circulante.
Complexele imune sunt transportate la ficat si splind, unde sunt captate prin receptorii CR si FcyR ai
macrofagelor locale.

b.CR2sunt prezenti pe membrana LB, LT, celulelor epiteliale si NK. Fixeaza mai ales componenta
C3b atasata pe membrane non-self. CR actioneaza si ca un coreceptor pentru BCR. Recunosc si fixeaza
virusul Epstein Barr.
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c. CR3/CR4 sunt prezenti pe membranele APC (monocitelor, macrofagelor si celulelor dendritice) si
pe granulocite.Fixeaza iC3b (inactive C3b).

Receptorul pentru anafilatoxinele C3a, C4a, Cba:

d. C3aR — prezent pe macrofage, LB, mastocite, eritrocite si muschi netezi;
e. C4aR — prezenti pe mastocite si bazofile;

f. C5aR — prezenti pe mastocite, LB si neutrofile.

Exista 3 cai de activare a cascadei complementului :Clasica, Alterna, Lectinica.

2.5 Calea clasica de activare a complementului
Este o secventa in care sunt activati in cascada noua factori, notati de la C1 la C9, doar dupa
recunoasterea complexelor imune.

Descrierea factorilor

Factorul C1

Este format din trei proteine diferite, fiecare avand o structura complexa, notate:C1q, C1r, Cls.

Componenta Clq este o gamaglobulind complexa formatd prin cuplarea succesiva a mai multor
lanturi proteice:

a) Unitatea de baza este un ansamblu din 3 lanturi primare (A,B,C);

b) Doua asemenea unitéti se cupleaza pentru a forma un complex secundar cu 6 lanturi(2A+2B+2C).

c)Trei complexe secundare se unesc intr-o noud molecula formata din 18 lanturi (6A+6B+6C). Aceste
ultime 3 complexe secundare se dispun in spatiu dupa profilul literei Y. Capatul lor NH> este linear, iar cel
carboxilic globular. Prin cele 2 capete (COOH, NH2), C1q leaga componentele Cls si Clr. Capatul globular
contacteaza legdturi cu domeniile activatoare de complement din structura Ig din complexele imune. Dupa
legare, fragmentele Clq suferd modificari conformationale si evidentiaza o secventd de aminoacizi
echivalenta cu un receptor pentru fractiunea Clr. Clq poate lega prin ,,cross-link” diverse 1g.

d) Proteina C1r este inactiva in stare de repaus. Dupa legarea la situsul receptor al fractiunii Clq, Clr
devine serin-proteaza, capabila sa fixeze si sa activeze fractiunea C1s.

e) Proteina C1s devine si ea o serin-proteaza prin fixarea la fractiunea Clr. Are actiune proteolitica
limitatd scindand, in etape succesive, factorii C4 si C2 din cascada complementului, pe care i activeaza. Ea
poate amplifica reactia prin activarea succesiva a mai multor factori C4.

Factorul C2

- Este un lant peptidic unic, care functioneaza doar in calea clasica.Pentru activare are nevoie de
factorul C4, care s fi fost fixat in prealabil pe membrana celulelor purtitoare de C1mb (complexul CIqrs).

- Dupa fixarea pe C4 (considerat, din acest motiv, cofactor al factorului C2), factorul C2 sufera
actiunea proteolitica a factorului Cls activat, echivalentd cu o activare initiala

- Dupa activare, rezulta cele doua componente ale zimogenului C2:

a.Fractiunea scurta C2a;

b.Fractiunea lunga C2b, cu actiune enzimatica. Fractiunea C2b fixeaza C4b, rezultind complexul activ
C2bC4b, sau C3 convertaza caii clasice (C3-aza). Apoi, C3-aza ataseazd C3b, rezultind C5-aza
(C2bC4bC3Dh).

Factorul C3

- Este format din doua lanturi a si  legate prin punti disulfidice. Se comporta, in ansamblu, ca un
zimogen.

- Lantul a, spre capatul COOH, prezinta un buzunar hidrofob larg, format de o legatura tiolesterica
intre cisteina si glutamina din pozitiile 988 si respectiv 900.

- Lantul B are o secventa aminoacidica care poate fixa zimogenul C5, motiv pentru care este considerat
drept cofactor al zimogenului C5.
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- Activarea factorului C3 se poate face enzimatic si non-enzimatic.

1. Activarea enzimaticd.

- C3-convertaza scindeaza lantul o mai aproape de capatul NHz; dupa scindare rezulta doua fragmente:

- fragmentul mic C3a(extremitatea NH2), care ramane in faza fluida si are actiune proinflamatorie
(anafilatoxind).

- Fragmentul mare C3b — format din portiunea restanta a lantului o si intreg lantul B. Odata format,
fragmentul C3b sufera modificari conformationale si exteriorizeaza buzunarul hidrofob, care se deschide si
expune gruparea tiolestericd; aceasta stabileste legaturi cu gruparile NH2 si OH de pe membranele care au
receptori pentru complement (CR). Fixarea pe CR are caracter nespecific, iar formarea complexelor
membranare este echivalentul unei opsonizari.

2. Activarea non-enzimatica

- Activarea non-enzimatica a zimogenului C3 este lenta si se datoreaza patrunderii moleculelor de apa
in buzunarul hidrofob, cu ruperea gruparii tiolesterice. Ruperea legaturii duce la modificari conformationale
ale lantului o, cu exteriorizarea secventei de aminoacizi capabila sa fixeze factorul B, proteina implicata in
declansarea caii alterne.

Factorul C4

- Functioneazd doar in calea clasica. Este o proteina formata din trei lanturi peptidice o, B si v;

- Lantul o are spre capatul COOH un buzunar hidrofob cu o deschidere foarte mica, in care este
continuta o legatura tiolesterica;

- Lantul B are numai rol structural,

- Lantul y are o secventa de aminoacizi care functioneaza ca receptor pentru fixarea fractiunii C2. Prin
aceasta, factorul C4 devine un cofactor al C2.

Toate cele trei lanfuri sunt interconectate prin punti disulfidice.Serin-esteraza Clq cliveaza lantul a,
detagsand un fragment mic -C4a- din capatul NHz al lantului, cu actiune proinflamatorie. Fragmentul raméane
in faza fluida. Fragmentul mare,C4b, format din restul fragmentului o, lanturile B si y in intregime, se va
ataga membranelor acceptoare de complement.Clivarea factorului C4, modifica structura moleculei cu
relaxarea buzunarului hidrofob, iar gruparea tiolesterica exteriorizata poate contacta legaturi cu gruparile
NH2 si OH din structura membranelor ,tinta”, contribuind la cresterea complexelor membranare si
opsonizarea acestora.

Factorul C 5

- Este o proteina complexa, formatd din doua lanturi polipeptidice.Proteina se ataseaza la lantul B al
factorului C3b.C5-convertaza scindeaza factorul C5 atasat la lantul B al C3, obtinandu-se anafilatoxina C5a
si componenta mai voluminoasa C5b.

Factorul C 6

- Este o proteina formata dintr-un singur lant polipeptidic si este parte componentd a MAC.

Factorul C 7

- Este o proteina lipofila, care fixeaza MAC la membranele celulare ,,tinta”.

Factorul C8

- Este o proteind complexd, formata din trei lanfuri polipeptidice diferite, care au rol de polimeraza
pentru factorul C9.

Factorul C 9

- Este o proteind formati dintr-un singur lant, de forma unui disc, care pluteste in faza fluida. In
prezenta Ca* si a polimerazei C8, discurile se asambleazi si formeazi microtubuli care se inserd in
membrana celulelor ,,tintd”. Modificarile secundare acestei insertii duc la intrarea Na* in celulele non-self,
urmata de H>O, ceea ce echivaleaza cu liza osmotica.
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Etapele ciii clasice a complementului

1. Membranele unor celule pot expune pe suprafata lor Ag care pot ficonstitutionale sau atasate;

2. Imunoglobulinele IgM sau IgG prezinta, spre capatul Fab, situsuri combinative pentru antigeni,
care recunosc Ag expuse pe membrane si se fixeaza pe acestea. Fixarea produce modificari structurale in
lanturile H ale imunoglobulinelor care se transmit spre capatul lor Fc.

3. Aceste modificari exteriorizeazd un fragment de aproximativ 60 aminoacizi din structura Ig
(domeniile CH2 din IgG, respectiv CH> si CHs din IgM), capabil de activarea factorilor din cascada
complementului. IgM activeaza intens CC, dar IgG mai putin, in urmatoarea ordine IgG3, IgG1, IgG2.

4. O singurd moleculd de IgM, avand o structurd pentamerica, are multe situsuri activatoare de
complement; ca urmare, o singura molecula IgM poate declansa CC, activand componenta C1 a cascadei.
Pentru acelasi efect sunt necesare insa douda molecule de IgG. Componenta Clq se fixeaza pe cei 60 de
aminoacizi din domeniile amintiteale IgG si IgM.

5.. Componenta C1q se fixeaza deci pe imunoglobulinele deja alipite de antigenele membranare
(complexe imune, CI).

6. Odatd fixat pe complexul Ag-Ac membranar, factorul Clq suferd modificari structurale, atasand si
activand pe rand fractiunile Clr si Cls (serine cu activitate enzimatica), cu formarea complexului enzimatic
activ Clqrs.

7. Fractiunea Cls cliveaza, prin proteoliza limitatd, lantul a al factorului C4. Fractiunea mica C4a
ramane in mediul fluid, avand actiuni proflogistice (proinflamatorii). Fractiunea C4b, mai mare, se depune
pe CI si in jurul acestora, pe membranele non-self.

8. In contact cu membrana celular, fractiunea C4b sufera modificiri conformationale care evidentiaza
o secventa de aminoacizi capabila sa recunoasca si sa fixeze factorul C2, care se adauga CI initial.

9. Odata fixat pe C4b, factorul C2 se modifica conformational si extremitatea NH2 devine receptiva la
actiunea serinei Cls, care poate cliva abia acum factorul C2.

10. Dupa clivaj, rezultd o portiune mai mica (C2a), care ramane in faza fluida si o fractiune mai mare
(C2b), care se ataseaza fractiunii C4b. Ambele fractiuni se fixeaza pe mebrana celulard. Complexul C4bC2b
are activitate enzimatica -C3 convertaza- in care C4b este cofactor, iar C2b este enzima propriu-zisa.

11. C3 convertaza actioneaza asupra factorului C3, pe care il cliveaza in factorul C3a, care ramane in
faza lichida, avand efecte proinflamatorii (de anafilatoxind), ca si factorul C4a. Factorul C3b se comporta
diferit:

- Cea mai mare parte se va fixa pe mebranele celulelor tinta prin legaturi intre gruparile glucidice (OH)
si protidice (NH2) din constitutia membranelor si gruparile tiolice ale C3b. Aceasta echivaleazd cu
opsonizarea membranelor (recunoastere imunologica nespecificd);
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- O parte mai mica se adaugd C3-convertazei deja fixatd pe membranele celulare tintad. Formarea
acestui complex modificd si conformatia spatiala a fractiunii C2b, se formeaza astfel C5-convertaza
(C4bC2bC3b), schimband substratul asupra ciruia va actiona complexul enzimatic.

-O alta parte se fixeaza pe antigenele circulante, stimuland raspunsul imun umoralspecific, prin
activarea suplimentard a APC.

12. C5- convertaza fixata pe membrane, recruteaza factorul C5. Factorul C5 fixat pe C5-convertaza va
fi scindat de C2b in cele doua fragmente: C5a si CSb, ambii factori trecand in faza fluida.

14. C5b contacteaza legaturi cu factorii C6 si C7, cu care formeaza un complex proteic liber in faza
fluida. C5a are proprietéti de anafilatoxind, dar este si un puternic chemoatractant pentru neutrofile.

Calea clasica Calea alterna
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15. Odata cu formarea complexului, factorul C7 isi modifica conformatia si fixeaza factorul C8 care se
ataseaza si devine polimeraza.

16. Polimeraza C8 actioneaza asupra factorului C9 (in prezenta Ca*? )care polimerizand, formeaza
structuri tubuliforme care penetreaza membranele celulelor {inta. Prin acesti pori, in celula non-self patrund
Na* si H20, producand liza ei osmotica.

17. Pe membrana non self se constituie astfel complexul de atac membranar (MAC) C5bC6C7C8C9
care induce lizd osmoticd.
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18. In procesul de activare in cascada, se amplifica in fiecare etapd numarul factorilor implicati: o
moleculd IgM activeazd o molecula Cls; aceasta scindeaza 100 molecule C4, iar 20 molecule C4b pot
activa 100 molecule C2; complexul C4bC2b poate activa mii de factori C3, etc.

Nota: IgG 4, IgE, IgA nu activeaza CC pe calea clasica.

2.6 Calea alterni a complementului (CA)

1. Calea alterna constituie componenta centrald a imunitatii innascute.Consta in activarea in cascada a
unor proteine plasmatice, aflate in forma inactiva. Unele dintre acestea apartin doar ciii alterne, iar altele
sunt comune cu calea clasici de activare a complementului. In plasma se afla factorii B, P si D specifici ciii
alterne si factorii caii clasice C1-C9.

2. CA functioneaza permanent, cu intensitate redusa si se amplifica episodic, dacd existd membrane
celulare activatoare de complement (membrane non-self opsonizate).

3. Factorul C3 este esential in declansarea cascadei, datoritd particularitatii buzunarului hidrofob din
lantul a. In acest situs, patrund lent molecule de apa care desfac gruparea tiolesterica, dupa care aceasta este
capabila sa fixeze factorul B, declansand cascada caii alterne.

4. Faza initiald se continua si este autointretinuta. Ea are rol de supraveghere imunologicad nespecifica,
furnizand componenta C3b pentru opsonizarea eventualelor membrane non-self sau complexelor imune
circulante.

5. C3b in exces este inactivat de proteaze serice, prin proteoliza totala. Exista un echilibru strict
controlat intre productia si degradarea C3b.

6. Calea alterna a fost impartita, didactic, in doua etape: de autoactivare si de amplificare.

I. Autoactivarea

Se desfasoara numai 1n faza fluida, daca sunt prezente: proteina C reactiva, mielina, amiloidul P si are
un caracter continuu, in care:

- Zimogenul C3 se hidrolizeaza lent si formeaza complexul C3(H20);

- Complexul format are afinitate crescuta pentru “factorul B”, cu care formeazd complexul
C3(H20)B.Factorul B este un lant polipeptidic scurt, cu activitate proteazica, care intra in structura tuturor
convertazelor acestei cdi. Factorul B din complexul C3(H20)B este scindat de “factorul D” in doua
fragmente, in prezenta MgJ'2 .

- Ba cu lungime mica, anafilatoxina care raimane in faza fluida,

- Bb, mai mare, care raméane legat in complexul C3(H20)Bb. Acest complex are o functie enzimatica
si a fost numit “C3 —convertaza initiala”.C3 convertaza initiald se formeaza in permamenta in faza fluida,
dar are o activitate enzimatica slaba asupra factorului C3, pe care il scindeaza permanent in cele doua
fragmente C3a si C3b. Daca nu exista membrane non-self, C3b poate fi inactivat de factorii H si L.

Factorul D este un lant polipeptidic scurt, aflat in mediile lichide sub forma activa. Ca enzima, are 0
activitate strict limitata la substratul reprezentat de complexul C3(H20)B si/sau C3b-B. Aceastd specificitate
absolutd de substrat face ca factorul D sa nu atace litic alte structuri proteice, desi este o proteazd foarte
activa.

Cantitati mici de C3b permit recunoasterea membranelor non self si opsonizarea Ag corpusculate, ca
prim pas pentru declansarea rdspunsului imun specific.

Componentele C3b se fixeazd numai pe membranele non-self, pentru ca toate celulele normale ale
unui organism poseda receptori care impiedica fixarea fragmentului pe membranele proprii. Odatd fixat pe
membrana non-self, complexul format amplifica toatd cascada caii alterne, declansand etapa II, de
amplificare.
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Il. Amplificarea

Se declanseaza numai in prezenta membranelor non-self si furnizeaza o cantitate mare de C3b, care
asigurd o protectie nespecificd impotriva oricarui tip de DAMPs sau PAMPs. Opsonizarea membranelor
creste fagocitoza, iar APC activate declanseazd procesul inflamator.Aceastd etapa asigurd protectia
nespecifica pe durata In care imunitatea dobandita nu a inceput raspunsul imun umoral sau celular.

Functioneaza sinergic cu calea clasica de activare a complementului, suprapunandu-se in timp si
functional.Complexul “membrana non self + C3b” fixeaza factorul B, formand un agregat molecular pe
membrana non self- C3b-B (MNS+C3b+B).

Declansarea fazei de amplificare poate fi indusa de:

- endotoxinele germenilor Gr(-), LPZ;

- acidul teicoic din membranele germenilor Gr(-);

- zymozan-ul sau ficolinele din structura fungilor;

- molecule de suprafata din structura parazitilor.

Similar cu evenimentele ciii clasice, in fiecare etapd se produce o recrutare a unui numar tot mai mare
de molecule din cascada.Factorul D scindeaza rapid componenta B a complexului C3bB, din care rezultd un
fragment mic Ba, care ramane in faza fluida (ca si fragmentul C3a, ambele avand actiuni proflogistice) i un
fragment mare MNS-C3b-Bb.

Complexul C3b-Bb este o enzima activa si a fost numit “Convertaza intermediara” a caii alterne.
Formarea ei este episodica, numai pe membranele non-self si este instabild. Ulterior, complexul fixeaza un
alt factor al caii alterne — properdina. Acest nou complex este o enzima stabild si puternicd numita
“Convertaza adevirati” a ciii alterne. Complexul C3b-Bb-P intensifica procesul de clivare a factorului C3
in cele doua componente, C3a si C3b.

Factorul P. Properdina este un polipeptid format din patru lanturi legate prin punti disulfidice, cu
efect major de stabilizare a C3 convertazei adevarate din CA. Reactiile au un caracter repetitiv, auto-
intretinute, cu doua efecte diferite:

a. Se genereaza tot mai multe fragmente C3b care se vor fixa pe membranele non self. Pe aceleasi
membrane se gasesc si complexele C3bBb cu care fragmentele C3b reactioneaza, generand un nou complex
C3b-Bb-C3b, cu activitate enzimatica, numit C5-convertaza ciii alterne.

b. Local se epuizeaza rezervele de properdind si diminua formarea complexelor C3b-Bb-P. C5
convertaza caii alterne scindeaza enzimatic factorul C5 cu formarea fragmentelor C5a (proinflamator, care
ramane 1n faza fluida) si C5b care initiazd formarea MAC, dupa o secventa identica cu cea din calea clasica
a complementului (C5b ramane in faza fluida, activand factorii C6, C7, C8, C9 cu formarea
MAC).Evenimentele urmatoare sunt identice cu cele descrise la calea clasica si constituie secventa comuna a
ambelor cai (C5b, C6, C7, C8, C9- MAC).

Rolurile caii alterne:
- Intervine in activarea nespecifica a LB si LT care au receptori pentru CR;
- Mediaza reactia Ag-Ac;
- In final, celulele non-self vor fi distruse prin complexele MAC, desi recunoasterea membranelor non-self
a fost facuta prin complexul C3b, adica non specific imunologic.

Concluzii:

1.Calea alterna se activeaza direct prin fixarea C3b pe membranele non-self (tick over) care sunt
electropozitive. Neutralitatea membranelor celulelor self si prezenta factorilor de protectie anti CC impiedica
fixarea C3b pe membranele proprii.

2.Factorul de protectie membranara solubil H nu se poate fixa pe celulele non-self, asa incat acestea nu
pot beneficia de efectul lui protector, ca inhibitor al CC. Spontan, se formeaza in permanen{a convertaza
initiala care mentine faza de inductie.
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3.0rice alterare a membranelor self duce la formarea masiva de C3 convertaza, care declanseaza etape
de amplificare a cascadei caii alterne, cu formare masiva de C3b. Acesta se va fixa pe membranele non-self
si va stimula si cascada clasica.

2.7Calea lectinica (CCL)

Este o cale de “sigurantd” care asigurd declansarea CC in cazul in care germenii invadanti au in
structura membranelor lor (non-self) molecule specifice (ficoline) sau slab activatoare pe calea alterna sau
clasica (lectine).Este calea secundara de declansare a cascadei complementului, care nu necesita prezenta
C3b sau a complexelor imune, ca si calea alterna.

Microbii, virusurile sau fungii care au 1n structura membranei lor glucide repetitive (manoza,
ficolind) pot declansa calea lectinica a complementului.

in fluidele organismului se afla manose-binding lectins (MBL), (proteine din familia proteinelor de
faza acutd) formate dintr-o tija centrala colagenicd in jurul careia sunt dispuse sase seroproteine care pot
recunoaste si fixa carbohidratii repetitivi. Functional, MBL este similar C1q din calea clasica.

Ligarea MBL de reziduurile glucidice ale patogenilor activeaza MBL-serin proteazele MASP-1 si
MASP-2 (manose - associated serine proteases).

Cele doua serinproteaze se comporta ca factori Clr si Cls, scindand componentele C2 si C4 in
fragmentele C2a si C4a si C2b si C4b, prin care initiaza cascada complementului identic cu calea clasica.

~alea lectinica

3ermeni Gram +
Violecule repetitive (M)
"FICOLINA
'LECTINE

2.8 Efectele fragmentelor rezultate din CC

1. C3a, C4a, C5a si Ba

- Au efecte proinflamatorii (anafilatoxine), prin fixarea pe receptori specifici celulari (C3aR, C5aR),
aflati pe membranele celulelor implicate in inflamatie (mastocite, eozinofile, bazofile, neutrofile,
macrofage).

- Ligarea receptorilor duce la activarea celulara, cu eliminarea mediatorilor chimici preformati,
declansarea procesului inflamator §i mentinerea lui prin eliberarea mediatorilor chimici neoformati
(vasodilatatie, cresterea secretiei de enzime proteolitice si radicali liberi, etc).

- Stimularea maduvei hematogene cu cresterea citodiabazei (leucocitoza) si eliberarea neutrofilelor
(neutrofilie perifericd), NK si macrofagelor (prin C5a).
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- Efecte chemotactice si chemokinetice pentru toate APC, stimuland diapedeza si fagocitoza.
- Stimuleaza mastocitele si intiaza secretia lor de leucotriene.

- Induc contractia muschilor netezi.

- Induc agregarea plachetara, cu aparitia trombozelor in focarul inflamator.

2. C3Db, C4b

- Se fixeaza pe membranele non-self care devin astfel tintd pentru fagocite. Ligarea lor pe receptorii
CR1,2,3,4 duce la activarea celulei, contribuind la cuplarea cascadei complementului cu inflamatia si
declansarea raspunsului imun umoral specific (receptorul CR3 al LB este co-receptor al BCR).

- Se fixeaza pe microbi, virusuri, paraziti sau alte celule non-self, producand agregarea lor in gramezi
care devin finte pentru fagocite.

- Contribuie la eliminarea complexelor imune prin fagocitoza si prin transportul lor pe eritrocite spre
sistemul reticulo-endotelial.

- Prin agregarea trombocitelor, produc tromboze locale, cu rol de delimitare a focarelor inflamatorii

- Stimuleaza LB si LT avand si un efect imunomodulator (prin C3a).

- Stabilizeazd complexele Ag-Ac prin formarea de complexe imune voluminoase, prin superpozitia
fragmentelor C3b.

2.9 Reglarea cascadei complementului

Reactiile din cascada sunt supuse unui control riguros prin factori plasmatici care pot controla
echilibrul dintre factori (cascada propriu-zisa) si fixarea componentelor active pe membranele non-self.

C1 Inh.

Este o alfa globulina serica care are actiune litica asupra factorului C1, pe care il descompune in cele
trei componente. Esteraza Cls nu mai poate declansa astfel prima treapta a cascadei. Deficiente ale acestei
globuline genereaza edem angioneurotic.

Carboxipeptidaza serica

Este 0 enzima care inactiveaza fragmentele C2a, C3a, C4a, Cba prin eliminarea unui rest de arginina
din capdtul COOH al fragmentului.

Factorul |

Este o serin proteaza care utilizeaza trei factori plasmatici diferiti: C4b binding protein (C4bBP),
factorul H, decay accelerating factor (DAF). Enzima scindeaza C3b liber si lectinele. Efectul major este
asupra C3b legat de eritrocite. Din scindarea C3b, pot lua nastere alti produsi intermediari activi:

a. C3bc sau (iC3b);

b. C3d care se leaga pe CR2 ai LB;

c. C3e produce citodiabaza neutrofilelor;

Complexul FI-C4bBP poate scinda proteolitic fragmentul C4b fixat.

Factorul H

Actioneaza sinergic cu Factorul I pentru scindarea lantului alfa al C3b, dand nastere componentei
inactive iC3b. Scindeazi si componentele C4b aflate in faza fluidi. Impiedica fixarea C3b la factorul B,
controland formarea convertazei intermediare.

Decay accelerating factor (DAF) (factor de accelerare a disocierii)

Scindeaza fragmentele C3b si C4b fixate pe membrane. Impiedica formarea C3 convertazelor ambelor
cai (prin blocarea formarii complexelor C2bC4b si C3bBb). Deficitul acestei enzime produce
hemoglobinurie paroxistica nocturna.

Proteina S (vitronectina)

Este o proteind cu afinitate pentru complexele C5bC6 C7. Prin ligarea lor, impiedica fixarea pe
membrane (competitie pentru substrat).

HRF (homolougous restriction factor)
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Este o proteind membranara care impiedica fixarea factorului C8 la complexul C5bC6C7 ceea ce duce
la absenta C8 polimerazei. (Nu mai polimerizeaza factorul 9 si nu mai apar MAC).

Protectia anticomplement a membranelor

ANTIATASABILI — I\/IC:P (membrane cofactor proteine)

..C3b___

bj J_rL C1- PROTEOLIZATOTALA
.Cab~

- CR g > @ ....CI-C3b .. FAGOCITOZA

SELF—> C3b+ C4b- f. H
ANTI C3-aze (factor H)
—

FH a) —~ C3b.
7—@\ cap H GToP « p—
b) CIC—C3b-H
DAF (decay accelerating F)
MS = F’3— lican
——  C3 -mze — = LIZA!
LIP _

Proteina S (vitronectina)

Este o proteind cu afinitate pentru complexele C5bC6 C7. Prin ligarea lor, Tmpiedica fixarea pe
membrane (competitie pentru substrat).

HRF (homolougous restriction factor)

Este o proteind membranara care impiedica fixarea factorului C8 la complexul C5bC6C7 ceea ce duce
la absenta C8 polimerazei. (Nu mai polimerizeaza factorul 9 si nu mai apar MAC).

MIRL

Este o proteinda membranara (Membrane inhibitor of reactive lysis) care impiedica transformarea
factorului C8 in polimeraza activa.

F(E\.,E_“TOF!IANTI MAC Agl&gale FOLIMERAZA
& <o | CB6- L.h—{‘?f(:t':l | 2o
«ose L_
DL‘J:_KQFD CR(palimeraza)

MIRL (maimbmane jinhibitor of reactive (ysis)

@ OBk CE G7 Grens O
CUPLARE

G estaraza — blpcant
(abisanta -= edem anglonsuratic)

Noti !In glomerulonefrita acuti s-a identificat in ser un fragment al C3b numit C3NeF care actioneaz
ca anticorp impotriva C3 convertazei intermediare a cdii alterne (C3bBb).

2.10 Efectele anafilatoxinelor:

C3a

- Recunoasterea pe receptori specifici de pe bazofile si mastocite;

- Eliberarea de histamina si serotonina cu efect vasodilatator;

- Determina contractia musculaturii netede si cresc permeabilitatea capilara ;
- Efect imunoreglator, cu supresia LT si LB (moderand activarea lor si sinteza Ac).
Cda

- Anafilatoxina slaba (efect proinflamator).

Cbha

- Chemotactic pentru neutrofile, macrofage;

- Chemokinetic — cresterea mobilitatii fagocitelor;
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- Activeaza neutrofilele, crescand sinteza SRO (specii reactive de oxigen);

- Creste aderenta neutrofilelor la endoteliul vascular, favorizand diapedeza;

- Stimuleaza sinteza si eliberarea leucotrienelor din mastocitele locale;

Ba este chemotactic pentru neutrofile.

C3b are efecte multiple.

- Opsonizarea membranelor non-self;

- Se fixeaza pe receptori celulari diversi (limfocite, eritrocite);

- Stimuleaza fagocitoza,;

- Induce raspunsul imun prin fixarca pe CR al LB (co-receptor BCR);

- Determina agregarea celulelor opsonizate;

- Determina agregarea trombocitelor, cu declansarea hemostazei (determina tromboze in focarul
inflamator).

Inflamatia si hemostaza sunt strans legate de imunitatea innascutd, cu care interfera prin molecule
comune care se intercondifioneazd si se determind reciproc, existand un grad mare de
suprapunerefunctionala si temporala a lor.
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3.0RGANELE LIMFOIDE
Conf. Dr. Traian Trandafir

Introducere

Sub numele de organe limfoide sunt incluse toate formatiunile anatomice implicate in procesul de
aparare imuna Tmpotriva structurilor non-self prezente in organism. Organele limfoide au fost impartite in:

A. Organele limfoide primare:

- maduva hematogena, in care sunt generate toate celulele seriei limfocitare. Ele se elibereaza in
circulatia generala (citodiabaza) ca LT si LB, incomplet maturate imunologic.

- timusul - organ specializat in "educatia" LT pentru recunoasterea structurilor non-self. Din timus,
limfocitele trec din nou in torentul circulator, pe care il parasesc intrand in OLS.

B. Organele limfoide secundare pot fi:

- incapsulate - ganglioni limfatici si splina,;

- difuze (noncapsulate),formate din tesutul limfoid asociat mucoasei tubului digestiv (MALT);tesutul
limfoid difuz din lamina submucoasa a aparatelor digestiv,respirator, urogenital.

In aceste organe, este initiat si intretinut rispunsul imun (umoral sau celular).

C. Sistemul circulator limfatic este format din capilare, vene si vase limfatice mari (canal toracic si

marea vena limfatica)

Limfocitele circuld in permanenta intre organele limfoide primare (OLP), organele limfoide
secundare (OLS) si tesuturi, In cautarea antigenelor pe care le recunosc, le prelucreaza si le transporta,
declansand in final, un raspuns imun, umoral sau celular, care tinde sa indeparteze structurile non-self din
organism.

Limfocitele care nu au intalnit niciodatd un antigen au fost numite “naive”. Unele limfocite sunt
intens recirculante (LT), iar altele migreazi mai putin (LB). In momentul parasirii maduvei hematogene,
limfocitele sunt celule care nu prezintd tofi receptorii membranari pentru exercitarea functiilor, motiv pentru
care sunt denumite imature. Ele trec n timus (LT) si splind (LB) unde se matureaza structural si functional.

3.1 Organizarea zonelor T dependente:

Timusul este un organ unic, situat retrosternal, care apare ca o evaginatie a pungii branhiale 3 (arcul
faringian). Histologic, este format dintr-o capsuld fibroasa care delimiteaza prin septuri lobulii timici.
Lobulii timici au o zona corticala si una medulara. Timusul este bine vascularizat si contine numeroase
terminatii nervoase vegetative. In parenchimul timic se descriu mai multe tipuri de celule: celule epiteliale,
macrofage santinela, celule dendritice, limfocite.

Celulele epiteliale se diferentiaza morfologic si functional 1n 3 subtipuri:

a) Celule epiteliale cu rol de maturare a LT (nursing cells):

Sunt localizate subcapsular unde formeaza complexe limfoepiteliale, in care celulele prezinta
,buzunare” membranare, Tn care sunt addpostite LT imature.Celulele epiteliale secreta IL17 si alte
chemokine cu rol determinant in migrarea si maturarea LT. LT partial maturate migreaza din zona corticala
spre zonele profunde.

b) Celule corticale epiteliale timice propriu-zise:

Sunt dispuse in retea, in toatd zona corticala. Ele asigura selectia pozitiva (vezi toleranta imunologica).
In urma acestei selectii, LT se matureazi si devin timocite. Acestea au un TCR complet dezvoltat si pot sa
recunoasca complexe MHC-epitop.

c) Celule epiteliale medulare:

Formeaza gramezi celulare in medulara timica, unde se comporta ca adevarate celule prezentatoare de
antigen, prezentand limfocitelor T epitopi self din toate organele corpului (mai putin organele
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imunoprivilegiate). Sunt esentiale in selectia pozitiva si negativa.Acelasi rol il au si celulele dendritice
imature migrate in timus din maduva hematogena.

Macrofagele santineldsunt celule cu rol fagocitar care indeparteaza resturile celulelor moarte in
procesul de selectie pozitiva si negativa ale LT.

Celulele dendritice migreaza din maduva hematogena si se fixeaza in timus, unde prezinta antigene
self, contribuind esential la transformarea limfocitelor imature in timocite imunocompetente.

Functiile timusului:

Prin celulele epiteliale, timusul asigura maturarea si diferentierea limfocitelor T imature,aceste celule
exercitand patru roluri majore:

- Secretia de citokine, care asigura ,,nhoming”-ul limfocitar;

- Maturarea limfocitelor T, printr-un proces complex de selectie pozitiva si negativa;

- Secreta matricea extracelulara si contraliganzii necesari diapedezei LT imature;

- Secreta hormonii timici;

In activitatea timusului mai intervine si hormonul de crestere hipofizar care:
- stimuleaza secretia de fibronectina, laminina si adrezina;

- creste numarul celulelor timice;

- stimuleaza maturarea LT si trecerea lor in circulatie.

3.2Traficul si homingul limfocitelor T imature
LT imature (LTi) pardsesc maduva hematogena, trec in circulatie, de unde se localizeaza in timus,
ghidate de chemokinele timice. Traversarea peretelui vascular timic se face prin venulele postcapilare de la
jonctiunea cortico-medulara. Endoteliul timic este format din celule inalte (HEV=highendothelium
vascular). Limfocitele imature stabilesc legaturi cu celulele endoteliale prin receptorii lor de adeziune, trec
prin peretele vascular si se fixeaza pe proteinele matriceale.
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- Receptorul CCR7 se fixeaza pe moleculele CCR19 si CCR21;
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- Receptorii LFAL se fixeaza pe moleculele de adeziune ICAM1, ICAM2 ale endoteliului;

- Integrine, care sunt prezente pe membranele tuturor leucocitelor.

Migrarea limfocitelor din circulatie in timus se produce in etape:

1. Marginatia si rostogolirea limfocitelor pe endoteliul venular;

2. Cuplarea receptorilor LFAL cu ICAML1,2;

3. In urma ligarii, ambele celule se activeazi si genereazi un semnal de transductie care modifica
moleculele de jonctiune endoteliale JAMI;

4. Integrinele limfocitare se fixeaza pe moleculele JAMI si trec prin peretele vascular (diapedeza).

3.3 Organele limfoide secundare

A. Ganglionii limfatici

Sunt formatiuni rotund - ovalare situate pe traiectul vaselor limfatice, cu diametrul de 1-25 mm, avand
structura limforeticulara, cu rol de filtrare a limfei si de aparare imuna specifica.

Structura:

- La exterior, ganglionii limfatici sunt acoperiti de capsula limfatica, perforatd de vase aferente si
eferente.

- In sectiune, oricirui ganglion i se disting 2 zone: corticala si medulara. Corticala este zona situati
imediat sub capsula, fiind formata din foliculi limfatici (condensari sferice de tesut limforeticular). Foliculii
sunt inconjurati de spatii perifoliculare,incare circuld limfa adusa de vasele aferente. Contin LT si LB naive,
constituite 1n foliculi primari. Medulara este zona centrald, formatd din cordoane limfoide anastomozate,
care formeaza o retea prin care circuld limfa spre hilul ganglionului, din care pornesc vasele eferente.

B. Splina

Este un organ limfoid complex, situat in cavitatea abdominala, cu functii multiple: filtrarea sanguina,
distrugerea hematiilor imbétranite, limfopoieza si aparare imuna specifica.

Structura:

- Seroasa peritoneala,

- Capsula splenica: tesut fibroconjunctiv elastic, din care pornesc numeroase septuri fibroase prin care
aluneca vasele splenice patrunse prin hil;

- Pulpa splenica, formata din doua zone diferite, descrise clasic ca pulpa alba si pulpa rosie.

- Pulpa rosie este constituitd din ultimele ramificatii ale arterelor splenice (ramificatii ,,in perie”), in
care sunt stocate hematii. Din capatul lor opus iau nastere venulele splenice.

- Pulpa alba este formata din condensdri de tesut limfoid, care formeazd teci perivasculare si
condensari ovalare la locul de ramificatie al vaselor. Au rol de microlimfonoduli, in care se observa LB
naive inconjurate de LT naive. Aceste structuri constituie foliculii primari.

3.4 Organizarea zonelor B dependente

Limfocitele B: origine, trafic, homing

Limfocitele B apar timpuriu in viata intrauterind, in mai multe organe embrionare.In siptimanile 8-9
de gestatie, In ficatul embrionar, apar precursori ai LB (proLB) printre insulele de hepatocite. Aceste
limfocite timpurii au expus pe membrana receptorul pentru IL7 (IL7-R), prin intermediul caruia realizeaza o
cooperare cu celulele stromale secretoare de IL7, cooperare favorizatd de un contact strans intre prelungirile
dendritice stromale si moleculele de adeziune.

Ulterior, productia de LB a ficatului dispare si maduva hematogena preia functia hematopoietica.
Maturarea ulterioard a LB necesitd prezenta unor factori multipli (stem cell factor, IL3, factori de
transcriptie, early B factor, IL7, etc). LB timpurii hepatice exprima pe suprafatd IgM si CDS5. Se muta in
cavitatea peritoneald si vor secreta anticorpi multispecifici, fiind celule principale ale apararii intestinale, ca
LB1.
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LB din maduva hematogena au receptorul CxCRS, care fixeaza ligantul CxCL13 de pe celulele
endoteliale din zonele B dependente. In acest mod, este favorizat homingul LB in OLS.

LB parasesc circulatia dupa ligarea receptorului lor membranar CxCR5 de ligandul CxCL13 de pe
membranele celulelor endoteliale din zonele "B" dependente, unde formeaza gramezi. Initial, LB se
aglomereaza in foliculi primari, structuri rotund ovalare diseminate in OLS, in cortexul extern. Receptorul
BCR este de tip IgM sau IgD transmembranare. Stimularea limfocitelor B cu un antigen induce modificari
structurale si functionale in foliculul primar, la sfarsitul carora foliculul devine secundar (FS).

Un folicul secundar este format din:

A. Zona centrali cu LB, limfocite care fixeaza mai putin colorant si delimiteaza o zona sferoidala —
centrul germinativ. Centrul germinativ este format din:

- Celulele foliculare dendritice (CFD), dispuse in retea; sunt celule mezenchimale cu ramificatii
dendritice care si-au pierdut capacitatile fagocitare. Aceste celule realizeaza, prin prelungiri, contacte intime
cu LB. CFD secreta o varietate de TNF (BAFF), cu efect antiapoptotic asupra LB.

- LB-blasti in curs de mitoza, numerosi si cu volum mare;

- LT putine;

- Macrofage;

In centrul germinativ, LB se matureaza functional si migreaza succesiv in zona clara bazala, unde
devin centrocite, inconjurate de macrofage si CDF. Nu exprima nici IgM, nici IgD.

In zona clara apicald, unii limfoblasti se transforma in limfoblasti secundari, plasmocite sau LB cu
memorie.

B. in jurul centrului germinativ, se situeazi zona de manta,formati din LB mici aflate in repaus,
impinse la periferie de proliferarea intensa a LB in/din centrul germinativ.

C. Zona marginala, asczata la periferie, contine LT si apare numai in foliculii secundari (vezi RIU).
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Sistemul imun tegumentar

Poarta de intrare tegumentard, in conditii normale, este impenetrabila pentru antigene. Bariera
aceasta este supravegheata atat de straturile profunde ale epidermului, care contin celulele Langerhans si LT,
cat si de celulele din derm (celulele dendritice, LT, macrofage si mastocite). Toate aceste celule sunt intens
recirculante.

Daca apare un focar inflamator tegumentar, pe aceeasi cale, apar prin diapedeza si alte leucocite
implicate in procesul imun: eozinofile, neutrofile, monocite. Diapedeza limfocitara este favorizata de vasele
din derm, care contin ligandul CCL17 (al carui receptor este CCR4 limfocitar). Keratinocitele exprima un alt
ligand, CCL27 (al carui receptor este CCR10, de pe membranele LT-CTLA4Y).

In derm se mai afla si limfocite T cu functie reglatorie.
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Sistemul imun tegumentar Sistemul imun al mucoaselor
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Sistemul imun al mucoaselor

Stratul submucos din mucoasele digestiva, respiratorie §i urogenitald contine celule si gramezi de
celule limfoide necapsulate (foliculii limfoizi). In lamina propria a intestinului subtire, foliculii limfoizi sunt
mai bine organizati si formeaza MALT (mucosal associated lymphoid tissue). Capatul proximal al tubului
digestiv este supravegheat imunologic de amigdale: palatine (pereche), tubara (pereche), linguala si
faringiana (neperechi). Intestinul subtire si apendicele sunt protejate prin placile Payer, aglomerari de tesut
limfoid.

Antigenele care strabat epiteliul intestinal sunt captate de APC si prezentate LTh, pe care le activeaza.
LTh activate migreaza in ganglionii limfatici mezenterici, unde se activeaza suplimentar si incep sa se divida
(selectie si multiplicare clonald).

Ganglionii mezenterici posedd echipamente enzimatice care convertesc vitamina D n acid retinoic,
care mareste numarul de receptori vasculari HEV si favorizeaza trecerea limfocitelor din sange in foliculii
limfoizi.

LTh activate asista LB1 in sinteza de IgA, IgE si de anticorpi cu spectru larg si specificitate joasa
(cooperare LB1-LTh).

Limfocitele rezidente in intestin sunt prezente in lamina propria, care este populata cu LT activate (a
BTCR CD4"), LBblasti si plasmocite. De asemenea, intraepitelial se aflda mai multe tipuri de limfocite: y8 LT
CD8" si ap LT CDS8", cu doua varietati: CD8- afp heterodimer si CD8- o homodimer.

Existd LT rezidente si in alte organe (ficatul contine 10%° limfocite, majoritatea LT cu memorie, dar si
celule NK si NKT).
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4. ANTIGENUL
Dr. Mihaela Gheorghiu

Introducere

Orice substantd recunoscutda ca non-self de un organism, dupa trecerea ei prin barierele anatomo-
fiziologice, capabila sa induca un RI, poate fi un antigen.

Dupa origine,antigenele pot fi:

- Substante anorganice, de la elemente simple la complexe;

- Substante organice de origine vegetala, animala sau sintetica;

- Organisme vii, virusuri, microbi, parazifi sau toxine ale acestora,

- Celule proprii cu modificari structurale sau fragmente celulare provenite din sinteze gresite sau din
moartea celulara (Ag endogene);

- Celule tumorale;

- Celule proprii invadate de virusuri, germeni sau paraziti cu dezvoltare intracelulara.

4.1 Conditii de antigenitate
Antigenul trebuie recunoscut ca structurd non-self, fie de molecule speciale libere in fluidele

organismului (opsonine/receptori solubili), fie de receptori celulari. Antigene, dovedite ca atare la 0 specie,
pot fi ignorate la alta specie, care nu are receptori de recunoastere pentruantigenele respective.

Exista si molecule care sunt recunoscute ca structuri non-self, dar nu pot declansa singure un RI.
Asemenea molecule au fost numite haptene sau Ag incomplete. O haptend prezenta in organism poate fi:

- Opsonizata si apoi fagocitata, iar detritusurile vor fi eliminate ulterior.

- Legatd de o moleculd mai mare proteica, lipoproteica sau lipopolizaharidica, dupa care haptena
devine Ag complet si declanseaza un RI.

- Se poate depozita in celule ale sistemului reticuloendotelial, ca un corp strdin izolat (cerneala din
tatuaje)

Orice moleculd non-self care nu poate fi recunoscuta de receptori este ignorata imunologic.

Antigenul complet are doua parti distincte:

1.Partea carrier, care este, de obicei, o0 moleculd proteica mare, dar cu putere mica de initiere a unui
RI. S-au descris totusi Ac anti-carrier la sfarsitul unui RI, dar concentratia lor a fost foarte mica.

2.Partea haptenica este legata covalent de carrier. Ea este recunoscuta de receptori ca structurd non-
self si induce sinteza de Ac care au o mare specificitate de ligare a haptenelor inductoare.

Specificitatea astfel inteleasa are o valenta dubla: recunoasterea antigenica de catre limfocite si reactia
cu anticorpii specifici. Recunoasterea antigenica reprezinta abilitatea unor celule de a liga un singur tip de
antigen, fata de care induc un rdspuns imun.

Raspunsul imun indus este dirijat strict Tmpotriva antigenului care |-a declansat. Exista o singura
abatere de la acest principiu, in care un anticorp rezultat in urma RIU, poate sd recunoasca un grup restrans
de antigene, ale caror moleculesunt apropiate structural. Acest tip de reactie constituie un mijloc de aparare
imediata Tmpotriva unor familii de germeni care au determinanti antigenici comuni.

Haptenele si/sau Ag complete sunt recunoscute numai de o populatie celulara care formeaza o clona.
O clona cuprinde aproximativ 100 de celule limfocitare. Teoretic, exista atatea clone cate Ag pot exista.
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