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Cuvânt Înainte  

Imunologia este unul dintre domeniile cele mai dinamice ale ştiinţelor biologice. Funcţia imunitarã este esenţialã pentru organismul uman şi animal şi de aceea, disfuncţiile imunitare severe sunt incompatibile cu supravieţuirea. Pe de altã parte, activarea neadecvatã a funcţiei imunitare are drept consecinţã iniţierea sau progresia stãrilor patologice de hipersensibilitate şi a maladiilor autoimune, ceea ce a amplificat interesul pentru studiul Imunologiei.
Aceastã lucrare este intitulatã Imunologie şi Imunochimie, pentru cã accentueazã în mod deosebit, studiul reactanţilor fundamentali ai imunitãţii: antigene şi anticorpi. Lucrarea prezintã într-o formã didacticã, foarte accesibilã, mecanismele moleculare ale reactivitãţii imunitare în diferitele sale ipostaze: rãspunsul imun faţã de antigene moleculare, antigene de naturã infecţioasã, autoantigene, antigene tumorale sau antigene de transplantare.
Conţinutul acestei lucrãri este rezultatul cãutãrilor de-a lungul mai multor ani şi a încercãrii de a prezenta într-o formã concisã, coerentã şi unitarã, problematica majorã a Imunologiei, în contextul dovezilor tot mai numeroase şi mai convingãtoare, cã funcţia imunitarã are nu numai rolul clasic de apãrare antiinfecţioasã, ci este într-o continuã expansiune a implicãrii sale, atât în menţinerea homeostaziei chimice a organismului, cât şi în numeroase stãri patologice. 
Imunologie şi Imunochimie este titlul unei lucrãri care şi-a propus ca deziderat, sã consolideze un mod de gândire şi de înţelegere a funcţiei de apãrare ca o funcţie biologicã esenţialã, a cãrei activare are nu numai efecte benefice, dar uneori genereazã manifestãri patologice, aşa cum sunt reacţiile de hipersensibilitate şi conflictele imunitare care stau la baza progresiei maladiilor autoimune.
În construcţia lucrãrii Imunologie şi Imunochimie am pornit de la volumul “Imunobiologie” şi de la captivantele cursuri ţinute, la începuturile Imunologiei în Facultatea de Biologie a Universitãţii Bucureşti, de Domnul Academician Profesor Doctor Docent G. ZARNEA, cãruia îi aduc un respectuos omagiu pentru generozitatea efortului constructiv al Domniei Sale, investit în dezvoltarea disciplinelor microbiologice. 
Lucrarea Imunologie şi Imunochimie este materializarea eforturilor de actualizare şi conectare cât mai trainicã a domeniului, la realitãţile ştiinţifice ale momentului. 
Lucrarea se adreseazã tuturor studenţilor şi absolvenţilor mai noi, dar mai ales celor vechi, ai facultãţilor de Biologie, Medicinã umanã şi Medicinã veterinarã, precum şi specialiştilor ale cãror preocupãri profesionale, practice sau teoretice, interferã cu domeniul Imunologiei.
Ţin sã mulţumesc anticipat tuturor acelora care vor studia lucrarea Imunologie şi Imunochimie şi vor face observaţii critice întemeiate, de care voi ţine seama într-o viitoare ediţie a acestei cãrţi. 
 
INTRODUCERE
 

 
Imunologia studiazã, în primul rând, funcţia de apãrare a organismului uman şi animal, care face parte din categoria funcţiilor de relaţie şi este esenţialã pentru supravieţuire. Sistemul imunitar este esenţial pentru supravieţuirea organismelor multicelulare, datoritã agresiunii permanente a agenţilor infecţioşi (microorganisme şi virusuri). Omul adult poartã pe suprafaţa mucoaselor şi a tegumentului, un numãr uriaş de celule bacteriene (circa 1014), mai multe decât propriile celule, unele având potenţialul de a iniţia procese infecţioase. 
Disfuncţia severã congenitalã sau dobânditã a funcţiei imunitare este incompatibilã cu viaţa.
Termenul de imunitate are o provenienţã socialã: în Roma anticã, persoanele scutite de impozite cãtre stat, erau considerate “imune”. Sensul termenului s-a extins, ulterior desemnând persoanele scutite de a suferi efectele infecţiei cu agenţi patogeni.
Imunologia s-a nãscut şi s-a dezvoltat ca un domeniu al Microbiologiei, bazându-se pe cunoştiinţele şi conceptele Patologiei şi Biochimiei.
În sensul clasic, restrâns al noţiunii, Imunologia studiazã reactivitatea organismului animal şi uman, consecutiv contactului cu agenţii patogeni, mecanismele elaborãrii rãspunsului imun, precum şi particularitãţile ţesuturilor, celulelor şi moleculelor care condiţioneazã starea de imunitate. In sens clasic, noţiunea de imunitate defineşte starea de nereceptivitate sau de rezistenţã a organismului faţã de un agent patogen infecţios, în situaţia în care sunt îndeplinite condiţiile pentru apariţia unei maladii infecţioase. Din acest motiv, Imunologia s-a dezvoltat ca un domeniu al Microbiologiei.
În concepţia clasicã, s-a considerat cã activarea funcţiei imunitare are un efect exclusiv benefic, protector pentru organism. 
În concepţia modernã, funcţia imunitarã se defineşte ca o proprietate biologicã esenţialã a organismului uman şi animal, care constã în capacitatea de a diferenţia rapid şi specific, substanţele proprii de cele strãine. 
Sistemul imunitar este tolerant faţã de substanţele proprii, deoarece “a învãţat” sã le recunoascã în timpul vieţii embrionare, dar este dotat cu proprietatea de a recunoaşte şi de a diferenţia prompt substanţele strãine, faţã de care se activeazã şi le îndepãrteazã din organism. 
Toleranţa imunitarã este rezultatul unui proces de selecţie a clonelor de limfocite, selecţie ce are loc în perioada dezvoltãrii embrionare a limfocitelor, ele fiind celulele efectoare ale rãspunsului imun. Selecţia constã în eliminarea clonelor de limfocite potenţial autoreactive (potenţial reactive faţã de moleculele proprii)
Componentele chimice proprii organismului, pe care sistemul imunitar le tolereazã, sunt incluse în noţiunea de “self” (self, englez = propriu), iar cele strãine, care se abat de la structura chimicã programatã genetic a organismului, poartã denumirea de substanţe nonself sau antigene. Astfel, funcţia imunitarã este o funcţie biologicã esenţialã, prin intermediul cãreia organismele diferenţiazã prompt şi cu mare sensibilitate, componentele self de substanţele nonself. 
Funcţia imunitarã are un rol determinant pentru pãstrarea homeostaziei mediului intern şi a individualitãţii chimice a fiecãrui organism, prin faptul cã sistemul imunitar recunoaşte şi tolereazã moleculele proprii, dar se activeazã la contactul cu substanţele strãine care se abat de la programul biochimic tolerat.
Dupã ce învaţã sã tolereze self-ul, chiar din perioada dezvoltãrii embrionare, funcţia imunitarã realizeazã un permanent “control de calitate” a moleculelor self.
Aşa cum aparatul genetic asigurã stabilitatea şi integritatea unei specii ca sistem biologic, sistemul imunitar asigurã pãstrarea homeostaziei biochimice a organismului.
Funcţia imunitarã este mediatã de molecule cu rol de receptori de pe suprafaţa limfocitelor şi de molecule solubile în umorile organismelor.
Obiectul de studiu al Imunologiei s-a diversificat odatã cu progresul general al ştiinţelor biologice şi în special, odatã cu aprofundarea cunoaşterii funcţiei de apãrare. Începând din anii ’60, interesul ştiinţific pentru Imunologie a crescut considerabil din douã motive:
1) În primul rând s-a demonstrat cã funcţia imunitarã este esenţialã pentru organism, insuficienţa sa mãrind riscul infecţiilor cu microorganisme patogene sau potenţial patogene, iar disfuncţia imunitarã severã este incompatibilã cu viaţa.
2) S-a demonstrat cã activarea funcţiei imunitare nu este totdeauna beneficã pentru organism, ci uneori, stimularea ei determinã leziuni tisulare severe, chiar ireversibile, asociate cu stãrile de hipersensibilitate sau iniţiazã evoluţia unor stãri patologice grave, ca de exemplu, maladiile autoimune. Exemplul clasic este oferit de infecţia cu Mycobacterium tuberculosis sau cu M. leprae. Leziunile tisulare, materializate în existenţa granuloamelor, se datoreazã chiar rãspunsului imun, care este aşa de amplu încât produce manifestãrile patologice. 
Stãrile de hipersensibilitate definesc o stare de reactivitate imunitarã crescutã şi se caracterizeazã prin aceea cã, la primul contact cu o substanţã nonself, nu se produce un rãspuns imun detectabil, ci organismul dobândeşte o stare specialã de sensibilizare imunitarã faţã de un antigen. La contactul secundar ulterior, chiar cu cantitãţi foarte mici ale antigenului sensibilizant, organismul rãspunde cu manifestãri patologice de intensitãţi variabile, al cãror rezultat final poate fi fatal. Aşa se întâmplã în stãrile de hipersensibilitate (alergii) la polen, la diferite medicamente (de exemplu, penicilina), la veninul insectelor sau la diferite substanţe alimentare. Modificãrile patologice consecutive alergiilor pot fi locale sau generalizate.
Un domeniu vast, în continuã expansiune, dar relativ recent al Imunologiei îl constituie maladiile autoimune. In esenţã, maladiile autoimune semnificã întreruperea stãrii de toleranţã perfectã pe care sistemul imunitar o manifestã faţã de componentele self. Datoritã unor stãri fiziologice legate de procese de îmbãtrânire, unor procese infecţioase, datoritã unor procese patologice degenerative sau ca urmare a utilizãrii substanţelor medicamentoase, în organism se produc modificãri chimice tisulare care sunt detectate de celulele sistemului imunitar. Consecinţa este declanşarea unui rãspuns imun faţã de componentele self modificate chimic. Astfel se iniţiazã un conflict autoimun, în cursul cãruia sistemul imunitar genereazã efectorii sãi – celule activate şi molecule – care recunosc specific moleculele self modificate. 
Respingerea grefelor de ţesuturi şi organe este consecinţa activãrii funcţiei imunitare. Antigenele ţesutului grefat, solubile sau fixate pe suprafaţa celulelor din grefã, activeazã limfocitele (celulele efectoare ale rãspunsului imun). Autogrefele sunt totdeauna tolerate. În condiţiile unei reactivitãţi imunitare normale, alogrefele şi xenogrefele sfârşesc prin a fi respinse. Cu cât diferenţele genetice şi implicit biochimice între organismul donor şi cel receptor de grefã sunt mai accentuate, cu atât grefa este respinsã mai repede.
 

 

Etapele dezvoltãrii Imunologiei ca ştiinţã
 
Imunologia este o ştiinţã relativ tânãrã, care a apãrut iniţial ca un domeniu a Microbiologiei, care la începuturile sale a studiat mecanismele reacţiilor de apãrare a organismului uman şi animal faţã de agresiunea infecţioasã. Imunologia a fost fundamentatã de descoperirile lui Pasteur şi Metchnikoff şi pãstreazã încã legãturi de esenţã cu disciplina mamã - Microbiologia, deşi astãzi ea este una dintre ramurile cele mai importante şi mai dinamice ale ştiinţelor biologice.
Apariţia Imunologiei ca ştiinţã a fost precedatã cu milenii, de observaţii empirice referitoare la faptul cã vindecarea unor maladii infecţioase era urmatã de o stare de rezistenţã permanentã la reinfecţie sau cel mult de forme uşoare de îmbolnãvire. Cu 2-3 secole î.C., în China şi India s-a observat cã unele maladii foarte grave (variola, pesta, ciuma), lasã în urmã o stare de rezistenţã permanentã la reinfecţie sau cel mult, persoanele fãceau forme foarte uşoare de îmbolnãvire.
În infecţia variolicã, apar leziuni caracteristice mai ales pe tegumentul feţei. Mai întâi apar vezicule mici, pline cu lichid clar, al cãror conţinut se tulburã datoritã infiltratului celular şi fac crustã, iar dupã vindecare, lasã o cicatrice ce se pãstreazã toatã viaţa (vãrsat de vânt). S-a trecut la infectarea artificialã a persoanelor sãnãtoase în scopul declanşãrii unei îmbolnãviri uşoare, care sã instaleze starea de imunitate. Practica variolizãrii prin prizarea pe nas a mojaratului de cruste uscate, recoltate de la cei trecuţi prin boalã, era însoţitã de infecţii grave, datoritã cantitãţii mari de virus inhalat. 
În 1418, procedeul variolizãrii a fost introdus în Anglia de Mary Wortley Montagu şi s-a practicat o perioadã, cu toate riscurile îmbolnãvirii cu severitate necontrolatã.
Vaccinarea antivariolicã a fost introdusã de E. Jenner (1796). Ca vaccin, el a utilizat un virus de la bovine (cowpox). Metoda s-a bazat pe observaţia empiricã a rezistenţei în cursul marilor epidemii de variolã, a mulgãtorilor care fuseserã infectaţi cu virusul cowpox. Acesta, produce o infecţie pustularã şi fiind înrudit antigenic cu virusul variolei, conferã protecţie antivariolicã. Vaccinarea persoanelor sãnãtoase s-a fãcut cu lichidul recoltat din pustulele de pe ugerul vacilor.
Perioada ştiinţificã a Imunologiei a fost inauguratã de L. Pasteur, prin descoperirea unor vaccinuri cu o largã aplicaţie practicã. Denumirea de “vaccin” a fost datã de Pasteur, în amintirea produsului recoltat de Jenner din leziunile de pe ugerul vacii. Denumirea s-a pãstrat pentru toate produsele folosite în practicã, pentru a crea o stare de rezistenţã preventivã faţã de eventualul contact cu agentul patogen.
Pasteur a fundamentat ştiinţific practica producerii şi utilizãrii vaccinurilor. El a demonstrat cã proprietãţile biologice (patogenitatea şi virulenţa) bacteriilor şi virusurilor patogene nu sunt fixe. In anumite condiţii, aceste proprietãţi se pot diminua prin anumite artificii de tehnicã, aşa încât un agent virulent care de regulã determinã o infecţie mortalã, poate fi transformat într-un agent care produce o infecţie uşoarã, fãrã semne clinice, dar creeazã o rezistenţã foarte solidã. Vaccinurile atenuate îndeplinesc aceste deziderate. Pasteur a atenuat virulenţa agenţilor patogeni prin douã metode: prin învechirea culturilor şi prin cultivarea la temperaturi ridicate. Pasteur a descoperit trei vaccinuri: al holerei gãinilor, al antraxului la ovine şi al rabiei.
Agentul patogen al holerei gãinilor – Yersinia pestis – este o bacterie foarte virulentã. Un inocul de câteva celule este suficient pentru a produce îmbolnãvirea şi moartea organismelor sensibile. Cultura virulentã de Yersinia, prin menţinere la temperatura camerei (învechire) se atenueazã şi dupã inoculare la gãinile normale, nu mai produce îmbolnãvirea. Pãsãrile inoculate cu cultura bacterianã atenuatã, devin rezistente la reinfecţia cu o culturã virulentã, spre deosebire de pãsãrile lotului martor, care se îmbolnãvesc şi mor. Cultura bacterianã veche a creat o stare de imunitate, adicã a avut rolul unui vaccin. Atenuarea virulenţei prin învechirea culturii este un proces necontrolat şi probabil se datoreazã modificãrilor biochimice sau genetice ale celulelor, sub influenţa produselor de catabolism acumulate în mediul de culturã sau se datoreazã epuizãrii mediului în substanţele esenţiale pentru creştere.
Agentul patogen al infecţiei cãrbunoase (anthrax) este Bacillus anthracis, o bacterie sporulatã. Sporul se formeazã la 37o. Cultura bacterianã crescutã la 42o, îşi modificã proprietãţile biologice, pierde capacitatea de sporulare (devine asporogenã). Aceste modificãri se însoţesc de pierderea progresivã a virulenţei. Incubarea la 42o este o modalitate a obţinerii dintr-o culturã virulentã, a unei culturi cu virulenţã progresiv atenuatã pentru organismul gazdã(oaie, iepure, cobai, şoarece).
Cãrbunele este o boalã gravã a oilor, ce se transmite şi la om. Pasteur a imaginat o schemã de vaccinare a ovinelor, începând cu un inocul bacterian virulent pentru şoarece şi continuând cu inocul bacterian cu virulenţã mai mare. A creat o stare de imunitate a ovinelor, cãrora le-a conferit rezistenţã la bacteriile foarte virulente.
Agentul infecţios al rabiei nu a fost evidenţiat de Pasteur. Autorul a utilizat ţesut nervos medular sau creier de la iepurele infectat experimental, pe care l-a modificat prin uscare în prezenţa potasei caustice. A obţinut un vaccin care, administrat cât mai repede dupã muşcãtura animalului rabid, creeazã o stare de rezistenţã, în absenţa cãreia infecţia rabicã evolueazã invariabil spre moarte.
Cercetãrile lui Pasteur au pus bazele Imunologiei medicale şi ale obţinerii şi utilizãrii pe baze ştiinţifice a vaccinurilor. A urmat o perioadã în cursul cãreia s-au înregistrat progrese importante în obţinerea şi administrarea vaccinurilor.
Bazele conceptului imunitãţii humorale au fost puse de Behring şi Kitasato (1890), care au evidenţiat anticorpii serici, dupã imunizarea animalelor de laborator. Serurile imune pot fi folosite în scop terapeutic pentru a stopa sau a atenua evoluţia unei boli infecţioase, cu condiţia ca administrarea acestor seruri sã fie foarte precoce. In 1923, Behring a organizat producţia de seruri imune, preluatã de Institutul Pasteur din Paris (înfiinţat în 1894) şi apoi de Institutul Babeş şi de Institutul Cantacuzino. 
În 1894, Pfeiffer a descris fenomenul de bacteriolizã, demonstrând cã serul sanguin al animalelor imunizate are proprietatea de a provoca liza celulelor bacteriene. El a demonstrat cã bacterioliza necesitã douã componente: serul sanguin al animalului imunizat şi o picãturã de ser proaspãt de cobai. Procesul este foarte specific: serul produce numai liza celulelor bacteriene care au specificitate faţã de anticorpii serici.
J. Bordet a evidenţiat cã fenomenul lizei se produce şi în cazul hematiilor, dacã sunt puse în contact cu serul sanguin de la iepurele imunizat cu hematii, la care se adaugã ser proaspãt de cobai, în care se gãseşte complementul (alexina). 
Conceptul imunitãţii mediate celular a fost formulat de Metchnikoff (1891). El a evidnţiat cã în organism existã o serie de celule specializate, cu capacitatea de a recunoaşte celulele strãine şi de a le îngloba prin procesul de fagocitozã, care sunt digerate şi eliminate din celula fagocitarã. Metchnikoff a fãcut observaţii pe crustaceul Daphnia magna, ale cãrui celule fagocitare înglobeazã şi digerã sporii fungici (Monospora bicuspidata). Când infecţia cu spori este masivã, capacitatea de apãrare a organismului este depãşitã şi gazda moare.
Cele douã doctrine ale fenomenului imunitar, care s-au confruntat prin reprezentanţii lor, au fost unificate de Wright (1903). El a demonstrat existenţa în ser a unor anticorpi naturali denumiţi opsonine, care acţioneazã în cooperare cu fagocitele.
În 1930, K. Landsteiner a evidenţiat o structurã antigenicã pe suprafaţa hematiilor umane şi a stabilit existenţa sistemului antigenic ABO, precum şi a normelor ce trebuie respectate în practica transfuziei de sânge.
Ramon (1925) a demonstrat cã unii agenţi patogeni (ca de exemplu, al difteriei, al tetanosului) produc toxine foarte puternice. Aceste toxine au un potenţial foarte ridicat: cantitãţi foarte mici de toxine sunt suficiente pentru a provoca moartea animalelor de experienţã. Tratarea preparatului de toxinã cu formol 4%o şi menţinerea amestecului la 39o pentru o perioadã de timp, este urmatã de pierderea completã a proprietãţilor toxice. Preparatul atoxic este inofensiv şi poate fi administrat în cantitãţi relativ mari, fãrã sã determine efecte patologice. Preparatul atoxic îşi pãstreazã proprietãţile imunogene şi induce o stare de rezistenţã a organismelor imunizate. Sub acţiunea combinatã a formolului şi temperaturii, toxinele diftericã şi tetanicã au fost transformate în anatoxine.
Cercetãrile de biochimie(1930-1950) au permis elucidarea structurii moleculare a antigenelor, a imunoglobulinelor şi a haptenelor.
Studiul mecanismelor celulare ale proceselor imunitare (1950-1980) este marcat de progresele biologiei moleculare şi de interferenţa cu Virologia, Microbiologia, Biologia celularã, Biofizica, Biochimia, Genetica. S-a evidenţiat rolul esenţial al limfocitului în fenomenele imunitare, precum şi rolul plasmocitelor în sinteza şi secreţia anticorpilor.
Mc Farlane Burnet (1959) a elaborat teoria selecţiei clonale a rãspunsului imun, iar J.F.A.P.Miller (1960) a stabilit rolul esenţial al timusului în dobândirea competenţei funcţionale a limfocitelor T.
R. Good (1960) a evidenţiat rolul bursei lui Fabricius în geneza sistemului imunitar la pãsãri.
J. Dausset (1954) a demonstrat cã pe suprafaţa celulelor oricãrui organism se gãseşte o serie de molecule (antigene), care conferã fiecãrui organism o individualitate antigenicã unicã. Datoritã acestor antigene, reacţiile care sunt determinate de o grefã de ţesut sau de organ, pot evolua în mod diferit: între organismele foarte înrudite, grefa prinde foarte bine, iar o grefã între organisme cu diferenţe majore de ordin genetic, produce o reacţie de respingere, care este cu atât mai rapidã cu cât diferenţele antigenice sunt mai mari. Antigenele suprafeţei celulare care conferã individualitate biochimicã unicã fiecãrui organism, se numesc antigene de histocompatibilitate. Evaluarea diferenţelor celor doi parteneri (donor şi receptor) în ceea ce priveşte moleculele de histocompatibilitate, este esenţialã înainte de grefarea organului.
Dupã 1970, studiul sistemului imunitar corespunde unei abordãri integratoare. Dupã opinia lui N. K. Jerne (1985), “imunologia şi-a pierdut statutul de disciplinã izolatã, fiind pe cale de a fi absorbitã de biologia clasicã”. 
Dupã 1980, Imunologia s-a diversificat şi s-a aprofundat, dar în acelaşi timp este mai unificatã ca oricând, sub imperativul numitorului comun al înţelegerii funcţiei imunitare la nivel molecular. Abordãrile moleculare vor sta la baza tuturor cercetãrilor viitoare, legate de funcţia imunitarã. 
În perspectivã, orizontul de evoluţie a Imunologiei se extinde asupra înţelegerii genelor codificatoare ale moleculelor efectoare şi reglatoare ale rãspunsului imun şi ale mecanismelor acţiunii lor. Astfel vom înţelege diferenţierea limfocitelor, activarea lor, mecanismele sintezei, secreţiei, recirculãrii limfocitelor şi mecanismele acţiunii moleculelor efectoare. Ar urma utilizarea cunoştiinţelor imunologice pentru prevenirea maladiilor cu substrat imunitar (alergii, maladii autoimune), pentru prevenirea respingerii grefelor de ţesuturi şi organe şi pentru imunoterapia neoplaziilor. Va fi o perioadã a reîntoarcerii aplicãrii Imunologiei moleculare, la nivelul întregului organism.
 
 

Diviziunile Imunologiei
  
Imunologia s-a nãscut ca un domeniu al Microbiologiei şi s-a dezvoltat ca un domeniu al Bacteriologiei medicale, cu care a rãmas în raporturi de dependenţã pânã cãtre anul 1960. Treptat însã, prin acumularea unui volum mare de date ştiinţifice care au demonstrat intervenţia funcţiei imunitare şi a reacţiilor imune în numeroase fenomene normale şi patologice, Imunologia a devenit o ştiinţã de sine stãtãtoare. Consecinţa fireascã a implicãrii funcţiei imunitare într-o multitudine de procese normale şi patologice, a fost aceea cã din domeniul Imunologiei s-au desprins ramuri care, la rândul lor, tind sã aibã o existenţã autonomã. 
Imunobiologia este cea mai cuprinzãtoare dintre ramuri. Ea studiazã fenomenele imunitare ca manifestãri ale unei funcţii biologice esenţiale – funcţia de apãrare. Studiazã substratul biologic al rãspunsului imun (celulele imunitare, originea şi mecanismele diferenţierii lor, factorii celulari şi humorali care asigurã diferenţierea lor), mecanismele celulare şi moleculare ale biosintezei anticorpilor, explicã implantarea celulelor tumorale şi geneza cancerului clinic în condiţiile acţiunii efectorilor sistemului imunitar. Studiazã mecanismele imunitare ale respingerii grefelor de ţesuturi şi organe, mecanismele reactivitãţii imunitare în filogenie şi ontogenie, precum şi bazele celulare şi moleculare ale stãrilor de hipersensibilitate şi ale maladiilor autoimune. 
Imunochimia este o disciplinã de graniţã ce aparţine Imunologiei şi Biochimiei, care studiazã funcţia imunitarã sub aspect biochimic. Preocuparea esenţialã a constat în studiul chimiei antigenelor şi anticorpilor şi al mecanismului lor de interacţiune în reacţia antigen-anticorp. Datele referitoare la structura chimicã a antigenelor şi anticorpilor au pus bazele Imunochimiei, dar ulterior, domeniul şi-a lãrgit sfera de activitate şi studiazã urmãtoarele aspecte:
-  factorii moleculari ai rãspunsului imun şi în special ai imunitãţii mediate celular;
-  moleculele de histocompatibilitate;
-  markerii antigenici specifici diferitelor populaţii de celule limfoide;
-  moleculele cu funcţie de receptor de antigen, pe suprafaţa celulelor limfoide;
-  factorii de cooperare celularã în cursul elaborãrii rãspunsului imun (interleuchine);
-  componentele complementului etc. 
Termenul de Imunochimie a fost introdus de chimistul suedez Arrhenius (1907). El şi-a intitulat astfel studiul cu privire la reacţiile chimice care se produc în organismul uman şi animal, dupã imunizare. Fondatorul Imunochimiei este P. Ehrlich. El a introdus metode cantitative în studiul reacţiilor antigen-anticorp şi a elaborat o teorie generalã asupra recunoaşterii imune (teoria catenelor laterale sau a receptorilor). Dupã 1950, Imunochimia s-a dezvoltat spectaculos, datoritã descoperirilor din domeniul biochimiei, datoritã utilizãrii unor metode fizico-chimice de analizã a macromoleculelor şi prin aplicarea acestora la domeniul Imunologiei. S-a nãscut un set de metode, în esenţã biochimice, puse în slujba analizei moleculelor implicate în funcţia imunitarã. Domeniul s-a numit analizã imunochimicã şi utilizeazã metode care derivã din îmbinarea tehnicilor fizico-chimice cu cele imunologice. Imunochimia este deservitã de metoda imunodifuziei, imunofluorescenţei, RIA, ELISA, dializa la echilibru etc. Efectul utilizãrii acestor metode de investigare a fost cunoaşterea mecanismelor moleculare care stau la baza rãspunsului imun, îndeosebi humoral şi aplicarea în laboratorul clinic, a unor noi metode de diagnostic. 
În clinicã, studiile de Imunochimie au propus noi metode de tratament, bazate pe interacţiunea unor molecule cu rol de vehicul pentru anticorpi, cu receptorii unor celule ţintã (imunotoxine). 
Imunogenetica studiazã determinismul genetic al rãspunsului imun: mecanismele genetice care asigurã diversitatea anticorpilor şi a antigenelor de histocompatibilitate. 
Imunohematologia s-a nãscut odatã cu stabilirea diferenţelor antigenice ale eritrocitelor umane şi cu precizarea grupelor sanguine (K. Landsteiner, 1901) şi s-a dezvoltat dupã ce s-a stabilit existenţa unor diferenţe fine între diferite tipuri de eritrocite şi, în special, dupã descoperirea factorului Rh şi a rolului sãu în patologia sarcinii.
Imunologia medicalã umanã şi veterinarã s-a dezvoltat în trei direcţii:
- direcţia profilacticã, orientatã spre descoperirea şi producerea unor noi vaccinuri, capabile sã creeze o stare de rezistenţã. Ea se preocupã, de asemenea, de schemele de vaccinare, de posibilitatea asocierii diferitelor vaccinuri şi de posibilitatea stimulãrii rãspunsului imun cu ajutorul adjuvanţilor;
- direcţia terapeuticã studiazã posibilitatea obţinerii serurilor imune. Ele conţin anticorpi şi se administreazã organismelor care prezintã riscul îmbolnãvirii prin infecţii;
- direcţia diagnosticului studiazã posibilitatea identificãrii agenţilor etiologici ai diverselor maladii infecţioase, cu ajutorul reactanţilor imunologici (seruri imune şi antigene).
Imunopatologia studiazã fenomenele imunitare în relaţie cu diferite maladii. In multe situaţii patologice, rãspunsul imun (activarea funcţiei imunitare) are efecte defavorabile, prejudiciante asupra organismului. Rãspunsul imun se instituie drept cauzã, dar în special ca mecanism, pentru producerea unor manifestãri patologice. Afecţiunile generate de activarea sistemului imunitar (imunopatii) se grupeazã în douã categorii:
-  stãrile de hipersensibilitate(alergiile);
-  maladiile autoimune.
Imunopatologia studiazã, de asemenea, imunodeficienţele (înãscute şi dobândite), imunitatea de transplant şi imunitatea antitumoralã, rãspunsul imun în maladiile infecţioase virale şi bacteriene, precum şi în maladiile parazitare.
Serologia (Imunoserologia) s-a dezvoltat ca o ramurã practicã, dedicatã studiului tehnicilor de explorare a reacţiilor imune in vitro. 
 

CARACTERIZAREA GENERALÃ 
A ANTIGENELOR
 
GR. MIHÃESCU, CAMELIA MIHÃESCU
  
Convenţional, antigenele se definesc ca substanţe strãine, care, consecutiv introducerii în organismul uman sau animal pe o cale parenteralã (alta decât cea digestivã), declanşeazã sinteza anticorpilor cu care se combinã specific. Definiţia este incompletã din câteva motive.
1. Calea digestivã de administrare a antigenelor nu exclude totdeauna posibilitatea declanşãrii rãspunsului imun. Pentru agenţii infecţioşi care se multiplicã în tractul digestiv, administrarea oralã asigurã o bunã imunizare (de exemplu, vaccinul polio se administreazã oral, deşi calea parenteralã este mai eficientã).
2. Unele substanţe nonself sunt în mod eronat considerate ca neantigenice, deoarece, deşi in vivo stimuleazã reactivitatea imunitarã şi induc sinteza unei cantitãţi mici de anticorpi, in vitro nu produc reacţii vizibile antigen-anticorp.
3. Faţã de unele antigene, organismele nu declanşeazã rãspunsul imun, ci manifestã o stare de toleranţã.
4. Unele molecule în stare nativã nu induc un rãspuns imun, ci numai dupã cuplarea covalentã cu o moleculã purtãtor. Molecula nativã îşi pãstreazã proprietatea de a se combina specific cu anticorpii sintetizaţi. Astfel de molecule se numesc haptene. 
J. F. Bach (1976) defineşte antigenele ca fiind molecule care, consecutiv introducerii în organism pe o cale adecvatã, induc un rãspuns imun materializat prin proliferarea celulelor limfoide şi sinteza moleculelor de recunoaştere (anticorpi şi receptori celulari), cu care se combinã in vivo şi in vitro. 
Modelul general de structurã a unui antigen 
O moleculã antigenicã este alcãtuitã din douã componente;
-  componenta purtãtor (“carrier”), care corespunde celei mai mari pãrţi a moleculei: 
- grupãrile determinante de specificitate sau epitopi, localizate pe suprafaţa componentei purtãtor şi formate din secvenţe specifice de monomeri. Epitopii, prin secvenţa proprie a monomerilor şi prin configuraţia spaţialã specificã, conferã individualitate chimicã şi specificitate antigenicã moleculei nonself. Grupãrile determinante de specificitate sunt echivalenţii moleculari şi funcţionali ai haptenei.
Grupãrile determinante de specificitate se gãsesc în numãr variabil pe suprafaţa purtãtorului şi pot fi identice atât în ceea ce priveşte compoziţia chimicã, cât şi configuraţia spaţialã (ca în cazul antigenelor polizaharidice cu epitopi repetitivi) sau sunt diferite, atât ca secvenţã a monomerilor cât şi în  privinţa configuraţiei spaţiale. 
	Fig. 1. Modelul general de structurã a unui antigen. Cea mai mare parte a oricãrei molecule antigenice este reprezentatã de gruparea carrier, pe care sunt localizaţi epitopii cu diferite configuraţii spaţiale, stimulatori ai reactivitãţii imunitare. Unii epitopi pot fi unici, iar alţii sunt multipli.  Uneori, epitopii stimuleazã sinteza anticorpilor cu afinitãţi diferite.


 Proprietãţile definitorii ale antigenelor 
În studiile experimentale asupra imunogenitãţii unor molecule sintetice, M. Sela (1969) a descris douã proprietãţi esenţiale ale antigenelor:
1. Imunogenitatea sau antigenitatea este proprietatea unui antigen complet, format din gruparea carrier şi epitopi, de a declanşa un rãspuns imun, humoral sau celular, ori de câte ori pãtrunde în organism pe o cale adecvatã. Proprietatea de imunogenitate este asociatã cu gruparea carrier a moleculei de antigen, grupare care într-o oarecare mãsurã influenţeazã şi specificitatea anticorpilor.
2. Specificitatea defineşte capacitatea antigenului întreg sau numai a epitopilor sãi de a se combina specific cu anticorpii sau cu receptorii celulari a cãror sintezã a fost indusã. Proprietatea de specificitate este dependentã, în primul rând de epitopi, dar este influenţatã într-o mãsurã mai mare sau mai micã şi de gruparea carrier. 
Noţiunea de imunogen, uneori, este distinctã de aceea de antigen. Noţiunea de imunogen este mai restrictivã şi semnificã proprietatea unei substanţe, în stare nativã, de a stimula rãspunsul imun, fãrã sã necesite conjugarea cu o altã moleculã.
Noţiunea de antigen este mai largã, deoarece desemneazã molecule nonself care sunt imunogene în stare nativã sau devin imunogene dupã conjugarea cu o moleculã purtãtor. Antigenul poate fi uneori inacapabil, în forma sa nativã, sã stimuleze rãspunsul imun. 
 

CLASIFICAREA ŞI IMUNOGENITATEA ANTIGENELOR
 
Dupã originea lor, antigenele sunt exogene şi endogene. 
Antigenele exogene sunt cele mai numeroase şi pot fi împãrţite în trei categorii: 1) naturale; 2) artificiale; 3) sintetice. 
 Antigene naturale 
Antigenele naturale formeazã categoria cea mai cuprinzãtoare. Aici sunt incluse toate macromoleculele naturale din virusuri, microorganisme, fungi, plante şi animale.
Dupã dimensiuni se disting antigene moleculare (“solubile”) şi antigene corpusculare. 
Antigenele moleculare (solubile) constituie gruparea cea mai numeroasã, care include toate tipurile de macromolecule: proteine, polizaharide, lipide, acizi nucleici.
Antigenele corpusculare (“insolubile”) sunt reprezentate de virusuri şi de celule (procariote şi eucariote). 
Antigenele moleculare 
Cele mai studiate antigene sunt proteinele şi polizaharidele, la care se adaugã conjugatele: glicoproteine, nucleoproteine, lipoproteine, peptidoglicani, glicolipide.
Proteinele sunt cele mai numeroase şi mai importante antigene moleculare. Diversitatea lor chimicã, generatã de variaţia secvenţei de aminoacizi este uriaşã. Practic, fiecare tip de moleculã proteicã nonself din lumea vie este un antigen pentru organismul animal şi uman, deoarece are o secvenţã unicã de aminoacizi, care determinã o structurã secundarã şi tridimensionalã proprie şi implicit, existenţa unor epitopi proprii ca secvenţã a aminoacizilor şi conformaţie spaţialã.
Imunogenitatea este o proprietate generalã a proteinelor, a celor cu rol structural (colagenul, cheratina, elastina, fibroina viermelui de mãtase, proteinele capsidei virale), a celor cu rol funcţional (miozinã, actinã, albuminã, hemoglobinã, mioglobinã, enzime, hormoni, imunoglobuline), a celor cu rol de depozit de aminoacizi(ovalbumina, cazeina, gliadina – din seminţele de grâu). Toate proteinele şi polipeptidele cu o greutate molecularã mai mare de 1000 D sunt imunogene, într-o mãsurã mai mare sau mai micã. 
De cele mai multe ori, pentru antigenele proteice, nu se face distincţia dintre epitopii inductori ai rãspunsului imun şi gruparea carrier, deoarece proteinele posedã un spectru continuum de determinanţi antigenici, ce corespund unor secvenţe discrete ale suprafeţei moleculare localizate în zonele cele mai expuse contactului cu receptorii sistemului imunitar. Antigenitatea moleculelor globulare este determinatã adeseori, de configuraţia lor spaţialã, rezultatã din plierea tridimensionalã. Pentru cele mai multe proteine globulare (mioglobina, hemoglobina, lizozimul, ribonucleaza etc.), aproape toţi determinanţii antigenici sunt conformaţionali, adicã sunt rezultatul plierii spaţiale a moleculei, iar alţii sunt secvenţiali, adicã sunt reprezentaţi de o secvenţã particularã de aminoacizi. Moleculele proteice fibrilare (cheratina, colagenul, fibroina) au configuraţii mai simple decât cele globulare, catenele lor fiind aranjate sau rãsucite pe o singurã dimensiune. Determinanţii antigenici ai acestor proteine sunt secvenţiali, formaţi din 3-6 aminoacizi.
Sistemul imunitar al unui organism recunoaşte un numãr limitat de determinanţi antigenici ai unei molecule proteice. Epitopii, conformaţionali sau secvenţiali, care stimuleazã rãspunsul imun in vivo, iar in vitro induc proliferarea limfocitelor, se numesc epitopi dominanţi. O parte a determinanţilor antigenici ai unei molecule native, cel mai adesea, sunt neimunogeni (imunosilenţioşi), nefiind accesibili sistemului imunitar al organismului, dar se pot exprima într-un anumit set de condiţii de imunizare (gazdã, adjuvant etc.). Aceştia sunt epitopi interni ai proteinelor globulare. Un determinant intern poate fi silenţios în molecula nativã, dar devine imunostimulator dupã clivarea enzimaticã a moleculei, in vivo sau in vitro. De aceea, M. Sela a recomandat utilizarea termenului de “grupare imunodominantã”, pentru epitopul sau epitopii care se exprimã în anumite condiţii(gazdã, adjuvant, cale de administrare) şi determinã specificitatea rãspunsului imun.
	Fig.2. Epitopii dominanţi sunt localizaţi la suprafaţa moleculei globulare. Epitopii subdominanţi devin accesibili dupã clivarea moleculei în etapa prelucrãrii în macrofag, iar epitopii criptici sunt inaccesibili fenomenului de recunoaştere imunitarã.


Imunogenitatea antigenelor proteice se modificã în diferite condiţii. 
Denaturarea moleculelor native sub acţiunea agenţilor chimici şi a cãldurii, modificarea configuraţiei moleculei sub acţiunea agenţilor reducãtori sau hidroliza enzimaticã, modificã imunogenitatea. Anticorpii specifici faţã de proteina nativã precipitã slab sau de loc proteina denaturatã termic sau chimic.
Formaldehida şi glutaraldehida sunt agenţi de legare încrucişatã a moleculelor proteice, constituind reţele multimoleculare stabile. Aceşti agenţi produc denaturarea proteinelor şi modificã funcţiile celor  cu activitate biologicã (toxine, enzime). Astfel, exotoxinele tratate cu formaldehidã, îşi pierd proprietãţile toxice, dar rãmân imunogene. Formaldehida şi glutaraldehida se folosesc pentru conservarea antigenelor cu greutate molecularã micã (peptide), dar sunt mai puţin utilizate pentru conservarea proprietãţilor antigenice ale moleculelor mari. Agenţii chimici de legare încrucişatã modificã imunogenitatea moleculelor proteice prin schimbarea conformaţiei moleculei şi mascarea epitopilor sau prin modificarea chimicã a aminoacizilor epitopului.
Denaturarea semnificã deplierea structurii rãsucite a moleculelor proteice şi are loc prin modificarea pH, prin încãlzire, prin reducerea legãturilor S-S sub acţiunea ureii şi a beta-mercaptoetanolului sau a acidului performic. Prin denaturare, proteina îşi pierde nu numai funcţia biologicã, dar îşi modificã specificitatea antigenicã. De exemplu, cele 4 punţi S-S ale RN-azei, între resturile de cistinã, sunt reduse de β-mercaptoetanol şi transformate în 8 resturi de cisteinã, cu pierderea totalã a activitãţii enzimatice. Anticorpii faţã de RN-aza pancreaticã bovinã nativã nu precipitã moleculele de RN-azã denaturatã prin reducerea legãturilor S-S. Invers, anticorpii faţã de RN-aza denaturatã, nu precipitã RN-aza nativã. Modificarea specificitãţii anticorpilor sugereazã cã reducerea legãturilor S-S determinã pierderea epitopilor conformaţionali. 
Proteinele denaturate reverseazã greu la forma nativã, chiar prin restabilirea condiţiilor de mediu.
Hidroliza enzimaticã modificã configuraţia spaţialã a moleculelor proteice native şi diminuã imunogenitatea lor, cu atât mai mult cu cât fragmentele rezultate au dimensiuni mai mici. Prin clivare enzimaticã se anuleazã imunogenitatea epitopilor conformaţionali şi se relevã epitopi care în molecula nativã au statutul de epitopi criptici. 
O atenţie specialã s-a acordat studiului imunogenitãţii unor proteine ale cãror proprietãţi biologic-active sunt uşor de evaluat: enzime, inhibitori enzimatici, hormoni proteici, toxine, imunoglobuline (în calitatea lor de antigene), proteine ale capsidei sau ale învelişului viral.
Enzimele sunt antigenice, indiferent de originea lor. Reacţia moleculelor de enzimã cu anticorpii specifici a constituit o modalitate de determinare a poziţiei epitopilor. Anticorpii faţã de diferiţi epitopi ai moleculei de enzimã modificã în grade foarte diferite activitatea ei cataliticã. Dacã anticorpii sunt specifici faţã de epitopi localizaţi la nivelul situsului activ al enzimei, molecula îşi pierde activitatea faţã de substrat, deoarece legarea anticorpilor la situsul activ inhibã competitiv legarea moleculelor de substrat. Gradul de inhibiţie a activitãţii enzimatice este cu atât mai accentuat, cu cât molecula este mai mare. Efectul inhibitor al anticorpilor nu se produce dacã enzima a legat deja substratul specific. Dacã grupãrile determinante de specificitate ale moleculei de enzimã sunt situate în afara situsului catalitic, activitatea enzimei este parţial inhibatã, datoritã modificãrilor conformaţionale care survin dupã reacţia antigen-anticorp, sau rãmâne intactã. Foarte rar, complexul enzimã-anticorp are un efect catalitic superior, comparativ cu enzima nativã.
Hormonii sunt molecule slabimunogene, datoritã uniformitãţii relative a structurii lor chimice în regnul animal. Anticorpii specifici faţã de majoritatea hormonilor proteici se obţin prin asocierea lor prealabilã cu adjuvantul Freund. Imunogenitatea hormonilor este într-o relaţie directã cu gradul deosebirilor chimice existente între hormonul exogen şi hormonul produs de organismul receptor. Consecinţa este sinteza anticorpilor antihormon. 
Proprietãţile antigenice ale insulinei sunt bine cunoscute, datoritã utilizãrii clinice a hormonului. Molecula de insulinã este alcãtuitã din douã catene polipeptidice, cu un numãr total de 51 de aminoacizi: 21 ai catenei A şi 30 ai catenei B. Cele douã catene sunt reunite prin punţi S-S. Structura moleculelor de insulinã de la diferite specii este foarte asemãnãtoare, 47 din cei 51 de aminoacizi fiind identici. Deosebirile se gãsesc în catena A pentru aminoacizii 8, 9 şi 10 (la bovine Ala, Ser, Val, la om sunt Thr, Ser, Ile, iar la ovine Ala, Gly, Val). In catena B, diferenţa este limitatã la aminoacidul C-terminal. Aceste mici diferenţe ale secvenţei de aminoacizi nu modificã funcţia hormonului. De aceea, insulina, indiferent de provenienţã, este la fel de eficientã pentru tratamentul diabetului uman. Micile diferenţe de secvenţã, în general, nu sunt sesizate de organismul receptor. Totuşi, dupã administrare prelungitã, organismele receptoare cu reactivitate imunitarã mai înaltã, sintetizeazã anticorpi anti-insulinã.
Polizaharidele, deşi au complexitate structuralã relativ mare, condiţionatã de multitudinea posibilitãţilor de legare a atomilor de carbon, sunt molecule slabimunogene în stare nativã, comparativ cu proteinele. Antigenitatea lor este conferitã de succesiunea unitãţilor componente, de configuraţia spaţialã a moleculei şi de greutatea molecularã. Cele cu greutãţi mai mici de 50 kD nu sunt imunogene. Polizaharidele sunt antigene cu epitopi secvenţiali repetitivi şi cel puţin uneori, în funcţie de originea polizaharidului şi de specia imunizatã, sunt imunogeni. 
Din punctul de vedere al structurii moleculare, se disting douã tipuri de polizaharide: a) cele care au o catenã centralã pe care se inserã ramificaţiile laterale; b) polizaharide lipsite de o catenã centralã, iar ramificaţiile sunt dispuse aleatoriu, fãrã nici o simetrie. Rolul catenelor centrale în conferirea imunogenitãţii este controversat, dar ramificaţiile laterale au o importanţã deosebitã pentru determinarea specificitãţii antigenice a polizaharidelor. Din punctul de vedere al compoziţiei chimice pot fi homo- sau heteroplizaharide, iar în ceea ce priveşte sarcina, pot fi neutre sau încãrcate. Oligo- şi polizaharidele pot dobândi o structurã terţiarã (globularã). Uneori, configuraţia spaţialã a polimerului glucidic este determinantã pentru specificitatea sa antigenicã. Schimbãrile conformaţionale ale polizaharidelor se produc mai uşor decât ale proteinelor, pentru cã au bariere energetice scãzute. Pentru polizaharide, denaturarea este practic necunoscutã, ceea ce le conferã stabilitate. Dacã imunogenitatea polizaharidelor native este slabã, adeseori ele se comportã ca haptene, adicã devin antigenice dupã cuplarea cu un purtãtor proteic, rezultând lectine, cu o foarte largã distribuţie în lumea vie. In calitate de haptene, polizaharidele au proprietatea de specificitate, adicã se combinã cu anticorpii complementari faţã de complexul glicoproteic.
Din motive de ordin practic, cele mai studiate polizaharide din punct de vedere antigenic sunt cele de origine bacterianã: dextranul şi polizaharidele capsulare.
Dextranii sunt polimeri ramificaţi de glucozã, resturile glucozil fiind unite mai ales prin legãturi de tip α 1-6, dar în funcţie de specia producãtoare, punctele de ramificaţie ale catenelor polimere pot fi 1-2, 1-3 sau 1-4.
Dextranii sunt sintetizaţi în special de unele bacterii lactice, din zaharozã, dupã reacţia:
	Dextranazã

	 N(zaharozã) --------------- (Glucozã)n +  (Fructozã)n


Dextranii au greutãţi moleculare foarte diferite (pânã la 106 D), în funcţie de gradul de polimerizare. Nu sunt imunogeni şi de aceea se folosesc ca înlocuitori ai plasmei. Prin transfuzii repetate cu soluţii de dextran la om şi prin injectare repetatã la şoarece, s-au sintetizat anticorpi antidextran. Specificitatea anticorpilor antidextran este foarte înaltã. In serul animalelor imunizate cu dextrani s-au detectat douã tipuri de anticorpi: unii specifici faţã de resturile de glucozil legate 1-2 şi alţii specifici faţã de resturile de glucozil legate 1-3, ce nu dau reacţii încrucişate, deşi deosebirea dintre cele douã categorii de molecule de dextran constã numai în modul diferit de legare a resturilor de glucozil între ele. 
Polizaharidele capsulare se pot gãsi fie subforma moleculelor libere (“solubile”), fie subformã corpuscularã (ataşate celulelor bacteriene capsulate).
Variaţiile biochimice ale polizaharidelor capsulare, determinate de compoziţia glucidicã a catenei, de secvenţa monomerilor sau de modul de legare a lor în catenã, conferã tulpinilor bacteriene, specificitate antigenicã de tip. La Str. pneumoniae s-au identificat peste 80 de tipuri antigenice ale polizaharidelor capsulare. In compoziţia lor intrã hexoze, pentoze, derivaţii lor aminaţi, metilaţi etc. Specificitatea antigenicã a polizaharidelor capsulare depinde atât de compoziţia chimicã, cât şi de succesiunea monomerilor în catena polizaharidicã. Ca vaccinuri, polizaharidele induc starea de toleranţã.
În stare purificatã sunt molecule neimunogene, datoritã uniformitãţii lor structurale în lumea vie. Injectarea lor la animale nu induce sinteza anticorpilor. Acizii nucleici nativi sunt conjugate nucleoproteice, în care acizii nucleici au rolul de haptenã. Majoritatea epitopilor conjugatului sunt conformaţionali. O fracţie din anticorpii anti-conjugat se combinã cu acizii nucleici. Anticorpii anti-acizi nucleici se combinã cu acizii nucleici în stare purã, indiferent de provenienţã. Proteinele asociate acizilor nucleici conferã o nouã specificitate antigenicã şi determinã sinteza anticorpilor care se combinã cu proteina putãtor.
Experimental, anticorpii anti-acizi nucleici se obţin pe una din urmãtoarele cãi:
1. Imunizarea cu bacteriofagi din seria T par (T2, T4, T6), supuşi şocului osmotic. ADN al acestor fagi se deosebeşte de ADN din celulele eucariote, prin prezenţa 5-hidroxi-metilcitozinei glicozilate, în locul citozinei. Anticorpii au specificitate faţã de bazele glicozilate, ceea ce explicã lipsa reacţiilor încrucişate cu alţi acizi nucleici. 
2. Imunizarea cu ribosomi din celulele vegetale sau animale. Anticorpii sintetizaţi reacţioneazã cu ARN de origine bacterianã, vegetalã sau animalã, precum şi cu polinucleotidele sintetice(poli-A, poli-C, poli-U), dar nu reacţioneazã cu ADN nativ şi nici cu ADN denaturat.                                                 
3. Imunizarea cu conjugate haptenã-proteinã, în care haptena este reprezentatã de baze azotate, ribonucleozide, dezoxiribonucleozide, nucleotide, dinucleotide şi trinucleotide. Anticorpii sintetizaţi reacţioneazã atât cu haptena cât şi cu ADN nativ sau denaturat.
4. Imunizarea cu complexe formate din acizi nucleici şi albuminã metilatã. Cele douã molecule formeazã un complex necovalent, datoritã interacţiei dintre grupãrile negative ale acizilor nucleici şi cele pozitive ale proteinei. Anticorpii sintetizaţi reacţioneazã cu complexul molecular, cu proteina, cu acidul nucleic nativ şi denaturat de diferite origini.
5. Anticorpii anti-acizi nucleici se gãsesc în sângele pacienţilor cu lupus eritematos diseminat (LED).
Anticorpii sintetizaţi faţã de acizii nucleici cu rol de haptene în conjugatele cu proteine nu au specificitate, deoarece precipitã ADN monocatenar, ARN de diferite origini, poliribonucleotide şi acizii nucleici dublu catenari. 
Lipidele sunt molecule neimunogene în stare nativã, dar se pot cupla cu proteinele şi în conjugatul format au rolul de haptene. Din punct de vedere imunologic, cele mai importante lipide sunt fosfatidele (sfingomielina şi cefalina) şi glicosfingolipidele(galactocerebrozida).
O haptenã lipidicã cu o importanţã practicã deosebitã este cardiolipina, din cordul mamiferelor. In sângele indivizilor infectaţi cu T. pallidum se gãsesc anticorpi care reacţioneazã cu cardiolipina înalt purificatã (reacţie încrucişatã), extrasã din cordul bovin.
Un alt antigen lipidic este antigenul Forssman, inductor al sintezei anticorpilor hemaglutinanţi şi în prezenţa complementului, hemolitici. 
Studiul imunogenitãţii lipidelor a fost îngreunat de insolubilitatea lor în apã. Problema reactivitãţii anticorpilor cu antigenele lipidice a fost depãşitã parţial, prin utilizarea lipidelor auxiliare (lecitina şi colesterolul) în suspensia antigenicã. Disponibilitatea liposomilor a permis studiul imunogenitãţii lipidelor asociate cu membranele.  
Haptene  
Haptenele(haptein, grec = a apuca) sunt substanţe chimice naturale sau de sintezã, cu moleculã micã, a cãror imunogenitate este condiţionatã de cuplarea cu o moleculã purtãtor, dar îşi pãstreazã proprietatea de specificitate, adicã reacţioneazã cu anticorpii specifici a cãror sintezã a fost indusã de haptena conjugatã cu o moleculã cu rol de purtãtor.
Denumirea de “haptenã” a fost introdusã de Landsteiner pentru a caracteriza din punct de vedere funcţional un extract alcoolic de rinichi de cal, neimunogen ca atare pentru iepure, dar capabil sã se combine cu anticorpii sintetizaţi dupã imunizarea iepurelui cu extractul alcoolic de rinichi de cal, cuplat cu o moleculã purtãtor. El a propus ca în categoria haptenelor sã fie cuprinsã orice substanţã naturalã sau sinteticã, cu greutate molecularã micã sau mare, care în formã nativã nu poate sã inducã un rãspuns imun detectabil, dar dobândeşte capacitatea imunogenã, dupã cuplarea sa in vivo sau in vitro, cu o moleculã purtãtor cu greutate molecularã mare.  Conjugatul este imunogen nu numai în raport cu epitopii moleculei purtãtor, ci şi cu epitopul haptenei. 
Din punct de vedere funcţional, haptenele s-au numit “jumãtãţi de antigene”, deoarece au numai una din cele douã proprietãţi esenţiale ale antigenelor: nu sunt imunogene, dar îşi pãstreazã proprietatea de specificitate. De aceea, termenul “antigenic” nu este sinonim cu cel de “imunogenic”. Haptena este un antigen, dar în forma sa nativã, nu este imunogenã.
În general, haptenele sunt molecule mici, deşi uneori, macromoleculele pot funcţiona ca haptene. Extractul alcoolic de rinichi de cal este o haptenã complexã. Haptenele simple sunt reprezentate de polinucleotide, alcooli, formaldehida, unele medicamente etc.
Utilizând haptenele simple, prin reacţii de cuplare cu o moleculã purtãtor s-au obţinut antigene artificiale. Haptena din complexul molecular are rolul grupãrii determinante de specificitate. Studiul imunogenitãţii conjugatelor haptenã-moleculã purtãtor a permis determinarea mãrimii grupãrilor determinante de specificitate ale antigenelor şi indirect, determinarea situsului de combinare a anticorpilor. Pe aceiaşi cale s-a evaluat specificitatea, afinitatea şi heterogenitatea anticorpilor. Haptenele au fost folosite pentru studiile de cristalografie cu raze X a unui complex antigen-anticorp.
Haptene autocuplante sunt molecule cu greutate molecularã micã, a cãror particularitate constã în aceea cã, dupã injectare, în organism se combinã spontan cu proteinele tisulare şi formeazã conjugate haptenã-proteinã, in vivo. Conjugatele haptenã-proteinã induc sinteza anticorpilor şi determinã procese de hipersensibilitate sau iniţiazã maladii autoimune. Astfel se comportã derivaţii dinitrofenolului substituiţi cu clor sau fluor, unii produşi de degradare a penicilinei. 
Antigenele corpusculare 
Antigenele corpusculare sunt, în esenţã, antigene moleculare asociate virusurilor şi celulelor. Proteinele capsidale şi glicoproteinele învelişului viral sau proteinele prezentate pe suprafaţa celulelor infectate cu virusuri, sunt foarte imunogene şi stimuleazã rãspunsul imun al gazdei. De aceea, imunitatea consecutivã infecţiei virale este, de obicei, de lungã duratã.
Antigenele bacteriene sunt fie solubile (eliminate în mediul extracelular), fie corpusculare (legate de celulã). Din prima categorie fac parte exotoxinele şi polizaharidele capsulare libere, iar din cea de a II-a, antigenul somatic O (endotoxina bacteriilor Gram negative), antigenele polizaharidice din glicocalix, flagelina, pilina, acizii teichoici, mureina etc.
Antigenele eritrocitare sunt glicoproteine ale suprafeţei eritrocitare, cu determinism biochimic cunoscut, în sistemul A, B, 0. Glicoproteinele eritrocitare de grup sanguin se gãsesc şi pe suprafaţa celulelor tisulare, dar şi în secreţiile exocrine (salivã, suc gastric etc.), la circa 75% dintre indivizi, denumiţi “secretori”. Glicoproteinele din secreţii sunt hidrosolubile şi studiul lor a fost mai uşor decât al moleculelor eritrocitare.
Grupãrile glucidice ale glicoproteinelor membranei eritrocitare au rol dominant în determinarea specificitãţii de grup sanguin, aşa cum au evidenţiat studiile de digestie enzimaticã controlatã. Eritrocitele tuturor grupelor sanguine au un precursor antigenic comun – antigenul H (codificat de gena H), bine exprimat pe suprafaţa antigenelor de grup 0 şi în cantitãţi progresiv descrescânde pe hematiile de grup A, Bşi Ab. 
Specificitatea antigenicã de grup 0 este conferitã de L-fucozã. Grupul A are o genã ce codificã sinteza glicozil-transferazei, enzimã ce adaugã N-acetil-D-galactozamina, la galactoza preterminalã a moleculei H. De aceea, specificitatea antigenicã a eritrocitelor de grup A este conferitã de trizaharidul N-acetil-galactozaminã, galactozã şi L-fucozã:  
N-acetil galactozaminã (α 1-3) Gal – R (R = restul catenei polizaharidice)
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Indivizii de grup Bau o genã ce adaugã D-galactoza (în loc de N-acetil galactozaminã) la galactoza preterminalã a moleculei H, având un determinant antigenic format din douã resturi terminale de D-galactoza şi L-fucoza. 
	Fig. 3. Oligozaharidele cu rol de epitopi determinanţi ai grupelor sanguine ABO. Oligozaharidul este ancorat în membrana eritrocitului prin intermediul sfingomielinei, denumitã ceramidã. 85% din indivizii umani secretã substanţele de grup sanguin în salivã. La indivizii “secretori”, oligozaharidele sunt prezente sub forma conjugatelor cu polipeptidele codificate de genele secretoare (dupã Roitt, 1997). 
 


Prezenţa restului de fucozã (adicã antigenul H) este esenţialã pentru expresia epitopilor A şi B. Gena H şi antigenul sãu lipsesc la fenotipul Bombay. De aceea, transferazele A şi B nu pot adãuga glucidele specifice la restul Gal al polizaharidului şi antigenele de grup A şi B nu sunt exprimate.
Exprimarea antigenelor ABO pe hematii poate fi modificatã prin tratamentul in vitro cu glicozidaze: o α-glicozidazã (extrasã din bobul de cafea verde) poate cliva restul de Gal de pe hematiile de grup B şi le converteşte în hematii de grup 0, ce pot rãmâne funcţionale dupã transfuzia la subiecţii 
de grup 0.
Antigenele de histocompatibilitate (descrise de J. Dausset, 1958) sunt molecule de suprafaţã ale majoritãţii ţesuturilor. Din punct de vedere biochimic, ele sunt strict specifice fiecãrui organism uman şi animal şi conferã individualitate biochimicã proprie fiecãrui organism. Se numesc şi antigene de transplantare, deoarece, dupã grefarea unui ţesut sau a unui organ, moleculele de histocompatibilitate se comportã ca antigene şi declanşeazã rãspunsul imun al organismului receptor, care determinã respingerea grefei.
Antigenele individuale de histocompatibilitate se evidenţiazã prin reacţia de respingere a grefei. În funcţie de raportul genetic dintre donor şi receptor, antigenele de histocompatibilitate aparţin urmãtoarelor categorii:
1) autoantigenele includ antigenele proprii de histocompatibilitate, care, în condiţii normale sunt tolerate de sistemul imunitar. Sub acţiunea unor factori fizici, chimici sau biologici, antigenele de histocompatibilitate se modificã devenind autoantigene, generatoare ale conflictelor autoimune;
2) izoantigenele cuprind antigenele de transplantare comune orga-nismelor identice din punct de vedere genetic, care aparţin unei linii genetic pure (inbred). Verificarea puritãţii genetice a unei populaţii de organisme se face prin transplantul de piele. Dacã grefa este acceptatã, organismele respective aparţin aceleiaşi linii inbred. Termenii “izoantigen” şi “inbred” nu au corespondenţã pentru populaţia umanã;
3) aloantigenele (alos = altul) includ molecule care, dupã injectare declanşeazã rãspunsul imun la organisme ale aceleiaşi specii, dar diferite genetic, de organismul donor. Aloantigenele sunt inegal rãspândite la indivizii unei specii şi induc rãspunsul imun la organismele care nu posedã antigenul respectiv. Aloantigenele se evidenţiazã dupã imunizarea unui organism, cu o suspensie celularã provenitã de la organisme ale aceleiaşi specii, dar aparţinând unui alotip diferit;
4) heteroantigenele (xenoantigene, xenos = strãin) includ molecule care se gãsesc în/pe celulele tuturor indivizilor unei specii şi care se comportã ca antigene faţã de organismele altei specii. Heteroantigenele se evidenţiazã prin sinteza anticorpilor faţã de antigenele celulelor provenite de la un organism al unei specii diferite. 
Celulele unei specii diferite aduc în organismul receptor nu numai heteroantigene, ci şi aloantigene şi chiar autoantigene. De aceea injectarea unui heteroantigen este una dintre cele mai utilizate metode pentru a induce sinteza autoanticorpilor.
Antigenele de organ sunt molecule specifice care conferã particularitãţile biochimice şi funcţionale ale celulelor unui organ. De exemplu, proteinele hepatice sau ale glandei mamare diferã de proteinele ţesutului renal al aceluiaşi organism. 
Antigene artificiale 
La origine, antigenele artificiale sunt antigene naturale, modificate chimic prin cuplarea, cel mai adesea covalentã, cu una sau mai multe molecule mici, care le conferã o nouã individualitate antigenicã şi o nouã specificitate de combinare cu anticorpii, în raport cu molecula de origine.
Antigenele artificiale s-au obţinut, în principal, pornind de la moleculele proteice. Prin legarea moleculelor proteice cu diferite haptene s-au obţinut trei tipuri de antigene artificiale:
a) conjugate haptenã-proteinã, prin reacţia de diazotare, iodurare şi respectiv substituţie nucleofilã;
b) conjugate proteinã-proteinã, prin intermediul unor agenţi bifunc-ţionali de legare (diizocianaţii şi carbodiimidele);
c) proteine legate de suporturi insolubile, prin reacţia de diazotare sau prin intermediul carbodiimidelor.
a) Conjugatele haptenã-proteinã au fost utilizate de Landsteiner, în studiile cu privire la mecanismele rãspunsului imun. In conjugate, haptenele îndeplinesc rolul de epitopi (grupãri determinate de specificitate), iar mole-culele proteice au rolul de carrier. Rãspunsul imun nu este orientat strict faţã de epitopii haptenici, ci şi faţã de determinanţi antigenici ai grupãrii carrier. 
Cuplarea haptenã-purtãtor necesitã existenţa unei grupãri reactive a haptenei, care sã se lege covalent cu grupãrile funcţionale ale purtãtorului, cu condiţia pãstrãrii integritãţii funcţionale a celor doi reactanţi. Haptenele se pot cupla cu purtãtori foarte diverşi, dar proteinele naturale (albumina, globulinele) furnizeazã conjugate foarte imunogene.
Landsteiner a cuplat amino-benzen-sulfonatul cu molecule proteice, prin reacţia de diazotare şi a obţinut azoproteine: 
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Dupã cuplarea haptenei cu Tir, His sau Lys din structura unei proteine, rezultã un antigen artificial care induce formarea a douã categorii de anticorpi cu specificitãţi diferite, dupã cum reacţioneazã cu haptena, sau cu molecula purtãtor.
Conjugatele azoproteice au permis studiul influenţei configuraţiei spaţiale a haptenei, asupra specificitãţii antigenice. Gruparea sulfonat a fost legatã în poziţia orto, meta sau para a haptenei aminobenzen. Antiserurile obţinute au specificitate faţã de fiecare izomer. Izomerul meta al aminobenzen-sulfonatului, cuplat cu proteina, pãstreazã capacitatea de a precipita cu anticorpii specifici faţã de proteina nativã, în timp ce conjugatele cu izomerii orto- şi para- dau reacţie foarte slabã de precipitare. Concluzia este cã izomerii de poziţie induc modificãri sterice (conformaţionale) ale haptenei.
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Conjugatele haptenã-proteinã se pot obţine prin reacţia de iodurare. Proteinele puternic iodurate îşi modificã specificitatea antigenicã. Ele induc sinteza anticorpilor care dau reacţii încrucişate de precipitare cu proteinele iodurate heterologe. Semnificaţia este cã prin iodurare, proteinele îşi pierd specificitatea antigenicã. Toate proteinele iodurate induc sinteza anticorpilor faţã de o grupare ioduratã, în special faţã de tirozina ioduratã, indiferent de specificitatea grupãrii purtãtor.
O altã reacţie de obţinere a conjugatului haptenã-proteinã este cea de substituţie nucleofilã. Cele mai folosite haptene sunt 2,4-dinitrofenolul(DNP) şi 2,4,6-trinitrofenolul(TNP). 
Mecanismul molecular al cuplãrii este urmãtorul: un atom de H din gruparea OH- , NH2+ sau S-SH a proteinei, este înlocuit de gruparea haptenicã prin eliminarea apei. Proteina pierde electroni, iar nucleul benzenic îi acceptã. Grupãrile donoare de electroni sunt OH- , NH2+, S-SH. Grupãrile DNP şi TNP sunt cuplate cu proteina purtãtor sub forma 2,4-dinitrobenzen-sulfonatului de Na, a 2,4,6-trinitrobenzen-sulfonatului de Na sau subforma derivaţilor halogenaţi. 
Reacţia dintre o proteinã şi 2,4-dinitrobenzen-sulfonatul de sodiu ilustreazã mecanismul atacului nucleofilic, reacţie în care proteina cedeazã electroni, iar nucleul benzenic îi acceptã.
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b) Conjugatele proteinã-proteinã se obţin prin intermediul agenţilor bifuncţionali de legare: diizocianaţii şi carbodiimidele. Deoarece grupãrile ciano au reactivitate diferitã, reacţia de cuplare se realizeazã în trepte. De exemplu, gruparea din poziţia 4 a toluilen-diizocianatului este mai reactivã decât gruparea ciano din poziţia 2. Aceasta permite ca una dintre proteine sã se cupleze în poziţia 4, iar ulterior, într-o nouã etapã a reacţiei, cea de a II-a proteinã se va cupla la gruparea ciano din poziţia 2:
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Carbodiimidele, utilizate ca agenţi bifuncţionali pentru cuplarea proteinelor, sunt considerate anhidride simetrice ale ureii:
 

	 H2N – C – NH2  – HOH
 O
	HN = C(( =NH
	H2N – C 4 N

	 Uree 
	Carbodiimida simetricã
	 Cianamida asimetricã 


 

Carbodiimidele pot fi substituite simetric sau asimetric cu molecule proteice:
 R1N = C = NR1  sau R1N = C = NR2.
Agenţii bifuncţionali de cuplare permit obţinerea conjugatelor proteice (conjugate anticorpi-feritinã, insulinã-albuminã), dar se folosesc şi ca mediatori ai legãrii diferitelor molecule proteice pe suprafaţa eritrocitelor.
Marcajul cu feritinã este deosebit de important din punct de vedere practic, deoarece se foloseşte pentru evidenţierea electrono-opticã, la nivelul membranei, a diferitelor molecule proteice.
c) Conjugatele proteinã-suport insolubil se obţin prin cuplarea proteinelor cu un suport insolubil, prin reacţia de diazotare, prin intermediul carbodiimidelor sau al BrCN. Ca suporturi insolubile se folosesc derivaţi celulozici: sephadex, sepharoza, agaroza etc. Legarea proteinei de suport, prin reacţia de diazotare, se face prin intermediul tirozinei, lizinei, histidinei, triptofanului sau argininei.
Conjugatele anticorpi-suport insolubil se numesc imunosorbenţi şi sunt folosiţi cu o eficienţã deosebitã pentru purificarea proteinelor dintr-un amestec, datoritã specificitãţii lor de combinare cu anticorpii corespunzãtori, fixaţi într-o coloanã de material inert. Antigenul complementar specificitãţii de legare a anticorpului fixat în coloanã, se leagã necovalent de imunosorbent, dupã care poate fi eluat cu un agent chimic.
Anticorpii pot fi imobilizaţi pe un suport insolubil, prin tratamentul cu un agent de legare încrucişatã (glutaraldehidã), dar multe din situsurile reactive pt fi denaturate sau rãmân ascunse. 
	Fig. 4. Principiul funcţional al imunosorbenţilor utilizaţi în cromatografia de afinitate. Coloana conţine sefarozã, pe care sunt fixate moleculele de anticorp. Amestecul de antigene este trecut prin coloanã, unde va fi reţinut numai antigenul care recunoaşte specific anticorpul fixat.


Cel mai bun suport de imobilizare este agaroza, un polizaharid obţinut prin fracţionarea agarului. Agaroza este rezistentã la acţiunea degradativã a enzimelor bacteriene şi a agenţilor chimici şi poate fi regeneratã. Este disponibilã subforma sferelor poroase hidratate, cu diametrul de 40-300 μm şi conţine 2-8% agarozã în soluţie apoasã.
   In coloana de imunosorbent se pot fixa nu numai anticorpii, ci şi antigenele sau chiar celule intacte.
 Imunosorbenţii se folosesc în activitatea de cercetare şi în clinicã, pentru prepararea unor produse biologice şi a medicamentelor. 
Antigene sintetice 
Antigenele sintetice sunt polimeri de aminoacizi, cu secvenţã cunoscutã, obţinuţi in vitro. Proprietãţile imunogenice ale homopolimerilor (poli-Lys, poli-Glu, poli-Pro) şi ale heteropolimerilor au fost studiate de M. Sela. Studiul imunogenitãţii heteropolimerilor are avantajul cã oferã posibilitatea studiului influenţei compoziţiei chimice, a greutãţii moleculare şi a conformaţiei moleculare, uşurând studiul imunochimic al grupãrilor determinante de specificitate antigenicã.
Catenele polipeptidice sintetice pot fi lineare sau ramificate. Cele ramificate rezultã prin ataşarea polimerilor lineari, la o catenã polifuncţionalã. Ramificarea se obţine mai uşor cu aminoacizi aromatici.
Homopolimerii nu sunt imunogeni, cu excepţia poli-L-Pro, poli-L-Glu, poli-L-Arg, poli-L-Lys. Copolimerii formaţi din doi aminoacizi nu sunt totdeauna imunogeni, dar cei rezultaţi prin polimerizarea a trei aminoacizi diferiţi sunt totdeauna imunogeni. Cu cât compoziţia lor este mai heterogenã, imunogenitatea este mai accentuatã. Prezenţa aminoacizilor aromatici conferã o anumitã rigiditate a epitopilor şi implicit, o imunogenitate superioarã.
Pentru a fi imunogeni, copolimerii trebuie sã fie catabolizaţi de aparatul enzimatic al celulelor care prelucreazã şi prezintã antigenul. Polipeptidele formate din D-aminoacizi sunt slab imunogene, datoritã incapacitãţii organismului de a cataboliza polimerul. Polipeptidele sintetice s-au dovedit a fi foarte utile în studiile de imunochimie, cu privire la:
-  determinarea mãrimii grupãrii determinante de specificitate şi indirect, a situsului de combinare a anticorpilor specifici;
-  rolul dimensiunilor moleculei asupra proprietãţilor de imunogenitate;
-  rolul configuraţiei spaţiale a moleculei în conferirea proprietãţii de imunogenitate;
-  identificarea epitopilor secvenţiali şi conformaţionali.
IMUNOGLOBULINELE (ANTICORPII)
 
Existenţa anticorpilor a fost demonstratã de Behring şi Kitasato (1890), în serul animalelor imunizate experimental cu toxina tetanicã. Serul lor neutralizeazã toxina in vitro şi o face inofensivã pentru animalele de experienţã. Autorii au folosit denumirea de “anticorp” pentru a desemna substanţele protectoare ce apar în ser, cu specificitate faţã de un antigen corpuscular (bacterii).
Heidelberger (1930) a purificat anticorpii din ser şi a evidenţiat cã aparţin fracţiei proteice. Tiselius şi Kabat (1938) au demonstrat experimental cã, de cele mai multe ori, funcţia de anticorp este asociatã cu fracţia gama a proteinelor serice şi le-au dat denumirea de gamaglobuline. 
În 1970, prin consens între specialişti, OMS a stabilit ca substanţele cu proprietãţi de anticorp, sã fie grupate în categoria imunoglobulinelor, pornind de la faptul cã toate substanţele din acest grup au funcţie imunitarã şi sunt cuprinse în fracţia globulinicã a serului. Anticorpii nu sunt numai gamaglobuline. Existã şi alte globuline cu funcţie de anticorp, dupã cum existã şi gamaglobuline care nu au activitate de anticorp (de exemplu, proteinele patologice Bence-Jones).
	Fig.10. Mobilitatea electroforeticã a imunoglobulinelor serice. IgG are cea mai heterogenã sarcinã electricã şi migreazã în regiunile gama şi beta. IgE are are mobilitate similarã cu a IgD, dar nu poate fi identificat pe electroforegramã datoritã nivelului seric scãzut.


  
Anticorpii sunt imunoglobuline care se sintetizeazã în organism dupã pãtrunderea unui antigen şi au proprietatea de a se cupla specific cu antigenul inductor şi de a-i anihila acţiunea nocivã. Termenul de “anticorp” în accepţiunea sa actualã, a fost folosit de Ehrlich (1891) în lucrarea “Studii experimentale asupra imunitãţii”.
Anticorpii formeazã 20% din totalul proteinelor plasmatice, dar se gãsesc şi în lichidele extravasculare, în secreţiile exocrine (salivã, lapte, lacrimi) şi ca molecule receptor de anti-gen pe suprafaţa limfo-citelor B.
Moleculele de anticorpi au cea mai micã mobilitate electroforeticã. Deşi sunt asemãnãtoare ca structurã, moleculele de imunoglobuline formeazã o familie de o diversitate imensã, neîntâlnitã la nici o altã proteinã. Diversitatea lor uriaşã este ordonatã în clase şi subclase, în primul rând pe baza compoziţiei în aminoacizi. Heterogenitatea compoziţiei în aminoacizi se reflectã în sarcina lor electricã, foarte diferitã. La electroforezã, celelalte proteine serice migreazã ca o bandã compactã, cu o mobilitate caracteristicã, deoarece moleculele lor sunt omogene în ceea ce priveşte sarcina electricã, la un pH dat. Imunoglobulinele migreazã ca o bandã largã, fiind heterogene, nu numai prin secvenţa aminoacizilor, ci şi prin sarcina electricã. 
Structura moleculei de imunoglobulinã 
 Structura moleculei de imunoglobulinã (Ig) s-a stabilit prin analiza proteinelor omogene secretate de plasmocitoame, cu metodologii complexe: biochimice, analitice, cristalografia prin difracţie cu raze X. 
Unitatea structuralã de bazã a moleculei de Ig este monomerul. Acesta este o unitate tetrapeptidicã, formatã prin asocierea a douã lanţuri grele (H, Heavy = greu), fiecare având circa 450 de aminoacizi şi o greutate molecularã cuprinsã între 50-76 kD şi douã lanţuri uşoare (L, Light = uşor), fiecare având circa 216 aminoacizi şi o greutate molecularã de 25 kD. Cele 4 catene polipeptidice sunt legate între ele prin punţi S-S şi se rãsucesc în spiralã - atât unul faţã de altul, dar şi fiecare separat – faţã de propria-i axã, rezultând o configuraţie tridimensionalã, stabilizatã prin 16-24 legãturi S-S şi prin alte interacţiuni necovalente. Monomerul tetrapeptidic tridimensional are formã de T sau de Y.
În funcţie de secvenţa aminoacizilor, fiecare lanţ polipeptidic este alcãtuit din douã regiuni distincte:
a) regiunea constantã (C ) corespunde jumãtãţii C-terminale a celor 4 catene polipeptidice. Are o secvenţã relativ uniformã a aminoacizilor şi asigurã unitatea structuralã şi funcţionalã a moleculei de Ig;
b) regiunea variabilã (V) cuprinde o secvenţã de circa 110 aminoacizi în jumãtatea N-terminalã a celor 4 catene polipeptidice. Mãrimea sa nu este fixã, deoarece intervin inserţii sau deleţii de  3-6 aminoacizi. Regiunile variabile ale fiecãrei perechi de catene formeazã situsul de combinare al moleculei de Ig, care conferã specificitate de legare cu antigenul.
Variabilitatea maximã a secvenţei de aminoacizi a catenei L se concentreazã în poziţiile 24-34, 50-55, 89-97, iar a catenei H, la secvenţele 
30-36, 50-56, 86-91 şi 95-100. Aceste secvenţe formeazã regiunile hipervariabile sau regiunile determinante de complementaritate (RDC), faţã de configuraţia spaţialã a epitopului. Aminoacizii acestor secvenţe intrã în alcãtuirea situsului de combinare al moleculei de Ig.
 Secvenţele relativ invariante se numesc regiuni cadru (RC) şi formeazã 80-85% din regiunea variabilã a moleculei de Ig. Variaţia secvenţei aminoacizilor la nivelul regiunilor cadru este limitatã la 5%. Secvenţa  regiunilor cadru şi a celor determinante de complementaritate alterneazã astfel: RC1, RDC1, RC2, RDC2, RC3, RDC3, RC4, RDC4.
 Aproape de jumãtatea catenelor H se gãseşte o secvenţã de circa 15 aminoacizi, în care sunt grupate toate resturile de cisteinã ce formeazã punţi S-S intercatenare. Aceastã secvenţã se numeşte regiunea balama. Este sensibilã la acţiunea proteazelor fiind clivatã de papainã, pepsinã etc. La IgM şi IgE, regiunea balama lipseşte, dar cea omologã balamalei este clivatã de proteaze. Regiunea balama asigurã flexibilitatea moleculei de Ig, permiţând mobilitatea fragmentelor Fab, care, teoretic, pot forma unghiuri variabile, între 0-180o, conferind moleculei o geometrie variabilã. Cele 16-24 legãturi S-S ale monomerului tetrapeptidic sunt constante ca numãr şi localizare pentru diferitele clase de Ig. Se disting 3 categorii de punţi S-S:
-  legãturi intercatenare H-H sau L-H, ale unui monomer. Legãturile L-L s-au descris la IgA2 şi la proteinele Bence-Jones, care sunt dimeri de lanţuri L;
-  legãturi intracatenare, care determinã structura terţiarã a fiecãrui lanţ polipeptidic.
- legãturi intercatenare, între lanţurile H ce aparţin unor monomeri diferiţi, la IgA2 şi IgM, care formeazã complexe moleculare polimerice:
moleculei de Ig se formeazã prin plierea fiecãreia din cele 4 catene polipeptidice şi prin rãsucirea lor în spiralã. Domeniile sunt regiuni globulare ale moleculei, legate între ele prin secvenţe lineare scurte. Domeniile se pliazã într-o conformaţie stabilã, conferitã de secvenţa proprie de aminoacizi. Comparativ cu secvenţele lineare, domeniile pliate sunt mai rezistente la proteolizã. 
Catena L are douã domenii: unul corespunzãtor regiunii variabile (VL) şi altul corespunzãtor regiunii constante (CL).
Catena H are 4 domenii: unul corespunzãtor regiunii variabile (VH) şi trei domenii ale regiunii constante: CH1, CH2, CH3.
 
	Fig. 11. a. Reprezentarea schematicã a structurii primare a moleculei de imunoglobulinã.


	Fig. 11. b. Localizarea diferitelor funcţii ale moleculei de anticorp.


Fiecare catenã H a moleculelor de IgM şi IgE are 5 domenii: unul în regiunea variabilã (VH) şi 4 în regiunea constantã (CH1 – CH4).
Secvenţa de legãturã între regiunea constantã (CH1) şi cea variabilã a fiecãrei catene se numeşte zonã de comutare (s = switch).
Fiecare domeniu are o formã cilindricã sau globularã, cuprinde o secvenţã de circa 60 de aminoacizi şi este stabilizat prin interacţiuni necovalente de tip trans, cu domeniul omolog din lanţul opus şi de tip cis, cu domeniul vecin al aceleiaşi catene. 
Domeniile fiecãrui lanţ, împreunã cu cele omologe ale lanţului opus, formeazã unitãţi funcţionale denumite module. Cooperarea lor funcţionalã este ilustratã de faptul cã domeniile VL şi VH separate, au o capacitate foarte limitatã de legare a antigenului, în timp ce forma lor asociatã (care constituie situsul de legare al moleculei) este foarte eficientã în legarea antigenului.
 
	Fig. 12. Reprezentarea schematicã a domeniilor pliate şi stabilizate ale moleculei de IgG.


Moleculele de imunoglobuline existã sub douã forme: secretate, ca anticorpi în umorile organismului şi legate de membrana limfocitelor B, îndeplinind funcţia de receptori de antigen. Forma legatã prezintã o secvenţã hidrofobã la capãtul C-terminal, de circa 30 de aminoacizi, care strãbate membrana şi se ancoreazã în structura ei.
Metodele de clivare şi de denaturare chimicã a moleculei de imunoglobulinã au contribuit la înţelegerea structurii şi funcţiei sale. Clivarea s-a realizat cu enzime proteolitice (papainã, pepsinã, tripsinã) sau prin cianolizã cu BrCN.
	Fig. 13. Clivajul enzimatic al moleculei de IgG1 umane. Pepsina cliveazã catena H şi elibereazã fragmentele F(ab’)2 şi regiunea Fc (segmentul cristalizabil). Hidroliza prelungitã taie fragmentul Fc’ în peptide scurte. Papaina cliveazã molecula în regiunea balama (la restul 224) şi elibereazã douã fragmente Fab şi un fragment Fc (dupã Roitt, 1984).


Papaina scindeazã mo-lecula de imunoglobulinã la nivelul regiunii balama (aminoacidul 224) şi elibe-reazã douã fragmente Fab (Fragment antigen binding) şi fragmentul Fc (cristalizabil). Fiecare fragment Fab (50 kD) conţine un lanţ L întreg şi jumãtatea N-terminalã a lanţului H, notatã cu Fd (difficult), care cuprinde domeniile VH şi CH1. Frag-mentul Fab poate fi scindat transversal şi rezultã frag-mentul Fv (variabil) format din domeniile VL şi VH, se-parat de domeniile CL şi CH1.
Fragmentul Fc (50 kD) este format din jumãtãţile C-terminale ale celor douã catene H, unite printr-o legãturã S-S şi prin legãturi necovalente. 
Pepsina cliveazã lan-ţurile H sub regiunea balama şi elibereazã fragmentul Fc’, mai mic decât fragmentul Fc papainic şi douã fragmente Fab’ legate între ele (Fab’)2, prin punţi S-S intercatenare.
BrCN scindeazã lanţurile polipeptidice la nivelul secvenţelor cu Met, pe care o transformã în homoserinã. Fragmentele rezultate sunt heterogene ca mãrime, în funcţie de frecvenţa metioninei. Polipeptidele rezultate prin clivare enzimaticã, cât şi prin cianolizã, se separã prin tehnici cromatografice.
Denaturarea moleculei de imunoglobulinã prin reducerea legãturilor S-S. Agenţii reducãtori (mercaptoetanolul, mercaptoetanolamina, ditiotreitolul) au o grupare SH liberã şi reduc legãturile S-S intercatenare şi intracatenare.  
  HO – CH2 – CH2 – SH (Mercaptoetanolul) 
Legãturile intercatenare (H-H sau H-L) sunt reduse mai uşor, iar cele intracatenare, care stabilizeazã buclele domeniilor moleculei de imunoglobulinã, sunt disociate mai greu.
Reducerea legãturilor S-S este reversibilã. Dupã îndepãrtarea agentului denaturant, renaturarea este rapidã şi completã. Din acest motiv, agenţii denaturanţi se încorporeazã în sistemul supus denaturãrii. Denaturarea se poate stabiliza prin diferite metode chimice. 
Funcţiile moleculei de imunoglobulinã 
În ansamblul efectorilor sistemului imunitar, moleculele de imunoglo-bulinã îndeplinesc douã categorii de funcţii:
- funcţii de specificitate
- funcţii grupate sub denumirea de activitãţi biologice efectoare
Specificitatea imunoglobulinei faţã de un antigen este exprimatã prin capacitatea de recunoaştere finã a epitopului complementar al antigenului şi de combinare cu acesta. Specificitatea moleculei de imunogobulinã este conferitã de situsul sãu de combinare. Marea diversitate a moleculelor de anticorpi, asigurã o diversitate uriaşã a situsurilor de combinare, de ordinul a 108 – 109 specificitãţi de legare.
Specificitatea de legare este datã de structura spaţialã a situsului de combinare cu antigenul, conferitã de resturile de aminoacizi ale regiunilor hipervariabile ale catenelor H şi L. 
Aminoacizii care formeazã situsul de combinare al moleculei de imunoglobulinã, prin plierea regiunilor hipervariabile, delimiteazã o cavitate molecularã ce diferã ca formã şi mãrime. 
Cavitatea prezintã substructuri (proeminenţe şi depresiuni), pe care le formeazã secvenţele hipervariabile, în timp ce restul regiunilor variabile ale celor douã catene conferã structura tridimensionalã a cavitãţii moleculare.
Potrivirea spaţialã dintre situsul de combinare al moleculei de anticorp şi epitopul specific, din punctul de vedere al configuraţiei spaţiale, este perfectã. Eventualele imperfecţiuni geometrice pot fi ocupate de moleculele de apã. Potrivirea perfectã a celor douã unitãţi combinante este sugeratã de metafora “cheie-broascã”.
Dupã combinarea cu antigenul, modificãrile spaţiale ale situsului de combinare a anticorpului sunt minime, nedectabile. Epitopul antigenic are un rol important în potrivirea conformaţionalã perfectã cu situsul de combinare a anticorpului, deoarece corespunde unei regiuni moleculare cu factor de temperaturã mai ridicatã, ceea ce sugereazã o flexibilitate mai accentuatã a secvenţei moleculare respective.
Flexibilitatea unui determinant antigenic îi permite sã se adapteze mai uşor într-un situs de legare preexistent al moleculei de anticorp, chiar dacã epitopul nu se potriveşte exact geometriei situsului de combinare a anticorpului. Datoritã flexibilitãţii epitopului, legarea antigenului cu anticorpul se aseamãnã cu “întâlnirea a doi nori” şi nu cu aceea a “douã pietre”. 
Anticorpii specifici faţã de secvenţele peptidice mobile (calde) ale antigenului proteic, se leagã cu afinitate mai mare de proteina nativã. Aceste rezultate sunt foarte importante din punct de vedere practic, pentru selectarea segmentelor peptidice în vederea obţinerii vaccinurilor sintetice subunitare.
Dimensiunile situsului de combinare s-au dedus indirect, prin determinarea mãrimii haptenei care blocheazã reacţia de combinare a anticorpilor cu antigenul nativ: oligozaharidul format din 6-8 unitãţi monomerice ocupã complet situsul de combinare al moleculei de anticorp. Oligozaharidele mai mici inhibã parţial reacţia specificã de precipitare. Pentru anticorpii specifici faţã de antigene proteice, tetrapeptidele au blocat cu maximã eficienţã reacţia de precipitare dintre anticorpi şi antigenul nativ.
Funcţiile biologice efectoare sunt amorsate de reacţia antigen-anticorp. Numãrul funcţiilor biologice efectoare este mai mic şi sunt dependente de regiunile constante ale moleculei de imunoglobulinã.
Fiecare domeniu al regiunii constante a moleculei de imunoglobulinã îndeplineşte anumite funcţii:
- legarea antigenului pe imunoglobulinele de suprafaţã care funcţioneazã ca receptori pe limfocitele B, declanşeazã proliferarea şi diferenţierea lor, iar legarea antigenului cu imunoglobulinele citotrope pentru mastocite, declanşeazã degranularea acestor celule;
- dupã cuplarea cu antigenul, moleculele de imunoglobulinã expun fragmentul Fc, recunoscut ulterior de receptorii specifici pentru Fc de pe suprafaţa monocitelor, macrofagelor, PMNN. Astfel se stimuleazã procesul de fagocitozã a celulelor nonself tapetate cu imunoglobuline, denumit imunofagocitozã;
- celulele K, prin intermediul receptorilor pentru Fc, interacţioneazã cu celulele nonself tapetate cu IgG şi realizeazã liza de contact prin fenomenul de citotoxicitate;
- interacţiunea antigen-anticorp genereazã un semnal care se transmite regiunii Fc. Aceasta îşi modificã configuraţia spaţialã şi expune un situs de recunoaştere (pentru IgG situat între Glu 318 şi Lys 322), de care se leagã C1q;
- regiunea balama este transductoare de semnale şi are un rol important în flexibilitatea moleculei de imunoglobulinã, permiţând variaţia unghiului dintre fragmentele Fab: ele trec reversibil de la forma T la Y. Geometria variabilã a moleculei de imunoglobulinã mãreşte eficienţa de legare a antigenului, deoarece ajusteazã poziţia celor douã situsuri de combinare ale anticorpului, în funcţie de distanţa la care se gãsesc determinanţii antigenici pe suprafaţa unui antigen particulat (virus sau celulã);
- regiunea balama a moleculelor de IgG şi IgD este sensibilã la acţiunea enzimelor proteolitice, iar a moleculei de IgA este rezistentã. 
Componenta glucidicã a imunoglobulinei îndeplineşte urmãtoarele funcţii;
- realizeazã şi menţine o conformaţie a moleculei de imunoglobulinã, esenţialã pentru secreţie;
- mãreşte solubilitatea moleculelor de imunoglobulinã;
- are rol de spaţiator între domeniile unui lanţ şi între catenele moleculei;
- participã la funcţiile citotrope ale moleculei de imunoglobulinã;
- are rol în legarea C1q, componentã a sistemului complement.  
Heterogenitatea anticorpilor 
Moleculele de imunoglobuline din plasma oricãrui organism sunt foarte heterogene, atât datoritã diversitãţii epitopilor faţã de care s-au sintetizat – ceea ce induce variaţii ale secvenţelor hipervariabile ale moleculei, cât şi datoritã variaţiilor secvenţei de aminoacizi în regiunile constante ale moleculei. 
Heterogenitatea anticorpilor este ordonatã în clase, subclase, tipuri, alotipuri şi idiotipuri, pe baza variaţiei secvenţei de aminoacizi. Moleculele de imunoglobuline au calitãţi duble: ele se comportã nu numai ca molecule de recunoaştere, care recunosc specific antigenul, dar la rândul lor sunt recunoscute ca antigene. Pentru sporirea gradului de imunogenitate, moleculele de imunoglobuline se asociazã cu adjuvantul Freund şi se injecteazã la animale de experienţã. Variaţiile de structurã chimicã a imunoglobulinelor se comportã ca determinanţi antigenici şi induc sinteza anticorpilor anti-imunoglobulinã. Variaţiile de ordin chimic ale imunoglobulinelor se evidenţiazã prin metode imunochimice de precipitare între moleculele de imunoglobulinã cu rol de antigen şi anticorpii anti-imunoglobulinã din serul imun.
Din punctul de vedere al manifestãrii imunopotenţei determinanţilor antigenici ai imunoglobulinelor, s-au definit trei nivele de heterogenitate: izotipicã, alotipicã şi idiotipicã.  
Heterogenitatea izotipicã 
Heterogenitatea izotipicã (izos = acelaşi) defineşte variantele biochimice ale imunoglobulinelor, comune pentru toţi indivizii unei specii. Variantele biochimice se datoreazã variaţiilor secvenţei de aminoacizi în regiunea constantã a catenei H. Ele se comportã ca determinanţi antigenici dupã injectarea în organismul altei specii. Pentru identificarea epitopilor izotipici ai moleculelor de imunoglobulinã umanã, acestea, în asociaţie cu adjuvantul Freund, se injecteazã la iepure.
Fiecare individ al unei specii exprimã toate variantele antigenice izotipice caracteristice speciei.
Variantele antigenice izotipice ale imunoglobulinelor umane s-au identificat iniţial, în regiunea constantã a catenei H.
Existã 5 variante antigenice distincte ale catenelor H în regiunea constantã, notate cu g, m, a, d, e, corespunzãtoare celor 5 clase de imunoglobuline: IgG, IgM, IgA, IgD, IgE. Serul imun faţã de un determinant antigenic de clasã nu dã reacţii încrucişate cu celelalte tipuri de determinanţi, deoarece catenele H ale diferitelor clase de imunoglobuline prezintã diferenţe mari de ordin chimic între domeniile echivalente, care merg pânã la circa 60% din totalul aminoacizilor.
Determinanţii antigenici ai unei clase de imunoglobuline sunt comuni tuturor indivizilor unei specii şi se evidenţiazã în serul imun heterolog, obţinut prin imunizarea organismelor altei specii. De exemplu, un antiser faţã de lanţul uman , obţinut pe iepure, va precipita numai anticorpii clasei IgG din orice ser uman. 
Ulterior, determinanţii antigenici s-au identificat şi în regiunile constante ale catenelor L. Determinanţii antigenici ai catenelor L determinã tipurile de imunoglobuline. 
Catena L are douã variante antigenice, notate cu k şi l, care se gãsesc la toate cele 5 clase de imunoglobuline. Cele douã tipuri structurale de lanţuri L (k şi l) prezintã deosebiri de secvenţã a aminoacizilor în regiunea constantã şi nu au determinanţi antigenici comuni. De aceea, nu dau reacţii imune încrucişate. Serul imun heterolog anti-molecule de imunoglobuline umane cu catenã Lk, obţinut pe iepure, precipitã toate moleculele de imunoglobuline umane care conţin catena Lk, indiferent de clasã. Serul imun anti-Lk nu precipitã moleculele de imunoglobuline care conţin catena L l.
O moleculã de imunoglobulinã are douã catene de tip k sau l. Formula generalã a diferitelor clase de imunoglobuline este 
g2k2 (sau g 2 l 2), m2k2 (m2 l 2), a2k2 (a2 l 2).
Catenele L de tip k şi l determinã tipurile moleculare de imunoglobuline. La om, raportul Ig k/ l este 7/3, iar la şoarece este 19/1, valori care probabil reflectã raportul numeric al genelor codificatoare pentru cele douã tipuri de catene.
Izotipurile catenelor H nu influenţeazã funcţia de specificitate a moleculelor de imunoglobuline: acelaşi antigen poate fi legat de oricare din cele 5 clase de imunoglobuline.
Pe lângã variantele antigenice menţionate – clase şi tipuri – s-au identificat diferenţe mai subtile ale moleculelor de IgG şi IgA, în ceea ce priveşte proprietãţile fizice, chimice şi biologice, diferenţe care corespund subclaselor antigenice. Aceasta înseamnã cã, pe lângã determinanţii antigenici de clasã, existã şi alte variante antigenice ale regiunii constante ale catenei H, corespunzãtoare subclaselor. Ele se noteazã cu litera clasei, urmatã de o cifrã: IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, respectiv IgA1, IgA2.
Moleculele de imunoglobuline ale subclaselor au în comun determinanţii antigenici proprii fiecãrei subclase, aducând un nivel superior de heterogenitate a catenelor H.
Diferenţele secvenţei de aminoacizi ai catenei H, între diferite subclase sunt mici: 24 de aminoacizi între IgG1 şi IgG4. Cea mai importantã deosebire constã în numãrul legãturilor S-S intercatenare.
Moleculele diferitelor subclase sunt sintetizate de celule diferite.  
Variantele alotipice  
Descoperirea alotipiei (alos = altul) a pornit de la urmãtorul fapt de observaţie: în serul pacienţilor cu artritã cronicã reumatoidã se gãsesc molecule de tip special, încadrate în categoria factorilor reumatoizi (FR). Factorii reumatoizi sunt molecule de auto-anticorpi, adicã IgM anti- IgG.
Factorii reumatoizi se evidenţiazã in vitro, prin capacitatea lor de a determina aglutinarea eritrocitelor tapetate cu o dozã subaglutinantã de anticorpi specifici antieritrocitari (IgG).
Grubb (1956) a observat cã FR seric, uneori, aglutineazã hematiile tapetate cu auto-anticorpi specifici (care se sintetizeazã în anemia hemoliticã autoimunã) ale unor pacienţi, iar alteori, reacţia de hemaglutinare nu se produce, testul evidenţierii FR in vitro fiind fals negativ. Concluzia reacţiei de hemaglutinare pe care, uneori, FR din serul pacienţilor de artritã reumatoidã o produce asupra hematiilor tapetate cu o dozã subaglutinantã de anticorpi specifici, a fost urmãtoarea: autoanticorpii de pe suprafaţa eritrocitelor unor indivizi cu anemie hemoliticã autoimunã, posedã determinanţi antigenici diferiţi, pe care FR poate sã-i recunoascã. Astfel s-a dedus cã moleculele de imunoglobulinã de la indivizi diferiţi, sunt diferite din punct de vedere antigenic. În consecinţã, imunizarea unui individ cu imunoglobulinele provenite de la alt individ al aceleiaşi specii, determinã sinteza anticorpilor faţã de determinanţii antigenici ai moleculelor imunoglobulinice ale donorului.
Imunoglobulinele sunt aloantigene ineficiente dacã sunt injectate ca proteine solubile în organismul uman. De aceea, transfuziile de sânge total, de plasmã sau injectarea imunoglobulinelor solubile, de cele mai multe ori, nu induc sinteza anticorpilor anti-imunoglobuline ale donorului. Moleculele de imunoglobuline devin antigenice dupã asocierea lor cu adjuvantul Freund.
Semnificaţia variantelor antigenice alotipice ale moleculelor de imunoglobuline este analogã celei a antigenelor de grup sanguin. Fenomenul este general, adicã şi alte molecule provenite de la un organism pot fi imunogene pentru alte organisme ale aceleiaşi specii, la care se comportã ca aloantigene. 
Variantele alotipice ale imunoglobulinelor se detecteazã în reacţia de precipitare cu aloantiseruri obţinute pe organisme ale aceleiaşi specii, dar cu alotip diferit de acela al organismului donor al antigenului imunoglobulinic.
Variantele moleculare alotipice sunt consecinţa existenţei genelor alele perechi (aa), o caracteristicã generalã a organismelor diploide. Prin mutaţii succesive, în acelaşi locus, apar mai multe alele care formeazã o serie polialelicã - a1, a2, a3 …… an. Genele alele ocupã acelaşi locus pe cromosomii omologi, ca şi gena de tip sãlbatic a. Fiecare individ va avea o combinaţie de gene alele: aa1, aa2 ….. aan sau a1a2, a1a3 …… a1an, cu variante antigenice distincte.
Alotipurile imunoglobulinelor sunt rezultatul variaţiilor secvenţei aminoacizilor în regiunile constante ale catenelor H şi L, ceea ce le conferã un grad superior de heterogenitate, consecinţã a alelelor codominante la acelaşi locus.
Pentru moleculele imunoglobulinice umane s-au descris trei categorii de markeri alotipici:
-  factorii Gm (gama marker), numerotaţi de la 1 la 25, pe catena H a subclaselor de IgG. De exemplu, markerul G1m(a) pe moleculele de IgG1 are secvenţa Asp-Glu-Leu-Thr-Lys, iar moleculele altor indivizi au secvenţa Glu-Glu-Met-Thr-Lys, adicã doi aminoacizi diferiţi. Pentru IgG3 sau descris 14 alele;
-  factorii A2m(1) şi A2m(2), identificaţi pe catenele H ale subclasei IgA2;
-  factorii Km(Inv), pe catenele Lk, în numãr de trei;
-  douã variante alelice pentru IgE.
Foarte rar, determinanţii antigenici alotipici sunt localizaţi în domeniile variabile ale moleculei.
Ca şi în alte sisteme alelice, indivizii pot fi homozigoţi sau heterozigoţi pentru genele care codificã markerii. Genele se exprimã codominant şi se transmit în descendenţã dupã mecanismul mendelian. De exemplu, alotipurile b4b5 pe catenele L ale imunoglobulinelor de iepure se exprimã astfel: un organism homozigot b4b4 sau b5b5 exprimã alotipul b4, respectiv  b5. Dar genotipul b4b5 rezultat în descendenţa lor exprimã markerul b4 pe o fracţie a moleculelor şi markerul b5, pe restul moleculelor de imunoglobuline.  
Variantele idiotipice 
Idiotipul (idios = individual) este reprezentat de o populaţie omogenã de molecule de anticorpi, sintetizate de descendenţii unei clone celulare, care recunosc şi se combinã cu un singur determinant antigenic (epitop).
Specificitatea idiotipicã a unei populaţii de anticorpi s-a dedus pe cale experimentalã:
-  antigenul (celule de S. typhi) s-a injectat la organismele A şi B (iepuri), identice din punct de vedere genetic. Se sintetizeazã anticorpi aglutinanţi 
anti S. typhi;
-  anticorpii aglutinanţi 1(produşi de organismul A) s-au injectat la organismul C (iepure din aceiaşi linie geneticã). Se sintetizeazã anticorpi anti-anticorpi 1, evidenţiaţi în reacţia de precipitare.
Surprinzãtor, anticorpii anti-anticorpi 1 nu precipitã anticorpii 2, deşi anticorpii 1 şi anticorpii 2 au aceiaşi specificitate faţã de antigenele S. typhi, iar organismele A, B, C aparţin aceluiaşi alotip.
Concluzia este cã anticorpii 1 şi anticorpii 2, deşi au aceiaşi specificitate faţã de antigenul de S. typhi, la rândul lor, au determinanţi antigenici proprii. De aceea, anticorpii anti-anticorpi 1 nu precipitã anticorpii 2, sintetizaţi de un alt organism. Moleculele de anticorpi cu aceiaşi specificitate de combinare faţã de un antigen, sintetizate de organisme identice genetic, au o individualitate antigenicã distinctã, denumitã specificitate idiotipicã. 
Heterogenitatea idiotipicã este consecinţa determinanţilor idiotipici, localizaţi în regiunile hipervariabile ale catenelor H şi L. Specificitatea idiotipicã a moleculelor de anticorpi sintetizaţi de o clonã de celule este conferitã de unicitatea secvenţei de aminoacizi de la nivelul secvenţelor hipervariabile ce participã la formarea situsurilor de combinare, care determinã epitopi cu caracter strict individual denumiţi idiotopi. Unii idiotopi sunt localizaţi chiar în interiorul situsului de combinare sau în imediata sa vecinãtate. Dovada o constituie faptul cã legarea epitopului specific de situsul de combinare a anticorpului, blocheazã într-o mãsurã mai mare sau mai micã, legarea anticorpilor anti-idiotipici. 
	Fig. 14. Ilustrarea diagramaticã a heterogenitãţii anticorpilor.


Colecţia de idiotopi ai situsului de combinare a unei molecule de imunoglobuline formeazã idiotipul ei. Idiotipul este rezultatul configuraţiei spaţiale unice a regiunilor hipervariabile ale catenelor H şi L, conferitã de o secvenţã unicã a aminoacizilor.
Repertoriul idiotipurilor este de acelaşi ordin de mãrime cu acela al specificitãţii situsurilor de com-binare. Pentru situsul de combinare al moleculei de imunoglobulinã s-a pro-pus denumirea de paratop.
La alcãtuirea idiotipului participã ambele catene. Cele douã catene disociate nu pot sã lege anti-idiotipul sau îl leagã cu o eficienţã foarte scãzutã. 
SISTEMUL IMUNITAR 
 
Existenţa tuturor organismelor vii este condiţionatã de activitatea unor mecanisme de rezistenţã şi de imunitate, capabile sã protejeze individualitatea lor chimicã, prin mecanisme de recunoaştere şi diferenţiere a substanţelor proprii (self) de cele strãine (nonself). In mod normal, aceste mecanisme sunt perfect tolerante faţã de moleculele self, dar se activeazã şi reacţioneazã mai mult sau mai puţin viguros pentru a îndepãrta, a neutraliza sau a distruge substanţele nonself.
Mecanismele de rezistenţã şi imunitate sunt prezente pe toatã scara evolutivã a organismelor, începând cu bacteriile şi se complexeazã în evoluţie.
Celulele bacteriene posedã mecanisme de protecţie a individualitãţii genetice, reprezentate de:
-  fenomenele de restricţie mediate de prezenţa unor sisteme enzimatice specifice (enzime de restricţie), care recunosc moleculele strãine de ADN, le cliveazã la nivelul unor situsuri specifice, rezultând fragmente mai mici, sensibile la acţiunea exo- şi endonucleazelor;
-  fenomenele de reparaţie geneticã dependente de activitatea unor sisteme enzimatice care recunosc modificãrile ADN induse de mutaţii sau de lipsa de fidelitate a mecanismelor de replicare, transcriere şi traducere geneticã, corectându-le fie complet (sistemele error free) sau minimalizând erorile în cazul sistemelor reparatorii predispuse la erori (error prone systems). 
La plantele superioare, mijloacele de apãrare specificã, aparent sunt absente, dar existã o gamã largã de modalitãţi de apãrare nespecificã:
-  continuitatea şi integritatea ţesuturilor epidermice, acoperite sau impregnate cu substanţe impermeabile pentru virusuri şi microorganisme;
-  rezistenţa fiziologicã conferitã de conţinutul înalt de zaharuri reducãtoare, prezenţa taninurilor, a diferiţilor acizi organici, a pseudoanticorpilor cu activitate hemaglutinantã în sucurile vegetale.
La protozoare, procesele de recunoaştere asigurã selecţia hranei, identificarea partenerilor pentru conjugare la parameci, iar la cele parazite, procesele de recunoaştere mediazã interacţiunea cu gazda.

MECANISME DE APÃRARE
LA NEVERTEBRATE
 
Deşi nu au sistem limfoid, nevertebratele recunosc şi rãspund la substanţele nonself, la fel de eficient ca şi vertebratele. La ele funcţioneazã o diversitate de mecanisme, unele fiind inductibile. Rãspunsul este de scurtã duratã şi nu are specificitate faţã de agentul infecţios patogen. Rãspunsul imun al nevertebratelor se aseamãnã calitativ cu cel înãscut al vertebratelor mediat de celulele fagocitare şi de moleculele neimunoglobulinice.
La nevertebrate, apãrarea organismului este asiguratã de bariere fizico-chimice complexe: secreţia mucoasã care acoperã corpul celenteratelor, anelidelor, moluştelor şi protocordatelor, omoarã potenţialii patogeni. Exoscheletul dur al celenteratelor, moluştelor, artropodelor, echinodermelor şi protocordatelor, formeazã o barierã protectoare eficace faţã de agenţii infecţioşi. Majoritatea nevertebratelor superioare au sistem circulator cu celule albe, denumite hemocite sau celomocite, în funcţie de natura cavitãţii corpului. Lipsesc hematiile.
În mediul intern al nevertebratelor se gãsesc fagocite, factori antimicrobieni constitutivi şi inductibili cu efect neutralizant şi litic, factori de coagulare a macromoleculelor strãine. Toate nevertebratele, chiar cele care nu au cavitãţi ale corpului (spongieri, anemone, viermi laţi), au fagocite, uneori de mai multe tipuri. Ca şi la vertebrate, fagocitele sunt efectorii rãspunsului inflamator, sintetizeazã enzime lizosomale şi posedã mecanisme citocide dependente de superoxid.
Reacţiile de apãrare (repararea tisularã, fagocitoza, reacţia de încapsulare)sunt mediate de fagocite şi de celulele hemostatice. Ingestia microorganismelor invadatoare este rezultatul acţiunii fagocitelor, iar un numãr mare de microorganisme şi de metazoare parazite este încapsulat de celulele hemostatice şi de tip fagocitar. Endoparazitul care pãtrunde în organismul nevertebratelor este fagocitat, sau dacã are dimensiuni prea mari, este încapsulat. Incapsularea este rezultatul unei fagocitoze fruste. Adeseori, endoparazitul încapsulat, este omorât sub acţiunea intermediarilor toxici ai unei cascade enzimatice.
La nevertebrate lipsesc limfocitele şi moleculele de imunoglobuline, dar acestea sunt compensate de o varietate de factori umorali de apãrare: aglutinine, lizozim, bactericidine, enzime lizosomale, factori de imobilizare. La insecte s-au detectat peste 15 tipuri de proteine antibacteriene inductibile în câteva ore dupã injectarea unui antigen.
Nevertebratele nu au proteinele cascadei complementare, dar viermii, insectele, crustaceii conţin sistemul profenoloxidazei. Componentele acestui sistem sunt activate de o serie de enzime. La capãtul cascadei de activare se formeazã enzima activã fenoloxidaza, cu rol esenţial în îndepãrtarea substanţelor nonself. 
	Fig.26. Un mecanism posibil de activare a profenoloxidazei la fenoloxidazã, la artropode. Activarea este stimulatã de leziunile tisulare, de infecţia cu microorganisme, de schimbãri ale concentraţiei ionilor de Ca2+ şi ale valorii pH, care pot duce la  coagularea plasmei şi generarea factorilor care mediazã evenimentele ulterioare ale imunitãţii (dupã Roitt, 1997).


Fagocitoza este foarte activã şi este stimulatã de aglutininele şi bactericidinele cu rol de opsonine. Din punct de vedere funcţional, aglutininele şi bactericidinele sunt similare anticorpilor. Acestea sunt lectine, cu rolul de a lega componenta glucidicã a glicoproteinelor de pe suprafaţa celulelor nonself, rezultatul fiind aglutinarea.
Lectinele sunt molecule care au apãrut timpuriu în evoluţie şi sunt ubicvitare: se gãsesc la bacterii, plante, nevertebrate şi vertebrate. Ele tapeteazã microorganismele invadatoare şi au rolul de a le imobiliza, dar au şi rol opsonizant, uşurând fagocitoza. In funcţie de specificitatea lor de legare cu glucidele, lectinele sunt foarte diferite.
În corpul gras al insectelor superioare s-au caracterizat circa 100 de peptide antimicrobiene, a cãror sintezã rapidã este indusã de infecţie. Din punct de vedere structural sunt de douã tipuri:
-  peptide ciclice, care conţin punţi S-S (de exemplu, drosmycina), active faţã de bacteriile Gram pozitive şi faţã de fungi;
-  peptide lineare (cecropine bogate în Gly şi Pro), active faţã de bacteriile Gram negative.
Componentele celulare şi humorale cu funcţii protectoare mediazã reacţii de apãrare nespecifice (înãscute), fãrã rãspuns accelerat la stimularea antigenicã secundarã. 
 
ORGANIZAREA SISTEMULUI IMUNITAR 
LA VERTEBRATE
 
La vertebrate, apãrarea este asiguratã de mecanisme complicate celulare şi humorale, de rezistenţã şi imunitate. Funcţia esenţialã a sistemelor de apãrare este protecţia faţã de agenţii patogeni invadatori. Interacţiunea permanentã cu microorganismele are un rol hotãrâtor în dobândirea complexitãţii structurale şi funcţionale a sistemului imunitar. Dovada o constituie faptul cã la animalele germ-free (axenice), numãrul limfocitelor B şi titrul anticorpilor serici naturali sunt de 5-10 ori mai mici decât la organismele convenţionale. Evoluţia a generat tipuri celulare specializate, tot mai eficiente funcţional, care neutralizeazã, sechestreazã, omoarã sau îndepãrteazã agenţii infecţioşi.
La vertebrate, reacţiile de apãrare sunt rezultatul acţiunii unor factori humorali nespecifici (complement, substanţe bactericide) şi specifici (anticorpi) şi a unor populaţii de celule specializate, cu acţiune nespecificã (fagocite) sau specificã (limfocite). 
Din punct de vedere structural, în concepţia modernã, sistemul imunitar al organismelor superioare este considerat ca un organ difuz sui-generis, alcãtuit dintr-un numãr foarte mare de molecule şi celule, reunite într-o reţea de interacţiuni complexe, a cãrei funcţie este asigurarea integritãţii şi individualitãţii structurale a organismului.
În concepţia restrictivã a lui N.K. Jerne, sistemul imunitar este reprezentat în exclusivitate de limfocite, iar într-o accepţiune mai largã, pe lângã limfocite, în alcãtuirea sistemului imunitar intrã o serie de celule accesorii cu rol esenţial în declanşarea rãspunsului imun: macrofagele şi o serie de celule înrudite(celulele Lagerhans din tegument, celulele dendritice şi cele interdigitate).
Se apreciazã cã numãrul limfocitelor, la adultul normal, este de 1012, iar al moleculelor de imunoglobuline, de ordinul a 1020. Impreunã, aceste componente formeazã organul difuz, cu greutatea de circa 910 g (1-2% din greutatea corpului), a cãrui existenţã este adeseori ignoratã, datoritã caracterului sau difuz, în tot organismul. Celulele şi moleculele sistemului imunitar sunt prezente în toate ţesuturile, dar în unele organe (splinã, ganglioni limfatici, plãci Peyer, amigdale, timus), componentele celulare au o densitate maximã. 
Sistemul imunitar este unul din cele mai complexe ale organismului. Complexitatea lui derivã din structura de reţea complicatã de comunicaţii intercelulare, din ubicvitatea sa în organism şi din efectele multiple pe care le determinã un numãr mic de categorii celulare. Sistemul imunitar este considerat un adevãrat “creier mobil”.
Din punct de vedere structural şi funcţional, sistemul de apãrare al organismelor superioare prezintã numeroase dualitãţi:
-  existenţa unui compartiment al rezistenţei nespecifice şi neadap-
tative (înãscutã) şi a unui compartiment cu acţiune specificã şi adaptativã (sistemul imunitar);
-  prezenţa a douã populaţii înclinate de limfocite (T şi B), care mediazã imunitatea celularã şi respectiv humoralã;
-  activitatea limfocitelor este modulatã fie stimulator, fie inhibitor, sub acţiunea unor celule şi a unor factori humorali;
-  existenţa organelor limfoide centrale (primare) şi periferice (secundare);
-  existenţa unui rãspuns imun primar şi a unui rãspuns imun secundar;
-  dualitatea structuralã (douã perechi de catene polipeptidice) şi funcţionalã (bivalenţa) a moleculei de anticorp;
-  comportamentul dublu al moleculei de anticorp: molecula de anti-
corp recunoaşte epitopul specific şi la rândul ei este recunoscutã de molecule cu rol receptor.
Numãrul celulelor sistemului imunitar (cu un ordin de mãrime superior neuronilor) şi al moleculelor sale nu reflectã fidel potenţialul de apãrare a organismului, deoarece în cursul rãspunsului imun are loc proliferarea şi amplificarea numericã a limfocitelor, precum şi a potenţialului de biosintezã. La aceasta se adaugã o ratã înaltã de reînoire şi refacere a rezervelor sale celulare.
La om se produc zilnic un miliard de limfocite ce trec în circulaţie. Circulând şi recirculând prin reţeaua vaselor sanguine şi limfatice, celulele şi moleculele sistemului imunitar asigurã supravegherea organismului, recunoaşterea moleculelor şi a celulelor nonself, pentru a le elimina.   
Limfocitele 
Sistemul imunitar este reprezentat de ţesuturi derivate din mezoderm, a cãror principalã componentã celularã este limfocitul. De aici derivã denumirea de sistem limfoid. In ultimul timp se foloseşte denumirea de “limfon”, care semnificã totalitatea organelor limfoide – primare şi secundare, precum şi celulele componente cu funcţia de a recunoaşte antigenul.
Limfocitele sunt celule care în cursul elaborãrii rãspunsului imun, recunosc specific antigenul şi de aceea se mai numesc imunocite. De aici derivã denumirea de sistem imunocitar, echivalentã celei de sistem limfoid. Toate celulele acestui sistem poartã pe suprafaţa lor, molecule cu rol receptor, capabile sã recunoascã specific determinanţii antigenici strãini.
Sistemul imunitar funcţioneazã pe baza interacţiunii dintre semnal (antigen) şi receptorul specific limfocitar preformat.
În concepţia modernã, limfocitul este celula centralã a sistemului imunitar. Ea nu este celula “cap de serie” – aşa cum o considerau vechii histologi, ci prezintã o extraordinarã capacitate de reactivitate şi diferenţiere.
Numãrul limfocitelor. 
Copiii au un numãr mai mare de limfocite şi de aceea vârsta trebuie consideratã ca un parametru fiziologic de variaţie, în evaluarea numericã a acestor celule. Ele reprezintã 25-33% din totalul leucocitelor, adicã circa 2100 celule/mm3 de sânge. Valori mai mici de 1500 limfocite/mm3 semnificã starea de limfocitopenie şi cel mai adesea semnificã un deficit numeric al limfocitelor T. 
Pânã în anii ’50, limfocitele erau distinse numai dupã dimensiuni: mari, mijlocii şi mici. Cele mai multe limfocite circulante au dimensiuni mici: 7-10 μm diametru. La microscopul optic, pe frotiul colorat May Grunwald – Giemsa, limfocitele se disting de celelalte dupã dimensiuni, sunt agranulare şi au cel mai mare raport nucleocitoplasmatic. Limfocitele mari au un raport nucleocitoplasmatic mai mic şi în citoplasmã se gãsesc granulaţii azurofile. Se numesc limfocite granulare mari (LGL). In vitro, limfocitele sunt neaderente şi nu fagociteazã. 
Astãzi, Imunologia are la bazã conceptul unei heterogenitãţi funcţionale nelimitate a limfocitelor, care derivã din diversitatea specificitãţii receptorilor suprafeţei lor. 
Populaţia de limfocite care are receptori identici de antigen şi recunoaşte un singur epitop (sau câţiva înrudiţi) formeazã o clonã. Toate celulele unei clone sunt descendente ale unei singure celule-mamã. In consecinţã, în organism sunt tot atâtea clone de limfocite, câte tipuri de determinanţi antigenici existã (teoretic) în naturã. Corespondenţa complementaritãţii spaţiale dintre receptorii limfocitari de antigene şi epitopii antigenici asigurã posibilitatea elaborãrii unui rãspuns imun specific, dupã contactul limfocitelor cu oricare dintre epitopi.
Caracterizarea funcţionalã a limfocitelor este rezultatul cercetãrilor întreprinse dupã anul 1960. În raport cu organul limfoid primar în care se produce diferenţierea şi maturarea, Roitt şi col. (1966) au împãrţit limfocitele în douã categorii distincte;
-  limfocite T, care se diferenţiazã şi se matureazã în timus;
-  limfocite B, care se diferenţiazã şi se matureazã în bursa lui Fabricius la pãsãri şi în echivalenţii ei funcţionali, la mamifere.
În funcţie de capacitatea lor de a interacţiona cu antigenul specific, limfocitele sunt:
-  incompetente (imature), cele care nu recunosc antigenul;
-  competente (mature), cele care recunosc antigenul specific.
Starea de competenţã este condiţionatã de prezenţa receptorilor prin intermediul cãrora antigenele sunt recunoscute. Pe suprafaţa unei celule pot fi pânã la 100 000 de molecule receptoare identice, care aşteaptã întâlnirea cu substanţele nonself corespunzãtoare.
Dupã ce limfocitul şi-a dobândit competenţa în unul din organele limfoide primare, poate sã rãmânã în repaus, dacã organismul nu a recepţionat mesajul antigenic corespunzãtor. Aceste limfocite sunt neangajate (neinformate sau naive). Cele care au venit în contact cu antigenul specific sunt limfocite angajate (informate). Ele constituie substratul material al memoriei imunologice şi ori de câte ori se vor reîntâlni cu antigenul, vor produce un rãspuns imun rapid şi amplu.
Dupã durata vieţii, limfocitele sunt:
-  cu viaţã scurtã (efectoare ale rãspunsului imun);
-  cu viaţã lungã (de memorie). Ele recirculã în organism perioade îndelungate (de ordinul anilor). La om, limfocitele de memorie ar supravieţui circa 10 ani, fãrã sã se dividã.
În raport cu funcţia pe care o îndeplinesc, se disting urmãtoarele categorii de limfocite:
-  efectoare, cele care direct sau indirect, prin molecule efectoare, neutralizeazã antigenul;
-  reglatoare, cele care ralizeazã echilibrul optim al rãspunsului imun. 
Limfocitele B 
Limfocitele B reprezintã 5-15% din totalul limfocitelor circulante şi constituie o diviziune funcţionalã majorã a populaţiei limfocitare. Impreunã cu descendenţii lor diferenţiaţi (limfoblastul, plasmocitul), limfocitele B sintetizeazã anticorpi, efectorii rãspunsului imun mediat humoral (RIMH).
Limfocitul B imunocompetent (matur, neangajat) sintetizeazã cantitãţi mici de molecule ale unui izotip de imunoglobuline, care rãmân legate de membrana limfocitului, având rol de receptori de antigen, adevãrate “antene” de detectare a antigenului specific.
Sub aspectul specificitãţii de legare a antigenului, fiecare organism posedã milioane de clone de limfocite B, adicã mici populaţii celulare identice, descendente din aceiaşi celulã mamã, care recunosc şi leagã acelaşi antigen şi produc anticorpi cu aceiaşi configuraţie spaţialã a situsului de combinare.
Dupã activare, toţi descendenţii limfocitului B sintetizeazã imunoglobuline şi le secretã ca anticorpi, cu aceiaşi specificitate de legare pe care a avut-o receptorul.
Receptorul de antigen al limfocitelor B. Majoritatea limfocitelor B umane din sângele periferic exprimã douã izotipuri de imunoglobuline pe suprafaţa lor: IgM şi IgD sau numai IgD. Situsurile de legare ale celor douã izotipuri sunt identice. Numai 10% dintre limfocitele B au pe suprafaţa lor, ca receptor de antigen, molecule de IgG, IgA sau IgE. Cele care au ca receptor molecule de IgA, sunt localizate în ţesutul limfoid asociat mucoaselor.
Moleculele receptoare de imunoglobulinã sunt inclavate cu capãtul 
C-terminal în membranã. Intre IgM legat de membranã (IgMm), cu funcţia de receptor de antigen şi IgM seric (IgMs), sunt douã deosebiri majore:
- IgMm conţine o secvenţã C-terminalã hidrofobã, prin care se ancoreazã în membrana limfocitelor mature neangajate, care nu au venit în contact cu antigenul;
-  IgMm este monomer, iar IgM seric este pentamer.
Secvenţa C-terminalã a IgMm cuprinde 25 de aminoacizi hidrofobi ce formeazã domeniul transmembranar, urmat de o secvenţã cationicã Lys-Val-Lys. Ca la toate proteinele ancorate în membranã, acest domeniu formeazã un α-helix, cu o lungime suficientã pentru a strãbate membrana. Fiind hidrofobã, secvenţa de aminoacizi are interacţiuni strânse cu lipidele membranei. Secvenţa cationicã se extinde în citoplasmã, mãrind gradul de stabilitate a moleculei în membrana celularã.
Dupã stimularea antigenicã, sinteza se comutã la IgM seric. Trecerea de la IgMm la IgMs este rezultatul unor diferenţe ale modului de prelucrare a ARN premesager. Copia de ARN premesager pentru sinteza catenei μ(H) are douã situsuri potenţiale de clivare şi ataşare a resturilor de poli-A, ce marcheazã capãtul ARNm. Dupã stimularea antigenicã, din ARN premesager sunt clivate secvenţele codificatoare ale domeniului C-terminal hidrofob şi se sintetizeazã molecule de IgM fãrã secvenţa C-terminalã de aminoacizi hidrofobi.
Comutarea IgMm --- IgMs nu modificã lanţul L al moleculei. Cele douã forme ale IgM au domenii identice VH şi VL, adicã au aceiaşi specificitate de legare a antigenului (au acelaşi idiotip).
Limfocitul B are receptori membranari pentru substanţele mitogene, pentru complement (C3b), pentru regiunea Fc a imunoglobulinelor, pentru insulinã etc. Receptorul pentru C3b funcţioneazã şi ca receptor pentru virusul Epstein-Barr. Limfocitele B neactivate au receptori de micã afinitate pentru IL-2, dar dupã stimularea antigenicã, ele exprimã rapid, receptori pentru IL-2 de înaltã afinitate. Limfocitele B rãspund la efectul stimulator al IL-2, prin proliferare rapidã şi secreţia IgM. Pe suprafaţa limfocitelor B se gãsesc la densitate înaltã, moleculele CMH II. 
Limfocitele T 
Limfocitele T reprezintã pânã la 80% din totalul limfocitelor circulante. Valorile normale în sânge, pentru limfocitele T sunt cuprinse între 1620-4320/mm3, între una şi 18 luni de viaţã şi între 590-3090/mm3, dupã 18 luni.
Proporţia limfocitelor T se poate determina prin metoda rozetelor cu hematii de berbec sau prin metoda imunofluorescenţei cu anticorpi monoclonali faţã de receptorul de antigen.
Limfocitele T mature exprimã markerul*  CD4** sau CD8. Aceste molecule aparţin suprafamiliei imunoglobulinelor. Celulele CD4 au de obicei funcţie helper, iar cele ce exprimã markerul CD8 sunt citotoxice.
Limfocitele T îndeplinesc funcţii complexe, atât efectoare ale rãspunsului imun mediat celular cât şi reglatoare, prin intermediul unor factori humorali pe care-i secretã, denumiţi limfochine. Limfocitele T realizeazã urmãtoarele funcţii:
– lizeazã celulele care exprimã molecule nonself pe suprafaţa lor;
– regleazã rãspunsul imun;
– mediazã reacţiile de hipersensibilitate întârziatã.
  Aceste funcţii sunt rezultatul heterogenitãţii funcţionale şi se datoreazã activãrii unor subpopulaţii distincte de limfocite T:
-  limfocite Tc (Tcl, citotoxice sau citolitice) exprimã pe suprafaţa lor markerul T8 (CD8);
-  limfocite Th (helper) au pe suprafaţã markerul CD4. Acestea sunt cele mai numeroase, reprezentând 60-65% din numãrul total de limfocite T ale organismului uman;
-  limfocite Ts (supresoare), purtãtoare ale markerului CD4;
-  limfocite TD sau TDH (delayed hypersensitivity) exprimã markerul CD8.
Funcţiile limfocitelor Th se realizeazã prin intermediul limfochinelor secretate. In funcţie de limfochinele pe care le sintetizeazã, limfocitele Th se clasificã în douã subseturi:Th-1 şi Th-2.
Celulele Th-1 (Th-c) secretã IFN gama, IL-2 şi TNF beta (citochine de tip 1, stimulatoare ale imunitãţii mediate celular). Citochinele de tip 1 produc urmãtoarele efecte: stimuleazã reacţia de citotoxicitate şi inflamatorie asociatã cu reacţiile de hipersensibilitate întârziatã. In esenţã, limfocitele Th-1 au rol în edificarea unui rãspuns imun mediar celular (RIMC).
Celulele Th-2 (Th-b) secretã citochine de tip 2: IL-4, IL-5, IL-6 şi IL-10 (dar nu secretã Il-2) şi stimuleazã activitatea limfocitelor B de memorie. Citochinele tip 2 (IL-4, IL-5) stimuleazã rãspunsul imun humoral faţã de paraziţii extracelulari (stimuleazã diferenţierea limfocitelor B spre plasmocit) şi instalarea stãrilor alergice prin capacitatea lor de a induce sinteza IgE şi de a stimula mastocitele. In esenţã, limfocitele Th-2 sunt implicate în edificarea rãspunsului imun mediat humoral (RIMH). Prin toate aceste efecte, limfocitele Th sunt amplificatoare ale rãspunsului imun
Limfocitele CD8 (T citototoxice) reprezintã 25-35% dintre limfocitele T circulante. Funcţia lor constã în efectul litic prin contact celular direct asupra celulelor infectate cu virusuri, malignizate sau alogenice.
Limfocitele TD sunt mediatoare ale reacţiilor de hipersensibilitate întârziatã (delayed) de tip tuberculinic. Ele secretã limfochine cu efecte locale asupra macrofagelor şi limfocitelor din focarul inflamator. 
Limfocitele Ts sunt inhibitoare ale amplitudinii rãspunsului imun, dupã epuizarea antigenului. Ele au rolul de a diminua intensitatea RIMC şi RIMH, menţinând în limite fiziologice intensitatea reacţiilor imunitare. Se pare cã îşi exercitã rolul supresor asupra rãspunsului imun, prin inhibarea activitãţii limfocitelor Th, dar au şi efect supresor direct asupra limfocitelor T şi B efectoare. Limfocitele Ts au rol important în inducerea stãrii de toleranţã faţã de antigenele exogene, ca şi faţã de moleculele self. Deficienţele funcţionale ale limfocitelor Ts creeazã predispoziţii pentru maladiile autoimune.
Distincţia funcţionalã între limfocitele TCD4 şi TCD8 nu este totdeauna netã. Unele clone de limfocite TCD4 au proprietãţi citotoxice, iar unele clone TCD8, dupã contactul cu antigenul, prolifereazã şi secretã limfochine, ca şi limfocitele TCD4. 
Receptorul de antigen al limfocitelor T (RCT) 
Deşi moleculele de anticorpi au fost printre primele a cãror structurã chimicã s-a identificat, caracterizarea biochimicã a receptorului de antigen al celulelor T s-a fãcut foarte greu, deoarece nu a existat un echivalent celular T al tumorilor de mielom. Molecula cu rol de receptor de antigen a limfocitelor T s-a identificat recent, dupã ce a fost posibilã cultivarea liniilor de hibridom de celule T. 
Moleculele receptoare de antigen ale limfocitelor T au o largã 
variaţie biochimicã, corespunzãtoare specificitãţii de legare a spectrului foarte larg de antigene.
Ca şi în cazul anticorpilor, pentru receptorul de antigen al celulelor T, se foloseşte termenul de “idiotip” (Ti), pentru a desemna o moleculã a RCT cu un set unic de epitopi asociaţi, derivaţi din configuraţia sa spaţialã unicã, complementarã pentru legarea specificã a unui epitop antigenic.
Pentru izolarea şi identificarea receptorului Ti s-au utilizat anticorpi monoclonali (AMC) anti- Ti, care precipitã specific moleculele Ti dintr-un amestec complex de proteine membranare. Examinarea peptidelor în imunoprecipitatele diferitelor clone de celule T, prin metoda electroforezei în SDS-poliacrilamidã, a evidenţiat cã RCT este un heterodimer şi constã dintr-o glicoproteinã de 80-90 kD, care în condiţii reducãtoare se disociazã în douã peptide de 40 şi respectiv 43 kD. Molecula întreagã constã dintr-o pereche de lanţuri peptidice, similare ca dimensiuni, legate prin punţi S-S.
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	Fig. 27. Structura receptorului de antigen al limfocitului T. Molecula este un heterodimer format din lanţurile α şi β, care se extind prin membrana celularã şi au scurte porţiuni citoplasmatice. Complexul  T3  este alcãtuit din 4 subunitãţi proteice  (γ, δşi 2 ε),  localizate îi dublul strat lipidic şi în citoplasmã.


 

 
Cele douã peptide sunt distincte şi s-au notat α şi β. Lanţul α are 248 aminoacizi, cu punctul izoelectric la pH = 5,0-5,5. Lanţul β are 282 aminoacizi, iar punctul izoelectric este la pH 6,5-7,0.
Fiecare catenã are 4 domenii: unul variabil (V α, respectiv V β), unul constant (C α, respectiv C β),  unul transmembranar şi unul intracitoplasmatic. Astfel alcãtuitã, molecula RCT face parte din suprafamilia moleculelor imunoglobulinice. Prin dimensiuni se aseamãnã cu lanţul L al imuno-globulinelor: domeniul variabil al fiecãrui lanţ are 110 aminoacizi, dar pentru cã se ancoreazã în membranã, se aseamãnã cu lanţul H.
Domeniile variabile (α şi β) sunt extrem de variabile (ca şi regiunile variabile ale celor douã catene ale imunoglobulinelor) şi participã la formarea situsului de combinare al RCT. 
Situsul de combinare al RCT este alcãtuit din regiunile hipervariabile sau regiunile determinante de complementaritate –RDC (3 ale catenei α şi 4 ale catenei β) şi este aplatizat, adaptat funcţiei sale de a lega suprafaţa aplatizatã a moleculelor CMH. 
La om, RCT heterodimer este asociat cu molecula T3, o grupare de trei peptide asociate necovalent. Funcţia probabilã a lui T3 este aceea de transductor al semnalului de activare, de la Ti la citoplasmã, constituind, prin modificãri conformaţionale, un canal de trecere a ionilor de Ca2+ prin membranã, dupã ce receptorul a legat epitopul specific.
S-au identificat douã tipuri de RCT:
	Fig.28.a. Subseturi majore de celule T 


	Fig. 28.b. Subseturi funcţionale de celule T CD4+
Subseturi de limfocite T, în funcţie de tipul de RCT (RCT-2, RCT-2). Limfocitele RCT-1 au un repertoriu restrâns de interacţiune cu antigenul, dar nu manifestã fenomenul restricţiei CMH. Limfocitele RCT-2 exprimã CD4 sau CD8, care determinã recunoaşterea antigenului asociat cu moleculele CMH II sau CMH I. Limfocitele TCR-2+ CD4+ sunt divizate pe baza limfochinelor pe care le secretã, în subseturi de celule Th1(stimulatoare ale IMC) şi Th2 (stimulatoare ale IMH) (dupã Roitt, 1997). 


- RCT-2 este heterodimerul format din polipeptidele α şi β, legate prin punţi S-S, prezent pe suprafaţa a circa 90% dintre limfocitele T;
- RCT-1 este asemãnãtor structural cu RCT-2, dar constã din polipeptidele γ şi δ, cu o altã specificitate antigenicã, identificatã prin intermediul anticorpilor monoclonali. Se gãseşte pe suprafaţa a 0,5-15% dintre limfocitele T circulante umane, dar este mai frecvent pe limfocitele intraepiteliale ale mucoasei intestinale.
Limfocitele T γ/δ exprimã markerul CD3 şi recunosc antigenul printr-un mecanism asemãnãtor cu acela al limfocitelor T α/β, adicã recunosc epitopii asociaţi cu moleculele CMH I şi II, dar frecvent par sã interacţioneze cu molecule CMH neclasice, iar specificitatea interacţiunii lor cu epitopii antigenici este limitatã. Aceste limfocite pot sã recunoascã antigene neconvenţionale, ca de exemplu, proteinele de şoc termic şi antigenele nepeptidice (glucidice).
În general, limfocitele cu RCT-1 ( γ/δ) sunt negative pentru markerul CD4 şi pentru CD8, deşi unele exprimã nivele scãzute ale unuia dintre markeri. 
Unele studii sugereazã cã aceste celule contribuie la rãspunsul iniţial al gazdei, la diferiţi agenţi infecţioşi: virusuri, bacterii(în special micobacterii), paraziţi, dar şi la rãspunsul anti-tumoral. Ele par sã constituie “prima linie de apãrare”. Ipoteza este în acord cu localizarea lor anatomicã, la poarta de intrare în organism, în ţesuturile nelimfoide (tegument, intestin), dar şi în situsurile inflamatorii. Limfocitele T γ/δ se aglomereazã în focarele inflamatoare cronice(membrana sinovialã, leziunile asociate cu lupusul eritematos diseminat).
La rumegãtoare, 30-80% din totalul limfocitelor T circulante au receptor γ/δ, valorile maxime înregistrându-se la organismele nou-nãscute. La alte specii, numãrul acestor limfocite T este mic. Abundenţa lor numericã la rumegãtoare este corelatã, probabil, cu bacteriemia masivã care însoţeşte procesul digestiv.
În esenţã, markerii RCT şi CD3 sunt definitorii pentru limfocitele T. 
Limfocitele T au un marker distinctiv pe suprafaţa lor, faţã de limfocitele B: Thy 1 (CD90). Acest marker poate fi exprimat şi pe alte tipuri celulare şi lipseşte la o micã proporţie a limfocitelor T.  
Celulele NK 
Celulele NK (natural killer) reprezintã circa 15% din totalul limfocitelor sanguine. Ele derivã din mãduva osoasã şi au origine comunã (acelaşi progenitor), ca şi celulele T. In vitro, sunt neaderente şi nefagocitare, ceea ce le aseamãnã cu limfocitele. Din punct de vedere morfologic, celulele NK sunt mari, granulare (LGL, large granular lymphocytes), având citoplasmã mai bogatã decât celelalte limfocite, cu granulaţii azurofile. 
Celulele NK nu au nici unul din receptorii de antigen caracteristici limfocitelor T sau B şi de aceea au fost denumite celule “nule”.
Celulele NK au pe suprafaţa lor unii markeri caracteristici limfocitelor: au receptor pentru Fc γ de micã afinitate, formeazã rozete E, au receptor de micã afinitate pentru IL-2, produc IL-2 şi IFN γ. Au şi receptori caracteristici seriei mieloide.
În dezvoltarea lor, celulele NK nu sunt dependente de timus. 
Celulele NK au viaţã scurtã şi reprezintã o linie importantã, primordialã în evoluţie, cu rol esenţial în mecanismele de apãrare înãscutã a organismului: sunt active în respingerea grefelor şi a celulelor modificate sub raport antigenic. Funcţia celulelor NK este de a recunoaşte şi de a liza anumite celule tumorale şi celule infectate cu virusuri. Celulele NK au lizat celulele liniilor B limfoblastoide transformate de EBV, deficiente în molecule CMH I, dar nu au mai lizat aceste ţinte dupã transfecţia cu genele HLA-B sau HLA-C. Mecanismul recunoaşterii celulelor purtãtoare de molecule nonself nu este cunoscut. Se admite cã celulele NK recunosc moleculele CMH şi se activeazã când receptorii lor nu întâlnesc moleculele CMH pe suprafaţa celulelor ţintã sau când moleculele CMH au o densitate mai micã decât cea normalã. Efectul interacţiunii este liza celulei ţintã.
Acţiunea definitorie a celulelor NK este citotoxicitatea. Ele lizeazã fãrã restricţie CMH, celulele tumorale sau pe cele infectate cu virusuri.
Activitatea celulelor NK este foarte înaltã la şoarecele nud (fãrã timus) sau la şoarecii timectomizaţi neonatal. Dupã activare, celulele NK elibereazã IFN γ. 
Cel mai studiat receptor membranar al celulelor NK este receptorul de micã afinitate pentru Fc al IgG (CD16). 
O subpopulaţie distinctã a celulelor NK o reprezintã celulele K (killer). Ele sunt tot LGL, dar spre deosebire de celulele NK, exprimã receptorul de mare afinitate pentru Fc γ. Acţiunea lor principalã este citotoxicitatea mediatã de anticorpi (ADCC), faţã de celulele modificate antigenic.
In vitro, limfocitele T din sânge, sub acţiunea stimulatoare a unor citochine (IL-2, IFN α) diferenţiazã o subpopulaţie, care au fost denumite LAK (lymphokine activated killers). In vitro, prin adãugarea IL-2 şi a antigenului tumoral, devin citotoxice faţã de celulele tumorale omologe.
 



* Markerii de suprafaţã ai limfocitelor T umane s-au identificat cu dificultate, datoritã naturii outbred a populaţiei. S-au notat cu literele TCD, urmate de o cifrã, în ordinea descoperirii: TCD1, TCD2 etc. Anticorpii monoclonali au constituit instrumentul esenţial de lucru. Cel mai cunoscut este markerul TCD4, deoarece funcţioneazã ca receptor pentru HIV. Este un glicopeptid cu o regiune extracelularã formatã din 4 domenii, un domeniu transmembranar şi unul citoplasmatic, iar CD8 este dimeric şi prezintã un domediu asemãnãtor cu domeniul variabil al moleculei de imunoglobulinã.
** CD (cluster designation) se referã la grupele (cluster) de anticorpi monoclonali utilizaţi pentru identificarea subpopulaţiilor de limfocite. Fiecare grupã de AMC are specificitate faţã de un anumit marker celular.
ANTIGENELE COMPLEXULUI MAJOR
DE HISTOCOMPATIBILITATE (C M H)
 
Existenţa antigenelor de histocompatibilitate a fost dedusã din faptul cã alogrefele tegumentare sau de organe, nu sunt viabile în organismul receptor. Dupã 7-10 zile, ţesutul transplantat se inflameazã şi curând dupã aceea, grefa este respinsã.
Respingerea grefei este de naturã imunitarã: sistemul imunitar al receptorului de grefã recunoaşte ca nonself, anumite molecule ale celulelor grefei şi se activeazã. Moleculele de suprafaţã ale celulelor grefate, recunoscute ca nonself, sunt denumite antigene de histocompatibilitate. Ele conferã individualitate biochimicã fiecãrui individ.
Antigenele de histocompatibilitate se definesc ca molecule ale suprafeţei celulare şi care, datoritã diferenţelor biochimice individuale sunt recunoscute de sistemul imunitar al unui organism cu un alotip diferit (cu o altã combinaţie de gene alele la situsul codificator).
Diversitatea biochimicã la nivel individual a acestor molecule, stã la baza unicitãţii biochimice a fiecãrui individ uman şi este determinatã de o diversitate geneticã corespunzãtoare.
Deoarece se comportã ca antigene majore în organismul receptor de grefã, antigenele CMH se numesc şi antigene de transplantare.
În funcţie de capacitatea lor de a stimula rãspunsul imun de respingere a grefei, antigenele CMH sunt tari şi slabe.
Antigenele CMH tari reprezintã principala barierã în calea transplantului de ţesuturi şi organe. La şoarece, moleculele CMH tari aparţin sistemului H-2. Grefele de ţesuturi şi organe între organisme care diferã prin antigenele complexului H-2 ale suprafeţei celulare sunt invariabil respinse în 10-14 zile. Antigenele tari aparţin claselor I şi II.
Antigenele slabe (uşoare) sunt codificate de sistemul minor de histo-compatibilitate şi determinã respingerea lentã a grefei de piele, în circa 200 de zile.
La om, corespondentul sistemului molecular antigenic H-2 de la şoarece este complexul antigenic al sistemului HLA (Human Leucocyte Antigen). Denumirea semnificã faptul cã moleculele sistemului au fost detectate iniţial 
(J. Dausset, 1958), pe suprafaţa leucocitelor.
Antigenele complexelor H-2 şi HLA au o varietate antigenicã individualã şi de aceea natura lor chimicã se poate studia numai în populaţii genetic pure (inbred) de şoarece, obţinute prin împerecheri multiple între indivizii aceleiaşi descendenţe. 
Structura molecularã a antigenelor CMH clasa I  
Antigenele codificate de genele CMH clasa I sunt glicoproteine de membranã, a cãror regiune C-terminalã se gãseşte în citoplasmã, iar cea N-terminalã este expusã extracelular.
O moleculã CMH clasa I este alcãtuitã dintr-un lanţ H (Heavy) polipeptidic glicozilat (45 kD), în asociaţie strânsã, necovalentã, cu β-2 microglobulina (12 kD), un polipeptid care se gãseşte şi în ser.
Catena H este alcãtuitã din 339 aminoacizi, distribuiţi în urmãtoarele 5 domenii:
- trei domenii extracelulare, în regiunea N-terminalã, notate cu α-l, α-2, α-3, fiecare cu câte 90 de aminoacizi. Sub acţiunea papainei, pot fi clivate de restul moleculei. Domeniile α-2 şi α-3 prezintã legãturi S-S intracatenare şi formeazã bucle de 63 şi respectiv 86 aminoacizi;
Fig.52. Reprezentare schematicã a structurii moleculelor CMH clasa I, ancorate în membrana citoplasmaticã. Catena codificatã de gena CMH prezintã 3 domenii globulare (α-1, α-2, α-3). Domeniul α-3 este asociat cu un peptid – β-2 microglobulina, un mic peptid globular de 12 kD cu o structurã terţiarã asemãnãtoare unui domeniu al Ig,  stabilizat printr-o punte S-S.
- domeniul transmembranar conţine 25 resturi de aminoacizi hidrofobi, care traverseazã membrana. Imediat deasupra acestui domeniu se gãsesc 5 aminoacizi bazici (Arg, Leu), tipici pentru proteinele legate de membranã, cu rolul de a ancora lanţul polipeptidic în membranã;
- domeniul hidrofil cito-plasmatic (30 de aminoacizi la om, 40 la şoarece), conţine în special serinã, unele resturi 
fiind fosforilate, este implicat în transmiterea semnalului de la domeniile extracelulare, la mediatorii citoplasmatici. Acest domeniu conţine resturi de cisteinã cu rol în legarea prin intermediul punţilor S-S, de alte catene H sau de proteine citoplasmatice.
Componenta glucidicã este alcãtuitã din douã grupãri, fiecare fiind formatã din 12-15 resturi de zaharuri, ataşate de domeniile α-1 şi α-2. Sunt oligozaharide care conţin manozã, de care se leagã catene laterale de glucozaminã şi acid sialic.
Catena H are o regiune variabilã în jumãtatea N-terminalã, cu douã subzone hipervariabile, care diferã prin mai mult de 60% din aminoacizi, de la un organism la altul, localizate în domeniile α-1 şi α-2. Studiile prin difracţie cu raze X ale domeniilor extracelulare, cristalizate dupã clivarea cu papainã aratã cã domeniile α-1 şi α-2 sunt foarte asemãnãtoare ca secvenţã de amino-acizi şi prin pliere formeazã împreunã o cavitate molecularã, presupusã a fi situsul de legare stabilã a epitopului antigenic. Cavitatea, susţinutã de secvenţe β-pliate ale aceloraşi domenii α-1 şi α-2, este ocupatã de o moleculã linearã, care este un peptid ce cristalizeazã concomitent cu catena H. Situsul cavitar, dupã ce leagã antigenul, formeazã un complex recunoscut de limfocitele TCD8. Restul catenei H corespunde regiunii constante.
	Fig.53.a. Reprezentarea schematicã în “ochi de pasãre” a suprafeţei superioare a moleculei CMH clasa I umane, bazatã pe structura obţinutã în cristalografie cu raze x. Secvenţele β-pliate care formeazã baza cavitãţii sunt marcate prin sãgeţi groase, orientate în direcţia amino-carboxil. Secvenţele α-helicale sunt reprezentate prin liniile groase spiralate. Suprafeţele interne ale celor douã helice şi faţa superioarã a secvenţelor β-pliate formeazã o cavitate. Cele douã sfere negre reprezintã o legãturã S-S ntracatenarã. 
b. Vedere lateralã a aceleiaşi molecule, care aratã anatomia cavitãţii şi plierea domeniilor α-3 şi β-2 m (4 catene β-pliate antiparalele pe o faţã şi 3 pe cealaltã) (dupã Roitt, 1997)


β-2 microglobulina (β-2 m) (o globulinã micã, ce migreazã la electroforezã în regiunea β-2) a fost descoperitã în 1968, în urina pacienţilor cu disfuncţie renalã provocatã de intoxicaţia cronicã cu cadmiu. Este sintetizatã de majoritatea celulelor din organism. Conţine circa 100 aminoacizi, cu uşoare variaţii numerice. Nu prezintã variabilitate detectabilã pe cale chimicã sau imunologicã şi nu este glicozilatã.
Ca şi domeniul α-3 al catenei H, β-2 m prezintã omologie a secvenţei de aminoacizi cu domeniile constante ale moleculei de Ig. Secvenţa de aminoacizi a β-2 m formeazã un singur domeniu stabilizat printr-o punte S-S, între douã resturi de cisteinã.
β-2 m se asociazã necovalent cu lanţul H al moleculei CMH clasa I, prin interacţiunea cu domeniul α-3, dar studiile recente de cristalografie cu raze X, sugereazã un contact extins cu toate cele trei domenii. Moleculele de β-2 m legate, se aflã în echilibru cantitativ cu cele din plasmã.
Asocierea celor douã catene se face dupã terminarea sintezei lor şi este o condiţie obligatorie pentru transportul moleculelor CMH I de la reticulul endoplasmic la membrana citoplasmaticã şi pentru ancorarea lor în membranã. Celulele liniei Daudi (derivatã din limfomul Burkitt), deşi sintetizeazã catena H, nu exprimã molecule CMH I, deoarece nu sintetizeazã β-2 m.
Moleculele CMH I au un turnover constant. Cele vechi se elibereazã şi trec în circulaţie sau sunt endocitate şi se sintetizeazã altele noi. Stabilitatea lor este condiţionatã  de rata disocierii peptidului şi β-2 m. Catenele H libere se denatureazã şi sunt degradate.
Moleculele CMH clasa I sunt adevãrate “certificate de identitate” biochimicã şi geneticã, pentru fiecare organism, datoritã polimorfismului lor biochimic foarte accentuat. Ele vegheazã la pãstrarea homeostaziei biochimice a organismului şi devin ţinta sistemului imunitar în urmãtoarele situaţii:
dupã grefarea ţesuturilor şi organelor care poartã molecule incompatibile;
dupã ce se asociazã cu antigenele virale, tumorale sau cu cele induse de agenţii chimici;
dupã modificarea biochimicã printr-un proces mutaţional.
 
Structura molecularã a antigenelor CMH clasa II  
Antigenele CMH clasa II-a sunt glicoproteine heterodimere de membranã, formate din douã catene diferite, notate cu α şi β. 
Prin solubilizare cu detergent, aceste molecule se elibereazã întregi. Lanţul α are 30-34 kD, iar lanţul β are 26-29 kD.
Fiecare catenã este formatã din 4 domenii:
- douã extracelulare, alcãtuite din circa 90 de aminoacizi fiecare, notate cu α-1, α-2, respectiv β-1, β-2; 
un domeniu transmembranar (circa 30 de aminoacizi);
un domeniu citoplasmatic (10-15 aminoacizi).
Fig. 54. Reprezentarea schematicã a moleculelor CMH clasa II-a. Molecula este formatã din 2 catene diferite (α şi β), legate necovalent, a cãror extremitate C-terminalã se inserã în citoplasmã. Cele douã catene au câte douã domenii globulare, asemãnãtoare cu domeniile Ig. Cu excepţia domeniului α-1, toate celelalte sunt stabilizate printr-o punte S-S intracatenarã. Cele douã catene sunt glicozilate (dupã Roitt, 1997).
Domeniile α-1 şi β-1 au o variabilitate accentuatã a secvenţei de aminoacizi. Ele se asociazã pentru a forma o structurã ce delimiteazã o cavitate în care este legat peptidul antigenic.
Domeniile α-2 şi β-2 pre-zintã omologie a secvenţei de aminoacizi, cu domeniile mole-culei de Ig.
Domeniile α-2, β-1 şi β-2 sunt stabilizate prin legãturi S-S, iar domeniile α-1, α-2 şi β-2 sunt gli-cozilate. Gruparea glucidicã conţine manozã, galactozã, fucozã, glu-cozaminã. Diferenţele greutãţii mo-leculare a celor douã catene se dato-reazã nivelului diferit de glicozilare.  
Determinismul genetic al moleculelor CMH  
Moleculele CMH sunt codificate de genele complexului major de histocompatibilitate. Calificativul “complex” este justificat de numãrul mare de gene componente, iar cel de “major” semnificã importanţa deosebitã a moleculelor codificate de aceste gene, în realizarea unor funcţii imunitare importante: 
-elaborarea rãspunsului imun
-respingerea grefelor de ţesuturi şi organe.
În raport cu tipul de proteine pe care le codificã, genele CMH aparţin clasei I şi clasei a II-a.
La şoarece, genele CMH codificatoare ale moleculelor complexului antigenic H-2 sunt localizate pe cromosomul 17, într-un fragment de 2000-4000 kb perechi, suficient de mare pentru a codifica circa 200 de proteine de dimensiuni medii. In acest complex se gãsesc 3 tipuri de gene descoperite independent:
-primul grup de gene (descoperit în anii ’40) codificã antigenele “tari” de transplantare, care induc respingerea rapidã a grefelor de tegument şi de organe, între indivizi neidentici genetic (aparţin unor alotipuri diferite). Acestea sunt genele CMH clasa I, care codificã moleculele CMH clasa I;
-al II-lea grup, denumite genele rãspunsului imun (IR) codificã sinteza unor molecule care condiţioneazã intensitatea rãspunsului imun al organismului, slab sau puternic, faţã de un antigen. Genele IR codificã proteinele clasei a II-a de molecule CMH, denumite şi molecule Ia (I associated);
-al III-lea set de gene ale complexului CMH codificã sinteza unor componente ale complementului. 
La şoarece, moleculele CMH I sunt codificate de gene situate la extremitãţile complexului genic H-2, notate K şi D. Gena K are circa 55 de variante alelice. Fiecare variantã codificã proteine distincte. 
	Fig. 55. Reprezentare diagramaticã a localizãrii subregiunilor genice CMH la şoarece şi om şi poziţia genelor majore în aceste subregiuni. La om, locusurile genice clasa II-a sunt localizate între centromer şi locusurile clasei I, ca şi la alte specii de mamifere.


  Complexul H-2 la şoarece (pe cromosomul 17). 


	Regiunea cromosomalã
	K
	I
	S
	D

	Clasa
	I
	II
	III
	I

	Locusuri genice
	K
	A, E
	C4, C2, Bf, TNF
	D, L


 La om, moleculele CMH clasa I sunt codificate de genele HLA, iar moleculele CMH II, de regiunea cromosomalã D, localizate pe cromosomul 6.
Moleculele CMH I sunt codificate de trei gene: HLA-A, HLA-B, HLA-C. S-au descris genele HLA-E, -F, -G, -H şi -J, dar acestea sunt considerate gene neclasice pentru cã produsele lor de sintezã se deosebesc structural şi funcţional de ale genelor HLA-A, -B şi –C.
Moleculele CMH II sunt codificate de regiunea cromosomalã HLA-D, ce aparţine genelor clasei a II-a.
Genele clasei a III-a codificã sinteza aceloraşi proteine plasmatice (C4, C2, Bf).


Complexul HLA (pe cromosomul 6).  


	Regiunea cromosomalã
	D
	C4, C2, Bf
	B C A
	E, F, G, H, J

	Clasa
	II
	III
	I
	Gene neclasice

	Locusuri genice
	DP, DQ, DR
	C4, C2, Bf
	B C A
	E, F, G, H, J


Genele HLA clasa I şi II au cel mai înalt grad de polimorfism genetic dintre toţi determinanţii genici cunoscuţi ai organismului uman: 
HLA-A are 83 de alele
HLA-B, 185 de alele
HLA-C, 42 de alele.  
Numãrul alelelor este în continuã creştere pe mãsurã ce se identificã noi variante. Polimorfismul genic este consecinţa existenţei a cel puţin douã alele pentru un locus. Pe fiecare din cei doi cromosomi pereche, un individ prezintã 3 gene CMH diferite (HLA-A, HLA-B, HLA-C). Celulele umane prezintã 6 variante diferite de gene clasa I, câte trei de la fiecare pãrinte. Genele CMH I sunt codominante, astfel cã pe suprafaţa fiecãrei celule se exprimã produsele de sintezã ale ambelor alele parentale. Se sintetizeazã astfel 6 variante biochimice de molecule CMH I.
Într-o populaţie umanã, moleculele CMH I şi CMH II sunt foarte diferite din punct de vedere biochimic, ca o expresie a polimorfismului genic al indivizilor umani.
Antigenele HLA-A, B şi C sunt antigenele majore recunoscute de sistemul imunitar al gazdei, în reacţia de respingere a grefei. Cantitativ, moleculele HLA-C sunt inferioare faţã de HLA-A şi HLA-B. Toate sunt capabile sã prezinte antigenul. Moleculele CMH neclasice (E, F, G) nu prezintã antigenul.
Polimorfismul biochimic al moleculelor CMH I este limitat la domeniile α 1 şi α 2, la nivelul secvenţelor ce formeazã cavitatea molecularã. 
Genele CMH II sunt localizate în regiunea HLA-D. Regiunea genicã HLA-D controleazã rãspunsul limfocitelor în amestec. Specificitãţile alelice ale genelor CMH II au fost definite prin tipizare limfocitarã şi aparţin locusurilor Dw şi HLA-DP sau prin tipizare serologicã şi aparţin locusurilor HLA-DP, DQ, DR.
Regiunea D este divizatã în trei subregiuni funcţionale majore, care codificã moleculele DR, DQ şi DP. In subregiunile DQ şi DP se gãseşte o pereche de gene funcţionale DQA1 şi DQB1, respectiv DPA1 şi DPB1, care codificã cele douã catene (α şi β) ale moleculei CMH II.
Subregiunea DR este mai complexã. Ea conţine o singurã genã pentru sinteza catenei α, DRA1 şi una sau douã gene pentru sinteza catenei β (DRB1, DRB3, DRB4 sau DRB5).
	Nr. alelelor
	

	DRA1
	2

	DRB1
	184

	DRB3
	11

	DRB4
	8

	DRB5
	12

	DQA1
	18

	DQB1
	31

	DPA1
	10

	DPB1
	77


    
Ca şi genele codificatoare ale moleculelor CMH I, genele codificatoare ale moleculelor CMH II sunt codominante. Se sintetizeazã astfel 8 variante biochimice de molecule CMH II (deoarece sunt douã gene codificatoare ale genei β pentru mlecula HLA-DR).
Combinarea aleatorie a numãrului mare de alele explicã polimorfismul extensiv al moleculelor CMH într-o populaţie umanã. Numãrul combinaţiilor genice posibile între aceste alele este evaluat la circa 1090, un numãr cu mult mai mare decât al indivizilor umani care coexistã la un moment dat. In contextul existenţei unui numãr mare de gene alele codificatoare, posibilitatea ca doi indivizi neînrudiţi sã aibã proteine identice ale moleculelor CMH clasele I şi II este micã. Nu existã doi indivizi identici pentru toate cele 6 variante de molecule CMH I şi pentru cele 8 variante de molecule CMH II.
Moleculele CMH I şi II au rolul de a lega peptidele antigenice. O variantã molecularã poate sã lege un numãr limitat de peptide antigenice(de ordinul milioanelor), dar probabilitatea unei potriviri spaţiale creşte mult prin existenţa a 6 variante de molecule CMH I şi a 8 variante de molecule CMH II.
Peptidul antigenic este legat deosebit de stabil în situsul cavitar al moleculelor CMH I şi II.  
Evaluarea diferenţelor antigenice ale moleculelor CMH  
Fiecare organism are o specificitate antigenicã proprie conferitã de moleculele CMH clasa I. Diferenţele antigenice dintre indivizii alotipici ai unei specii, dependente de moleculele CMH I se evalueazã serologic. Serul imun specific anti-molecule CMH se obţine prin injectarea unei suspensii de leucocite, la un organism al aceleiaşi specii, diferit din punct de vedere genetic, adicã un organism cu o altã combinaţie de gene alele codificatoare ale moleculelor CMH I. Organismul receptor sintetizeazã anticorpi faţã de antigenele HLA ale leucocitelor donorului, care se deosebesc de propriile sale molecule.
Specificitatea antigenicã a unui organism poate sã conste în prezenţa unei molecule antigenice pe sau în celulele sale, care nu existã pe sau în celulele altor organisme sau se datoreazã unor diferenţe structurale fine ale moleculelor de histocompatibilitate, prezente la toate organismele speciei, în variante genetice distincte.
Anticorpii anti-HLA se gãsesc în serul femeilor multipare şi se sintetizeazã ca rezultat al stimulãrilor antigenice HLA de origine paternã, exprimate pe celulele fãtului, dar absente pe suprafaţa celulelor organismului matern. Leucocitele fãtului care strãbat bariera placentarã trec în circulaţia maternã şi induc sinteza IgG, cu persistenţã îndelungatã în circulaţie.
O altã sursã de ser imun anti-HLA o constituie pacienţii politransfuzaţi. Astfel ei se imunizeazã faţã de antigenele HLA alotipice de pe suprafaţa leucocitelor donorilor de sânge.
Antiserurile HLA se pot obţine prin imunizarea voluntarilor.
Diferenţele antigenice dintre doi indivizi, determinate de moleculele CMH clasa II-a se evalueazã prin capacitatea lor de a iniţia reacţia limfocitarã mixtã (RLM). Limfocitele de la doi indivizi ce poartã alele diferite la locusul HLA-D sunt co-cultivate in vitro. Condiţia reactivitãţii limfocitare este diferenţa unei singure alele la locusul ce codificã aceste molecule.
Indivizii care au molecule CMH I identice nu reacţioneazã serologic, dar dacã celulele lor diferã prin moleculele CMH II, codificate de alele diferite ale locusului HLA-D produc un rãspuns intens în RLM.
Într-un amestec de celule limfoide homozigote aa şi bb se activeazã ambele populaţii de limfocite, deoarece limfocitele aa reacţioneazã faţã de antigenul b, iar limfocitele bb se activeazã faţã de antigenul a. Intr-un amestec de limfocite homozigote aa, cu populaţia de limfocite heterozigote ab, rãspund numai limfocitele aa. Rãspunsul bidirecţional apare şi în amestecul limfocitelor ac şi ab.
De obicei se evalueazã capacitatea limfocitelor receptorului de grefã de a se activa faţã de antigenele donorului şi pentru a induce un rãspuns unidirecţional, populaţia de limfocite a donorului este tratatã cu mitomicinã C (un inhibitor al sintezei ADN) sau este iradiatã. Tratamentul nu modificã imunogenitatea celulelor. Funcţia stimulatoare a celulelor limfoide este restrânsã la celulele specializate prezentatoare de antigen, radiorezistente şi care nu se divid in vitro. Rãspunsul celulelor în RLM este orientat exclusiv faţã de moleculele CMH I şi II. Moleculele CMH II constituie un stimul primar esenţial pentru RLM.
Moleculele CMH clasa I şi II au rol esenţial în elaborarea rãspunsului imun, iar din punct de vedere antigenic, determinã respingerea alogrefelor (grefe între indivizi ai aceleiaşi specii, dar aparţinând unor alotipuri diferite).  
Distribuţia tisularã a moleculelor CMH I şi II şi semnificaţia lor evolutivã 
 Moleculele CMH I se gãsesc pe suprafaţa majoritãţii ţesuturilor, pe celulele endoteliale ale capilarelor, iar leucocitele exprimã cea mai înaltã densitate a moleculelor CMH I: 1% din moleculele de suprafaţã ale membranei leucocitare sunt molecule HLA.
Moleculele CMH I au o densitate mai micã pe suprafaţa celulelor hepatice, din plãmân, rinichi şi sunt foarte diluate pe suprafaţa celulelor musculare şi a celor mai multe glande endocrine (cu excepţia suprarenalelor).
Moleculele CMH II sunt exprimate predominant, pe suprafaţa limfocitelor B şi pe celulele specializate pentru prelucrarea şi prezentarea antigenelor: celulele seriei monocit-macrofag, celulele endoteliale ale capilarelor sanguine şi limfatice, celulele Kupffer, celulele dendritice, eozinofile, microglia SNC.
Moleculele CMH lipsesc pe eritrocite, pe celulele endoteliului corneean, pe componenta exocrinã a pancreasului, pe celulele acinare ale glandelor parotide, pe neuronii SNC, pe celulele endoteliale ale capilarelor SNC, pe ţesutul placentar.
În condiţii normale, o formã solubilã de molecule HLA se gãseşte în plasmã. Nivelul ei creşte marcat în timpul infecţiei virale, probabil datoritã creşterii ratei sintezei moleculelor HLA, stimulatã de interferon şi de alte citochine.
Intensitatea exprimãrii noleculelor CMH II este variabilã, fiind controlatã de diferiţi factori: interferonul γ şi IL-2, sintetizaţi de limfocitele T, amplificã nivelul de exprimare a moleculelor CMH II, iar PGE2, glucocorticoizii, α-fetoproteina, LPS din bacteriile Gram negative, diminuã  densitatea acestor molecule, având astfel rol imunosupresor.
Limfocitele B şi celulele tumorale secretã molecule CMH II.
Privitã în perspectiva evoluţiei, existenţa moleculelor CMH nu semnificã respingerea grefelor de ţesuturi şi organe, deoarece acestea nu se realizeazã în mod natural, ci au fost introduse în practica medicalã a ultimelor decenii. In sens evolutiv, existenţa moleculelor CMH ar putea fi atribuitã necesitãţii organismelor de a semnaliza rapid, celulele care prezintã molecule antigenice pe suprafaţa lor: celulele infectate cu virusuri sau cele transformate malign. In acest context, moleculele CMH au o semnificaţie deosebitã: pentru supravieţuirea organismului, liza celulelor purtãtoare de molecule nonself trebuie sã fie rapidã, înainte ca virusul sã se multiplice şi respectiv, înainte ca celula malignã sã se dividã şi sã formeze o microtumorã.
Pentru ca intervenţia limfocitelor Tc sã fie eficientã, este necesar ca moleculele CMH sã fie prezente pe oricare celulã ce poate fi infectatã de un virus sau poate sã fie transformatã malign. Pe de altã parte, moleculele CMH, al cãror rol esenţial este acela de a prezenta epitopii nonself, trebuie sã permitã acţiunea eficientã şi rapidã a limfocitelor Tc.
Moleculele CMH îndeplinesc şi funcţii neimune. Moleculele CMH I sunt componente ale receptorilor de hormoni. De exemplu, linia celularã stabilizatã Daudi nu exprimã moleculele CMH I şi nu are nici receptor pentru insulinã, deoarece nu sintetizeazã β 2-microglobulina. 
RÃSPUNSUL IMUN
   
Organismul, ca sistem funcţional este echilibrat atâta timp cât informaţia antigenicã pe care o primeşte, este identicã cu cea proprie. Faţã de moleculele strãine, care se abat de la modelul informaţional propriu, sistemul imunitar rãspunde prin activarea mecanismelor de recunoaştere pentru a îndepãrta moleculele nonself.
Ansamblul fenomenelor complexe în cascadã, declanşate de interacţiunea specificã a sistemului imunitar cu antigenul, în cursul cãrora celulele imunocompetente se activeazã, prolifereazã şi se diferenţiazã în celule efectoare şi celule de memorie, constituie rãspunsul imun.
Funcţionalitatea sistemului imunitar se suprapune parţial, modelului general al arcului reflex, deoarece presupune existenţa unui flux informaţional care corespunde unui excitant specific (Ag) faţã de un receptor (limfocitele), o cale aferentã (celulele care înglobeazã şi prelucreazã Ag), un organ central (celulele limfoide dintr-un organ limfoid secundar) şi efectorii rãspunsului imun (anticorpi, celule efectoare).
Asemãnãrile dintre sistemul imunitar şi sistemul nervos se extind şi asupra altor particularitãţi:
- sistemul imunitar este dotat, ca şi sistemul nervos, cu “inteligenţã” (capacitatea de a recepţiona un numãr mare de stimuli (adicã de a recunoaşte un numãr mare de determinanţi antigenici diferiţi) şi de a prelucra informaţie chimicã. Sistemul nervos prelucreazã informaţie senzorialã, iar sistemul imunitar recunoaşte şi prelucreazã informaţie molecularã. “Inteligenţa” sistemului imunitar se manifestã discontinuu, în funcţie de agresiunile antigenice asupra organismului;
- “educaţia” sistemului imunitar (adicã stocarea informaţiei antigenice primitã prin stimulãri repetate), ca şi în cazul sistemului nervos, începe dupã naştere;
- ambele sisteme “învaţã” prin experienţã, pentru cã ambele sunt dotate cu memorie, care poate fi consolidatã prin repetarea stimulului. Memoria ambelor sisteme este înscrisã în modificãri moleculare persistente ale reţelei, dar nu poate fi transmisã la descendenţi;
- ambele sisteme sunt organizate dupã modelul unei complexe reţele celulare şi moleculare.
Între cele douã sisteme existã şi deosebiri: sistemul nervos recepţioneazã stimuli de orice naturã, care acţioneazã la nivelul întregului organism, iar sistemul imunitar recunoaşte şi reacţioneazã numai la stimuli de naturã molecularã, care tind sã perturbe echilibrul chimic al organismului.
  
PARTICULARITÃŢILE GENERALE ALE RÃSPUNSULUI IMUN
 

Elaborarea rãspunsului imun faţã de o substanţã nonself este un proces fiziologic care se caracterizeazã printr-o mare eficienţã şi supleţe şi are urmãtoarele particularitãţi generale:
- funcţia imunã are caracter adaptativ, care decurge din orientarea specificã a reacţiilor sale faţã de o substanţã nonself. Caracterul adaptativ al rãspunsului imun implicã mobilizarea unor celule preprogramate care aşteaptã sã fie activate de un anumit antigen, corespunzãtor specificitãţii lor;
- caracterul foarte economic al funcţiei imunitare derivã din specificitatea acţiunii sale. In timpul rãspunsului imun se selecţioneazã şi se activeazã numai clonele de limfocite care au recunoscut specific epitopii antigenului, toate celelalte clone rãmânând disponibile pentru alte interacţiuni;
- eficienţa funcţiei imune derivã din caracterul foarte economic al mijloacelor celulare şi moleculare pe care le mobilizeazã şi din capacitatea de a amplifica efectorii sãi, pe douã cãi;
a) proliferarea masivã (circa 8 generaţii celulare) a celulelor selecţionate sub acţiunea stimulatoare a substanţei nonself. Dupã activare se produc modificãri funcţionale calitative ale acestor celule, de diferenţiere proliferativã şi maturare, rezultatul fiind generarea celulelor efectoare cu mare capacitate de acţiune şi a celulelor de memorie;
b) celulele efectoare produc cantitãţi mari de molecule de recunoaştere, sub forma receptorilor specifici faţã de substanţa nonself;
- caracterul de reţea a celulelor activate în rãspunsul imun, conectate prin mediatori moleculari (interleuchine) şi care condiţioneazã eficienţa rãspunsului imun;
- celulele sistemului imunitar coopereazã stimulator cu numeroase alte categorii de celule, capabile la rândul lor sã confere rezistenţã organismului. Cooperarea are loc, inclusiv cu factorii nespecifici (înãscuţi) ai rezistenţei (fagocitele, proteinele sistemului complement, molecule bactericide sau bacteriolitice din plasmã);
- rãspunsul imun adaptativ necesitã o perioadã de timp pentru activarea şi proliferarea limfocitelor care au recunoscut antigenul, în timp ce reacţiile neadaptative sunt prompte;
- rãspunsul imun adaptativ asigurã protecţia organismului şi a descendenţilor sãi, prin transferul placentar al anticorpilor şi prin secreţia lactatã;
- rãspunsul imun adaptativ are o proprietate fundamentalã unicã - memoria imunã - consecinţã a experienţei antigenice individuale, netransmisibilã la descendenţi.
Rãspunsul imun este rezultatul cooperãrii unui numãr restrâns de tipuri celulare şi moleculare.
In funcţie de predominanţa componentei celulare sau moleculare în compartimentul efector al rãspunsului imun, se disting douã tipuri de reactivitate imunitarã.
1. Rãspunsul imun mediat humoral (RIMH), care se caracterizeazã în esenţã, prin sinteza anticorpilor ca molecule efectoare. Efectele RIMH sunt urmãtoarele:
- neutralizarea toxinelor şi a infecţiozitãţii particulelor virale
- opsonizarea antigenelor celulare(bacterii, celule eucariote)
- legarea antigenelor moleculare în complexe Ag-Ac şi eliminarea lor.
Imunitatea mediatã humoral este transferabilã de la un organism la altul prin intermediul serului. RIMH este protector faţã de infecţiile bacteriene (în special piogene), faţã de reinfecţiile virale şi faţã de antigenele moleculare pe care le neutralizeazã.
2. Rãspunsul imun mediat celular (RIMC) se caracterizeazã prin aceea cã, dupã pãtrunderea antigenului, de regulã celular, sistemul imunitar mobilizeazã celule specializate, care atacã antigenul ţintã. Atacul se realizeazã fie prin contact celular direct între limfocitele T efectoare şi celula ţintã, fie prin mediatori moleculari.
Rãspunsul imun mediat celular este declanşat de antigene care se exprimã pe suprafaţa celulelor: 
- antigene virale exprimate pe suprafaţa celulelor infectate, în special dupã infecţia viralã primarã; 
- antigene fungice; 
- antigene exprimate pe suprafaţa celulelor infectate de bacteriile cu localizare intracelularã obligatã (Rickettsia, Coxiella, Chlamydia) sau facultativ intracelularã (M. tuberculosis, M. bovis, M. leprae, Brucella sp., Listeria monocytogenes, Francisella tularensis), în special în macrofage;
- antigenele tumorale;
- antigenele celulare din grefele de ţesuturi şi organe alogenice.
Existenţa celor douã compartimente ale rãspunsului imun este argumentatã de rezultatele experimentale, dar şi de observaţiile clinice, adevãrate “experienţe ale naturii”, asupra unor indivizi cu afecţiuni determinate de incapacitatea RIMH sau RIMC.
Sindromul Di George se caracterizeazã prin aplazia congenitalã a timusului şi paratiroidelor. Bolnavilor le lipseşte reactivitatea faţã de antigenele care mobilizeazã IMC şi de aceea sunt sensibili la infecţiile virale, fungice şi la cele produse de bacterii cu localizare intracelularã. Sinteza şi titrul Ig serice sunt normale.
Hipo- şi agamaglobulinemia congenitalã de tip Bruton este o afecţiune congenitalã determinatã de gena tirozin-kinazei, situatã pe cromosomul X, care afecteazã diferenţierea celulelor limfoide B şi produce imunodeficienţa X lincatã (Xid). Celulele B în sânge sunt rare, deşi numãrul limfocitelor pre-B în mãduva osoasã nu este semnificativ redus, ceea ce sugereazã o moarte celularã crescutã la tranziţia pre-B-B. Deficienţa clinicã constã în incapacitatea de a sintetiza anticorpi şi din aceastã cauzã, copiii, dupã 3-6 luni de viaţã, fac infecţii repetate şi recurente cu bacterii Gram pozitive şi prezintã manifestãri ale maladiilor autoimune. Reactivitatea IMC rãmâne nemodificatã, pentru cã organismul îşi pãstreazã rezistenţa faţã de infecţiile virale şi faţã de bacteriile Gram negative.   Separarea celor douã compartimente ale rãspunsului imun, humoral şi celular, este artificialã, deoarece între ele este o condiţionare reciprocã şi profundã: anticorpii au funcţie opsonizantã, favorizând astfel IMC, iar pe de altã parte, IMC este mediatã de numeroşi factori solubili. Cele douã compartimente interacţioneazã sinergic pentru producerea unui rãspuns imun eficient. Totuşi, separarea este menţinutã deoarece reflectã diferenţele fundamentale ale mecanismelor de acţiune ale celor douã populaţii de limfocite: limfocitele B pentru RIMH şi limfocitele T pentru RIMC.
Nici un antigen nu induce un rãspuns imun pur, humoral sau celular. Totdeauna rãspunsul imun este mixt, cu predominanţa unuia sau a celuilalt dintre compartimente.
       
ETAPELE RÃSPUNSULUI IMUN
 
Rãspunsul imun este rezultatul succesiunii urmãtoarelor etape:
- pãtrunderea antigenului în organism şi înglobarea lui de cãtre celulele accesorii;
- prelucrarea antigenului şi prezentarea epitopilor pe suprafaţa celulelor accesorii;
- recunoaşterea specificã a componentelor nonself şi activarea celulelor efectoare;
- producerea efectorilor rãspunsului imun.
Pãtrunderea antigenului în organism se realizeazã pe diferite cãi:
- pe cale cutanatã
- pe calea circulaţiei sanguine
- pe calea mucoaselor(respiratorie, gastro-intestinalã şi urogenitalã).
Epiteliul tegumentar şi mucoasele reprezintã o suprafaţã foarte mare, expusã la o mare diversitate de substanţe antigenice. Tegumentul este o barierã mecanicã faţã de cele mai multe antigene, iar mucoasele sunt protejate, în primul rând, de IgA din secreţii. Epiteliul tegumentar şi epiteliile mucoaselor au rol în fenomenul “excluderii antigenice”. Schimbul liber între mediul extern şi cel intern are loc numai în situaţii patologice.
Elaborarea rãspunsului imun este, în esenţã, rezultatul cooperãrii a douã categorii de celule: celulele accesorii ale rãspunsului imun şi celulele limfoide.
Antigenul este recunoscut de celule specializate funcţional şi înglobat, cel mai adesea prin acţiunea unor mecanisme nespecifice, de celulele accesorii, cu rolul de a prelucra şi de a prezenta antigenul.
 
Celulele prezentatoare de antigen (CPA)
 
Celulele accesorii au rol esenţial în elaborarea rãspunsului imun, datoritã capacitãţii lor de a îngloba substanţele strãine, de a le prelucra şi de a le prezenta limfocitelor, de a fagocita celulele opsonizate şi de a sintetiza substanţe imunomodulatoare. Prezentarea antigenului este treapta obligatorie care precede recunoaşterea antigenelor proteice de cãtre celulele T. 
Orice celulã care poartã pe suprafaţa ei molecule CMH poate sã participe la elaborarea rãspunsului imun. Celulele prezentatoare de antigen au urmãtoarele proprietãţi: preiau antigenele, le internalizeazã şi le prelucreazã; exprimã moleculele CMH I şi II; exprimã moleculele de aderenţã care favorizeazã interacţiunea cu limfocitele; produc molecule stimulatoare ale creşterii şi diferenţierii limfocitelor T; elibereazã citochine.
Cele mai importante celule accesorii pentru elaborarea rãspunsului imun sunt macrofagele. In vivo, macrofagul participã decisiv la procesul de imunogenezã. Indiferent de calea de pãtrundere în organism, antigenele sunt captate de celule accesorii, cel mai adesea, de macrofag.
Cea mai mare parte a antigenelor circulante sunt eliminate înainte de a declanşa rãspunsul imun, în primul rând de celulele Kupffer, localizate pe faţa luminalã a capilarelor sinusoide din ficat. La nivelul ficatului se eliminã circa 90% din totalul antigenelor circulante (bacteriile care strãbat bariera mucoasei digestive, endotoxinele absorbite la nivelul colonului, antigenele de origine alimentarã). 
Alte celule specializate, cu rol major în prezentarea antigenului sunt celulele dendritice şi limfocitele B.
Celulele dendritice fac parte dintr-o familie care cuprinde urmãtoarele tipuri de celule:
- celulele Langerhans, localizate în epiderm, dar şi în mucoase(oralã, nazalã, esofagianã, bronşicã, în mucoasa traheii)
- celulele cu voal, din limfa aferentã
- celulele dendritice, din epiderm, din epiteliile mucoaselor, din organele limfoide şi din sânge
- celulele interdigitate, din aria paracorticalã a ganglionilor limfatici.
Originea acestor celule nu este certã, dar se admite urmãtoarea filiaţie: monocitul sanguin, celula Langerhans din epiderm, celula cu voal din limfa aferentã ganglionului limfatic, celula dendriticã din derm, din organele limfoide şi din sânge.
Celulele dendritice s-au izolat din organele limfoide şi din sânge, pe baza capacitãţii lor de a adera de suport (ceea ce permite eliminarea limfocitelor din amestec) şi de a-şi pierde aderenţa dupã 24 de ore de cultivare. Rolul lor în prezentarea antigenului este argumentat de faptul cã stimuleazã intens reacţia limfocitarã mixtã.
Celulele dendritice au rol foarte important pentru iniţierea rãspunsului imun. Sunt larg distribuite în ţesuturile limfoide şi nelimfoide la toate speciile de mamifere studiate. Precursorii celulelor dendritice şi ai macrofagelor sunt localizaţi în mãduva osoasã, iar monocitul este un stadiu comun, înainte de diferenţierea pe cele douã linii. Monocitul trece în sânge, de unde se disemineazã în ţesuturile nelimfoide (epiderm, epiteliul tractului respirator, gastrointestinal, urogenital) şi se diferenţiazã în celulã dendriticã. În tegument, celulele dendritice şi celulele Langerhans formeazã o reţea ramificatã în tot epidermul. Ele au capacitãţi optime de captare şi prelucrare a antigenelor, care pãtrund pe cale tegumentarã. Dupã maturare, favorizatã de citochinele produse local, migreazã din ţesuturile nelimfoide, în ţesuturile limfoide secundare. Migrarea din epitelii are loc pe cale limfaticã, pânã în ganglionii limfatici regionali, iar cele din spaţiile interstiţiale  migreazã pe cale sanguinã în splinã. In timus, celulele dendritice prezintã complexele CMH-peptide, timocitelor care îşi dobândesc competenţa imunitarã, pentru inducerea toleranţei imune. 
Celulele acestei familii nu au receptori pentru Fc şi nici pentru C3, dar exprimã la un nivel ridicat, moleculele CMH I şi II.
Celulele Langerhans reprezintã 2-8% din totalul celulelor epidermice şi formeazã o reţea  printre cheratinocitele straturilor profunde. Ele reprezintã celulele dendritice imature şi exprimã nivele mai mari de molecule CMH II. Sunt capabile sã preia antigenul exogen prin intermediul moleculelor de suprafaţã, fiind celule prezentatoare de antigen foarte eficiente. Celulele Langerhans pot sã prezinte antigenul local,  în epiderm, sau pot sã se mobilizeze, sã pãrãseascã stratul bazal şi sã migreze pe cale limfaticã, pânã în ganglionii regionali. In timpul migrãrii, celulele au prelungiri membranare şi se numesc celule cu voal. In ganglionul limfatic, ele se distribuie în aria paracorticalã(cortexul profund) şi devin celule dendritice şi celule interdigitate (o variantã morfologicã cu prelungiri mai scurte), având rol esenţial în prezentarea antigenelor şi activarea limfocitelor T. Celulele Langerhans, celulele cu voal şi celulele interdigitate sunt stadii diferite ale liniei celulelor dendritice. 
Celulele acestei familii nu au proprietãţi fagocitare. Totuşi, li se atribuie un rol important în procesul prelucrãrii antigenelor. Antigenele rãmân legate la nivelul membranei celulare şi sunt prelucrate prin intermediul ectoproteazelor pe care le secretã. Iradierea tegumentului cu raze UV duce la dispariţia celulelor Langerhans.
Limfocitul B este celula efectoare a RIMH, dar are şi rolul de captare şi prezentare a antigenului specific. Eficienţa sa în captarea antigenului este maximã, deoarece receptorul imunoglobulinic leagã specific epitopii corespunzãtori chiar la concentraţii foarte mici, de 1000 de ori mai mici decât cele necesare prezentãrii sale de cãtre macrofag sau de cãtre celula dendriticã.
Limfocitul B recunoaşte şi prezintã numai antigenele moleculare mici (peptide). Probabil cã proteinele mari nu le sunt accesibile. Existã dovezi cã antigenul peptidic legat la suprafaţa limfocitului B, prin intermediul receptorului imunoglobulinic specific, este endocitat, prelucrat în compartimentul acid şi prezentat în asociaţie cu moleculele CMH II, pentru a fi recunoscut de limfocitele T. Limfocitele B exprimã nivele relativ înalte ale moleculelor CMH II. Rolul lor de captare şi eventual, prelucrare a antigenului este semnificativ la contactul secundar cu antigenul.
Cele mai importante celule, cu funcţia de captare şi prelucrare a antigenului sunt macrofagele şi celulele dendritice.
Prima treaptã a interacţiunii antigenului exogen cu CPA (macrofag, celula dendriticã) este legarea nespecificã, necovalentã, cu structuri nedeterminate ale suprafeţei celulare. Antigenele din complexele imune sunt recunoscute de CPA prin intermediul receptorilor pentru Fc şi C3.
Dupã ce a pãtruns în organism, antigenul este repede înglobat şi depozitat în interiorul macrofagului. Scoaterea antigenului din circulaţie are o semnificaţie funcţionalã deosebitã, deoarece constituie un depozit din care este eliberat treptat şi stimuleazã imunogeneza. Antigenul liber în organism poate sã inducã una din cele douã stãri defavorabile pentru reactivitatea imunitarã:
- poate fi eliminat prea rapid din organism, înainte de stimularea rãspunsului imun;
- dozele prea mari de antigen liber sunt defavorabile reactivitãţii imunitare, prin blocarea rãspunsului limfocitelor. 
Starea caracterizatã prin incapacitatea de rãspuns imun a organismului se numeşte paralizie imunologicã. Este o stare de blocare completã a reactivitãţii imunitare prin “inundaţie antigenicã”.
Antigenele moleculare sau particulate cu o bunã imunogenitate sunt reţinute parţial în macrofag sub o formã rezistentã la degradare, pentru perioade mai lungi de timp.
Macrofagele modificã imunogenitatea antigenelor: dupã legarea de macrofag, cele slab imunogene devin mai imunogene, iar cele cu imunogenitate ridicatã, dupã legarea de macrofag îşi pierd parţial aceastã calitate.
 
Prelucrarea antigenelor 
 
Prelucrarea antigenelor exogene este o etapã obligatorie deoarece limfocitele T (Th şi Tc) nu recunosc şi nu preiau direct informaţia antigenicã nativã. Limfocitele T recunosc numai informaţia antigenicã prezentatã pe suprafaţa CPA. Celulele accesorii ale rãspunsului imun prelucreazã antigenele moleculare mari şi pe cele particulate. Din punct de vedere biochimic, prelucrarea semnificã deplierea, clivarea proteinelor şi generarea peptidelor, ca rezultat al unei proteolize parţiale. Prelucrarea antigenului exogen de cãtre celulele prezentatoare, parcurge urmãtoarele etape: internalizarea antigenului în veziculele membranare acide; proteoliza parţialã; cuplarea cu moleculele CMH; transportul la nivelul membranei plasmatice.
Gradul prelucrãrii antigenului este dependent de natura sa. Intervalul de prelucrare este de 45-60 minute. Durata s-a determinat prin inactivarea metabolicã a macrofagelor cu paraformaldehidã, la diferite intervale de timp dupã contactul cu antigenul.
Experienţele cu antigen marcat au evidenţiat cã în CPA, materialul imunogen are douã destinaţii: o parte este expusã pe suprafaţa celulei şi este recunoscutã de celulele T, iar o altã parte este sechestratã în celulã, de unde este eliminatã activ în mediul extracelular şi este preluatã de alte CPA.
Principalul mecanism degradativ care are loc în CPA este proteoliza lizosomalã. Concluzia a fost dedusã experimental: amoniacul şi cloroquina (substanţe lizosomotrope) se acumuleazã în lizosomi şi blocheazã activitatea enzimelor prin creşterea pH lizosomal. Macrofagele astfel tratate sunt incapabile sã prezinte antigenele proteice sau bacteriene. Cloroquina blocheazã numai etapa prelucrãrii antigenului, dar nu şi recunoaşterea sa de cãtre limfocitele T, deoarece administrarea ei dupã o orã de la contactul macrofagelor cu antigenul, a rãmas fãrã efect. Cloroquina a blocat prezentarea antigenului de cãtre celulele dendritice, deşi ele nu sunt fagocitare in vitro şi au un echipament lizosomal puţin dezvoltat. S-a dedus cã ele prelucreazã antigenul la suprafaţã, prin intermediul ectoproteazelor membranare, deşi nu existã dovezi directe în acest sens.
Prezentarea antigenelor şi asocierea cu moleculele CMH I nu este sensibilã la acţiunea substanţelor lizosomotrope alcalinizante.
Proteinazele cisteinice (funcţioneazã prin intermediari covalenţi enzimã-substrat) sunt importante pentru prelucrarea antigenelor proteice, aşa cum s-a demonstrat cu antigene sintetice.
Proteoliza rapidã şi extensivã este cauza slabei imunogenitãţi a unor antigene (sau chiar a absenţei imunogenitãţii). Unele antigene sintetice (copolimerul L-acid glutamic-L-alaninã) sunt mult mai imunogene dupã inhibarea acţiunii proteinazelor cisteinice.
Mecanismele moleculare ale prelucrãrii antigenelor sunt puţin cunoscute. In macrofage se produce o digestie selectivã a antigenului, în urma cãreia o parte din epitopi se pãstreazã, dar cea mai mare parte a antigenului este complet degradatã.
Complexitatea antigenului condiţioneazã numãrul de peptide cu rol de epitopi, care derivã prin procesul de prelucrare şi care pot fi legate de moleculele CMH. Dacã antigenul este o bacterie, numãrul de epitopi este nedeterminat şi specificitatea lor antigenicã este variabilã, în funcţie de complexitatea aparatului enzimatic hidrolitic al celulei care prelucreazã antigenul. 
Nu toate antigenele necesitã proteoliza (fragmentarea) prealabilã recunoaşterii de cãtre celulele T. Uneori este suficientã numai denaturarea (deplierea) proteinelor pentru ca antigenul sã fie prezentat de CPA, chiar tratate cu cloroquinã.
Forma sub care limfocitele T recunosc antigenele, depinde atât de natura CPA, dar în special de natura antigenului.
Majoritatea proteinelor sunt rapid endocitate şi prelucrate, dar unele sunt legate de membrana celulei şi prezentate în stare nativã, fãrã o prelucrare prealabilã. Antigenele peptidice mici (insulina, angiotensina) pot fi recunoscute în formã nativã, de unele subpopulaţii de limfocite T, în timp ce altele recunosc formele prelucrate ale aceloraşi antigene.
Dimensiunea şi configuraţia spaţialã a moleculei de antigen sunt hotãrâtoare în ceea ce priveşte gradul prelucrãrii sale, înainte de a fi prezentat. De regulã, moleculele mari necesitã prelucrarea prealabilã, iar cele mici sunt prezentate în formã nativã.
Forma chimicã a antigenului, dupã prelucrare, nu este cunoscutã cu certitudine. Foarte probabil, este un polipeptid de dimensiuni mici (9-20 aminoacizi).
Dupã alţi autori, prelucrarea nu este necesarã pentru ca antigenul sã fie prezentat limfocitelor T, dar totdeauna este necesarã conversia sa la o formã care sã-i permitã interacţiunea cu moleculele CMH II ale CPA şi cu receptorii limfocitelor T. Dovada este adusã de faptul cã liposomii cu molecule CMH II inserate în stratul lipidic, la care s-au ataşat o varietate de antigene proteice native, stimuleazã clonele de limfocite T in vitro, în absenţa completã a CPA.
Epitopii antigenelor peptidice exogene sunt expuşi la suprafaţa CPA, în asociaţie cu moleculele CMH clasa II, iar epitopii antigenelor de origine endogenã sunt prezentaţi în asociaţie cu moleculele CMH clasa I.
 
Rolul moleculelor CMH în prezentarea antigenelor
   
Rãspunsul imun este rezultatul interacţiunilor complexe între celulele care prezintã antigenele şi limfocitele T şi B.
Prezentarea antigenelor este o etapã obligatorie a elaborãrii rãspunsului imun, ce derivã din faptul cã limfocitele nu interacţioneazã direct cu antigenele în stare nativã, ci numai dupã ce acestea au fost prelucrate şi prezentate pe suprafaţa unei celule.
Moleculele CMH îndeplinesc funcţia de prezentare a antigenelor şi au un rol esenţial în declanşarea rãspunsului imun.
Pentru a deveni disponibili interacţiunii cu receptorii de antigen ai limfocitelor, epitopii sunt asociaţi intracelular, cu moleculele CMH I sau II şi sunt transportaţi la suprafaţa CPA ca fragmente peptidice sau ca proteine intacte, în funcţie de natura şi de mãrimea antigenului. 
	Fig. 56. Prelucrarea şi prezentarea antigenului exogen, în asociaţie cu moleculele CMH II. Moleculele CMH II, cu catena invariantã, sunt asamblate în reticulul endoplasmic (RE) şi transportate prin reţeaua Golgi, de unde sunt orientate spre vezicula endosomalã, care conţine proteinã degradatã parţial, derivatã din antigenul exogen. Degradarea catenei invariante, face posibilã asocierea peptidului antigenic cu molecula dimericã (DM). Complexul este transportat la suprafaţa celulei şi este recunoscut de limfocitele Th.


Moleculele CMH I şi II au capacitatea funcţionalã de a lega şi de a expune pe suprafaţa celulei, un numãr neli-mitat de peptide diferite. Complexul format de mo-leculele CMH I  sau II şi epitopul peptidic este recu-noscut de limfocitele T.
Nu se cunoaşte modalitatea interacţiunii dintre moleculele CMH şi epitopii antigenici. Ar putea fi o interacţiune fermã sau moleculele CMH au numai rolul de suport pentru epitopii antigenici.
Se acceptã ideia unei ierarhii a epitopilor cu privire la ordinea legãrii competitive de moleculele CMH, dato-ritã sensibilitãţii diferen-ţiate la proteaze. Rezultã peptide cu afinitate diferitã faţã de situsul de legare a moleculelor CMH. Astfel, existã epitopi dominanţi, care se asociazã cu mare probabilitate de molecu-lele CMH, epitopi subdominanţi, cu mai puţine şanse de asociere cu moleculele CMH şi epitopi criptici, care se asociazã rareori în complexe cu moleculele CMH şi care nu devin accesibili limfocitelor T potenţial reactive.

Antigenele exogene sunt prezentate în asociaţie cu moleculele CMH II 
 
Moleculele CMH II leagã peptide derivate din proteinele exogene endocitate de celule: proteine solubile, proteine ale capsidei virale, proteine bacteriene sau proteine ale protozoarelor endocitate de celulã. In vitro, s-a demonstrat cã moleculele CMH II purificate, leagã suficient de stabil o moleculã peptidicã, pentru a fi izolate împreunã prin gel-filtrare.
Antigenele exogene sunt înglobate şi prelucrate în fagolizosomii celulelor prezentatoare de antigen (CPA). Moleculele CMH II se sintetizeazã în reticulul endoplasmic granular şi sunt modificate post-traducere, în cisternele Golgi. Cele douã catene ale moleculei sunt reunite prin catena invariantã. Asocierea este menţinutã pânã când moleculele CMH II ajung în sistemul endocitar al celulei. In drumul lor spre suprafaţa celulei, moleculele CMH II ajung prin fuziunea veziculei transportoare, în compartimentul fagolizosomului ce conţine antigenul parţial degradat. La acest nivel este eliminatã catena invariantã ce reuneşte catenele α şi β şi care ocupã situsul de legare a antigenului. Moleculele CMH II se asociazã cu peptidul antigenic de 13-25 aminoacizi. Complexul format este expus la nivelul membranei, unde este recunoscut de limfocitele TCD4. Situsul de legare al moleculei CMH II este o cavitate formatã prin β-plierea domeniilor α-1 şi β-1, delimitatã de secvenţele α-helicale ale domeniilor α-1 şi β-1. Complexul format este recunoscut de limfocitele TCD4. 
	Fig. 57. Reprezentarea schematicã a asocierii moleculelor CMH II cu peptidul antigenic (dupã Cresswell, 1994).


Moleculele CMH II au funcţia fundamentalã de a stimula elaborarea rãspunsului imun specific faţã de antigenele exogene, prin intermediul limfocitelor TCD4. Limfocitele TCD4 secretã IL-2, IL-4, IL-5, IFN γ, cu efect stimulator faţã de limfocitele Tc şi B.
Asocierea unui peptid nonself cu moleculele CMH II semnificã “cererea de ajutor” pentru eliminarea antigenului, materializat în activarea limfocitelor TCD4 şi secreţia de limfochine stimulatoare ale rãspunsului imun.
Moleculele CMH II au rol esenţial pentru stimularea rãspunsului imun, dar şi pentru reglarea intensitãţii sale. Interacţiunea moleculelor CMH II cu epitopii antigenici nu este specificã.
Deoarece moleculele CMH sunt polimorfe, existã diferenţe, uneori importante, între organismele outbred ale unei specii de a rãspunde la un antigen. Astfel se explicã diferenţele individuale de sensibilitate faţã de un agent infecţios. Un rãspuns imun mai amplu, este generat de un organism care expune mai mulţi epitopi antigenici diferiţi, asociaţi cu diferitele variante de molecule CMH II, comparativ cu un organism care expune mai puţine fragmente antigenice asociate cu 1 sau 2 tipuri de molecule CMH II.
 
Antigenele endogene sunt prezentate în asociaţie cu moleculele CMH I
 
Rolul moleculelor CMH în procesul recunoaşterii antigenelor care se sintetizeazã în interiorul celulei (proteine endogene), a fost demonstrat de Zinckernagel şi Doherty (1974), pentru antigenele virale, în experienţe de genul urmãtor:
- şoarecii liniei inbred D au fost inoculaţi cu virusul coriomeningitei limfocitare (cu specificitate antigenicã A), pentru a stimula proliferarea limfocitelor Tc faţã de celulele infectate cu acest virus;
- culturile de fibroblaste de la embrionii liniei D se infecteazã cu varianta antigenicã A şi respectiv B, iar fibroblastele liniei K se infecteazã cu varianta antigenicã A;
- limfocitele Tc ale organismelor liniei D, stimulate cu virusul A, recunosc şi lizeazã, in vitro, fibroblastele liniei D, infectate cu varianta antigenicã A, dar nu recunosc şi nu lizeazã fibroblatele liniei D infectate cu varianta antigenicã B şi nici fibroblastele liniei K, infectate cu varianta antigenicã A.
Concluzia a fost cã nucleoproteinele citosolice virale, sintetizate în celulã, pot deveni ţinta celulelor Tc, dupã ce sunt expuse ca un peptid prelucrat, în asociaţie cu moleculele CMH I ale celulei infectate. Pe baza acestei concluzii s-a stabilit principiul general cã proteinele intracelulare (care nu sunt destinate membranei citoplasmatice), pot sã-şi semnaleze prezenţa în raport cu celulele T, prin expunerea asociatã cu moleculele CMH I. Rezultatele au fost extrapolate şi pentru categoria largã a antigenelor exogene. 
	Fig. 58. Acţiunea limfocitelor Tc este restrictivã în raport cu moleculele CMH I, deoarece celula Tc recunoaşte atât antigenul specific, cât şi molecula CMH I. Amãnunte în text. 


Recunoaşterea asociatã a antigenelor cu moleculele CMH I sau II are douã semnificaţii majore:
- celulele sistemului imunitar interacţioneazã cu proteinele proprii, numai dacã acestea sunt asociate cu un determinant antigenic nonself, de origine viralã, tumoralã sau indus de agenţi chimici;
- recunoaşterea antigenului este condiţionatã de existenţa fenomenului de histocompatibilitate, adicã celulele care prezintã antigenul şi cele care îl recunosc (limfocitele Tc şi Th) trebuie sã poarte molecule CMH identice, adicã celulele care interacţioneazã trebuie sã aparţinã aceluiaşi organism sau unor organisme genetic identice(ale aceleiaşi linii inbred). Acesta este fenomenul de restricţie (limitare) a interacţiunilor celulare prin moleculele CMH.
Moleculele CMH I au rolul de a lega şi de a prezenta proteine self, peptide derivate din catabolismul proteinelor citosolice, antigene bacteriene sau ale paraziţilor intracelulari, antigene virale sintetizate în celulã prin traducerea unui ARNm viral, antigene tumorale sau antigene a cãror sintezã a fost indusã de agenţi chimici. Dupã asocierea cu epitopi antigenici, moleculele CMH I devin ţinta atacului limfocitelor TCD8.
Limfocitele Tc sunt implicate, în primul rând, în recunoaşterea şi eliminarea celulelor infectate cu virusuri sau a celor transformate malign. Ambele tipuri de antigene sunt sintetizate în celulã şi sunt considerate ca având origine endogenã.
Evenimentele celulare al cãror rezultat este prezentarea peptidelor, se succed în urmãtoarele trepte:
- catabolismul antigenului proteic (în citoplasmã)
- transportul peptidului din citosol, în cisternele reticulului endoplasmic
- asamblarea complexului format din peptid şi molecule CMH I
- transportul complexului la suprafaţa celulei.
Antigenele endogene se asociazã cu moleculele CMH I, chiar în cisternele reticulului endoplasmic granular. La acest nivel, moleculele CMH II sunt inaccesibile asocierii cu epitopii antigenici, deoarece catenele α şi β sunt reunite prin catena invariantã.
Prezentarea antigenelor endogene, asociate cu moleculele CMH I nu este sensibilã la acţiunea agenţilor lizosomotropi alcalinizanţi (amoniac, cloroquinã), dar este sensibilã la derivaţii peptidici(di- sau tripeptide aldehidice) care inhibã proteasomul. Proteasomul este un complex proteic multicatalitic, compus din mai multe subunitãţi inelare suprapuse, asamblate într-o structurã cilindricã, în care se produce proteoliza moleculelor proteice citosolice conjugate cu ubicvitina. Proteasomul este o structurã care controleazã turn-overul proteinelor citosolice, inclusiv al factorilor de transcriere şi al ciclinelor. Ubicvitina este un polipeptid mic, care este asociat pe cale enzimaticã dependentã de ATP, de lizina proteinelor citosolice. Legarea ubicvitinei produce deplierea proteinei ţintã şi asigurã recunoaşterea de cãtre elementele complexului proteasomic citosolic. Proteinele celulare modificate dupã cuplarea cu ubiquitina, devin sensibile la proteolizã. Proteoliza are loc în mediul apos al structurii cilindrice şi este independentã de ATP. Astfel sunt protejaţi constituienţii celulari de degradarea necontrolatã. Peptidele rezultate în proteasom sunt foarte rapid degradate în citoplasmã. De aceea s-a presupus cã ele se asociazã cu proteinele chaperone, cu rol protector şi de orientare a peptidelor în lumenul reticulului endoplasmic. 
	Fig. 59. Prelucrarea şi prezentarea antigenului endogen, de cãtre moleculele CMH I. Proteinele citosolice sunt degradate de complexul proteosomic, în peptide care sunt transportate în reticulul endoplasmic (RE). La acest nivel, β-2 m induce diso-cierea catenei H de proteina chaperone (calnexina). Se asambleazã molecula CMH I şi se asociazã cu peptidul antigenic. Complexul peptid-CMH I se elibereazã din asocierea cu transportorul TAP, traverseazã cisternele Golgi şi se exprimã pe suprafaţa celulei, gata sã fie recunoscut de RCT. Celulele deficiente în TAP1/2 nu elibereazã peptidele pentru a se asocia cu moleculele clasa I şi nu pot exercita efectul  citotoxic asupra ţintei (dupã Roitt, 1997).


	Fig. 60. Formarea complexului CMH I-peptid în cisternele RE.


Peptidele rezultate din pre-lucrarea antigenelor endogene sunt transportate în reticulul endo-plasmic, de o categorie de proteine transportoare, denumite TAP (pro-teine transportoare asociate cu prezentarea antigenului) care folo-sesc energia rezultatã din hidroliza ATP, pentru a transporta prin membrane diferite proteine, ioni, antibiotice.  Molecula TAP este un heterodimer, format din douã subunitãţi (TAP1 şi TAP2). Fiecare subunitate are o regiune hidrofobã N-terminalã transmembranarã şi un domeniu C-terminal ce leagã ATP. Moleculele TAP au capacitatea de a transloca peptidele prin membrana RE. 
Catenele moleculei CMH I se sintetizeazã separat pe cisternele RE şi odatã cu traducerea sunt transportate în RE. Catena H, β-2 m şi peptidul se asambleazã într-un complex, chiar în cisternele RE sau în compartimentul pregolgian. În cisternele Golgi, catena H este glicozilatã, iar complexul CMH I-peptid este ancorat în membranã şi expus la suprafaţa celulei. Moleculele CMH I leagã peptide mici, de 8-10 aminoacizi. Specificitatea de legare este largã. Molecule CMH I identice leagã peptide diferite. 
Liniile celulare care nu sintetizeazã β-2 m, nu exprimã molecule CMH I pe suprafaţa lor. Acesta este un exemplu al funcţiei de “control de calitate” pe care îl are RE. Moleculele CMH pliate incorect nu sunt transportate la nivelul membranei, ci rãmân în cisternele RE şi sunt degradate. Absenţa β-2 m determinã plierea greşitã şi degradarea catenei mari. Controlul de calitate este mediat de un set de proteine chaperone, care se asociazã reversibil cu proteinele pliate incorect şi astfel permit “corectarea” greşelii de pliere.
La nivel membranar, complexul molecular este recunoscut de limfocitele Tc şi rezultatul interacţiunii este liza celulei ţintã.
Moleculele CMH I nu disting între peptidele self şi nonself. Peptidele asociate cu moleculele CMH I au fost izolate, fracţionate prin HPLC (high-performance liquid chromatography) şi secvenţiate. Fiecare celulã expune pe suprafaţ   ã, sute de peptide, cele mai multe fiind proteine citosolice autologe.
Asocierea moleculei CMH I cu un peptid nonself pe suprafaţa celulei,  semnificã necesitatea distrugerii celulei ţintã. Dovada în favoarea acestei ipoteze este adusã de faptul cã, in vivo, situsul de legare al moleculelor CMH I este ocupat de peptide self, adicã fragmente ale proteinelor proprii, pe care celulele le capteazã din spaţiul interstiţial sau le produc în proteasom şi le prezintã ca şi pe cele nonself.
Dupã disocierea peptidului, molecula CMH I “goalã” expusã la suprafaţa celulei, este instabilã.
Faptul cã situsul de legare al moleculelor CMH I este ocupat de peptide self, este în acord cu teoria supravegherii imune, conform cãreia, celulele killer şi limfocitele Tc controleazã permanent suprafaţa celulelor organismului, pentru a detecta eventuala apariţie a antigenelor tumorale sau virale. Celulele care exprimã pe suprafaţa lor molecule nonself, sunt eliminate prompt.
Deoarece celulele prelucreazã şi prezintã continuu molecule proprii, celulele sistemului imunitar sunt stimulate permanent. Limfocitele controleazã calitatea moleculelor CMH I şi detecteazã celulele ce prezintã molecule alterate sau molecule nonself.
Indivizii umani deficienţi ai moleculelor CMH I, nu par a avea o incidenţã crescutã a infecţiilor virale severe, ceea ce sugereazã existenţa şi a altor mecanisme de recunoaştere a moleculelor nonself, neasociate cu moleculele CMH I. 
	Fig. 61. Reprezentarea schematicã a moleculelor CD4 şi CD8.


Modelul recunoaşterii antigenuluide cãtre limfocitele T
    
Recunoaşterea antigenului de cãtre limfocitele T este mediatã în primul rând, de receptorul de antigen (RCT). Secvenţele hipervariabile ale lanţurilor α şi β formeazã regiunile determinante de comple-mentaritate (RDC 1 şi RDC 2). Buclele RDC 1 şi RDC 2 ale regiunilor variabile (V) α şi β ale RCT, interacţioneazã cu regiunea α helicalã a moleculei CMH, iar cele douã secvenţe RDC 3, interacţioneazã cu peptidul antigenic. 
Interacţiunea limfocitului cu celula prezentatoare de antigen este mediatã şi de alte molecule.
Limfocitele Tc prezintã pe suprafaţa lor, markerul CD8 şi recunosc antigenele asociate cu moleculele CMH I, iar limfocitele Th prezintã markerul CD4 şi recunosc antigenele asociate cu moleculele CMH II. Moleculele CD4 şi CD8 sunt proteine membranare, monomorfe, participante la recunoaşterea complexelor CMH-peptide, de pe suprafaţa celulelor ţintã. Domeniile lor extracelulare, prin secvenţa aminoacizilor, se aseamãnã cu domeniile imunoglobulinelor.
Molecula CD4 este monomericã şi este pliatã în 4 domenii extracelulare, omologe cu ale moleculei de Ig, stabilizate prin punţi S-S. 
CD8 este o proteinã dimericã, iar conformaţia sa spaţialã prezintã un domeniu asemãnãtor domeniului variabil al moleculei de imunoglobulinã.
În procesul recunoaşterii antigenului, molecula CD8 se asociazã cu domeniul constant α-3, al moleculei CMH clasa I, iar molecula CD4 se asociazã cu domeniile constante α-2 sau β-2 ale moleculei CMH clasa II-a.
Moleculele CD8 şi CD4 sunt importante nu numai pentru orientarea limfocitelor spre ţintele adecvate, dar au şi rol în transducerea semnalului, deoarece cozile lor citosolice leagã o tirozin-kinazã, cu rol esenţial în transmiterea semnalului activator al limfocitului T.
Receptorul de antigen al limfocitelor T recunoaşte fragmentele peptidice complexate cu moleculele CMH I sau II. Pentru fiecare organism, diversitatea moleculelor CMH este limitatã, dar ele leagã o largã varietate de peptide scurte (8-9 aminoacizi, pentru moleculele CMH I şi circa 14 aminoacizi, pentru moleculele CMH II). Deşi nu este o legare pe baza specificitãţii, interacţiunea peptidului antigenic cu moleculele CMH este caracterizatã de o afinitate înaltã, deoarece se stabileşte cu grupãrile NH2 şi COOH de la extremitatea peptidului, restul secvenţei de aminoacizi rãmânând disponibili pentru interacţiunea cu RCT. 
	Fig. 62. Diagrama domeniilor extracelulare ale moleculelor CMH clasa I (sus) şi clasa II (jos). Situsurile de legare ale celor douã clase de molecule au configuraţii tridimensionale asemãnãtoare şi sunt ocupate de peptidul rezident self sau nonself (dupã Roitt, 1993).


Deoarece moleculele CMH I şi II leagã peptide scurte, epitopii celulelor T sunt alcãtuiţi din secvenţe peptidice lineare, adicã configuraţia epitopilor nu este dependentã de conformaţia proteinei native. Deoarece epitopii recunoscuţi de limfocitele T sunt peptide scurte, rezultã cã prelucrarea proteoliticã a antigenelor este o etapã obligatorie, care precede interacţiunea lor cu limfocitele T.
 
Prezentarea antigenelor asociate cu moleculele CD1
 
Antigenele nepeptidice sunt prezentate celulelor T, prin alte mecanisme. Moleculele CD1 se aseamãnã structural cu moleculele CMH I. Ele prezintã antigenele în asociaţie cu domeniile hidrofobe, care formeazã cavitãţi, capabile sã lege antigenele lipidice şi glico-peptidice. În aceastã asociaţie, antigenele sunt recunoscute de limfocitele T. Se cunosc 4 izo-forme distincte de molecule CD1 (CD1a, -b, -c, -d), codificate de 5 gene situate pe cromosomul 1. Prezentarea antigenelor lipidice în asociaţie cu moleculele CD1 este sensibilã la agenţii de acidificare a endosomului (cloroquinã, concana-micinã A). Probabil, asocierea antigenelor lipidice cu cu CD1 se produce în compartimentul endo-somal acid.
Moleculele CD1 sunt impor-tante pentru reacţiile de apãrare anti-infecţioasã, pentru cã ele prezintã antigenele de micobacterii (acidul micolic, lipoarabinomananul), celulelor T.
Calea CD1 de prezentare a antigenelor se aseamãnã cu cãile de prezentare a antigenelor peptidice în asociaţie cu moleculele CMH I şi II. CD1 este asemãnãtoare din punct de vedere structural, cu moleculele CMH I, dar asocierea cu antigenul are loc în endosomul lipidic. Prezentarea antigenelor în asociaţie cu moleculele CD1 este consideratã ca o cale distinctã. 
  
Activarea limfocitelor T
 
	Fig. 63. Moleculele CMH regleazã rãspunsul imun. a. O celulã T citotoxicã (CD8) recunoaşte peptidul în asociaţie cu  o moleculã CMH clasa I, pe suprafaţa unei celule infectate cu un virus. 
b. O celulã T helper (CD4) recunoaşte peptidul antigenic asociat cu o moleculã CMH clasa II, pe suprafaţa unei celule prezentatoare de antigen (CPA). Epitopii antigenici sunt recunoscuţi de RCT, dar la procesul recunoaşterii participã şi moleculele CD8 şi respectiv CD4. CD8 recunoaşte domeniul α-3 al moleculei CMH I, iar CD4  se leagã de domeniile α-2-β-2 ale moleculei CMH II.


Cel puţin trei molecule distincte sau complexe moleculare, fizic independente, ale membranei au rol în transducerea eficientã a semnalului activator al celulei T, fiecare fiind asociatã cu o activitate enzimaticã relevantã:
- RCT1 α-β şi complexul CD3 (γ-δ-ε). Partea invariantã a RCT este asociatã cu tirozin-chinaza p59fyn;
- coreceptorii CD4 sau CD8, asociaţi cu tirozin-chinaza p56lck;
- CD45, cu activitate fosfatazicã tirozin-specificã.
Limfocitele T mature cu RCT α-β sunt CD4 sau CD8. Celulele TCD4 recunosc fragmentele peptidice legate de moleculele CMH II, iar celulele TCD8 recunosc fragmentele peptidice legate de moleculele CMH I. Aceastã specificitate a condus la sugestia cã molecula CD4 poate sã lege molecula CMH II, iar molecula CD8 leagã molecula CMH I, ambele având rol de coreceptori de antigen. 
	Fig. 64. a. Suprafamilia genelor care codificã imunoglobulinele şi diferite alte molecule cu rol în recunoaşterea intercelularã. Toate aceste molecule au o structurã asemãnãtoare. Familia moleculelor multigenice, cu rol în recunoaşterea antigenului cuprinde imunoglobulinele, RCT, moleculele CMH I şi II. 
b. Familia moleculelor monogenice cuprinde molecula Thy (exprimatã pe celulele T şi pe neuroni), receptorii de poli-Ig (transportã IgA prin epiteliul mucoaselor), N-CAM (o moleculã de aderenţã a neuronilor), CD4, CD8, precum şi alte proteine (o proteinã plasmaticã  umanã, o proteinã neurocitoplasmaticã) (dupã Roitt, 1997).


Coreceptorii CD4 şi CD8 sunt glicoproteine trans-membranare. Fiecare este aso-ciatã cu o moleculã de tirozin-kinazã specificã celulei T, p56lck. In procesul activãrii celulei T de cãtre antigen, coreceptorul trebuie sã se lege de aceiaşi moleculã CMH ca şi RCT, pentru transducerea optimã a semnalului. Inter-acţiunea faciliteazã transmi-terea semnalului activator cu o eficienţã de pânã la 300 de ori mai mare.
CD4 şi CD8 sunt mem-bre ale suprafamiliei imuno-globulinelor. Deşi ambele au rol de coreceptori şi se asociazã cu aceiaşi tirozin-kinazã (p56lck), nu au omologie structuralã.
Studiile de cristalografie cu raze X au arãtat cã domeniul extern al moleculei CD4 formeazã o protruzie pe faţa lateralã a moleculei, implicatã în legarea moleculei CMH II. 
Molecula CD8  este formatã din douã catene diferite (α şi β) şi are un singur domeniu de omologie cu molecula de Ig, la capãtul amino. Acesta este urmat de o secvenţã cu configuraţie nedefinitã şi cuprinde resturile de cisteinã care permit legarea moleculelor în dimeri funcţionali. Molecula CD8 are rol de coreceptor, participând la recunoaşterea antigenului, prin  asocierea cu domeniul α-3 al moleculei  CMH I. 
	Fig. 65. Diferite aranjamente ale RCT şi ale co-receptorilor sãi sunt determinate de izoformele lui CD45 exprimate pe celula T. Pe celulele neangajate, CD4, CD45 şi RCT migreazã independent pe suprafaţa celulei. Pe celulele T de memorie, cele trei molecule sunt asociate. Pe celulele Th2 clonate, o izoformã de CD45 cu gr. mol micã, se leagã de CD4, dar acest complex nu se asociazã cu RCT. Activarea optimã a celulei are loc în cazul în care cele trei molecule sunt asociate strâns pe suprafaţa limfocitului (dupã Janeway, 1997).


Coreceptorii se asociazã fizic cu RCT în timpul activãrii celulei T.
Molecula CD45 este o fosfatazã transmembranarã tirozin-specificã. Este un antigen leucocitar, prezent pe toate celulele de origine hematopoieticã, alcãtuit dintr-un domeniu extern variabil şi un domeniu citoplasmatic constant ce constã din douã subdomenii cu activitate fosfatazicã tirozin-specificã.
CD45 prezintã mai multe izoforme, care variazã cu tipul celular. Varia-bilitatea rezultã din clivarea alternativã a ARNm. Celulele T îşi schimbã izoforma de CD45 în timpul activãrii şi dupã activare. Pe limfocitele T neangajate, izoformele de CD45 sunt toate cu greutate molecularã mare, iar celulele T activate sau de memorie exprimã o variantã a CD45 cu greutate molecularã micã.
Izoformele distincte se asociazã în mod diferit cu celelalte componente ale complexului la  celulele neangajate şi la cele de memorie, modificând eficienţa transmiterii semnalului de activare.
Limfocitele TCD4 recunosc com-plexul molecular CMH II-epitop, expus la suprafaţa celulei prezentatoare de antigen (CPA) şi se activeazã. Limfocitul activat secretã IL-2, o interleuchinã esenţialã pentru expansiunea clonalã a limfocitelor TCD4 şi amplificarea rãspunsului imun. Amplificarea rãspunsului imun parcurge mai multe etape: 
	Fig. 66. Mecanismul activãrii celulei T.


- dupã legarea limfocitului TCD4 de CPA, ultima produce IL-1;
- stimuleazã limfocitul TCD4 sã producã IL-2. IL-2 acţioneazã stimulator asupra celulelor care o produc (buclã autocrinã) şi asupra limfocitelor învecinate, care au aceiaşi specificitate a receptorului de antigen (acţiune paracrinã), efectul fiind exprimarea intensã a receptorilor pentru IL-2 pe suprafaţa limfocitelor stimulate;
- limfocitele TCD4 activate de IL-2 prolifereazã şi genereazã o populaţie de celule imunoreactive, Th1 şi Th2, care la rândul lor, prin intermediul interleuchinelor pe care le secretã, au efecte activatoare asupra compartimentului imunitãţii celulare sau stimuleazã activarea şi proliferarea limfocitelor B specifice, în funcţie de natura antigenului.  
	Fig. 67. Amplificarea rãspunsului imun.


Pentru ca epitopii sã fie recunoscuţi, moleculele CMH trebuie sã expunã simultan pe suprafaţa celulei, un numãr mare de peptide nonself, pentru un interval suficient, astfel încât sã permitã limfocitelor T sã controleze calitatea moleculelor CMH ale fiecãrei celule.
Timpul de generaţie al unei celule T, dupã stimularea antigenicã poate fi de 4,5 ore, adicã într-o sãptãmânã, dintr-o singurã celulã T pot sã rezulte 1012 celule, ceea ce ar însemna dublarea numãrului de limfocite T în organism. O proteinã de dimensiuni medii, cu 2-10 epitopi, poate fi recunoscutã de 10-1000 celule neangajate, în funcţie de capacitatea moleculelor CMH de a prezenta epitopii peptidici. Consecutiv unei infecţii virale, numãrul celulelor CD8 cu specificitate faţã de antigenele virale, la şoarece poate sã creascã de 10 ori. 
Durata de viaţã a limfocitelor T este greu de evaluat, dar moartea lor prin apoptozã este declanşatã de IL-2 şi de antigen. Dupã stimularea ciclului celular sub acţiunea antigenului, limfocitele T devin foarte sensibile la apoptozã. Proliferarea celulelor T este stimulatã dupã ce IL-2 se fixeazã pe receptorul specific. Dupã unul sau câteva cicluri, limfocitele T în faza G1 sau S, devin foarte sensibile la apoptozã. Aşa se explicã moartea hibridoamelor T ca rãspuns la legarea încrucişatã a RCT.
Apoptoza celulelor T este declanşatã în douã situaţii: sub acţiunea stimulatoare a antigenului şi în absenţa limfochinelor. 
Rãspunsul celulelor T la antigen se desfãşoarã în douã faze, cu evenimente moleculare distincte: faza de activare şi cea de proliferare.
Faza de activare constã în inducerea genelor pentru sinteza IL-2 şi a receptorului de mare afinitate pentru IL-2. In aceastã fazã, apoptoza este practic absentã. Faza de proliferare a limfocitelor T este iniţiatã de fixarea IL-2 pe receptorul sãu. Dupã ce celulele T au parcurs unul sau câteva cicluri celulare şi intrã în faza G1 sau S, devin foarte sensibile la apoptozã. Factorul esenţial al apoptozei este IL-2.
Conceptul controlului feed-back al intensitãţii rãspunsului imun prin fenomenul apoptozei (reglarea propriocidã) s-a nãscut din nevoia de a explica acest nou rol al IL-2, care contrasteazã cu proprietãţile sale proliferative. Teoria afirmã cã IL-2 conferã celulelor T, sensibilitate la apoptozã. Gradul stimulãrii antigenice determinã inducerea apoptozei. Dupã încetarea stimulãrii antigenice, sinteza IL-2 şi a receptorului sãu scade. In absenţa IL-2, cu rol trofic pentru limfocitele T, se iniţiazã apoptoza pasivã. Invers, dacã celulele T intrate în ciclul diviziunii sunt intens stimulate de antigen, se produce apoptoza activã (indusã de antigen).
Apoptoza pasivã diminuã expansiunea populaţiei celulelor T, şi o adapteazã la intensitatea unui rãspuns fiziologic. Apoptoza activã este indusã numai de activarea RCT. Ca rezultat al acestor douã forme de apoptozã, rãspunsul feed-back eliminã celulele T dacã antigenul şi IL-2 sunt în exces sau în deficit. 
O parte a celulelor T poate sã scape morţii apoptotice pasive sau active şi sã devinã limfocite T de memorie, cu viaţã lungã.
   


1 Structura RCT a fost prezentatã Într-un capitol anterior.
 

SURSE DE GAMAGLOBULINE OMOGENE
 
Moleculele de anticorpi ale unui ser imun sunt foarte heterogene din punctul de vedere al specificitãţii lor de combinare cu epitopii antigenici inductori, deoarece, atât antigenele moleculare, dar în special cele corpusculare (virusuri, celule), prezintã o mare diversitate de epitopi. Chiar şi antigenele moleculare cele mai simple sunt mozaicuri de epitopi. Specificitatea de combinare a moleculelor de anticorpi corespunde epitopilor faţã de care s-au sintetizat.
Diversitatea uriaşã a specificitãţii de combinare a anticorpilor (evaluatã la 108-109) genereazã o heterogenitate biochimicã de acelaşi nivel, materializatã în variaţia secvenţei de aminoacizi, ceea ce a constituit un obstacol major în calea studiului lor prin metode analitice, deşi anticorpii se gãsesc totdeauna în sânge, cu excepţia cazurilor patologice de agamaglobulinemie. 
Analiza biochimicã a imunoglobulinelor a fost condiţionatã de existenţa unei surse omogene de molecule de anticorpi, cu o secvenţã identicã a aminoacizilor. Condiţia identitãţii secvenţei de aminoacizi este îndeplinitã de anticorpii care au aceiaşi specificitate de legare, nu faţã de un antigen, ci faţã de un singur epitop.
 
Proteine de mielom
  

Sursa naturalã de molecule de imunoglobulinã, omogene, identice din punct de vedere biochimic (monoclonale), este mielomul multiplu (plasmocitomul), o afecţiune tumoralã malignã, iniţiatã în mãduva osoasã şi rezultatã prin proliferarea unui plasmablast. 
Plasmocitomul produce molecule de imunoglobuline identice din punct de vedere biochimic şi al sarcinii electrice, denumite proteine de mielom, deoarece toate celulele tumorii sunt descendente ale unei singure celule producãtoare de anticorpi. Moleculele secretate de o tumorã de mielom se numesc proteine M (Mielom) sau paraproteine şi pot sã reprezinte pânã la 95% din totalul gamaglobulinelor plasmatice.
Tumorile de mielom apar spontan cu o frecvenţã micã la om, câine, cal, şobolan, şoarece sau se induc experimental la şoarecii liniilor inbred NZB şi BALB/c. Tumora este transplantabilã în serie.
Uneori, proteinele M au aceiaşi secvenţã de aminoacizi ca şi imunoglobulinele normale, dar adeseori, sinteza catenelor patologice este incompletã: lipsesc diferite secvenţe de aminoacizi, de diferite lungimi.
Rareori, proteinele de mielom îşi pãstreazã chiar proprietatea de a lega specific determinanţi antigenici cunoscuţi: de exemplu, 5% din proteinele M ale unei linii inbred de şoarece, leagã determinanţi antigenici ai suprafeţei celulelor bacteriene enterice, ceea ce sugereazã cã tumora îşi are originea în descendenţii limfocitelor B, care prolifereazã ca rãspuns la stimularea specificã cu antigene ale microbiotei enterice.
Tumorile de mielom, de cele mai multe ori, secretã molecule incomplete sau fragmente de molecule imunoglobulinice.
În celulele tumorilor de mielom, rata sintezei catenelor H şi L este dezechilibratã. De exemplu, mielomul Bence-Jones, sintetizeazã catenele L în mare exces. Proteinele Bence-Jones sunt dimeri de lanţuri L (k sau λ). Una din cele douã catene L are rolul catenei H şi participã la formarea situsului de legare. Molecula patologicã are activitate de anticorp faţã de unele componente tisulare sau faţã de antigene mici.
Mielomul lanţurilor grele γ sau μ,((sintetizeazã numai catenele H ale izotipurilor α iar mielomul macroglobulinemiei Waldenstrom sintetizeazã molecule de IgM. Majoritatea mieloamelor produc proteine Bence-Jones.
În laboratorul clinic, diagnosticul de mielom se pune dupã detectarea în ser, prin electroforezã, a unei cantitãţi mari de molecule ale unui izotip de imunoglobulinã (circa 50 mg/ml).
Proteinele de mielom precipitã la 50-60o, la pH 4-6, se redizolvã prin încãlzire la 80-90o şi reprecipitã prin rãcire.
La pacienţii cu mielom, în special la cei cu macroglobulinemie Waldenstrom, vâscozitatea sângelui creşte mult, datoritã cantitãţii excesive de proteine produse de mielom. Eliminarea proteinelor patologice se face prin procedeul plasmaferezei. Plasmafereza este tehnica de recoltare a unor volume mari de sânge, urmatã de reintroducerea în organism, a celulelor sanguine suspendate într-un înlocuitor de plasmã.
 
Surse artificiale de anticorpi monoclonali. Tehnologia hibridomului

Metoda clasicã de obţinere a anticorpilor necesari studiilor clinice şi de diagnostic, constã în stimularea repetatã, prin injectarea antigenului într-un organism cu reactivitate imunitarã optimã. Când titrul anticorpilor specifici este maxim, animalul este sângerat şi se obţine serul imun (antiserul), care este folosit în stare nativã sau este utilizat pentru purificarea anticorpilor. Metoda are câteva dezavantaje:
- cantitatea şi calitatea anticorpilor faţã de un antigen variazã de la un organism la altul şi chiar între sângerãrile succesive ale aceluiaşi animal;
- serul imun este un amestec foarte heterogen de molecule de anticorpi, chiar şi în cazul în care imunizarea se face cu un antigen cu grad 
înalt de puritate;
- oricât de simplu ca structurã molecularã, un antigen are mai mulţi epitopi care stimuleazã mai multe clone de limfocite, ce produc anticorpi cu specificitãţi şi afinitãţi diferite;
- antigenele înalt purificate conţin impuritãţi antigenice care induc sinteza anticorpilor specifici în cantitãţi disproporţionat de mari;
- chiar dupã purificare – proces costisitor – antiserurile conţin anticorpi cu afinitãţi diferite şi cu reactivitate încrucişatã.
Din aceste cauze, toate serurile imune sunt amestecuri de anticorpi policlonali, în cantitãţi variabile de la un organism la altul. Obţinerea unor cantitãţi mari de anticorpi cu specificitate de legare faţã de un epitop unic, prin metoda clasicã este imposibilã. 
Tehnologia modernã de obţinere a anticorpilor omogeni, denumitã hibridoma (hibrid + mieloma) a fost propusã de Köhler şi Milstein (1975), se bazeazã pe urmãtoarele principii metodologice şi teoretice:
1) Antigenul purificat se injecteazã animalelor de experienţã.
2) La momentul adecvat, din splinã sau din ganglionii limfatici, se separã limfocitele. Fiecare limfocit şi plasmocitele derivate sintetizeazã molecule omogene de anticorpi, cu specificitate unicã de combinare pentru un singur epitop, denumiţi anticorpi monoclonali (AMC).
3) Limfocitele B trãiesc puţin în afara organismului, iar plasmocitele care sintetizeazã cea mai mare cantitate de anticorpi, nu supravieţuiesc in vitro şi de aceea cultivarea sau clonarea lor nu este posibilã.
4) Celulele de mielom sunt nemuritoare, datoritã capacitãţii lor de a se menţine un timp nelimitat în culturã. Fuziunea lor cu limfocitele B in vitro, le conferã celor din urmã proprietatea de “nemurire”, rezultând o celulã hibridã(hibridom), care sintetizeazã şi secretã anticorpi monoclonali (AMC). AMC sunt consideraţi ca varianta in vitro a proteinelor de mielom, pentru cã în ambele cazuri, o clonã de limfocite prolifereazã şi secretã anticorpi cu o anumitã specificitate 
5) Hibridomul producãtor de anticorpi moşteneşte caracteristici atât de la limfocit – adicã secretã anticorpi cu specificitate faţã de un antigen, cât şi de la celula de mielom, adicã este nemuritor.
6) Celulele hibridoma pot fi clonate individual şi fiecare clonã produce anticorpi specifici faţã de un singur determinant antigenic. Ele pot fi menţinute indefinit prin pasaje in vivo sau prin cultivare in vitro. 
	Fig.91. Biotehnologia hibridomului de producere a anticorpilor monoclonali se bazeazã pe fuziunea limfocitului, cu celula tumoralã de mielom de şoarece. Antigenele membranare specifice ale celor douã celule, se distribuie în mozaic pe suprafaţa celulei fuzionate heterocarion.


Etapele obţinerii hibridomului
 
Metodologia obţinerii unei linii celulare hibride, nemuritoare, producãtoare de AMC, parcurge mai multe etape.
1. Obţinerea celulelor de mielom. Baza tehnologiei hibridomului a fost obţinerea unei linii celulare mutante de mielom, care nu secretã anticorpi şi este deficientã pentru hipoxantin-guanozin-fosfo-ribozil-transferazã (HGPRT).
Mielomul (plasmocitomul) este rezultatul diviziunilor necontrolate ale unui singur plasmablast sau ale unui precursor al sãu din linia limfocitarã B. Proliferarea necontrolatã este însoţitã de sinteza unor cantitãţi mari de molecule omogene de imunoglobulinã, cu proprietãţi biochimice uniforme. Moleculele sintetizate de tumorile de mielom se deosebesc de imunoglobulinele normale, prin aceea cã nu prezintã specificitate de legare cu antigenul. 
Tumorile de mielom apar spontan la multe mamifere, iar la om, 1% din tumori sunt mieloame. Tumorile de mielom se induc experimental la mai multe linii de şoarece (BALB/c şi NZB), dupã injectarea intraperitonealã a uleiurilor minerale, sau dupã implantarea materialelor plastice, care produc o reacţie inflamatorie cronicã. Tumorile apar dupã 120-130 de zile şi se pot menţine prin pasaje seriate la şoareci din aceiaşi linie inbred sau prin cultivare in vitro şi produc cantitãţi suficiente de imunoglobuline pentru analiza biochimicã. Nu s-au obţinut mieloame care sã sintetizeze anticorpi cu specificitate de legare faţã de un antigen.
Hibridoamele se obţin din linii speciale de mielom, care au douã particularitãţi mutaţionale:
- nu sintetizeazã propria moleculã de imunoglobulinã, astfel cã celula hibridã va produce exclusiv molecule de imunoglobulinã caracteristice limfocitului B normal;
- sunt deficiente pentru sinteza enzimei HGPRT, necesarã sintezei acizilor nucleici.
- Pentru hibridare sunt disponibile linii celulare de mielom de şoarece, de şobolan, de om, dar cea mai folositã este linia P3-X63-Ag8, izolatã de la linia BALB/c, cu urmãtoarele caracteristici:
– este HGPRT-;
- este tumorigenã pentru şoarece;
- are o frecvenţã relativ înaltã (1/105-106) de fuziune cu limfocitele de şoarece;
- nu sintetizeazã imunoglobulina proprie şi nu represeazã genele pentru sinteza imunoglobulinei în hibridom;
- are o eficienţã înaltã de clonare in vitro.
Deoarece sunt deficiente pentru sinteza enzimei HGPRT, celulele sale nu detoxificã efectul aminopterinei, care se adaugã în mediul de creştere. Aminopterina, un antagonist al reductazei acidului folic, blocheazã calea sintezei ADN prin inhibiţia sintezei purinelor (A, G) şi a timidinei. In mediul cu aminopterinã, celulele cu HGPRT- nu supravieţuiesc.
2. Imunizarea. Obţinerea unei populaţii mari de limfocite B, prin fenomenul expansiunii clonale, angajate în sinteza anticorpilor specifici faţã de un anumit epitop, se realizeazã prin imunizare. Antigenul stimuleazã mai multe clone de limfocite. Fiecare clonã de limfocite activate, sintetizeazã anticorpi specifici faţã de unul din epitopii antigenului. Procedura de imunizare (cantitatea de antigen, tipul de adjuvant, calea de administrare) este selectatã empiric. 
Cea mai bunã sursã de limfocite rãmâne splina de şoarece şi de şobolan, dar în special şoarecele BALB/c, pentru cã mielomul are aceiaşi origine şi prin hibridare se evitã incompatibilitatea CMH. Hibridoamele de şobolan, obţinute prin fuziunea limfocitelor splenice cu celule de mielom, sunt mai stabile şi anticorpii pe care îi sintetizeazã fixeazã complementul.
Cantitatea de antigen necesarã pentru imunizare depinde de imunogenitatea acestuia. Antigenele celulare bacteriene sau ale celulei eucariote sunt foarte imunogene. Antigenele solubile (polipeptide, glucide, hormoni) sunt slab antigenice. Imunogenitatea lor creşte dupã cuplarea cu hemocianinã de Limulus (KLH) sau cu albumina. Cea mai bunã imunizare se obţine prin injectare intravenoasã sau intraperitonealã repetatã, timp de câteva sãptãmâni sau luni, a antigenului slab imunogen.
Splina se recolteazã înainte de atingerea titrului maxim al anticorpilor serici. Blastele fuzioneazã mai uşor decât celulele în repaus. 
O alternativã a imunizãrii este stimularea limfocitelor in vitro, prin incubarea în prezenţa antigenului.
3. Fuziunea se realizeazã în scopul “imortalizãrii” celulelor producãtoare de anticorpi şi este esenţa biotehnologiei hibridomului. Scopul “imortalizãrii”este pãstrarea capacitãţii limfocitelor individuale de a secreta un singur tip de AMC, prin creşterea nelimitatã în timp, fãrã senescenţã, in vivo sau in vitro, ca o consecinţã a transformãrii, indusã cu celule de mielom. 
Limfocitele sau imortalizat pe trei cãi:
- prin fuziune cu celule tumorale de mielom
- prin infecţie cu un virus transformant ADN
- prin transfecţie cu ADN transformant din celulele maligne sau cu ADN al unui oncodnavirus.
Cea mai utilizatã metodã de “imortalizare” este aceea a fuziunii cu o celulã de mielom. Fuziunea limfocitelor viabile din splinã, obţinute prin dezagregare mecanicã, cu celulele de mielom HGPRT- se realizeazã prin amestecul lor în proporţie de 2-5 celule splenice/o celulã de mielom.
Procesul fuziunii este stimulat pe mai multe cãi, dar cel mai adesea se foloseşte PEG cu gr. mol. de 4000 D. Amestecul de celule se menţine 3 minute în 0,20-0,50 ml PEG 40%, la 370, pH 7,5-8,0. Frecvenţa fuziunii creşte sub acţiunea impulsurilor electrice scurte, de mare intensitate.
Numãrul şi varietatea hibridoamelor obţinute este mare, ceea ce impune selecţia celor producãtoare de anticorpi cu specificitatea doritã.
4. Selecţia celulelor de hibridom. Amestecul de fuziune conţine celule splenice şi celule de mielom nefuzionate, celule splenice fuzionate între ele, celule de mielom fuzionate între ele şi celule hibridom, rezultate prin fuziunea splenocitelor cu celule de mielom.
Selecţia are ca scop, separarea celulelor de hibridom şi eliminarea din amestec, a celorlalte tipuri celulare, nefuzionate sau fuzionate neutilizabile. In acest scop, amestecul de celule se cultivã pe mediul selectiv HAT (hipoxantinã-aminopterinã-timidinã), în care splenocitele nefuzionate şi fuzionaţii splenocit x splenocit mor în 1-2 sãptãmâni, copleşite fiind numeric de celulele de hibridom, care se divid la fiecare 17-24 de ore.
Mediul selectiv HAT permite supravieţuirea numai a fuzionaţilor mielom x splenocit şi este inhibitor pentru celulele de mielom, ca şi pentru fuzionaţii mielom x mielom. Acţiunea sa selectivã se bazeazã pe urmãtoarele condiţii experimentale:
a) Aminopterina din mediul HAT blocheazã sinteza purinelor (A, G) pe calea inozin-monofosfatului şi astfel blocheazã sinteza acizilor nucleici. In acest mediu, celulele HGPRT- devin dependente de surse externe de purine 
(A, G) şi de timidinã. Hipoxantina din mediul HAT poate fi convertitã la inozin-monofosfat, de cãtre enzima HGPRT şi se formeazã adenozin-monofosfat şi guanozin-monofosfat. Timidina poate fi fosforilatã la timidin-monofosfat şi timidin-trifosfat, de cãtre enzima TK. Ambele enzime (HGPRT şi TK) se gãsesc în splenocitele normale.
b) Celulele de mielom sunt HGPRT- şi pe mediul selectiv HAT nu supravieţuiesc nici celulele ca atare, nici fuzionaţii mielom-mielom. Pe acest mediu supravieţuiesc şi se divid indefinit, celulele de hibridom, deoarece sunt HGPRT+ (codificatã de genomul splenocitelor) şi sunt “nemuritoare”, calitate conferitã de celulele de mielom.
5. Clonarea. Clona este o populaţie de celule identice, genetic stabile, derivate din diviziunea unei singure celule. Clonarea se face prin diseminarea suspensiei celulare diluate, pe medii nutritive agarizate. Fiecare celulã de hibridom, prin diviziuni succesive, produce o colonie, adicã o clonã celularã. Operaţia de clonare se repetã pentru a garanta o descendenţã omogenã. Dintre sutele de hibridoame clonate, este necesarã selectarea celor cu capacitate de sintezã a anticorpilor specifici faţã de antigenul cu care s-a fãcut imunizarea. 
	Fig.92. Ilustrarea schematicã a etapelor producerii anticorpilor monoclonali (AMC). Animalele, de obicei şoareci, sunt imunizate cu un antigen (de exemplu, un microorganism care conţine 4 antigene de suprafaţã - a, b, c, d). Fiecare antigen conţine un numãr de epitopi, de exemplu molecula b conţine epitopii b, b’, b”. Serul animalelor imunizate este policlonal şi conţine anticorpi A, B, B’, B”, C, D. Prima treaptã în producerea AMC este obţinerea suspensiilor de celule B şi celule de mielom. In etapa urmãtoare, cele douã populaţii de celule (m şi s) sunt puse în amestec, în prezenţa PEG, ca agent de fuziune. Suspensia se repartizeazã în godeurile unei plãci pentru cultivarea celulelor, la o diluţie adecvatã astfel încât, fiecare godeu sã nu conţinã mai mult decât o celulã hibridã. Celulele se cultivã în mediu HAT pentru a inhiba creşterea celulelor de mieloma nefuzionate. Celulele splenice nefuzionate nu se divid şi mor dupã câteva zile. In procesul de selecţie mor şi fuzionaţii s - s şi m - m. Supravieţuiesc şi prolifereazã fuzionaţii am, bm, b’m, dm şi xm. Clonarea se repetã. Hibridoamele se cultivã şi se determinã specificitatea anticorpilor sintetizaţi. Cele care sintetizeazã anticorpi cu specificitatea necesarã se propagã în recipiente mai mari în care se obţin 1-10 μl/ml. Celulele pot fi injectate în cavitatea peritonealã de şoarece, unde se multiplicã sub forma ascitei şi produc 1 mg/ml anticorpi specifici.


Hibridoamele producãtoare de anticorpi cu specificitatea doritã, se cultivã in vitro, în culturi cu perfuzie continuã cu mediu proaspãt sau în bioreactoare cu capacitate mare.
Cea mai simplã tehnicã este a cultivãrii in vivo şi constã în inocularea intraperitonealã a circa 2 x 106 celule hibridoma, la organisme ale aceleaşi linii genetice (pentru evitarea fenomenului de incompatibilitate CMH). Hibridomul se dezvoltã intraabdominal şi lichidul de ascitã care o însoţeşte, conţine anticorpi în proporţie de 50% din totalul proteinelor sale.
Randamentul producerii AMC in vivo este de 100-1000 de ori mai mare decât in vitro. Anticorpii din lichidul ascitic se purificã prin fracţionare cu sulfat de amoniu sau prin metoda cromatografiei cu schimb de ioni. 
 
Avantajele biotehnologiei hibridomului
 
Producerea AMC prin tehnologia hibridomului are un avantaj net faţã de metoda convenţionalã a obţinerii serului imun, deoarece se pot obţine anticorpi specifici produşi de câte un hibridom, pentru fiecare epitop al unui antigen natural. Clonarea individualã a fiecãrui hibridom, creeazã condiţii ca fiecare clonã celularã sã secrete anticorpi cu specificitate unicã faţã de un singur epitop al unui antigen.
Celulele de hibridom prolifereazã rapid, ceea ce scurteazã timpul necesar obţinerii AMC.
Hibridoamele produc cantitãţi foarte mari de anticorpi, ce depãşesc de câteva ori concentraţia anticorpilor din serul animalelor imunizate.
Clonele de hibridom se menţin indefinit prin cultivare in vitro sau in vivo. 
Hibridomul oferã posibilitatea obţinerii AMC marcaţi, prin adãugarea precursorilor marcaţi radioactiv (marcare internã). Anticorpii marcaţi in situ (în timpul sintezei) oferã un avantaj net în raport cu anticorpii marcaţi dupã purificare (marcare externã). Marcarea externã cu I125 implicã purificarea imunoglobulinelor din antiserul convenţional, dar presupune modificarea chimicã şi denaturarea parţialã, cu pierderea proporţionalã a specificitãţii de legare.
Pentru marcarea internã se folosesc elemente radioactive cu perioada de înjumãtãţire mai lungã decât a I125 : C14, S35, H3. Marcajul radioactiv intern este net superior celui cu peroxidazã şi feritinã, utilizat în tehnicile convenţionale.
Tehnologia hibridomului este un model experimental care poate fi extins şi la alte categorii de celule care sintetizeazã substanţe utile (interferon, insulinã). Obţinerea unor hibrizi dintre celula de mielom de şoarece şi un limfocit normal, de la aceiaşi specie, în scopul producerii AMC, a introdus un concept nou în biologia molecularã - conceptul imortalizãrii funcţiilor specifice diferenţiate. 

Aplicaţii practice ale AMC
 
AMC reprezintã un reactiv imunochimic bine definit şi de aceea, rezultatele obţinute prin utilizarea lor sunt reproductibile.
AMC se folosesc ca reactivi de mare specificitate în cercetare, în diagnosticul clinic, în farmacologie pentru profilaxia şi terapia unor infecţii la om şi animale, în tehnicile de biochimie analiticã pentru purificarea unor molecule.
În domeniul cercetãrii imunocitochimice*, AMC sunt reactivi cu înaltã specificitate, utilizaţi pentru identificarea unor proteine care se gãsesc în cantitãţi foarte mici. De exemplu, AMC marcaţi cu fluoresceinã permit evidenţierea moleculelor membranare, inaccesibile investigaţiei cu metodele clasice. AMC au fost markeri eficienţi pentru identificarea diferitelor subpopulaţii de limfocite T şi B, a antigenelor membranare ale celulelor seriei mieloide şi monocitare. Sistemul CD (cluster differentiation) este definit în întregime pe baza utilizãrii AMC şi cuprinde acum peste 200 de markeri de suprafaţã. AMC cu specificitate CD se folosesc pentru a detecta apariţia sau absenţa populaţiilor celulare în timpul stimulãrii antigenice. 
	Fig. 93 Structura fluoresceinei.


Datoritã specificitãţii lor de legare, AMC se folosesc pentru a evidenţia diferenţele antigenice minore între diferite variante moleculare. Astfel sau identificat variaţiile compoziţiei în aminoacizi ale spiculelor glicoproteice, consecutive driftului antigenic la virusul influenza A.
AMC se folosesc pentru identificarea moleculelor neurotransmiţãtoare, a receptorilor sinaptici şi a enzimelor de biosintezã. S-au obţinut AMC faţã de receptorul de acetilcolinã, dar dificultãţile sunt mari pentru cã neurotransmiţãtorii sunt antigene slabe.
În diagnosticul serologic, serurile imune obţinute prin metoda clasicã au avut adeseori inconvenientul major al lipsei reproductibilitãţii rezultatelor. AMC se folosesc ca reactivi de mare specificitate pentru diagnosticul rabiei pe secţiunile de ţesut nervos al animalelor infectate,
Anticorpul este marcat cu o moleculã generatoare de semnal (de exemplu, un fluorocrom, o enzimã producãtoare de culoare prin acţiunea sa asupra substratului specific, ori o particulã metalicã). Sensibilitatea metodei, adicã puterea semnalului poate fi mãritã prin creşterea raportului dintre molecula indicator (anticorpul marcat) şi antigen. Imunocitochimia necesitã producerea anticorpilor specifici şi tratamentul adecvat al ţesuturilor, adicã fixarea şi histoprepararea pentru a favoriza interacţiunea optimã între reactiv şi molecula ţintã a hepatitelor virale B, C, D, a infecţiei cu HIV (prin determinarea prezenţei antigenelor în ser) şi a unor infecţii bacteriene. Pentru diagnostic se folosesc anticorpi marcaţi cu fluoresceinã sau metodele ELISA sau RIA.
AMC se folosesc pentru diagnosticul neoplaziilor, pe baza evidenţierii antigenelor specific-tumorale. În acest scop se utilizeazã AMC marcaţi cu izotopi radioactivi, cu specificitate faţã de CEA, AFP etc. 
AMC se folosesc pentru detectarea hormonilor polipeptidici: TSH, FSH, HCG. Hormonii sunt molecule cu un numãr mic de epitopi. Subunitãţile α ale diferiţilor hormoni sunt foarte asemãnãtoare, dar diferã în special prin catenele β. Existã AMC specifici pentru ambele subunitãţi şi AMC care recunosc epitopii conformaţionali ai moleculei native.
AMC se folosesc în farmacologie. In scop profilactic se fac imunizãri pasive faţã de infecţiile bacteriene care nu beneficiazã de preparate vaccinale şi sunt rezistente la antibiotice: Pseudomonas, Clostridium.
În scop terapeutic, AMC se folosesc pentru tratamentul rabiei, pentru neutralizarea endotoxinelor (LPS) produse de infecţiile cu bacterii Gram negative, consecutive arsurilor. Septicemiile sunt cauzate de o largã varietate de bacterii Gram negative, toate având în comun lipidul A în structura chimicã a LPS. Pentru tratamentul majoritãţii infecţiilor bacteriene se utilizeazã antibiotice, la un preţ de cost inferior în raport cu AMC.
AMC se folosesc în controlul fertilitãţii: AMC anti-HCG şi anti-zona pelucida sunt folosiţi pentru imunizarea pasivã a femeilor fertile.
Speranţa utilizãrii AMC în tratamentul tumorilor s-a nãruit. Una din cauze este cã majoritatea tumorilor umane îşi au originea în celulele epiteliale ale colonului, sânului, plãmânului şi prostatei, iar oncogenele activate codificã proteine intracelulare, inaccesibile terapiei cu AMC. Frecvenţa acestor tumori nu creşte la persoanele imunosupresate, ceea ce este un argument în favoarea codificãrii antigenelor intracelulare, inaccesibile sistemului imunitar. Chimioterapia oferã mult mai multe şanse de succes, la un preţ de cost inferior. 
În sistemul hematopoietic şi imunitar, AMC se folosesc pentru a distruge toate populaţiile celulare, cu excepţia celulelor stem, cu scopul eliminãrii celulelor malignizate şi a precursorilor ei care poartã oncogena activatã.
AMC se folosesc pentru neutralizarea nivelelor toxice ale unor medicamente (digoxina).
AMC se folosesc ca agenţi imunosupresori. Receptorilor de grefã li se administreazã AMC specifici faţã de complexul antigenic membranar CD3, în cazurile în care imunosupresia chimicã (cu ciclosporinã) nu reuşeşte.
În maladiile autoimune, AMC se administreazã pentru a realiza o imunosupresie parţialã, care sã permitã apãrarea faţã de infecţiile cu agenţi oportunişti.
AMC se folosesc pentru producerea imunotoxinelor (conjugate AMC-medicamente). Medicamentele utilizate sunt agenţi citotoxici, care, prin intermediul situsului de legare a AMC, sunt destinate sã se lege specific de celulele ţintã(de exemplu, celulele maligne). In acest scop sunt necesari AMC cu o afinitate înaltã a specificitãţii de legare faţã de antigene specific tumorale. AMC se cupleazã cu toxine (diftericã, ricinã, abrinã), cu medicamente citostatice sau cu radionuclizi.
AMC se folosesc în tehnicile de biochimie analiticã, în scopul purificãrii proteinelor, sub forma coloanelor de afinitate imunoabsorbante. AMC sunt imobilizaţi pe suporturi în coloane solide (imunosorbenţi), prin care este trecut amestecul de proteine. In coloanã sunt reţinute specific, moleculele care se leagã cu AMC. Astfel se purificã proteine care se gãsesc în amestec, în concentraţii foarte mici (IFN). 


*Imunocitochimia este o tehnicã de laborator care permite identificarea vizualã a moleculelor ţintã în ţesuturi şi celule, prin interacţiunea specificã a anticorpilor marcaţi, cu antigenul.
 

MECANISME DE APÃRARE ANTIINFECŢIOASÃ
  

Sistemul imunitar a evoluat şi s-a complexat structural şi funcţional, în condiţiile presiunii selective permanente pe care o exercitã agenţii infecţioşi, ce tind sã invadeze, sã colonizeze şi sã se multiplice în ţesuturi. Structura sistemului imunitar este o reflectare directã a interacţiunilor sale cu diversitatea agenţilor infecţioşi care-l stimuleazã. Cele douã forţe opozante s-au modelat reciproc, într-un conflict constant. Gazdele care nu neutralizeazã agentul infecţios sunt sortite morţii, iar cele care supravieţuiesc sunt mai bine adaptate sã reziste infecţiilor ulterioare. 
Problema heterogenitãţii antigenice a virusurilor şi bacteriilor patogene este importantã nu numai din punct de vedere teoretic, ci este esenţialã pentru aspectul practic al vaccinãrii, deoarece existã riscul stimulãrii rãspunsului imun fãrã eficienţã protectoare. Consecinţa stimulãrii unui rãspuns imun ineficient poate fi agravarea maladiei infecţioase sau chiar activarea mecanismelor patogenitãţii autoimune.
Evaluarea imunogenitãţii moleculelor structurilor suprafeţei virusurilor şi bacteriilor este dificilã, deoarece o moleculã în soluţie poate avea o altã configuraţie a epitopilor decât în ansamblul structural nativ. Diferenţa derivã din raporturile sale spaţiale cu moleculele vecine, pe suprafaţa agentului infecţios. Din aceastã cauzã, rãspunsul imun al organismului, la stimularea cu un agent patogen, rãmâne un domeniu de studiu practic nelimitat. O altã complicaţie este consecinţa faptului cã specificitatea antigenicã a unor molecule este, uneori, variabilã de la o tulpinã la alta, atât la virusuri cât şi la bacterii. Rãspunsul imun trebuie sã contracareze nu numai diversitatea antigenelor la care este expus, ci trebuie sã gãseascã soluţia de rãspuns, pentru variaţia biochimicã a unei structuri, la diferite tulpini de microorganisme.

RÃSPUNSUL IMUN SPECIFIC ANTIINFECŢIOS

Rãspunsul imun antibacterian şi antiviral are atât o componentã humoralã cât şi una celularã. Prevalenţa unuia sau altuia dintre cele douã compartimente este diferitã în funcţie de natura agentului infecţios. De cele mai multe ori, predominã rãspunsul imun mediat humoral, iar în cazuri mai rare (de exemplu, infecţia cu M. tuberculosis sau cu M. leprae) este preponderent rãspunsul imun mediat celular. 
Rãspunsul imun faţã de diferite antigene ale agenţilor patogeni are grade variate de protecţie antiinfecţioasã, în funcţie de natura agentului, de gradul sãu de virulenţã şi de natura rãspunsului imun pe care-l iniţiazã. Uneori, rãspunsul imun antiinfecţios este puţin benefic pentru gazdã sau este chiar detrimental, din diferite cauze:
- rãspunsul imun este orientat faţã de componente moleculare neesenţiale ale agentului infecţios. Stimularea antigenicã activeazã un rãspuns imun ineficient. Anticorpii nu au efect neutralizant al infecţiozitãţii, pentru cã structurile de care se leagã specific nu constituie situsuri critice ale agentului patogen (de exemplu, anticorpii antiflagelari, care in vitro determinã aglutinarea, in vivo au o eficienţã mai scãzutã, limitatã la imobilizarea celulelor bacteriene);
- rãspunsul imun poate produce leziuni mai puternice şi mai extinse decât însuşi agentul infecţios. Infecţia propriu-zisã produce leziuni minime, dar activarea imunitãţii mediate celular amplificã leziunile tisulare şi grãbeşte evoluţia procesului infecţios (de exemplu, leziunile consecutive infecţiei cu virusul corio-meningitei limfocitare la şoarece şi liza hepatocitelor infectate cu virusul hepatiei B umane).
Componentele structurale antigenice ale unui agent infecţios, care stimuleazã un rãspuns imun protector se numesc situsuri critice sau structuri imunodominante.
Un rãspuns imun eficient (protector) trebuie sã aibã ca rezultat final, lezarea structurii peretelui bacterian, fungic sau a învelişului viral, prin acţiunea combinatã a anticorpilor şi a proteinelor complementului. 
Structura antigenicã a celulei bacteriene
Multe molecule bacteriene moduleazã activitatea sistemului imunitar, având ori un efect stimulator (adjuvant), ori diminuã reactivitatea imunitarã. Ele modificã rãspunsul celulelor imunitare competente, prin mecanisme de semnalizare. De aceea se numesc molecule imunomodulatoare. Efectele lor realizeazã un echilibru complex între mecanismele de recunoaştere şi neutralizare a antigenelor şi virulenţa bacterianã. Imunomodulatorii pot avea efecte asupra limfocitelor T, B şi asupra macrofagelor, similare cu cele produse de citochine.
Imunomodulatorii cu activitate mitogenicã, induc activarea policlonalã a limfocitelor T şi B, care se deosebeşte de activarea specificã. Rezultatul este sinteza anticorpilor cu specificitãţi multiple, dintre care, o fracţie sunt specifici faţã de agentul infecţios. Deşi fãrã specificitate, sinteza rapidã a anticorpilor poate fi suficientã pentru stoparea infecţiei.
Moleculele imunomodulatoare modificã nu numai reactivitatea imunitarã, ci şi mobilitatea celulelor, în special a fagocitelor (de exemplu, pot inhiba migrarea macrofagelor din focarul inflamator). Dacã moleculele imunomodulatoare persistã în ţesuturi, stimuleazã cronic sistemul imunitar, cu efecte patologice autoimune, cea mai cunoscutã fiind artrita de adjuvant.
Multe molecule imunomodulatoare de origine bacterianã au efecte mai generale, care se extind asupra altor sisteme: ele produc febrã, influenţeazã sistemul de coagulare sanguinã, concentraţia ionilor, a Fe etc.
Moleculele bacteriene cu rol imunomodulator sunt localizate pe suprafaţa celulei. Ele sunt polimeri ai învelişului, dar şi molecule excretate, cu efect toxic. Pe de altã parte, eficienţa rãspunsului imun antibacterian, depinde de raportul dintre reactivitatea sistemului imunitar şi mecanismele de autoprotecţie ale bacteriei, menite sã devieze rãspunsul imun.
Din punct de vedere antigenic, bacteriile interacţioneazã cu gazda prin modalitãţi diverse. La o extremitate sunt cele lipsite de atributul invazivitãţii, care produc cantitãţi mici de toxine, iar la cealaltã, sunt bacteriile care cresc cu o ratã înaltã în ţesuturi sau în sânge şi produc septicemii. Unele bacterii prezintã determinanţi antigenici asemãnãtori ca structurã chimicã, moleculelor self ale organismului gazdã. Rãspunsul imun specific va fi absent ori nesemnificativ, sau efectorii imunitari dau reacţii încrucişate cu moleculele self. Alteori, suprafaţa bacterianã posedã determinanţi antigenici de naturã proteicã sau polizaharidicã, inductori ai rãspunsului imun.
Cele mai semnificative structuri bacteriene din punct de vedere antigenic sunt cele parietale: peptidoglicanul din peretele Gram pozitiv şi Gram negativ, peptidoglicolipidele din peretele complex al micobacteriilor şi structurile parietale ale spirochetelor. Toate tipurile structurale de perete conţin mureinã (peptidoglican), dar se deosebesc prin alte numeroase componente chimice cu semnificaţie antigenicã.
Unitatea minimã a peptidoglicanului care pãstreazã activitatea imunostimulatoare este N-acetil-muramil-L-alanina-D-izoglutamina (muramil dipeptid- MDP). Atât componenta glucidicã cât şi aminoacizii MDP au funcţie imunomodulatoare.
A II-a clasã de polimeri imunomodulatori sunt acizii teichoici şi lipoteichoici ai bacteriilor Gram pozitive.
Proteinele de suprafaţã asociate peretelui celular au, uneori, semnificaţie antigenicã. Cea mai cunoscutã este proteina M de la Str. pyogenes (grup A), care conferã specificitate de tip. S-au identificat peste 80 de variante antigenice, cu rol de factor de virulenţã.
Componentele antigenice esenţiale ale membranei externe a bacteriilor Gram negative sunt lipopolizaharidele (LPS), a cãror specificitate este conferitã  de polizaharidul O, o structurã imunodominantã care cuprinde pânã la 40 de unitãţi glucidice. Numeroasele variaţii structurale ale catenei glucidice determinã existenţa unui numãr corespunzãtor de variante antigenice bacteriene. LPS este componentul principal al bacteriilor Gram negative, activator al rãspunsului imun înãscut, prin componentul sãu lipidic. Termenii “LPS” şi “endotoxinã” sunt frecvent utilizaţi cu acelaşi sens. LPS trebuie sã desemneze moleculele purificate, iar termenul de “endotoxinã” semnificã LPS şi proteinele asociate din membrana externã, eliberate din suprafaţa celulei. 
LPS sunt molecule amfifile, ceea ce condiţioneazã interacţiunea lor cu celulele organismului. Ele au o regiune hidrofobã, capabilã sã stabileascã legãturi cu lipidele membranare şi o parte hidrofilã, care poate rãmâne în faza apoasã. O primã modalitate de interacţiune este cea directã, dintre molecula amfifilã şi suprafaţa celulei. Molecula LPS poate fi inseratã în membrana celulei, prin jumãtatea hidrofobã sau se leagã de receptorii membranari prin jumãtatea  hidrofilã. 
A II-a modalitate de interacţiune a moleculei LPS cu celulele este indirectã, mediatã de proteina care leagã (binding) LPS (LBP). Molecula de LPS este recunoscutã şi legatã de o glicoproteinã plasmaticã de 60 kD, din categoria proteinelor de fazã acutã. Este sintetizatã de hepatocite şi are un situs de legare pentru lipidul A.
Polizaharidele capsulare ale unor bacterii patogene Gram pozitive şi negative, libere în supernatant sau legate de perete, sunt foarte imunogene dacã conţin lipide sau proteine terminale. Variaţia lor biochimicã derivã nu numai din schimbarea ordinii unitãţilor glucidice componente, ci, în primul rând, din posibilitatea legãrii monozaharidelor de oricare din cei 6 atomi ai hexozei adiacente. Diferenţele de secvenţã a monozaharidelor genereazã determinanţi antigenici care nu reacţioneazã încrucişat cu anticorpii specifici faţã de un alt determinant cu aceiaşi compoziţie.
Toxinele de naturã proteicã sunt imunogene şi stimuleazã rãspunsul imun cu efect protector.
Peretele celular al micobacteriilor este foarte rezistent la acţiunea factorilor litici. In alcãtuirea sa intrã glicolipide, formate din resturi de acid micolic, legaţi covalent de resturile de arabino-galactan (lipoarabinogalactan) şi arabinomanan (lipoarabinomanan). Complexul glicolipidic se leagã de peptidoglican, prin punţi fosfat.
Membrana externã a spirochetelor este bogatã în lipide şi lipopeptide, stimulatoare ale rãspunsului imun şi ale reacţiilor de hipersensibilitate.  
Bacteriile toxigene, lipsite de invazivitate (C. diphteriae, C. tetani, clostridiile enterice) stimuleazã rãspunsul imun humoral antitoxic.  
Bacteriile invazive determinã infecţii regionale sau generalizate (sistemice). Majoritatea se multiplicã în spaţiile extracelulare, unele au localizare facultativ intracelularã, iar altele sunt obligat intracelulare.
Bacterii cu localizare extracelularã Bacterii facultativ intracelulare,  Bacterii obligat intracelulare 
	Streptococcus sp 
	Mycobacterium tuberculosis
	Rickettsia

	Staphylococcus sp 
	M. leprae
	 Chlamydia 

	Neisseria sp 
	 Brucella sp.
	 

	Escherichia coli 
	 Listeria monocytogenes
	 

	Klebsiella sp. 
	 Yersinia sp.
	 

	Proteus sp. 
	 Salmonella typhi
	 

	Pseudomonas sp.
	 S. paratyphi
	 

	Bacteroides fragilis 
	Treponema pallidum
	 

	Haemophilus influenzae
	 
	 

	Actinomyces sp.
	 
	 


 

Bacteriile cu localizare extracelularã induc un rãspuns imun mediat humoral. Activarea limfocitelor B este rezultatul cooperãrilor celulare macrofag-limfocit B-limfocit Th. In focarul de inflamaţie, bacteriile cu localizare extracelularã determinã formarea abcesului, în care predominã polimorfonuclearele
Bacteriile cu localizare intracelularã induc, preponderent, un rãspuns imun mediat celular. Persistenţa lor în celulele fagocitare are ca rezultat final, formarea granulomului. Cele mai tipice pentru natura lor imunitarã sunt granuloamele care se formeazã în infecţiile cu M. tuberculosis şi cu M. leprae. 
 
Mecanisme prin care microorganismele evitã apãrarea gazdei
 
Infecţiozitatea microorganismelor patogene este dependentã de capacitatea lor de a coloniza ţesuturile gazdei şi de a contracara mecanismele de apãrare ale gazdei. Capacitatea de variaţie rapidã a moleculelor de suprafaţã este o trãsãturã evolutivã comunã în tot spectrul patogenilor. Se cunosc exemple de bacterii patogene care au elaborat mecanisme ce permit variaţia antigenicã rapidã şi eficientã. Moleculele de suprafaţã prezintã regiuni bine conservate, ancorate în membranã, dar nu sunt niciodatã expuse contactului cu sistemul imunitar al gazdei. Rata înaltã de mutaţie produce un numãr mare de variante antigenice. Astfel, în patogeneza gonoreii şi meningitei, cauzate de Neisseria sp, rolul fimbriilor este esenţial pentru ataşarea de celulele epiteliale. Moleculele de fimbrilinã evidenţiazã secvenţe constante, semivariabile şi hipervariabile. Regiunile hipervariabile determinã antigenitatea acestor structuri şi tropismul faţã de celulele epiteliale ale tractului urogenital uman. N. meningitidis este capsulatã şi numai fimbriile proeminã dincolo de limitele stratului polizaharidic. De aceea, pierderea fimbriilor inhibã proprietatea de aderenţã.    
Polizaharidul capsular este repelent pentru fagocite, deoarece celulele fagocitare nu au receptori pentru polizaharidele capsulare. Uneori, acestea sunt asemãnãtoare oligozaharidelor din moleculele glicoproteice proprii organismului, ceea ce explicã slaba lor imunogenitate. Tulpinile variante, necapsulate sunt mai puţin virulente, dar au avantajul cã nu sunt recunoscute de anticorpii specifici faţã de antigenele capsulare. Absenţa capsulei, la Haemophilus influenzae, conferã celulei o capacitate sporitã de a se ataşa şi de a invada celulele epiteliale ale gazdei.
La Str. pyogenes s-au identificat peste 80 de serotipuri diferite, ce rezultã din mutaţiile punctiforme ale genei ce codificã proteina M, componentã a peretelui celular.
LPS protejeazã fizic celula bacterianã de acţiunea complementului şi a fagocitelor, constituind un strat protector, iar diversitatea glucidelor din oligozaharidul terminal, conferã o variaţie antigenicã extrem de largã. La. S. typhimurium s-au identificat peste 2000 de variante antigenice, cu tot atâtea specificitãţi serologice. 
La spirocheta Borrelia hermsii (agentul febrei recurente, caracterizatã prin crize febrile, separate de intervale asimptomatice), episoadele febrile semnificã apariţia şi multiplicarea unei noi variante antigenice. Antigenul variant  este o proteinã abundentã a membranei externe (VMP = variable 
major protein).
Unul dintre cele mai bine studiate exemple de variaţie antigenicã şi rolul ei în infecţie, este al   tripanosomelor africane care produc boala somnului. 
T. brucei produce o parazitemie, care creşte şi descreşte, deoarece genereazã subpopulaţii care sunt variante antigenice ale unei glicoproteine specifice (VSG – variant-specific glycoprotein) a suprafeţei celulei. Undele de parazitemie constituie trãsãtura principalã a infecţiei cronice, care persistã pânã când individul tratat se vindecã, ori netratat, moare. In stadiile terminale, agentul patogen invadeazã alte ţesuturi şi capacitatea de apãrare este depãşitã.
În cursul infecţiei, numãrul mare de paraziţi, dã naştere la o subpopulaţie care poartã o VSG modificatã biochimic şi antigenic, ce scapã controlului imediat al rãspunsului imun. Ulterior, aceastã variantã nouã este recunoscutã de sistemul imunitar, dar generarea rapidã a noilor VSG împiedicã eliminarea infecţiei. Capacitatea parazitului de a se comuta la diferite VSG duce la epuizarea forţelor de apãrare ale gazdei în fazele terminale ale bolii.
Infecţia cu Plasmodium falciparum este persistentã, recurentã şi se caracterizeazã printr-un tablou foarte variabil al manifestãrilor clinice. Imunitatea specificã se dezvoltã lent şi numai dupã infecţii ample şi repetate, se consolideazã un rãspuns imun protector faţã de infecţia severã, dar este o imunitate incompletã şi incapabilã sã sterilizeze organismul. In ariile geografice cu o ratã înaltã de transmitere a parazitului, apar complicaţii severe, cu mortalitate crescutã, la copiii sub 5 ani. Copiii care depãşesc 5 ani, au imunitate adecvatã pentru a controla infecţia. Starea de protecţie persistã tot restul vieţii, în condiţiile inoculãrii continue a sporozoiţilor de la ţânţarii infectaţi. Rãspunsul imun faţã de antigenele parazitului este mediat de anticorpi (IgG). La pacienţii cu SIDA (care exacerbeazã dramatic evoluţia tuberculozei sau infecţiile oportuniste), malaria nu are o evoluţie mai severã,  ceea se înseamnã cã sinteza IgG este independentã de celulele T. Eritrocitele infectate sunt ingerate de macrofage, independent de IFN.
Diversitatea antigenicã a tulpinilor de Plasmodium este argumentatã de miniepidemiile de malarie severã, care apar în zonele endemice mari. Tulpinile mai virulente au proprietãţi antigenice şi de citoaderenţã modificate. Diferenţele proprietãţilor de aderenţã produc manifestãri severe, inclusiv malarie cerebralã, iar modificãrile de antigenitate permit parazitului sã persiste şi sã producã infecţii repetate. 
Moleculele de suprafaţã ale eritrocitelor infectate cu P. falciparum prezintã variaţie antigenicã, ceea ce condiţioneazã citoaderenţa. Aderenţa eritrocitelor infectate, de ţesutul cerebral, renal sau hepatic, este cauza malariei severe. Generarea continuã a diferitelor populaţii variante antigenice de paraziţi, cu diferite specificitãţi de aderenţã, este cauza infecţiilor persistente caracterizate prin unde de parazitemie şi manifestãri clinice specifice malariei.
Diversitatea fenotipicã corespunzãtoare variaţiei antigenice este o strategie foarte eficientã pentru adaptarea la presiunea selectivã pe care o exercitã efectorii rãspunsului imun şi la diversitatea de particularitãţi structurale şi funcţionale ale ţesuturilor gazdei. Mecanismele de variaţie sunt deosebit de importante pentru succesul diseminãrii unei infecţii în populaţia gazdã.

 RÃSPUNSUL IMUN ÎN INFECŢIILE VIRALE
 
Infecţiile virale constituie, încã, o cauzã majorã a morbiditãţii şi mortalitãţii, deşi vaccinarea a redus incidenţa infecţiilor severe (polio, oreion, rujeolã, rubeolã) şi a eradicat variola. Cunoaşterea mecanismelor rãspunsului imun antiviral este importantã pentru evaluarea problemelor clinice de fond (de exemplu, dinamica rãspunsului imun) şi pentru cãutarea unor noi metode de obţinere a vaccinurilor.
Interacţiunea virusurilor cu organismele, este modulatã de sistemele de apãrare înãscute şi dobândite. Pentru a se perpetua într-o populaţie, virusul trebuie sã fie virulent, dar suficient de flexibil în modularea virulenţei, pentru a se pãstra în populaţia sensibilã. In perspectivã evolutivã, interacţiunea virusului cu organismul sensibil trebuie sã confere superioritate virusului. Dacã este prea virulent şi nu poate fi controlat de imunitatea gazdei, rezultatul poate fi moartea şi în final dispariţia gazdei. Dacã este lipsit de virulenţã, virusul va fi eliminat prea rapid de sistemul imunitar al gazdei şi poate sã disparã prin incapacitatea de a se perpetua.
Adeseori, virulenţa viralã este diminuatã prin mutaţie şi în acelaşi timp se selecteazã gazde mai bine adaptate imunitar, rezultând un echilibru fluctuant, în care coexistã atât gazda cât şi virusul.
Proteinele virale, componente ale capsidei şi peplosului, sunt imunogene şi induc un rãspuns imun intens în organismul infectat. Rãspunsul imun antiviral este orientat atât faţã de antigenele exprimate pe suprafaţa virionilor, cât şi faţã de antigenele prezentate pe suprafaţa celulei infectate.
Antigenele expuse pe suprafaţa celulei infectate, diferã în funcţie de natura virusului (nud sau acoperit) şi de mecanismul maturãrii virionilor. Celulele infectate cu virusuri nude (adeno-, reo-, enterovirusuri) expun pe suprafaţa lor proteine virale asociate cu moleculele CMH I, iar cele infectate cu virusuri învelite, în special cu virusuri care se matureazã prin înmugurire la nivelul membranei, expun glicoproteinele peplosului, inserate în arii limitate ale membranei. In ambele cazuri, celula infectatã devine ţinta mecanismelor de recunoaştere imunitarã.
Antigenele expuse pe suprafaţa virionului sau a celulei infectate, stimulatoare ale rãspunsului imun, se numesc antigene protectoare. Antigenele intrinseci ale virionului, au rol protector nesemnificativ, deoarece nu vin în contact cu sistemul imunitar, decât în cazul în care se sintetizeazã în exces şi se eliminã din celula infectatã.
Antigenele virale libere sau asociate virionului, stimuleazã rãspunsul imun humoral, iar cele prezentate pe suprafaţa celulelor infectate, stimuleazã rãspunsul imun celular. 
Activarea unuia sau altuia dintre compartimentele imunitãţii, depinde de mai mulţi factori: de tipul de infecţie (primarã sau secundarã), de rezultatul interacţiunii virus-celulã (lizã sau infecţie persistentã) etc.
Virusurile care produc infecţii acute, determinã o competiţie între replicarea viralã şi efectorii rãspunsului imun. Rezultatul este însãnãtoşirea sau moartea gazdei.
Pentru virusurile care produc infecţii cronice, scara de timp este mai lungã. Virionii sau antigenele virale din sânge sau din alte fluide, determinã formarea complexelor Ag-Ac, cu manifestãri patologice secundare. Alteori, anticorpii antivirali şi celulele T activate, pot produce leziuni ale celulelor infectate. Majoritatea manifestãrilor clinice care însoţesc infecţiile virale cronice, sunt consecinţa rãspunsului imun al gazdei, stimulat de antigenele virale.

Rãspunsul imun primar
 
Mecanismele de apãrare nespecificã (interferonul, acţiunea celulelor NK, rãspunsul mucociliar) pot influenţa rezultatul infecţiei.
Dupã infecţia viralã primarã sau dupã administrarea vaccinului inactivat, se stimuleazã rãspunsul imun mediat celular(citotoxic) şi humoral. Rãspunsul humoral, cu sinteza anticorpilor, are o dinamicã lentã. In stadiul acut al infecţiei, titrul anticorpilor specifici este abia detectabil, dar atinge valoarea maximã la 2-4 sãptãmâni şi persistã sãptãmâni sau luni, în funcţie de gazdã, virus etc. Pentru virusul febrei galbene şi cel rujeolic, nivelul detectabil al anticorpilor persistã tot restul vieţii.
Dupã infecţia primarã sau dupã vaccinarea cu preparatul viral atenuat sau inactivat, se sintetizeazã anticorpi din clasele IgM, IgA şi IgG. Sinteza anticorpilor este indusã de marea majoritate a virusurilor, dar rolul protector al imunoglobulinelor este variabil de la un virus la altul, în funcţie de sediul multiplicãrii, care la rândul sãu condiţioneazã manifestãrile patologice ale infecţiei.
În funcţie de mecanismul patogenezei, se disting trei tipuri de virusuri:
- virusurile care infecteazã mucoasele tractului respirator şi digestiv şi rãmân la poarta de intrare: rinovirusuri, influenza, parainfluenza, virusul respirator sinciţial, enterovirusuri;
- virusuri care infecteazã şi se multiplicã la nivelul mucoaselor, iar ulterior se disemineazã pe cale sanguinã, limfaticã sau axonalã, pentru a infecta viscerele sau sistemul nervos central: virusul poliomielitei, rujeolic, al oreionului, herpes simplex, pox, virusul hepatitei A;
- virusuri inoculate direct în sânge, prin muşcãturã, înţepãturã, prin traume, iar de aici se rãspândesc la organele ţintã: HIV, virusul hepatitei B, virusul rabic, virusurile encefalitogene(alfa- şi flavivirusuri).

Rolul anticorpilor în imunitatea antiviralã
 
Cei mai importanţi anticorpi cu rol protector antiviral sunt cei care au specificitate de combinare faţã de epitopii critici ai suprafeţei virionilor. Legarea anticorpilor cu virionul se face dupã modelul complementaritãţii spaţiale între epitopii antigenelor suprafeţei virale şi situsul de combinare al anticorpilor. Efectul principal al interacţiunii anticorpilor cu particulele virale, în faza fluidã, este neutralizarea, adicã pierderea infecţiozitãţii virionilor. Pentru producerea efectului neutralizant, este necesarã legarea mai multor molecule de anticorpi, care trebuie sã recunoascã o structurã esenţialã a virionului, denumitã situs critic. De exemplu, fagii din seria T-par au un singur situs critic şi infecţiozitatea lor este anulatã de legarea anticorpilor specifici la nivelul fibrelor cozii. Virionul gripal are situsuri critice multiple: anticorpii anti-HA sunt neutralizanţi, cei specifici anti-NA au efect neutralizant minim, iar anticorpii anti-proteinã M sunt total ineficienţi.
La adenovirusuri, situsurile critice sunt capsomerele hexonice şi fibra pentonicã. Anticorpii specifici faţã de aceste structuri sunt neutralizanţi, iar anticorpii anti-penton nu diminuã infecţiozitatea. Pentru HIV, situsul critic este zona prin care virionul se ataşeazã de moleculele CD4 ale limfocitului Th. Anticorpii specifici faţã de situsul de legare al virusului Epstein-Barr de receptorul pentru C3b al limfocitului B, au efect neutralizant.
Moleculele de anticorpi legate pe suprafaţa virionului învelit formeazã complexe, care, in vivo sau in vitro, iniţiazã fixarea complementului. Rezultatul final este liza virionilor înveliţi.
Un alt efect al interacţiunii anticorpilor cu virionii, in vitro, este agregarea. Fenomenul este dependent de un prag limitã a densitãţii virionilor/unitate de volum. Agregarea virionilor este însoţitã de diminuarea infecţiozitãţii, deoarece chiar în cazul unui mare exces al moleculelor de anticorpi, unele particule virale din interiorul agregatului, rãmân în afara contactului cu anticorpii neutralizanţi şi îşi pãstreazã infecţiozitatea, denumitã infecţiozitate rezidualã sau persistentã. Agregarea viralã fiind dependentã de un prag al densitãţii virionilor, este un fenomen care se manifestã numai in vitro. In vivo nu se realizeazã niciodatã o densitate limitã a virionilor care sã producã acest efect.
Anticorpii antivirali ce se  sintetizeazã în cursul rãspunsului imun primar, au energie micã (afinitate) de legare cu situsurile antigenice ale virionilor şi se disociazã uşor, lãsând o infecţiozitate rezidualã. Alteori, moleculele de anticorpi nu acoperã situsurile critice ale virionilor, care condiţioneazã iniţierea procesului infecţios.
Efectul protector al anticorpilor circulanţi este demonstrat pentru infecţiile cu fazã viremicã, având o contribuţie esenţialã la încheierea procesului infecţios.
Anticorpii reduc încãrcãtura de virus şi diminuã infecţiozitatea viralã, consecinţa fiind scãderea numãrului de celule infectate, uşurând astfel sarcina celulelor Tc de a elimina celulele infectate.
În cursul infecţiei secundare, anticorpii se sintetizeazã rapid, la titru înalt. 
Anticorpii se folosesc pentru profilaxia şi terapia infecţiilor virale. Imunizarea pasivã cu ser imun, diminuã riscul infecţiei virale şi se foloseşte în tratamentul infecţiilor stabilizate.
Protecţia mucoaselor. La nivelul mucoaselor, imunitatea antiviralã este dependentã, în primul rând de IgA. Sinteza localã de anticorpi (în special IgA) dupã stimularea viralã este relativ independentã de rãspunsul imun sistemic. Anticorpii sintetizaţi la nivelul mucoaselor au efect protector, în absenţa anticorpilor sistemici. Anticorpii din secreţiile mucoaselor îndeplinesc douã funcţii majore faţã de agenţii patogeni virali: excluderea imunã şi neutralizarea infecţiozitãţii virale. 
Excluderea imunã este un mecanism protector foarte important la nivelul mucoasei respiratorii şi pare a fi dependent nu numai de imunoglobuline, ci şi de stratul de mucus care acoperã epiteliul. Absenţa activitãţii ciliare este asociatã cu infecţii severe ale tractului superior, sugerând importanţa barierei mucoase. sIgA neutralizeazã infecţiozitatea virionilor, iar secreţia mucoasã este în primul rând o barierã mecanicã ce blocheazã adsorbţia virionilor pe membrana celulelor epiteliale.
IgA din secreţii are rol esenţial în rezistenţa la reinfecţia cu virusurile care se multiplicã exclusiv în celulele epiteliale ale mucoaselor digestive şi respiratorii. Vaccinarea oralã cu virus polio inactivat are ca scop stimularea imunitãţii mucoasei. Dacã au titru crescut, anticorpii serici (IgM) difuzeazã în mucoase. Nu se ştie în ce mãsurã anticorpii din secreţii sau din sânge protejeazã epiteliul tractului respirator inferior. 
	Fig. 94. Mecanismele protectoare ale mucoasei tractului respirator, faţã de infecţia viralã. Dupã inoculare, particulele virale sunt neutralizate (1) de anticorpi, care ajung la suprafaţa mucoasei prin transport transepitelial (IgA polimeric), prin difuzie (IgG) sau prin administrare artificialã (picãturã spray, aerosol). Alt mecanism este “excluderea imunã” (2) şi se produce când particulele virale sunt legate de anticorpi, incluse în mucus şi îndepãrtate prin activitate mucociliarã. Anticorpii pot difuza prin mucus pentru a neutraliza virusul progen şi particulele care trec prin stratul de mucus. Neutralizarea viralã poate sã se producã intracelular (3), în timpul transportului intracelular al IgA polimeric. La suprafaţa bazolateralã a celulelor epiteliale infectate, IgG se poate fixa specific de proteinele membranare codificate de virus şi mediazã liza celulei (4) dupã fixarea complementului sau prin fenomenul ADCC. Celulele infectate de virus pot  fi lizate sub acţiunea limfocitelor Tc specifice. Liza celulelor epiteliale uşureazã trecerea efectorilor imunitari în ambele direcţii (dupã Weltzin, 1999). 


În tractul respirator inferior, în secreţia mucoasã, se gãsesc concentraţii mari de IgA şi IgG. Anticorpii ajung în secreţii, în mare parte, prin difuzia printre celule sau prin ruperi ale epiteliului.
Deşi vaccinurile gripale se administreazã parenteral, este clar cã anticorpii din secreţii (sIgA) au rol major în protecţia antiinfecţioasã. sIgA conferã o mai bunã protecţie încrucişatã faţã de variante antigenice rezultate prin drift antigenic, comparativ cu IgG circulant.
Pentru antigenele virale expuse pe suprafaţa celulelor infectate, studiile in vitro au evidenţiat cã anticorpii antivirali şi complementul se leagã specific şi pot sã producã citoliza.
Complementul poate acoperi complexul Ag-Ac, blocând eventualii receptori disponibili. Complexele sunt fagocitate de celule care au receptori pentru C3.
Complementul poate liza virionii înveliţi. Retravirusurile sunt lizate de complement, chiar în absenţa anticorpilor. Complementul pare sã aibã rol în faza timpurie a infecţiei, când titrul anticorpilor este foarte scãzut şi au afinitate micã.
Proteinele complementului sunt importante ca mecanism efector humoral faţã de infecţiile bacteriene, dar rezistenţa celor cu deficit al complementului, faţã de infecţiile virale este normalã.
Imunizarea pasivã a mucoasei respiratorii poate fi folositã în scop profilactic sau terapuetic. Are avantajul cã efectul protector este imediat, iar efectele colaterale sunt rare. Anticorpii sunt mai eficienţi faţã de infecţiile virale, când se administreazã profilactic. Anticorpii administraţi prin imunizare pasivã, în secreţiile tractului respirator, pot sã previnã, sã diminueze sau sã vindece infecţile virale. Imunizãrile s-au fãcut în special cu IgG pentru cã este mai uşor de obţinut. IgA are avantajul de a fi polimeric şi teoretic, are activitate aglutinantã superioarã faţã de IgG şi pentru cã nu fixeazã complementul, probabil nu stimuleazã reacţiile inflamatorii. Are o perioadã de activitate mai lungã, deoarece componenta secretoare (CS) îl protejeazã de acţiunea proteazelor.
În concluzie, imunitatea mediatã humoral reprezintã modalitatea tacticã, de neutralizare a virusurilor în faza extracelularã.
Anticorpii se sintetizeazã în rãspunsul imun primar şi secundar antiviral, dar activitatea lor protectoare este neesenţialã pentru controlul multor infecţii primare sau secundare. Copiii cu agamaglobulinemie înãscutã de tip Bruton, nu au sensibilitate crescutã faţã de infecţiile virale, cu excepţia meningitei enterovirale, produsã de echovirusurile 9 sau 11. Anticorpii sunt activi faţã de antigenele virale din umorile organismului, dar nu penetreazã în celulele infectate.
 
Imunitatea antiviralã mediatã celular
 
În ciclul infecţios al multor virusuri, antigenele sunt expuse târziu pe suprafaţa celulei. In aceste cazuri, rolul protector al anticorpilor  este secundar. 
Imunitatea mediatã celular (IMC) constituie mecanismul major al apãrãrii specifice antivirale. Dupã infecţia primarã sau dupã administrarea vaccinului viral atenuat, se activeazã rãspunsul celulelor Tc, care are activitate maximã la 7-10 zile şi scade la 2-3 sãptãmâni dupã infecţie.
Pentru controlul infecţiei virale, celulele Tc sunt esenţiale. La pacienţii cu sindrom Di George (cu aplazie timicã congenitalã), la pacienţii SIDA, la cei leucemici sau la cei supuşi terapiei imunosupresoare prelungite, frecvenţa şi severitatea infecţiilor virale cresc semnificativ.
 Rolul IMC în protecţia antiviralã este elocvent în cazul infecţiei cu virusul rujeolic. La copiii normali, infecţia produce erupţia tegumentarã caracteristicã şi ulterior virusul este eliminat. La copiii cu deficienţã a celulelor T, boala este adeseori fatalã. Manifestãrile eruptive sunt mediate de celulele T şi la copiii imunosupresaţi nu se produc. Apariţia erupţiei este indicatorul evoluţiei favorabile. La copiii agamaglobulinemici, erupţia se produce şi evoluţia infecţiei este nealteratã de absenţa anticorpilor. Se instaleazã imunitatea de memorie.
 IMC precede sinteza anticorpilor în toate infecţiile virale, dar în special în cazul infecţiilor citolitice în care virusul se multiplicã rapid. IMC are rol important în apãrarea faţã de infecţiile virale primare, deoarece se activeazã într-un timp scurt şi rãspunde nevoilor de apãrare rapidã faţã de infecţiile virale, înainte de edificarea rãspunsului imun mediat humoral. In focarul inflamator indus de infecţia viralã se acumuleazã celule efectoare ale IMC, care ating valoarea maximã la douã zile de la începutul replicãrii virale. IMC se activeazã dupã ce virusul a pãtruns în celulã şi aceasta expune pe suprafaţa ei, antigene virale. Efectul sãu este liza celulelor infectate şi are rolul de a limita diseminarea virusului în mediul extracelular. Liza celulelelor infectate cu virusuri citocide este protectoare numai dacã se produce rapid, înainte de asamblarea virionilor progeni. Liza tardivã are efect opus, deoarece favorizeazã diseminarea virusului. Pentru virusurile care produc infecţii persistente, citoliza timpurie sau tardivã are efect protector.
	Fig. 95. Controlul infecţiilor virale citocide şi necitocide de cãtre celulele Tc. Liza celulei infectate poate sã se producã în faza de eclipsã, înainte de asamblarea virionilor maturi sau în faza de mijloc, când numai o parte a virionilor s-a asamblat. In ambele cazuri, liza este protectoare faţã de infecţia cu virusuri citocide şi necitocide. In contrast, liza relativ târzie în timpul ciclului de replicare viralã este protectoare numai faţã de virusurile necitocide. Dacã celulele Tc nu produc liza, celulele infectate pot sã supravieţuiascã şi sã elibereze virioni infecţioşi perioade lungi de timp. In cazul infecţiei citocide, liza tardivã nu diminuã diseminarea virusului, deoarece asamblarea s-a încheiat şi virionii vor fi eliberaţi prin citoliza produsã de efectorii imunitar (dupã Kagi, 1996).


IMC constituie modalitatea strategicã de protecţie antiviralã, al cãrei efect este liza celulei înainte de încheierea ciclului de replicare viralã.
Efectorii imunitãţii mediate celular detecteazã celulele a cãror suprafaţã este modificatã din punct de vedere antigenic (celule infectate cu virus, celule transformate malign, celule îmbãtrânite sau celule nonself).
Orice proteinã structuralã a virionului sau existentã numai în celula infectatã (proteinã nestructuralã) poate fi prelucratã de celulele  infectate sau de celulele accesorii ale rãspunsului imun. Moleculele nonself prelucrate sunt asociate cu moleculele CMH I (sau CMH II) şi sunt expuse pe suprafaţa celulei. Complexele moleculare devin ţinte pentru acţiunea limfocitelor Tc. Celula infectatã este lizatã sub acţiunea factorilor litici eliberaţi de limfocitul Tc. Celulele Tc   recunosc orice proteinã viralã, structuralã sau nestructuralã, asociatã cu moleculele CMH.
Limfocitele Tc activate sunt specifice faţã de virusul infectant. De exemplu, limfocitele Tc sensibilizate faţã de virusul variolei, lizeazã numai celulele infectate cu acest virus. Nu lizeazã celulele normale şi nici  celule alogenice infectate cu virusul variolei.
Zinckernagel şi Doherty (1974) au demonstrat experimental specificitatea acţiunii limfocitelor faţã de antigenele virale, dar şi fenomenul de limitare (restricţie) a interacţiunilor celulei efectoare cu celula ţintã, de identitatea moleculelor CMH. Celulele care prezintã antigenul şi cele care îl recunosc trebuie sã fie histocompatibile, adicã sã poarte pe suprafaţa lor, molecule CMH I şi II identice.
În infecţia secundarã, rãspunsul celulelor Tc este rapid, mediat de celulele Tc de memorie. Celulele de memorie pot sã persiste în absenţa antigenului specific, probabil datoritã stimulãrii sporadice nespecifice, de citochinele eliberate local în timpul reacţiilor faţã de antigenele neînrudite.
Celulele NK nu au specificitate faţã de antigen şi nu produc memorie imunitarã. Celulele NK se activeazã rapid şi la 2-3 zile dupã infecţie ating activitatea maximã, dupã care diminuã rapid. Deficienţele pentru celulele NK sunt rare, dar sunt însoţite de infecţii severe cu virusul varicela zoster, cu virusul citomegalic, herpes simplex virus 1.
Mecanismul interacţiunii celulei NK cu celula infectatã nu se cunoaşte. Celulele NK lizeazã celulele care au pierdut moleculele CMH şi astfel au devenit anormale. Activitatea celulelor NK este stimulatã de interferon.
Celulele infectate cu virusuri pot fi lizate prin fenomenul ADCC (antibody dependent cell citoxicity), prin acţiunea limfocitelor Tc sau NK. Ele lizeazã celulele tapetate cu anticorpi.
Fagocitele mononucleare (monocitul sanguin, macrofagul tisular, celula dendriticã) au rol important pentru eliminarea virusului dintr-un proces infecţios. Fagocitele mononucleare fagociteazã virionii inoculaţi prin înţepãturã. Macrofagele au şi activitate ADCC. 
Mecanisme prin care celulele infectate evitã efectorii rãspunsului imun
În mediul extern, virusurile sunt instabile, datoritã sensibilitãţii la factorii de mediu. De aceea, pentru a se perpetua într-o populaţie de organisme sensibile, virusul trebuie sã rãmânã cât mai mult în gazda infectatã, ori sã se transmitã cât mai eficient de la o gazdã la alta. Pe de altã parte, efectorii rãspunsului imun humoral şi celular nu sunt totdeauna eficienţi în recunoaşterea şi eliminarea celulelor infectate cu virus, iar virusul eliberat din celulã, trebuie sã evite contactul cu efectorii rãspunsului imun.
În majoritatea infecţiilor persistente, virusurile infecteazã celulele sistemului imunitar: virusul hepatitei B, papovavirus, herpes, virusul Epstein-Barr, virusul citomegalic, rubela, rujeola, oreion, influenza, parainfluenza, HTLV I, II, HIV, diminuând potenţialul reactiv al imunitãţii. 
O celulã infectatã care expune pe suprafaţa ei un numãr mic de situsuri antigenice poate sã scape lizei, deoarece situsurile antigenice distanţate nu permit legarea celor douã situsuri de combinare ale moleculei de anticorp, necesarã activãrii complementului. Celulele infectate persistent exprimã o cantitate limitatã de antigene virale pe suprafaţa lor, comparativ cu celulele în care ciclul de replicare viralã este litic. Acesta pare a fi mecanismul de supravieţuire a celulelor infectate cu virusul coriomeningitei limfocitare (LCM), cu virusul rujeolei sau cu virusul hepatitei B.
Antigenele virusului hepatitei B se sintetizeazã în mare exces şi se eliminã din hepatocite, sub forma unor particule fãrã genom. Se considerã cã excesul cantitativ de antigene virale determinã fenomenul de toleranţã imunitarã.
Celulele infectate persistent manifestã fenomenul de fluctuaţie cantitativã a antigenului viral, expus pe suprafaţa lor. Celulele infectate cu virusul rujeolic trec succesiv prin cicluri de dispariţie şi reapariţie a antigenelor virale, asociate membranei citoplasmatice, în timp ce moleculele normale ale celulei nu au variaţii cantitative semnificative. Fenomenul se numeşte modulaţie antigenicã.
Anticorpii necitolitici pot masca antigenele virale expuse la suprafaţa celulei, devenind astfel inaccesibile celulelor efectoare litice (limfocite Tc, NK).
Uneori, virusurile infecteazã celule care nu exprimã molecule CMH I. Neuronii exprimã puţin sau de loc moleculele CMH I şi reprezintã un situs preferenţial al persistenţei virale. Herpesvirusurile infecteazã latent neuronii, iar virusul rujeolic, virusul LCM şi alfavirusurile pot infecta aceste celule.
Adenovirusurile codificã o proteinã de 19 kD, care se asociazã cu moleculele CMH I şi blocheazã transportul lor spre suprafaţa celulei şi astfel celula infectatã care nu exprimã molecule CMH I nu este recunoscutã de limfocitele T.
Virusul influenza evitã efectul neutralizant al anticorpilor specifici, prin rata înaltã de mutaţie a ARN-polimerazei, generând noi variante biochimice ale hemaglutininei (HA) şi într-o mãsurã limitatã, ale neuraminidazei (NA). Noile variante antigenice ale HA şi NA trebuie sã-şi pãstreze funcţia, adicã virionul trebuie sã fie infecţios, dar scapã detectãrii de anticorpii preexistenţi. Fenomenul variaţiei antigenice limitate se numeşte drift antigenic. 
Shiftul antigenic corespunde unei noi variante genetice a virusului influenza şi este rezultatul unei reasortãri a genomului, care are loc cel mai probabil la pãsãri, unde se produce co-infecţia cu un virus uman (ce infecteazã rareori pãsãrile) şi cu o linie de virus aviar.
Virusurile contracareazã acţiunea citochinelor. Virusurile sunt atât inductori ai sintezei interferonilor (IFN), cât şi ţinta principalã a acţiunii lor. Un virus care induce sinteza IFN şi este foarte sensibil la acţiunea sa inhibitorie nu se poate propaga. Evoluţia a favorizat virusurile care contracareazã efectele inhibitorii ale IFN asupra ciclului de replicare viralã. Virusurile cu virulenţã înaltã, inhibã sinteza ARN celular şi sinteza proteinelor (efect de întrerupere), ceea ce interferã cu capacitatea celulei de a produce IFN şi de a rãspunde la acţiunea lui.
Multe virusuri sunt rezistente la acţiunea IFN. Unele dezoxiribovirusuri codificã proteine ce inhibã cãile majore de transducere a semnalelor induse de IFN. De exemplu, proteina E1 a β sau γ. Poxvirusurile codificã((adenovirusurilor inhibã semnalul indus de IFN α sinteza unor receptori solubili pentru citochine (pentru TNF şi IL-1), denumiţi virochine. 
          
TIPURILE DE IMUNITATE DOBÂNDITÃ 
(ADAPTATIVÃ)
  
Homeostazia organismului uman şi animal este asiguratã de sisteme complexe de apãrare, ale cãror particularitãţi funcţionale au fost definite în primul rând, în raport cu modul de acţiune faţã de agenţii infecţioşi. Organismele dispun de douã categorii de mecanisme de apãrare:
- mecanisme de apãrare specificã, reprezentate de sistemul imunitar;
- mecanisme de apãrare nespecificã sau înãscutã, adicã cele care asigurã rezistenţa sau imunitatea naturalã.
Prin imunitate “naturalã” sau înãscutã se înţelege rezistenţa unui organism faţã de un agent infecţios sau faţã de un parazit, în absenţa unui rãspuns imun evident.
Cele douã sisteme de apãrare, specificã şi nespecificã, se condiţioneazã reciproc. Nu se poate evalua gradul în care mecanismele de rezistenţã naturalã sunt influenţate dupã expunerea la contactul cu agenţii infecţioşi, dar rãspunsul imun detectabil sau chiar subliminal produce modificãri ale stãrii de activitate a sistemului fagocitar mononuclear şi a celulelor killer.
Mecanismele de apãrare antiinfecţioasã sunt atât specifice (adaptative, dobândite) cât şi nespecifice (înãscute).
Imunitatea dobânditã are un caracter specific şi se defineşte ca o stare de rezistenţã antiinfecţioasã, cu caracter individual, condiţionatã de contactul anterior al organismului, într-un proces infecţios natural, cu agentul infecţios virulent, cu toxinele sale native sau cu agentul atenuat şi anatoxinele sale administrate ca vaccin. Imunitatea dobânditã, denumitã şi inductibilã, este relativã, în sensul cã, deşi în general este foarte solidã, poate fi învinsã prin agresiunea exercitatã de o cantitate mare de agenţi infecţioşi sau de infecţia cu o tulpinã deosebit de virulentã.
În funcţie de originea şi modul de instalare, imunitatea dobânditã este de douã tipuri: dobânditã pe cale naturalã şi pe cale artificialã. In ambele cazuri, imunitatea poate fi dobânditã atât activ, prin rãspunsul imun la stimulul antigenic, cât şi pasiv, prin transferul de anticorpi exogeni.
Imunitatea dobânditã natural activ se instaleazã dupã trecerea organismului printr-o stare de infecţie aparentã (decelabilã clinic) sau inaparentã. Durata stãrii de imunitate este variabilã. Trecerea prin unele infecţii asigurã o protecţie specificã pentru tot restul vieţii (rujeola, variola, varicela, oreionul). Alte infecţii (difteria, scarlatina, tusea convulsivã etc.) conferã o protecţie mai puţin solidã, astfel încât la o nouã expunere(dupã câţiva ani), organismul poate face din nou boala într-o formã mai uşoarã decât prima îmbolnãvire.
Imunitatea dobânditã natural pasiv este rezultatul transferului transplacentar şi prin secreţia lactatã, al anticorpilor de la mamã la fãt. Aceastã formã de imunitate este variabilã din punct de vedere cantitativ şi calitativ, în funcţie de complexitatea structuralã a barierei placentare şi diversitatea antigenelor la care a fost expus organismul matern. Trecerea imunoglobulinelor prin filtrul placentar depinde de structura placentei, adicã de numãrul de straturi celulare ce se interpun între circulaţia maternã şi cea fetalã. Tranzitul anticorpilor este restrictiv la speciile de bovine, cabaline, porcine, canine, care au placentã de tip epiteliocorial, cu 4 straturi tisulare: endoteliul capilar matern, epiteliul corionic, ţesutul conjunctiv fetal, endoteliul capilar fetal. Nou-nãscutul este protejat de imunoglobulinele din colostru. In primele 24 de ore, aparatul gastrointestinal este imatur din punct de vedere funcţional şi digestia proteicã nu are loc. Imunoglobulinele din colostru rãmân intacte şi sunt transportate în mediul intern prin celulele epiteliului intestinal. Transferul placentar al imunoglobulinelor este foarte intens la speciile cu placentã hemocorialã (om, maimuţe, rozãtoare), la care stratul endoteliului capilar matern lipseşte şi sângele matern scaldã ţesutul placentar fetal. Nou-nãscutul uman primeşte anticorpi materni şi dupã naştere, prin colostrul bogat în imunoglobuline, provenite din circulaţia maternã.
Imunitatea dobânditã natural şi pasiv asigurã noului nãscut o stare de nereceptivitate faţã de agenţii infecţioşi pentru care organismul matern este imun. Aceastã imunitate scade treptat dupã naştere, pe mãsura catabolismului anticorpilor de origine maternã, astfel încât, dupã o perioadã de 3-6 luni copilul devine sensibil faţã de agenţii infecţioşi. Imunitatea transplacentarã explicã raritatea maladiilor infecţioase la copii, în primele luni de viaţã. 
Imunitatea dobânditã artificial activ  
Imunitatea dobânditã artificial activ este consecutivã administrãrii vaccinurilor. Denumirea de vaccin vine vine de la cuvântul latin vaca şi semnificã originea primului preparat pe care E. Jenner (1798) l-a utilizat pentru controlul variolei.
REACŢII IMUNITARE IN VIVO
 

 De cele mai multe ori, în special în procesele infecţioase, reacţiile imunitare au o finalitate beneficã, având un rol determinant în eliminarea agenţilor patogeni. Uneori, dupã contactul cu antigenele (în special moleculare), activarea funcţiei imunitare are rol prejudiciant, defavorabil asupra organismului, deoarece rãspunsul imun se instituie drept cauzã şi mecanism pentru producerea diferitelor maladii (alergii, boli autoimune).
Reacţiile Ag-Ac in vivo, cu consecinţe defavorabile pentru organism, fac obiectul de studiu al unui domeniu bine conturat, denumit Imunopatologie.
Activarea neadecvatã a funcţiei imunitare determinã douã categorii de manifestãri clinice:
a) stãrile de hipersensibilitate
b) maladiile autoimune
Diminuarea activitãţii sistemului imunitar, genereazã o categorie specialã de manifestãri clinice, cunoscute sub denumirea genericã de imunodeficienţe. Ele pot fi înãscute (primare) sau dobândite (secundare).
Imunopatologia studiazã reactivitatea funcţiei imunitare în stãrile neoplazice, reactivitatea consecutivã transplantului de ţesuturi şi organe, în maladiile infecţioase virale, bacteriene, fungice şi în maladiile parazitare.
1. STÃRILE (REACŢIILE) DE HIPERSENSIBILITATE
 
Stãrile de hipersensibilitate sunt reacţii terţiare, consecutive reacţiilor Ag-Ac in vivo. Ele sunt o consecinţã a faptului cã procesul de imunizare dupã contactul primar cu antigenul şi generarea efectorilor imunitari (anticorpi şi limfocite efectoare) nu conferã totdeauna o stare favorabilã, de rezistenţã a organismului. Contactul primar cu antigenul creeazã, uneori, o stare de sensibilizare faţã de antigenul respectiv. Sensibilizarea este o stare fiziologicã dãunãtoare organismului şi se manifestã, în special dupã contactul organismului cu antigene proteice (din ou, din ser), cu antigenele din polen şi mai rar dupã contactul cu antigenele corpusculare (hematii de berbec). La contactul secundar cu antigenul sensibilizant, organismul rãspunde prin stãrile patologice de hipersensibilitate.
Stãrile de hipersensibilitate sunt consecinţa unui rãspuns de intensitate prea mare sau a unui rãspuns imun neadecvat, care stã la originea leziunilor tisulare. Echivalentul termenului de hipersensibilitate, folosit în mod curent, este cel de alergie (allos, ergon = altã energie).
Termenul de alergie a fost introdus de von Pirquet (1906) şi semnificã o reacţie imunitarã care se exprimã cu energie diferitã de cea normalã, dupã expunerea secundarã la un antigen. Ambele denumiri se referã la o reactivitate imunitarã de intensitate anormal crescutã, faţã de un antigen. In sens ştiinţific, noţiunea de alergie include toate manifestãrile care decurg din reactivitatea imunitarã, cu o altã energie decât cea fiziologicã: reacţiile hiperergice, hipoergice şi anergice.
În mod curent, alergia se defineşte ca o stare de hipersensibilitate, ce rezultã din expunerea la un alergen şi se distinge prin supraproducţia componentelor imunitare.
Clasificarea stãrilor de hipersensibilitate
Stãrile de hipersensibilitate au fost clasificate în raport cu promptitudinea cu care se manifestã:
- reacţiile de hipersensibilitate imediatã au o dinamicã rapidã. Se declanşeazã în câteva secunde sau minute de la contactul secundar cu alergenul şi diminuã rapid, în câteva ore, fãrã semne vizibile, cu excepţia celor foarte grave. Ţesutul suport al reacţiei este diferit de la o specie la alta. Aproape totdeauna va rezulta distrugerea celulei ţintã. Reacţiile imediate se desfãşoarã în ţesuturi vascularizate şi, de obicei, se manifestã local, dar pot produce şi efecte sistemice. Hipersensibilitatea imediatã este cea mai rãspânditã dezordine imunitarã la om. Este cea mai frecventã maladie cronicã, ce afecteazã circa 25% din populaţie în ţãrile dezvoltate, cu severitate variabilã, de la o simplã iritare, pânã la periclitarea vieţii;
- reacţiile de hipersensibilitate subacutã sunt acelea care încep sã se manifeste dupã 1-3 ore de la contactul secundar cu antigenul şi înceteazã dupã 10-15 ore. Sunt mediate de IgG sau IgM;
- reacţiile de hipersensibilitate întârziatã se evidenţiazã la 1-2 zile dupã contactul secundar cu alergenul. Persistã un interval de câteva zile, pânã la câteva sãptãmâni. Aceste reacţii sunt mediate de limfocitele T şi de macrofage. Nu sunt dependente de factori humorali circulanţi şi de aceea se pot produce şi într-un ţesut nevascularizat. Singura condiţie este ca ţesutul sã fie situat în apropiere de sistemul vascular, pentru ca limfocitele şi macrofagele sã poatã migra spre locul unde a fost injectat antigenul.
Reacţiile de hipersensibilitate imediatã şi întârziatã se deosebesc prin urmãtoarele trãsãturi:
- mecanismul inducerii (humoral sau celular)
- dinamica desfãşurãrii în timp 
- particularitãţile manifestãrilor patologice
- posibilitatea combaterii.
Gell şi Coombs au definit 4 tipuri de reacţii de hipersensibilitate:
- reacţii de tip I: reacţiile de anafilaxie (anafilaxia generalizatã, reacţiile de anafilaxie localã, denumite şi stãri atopice1 : astmul bronşic alergic, febra de fân, urticaria, reacţia Arthus, maladia serului). 
- reacţii de tip II: reacţii de citotoxicitate mediate de anticorpi
- reacţii de tip III: reacţiile de hipersensibilitate induse de complexele imune
- reacţii de tip IV: reacţiile de hipersensibilitate întârziatã, mediate de limfocitele T(reacţia la tuberculinã, brucelinã, leprominã etc; dermatitele de contact, reacţia de respingere a grefei).
Reacţiile de tip I, II şi III sunt mediate de anticorpi, iar cele de tip IV sunt mediate de celule. 
Dovezi pentru natura imunitarã a reacţiilor de hipersensibiltate:
- reacţiile de hipersensibilitate necesitã stimularea prealabilã (sensibilizarea) organismului uman sau animal cu antigenul inductor (alergenul);
- între momentul contactului cu doza sensibilizantã şi momentul administrãrii dozei declanşatoare este necesarã o perioadã de timp (5-10 zile), pentru sinteza efectorilor reacţiei (anticorpi) sau pentru expansiunea clonelor de limfocite. Dupã acest interval, organismul devine sensibil la declanşarea stãrii de hipersensibilitate, numai la contactul cu acelaşi alergen care a creat starea de sensibilizare sau cu un antigen înrudit, care dã reacţie serologicã încrucişatã cu alergenul inductor. Intre antigenul sensibilizant, cel declanşator şi starea de hipersensibilitate este o relaţie specificã;
- organismele sensibilizate prezintã un rãspuns imun de tip humoral sau celular. Starea de hipersensibilitate este mediatã de efectorii rãspunsului imun;
- reacţiile de hipersensibilitate imediatã se transferã prin ser de la un organism hipersensibil la unul sãnãtos. Pentru ca reacţia de hipersensibilitate sã se manifeste, serul trebuie sã se injecteze într-un ţesut vascularizat. Reacţiile de hipersensibilitate întârziatã se transferã prin intermediul limfocitelor viabile.
 
Reacţiile de hipersensibilitate imediatã de tip I
 
Reacţiile de hipersensibilitate de tip I, denumite şi reacţii anafilactice au cea mai mare frecvenţã şi se manifestã foarte diferit, atât în ceea ce priveşte intensitatea, cât şi a organului ţintã al reactivitãţii.
	Fig. 115. Reprezentare schematicã a particularitãţilor de evoluţie a celor patru tipuri de reacţii de hipersensibilitate.


Declanşatorii 
Antigenele care induc manifestãrile reacţiilor anafilactice se numesc alergene. Ele se gãsesc în polenul unor plante, în praful de casã, în veninul insectelor sau în produse alimentare. Alergenele sunt un set de antigene, stimulatoare ale sintezei de IgE. Natura lor chimicã este foarte heterogenã. Un studiu german recent, relevã cã organismul uman vine în contact cu circa 14000 de substanţe chimice: unele sunt substanţe alimentare, altele sunt ingerate odatã cu alimentele, fiind adãugate în procesul industrial al prelucrãrii. O categorie largã o formeazã substanţele poluante. Din punct de vedere chimic, alergenele sunt glicoproteine şi polizaharide de origine vegetalã sau animalã sau molecule mici, cu rol de haptene.
Haptenele sunt molecule organice sau anorganice, cu greutate micã, insuficientã pentru a fi antigene, dar devin alergene dupã cuplarea lor cu macromoleculele tisulare. De cele mai multe ori, haptenele alergice sunt substanţe de uz farmaceutic, de 500-1000 D. Dupã legarea covalentã ireversibilã cu proteinele serice, rezultã un conjugat haptenã-proteinã, cu specificitate antigenicã modificatã şi adeseori alergic. Toate medicamentele în stare nativã, dar şi derivaţii lor de degradare parţialã pot sã se comporte ca haptene şi sã devinã alergene.
Intensitatea reacţiilor de hipersensibilitate este dependentã de calea de pãtrundere în organism, de dozã, de frecvenţa expunerii şi de caracteristicile moleculare ale alergenului. Cel mai adesea, alergenele se clasificã în funcţie de calea de pãtrundere în organism. In raport cu calea de pãtrundere a alergenelor, se disting:
- alergene inhalate
- alergene ingerate
- alergene inoculate
Alergenele inhalate sunt glicoproteine din polen, din fungi, din praful animalelor de casã. Greutatea molecularã nu depãşeşte 50 kD, deoarece moleculele mai mari nu strãbat membranele mucoase ale tractului respirator. Un alergen inhalat poate determina simptome respiratorii: rinitã, astm. Crizele se produc numai în prezenţa alergenului. Unele alergene sunt sezoniere (polen), altele sunt perene (praful de casã).
Polenul este, din punct de vedere cantitativ, cea mai importantã sursã de alergene. Plantele din familiile Gramineae, Compozitae, Betulaceae, Fagaceae produc polen alergic. Toate polenurile alergice provin de la plante polenizate de vânt (anemofile). Ele produc cantitãţi mult mai mari de polen decât plantele entomofile şi în perioada înfloririi îl elibereazã în atmosferã. Alergenele din polen sunt glicoproteine înrudite chimic şi dau reacţii încrucişate. Serul imun de iepure, faţã de un alergen din polen precipitã o diversitate de alergene polenice.
Sporii fungilor se gãsesc în aer, în cantitate de circa 5 ori mai mare decât granulele de polen, dar produc mai puţine stãri alergice. In regiunile temperate, numãrul sporilor fungici este maxim în timpul verii şi scade în sezonul rece. Alergiile sunt produse de sporii a peste 80 de genuri de fungi: Alternaria, Penicillium, Aspergillus. Singura substanţã alergicã de origine fungicã, izolatã în stare purã, este penicilina.
Cantitãţile de alergene care pãtrund pe cale respiratorie, sunt foarte mici: sub 1 μg/an.
Reacţiile alergice la alergenele fungice apar la 30 de minute de la expunere, iar cele toxice, la 6-8 ore dupã ingestie. Reacţiile toxice nu au substrat imunologic. Micotoxinele au greutate molecularã micã (sub 1 kD) şi pot fi eliminate din extractele de alergene fungice, prin dializã.
Cele mai multe particule inhalate (mai mari de 10 μm), ca de exemplu, polenul şi sporii mari sunt depozitate în nazofaringe şi sunt asociate cu manifestãri locale, nazale şi/sau oculare, denumite generic “febrã de fân”. Particulele mai mici de 10 μm (dar în special cele mai mici de 5 μm) sunt antrenate cu curentul de aer inspirat, în cãile inferioare, unde reacţiile alergice tind sã se manifeste sub formã de astm. Sporii fungici diferã ca dimensiuni şi determinã reacţii alergice ale tractului respirator superior şi inferior.
Alergenele ingerate se gãsesc în compoziţia unor alimente: în ou, ciocolatã, cãpşuni, cireşe, uleiul de ficat de peşte, în seminţele de Glycine max (soia), în fãina unor cereale (grâu, orz), în seminţele de Arachys hypogea (alun de pãmânt) etc. La copii, laptele de vacã şi soia sunt cauzele majore ale reacţiilor alergice, urmate de cereale, ouã şi peşte. Vârsta manifestãrilor este variabilã: dupã primele zile de viaţã(faţã de laptele de vacã), pânã la doi ani. La 90% din cazuri, intoleranţa dispare dupã trei ani. Cele mai comune manifestãri sunt voma, diareea, colicile abdominale, ce apar într-un interval variabil, de la câteva minute, pânã la 1-2 ore dupã ingestie. Alergia la laptele de vacã şi la peşte este mai frecventã la populaţiile care consumã cantitãţi mari ale acestor produse.
Alergenele alimentare traverseazã lumenul intestinal, la nivelul mucoaselor digestive. Bariera mucoasei gastrointestinale este expusã la un grup heterogen de antigene. Experienţele cu molecule marcate cu peroxidazã de hrean sau cu feritinã, au evidenţiat cã unele antigene intacte şi fragmente de antigene particulate din tubul digestiv, dobândesc accesul la ţesuturile limfoide ale gazdei, în special la persoanele cu deficit al sintezei de IgA. Antigenele ce ajung în contact cu structurile limfoide ale mucoaselor, stimuleazã rãspunsul imun al gazdei.
Penetrarea antigenelor la nivelul tractului digestiv se face pe douã cãi:
- prin endocitozã de cãtre celulele intestinale absorbante, la polul luminal. Se formeazã fagosomi, în interiorul cãrora se produce digestia materialului endocitat, dar cantitãţi mici rãmân nedigerate şi sunt exocitate în spaţiul extracelular, la polul bazal. Stãrile de hipo- sau aclorhidrie favorizeazã tranzitul proteinelor prin mucoasa intestinalã.
- pãtrunderea antigenelor alimentare la nivelul celulelor epiteliale M, ce acoperã plãcile Peyer, foarte numeroase în regiunea distalã a intestinului subţire. Aceste celule funcţioneazã ca adevãrate “sonde de antigen”, adicã au capacitatea de a îngloba antigenele derivate în special din microorganisme şi într-o mãsurã mai micã, antigene de origine alimentarã.
Celulele M reprezintã un sistem de avertizare timpurie pentru sistemul imunitar al organismului. Ele sunt acoperite de un strat subţire de mucus, au microvili scurţi, dar au capacitatea de a endocita antigene luminale, prin mecanismul pinocitozei. Celulele M sunt diferenţiate, conţin lizosomi şi nu degradeazã antigenele pe care le pinociteazã, dar le transferã macrofagelor din foliculii subiacenţi.
Deşi au evoluat ca o modalitate strategicã protectoare faţã de antigenele luminale, totuşi celulele M reprezintã poarta de intrare pentru microorganismele patogene, care la acest nivel îşi dobândesc accesul la ţesuturile subiacente mucoasei.
Studiile electrono-optice cu molecule marcate cu peroxidazã de hrean, au arãtat cã acestea sunt transportate din lumenul intestinal şi ajung în spaţiul subiacent celulelor M, unde se gãsesc limfocite şi macrofage. Se stimuleazã astfel rãspunsul imun local. Structurile limfoide asociate mucoaselor constituie prima barierã de protecţie faţã de antigenele tractului digestiv. Uneori, cantitãţile relativ mari de antigene de origine bacterianã şi alimentarã, nu sunt anihilate local, de structurile limfoide ale mucoaselor şi trec în mediul intern, ajungând la cea de a II-a barierã majorã de protecţie faţã de antigene, care este ficatul. Circa 30% din numãrul total de celule ale ficatului au capacitatea de a fagocita şi epureazã sângele adus de vena portã din teritoriul digestiv.
Antigenele inoculate sunt proteine din veninul de insecte, în special Hymenoptere (albinã, viespe), care conţine 7-10 antigene. Alergenele din venin sunt diferite forme ale fosfolipazei A. Veninul de albinã conţine fosfatazã acidã, hialuronidazã, dopaminã şi norepinefrinã şi un peptid care produce degranularea mastocitelor. 
Serurile imune obţinute pe diferite specii de animale (heteroantiseruri), dupã injectare la om, adeseori activeazã rãspunsul imun al organismului receptor. Mulţi diabetici trataţi cu insulinã de origine animalã sau cu insulinã sintetizatã în celule reprogramate prin metodele ingineriei genice, sintetizeazã anticorpi anti-insulinã.
Agenţii farmacologici, administraţi în scop terapeutic sau diagnostic, pot cauza o varietate de dezordini imunitare, deoarece acţioneazã ca haptene care se cupleazã cu diferite proteine tisulare, conferindu-le imunogenitate. Legarea covalentã a unui medicament ori a unui metabolit reactiv derivat prin metabolizarea lui, de o macromoleculã, creeazã un conjugat haptenã-macromoleculã, inductoare a rãspunsului imun specific. Legarea covalentã a celor douã molecule se numeşte haptenare.
Se descriu douã tipuri de haptenare:
- haptenarea directã a celulelor (a moleculelor membranare) şi a moleculelor extracelulare, sub acţiunea compuşilor chimici cu reactivitate nativã (intrinsecã). De exemplu, penicilinele de semisintezã (benzil-penicilina, cefalosporinele), dar şi alte medicamente se cupleazã cu diferite proteine serice, formând conjugate cu funcţie de alergene. Circa 10% din moleculele de penicilinã injectatã, se leagã covalent prin gruparea –NH2, de proteine plasmatice sau membranare. Celula poate lega mii de haptene β-lactamice, în câteva minute dupã tratament.
- haptenarea indirectã a moleculelor membranare sau libere, cu derivaţii rezultaţi din catabolizarea parţialã a unor molecule, care în stare nativã sunt puţin reactive sau areactive.
Metabolizarea are loc în hepatocite, cheratinocite (şi în alte celule) şi poate crea intermediari reactivi ce formeazã legãturi covalente cu molecule carrier.
Uneori, catabolismul medicamentelor este concomitent cu sinteza proteicã. Se produce haptenarea moleculelor în cursul sintezei (haptenare internã) şi pot fi expuse ca antigene pe suprafaţa celulei.
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a = inel β-lactamic
b = inel tiazolidinic
Dupã fisiunea inelului β-lactamic rezultã gruparea peniciloil, principalul inductor al reacţiilor anafilactice la om.
Metaboliţii reactivi pot fi secretaţi în spaţiul extracelular şi se leagã cu proteine extracelulare.
Unii indivizi sunt predispuşi la reacţiile alergice faţã de diverse medicamente, în special antiinfecţioase. Dacã un individ manifestã fenomene alergice faţã de un compus antimicrobian, riscul alergiei faţã de o altã clasã de compuşi farmacologici creşte de 9 ori. Circa 10% dintre adulţi sunt alergici faţã de o clasã de compuşi şi intrã în categoria celor cu risc crescut faţã de alţi compuşi farmacologici.
Reacţiile de hipersensibilitate imediatã de tip 1, induse de medicamente, se manifestã variat: anafilaxie, urticarie, angioedem.
Unele substanţe pot produce mai mult de un tip de reacţie, la un organism sensibil. De exemplu, penicilina poate cauza o reacţie anafilacticã de tip I, o anemie hemoliticã datoratã reacţiei citotoxice de tip II, dezordini funcţionale de tip III cu complexe imune sau o reacţie de hipersensibilitate întârziatã.
Reacţiile de hipersensibilitate apar, de cele mai multe ori, în ţesuturile bogate în mastocite: tegument, mucoase, mucoasa lingualã, plãmân, tractul gastrointestinal.
Dacã reacţia de hipersensibilitate imediatã este localizatã în mucoasa nazalã şi în conjunctiva ocularã, simptomele includ rinoree, lãcrimare, strãnut, congestie nazalã, creşterea numãrului eozinofilelor în sânge. Titrul IgE seric poate sã creascã sau sã rãmânã scãzut.
Dacã reacţia de hipersensibilitate imediatã este localizatã în bronhii, manifestarea clinicã este astmul alergic, caracterizat prin scurtarea şi îngreunarea respiraţiei.
Mediatorii reacţiei de hipersensibilitate imediatã de tip I
 
Reacţiile de hipersensibilitate imediatã de tip 1 se datoreazã sintezei unor izotipuri de anticorpi cu proprietãţi particulare.
Din punct de vedere funcţional, anticorpii sunt convenţionali şi citofili.
Anticorpii convenţionali (Ig A, IgG, IgM) din ser se detecteazã in vitro, prin reacţia de aglutinare, precipitare sau de fixare a complementului. In vivo, anticorpii convenţionali se combinã cu antigenul şi îl neutralizeazã. Reacţiile de hipersensibilitate de tip 1 se datoreazã sintezei anticorpilor citofili, cu proprietãţi funcţionale particulare.
Anticorpii citofili au proprietatea de a se fixa pe suprafaţa unor celule care au receptori pentru regiunea Fc şi în primul rând pe mastocite, dar şi pe bazofile, eozinofile, macrofage. Nu produc reacţii secundare de aglutinare, precipitare sau de fixare a complementului.
Anticorpii citofili declanşatori ai reacţiilor de hipersensibilitate imediatã se numesc reagine, deoarece produc modificãri ale reactivitãţii tisulare: mãresc permeabilitatea vascularã prin intermediul histaminei, eliberatã din mastocite. La om, reaginele majore sunt IgE şi IgG4. IgE este termolabil (se inactiveazã la 56o, timp de 30 de minute), iar IgG4 este termostabil. Ambele izotipuri se sintetizeazã dupã imunizãri naturale. IgE nu traverseazã bariera placentarã. Timpul de înjumãtãţire este de douã zile.
Sinteza lor se face dupã mecanismul clasic: dupã ce alergenul vine în contact cu mucoasele (respiratorie sau digestivã), penetreazã pelicula de mucus şi celulele epiteliale, este fagocitat de macrofage, prelucrat şi prezentat în asociaţie cu moleculele CMH II, limfocitelor Th. Limfocitele Th sintetizeazã IL-2 care produce expansiunea clonalã a limfocitelor B. Sub acţiunea stimulatoare a IL-2, limfocitele B se transformã în plasmocite ce sintetizeazã IgE.
La persoanele normale, sinteza IgE este supresatã de limfocitele Ts, iar concentraţia de IgE seric variazã între 17-450 ng/ml, adicã 0,002% din totalul cantitãţii de imunoglobuline serice. La indivizii atopici (cu predispoziţie geneticã pentru manifestarea reacţiilor alergice), dupã contactul cu o dozã micã de alergen, aproape totdeauna se sintetizeazã IgE, iar titrul seric creşte de 1000 de ori. Nivelul seric crescut al IgE este o modalitate de diagnostic al stãrilor alergice, dar nivelul normal al IgE nu exclude starea alergicã.
IgE se sintetizeazã local, în structurile limfoide, la poarta de intrare a antigenului, în plasmocitele din corionul mucoasei. Excesul de IgE trece în circulaţie şi se  de mare afinitate ai bazofilelor, neutrofilelor,(leagã pe receptorii pentru Fc  ai celulelor endoteliului vascular, ai celulelor epiteliale alveolare pulmonare. Sângele transportã IgE la masocitele tisulare din tot organismul. IgE fixat pe celule reprezintã o proporţie importantã din IgE total.
Deşi IgE liber (din ser) are timpul de înjumãtãţire de douã zile, IgE fixat pe suprafaţa celulelor este foarte stabil. Mastocitele rãmân sensibilizate luni de zile, datoritã afinitãţii foarte înalte a receptorilor lor pentru Fc al IgE. În stare legatã, IgE este protejat de atacul proteazelor.
Celulele mediatoare ale reacţiilor de hipersensibilitate imediatã sunt în primul rând mastocitele şi bazofilele.
Bazofilele sunt celule circulante, dar pot pãtrunde în focarul inflamator. Mastocitele sunt celule mononucleate şi au douã localizãri principale:
- în ţesutul conjunctiv, în special în jurul vaselor sanguine din ficat, rinichi, splinã;
- în mucoasele digestive şi cea respiratorie.
În creierul uman sunt douã surse de histaminã: mastocitele şi neuronii histamiergici. Mastocitele se gãsesc în zonele cele mai vascularizate (eminenţa medianã, glanda pinealã, meninge) şi controleazã circulaţia sângelui şi permeabilitatea vaselor SNC. Neuronii histaminergici sunt limitaţi exclusiv la nivelul nucleului tuberomamilar din hipotalamusul posterior. Colateralele axonale se proiecteazã în toate zonele cortexului. Astfel, sistemul histaminergic central controleazã activitatea întregului creier. 
Localizarea strategicã a mastocitelor se coreleazã cu alterãrile patologice care se produc la nivel vascular gastrointestinal, bronşic, cutanat, cerebral, ocular.
În citoplasma bazofilelor şi mastocitelor, la microscopul electronic se observã granule electrono-dense, ce reprezintã pânã la 40% din volumul celular. Ele conţin mediatori preformaţi, cei mai importanţi fiind aminele biogene (histamina şi serotonina).
Mastocitele conţin histaminã (amina tisularã), detectatã iniţial în tegument. In vivo, histamina se sintetizeazã prin decarboxilarea histidinei, reacţie catalizatã de histidin-decarboxilazã (o enzimã citoplasmaticã) şi este depozitatã în granule. O celulã umanã conţine 2-3 pg de histaminã.
Histamina este larg distribuitã în ţesuturile organismului uman. La om, neuronii histaminergici ai SNC reprezintã o sursã nemastocitarã de histaminã. Histamina acţioneazã asupra unei varietãţi largi de tipuri celulare: celule musculare netede, neuroni, celule endocrine, exocrine, celule sanguine, celulele sistemului imunitar. Efectele variate se produc prin receptori distincţi: H1, H2, H3.
Serotonina (5-hidroxi-triptamina) se formeazã prin decarboxilarea moleculei de triptofan hidroxilat. Mastocitele umane nu conţin serotoninã. Serotonina s-a izolat iniţial din ser (tonina din ser), deoarece are efect vasoconstrictor. Produce edem şi are rol important în reacţiile anafilactice.
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  Histidina Histamina Serotonina (5-hidroxi-triptamina)
Mecanismul celular şi molecular al reacţiilor de hipersensibilitate imediatã de tip I
Reacţiile de hipersensibilitate imediatã de tip 1 se desfãşoarã în mai multe stadii.
Faza I a este legarea anticorpilor citofili (IgE, care s-a sintetizat dupã contactul primar cu antigenul), de receptorii pentru Fc ε ai mastocitelor locale. Alţi factori activatori ai mastocitelor sunt:
- alergenul specific sau unul înrudit cu cel inductor al sintezei IgE;
- diferite lectine
- anticorpi anti-IgE, anticorpi anti-idiotipici, anticorpi anti-receptor Fc ε;
	Fig. 116. Activarea masto-citelor este mediatã de legarea încrucişatã a recep-torului Fc ε. Aceasta poate fi realizatã de legarea antigenului de IgE fixat pe receptorii pentru Fc ε, de anticorpii bivalenţi care recunosc determinanţii izo-tipici ai regiunii Fc a IgE, de anticorpii anti-idiotipici ai regiunii Fab ai IgE, de anticorpii anti-receptor care se fixeazã direct pe recep-torul pentru Fc ε, de dimerii bivalenţi de IgE obţinuţi cu agenţi chimici de polime-rizare sau de lectinele care se leagã de resturile glu-cidice ale IgE. Antigenele şi anticorpii monovalenţi nu activeazã mastocitele, deoa-rece nu realizeazã legarea încrucişatã  a receptorilor (dupã Roitt, 1993).


- neuropeptide endogene, fapt care explicã alergia determinatã de stimularea sistemului nervos
- anafilatoxinele C3a şi C5a
- peptidele bacteriene ce conţin formil-metioninã
- agenţi fizici (de exemplu, temperatura scãzutã)
- diferite medicamente.
În faza a II-a se produce activarea mastocitelor şi degranularea lor.
Alergenul declanşator trebuie sã fie multivalent pentru a lega încrucişat douã molecule de IgE fixate pe celula efectoare. Dupã legarea încrucişatã a receptorilor pentru Fc ε, membrana granulelor fuzioneazã cu membrana citoplasmaticã şi elibereazã conţinutul. 
	Fig. 117. Alţi stimuli activatori ai mastocitelor. Anafilatoxinele C3a, C5a sau substanţele medica-mentoase (ionoforii de Ca2+, codeina, morfina, ACTH sintetic) activeazã mastocitele pe o cale directã. Toate aceste substanţe induc pãtrun-derea Ca2+ în mastocit, declanşatoare a fenome-nelor biochimice care duc la  degranularea şi eliberarea mediatorilor.
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Eliberarea mediatorilor preformaţi
- histamina
- triptaza - activeazã C3
- heparina
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Moleculele de IgE pot fi legate încrucişat de lectine (PHA, Con A), prin asocierea lor cu resturile glucidice ale regiunii Fc. Astfel se explicã urticaria produsã de cãpşuni şi cireşe, care conţin cantitãţi mari de lectine.
  Stimulul activator al mastocitelor este transmis prin receptorii pentru IgE. Activarea se datoreazã legãrii încrucişate a douã situsuri Fab, printr-o moleculã de alergen. , care leagã IgG cu afinitate mult mai(Mastocitele au şi receptori pentru Fc  micã. Degranularea mastocitelor este precedatã de influxul masiv de Ca2+. Granulele pline cu mediatori preformaţi, migreazã la periferia celulei, fuzioneazã cu membrana externã şi elibereazã conţinutul: histamina, proteaze neutre(triptazã, chimazã, carboxipeptidazã), proteoglicani (heparina, condroitin-sulfatul). 
	Fig. 118. Inducerea şi mecanismele efectoare ale hipersensibilitãţii de tip I. Prelucrarea antigenului se face la nivelul mucoaselor. Reexpunerea la alergen declanşeazã degranularea mastocitelor şi producerea mediatorilor ce determinã simptome alergice  (dupã Mirakian, 1998).


Triptaza (prezentã în mastocite, dar absentã în bazofile) produce constricţia muşchilor netezi ai bronhiilor, iar chimaza stimuleazã secreţia mucoasei bronşice.
Proteoglicanii din granulele mastocitelor au rol în împachetarea mediatorilor preformaţi în granule. 
Heparina este proteoglicanul predominant în mastocitele pulmonare umane. Mastocitul este singura sursã endogenã de heparinã la om şi la rozãtoare. Heparina are efect anticoagulant.
Mastocitele conţin SOD şi peroxidazã.
Degranularea activeazã o lipazã care mobilizeazã acidul arachidonic din membrana mastocitului. Prin metabolizarea acestuia se sintetizeazã mediatori noi ai reacţiei de hipersensibilitate imediatã. Astfel, din acidul arachidonic, pe calea lipooxigenazei se sintetizeazã leucotriene, iar pe calea ciclooxigenazei se formeazã prostaglandine şi tromboxan.
Efectele mediatorilor mastocitari
Manifestãrile reacţiilor alergice, inclusiv alergia respiratorie, pot sã se producã în douã faze: 
– faza timpurie, care se desfãşoarã în câteva minute, datoritã eliberãrii mediatorilor preformaţi; 
– faza tardivã se produce la 3-4 ore dupã expunerea la alergen, datoritã infiltratului celular, ca rãspuns la mediatorii fazei timpurii. 
În prima etapã, acţiunea histaminei constã în contracţia muşchilor netezi ai tractului respirator şi digestiv. Histamina produce constricţia celulelor endoteliale şi creşte permeabilitatea vaselor mici. Acelaşi efect îl are serotonina. Prin constricţia celulelor endoteliale şi creşterea permeabilitãţii capilare, se produce edemul tisular. 
În etapa a II-a, histamina produce dilatarea vaselor periferice şi rezultatul este scãderea brutalã a tensiunii arteriale. Şocul hipotensiv este una din manifestãrile dramatice ale anafilaxiei generalizate.
Alţi mediatori ai fazei a II-a sunt chininele. Ele se formeazã din chininogenul plasmatic şi sunt polipeptide mici: 
  – metionilchinina (Met-Lys-Arg-(Pro)2-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg)
  – bradichinina(Arg-(Pro)2-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg)
  – calidina (lisil-bradichinina): Lys-Arg-(Pro)2-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg.
Chininogenul este alcãtuit din 11 aminoacizi şi (acid sialic)n, la una sau la ambele extremitãţi. Este o α-globulinã (2 mg/ml ser).
Chininele au efect vasodilatator şi mãresc permeabilitatea capilarã, producând edem.
În faza a III-a se sintetizeazã alţi mediatori, care întreţin în timp diferitele efecte iniţiate de mediatorii eliberaţi din mastocite, prin efectul chimiotactic faţã de celulele sanguine:
ECF (eozinofil-chemotactic factor) determinã afluxul de eozinofile
NCF (neutrofil-chemotactic factor)
PAF (factorul activator al plachetelor).
Leucotrienele (LC4, LD4, LB4, LE4) determinã contracţia de duratã a muşchilor netezi, edem al mucoaselor şi stimularea secreţiei lor.
 
Exemple de reacţii de hipersensibilitate de tip I
 
Prima reacţie de hipersensibilitate imediatã a fost descrisã de Prausnitz şi Kustner. 
Reacţiile de hipersensibilitate imediatã pot sã se producã la orice organism al unei specii şi se numesc reacţii anafilactice sau se manifestã numai la anumiţi indivizi predispuşi genetic şi se numesc atopii (stãri atopice).
Reacţiile anafilactice (ana = opus; phylaxis = protecţie) se caracterizeazã printr-o dinamicã explozivã a manifestãrilor, în decurs de 3-4 minute. Clinic, termenul de anafilaxie semnificã sindromul care rezultã din eliberarea unor mediatori preformaţi şi generaţi de novo în mastocite, care determinã o stare opusã celei de protecţie. Manifestãrile clinice ale reacţiilor de hipersensibilitate sunt dependente de calea de pãtrundere a alergenului şi de cantitatea de histaminã eliberatã. Reacţiile cutanate medii, cu eritem, urticarie, prurit, dureri de cap, sunt asociate cu un nivel scãzut al histaminei plasmatice (sub 1 ng/ml). 
Dacã alergenul este injectat intravenos, rãspunsul este sistemic, adicã are loc o anafilaxie generalizatã, care poate duce la şoc vascular hipotensiv şi asfixie secundarã prin constricţie bronşicã şi laringianã. Dacã sfârşitul nu este letal, recuperarea funcţionalã se poate face într-o orã. Şocul vascular se datoreazã ieşirii plasmei în spaţiul extravascular, rezultând scãderea volumului sanguin. Scãderea debitului cardiac duce la hipoxie şi acidifierea mediului intern, antrenând şi insuficienţa respiratorie.
Dacã alergenul este injectat în piele, reacţia este limitatã la locul injecţiei şi se numeşte anafilaxie cutanatã, însoţitã de eritem (urticarie), angioedem, edem laringian, bronhoconstricţie, hipotensiune, aritmie cardiacã. 
Anafilaxia generalizatã (sistemicã) este forma cea mai gravã a hipersensibilitãţii imediate. Mult timp s-a considerat cã anafilaxia generalizatã este o manifestare patologicã, indusã numai în condiţii experimentale la animalele de laborator. In realitate, atât la om cât şi la animale se produc ambele tipuri de reacţii anafilactice, atât generalizate, cât şi locale.
Prima reacţie de anafilaxie generalizatã a fost descrisã la câine. În 1902, Richét şi Portier studiau biologia meduzelor şi toxicitatea extractelor apoase şi glicerinate din celenterate, asupra mamiferelor. Administrate în doze mari, extractele produc moartea imediatã a câinelui, datoritã şocului toxic, dar dozele mici sunt suportate. O injecţie secundarã la câteva sãptãmâni mai târziu, produce o reacţie anafilacticã generalizatã, cu paralizia muşchilor respiratori şi şocul fatal. Instalarea stãrii de şoc este acceleratã de injectarea intravenoasã a dozei secundare. La autopsie se observã edemul mucoasei intestinale, a ţesutului pulmonar, congestia ficatului.
La cobai, anafilaxia se induce prin injectarea intravenoasã a unei doze mici (1mg) de albuminã sericã bovinã. La 8 zile dupã injectarea dozei sensibilizante, animalul devine sensibil la şocul anafilactic şi are sensibilitate maximã la 21 de zile. Doza declanşatoare a şocului este mai mare. Rãspunsul anafilactic este prompt şi manifestãrile încep în primele zeci de secunde: piloerecţie dorsalã, agitaţie motorie, strãnut, tuse zgomotoasã, cianozarea mucoaselor, pierderea reflexelor de micţiune şi defecaţie, blocaj respirator, convulsie, moarte. Tabloul acestor modificãri patologice se succede în câteva minute. Muşchii netezi bronşici ai cobaiului sunt foarte sensibili la histaminã şi bronhoconstricţia fatalã este caracteristica anafilaxiei la aceastã specie.
Reacţiile anafilactice generalizate la om se manifestã în primul rând faţã de alimente şi se exteriorizeazã prin urticarie generalizatã. Urticaria afecteazã 15-23% din populaţie Suportul manifestãrilor patologice care însoţesc aceste reacţii, este tegumentul. 
Anafilaxia generalizatã la om, este declanşatã şi de alţi factori: penicilinã, aloseruri, heteroseruri, veninul insectelor (albinã, viespe) şi se manifestã prin urticarie generalizatã, spasmul muşchilor bronşici, edem laringian, dispnee severã, cianozã, şoc hipotensiv. Intensitatea manifestãrilor este dependentã de gradul de sensibilitate. Sensibilitatea alergicã a pacienţilor variazã în limita a circa 1/1000. 
Rãspunsul sistemic cu reacţii tegumentare generalizate, tulburãri gastrointestinale, tahicardie, aritmie cardiacã, hipotensiune medie, este asociat cu creşterea concentraţiei plasmatice a histaminei peste nivelul de bazã. Reacţia amplã care pericliteazã viaţa, cu hipotensiune severã, fibrilaţie ventricularã, spasmul muşchilor bronşici, stop cardiac şi respirator, este asociatã cu nivelul crescut al histaminei, de 12 ng/ml. La om, histamina are efect vasodilatator asupra vaselor periferice, cu scãderea presiunii vasculare. 
Hipersensibilitatea imediatã la penicilinã produce circa 500 decese/an/glob. Reacţia este declanşatã de penicilina nativã sau de derivaţii rezultaţi din degradarea ei (acidul peniciloic, acidul penicilenic).
Anticorpii anti-penicilinã aparţin izotipurilor IgE şi IgG4 şi se gãsesc chiar în serul persoanelor netratate cu penicilinã. Probabil cã sinteza lor a 
fost indusã de penicilina din carne. Originea penicilinei este în masa micelianã de la fabricile de antibiotice, care se adaugã în hrana animalelor, ca stimulator al creşterii.
Alergenele inhalate produc manifestãri locale, la poarta de intrare.
Reacţii atopice. Termenul de atopie defineşte stãrile de hipersensibilitate imediatã cu substrat ereditar, limitate la om. Stãrile atopice se manifestã la 10-20% din populaţie, sub forme variate.
Reacţiile atopice au un tablou clinic mai simplu şi se produc atunci când reacţia alergenului cu anticorpii specifici are loc pe suprafaţa unei mucoase sau în epiteliul tegumentar.
Rinita alergicã sau febra de fân este forma cea mai simplã a atopiei şi se manifestã prin secreţie abundentã a glandelor epiteliului nazal, iar astmul bronşic, prin contracţia muşchilor cãilor respiratorii. Cele douã forme extreme de manifestãri alergice sunt determinate de alergenele inhalate, care se gãsesc în polen, în praful de casã(ce conţine alergene de acarieni), în pãrul animalelor. Foarte rãspândite sunt alergiile la polenul de Ambrozia, o plantã care rãspândeşte o cantitate mare de polen (100 kg/plantã/an). Grãuncioarele de polen vin în contact cu mucoasa nazalã şi respiratorie, cu conjunctiva ocularã şi determinã o stare de sensibilizare a aparatului respirator. Reexpunerea la polen în sezonul urmãtor, declanşeazã reacţia alergicã, cu urmãtoarele manifestãri: eritemul conjunctivei oculare, edemul mucoasei nazale şi secreţia apoasã abundentã, strãnut.
Intensitatea simptomelor depinde de nivelul cantitativ al expunerii la polen, dar şi de reactivitatea organismului. Existã situaţii grave, inexplicabile, cu crize ample, dupã o expunere minimalã.
Dacã rinita are caracter sezonier sau este dependentã de condiţiile de mediu, aproape sigur are caracter alergic. Rinita alergicã perenã se datoreazã contactului cu praful de casã şi de animale.
Mecanismul rinitei alergice este diferit de al altor manifestãri alergice. In primul rând, existã diferenţe funcţionale între mastocitele mucoaselor şi ale ţesutului conjunctiv. Mastocitele mucoasei nazale(denumite MCT) conţin histaminã şi triptazã, iar dupã stimularea alergenicã, se degranuleazã, dar concentraţia plasmaticã a histaminei nu se modificã. Mediatorii mastocitari produc o hiperemie a mucoasei nazale, edem şi transudarea lichidã. Inflamaţia nazalã se datoreazã transudãrii, în care albumina este un marker mult mai stabil decât mediatorii din categoria citochinelor.
	Fig.  119. Mecanismul rinitei alergice (dupã Frankland, 1998).


În al II-lea rând, manifestãrile rinitei sunt dependente de particularitãţile unice ale vascularizaţiei nazale, conferite de ţesutul venos erectil. Variaţiile volumului sanguin din ţesutul venos erectil regleazã rezistenţa tractului nazal la coloana de aer. Umplerea cu sânge a acestui ţesut produce congestia mucoasei. Curgerea sângelui este controlatã de fibrele nervoase vegetative. Inervaţia simpaticã este vasoconstrictoare şi diminuã fluxul sanguin, iar tonusul simpatic are activitate ciclicã. De aceea, mucoasa nazalã are o perioadã de repaus la fiecare 2-4 ore, iar cãile nazale se pot obtura alternativ. 
Faza primarã a rinitei (strãnut, rinoree, obstrucţie nazalã) este dependentã de histamina din mastocite, de leucotriene şi prostaglandine, iar faza tardivã (obstrucţie nazalã amplã prin hiperreactivitate şi anosmie) este dependentã de bazofile. 
Astmul alergic, o variantã complexã a reacţiilor atopice, este o maladie cronicã inflamatorie a plãmânului, cu o prevalenţã crescândã a morbiditãţii şi mortalitãţii în ultimele douã decenii. Deşi s-a considerat cã este o boalã a muşchilor netezi ai cãilor respiratorii, în ultima decadã s-a acceptat cã astmul este, în primul rând, o boalã inflamatorie. Structural, cãile aeriene ale astmaticilor se caracterizeazã prin inflamaţie cronicã, cu infiltrarea intensã a mucoasei bronşice, cu limfocite, eozinofile şi mastocite, cu descuamarea epiteliului, hiperplazia celulelor mucoase, îngroşarea submucoasei. Aceste modificãri se asociazã cu manifestãrile clinice, care includ obstrucţia cãilor aeriene şi hiperreactivitatea cãilor aeriene.
Astmul bronşic alergic are determinism multifactorial, atopia (predispoziţia geneticã de a sintetiza IgE ca rãspuns la aeroalergenele comune) fiind cel mai comun factor predispozant. Dupã expuneri repetate la doze mici de alergene, indivizii atopici sintetizeazã IgE. Expunerea secundarã la alergene iniţiazã rãspunsul imun humoral. Evenimentele reacţiei alergice, consecutive expunerii la alergen, se desfãşoarã în douã faze: faza timpurie, de ordinul minutelor, constã în rãspunsul bronhospastic şi faza tardivã, de ordinul orelor, ce constã în rãspunsul inflamator.
Rãspunsul rapid se caracterizeazã prin edemul mucoasei, creşterea tonusului muşchilor netezi şi îngustarea cãilor respiratorii, asociatã cu degranularea mastocitelor. Manifestãrile astmatice imediate sunt dependente de eliberarea histaminei din mastocite. Pacienţii cu astm alergic au o concentraţie de IgE de 6 ori mai mare decât astmaticii nealergici, ceea ce confirmã relaţia dintre concentraţia IgE şi starea patologicã.
Unii astmatici alergici dezvoltã rãspunsul de fazã tardivã, la 3-6 ore dupã stimularea cu alergenul, care, în absenţa terapiei, poate sã persiste câteva zile. Rãspunsul tardiv, este asociat cu migrarea eozinofilelor, dar şi a neutrofilelor şi limfocitelor din sânge, în parenchimul pulmonar. Limfocitele TCD4 au rol esenţial în patogeneza astmului. In plãmânul astmatic, alergenul este înglobat, prelucrat şi prezentat de macrofagul alveolar, de celulele epiteliale ale mucoasei şi de celulele dendritice. Limfocitele Th-2 secretã IL-4, 5, 6, 9, 10, 13, stimulatoare ale sintezei de IgE. 
Alergiile la alimente formeazã o categorie de stãri atopice foarte comune la copii şi se manifestã faţã de alergene din lapte, ouã, ulei de peşte, ciocolatã, cãpşuni, cireşe, portocale. Manifestãrile reacţiilor alergice la alimente pot fi locale sau generalizate.
Reacţiile alergice locale se caracterizeazã prin erupţii urticariene (pustule eritematoase) la nivelul mucoasei bucale, însoţite uneori de tulburãri digestive (colici abdominale, diaree). La vârsta adultã, subiecţii vor manifesta reacţii alergice respiratorii.
Nu toate urticariile tegumentare sunt determinate de reacţii alergice. Urticaria neimunã de contact poate fi declanşatã de agenţi chimici (salicilaţi, sulfiţi, acidul benzoic, acidul sorbic, acidul nicotinic şi esterii sãi din alimente, din guma de mestecat, din şampoane, din parfum, din unguente) sau de agenţi fizici (traumatisme, frigul). Aceştia stimuleazã eliberarea factorilor chimici inductori ai urticariei. Mecanismele ei nu se cunosc, dar efectele se manifestã asupra endoteliului vascular. Simptomele sunt arsura, usturimea, pruritul, edemul şi eritemul.
Urticaria este acutã sau cronicã. Cea cronicã se manifestã prin apariţia zilnicã sau aproape zilnicã a leziunilor tegumentare, pentru un interval de cel puţin 6 sãptãmâni, cauzatã de stimuli fizici.
În toate cazurile de urticarie, imunã sau neimunã, pe tegument apar leziuni eritematoase (macule) şi edematoase, însoţite de prurit. Urticaria implicã dermul superficial.
Leziunea cutanatã eruptivã este datoratã creşterii permeabilitãţii capilarelor şi dilatãrii venulelor. Plasma pãrãseşte patul vascular şi determinã formarea pustulei tegumentare pruriginoase, înconjuratã de o zonã de culoare roşie intensã. Lichidul veziculelor eruptive este infiltrat cu limfocite şi PMNN. Erupţia tegumentarã dispare la 24-48 ore, fãrã urme în cazul reacţiilor acute sau persistã mai multe zile la cele cronice. 
  În manifestãrile cu angioedem, edemul se extinde subcutan sau submucos şi leziunile pustulare sunt mai mari şi pot sã dureze 72 de ore. Se manifestã la nivelul buzelor, limbii, pleoapelor, dar poate fi afectatã orice zonã corporalã.
Pseudoalergii. Simptomele clinice ale alergiilor (urticarie, rinitã, astm, şocul anafilactic) apar adeseori din cauze nealergice. Numãrul lor depãşeşte pe acela al alergiilor. Iatã principalele cauze:
- histamina se gãseşte în cantitãţi mari în unele alimente şi activeazã mediatorii specifici ai reacţiilor alergice;
- histidina din alimente este precursorul histaminei;
- tiramina de origine alimentarã determinã dureri de cap pulsatile şi hipertensiune;
- feniletilamina produce migrenã;
- benzoatul de origine alimentarã şi din acidul benzoic produce astm şi rinitã;
- bisulfitul de sodiu, bioxidul de sulf şi metabisulfiţii (conservanţi) produc simptome ale tractului gastrointestinal, distrug vitaminele B, produc dureri de cap, astm;
- glutamatul monosodic (agent de aromatizare) produce astm;
- coloranţii alimentari (în special culoarea galbenã) produc astm şi alte reacţii alergice;
- aspirina induce astm, urticarie, angioedem (Girard, 1998).
Testarea stãrilor atopice
 
Pentru prevenirea accidentelor provocate de reacţiile de hipersensibilitate imediatã, în clinicã, înainte de administrarea unor medicamente, se testeazã eventualele manifestãri de hipersensibilitate.
O problemã esenţialã pentru diagnosticul şi tratamentul alergiilor, este gradul înalt de variabilitate biochimicã a alergenelor, de la un lot la altul. Preparatele de alergene sunt foarte heterogene, iar cantitatea de alergen specific, din cele mai multe extracte comerciale, variazã de la câteva procente pânã la 50% din proteina totalã. Extractele sunt amestecuri complexe, cu cantitãţi variabile de alergene majore, alergene minore şi proteine irelevante. Extractele fungice conţin proteine, glucide, enzime proteolitice, enzime glicolitice, în cantitãţi variabile. De aceea, efortul major s-a orientat în direcţia clonãrii alergenelor de importanţã clinicã majorã. Majoritatea alergenelor s-a clonat şi unele sunt disponibile la un nivel moderat sau chiar înalt de puritate. Disponibilitatea preparatelor antigenice omogene, cu puritate şi activitate biologicã definite, va avea un impact major asupra diagnosticului şi probabil, asupra terapiei dezordinilor alergice.
Multe alergene, în special cele de naturã proteicã, se prezintã într-o multitudine de izoforme naturale. Ele sunt rezultatul variaţiei alelice a numeroaselor proteine vegetale şi fungice, foarte asemãnãtoare ca secvenţã a aminoacizilor, dar au proprietãţi distincte de combinare cu anticorpii sau de activare a clonelor de limfocite T specifice.
Existenţa numeroaselor izoforme ale aceleiaşi molecule de alergen, este probabil, asociatã cu grade diferite de recunoaştere a epitopilor sãi, de cãtre limfocitelor T şi B şi, ca o consecinţã, cu grade diferite de sensibilitate. Ca dovadã, anticorpii de la diferiţi pacienţi alergici, leagã numai unele izoforme ale alergenului.
Preparatele de alergene pentru diagnostic sunt heterogene şi derivã din surse naturale care conţin majoritatea sau toate izoformele de alergen. Inlocuirea acestor alergene cu cele clonate, pentru diagnostic, va rezolva unele probleme, dar va crea altele. Unii cercetãtori apreciazã cã majoritatea indivizilor rãspund la un numãr limitat de epitopi ai oricãrui alergen. De aceea se considerã cã un numãr mic de alergene (circa 40) ar putea sã fie suficiente pentru a identifica majoritatea indivizilor alergici.
Testele cutanate constau în injectarea subcutanã a alergenelor la diferite diluţii. La organismul alergic, reacţia de hipersensibilitate se manifestã în câteva minute, prin apariţia la locul injectãrii, a unei reacţii inflamatorii pruriginoase, înconjuratã de o zonã mai extinsã de eritem. Reacţia de hipersensibilitate la proteinele salivei de ţânţar are acelaşi aspect. Alergenul injectat (sau inoculat) se leagã specific de IgE fixat pe mastocitele din piele. Mastocitele elibereazã histamina în câteva minute, cauzând edemul localizat, eritem (vasodilataţie) şi prurit. Leziunile locale ale reacţiei de hipersensibilitate imediatã se reproduc prin injectarea unei cantitãţi mici de histaminã.
Determinarea cantitativã a IgE seric al pacientului, rãmâne cel mai bun criteriu de diagnostic. IgE se dozeazã prin metoda RIA:
- alergenul (de exemplu, penicilina) se fixeazã pe suportul inert (dextran);
- proba de ser de cercetat se pune în contact cu alergenul fixat pe suport. IgE din ser se fixeazã pe alergenul imobilizat;
- se adaugã ser imun de iepure, care conţine IgG marcat radioactiv, anti-IgE uman; 
- se mãsoarã indirect cantitatea de IgE fixatã pe suport, prin mãsurarea cantitãţii de IgG radioactiv legat specific.
Combaterea stãrilor de hipersensibilitate imediatã de tip I se face prin evitarea alergenelor, prin terapie medicamentoasã şi prin imunoterapie.
Mãsurile de evitare a alergenelor sunt ideale pentru prevenirea reacţiilor: evitarea alimentelor, medicamentelor, controlul prafului de casã, evitarea contactului cu animalele al cãror praf este alergic, combaterea mucegaiului din încãperile locuite.
Medicamentele antihistaminice au efect antagonic faţã de histaminã, deoarece intrã în competiţie cu receptorii pentru histaminã ai celulelor ţintã. Astfel, se poate bloca creşterea permeabilitãţii vasculare, vasodilataţia, contracţia muşchilor bronhiilor şi ai mucoasei gastrointestinale. Rinita alergicã necesitã terapie antihistaminicã localã. Cromoglicatul de sodiu protejeazã pacienţii astmatici. Teofilina(o metilxantinã) relaxeazã muşchii netezi bronşici.
Imunoterapia sau hiposensibilizarea constã în administrarea planificatã a alergenului la un pacient pentru a diminua sinteza IgE. Rinita alergicã, astmul bronşic şi anafilaxia la veninul de insecte pot rãspunde la aceastã terapie. Alergenul este injectat sãptãmânal, în doze gradat crescânde. Dupã o creştere iniţialã a IgE circulant, se produce declinul. Locul IgE este luat de IgG care fixeazã alergenul şi-l împiedicã sã stimuleze mastocitele, blocând reacţia alergicã. 


1 Atopia defineşte o stare de hipersensibilitate imediatã localã, ce se manifestã la persoane cu predispoziţie ereditarã.
 

ImunodeficienŢele
 
Organismele imunodeficitare reprezintã, din punct de vedere clinic, adevãrate “experienţe ale naturii”, care, alãturi de studiile experimentale, au contribuit decisiv la fundamentarea concepţiei actuale cu privire la organizarea şi funcţionarea sistemului imunitar. Analiza cazurilor clinice ale indivizilor imunodeficienţi, a evidenţiat faptul cã cele douã compartimente celulare ale sistemului limfoid sunt semiautonome, deoarece între ele existã multiple interdependenţe funcţionale.
Maladiile cu substrat imunitar (imunodeficienţele) sunt heterogene, atât în expresia lor imunologicã-clinicã, cât şi în privinţa mecanismelor celulare şi moleculare implicate.
Imunodeficienţele pot fi înãscute (primare) sau dobândite (secundare) şi se datoreazã mai multor cauze:
- pot fi rezultatul unor defecte genetice intrinsece ale celulelor limfoide, care se manifestã prin erori ale diferitelor trepte de maturare, care se succed de la celula stem pluripotentã, pânã la celula T maturã şi respectiv, pânã la plasmocit. Deficienţa poate fi datoratã lipsei unor enzime esenţiale pentru metabolismul celulei (de exemplu, metabolismul purinelor). Consecinţa este absenţa limfocitelor din organele limfoide şi din circulaţie;
- alteori se produc deleţii ale genelor care codificã unele izotipuri de lanţ greu (H). Astfel, apar deficienţele selective ale claselor de imunoglobuline;
 imunodeficienţele se pot datora slabei dezvoltãrii a mediului necesar diferenţierii şi maturãrii celulelor limfoide (timus, GALT);
- imunodeficienţele pot fi rezultatul perturbãrii mecanismelor reglatoare ale celulelor Th şi Ts, care controleazã rãspunsul imun mediat celular şi humoral;
- imunodeficienţele pot surveni ca rezultat al catabolizãrii imunoglobulinelor cu o ratã excesivã, sau chiar datoritã pierderii imunoglobulinelor din sânge şi din secreţii, deşi celulele limfoide şi imunoglobulinele sunt normale sub aspect numeric şi respectiv, cantitativ;
Circa 50% din imunodeficienţe se datoreazã sintezei deficitare a anticorpilor, 10% sunt imunodeficienţe celulare, 20% sunt imunodeficienţe combinate, 18% sunt deficienţe ale fagocitelor şi 2% sunt deficienţe ale proteinelor complementului.
Imunodeficienţele înnãscute
 
Imunodeficienţele înnãscute (primare) au fost descoperite de O. Bruton (1952), odatã cu descrierea agamaglobulinemiei şi hipogamaglobulinemiei infantile sex-lincatã. Maladia afecteazã bãieţii şi se transmite prin cromosomul X. Pacienţii rãmân asimptomatici în primele luni de viaţã, deoarece în aceastã perioadã imunoglobulinele materne asigurã protecţia antiinfecţioasã. Dupã vârsta de 5-6 luni, pacienţii devin foarte sensibili la infecţiile tegumentare cu bacterii piogene şi la infecţii ale tractului respirator cu streptococi, meningococi, H. influenzae. Pacienţii sunt lipsiţi de reactivitatea imunitarã mediatã humoral. In ţesuturile limfoide lipsesc plasmocitele, iar foliculii limfoizi nu se formeazã nici dupã stimularea antigenicã repetatã. La electroforezã, serul pacienţilor nu relevã fracţia gamaglobulinicã. IgG are concentraţia de 1/10 (1 mg/ml faţã de 10 mg/ml), iar IgM are concentraţia de 1/100 din valorile normale. Lipseşte IgA, dar lipsesc şi hemaglutininele α şi β. În mod normal limfocitele B reprezintã 5-18% din totalul limfocitelor circulante, dar la aceşti pacienţi, proporţia lor este foarte micã (mai puţin de 0,1%). Absenţa limfocitelor B mature se datoreazã defectelor de maturare, determinate de tirozin-kinaza nefuncţionalã, codificatã de gena mutantã.
Pacienţii au reactivitate normalã a imunitãţii mediate celular: testul hipersensibilitãţii întârziate la tuberculinã este pozitiv, resping alogregele, limiteazã infecţiile virale, cu excepţia hepatitei B (care evolueazã rapid spre cirozã) şi a celor cu enterovirusuri. Limfocitele T au valori numerice normale. Vaccinurile virale atenuate sunt bine suportate şi nu produc infecţii clinice.
Disgamaglobulinemiile selective se caracterizeazã prin incapacitatea sintezei unui anumit izotip imunoglobulinic. Se cunosc deficienţe selective ale IgM, IgA sau ale IgM şi IgA, IgA şi IgG, IgM şi IgG.
Deficienţele IgA se asociazã cu o frecvenţã crescutã a infecţiilor tractului digestiv şi respirator, iar deficienţele sintezei IgG şi IgM se însoţesc cu creşterea sensibilitãţii faţã de infecţiile tegumentare cu bacterii piogene: Streptococcus, Staphylococcus.
Agama-, hipogama- şi disgamaglobulinemiile selective se amelioreazã net, prin administrarea intravenoasã a gamaglobulinelor. 
Sindromul Di George este consecinţa hipoplaziei sau ageneziei timice. In cursul vieţii embrionare se produce o perturbare a dezvoltãrii structurilor derivate din perechile a 3-a şi a 4-a de pungi faringiene. Agenezia timicã este însoţitã de absenţa paratiroidelor şi de aceea, pacienţii, iniţial, prezintã alte simptome: hipocalcemie, malformaţii cardiace. Timusul este foarte redus ca dimensiuni sau chiar lipseşte la 1/3 dintre pacienţi. Adeseori, timusul existã sub forma glandelor  ectopice. Imunitatea mediatã humoral este normalã, reflectatã în valorile normale ale concentaţiei imunoglobulinelor.
Dacã supravieţuiesc, la câţiva ani, pacienţii manifestã sensibilitate înaltã faţã de infecţiile virale, faţã de bacteriile intracelulare sau faţã de infecţia fungicã cu Pneumocystis carinii.
Imunodeficienţa severã combinatã (scid) se caracterizeazã prin deficitul ambelor compartimente ale imunitãţii, atât celular, cât şi cel humoral. Deficienţa se datoreazã absenţei celulelor stem de origine a limfocitelor. Lipsesc limfocitele T, B şi granulocitele, datoritã hipoplaziei generalizate a ţesutului reticular hematopoetic. Organele limfoide secundare sunt hipoplazice, iar timusul este absent. Lipsesc imunoglobulinele serice.
Pentru restabilirea funcţiei imunitare se impune transplantul mãduvei osoase.
 
Imunodeficienţele dobândite
 
Imunodeficienţele dobândite (secundare) cuprind diverse maladii, datorate unor cauze patologice care interferã direct sau indirect cu funcţia imunitarã.
Imunodeficienţele dobândite pot fi cauzate de hipercatabolismul imunoglobulinelor. Concentraţiile serice ale imunoglobulinelor reflectã raportul dintre rata sintezei şi rata catabolismului acestor molecule. Creşterea ratei catabolismului poate sã conducã la o deficienţã selectivã a unei clase de imunoglobuline, ce se manifestã prin hipoproteinemie.
Imunodeficienţele dobândite se pot datora pierderii excesive a imunoglobulinelor, la nivelul tractului urinar sau gastrointestnal. Pierderea urinarã este consecinţa defectelor renale glomerulare, a unor disfuncţii tubulare sau unor defecte combinate.
Deficienţele glomerulare sunt asociate cu pierderea proprietãţilor de sitã ale endoteliului capilarelor glomerulare. Moleculele imunoglobulinice mici (IgG) trec în urinã cu o ratã superioarã faţã de moleculele mari (IgM). Totuşi, IgG3 şi IgG4 rãmân normale, ceea ce sugereazã cã, în afara greutãţii moleculare, sunt importanţi şi alţi factori care condiţioneazã funcţia filtrului renal. Nivelul seric al IgG scade, proporţional cu gradul perturbãrii funcţiei de sitã a endoteliului glomerular, iar IgM rãmâne normal.
A II-a cale majorã a pierderii majore a imunoglobulinelor este tractul gastrointestinal, la nivelul vaselor limfatice. Cele mai multe situaţii patologice la acest nivel nu induc hipogamaglobulinemie, cu excepţia limfangiectaziei intestinale. Aceasta se caracterizeazã prin dilatarea excesivã a canalelor limfatice şi este însoţitã de pierderea masivã de proteine şi chiar a limfocitelor. Dilatarea vaselor limfatice este cauzatã de obstrucţia limfaticã, datoritã unei infecţii (de exemplu, tuberculoza), unei malignitãţi (limfom) sau datoritã creşterii presiunii hidrostatice în insuficienţa cardiacã severã congestivã. Rata sintezei imunoglobulinelor este normalã sau crescutã, dar turnover-ul este rapid, datoritã pierderii excesive a proteinelor la nivel intestinal.
Imunodeficienţe datorate micronutrienţilor. Deficienţa fierului creeazã condiţii predispozante pentru candidoza mucocutanatã cronicã. Deficienţa zincului supreseazã funcţia celulelor T şi predispune la infecţii oportuniste. Seleniul este important pentru funcţia celulelor T. Deficienţa parţialã la copii, predispune la infecţii.
Imunodeficienţe induse de medicamente. Cele mai multe medicamente citotoxice şi imunosupresoare, utilizate în tratamentul malignitãţilor, al inflamaţiilor şi în imunosupresia pacienţilor cu transplant de organe, deprimã funcţia imunitarã celularã şi humoralã, iar neutropenia predispune la infecţii cu bacterii Gram negative şi la infecţii fungice. Compuşii steroidici utilizaţi în tratamentul maladiei reumatismale, ciclofosfamida şi azatioprina, folosite în tratamentul neoplaziilor, dupã administrare prelungitã, deprimã imunitatea mediatã celular, dar şi nivelul seric al imunoglobulinelor.
Unele imunodeficienţe sunt consecutive altor procese patologice, care interferã cu efectorii sistemului imunitar: deficienţa renalã sau hepaticã are ca efect acumularea substanţelor toxice în organism, cu efect supresor asupra reactivitãţii imunitare.
Dezechilibrul endocrin, cu producerea în exces a cortizonului suprarenalian (în maladia Cushing) este asociat cu imunodeficienţa. Cortizonul lizeazã limfocitele T şi B circulante şi diminuã monocitele periferice.
Stãrile neoplazice, în special cele care afecteazã sistemul imunocitar, monocitar sau granulocitar induc un deficit al funcţiei imunitare. In maladia Hodgkin – neoplazia liniei monocitare a ganglionilor limfatici – se instaleazã deficienţa imunitãţii mediate celular, dar imunitatea humoralã este normalã. In alte malignitãţi, efectele neoplaziei asupra sistemului imunitar, nu s-au putut disocia de efectele provocate de caşexie.
Mielomul multiplu (tumorã plasmocitarã localizatã în mãduva osoasã) este însoţit de scãderea cantitativã severã a tuturor claselor de imunoglobuline normale şi de aici, deficienţe ample ale imunitãţii humorale, dar imunitatea celularã rãmâne normalã.
 
Imunodeficienţa consecutivã infecţiei cu HIV
 
Imunodeficienţa consecutivã infecţiei cu virusul HIV este, în esenţã, expresia incapacitãţii organismului uman de a neutraliza virionii, în timpul fazei acute a infecţiei. Dupã contactul primar cu antigenele HIV, organismul se apãrã prin mecanisme imunitare specifice. Se sintetizeazã anticorpi specifici, la un titru crescut. Testul ELISA pentru diagnosticul infecţiei cu HIV se bazeazã pe detectarea anticorpilor anti-HIV. Titrul maxim al anticorpilor se coreleazã în timp, cu nivelul viremiei.
Imunitatea mediatã celular anti-HIV se detecteazã foarte timpuriu dupã infecţie şi este dominatã de numãrul mare de limfocite TCD8, al cãror numãr creşte de 10-20 de ori faţã de valorile normale (200-600/γl). Ele manifestã activitate citotoxicã specificã anti-HIV şi lizeazã limfocitele infectate, care expun pe suprafaţa lor, proteinele env (SU şi TM).
Limfocitele TCD8 diminuã viremia primarã, atât prin efect citotoxic direct asupra celulelor în care virusul se replicã, cât şi prin efect represor asupra replicãrii virale, mediat de citochine. Celulele NK lizeazã celulele infectate prin mecanismul ADCC.
Rãspunsul imun primar, humoral şi celular represeazã replicarea viralã dupã infecţie. Deşi foarte energic, rãspunsul imun primar nu eliminã complet virusul şi nici celulele infectate. Organismul nu se sterilizeazã deoarece anticorpii specifici anti-HIV, produşi în timpul infecţiei primare, nu au activitate neutralizantã optimã. Anticorpii rãspunsului imun primar, în esenţã, nu au efect protector, deoarece rãspunsul imun este neadecvat, fie cantitativ, fie calitativ. O proporţie importantã a virionilor nu este neutralizatã, pãstrându-şi infecţiozitatea. Rãmân de asemenea, multe celule infectate cu virus, în special în ganglionii limfatici, atât limfocite cât şi celule foliculare dendritice.
Anticorpii neutralizanţi se detecteazã mai târziu, dupã trecerea de la faza acutã a infecţiei, la faza cronicã. Probabil cã anticorpii neutralizanţi sunt specifici faţã de epitopii care nu sunt expuşi pe virionii asamblaţi în cursul infecţiei primare sau anticorpii rãspunsului imun secundar suferã fenomenul maturãrii de afinitate şi se leagã mai eficient de epitopi. 
Pe mãsurã ce infecţia progreseazã, anticorpii neutralizanţi sunt înlocuiţi cu anticorpi stimulatori (enhancing) ai infecţiei. Anticorpii stimulatori favorizeazã infecţia celulelor, prin intermediul receptorului pentu C3 sau pentru Fc. Ineficienţa anticorpilor este explicatã prin aceea cã una din glicoproteinele de înveliş al virionilor este foarte glicozilatã (circa 24 de situsuri de glicozilare), pe o secvenţã de 481 aminoacizi. Grupãrile glucidice mascheazã epitopii antigenici şi împiedicã neutralizarea virusului.
Imunodeficienţa gravã este consecinţa directã a scãderii dramatice a numãrului de limfocite TCD4 circulante, de la circa 1000 la 100/γl. Dacã în stadiul preclinic, proporţia limfocitelor producãtoare de virus este de 1/40, în stadiile avansate, proporţia este 1/10.
Cauza principalã a scãderii numãrului de limfocite TCD4 este liza consecutivã infecţiei cu HIV. Proteinele virale sintetizate în celulã au efect toxic. Legarea HIV de membranã şi penetrarea în celulã, este asociatã cu creşterea volumului celular. Celula pierde controlul influxului ionilor şi al apei. Aceste modificãri s-au reprodus in vitro cu glicoproteina 120 de HIV. Efectul toxic al glicoproteinelor virale este reversat de antagoniştii canalelor de Ca2+, utilizaţi în clinicã pentru a atenua anomaliile neurologice consecutive infecţiei cu HIV.
La pacienţii infectaţi cu HIV, o proporţie semnificativã de limfocite, dupã stimularea cu antigenele virale, în loc sã se activeze şi sã se dividã, se sinucid prin apoptozã, adicã prin activarea programului genetic al morţii.
O altã cauzã a imunodeficienţei o constituie anergia limfocitelor. Cele douã glicoproteine (120 şi 41)rezultã prin clivajul enzimatic al proteinei precursoare 160. Clivajul proteinei 160 este esenţial pentru infecţiozitatea viralã. Glicoproteina 120 asociatã necovalent cu gp 41pe suprafaţa învelişului viral, este uşor eliberatã de pe suprafaţa celulei şi a învelişului. Glicoproteina 120 sintetizatã în exces, se gãseşte liberã(“solubilã”) în sânge şi se leagã de receptorul CD4, producând perturbãri ale reactivitãţii imunitare, prin blocarea reactivitãţii limfocitelor. Afinitatea interacţiunii gp 120 cu CD4 este conferitã de resturile sale glucidice. Starea de anergie poate fi reversatã sub acţiunea stimulatoare a IL-2. Complexele imune gp 120-anti gp 120 s-au identificat pe suprafaţa limfocitelor, la pacienţii infectaţi cu HIV.
HIV-1 infecteazã limfocitele TCD4, dar şi monocitele, macrofagele, celulele dendritice, celulele Langerhans, celulele trofoblastice placentare, neuronii.
Scãderea amplã a numãrului de limfocite TCD4, detectabilã în testul transformãrii blastice cu mitogene, anuleazã funcţia lor reglatoare asupra funcţiei imunitare. Limfocitele viabile asigurã persistenţa infecţiei. Diminuarea sintezei IL-2 încetineşte proliferarea şi diferenţierea limfocitelor Tc. In absenţa celulelor Tc activate, multiplicarea viralã este necontrolatã. Consecutiv scãderii sintezei IL-2, diminuã activitatea macrofagelor şi a celulelor NK.
La organismele infectate cu HIV, numãrul limfocitelor B este normal, iar concentraţia imunoglobulinelor este de circa 10 ori mai mare decât la persoanele sãnãtoase. Explicaţia creşterii titrului anticorpilor este cã, în absenţa limfocitelor TCD4, celulele Ts nu-şi îndeplinesc rolul fiziologic de a supresa activarea limfocitelor B, diferenţierea lor şi sinteza Ig. Limfocitele B se activeazã nespecific, policlonal. Se sintetizeazã anticorpi la un titru crescut, dar nu au specificitate anti-HIV şi nu sunt protectori nici faţã de alţi agenţi patogeni sau potenţial patogeni.
Datã fiind specificitatea interacţiunii gp 120 cu receptorul limfocitar CD4, s-a încercat utilizarea CD4 solubil ca agent imunoterapeutic. Tulpinile virale de laborator au fost neutralizate eficient de preparatele CD4, dar izolatele primare de HIV-1 sunt relativ rezistente. Absenţa neutralizãrii infecţiozitãţii s-a atribuit mecanismelor complexe de intrare a virusului în celulã. CD4 solubil stimuleazã eliberarea gp 120 din învelişul viral, ceea ce determinã creşterea infecţiozitãţii. 
Grupurile cu risc major de îmbolnãvire sunt cele ale homosexualilor şi ale consumatorilor de droguri. Virusul se transmite şi pe cale heterosexualã, mai ales la femei, care transmit infecţia fãtului.
IMUNOLOGIE TUMORALÃ 
  
Dupã malignizare, membrana citoplasmaticã este cea mai modificatã structurã celularã. Semnalele reglatoare de control al creşterii şi multiplicãrii, care acţioneazã în primul rând prin intermediul receptorilor membranari, nu-şi mai gãsesc ţinta structuralã. Incapacitatea celulelor de a recepţiona semnalele reglatoare ale creşterii şi diviziunii sau de a rãspunde adecvat acestor semnale, este cauza principalã a comportamentului invaziv al celulelor maligne. Pierderea inhibiţiei de contact este reflectarea modificãrilor suprafeţei celulare.
Adeseori, malignizarea este însoţitã de sinteza unor molecule noi, localizate în oricare din compartimentele celulei şi care se comportã ca antigene tumorale.
Orice structurã chimicã a celulei maligne, absentã în sau pe celulele normale ale ţesutului de origine a tumorii, susceptibilã de a induce o reacţie imunitarã la gazda primarã sau dupã injectare la o nouã gazdã, poate fi consideratã ca antigen tumoral.


 
ANTIGENE TUMORALE

Se disting urmãtoarele categorii de antigene tumorale:
1. Antigenele tumorale de diferenţiere, denumite şi antigene oncofetale, deoarece se gãsesc atât pe suprafaţa celulelor unor tumori, dar sunt prezente şi în timpul unei faze de diferenţiere embrionarã. Ele lipsesc pe suprafaţa celulelor organismului adult sau se gãsesc în cantitãţi foarte mici, nedectabile.
a) Antigenul carcinoembrionar (CEA) s-a izolat din sângele unui pacient cu cancer de colon (1965). Este o glicoproteinã de 180-200 kD, localizatã pe membrana celulelor normale ale tractului digestiv la fãt, dar se gãseşte în cantitãţi foarte mici la subiecţii normali adulţi. 
La fãt, CEA este sintetizat în celulele mucoasei gastro-intestinale şi este concentrat în glicocalix, pe suprafaţa luminalã a acestor celule. In celulele embrionare normale, CEA pare a avea rol în aderenţa celularã, dar probabil favorizeazã metastazarea celor maligne.
CEA este un grup foarte heterogen de molecule, cu o cantitate foarte variabilã de glucide. Raportul proteine/glucide variazã între 1/1 şi 1/5. Componenta glucidicã este reprezentatã, în primul rând, de acidul sialic. Imunogenitatea moleculei este conferitã de componenta proteicã.
La adult, CEA se gãseşte în cantitãţi mici pe mucoasa colonului, în plãmân, în ţesutul mamar, dar reapare în cantitãţi mari pe celulele maligne ale tractului digestiv uman (intestin subţire, pancreas, ficat, stomac, colon, rect). CEA se gãseşte nu numai asociat suprafeţei celulelor maligne, dar trece şi în sângele a 60-80% dintre pacienţii cu cancer de colon. Nu se cunoaşte mecanismul prin care CEA ajunge în sânge. 
Din sângele pacienţilor neoplazici, CEA sintetizat de celulele maligne, este epurat la nivelul ficatului. De aceea, cele mai mari concentraţii de CEA apar la neoplazicii cu insuficienţã hepaticã (metastaze hepatice, ciroze).
CEA este un antigen nespecific, deoarece poate sã aparã, în concentraţii mici (10 ng/ml), în sângele unor pacienţi cu maladii nemaligne: la cei cu cirozã alcoolicã a ficatului sau cu insuficienţã renalã, astfel cã speranţa detectãrii cancerului prin depistarea CEA în sânge, s-a nãruit.
Leziunile de orice naturã ale mucoasei tractului gastrointestinal sunt însoţite de creşterea sintezei şi secreţiei CEA, care trece şi în sânge: în maladia inflamatorie a intestinului, în colita ulcerativã, polipi ai tractului digestiv, tumori ale tractului gastrointestinal. 
Unele tumori secretã CEA, mai ales dupã o metastazare hepaticã (adenocarcinomul colonului, tumorile de pancreas, ficat, plãmân).
Nivelul CEA foarte crescut, reflectã o evoluţie rapidã a tumorii.
b) Alfafetoproteina (AFP) este o glicoproteinã majorã a fãtului timpuriu, o globulinã normalã (69 kD)a sângelui fetal uman şi a celorlalte mamifere, descoperitã în 1956. Conţinutul glucidic este de 3,5%. Din punct de vedere structural, AFP este asemãnãtoare albuminei. Genele codificatoare ale celor douã proteine au organizare similarã. AFP se detecteazã în plasmã la embrionul de 4 sãptãmâni şi creşte rapid în primul trimestru de sarcinã. Nivelul maxim 
(2-3 mg/ml) se gãseşte la fãtul de 14 sãptãmâni şi scade la valorile caracteristice adultului, la vârsta de 6-10 luni. AFP se gãseşte nu numai în plasmã, ci şi în fluidele fetale: lichidul amniotic, lichidul cerebrospinal, urinã. Cantitãţi mici de AFP (500 ng/ml) strãbat placenta şi se gãsesc în serul femeilor gravide.
În timpul vieţii fetale, AFP se sintetizeazã în ficat, în celulele gastrointestinale. La adultul normal, concentraţia sa este nedetectabilã prin metodele imunochimice obişnuite, dar creşte în neoplaziile de carcinom hepatic. Circa 70% din cancerele hepatice primare sunt însoţite de creşterea nivelului seric al AFP. AFP creşte şi în alte neoplazii: testiculare, ovariene. Nu toate hepatoamele şi tumorile testiculare produc AFP, dar cele care sintetizeazã aceastã glicoproteinã, o produc în cantitãţi foarte mari.
Creşterea concentraţiei AFP în sânge nu este totdeauna asociatã cu malignitatea: AFP creşte în stãrile patologice de hepatitã viralã, hepatitã cronicã, cirozã, fapt ce reflectã regenerarea celularã.
AFP creşte în maladiile inflamatorii ale intestinului: boala Crohn, colita ulcerativã.
AFP este un marker util pentru depistarea cancerului hepatic la populaţiile cu risc înalt (chinezi, japonezi, eschimoşi din Alaska), dar este inutilã pentru celelalte populaţii, datoritã creşterii nivelului sãu în afecţiuni nemaligne.
În lichidul amniotic, nivelul crescut al AFP este asociat cu defecte ale tubului neural (spina bifida).
2. Antigenele de transplantare a tumorilor (TATA = tumor associated transplantation antigen).
a) Antigenele specifice de organ se exprimã la un nivel înalt pe celulele tumorale, în timp ce exprimarea lor pe celulele normale este foarte scãzutã sau este limitatã la un anumit stadiu al dezvoltãrii ţesutului. 
Antigenul specific prostatei (PSA) este fosfataza acidã prostaticã,  o glicoproteinã cu activitate proteoliticã asupra gelului seminal, pe care-l hidrolizeazã. PSA se gãseşte în ţesutul prostatic normal, în adenomul benign şi în carcinomul malign. Este produs de celulele acinare ale prostatei. În ser, PSA este legat cu α 1-antichimiotripsina, ceea ce influenţeazã valorile furnizate de determinarea sa cantitativã.
PSA creşte mult în cancerul prostatic, cel mai comun cancer la vârsta de peste 75 se ani, dar creşte şi în hipertrofia prostaticã benignã. Concentraţia sa se coreleazã cu volumul prostatei, cu stadiul cancerului prostatic, cu rãspunsul la terapie.
Glicoproteinele mucinoase sunt antigene de suprafaţã celularã, cu greutate molecularã mare.
Sunt formate dintr-o axã polipeptidicã, de care se ataşeazã numeroase catene oligozaharidice. Glucidele reprezintã 60-80% din greutatea lor molecularã. Sinteza glicoproteinelor mucinoase este consecinţa pierderii controlului metabolismului celulei neoplazice. Uneori, celula malignã pierde capacitatea de sintezã a unor glicoproteine de suprafaţã, ca de exemplu antigenul de grup sanguin A şi sintetizeazã molecule absente în celulele normale.
Glicoproteinele mucinoase se exprimã pe suprafaţa celulelor epiteliale şi se detecteazã în ser, salivã, ori sunt adsorbite pe eritrocite. Ele s-au identificat odatã cu disponibilitatea anticorpilor monoclonali: CA 15-3, CA 125, asociate cu cancerele ovariene, CA 19-9, identificat într-o tumorã colorectalã (CA = cancer associated). Modificarea cantitativã a glucidelor membranare poate modifica dramatic malignitatea, influenţând potenţialul de metastazare.
Markerii tumorali imunoglobulinici se identificã prin electroforeza serului sau a urinii. Aparţin izotipurilor IgG, A, M, E sau sunt catene k sau λ libere. Aproximativ, 1% din adulţi au proteine serice M (monoclonale), iar din acestea 25% au semnificaţie nedeterminatã. 50% din totalul proteinelor serice M sunt datorate mielomului multiplu. Determinarea proteinelor M în sânge sau urinã este utilã pentru monitorizarea rãspunsului la terapie.
b) Antigenele specifice fiecãrei tumori sunt antigene individuale (TSTA = tumor specific transplantation antigen), proprii fiecãrei tumori. Sunt exprimate numai în celulele tumorale şi nu sunt niciodatã detectabile în ţesuturile normale. Sunt caracteristice tumorilor induse chimic (L. Gross, 1953). Chiar tumorile multiple induse de acelaşi agent chimic (metilcolantren), în acelaşi ţesut (tegument) al unui organism, sunt diferite în ceea ce priveşte specificitatea antigenelor de transplantare. Aceasta semnificã faptul cã informaţia geneticã declanşatoare a malignizãrii, rezidã în gene diferite, care suferã mutaţie sub acţiunea agentului chimic. 
	Fig. 131. Tumorile tegumentare induse de un agent chimic (de exemplu, metilcolantrenul) posedã antigene tumorale strict individuale.


Toate celulele unei tumori induse de metilcolantren sunt identice din punct de vedere antigenic, fapt demonstrat experimental: şoarecele imunizat cu mojarat de celule tumorale, respinge ulterior o grefã de celule vii ale aceleiaşi tumori.
Datoritã unicitãţii lor antigenice, fiecare tumorã indusã chimic, stimuleazã imunitatea faţã de antigenele proprii, iar reacţiile încrucişate sunt absente totdeauna.
Antigenele tumorale specifice de transplantare sunt complexe glicoproteice sintetizate în celulã şi inserate în membrana citoplasmaticã.
Celulele maligne pot sã prezinte simultan, atât antigene tumorale comune, cât şi antigene specifice.
Tumorile care apar în mod natural sunt slab sau deloc antigenice.
Nu se ştie dacã antigenele tumorale sunt prezente de la început pe toate celulele tumorale sau dacã celula devine malignã, fãrã sã dobândeascã markerii distinctivi de malignitate. Antigenele tumorilor induse de agenţi chimici pot fi stabile şi se transmit de la o generaţie celularã la alta, dar majoritatea tumorilor induse de agenţi chimici, trebuie considerate heterogene din punct de vedere antigenic, datoritã instabilitãţii genetice. 
Antigenele suprafeţei celulelor maligne sunt supuse modificãrilor cantitative şi calitative.
La om, 90% din tumori sunt induse de agenţi chimici. 
3. Antigenele de origine viralã sunt comune şi se gãsesc la toate tumorile induse de acelaşi virus, chiar la specii diferite.
Antigenele tumorilor induse de oncodnavirusuri sunt codificate de programul timpuriu al informaţiei genetice virale. De exemplu, virusurile polioma şi SV40 induc tumori la animalele de experienţã, iar virusul papiloma este implicat în geneza tumorilor de cervix uterin uman.
Virusurile oncogene ADN induc sinteza antigenelor tumorale cu localizare nuclearã şi membranarã. Sunt proteine nestructurale, care se disting de antigenele capsidei virale. In celulele transformate cu oncodnavirusuri, nu se detecteazã antigene capsidale, deoarece programul tardiv al genomului viral nu este transcris şi virusul progen nu este asamblat.
SV40 codificã sinteza a douã proteine virale (antigene tumorale), de 94 şi respectiv 17 kD, iar virusul polioma codificã sinteza a trei antigene, de 100, 55 şi respectiv de 22 kD. Antigenul T de 100 kD are o localizare aproape exclusiv nuclearã şi se sintetizeazã atât în celulele infectate productiv, cât şi în cele transformate. Antigenul de 55 kD este o proteinã fosforilatã ce se asociazã cu oncoproteina Src, o chinazã tirozin-specificã, codificatã de protooncogena c-src. Interacţiunea cu antigenul viral produce o stimulare de circa 50 de ori a activitãţii chinazice a oncoproteinei celulare Src.
Antigenele T sunt comune şi pentru alte virusuri ale grupului. Toate tumorile induse de un virus, au antigene comune, chiar la specii diferite. Imunizarea organismului receptor de grefã de ţesut tumoral cu celule tumorale iradiate sau cu mojarat de celule tumorale de acelaşi tip este protectoare faţã de dezvoltarea tumorii transplantate.
Antigenele T, codificate de oncodnavirusuri nu se gãsesc în structura virionului (proteine nestructurale). De aceea, virionii inactivaţi nu imunizeazã şi nu protejeazã organismul faţã de suspensia de celule tumorale omologe (transformate de acelaşi virus).
Antigenele tumorale codificate de oncornavirusuri sunt comune pentru toate tumorile induse de un virus, indiferent de specificitatea antigenicã a celulei. Majoritatea sunt antigene proteice virale structurale, adicã se regãsesc în structura virionului, ceea ce le deosebeşte net de antigenele codificate de oncodnavirusuri. 
Antigenele tumorilor induse de oncornavirusuri sunt codificate de gena env şi au specificitate de grup. Multiplicarea oncornavirusurilor nu interferã cu capacitatea celulelor de a creşte şi de a se divide. Deoarece antigenele tumorale sunt proteine structurale ale virionilor, imunizarea organismului cu o suspensie viralã inactivatã, conferã protecţie faţã de celulele transformate de virusul omolog.
Spre deosebire de antigenele induse chimic, care pot fi tari sau slabe, antigenele codificate de virusurile oncogene sunt foarte imunogene.
La om, circa 10% din totalul tumorilor sunt cauzate de virusuri:
- carcinomul hepatocelular (indus de virusul hepatitei B)
- cancerul de col uterin (indus de papilomavirusuri – HPV16, HPV18)
- limfomul Burkitt şi carcinomul nazofaringian (induse de virusul Epstein-Barr)
- leucemia celulelor T mature (indusã de HTLV-1).
4. Antigenele tumorale codificate de protooncogene. Mutaţiile punctiforme ale oncogenelor – genele ce regleazã creşterea normalã şi diferenţierea - şi mutaţiile genelor supresoare ale oncogenelor, ca de exemplu, p53 şi Rb, produc substituţii ale unui singur aminoacid în catena polipeptidicã codificatã, care le transformã în antigene tumorale, codificate de genom. Ele au localizare nuclearã, citoplasmaticã sau membranarã. S-au descris peste 10 antioncogene (supresoare ale oncogenelor) şi circa 100 de oncogene (de exemplu, genele ras), ale cãror mutaţii punctiforme determinã sinteza unor molecule cu substituţii punctiforme de aminoacizi, unice sau multiple şi care se deosebesc de moleculele normale. Antioncogena p53 codificã o proteinã nuclearã, reglatoare a diviziunii celulare. In celulele maligne, p53 se sintetizeazã în exces.
Dupã localizare, antigenele tumorale sunt:
- antigene expuse la suprafaţa celulei. Sunt cele mai importante, deoarece sunt accesibile efectorilor rãspunsului imun (TSTA, TATA);
- antigene intracelulare, localizate în nucleu sau în citoplasmã.
Ambele categorii de antigene, se pot elibera fie din celulele vii, fie dupã necrozã şi se gãsesc în circulaţie, la distanţã de tumorã. Eliberarea lor poate stimula rãspunsul imun sau are un efect de blocare a reactivitãţii imunitare, prin fenomenul de inundare antigenicã.
Anticorpii antitumorali se obţin prin injectarea celulelor tumorale viabile, ori a mojaratului tumoral, la organismele altei linii genetice sau altei specii, care poartã alte molecule CMH. Celulele vor fi respinse ca o grefã alogenicã. Antiserul conţine anticorpi anti-antigene tumorale, dar şi anticorpi anti-antigene CMH. De aceea, serul imun trebuie absorbit cu antigene tisulare normale. Astfel s-a evidenţiat CEA la pacienţii cu tumori de colon şi AFP la cei cu hepatoame. Antigenul evidenţiat de anticorpi în serul absorbit poate fi un antigen tumoral sau un antigen normal, exprimat abundent pe celulele tumorale.
	Fig. 132. Modificãri ale suprafeţei celulei, asociate cu transformarea malignã (dupã Roitt, 1997).


Procesul dezvoltãrii tumorii are loc în câteva trepte:
- transformarea celulei normale în celulã malignã
- creşterea exponenţialã a celulei maligne şi constituirea tumorii primare
- angiogeneza
- invazia ţesutului înconjurãtor
- intravazarea şi eliberarea celulelor tumorale individuale, în vasele sanguine şi limfatice, unde trebuie sã supravieţuiascã
- oprirea celulelor tumorale în diferite localizãri (ficat, plãmân etc.)
- extravazarea celulelor tumorale şi invazia acestor ţesuturi
- creşterea tumorii la noile situsuri de metastazare şi angiogeneza.
Fiecare etapã a dezvoltãrii tumorii este influenţatã de factori imunologici şi neimunologici. De exemplu, integrinele condiţioneazã interacţiunile dintre celule. Cu cât aderenţa celulelor maligne este mai bine exprimatã, cu atât tendinţa ei de metastazare este mai limitatã. Celulele maligne elibereazã unele componente membranare, ca de exemplu, fibronectina. Pierderea fibronectinei pare sã determine scãderea aderenţei majoritãţii tipurilor de celule maligne şi precede metastazarea. Componentele glicocalixului sunt eliberate sub acţiunea proteazelor, pe care le secretã celulele tumorale. Proteazele (din categoria metaloproteazelor) modificã consistenţa substanţei fundamentale a ţesutului conjunctiv, degradeazã colagenul şi proteoglicanii, uşurând metastazarea şi invazia.

RÃSPUNSUL IMUN ANTITUMORAL

Creşterea anormalã este prevenitã prin diferite mecanisme de control: mecanisme de reparare a ADN, acţiunea genelor supresoare ale oncogenelor (antioncogene) sau prin apoptoza celulelor care au suferit leziuni ireversibile. Dacã aceste mecanisme nu mai sunt operative, celula continuã sã prolifereze. Celula malignã se aflã într-o interacţiune dinamicã cu micromediul, ce determinã supravieţuirea sau moartea ei.
Imunogenitatea tumorilor pentru gazdã şi stimularea timpurie a rãspunsului imun antitumoral a condus la formularea conceptului imunosupravegherii, în acord cu care, organismele eliminã celulele potenţial canceroase care apar în cursul vieţii individuale. Conform acestui concept, cancerul clinic este consecinţa scãpãrii celulelor maligne, de acţiunea mecanismelor protectoare. De aceea, factorii care interferã cu reactivitatea imunitarã, predispun la malignitate. In concepţia actualã, malignizarea este rezultatul activãrii oncogenelor sau pierderii funcţiei genelor supresoare ale oncogenelor (antioncogene).
Teoria supravegherii imune afirmã cã sistemul imunitar, monitorizeazã constant organismul, pentru apariţia celulelor tumorale şi cã majoritatea acestor celule aberante suntdetectate şi lizate de sistemul imunitar, înainte de a produce tumori clinice. Aşa se întâmplã cu celulele tumorale intens imunogene. Majoritatea (sau toate) celulele tumorale care apar spontan, sunt imunogene şi rãspunsul imun inhibã creşterea tumorii. 
Argumentele în favoarea sau contra acestei teorii sunt greu de obţinut. Ele sunt extrapolate din observaţii asupra tumorilor clinice.
Dispariţia spontanã a tumorilor şi recuperarea completã a pacienţilor cu cancer diseminat, este rarã, dar existã şi este explicatã prin insuficienţa vascularizaţiei, prin procese de diferenţiere a celulelor tumorale, prin mecanisme psihosomatice. O explicaţie imunologicã, este cã raportul dintre creşterea tumorii şi rãspunsul imun antitumoral este în favoarea rãspunsului imun. Existã dovezi care sugereazã cã organismul uman rãspunde la prezenţa tumorilor, prin mecanisme imunitare:
- regresia spontanã, în special a meloanoamelor maligne, a carcinoamelor renale, a neuroblastomului şi retinoblastomului, semnalatã în peste 100 de cazuri publicate;
- unele tumori evolueazã latent, o lungã perioadã, adicã cresc foarte încet sau sunt complet inactive şi apoi brusc metastazeazã. Latenţa se poate explica prin echilibrul dintre tumorã şi sistemul imunitar;
- frecvent tumorile sunt infiltrate cu celule mononucleare: limfocite, monocite, puţine plasmocite. Celulele T şi macrofagele sunt prezente abundent în tumorile umane, sugerând un rãspuns imun antitumoral. Celulele T activate faţã de tumora autologã, s-au izolat din câteva tipuri de tumori(melanom malign, carcinom renal, cervical). Ele recunosc peptide asociate cu moleculele CMH I, care sunt represate în celulele normale sau peptide derivate din proteinele mutante;
- carcinoamele asociate cu reacţie inflamatorie evolueazã mai lent decât cele care nu manifestã un rãspuns inflamator;
- tumorile sunt mai frecvente la organismele foarte tinere (datoritã imaturitãţii sistemului imunitar) şi la cele vârstnice (datoritã senescenţei sistemului imunitar);
- anumite categorii de tumori (cancerele de piele cu papiloma virus, limfoamele pozitive pentru antigenele EBV) au o incidenţã crescutã la pacienţii cu transplant, supuşi imunosupresiei. Imunosupresia prelungitã (20 de ani), este asociatã cu creşterea incidenţei tumorilor de origine viralã, în timp ce incidenţa celorlalte categorii de tumori, creşte foarte puţin. Dovezile clinice sugereazã cã rãspunsul imun este orientat predominant faţã de infecţia cu virusuri oncogene şi neoncogene, iar rata apariţiei altor tumori este relativ nemodificatã. Aceasta aratã, indirect, cã supravegherea antitumoralã este relativ ineficientã. Datele experimentale sprijinã ideia cã supravegherea imunã este orientatã, în primul rând, faţã de virusuri oncogene ADN şi nu faţã de oncorna- sau faţã de tumorile induse de agenţii chimici carcinogeni.;
- celulele metastatice sunt comune la pacienţii cu cancer, dar frecvenţa implantãrii lor şi creşterea tumorilor secundare este micã. 
Efectorii rãspunsului imun antitumoral 
Dacã sunt prezente, multe antigene tumorale stimuleazã rãspunsul imun la animalele de experienţã şi pot induce o stare de rezistenţã antitumoralã faţã de celulele transplantate. Rãspunsul imun antitumoral are o eficienţã foarte variabilã, în funcţie de natura antigenelor. Astfel, antigenele induse de virusurile oncogene sau ale tumorilor induse de radiaţiile UV, sunt foarte imunogene şi stimuleazã rãspunsul imun protector, iar antigenele de transplantare ale tumorilor induse chimic sunt slabe. Tumorile care apar spontan la animale şi la om sunt puţin antigenice şi induc un rãspuns imun de micã intensitate.
Antigenele asociate celulelor tumorale sunt recunoscute ca nonself, de sistemul imunitar al gazdei, dar tumorile secretã antigene solubile, care tind sã producã fenomenul de inundare antigenicã şi paralizie imunitarã.
Rãspunsul imun antitumoral este humoral şi celular. Anticorpii specifici, de cele mai multe ori, nu au eficienţã antitumoralã. Cel mai adesea, celulele tumorale supravieţuiesc acţiunii factorilor humorali şi se multiplicã. Ineficienţa acţiunii lor s-a demonstrat în experienţe cu celule maligne închise în camere poroase, permeabile numai pentru molecule, amplasate în cavitatea abdominalã a unor organisme imunizate cu mojarat de ţesut tumoral. Anticorpii sunt efectori eficienţi faţã de celulele maligne de origine limfoidã (leucemii, limfoame). Dupã activarea complementului, se produce liza celulei ţintã.
Efectorii imunitãţii antitumorale sunt celulele. Rolul lor s-a demonstrat cu acelaşi gen de experimente, cu celule maligne plasate în camere poroase, care permit trecerea celulelor efectoare ale rãspunsului imun. Rezultatul acţiunii celulelor imunitare este liza celulei ţintã.
	Fig. 133. Antigenul tumoral poate fi prezentat celulelor T, pe diferite cãi: direct, în absenţa co-stimulilor necesari, rezultatul fiind anergia; direct de celula tumoralã care exprimã molecule co-stimulatoare, rezultând activarea celulelor Tc; direct de celulele tumorale şi indirect via CPA, producând activarea limfocitelor Tc şi Th (dupã Roitt, 1997). 


Imunitatea celularã antitumoralã este mediatã de celule capabile sã lizeze celulele ţintã, prin interacţiune specificã sau de celule care nu necesitã procese de recunoaştere specificã. 
Rolul celulelor NK 
Celulele NK sunt cei mai importanţi efectori ai imunitãţii antitumorale. Acţiunea lor nu este limitatã de identitatea moleculelor CMH şi îşi exercitã efectul prin contact direct. Celulele NK nu necesitã prezentarea antigenului de cãtre celulele accesorii. Mecanismul molecular al interacţiunii lor cu celula ţintã nu este cunoscut.
Activitatea celulelor NK se modificã cu vârsta: are nivel scãzut la naştere, atinge maximum la pubertate şi scade gradat cu vârsta. Activitatea lor faţã de celulele maligne, in vitro, este invers proporţionalã cu nivelul moleculelor CMH I, exprimate pe suprafaţa celulelor maligne. Exprimarea moleculelor CMH I poate duce chiar la scãparea celulelor tumorale de a fi recunoscute de celulele NK, in vivo. Se presupune cã celulele NK controleazã celulele pentru nivelul expresiei CMH I. Celulele care au pierdut total sau parţial moleculele CMH I, par a fi recunoscute ca ţinte şi lizate. Deoarece acţiunea celulelor NK nu este restrictivã în raport cu moleculele CMH, ele sunt active faţã de celulele tumorale singenice, alogenice şi chiar xenogenice.
Importanţa funcţionalã a celulelor NK pentru protecţia antitumoralã este argumentatã de faptul cã liniile de şoareci congenital atimici sau cei timectomizaţi neonatal au un numãr mare de celule NK 
Celulele K interacţioneazã cu celula ţintã prin intermediul receptorilor pentru Fc γ. Celula tumoralã tapetatã cu IgG este astfel uşor recunoscutã de celulele K. Ele se activeazã şi lizeazã celula ţintã prin fenomenul ADCC.
Activitatea celulelor NK şi K din sânge, testatã in vitro, scade odatã cu progresia tumorii. La contactul cu celula malignã, direct sau mediat de anticorpi, celula efectoare elibereazã factori citotoxici solubili: perforina, proteaze, TNF-α, limfotoxina (TNF-β). Mecanismul eliberãrii factorilor litici este acelaşi, descris pentru limfocitulTc.
Celulele NK, activate in vitro de IFN-γ şi de IL-2, se numesc LAK (celule killer activate de limfochine).
Activarea celulelor NK şi K nu produce memorie imunã. Nu existã diferenţe între rãspunsul imun primar şi secundar.
Citotoxicitatea mediatã de macrofage  
Macrofagul neactivat (de la indivizi normali) exprimã un nivel minim de citotoxicitate antitumoralã.
Macrofagul activat distinge celulele tumorale de celulele normale şi poate sã omoare selectiv, celulele tumorale. Activitatea sa citotoxicã este independentã de moleculele CMH, dar este dependentã de factori genetici.Macrofagul se activeazã în urmãtoarele situaţii:
- dupã ce leagã prin receptorul pentru Fc, moleculele de imunoglobulinã fixate pe determinanţii antigenici ai celulei maligne sau complexele Ig—Ag tumoral solubil;
- sub acţiunea factorilor eliberaţi de celulele T sensibilizate (IFN γ)
- sub acţiunea endotoxinelor bacteriene
- sub acţiunea antigenelor de Mycobacterium, Listeria, Toxoplasma sau dupã infecţia cu aceste microorganisme intracelulare.
Activarea constã în amplificarea ratei metabolice şi macrofagul devine killer potenţial al celulelor tumorale. Macrofagul activat nu interacţioneazã cu antigenele tumorale specifice, dar ca şi celulele NK, pare sã distingã între celulele maligne şi cele normale, prin mecanisme moleculare necunoscute.
Macrofagele activate secretã diferite molecule antitumorale:
- enzime hidrolitice care degradeazã ţesutul conjunctiv
- IFN-α, activator al celulelor NK
- TNF-α (caşectina) cu efect stimulator asupra altor celule care elibereazã IL
- H2O2 şi produşi de oxidare a glucozei, cu efect toxic direct asupra celulei ţintã, prin perturbãri membranare
- oxidul nitric (NO), toxic pentru celulele maligne. NO se formeazã prin combinarea oxigenului cu azotul derivat din dezaminarea enzimaticã oxidativã a L-argininei. Reacţia este catalizatã de nitric-oxid-sintazã. NO mediazã citotoxicitatea macrofagului, dependentã de L-argininã. 
Una din cauzele primare ale patologiei maligne este metastazarea, adicã eliberarea celulelor din situsul tumorii primare, pentru a iniţia la distanţã, creşterea unei noi tumori. Celulele metastazate au aceleaşi antigene de suprafaţã, ca şi tumora primarã. Principalele situsuri de metastazare sunt ganglionii limfatici, plãmânul, ficatul.
În studiile experimentale, macrofagele activate s-au dovedit a fi foarte eficiente în reducerea incidenţei metastazelor unor tumori.  
Imunitatea mediatã de celulele T  
Imunitatea antitumoralã mediatã de celulele T, ca mecanism, este analogã rãspunsului imun faţã de alte antigene T-dependente (de exemplu, antigenele CMH). Experienţele in vitro au evidenţiat cã antigenele tumorale stimuleazã proliferarea tuturor subpopulaţiilor de limfocite T (Th, Ts, Tc). Funcţiile efectoare ale α),(limfocitelor T sunt stimulate de limfochine şi monochine (IL-1 şi TNF- sintetizate şi secretate de macrofagele care prezintã antigenele tumorale solubile.
IL-1 stimuleazã proliferarea celulelor B, T şi NK. IL-1 produce şi rãspunsul febril în reacţia inflamatorie, iar TNF-α determinã necroza celulelor tumorale.
Limfocitele TCD4 (şi NK) secretã IL-2, cu efect stimulator asupra celulelor care o secretã.  
IFN γ este secretat de celulele TCD4 (şi NK) şi activeazã macrofagele şi celulele NK. Interferonul are efect antitumoral direct, dar este şi imunomodulator.
Limfocitele Tc au rol important în liza celulelor tumorale, dacã acestea exprimã molecule CMH I. Interacţiunea limfocitului Tc cu celula malignã este specificã. Limfotoxina produsã de limfocitul Tc are efect litic direct asupra celulelor tumorale. 
Celula tumoralã expune pe suprafaţa ei, antigene asociate cu moleculele CMH I, dar eliminã şi molecule solubile, care sunt preluate de CPA şi prezentate limfocitelor Th. Acestea secretã IL-2, activatoare pentru toate tipurile de celule cu funcţie imunitarã, specificã sau nespecificã.
În concluzie, reacţia imunã faţã de celulele tumorale are douã trepte. In prima etapã sunt activate celulele efectoare nespecifice (macrofage, eozinofile, neutrofile, celule NK) şi se produce o reacţie inflamatorie localã. Reacţia nespecificã uşureazã reacţia imunã specificã, prin diminuarea ratei de creştere a tumorii şi creşterea nivelului de prezentare a antigenelor tumorale de cãtre celulele maligne, prin modularea exprimãrii moleculelor CMH. In faza a II-a, celulele Tc asigurã protecţia imunã faţã de creşterea tumorii. 
Celulele efectoare ale imunitãţii mediate celular, specificã şi nespecificã, sunt eficiente în detectarea şi liza celulelor tumorale izolate şi transplantate. Deoarece detecteazã celulele tumorale izolate, ele sunt eficiente în prevenirea metastazelor, dar sunt ineficiente faţã de celulele care constituie o microtumorã.
Mecanisme de scãpare a celulelor tumorale  
Antigenele tumorale se gãsesc pe suprafaţa celulelor tumorale. Ele sunt antigene TSTA, mai concentrate sau mai diluate. Antigenele CMH normale nu dispar, dar diminuã cantitativ.
Creşterea tumorilor, în condiţiile activãrii rãspunsului imun, nu este explicatã satisfãcãtor. S-au propus mai multe mecanisme prin care celulele tumorale evitã recunoaşterea de cãtre efectorii rãspunsului imun. Când sistemul imunitar este alertat, ţesutul tumoral este prea dezvoltat şi nu mai poate fi înlãturat.
De cele mai multe ori, tumora nu este imunogenã. Lipsa imunogenitãţii nu se datoreazã absenţei antigenelor tumorale, ci faptului cã celulele tumorale nu sunt eficiente în prezentarea antigenului.
Cel mai surprinzãtor şi cel mai studiat mecanism de evitare a rãspunsului imun este modularea antigenicã. Fenomenul modulãrii antigenice defineşte capacitatea tumorii de a masca sau de pierde antigenele, în prezenţa efectorilor imunitari. De exemplu, celulele leucemice transplantate la şoarecele imunizat cu mojaratul celulelor leucemice care conţin antigenul TL, au pierdut antigenul TL, dar antigenul reapare dupã transplantul celulelor leucemice la şoarecii care nu au anticorpi serici anti-TL.
Imunoselecţia. Antigenele exprimate pe suprafaţa celulelor tumorale activeazã rãspunsul imun mediat celular, iar antigenele solubile stimuleazã sinteza anticorpilor. Unele celule tumorale, ca rezultat al instabilitãţii genetice, pierd antigenele iniţiale şi astfel evitã efectorii rãspunsului imun specific. Ele devin dominante în masa tumorii. Noile variante antigenice induc rãspunsul imun specific, dar fenomenul schimbãrii specificitãţii antigenice se repetã. Rãspunsul imun nu induce schimbarea specificitãţii antigenice a suprafeţei celulei maligne, ci selecteazã celulele care au suferit modificarea antigenicã şi astfel au devenit rezistente la acţiunea efectorilor imunitari.
Diminuarea reactivitãţii imunitare pe cale naturalã sau artificialã este însoţitã de creşterea incidenţei neoplaziilor. Imunosupresia naturalã este mediatã de limfocitele Ts. Antigenele tumorale par sã activeze mai uşor celulele Ts decât limfocitele Th. Limfocitele Ts sunt mai numeroase la pacienţii neoplazici şi pot sã represeze rãspunsul imun pânã la ineficienţã totalã.
Celulele tumorale secretã citochine cu acţiune imunosupresoare, prin efectul lor inhibitor asupra interleuchinelor. Celulele maligne produc IL-10, detectatã în lichidul peritoneal şi în serul pacientelor cu cancer ovarian sau cu alte neoplasme intraperitoneale. IL-10 inhibã exprimarea moleculelor CMH II pe suprafaţa monocitelor şi macrofagelor şi diminuã reactivitatea imunitarã prin efectele sale multiple asupra limfocitelor, monocitelor, celulelor NK şi celulelor dendritice.
Reactivitatea imunitarã poate sã diminue datoritã mascãrii antigenelor tumorale. De exemplu, sialomucina, abundentã pe suprafaţa celulelor unor tumori, mascheazã antigenele tumorale şi le face inaccesibile recunoaşterii imunitare şi efectorilor imunitari. Sialomucina poate fi îndepãrtatã, in vitro, prin tratamentul celulelor cu neuraminidazã de Vibrio cholerae şi celulele îşi dobâdesc sensibilitatea la acţiunea liticã a efectorilor imunitari.
Diminuarea reactivitãţii imunitare se poate datora inundãrii organismului cu antigenele tumorii. Fiind o celulã foarte activã din punct de vedere metabolic, componentele membranei sale au un turn-over ridicat. Antigenele eliberate se complexeazã cu anticorpii specifici sau cu receptorii specifici ai limfocitelor, fãcându-i ineficienţi în recunoaşterea celulelor maligne. Efectul imunosupresor al antigenelor tumorale este proporţional cu dimensiunile tumorii şi dependent de existenţa metastazelor.
Efectul de inundare cu antigenele tumorii este argumentat de experienţele de transplant tumoral. Numãrul celulelor transplantate este determinant pentru dezvoltarea tumorii. Grefarea unui numãr mic de celule (prin injectarea suspensiei) este urmatã de respingere, iar grefarea unui numãr mare de celule este urmatã totdeauna de creşterea tumorii. Dupã ce organismul a respins un numãr mic de celule maligne transplantate, se va apãra faţã de un numãr progresiv crescând de celule de acelaşi tip. Imunitatea de transplantare faţã de antigenele tumorale poate fi depãşitã de un numãr de 100-10 000 mai mare de celule tumorale, decât numãrul de celule necesar grefei tumorii la animalele neimunizate.
Efectul imunosupresor al tumorii. Pacienţii purtãtori de tumori mari nu rãspund la antigenele tumorale, iar limfocitele lor in vitro, au o slabã activitate citotoxicã faţã de celulele tumorale autologe.
Antigenele tumorale exercitã un efect imunosupresor în gradient. La un situs îndepãrtat de tumorã, efectul imunosupresor diminuã şi inoculul mic de celule tumorale este respins. Dupã ce tumora a dobândit dimensiuni importante, efectul imunosupresor este sistemic. Antigenele tumorale circulante se asociazã cu celulele efectoare ale sistemului imunitar, chiar în sângele circulant, producând paralizia rãspunsului imun.
Creşterea tumorii poate fi stimulatã prin fenomenul de enhancement imunitar. Fenomenul de enhancement, descoperit experimental, se defineşte ca un proces de intensificare a creşterii tumorii, în prezenţa anticorpilor specifici. Tumorile au fost transplantate la organisme imunizate cu mojarat celular al aceleiaşi tumori, pentru sinteza anticorpilor specifici. Anticorpii nu numai cã nu resping celulele grefate, ci determinã un efect invers, de stimulare a creşterii tumorii, comparativ cu creşterea sa la animalele neimunizate. Anticorpii cu efect de enhancement sunt IgG, la titru mic. 
Fenomenul de enhancement se explicã astfel:
- anticorpii ar putea induce un efect imunosupresor, deoarece prin feed-back inhibã sinteza anticorpilor potenţial citolitici;
- anticorpii de enhancement sunt citofili, adicã se leagã specific pe suprafaţa celulelor tumorale, formându-se complexe Ag-Ac, care blocheazã fizic ataşarea efectorilor humorali sau celulari.
Evoluţia tumorii este condiţionatã, într-o oarecare mãsurã, de tipul anticorpilor care se sintetizeazã.
Toleranţa imunitarã este un mecanism eficient de scãpare a celulelor tumorale de acţiunea efectorilor sistemului imunitar. Toleranţa se datoreazã lipsei de reactivitate a limfocitelor Tc şi B, care la contactul cu antigenele tumorale nu se sensibilizeazã şi nu genereazã rãspunsul imun, deşi faţã de alte antigene, reactivitatea imunitarã este normalã. Toleranţa survine datoritã stimulãrii repetate cu cantitãţi mici de antigene, dar un rol esenţial în inducerea toleranţei imunitare pare sã revinã raportului dintre limfocitele Th şi Ts.
Diferite produse tumorale, altele decât antigenele, pot sã interfere cu funcţia imunitarã şi sã favorizeze instalarea toleranţei imunitare. De exemplu, prostaglandinele diminuã nivelul exprimãrii moleculelor CMH II pe suprafaţa celulelor prezentatoare de antigen şi pot de asemenea sã suprime activitatea celulelor NK.
Factorii genetici, neidentificaţi, influenţeazã evoluţia tumorii. Unele neoplazii sunt asociate cu incapacitatea limfocitelor T de a activa rãspunsul imun, probabil datoritã incapacitãţii lor de a recunoaşte antigenul.
În concluzie, micile acumulãri de celule tumorale, stimuleazã rãspunsul imun. Dar, chiar tumorile imunogene continuã sã creascã la gazdele imunocompetente, datoritã eficienţei scãzute a rãspunsului imun antitumoral in vivo. Tumorile evitã acţiunea distructivã a efectorilor imunitari sau blocheazã chiar rãspunsul imun.
Abordãri terapeutice ale neoplaziilor  
Terapia neoplaziilor este abordatã pe urmãtoarele cãi: chirurgicalã, radioterapia, chimioterapia şi imunoterapia. Oricare ar fi modalitatea de tratament, este necesarã reducerea prealabilã a masei tumorale prin rejecţie chirurgicalã.
Terapia chirurgicalã are ca scop reducerea dimensiunilor tumorilor solide, în stadiile timpurii ale neoplasmelor de sân, colon, plãmân, prostatã - cele 4 malignitãţi majore la om, ce reprezintã peste 50% din totalul tumorilor solide. 

Radioterapia poate fi primarã sau secundarã. Cea primarã se practicã în cancerele capului, gâtului şi în maladia Hodgkin (neoplazie a ganglionilor limfatici, din diferite regiuni ale corpului). Radioterapia este mai eficientã pentru ţesuturile moi, în arii adiacente maxilarelor şi cãilor nazale. Iradierea totalã se practicã înainte de transplantul mãduvei osoase şi este foarte eficientã pentru anumite leucemii acute, refractare la chimioterapie şi pentru tratamentul unor tumori solide (cancer de sân), care au revenit dupã câţiva ani de remisiune.
Chimioterapia constã în tratamentul cu medicamente citotoxice, majoritatea fiind produse de sintezã chimicã. Scopul chimioterapiei este de a omorî selectiv celulele maligne, deoarece au o ratã superioarã de creştere şi diviziune. Cele mai sensibile la chimioterapie sunt leucemiile. Efectul medicamentelor citotoxice este dependent de dozã. Dozele prea mici nu produc efect, iar cele mari au efecte toxice asupra organismului, în special asupra mãduvei osoase şi asupra celulelor cu o ratã mare de diviziune. Doza se calculeazã la aria de suprafaţã corporalã, preferabilã raportãrii la greutate. Majoritatea agenţilor citotoxici se administreazã intravenos, calea oralã fiind adecvatã pentru ciclofosfamidã (şi pentru tamoxifen).
Agenţii chimioterapeutici, în funcţie de mecanismul acţiunii lor, aparţin mai multor clase.
Agenţii alchilanţi induc formarea legãturilor transversale stabile între cele douã catene ale AND (prin legarea de N7 a guaninei) şi inhibã replicarea moleculei de ADN. Interacţiunea poate sã se producã cu una sau cu ambele catene ADN. Alchilarea guaninei induce împerecherea anormalã cu timina sau depurinarea prin excizia resturilor de guaninã. Consecinţa este ruperea catenei de ADN. Dacã legãtura transversalã se face între resturile de guaninã ale celor douã catene, excizia reparatorie poate sã rupã molecula de ADN şi sã rezulte o mutaţie letalã pentru celulã. Agenţii alchilanţi reacţioneazã chimic cu grupãrile sulfhidril, amino, hidroxil şi fosfat. Acţiunea lor nu are specificitate de fazã a ciclului celular, dar celulele sunt mai sensibile în faza G1 şi S. Efectul se manifestã prin blocarea ciclului celular dupã faza G2.
Mecanismul rezistenţei dobândite la agenţii alchilanţi poate sã conste într-o retenţie scãzutã a agentului în celulã, în creşterea sintezei compuşilor sulfhidril cu greutate micã şi în creşterea capacitãţii de reparare a leziunilor ADN. Deşi au mecanisme asemãnãtoare de acţiune, diferenţele structurii moleculare reduc gradul rezistenţei încrucişate între compuşii subclaselor majore. Efectele secundare sunt gastrointestinale (greaţã, vomã) şi hematologice (mielosupresie).
Ciclofosfamida este cel mai folosit agent alchilant, în tratamentul malignitãţilor hematologice şi a tumorilor solide. Este convertitã la forma activã în ficat
Compuşii platinei (cisplatin, carboplatin) nu sunt agenţi alchilanţi, dar acţioneazã printr-un mecanism similar, adicã se leagã de N7 al guaninei şi realizeazã legarea încrucişatã a catenelor de ADN. Se leagã şi cu alte molecule: adenina, citozina, ARN, proteine.
Antimetaboliţii (citarabina, fluorouracil, metotrexat, mercaptopurina, hidroxiureea) sunt analogi ai bazelor azotate şi inhibã sinteza ADN, ARN sau sinteza proteinelor. Sunt agenţi cu specificitate de fazã a ciclului celular. 
Antagoniştii pirimidinelor. Citarabina (Ara-C) este un compus cu specificitate de fazã S. Este metabolizatã în celulã la forma activã, ara-CTP, inhibitor al ADN-polimerazei şi al sintezei ADN. Ara-C este încorporatã în ADN şi blocheazã alungirea catenei, ca şi legarea fragmentelor în molecula de ADN nou sintetizatã.
Antagoniştii purinelor. 6-mercaptopurina şi 6-tioguanina sunt convertite la forma nucleotidicã de hipoxantin-guanin fosforibozil transferazã (HGPRT). Metaboliţii lor inhibã unele enzime ale cãii purinice. Unii metaboliţi ai 
6-tioguaninei sunt încorporaţi în ADN şi în ARN.
Fludarabina este analog al adeninei. Derivatul sãu, fludarabin-trifosfat, acţioneazã prin inhibiţia ADN-polimerazei şi ribonucleotid-reductazei şi prin încorporarea în ADN
Antagoniştii acidului folic (metotrexat, aminopterina) sunt analogi structurali ai acidului folic.
Alcaloizii din plante (vincristina şi vinblastina, izolaţi din Vinca rosea), produc agregarea tubulinei şi dezorganizarea microtubulilor celulari. Vinblastina este toxicã pentru mãduva hematopoeticã, iar vincristina are efecte toxice majore asupra terminaţiilor nervoase periferice, producând neuropatii senzoriale (parestezie, adicã lipsa senzaţiei de durere) şi motorii, în degete.
Pentru un numãr mare de categorii de tumori, chimioterapia determinã o citoreducere importantã. Dar, la câteva luni sau la câţiva ani, creşterea tumoralã este reluatã şi continuã chiar în condiţiile reinstituirii tratamentului. Creşterea reflectã dobândirea rezistenţei specifice la medicamentele administrate.
În general, dezvoltarea rezistenţei la un medicament este consideratã ca rezultat al unei rate înalte a mutaţiilor celulelor maligne, consecinţa fiind apariţia unor subpopulaţii heterogene, din care unele sunt rezistente la diferite medicamente. Cea mai importantã mutantã este cea cu rezistenţã medicamentoasã multiplã, mediatã de glicoproteina P, o glicoproteinã membranarã, care funcţioneazã ca o pompã de eflux, dependentã de energie. Pompa eliminã activ din celulã, o varietate de agenţi citotoxici: alcaloizii din plante, antibioticele (dactinomicina, doxorubicina, daunorubicina) şi unii agenţi sintetici (melphalan). Celulele maligne mutante, care exprimã gena codificatoare a glicoproteinei P, sunt rezistente la o largã varietate de medicamente anticanceroase.
Imunoterapia încearcã sã distrugã celulele maligne, prin manipulãri de stimulare a reactivitãţii a sistemului imunitar.
Injectarea citochinelor sau stimularea in vitro, cu IL-2, a limfocitelor autologe, obţinute din sângele pacientului, are efecte stimulatoare asupra rãspunsului imun. Rareori s-a produs remisiunea completã a neuroblastomului, a carcinomului renal sau a melanomului malign, ceea ce evidenţiazã cã rãspunsul imun faţã de aceste neoplazii poate fi stimulat. 
	Fig. 134. Modelul unei celule maligne care exprimã glico-proteina P, o proteinã transmembranarã care funcţio-neazã ca o pompã de efluaturale sau artifi-ciale), dupã care sunt pompate la exteriorul celulei. Funcţia glico-proteinei P poate fi inhibatã cx. Ea are situsuri acceptoare la care se leagã diferite medicamente anti-canceroase (nompetitiv de agenţi chimio-sensibilizatori ca verapamil.


Cea mai obişnuitã formã de terapie imunã a neoplaziilor este utilizarea anticorpilor monoclonali (AMC) cu specificitate tumoralã, cuplaţi cu toxine (toxina diftericã, toxina de ricin) sau cuplaţi cu agenţi chimici (I131, medicamente citotoxice), ce suprimã proliferarea celularã. In ansamblu, terapia cu AMC nu a reuşit. Cele mai frecvente tumori (de colon, de sân, de plãmân, de prostatã) poartã antigene proteice intracelulare, inaccesibile AMC. Strategiile chimioterapeutice au progresat mult şi oferã mai multe şanse de reuşitã, la un preţ de cost inferior.
În tratamentul limfoamelor celulelor B se folosesc AMC anti-idiotipici faţã de imunoglobulina membranarã a limfomului.
Stimularea nespecificã a ţesutului limfoid este o metodã terapeuticã introdusã de G. Mathé. El a administrat BCG pentru terapia leucemiilor limfoblastice la copii. Remisiunile se prelungesc ca duratã. Celulele de Corynebacterium parvum au efecte antitumorale, în asociere cu chimioterapia, iar celule de C. parvum şi BCG injectate direct în masa tumorii, inhibã creşterea tumorii. Antigenele bacteriene stimuleazã imunitatea mediatã celular. Celulele limfoide sunt atrase în numãr mare la locul injectãrii şi acţiunea lor este orientatã asupra celulelor tumorale. Macrofagele se activeazã la contactul cu antigenele bacteriene şi dobândesc proprietãţi citotoxice faţã de celulele tumorale, evidenţiate in vitro. 
Interferonul α (produs de leucocite) se utilizeazã în tratamentul unor leucemii şi în tratamentul limfoamelor, dar este toxic, ceea ce impune limitarea dozei. Majoritatea pacienţilor, dupã administrarea interferonului, fac un “sindrom al stãrii gripale”: febrã, senzaţie de frig, dureri de cap, dureri musculare. Aceste simptome diminuã pe parcursul terapiei şi sunt controlate, parţial, cu diferiţi agenţi farmacologici.
Imunoprofilaxia cu vaccinuri, pentru anumite virusuri, a avut succes la animale. Boala lui Marek, produsã de un herpesvirus, este o maladie limfoproliferativã la puii de gãinã. Incidenţa leucemiei felinelor a scãzut, ca rezultat al unui program de vaccinare. Nu existã vaccinuri protectoare faţã de neoplaziile umane. 
 

IMUNITATEA ÎN TRANSPLANTUL
DE ŢESUTURI ŞI ORGANE
  
Chirurgia transplantului a depãşit dificultãţile de ordin tehnic. Reuşita transplantului depinde exclusiv de reactivitatea imunitarã, care declanşeazã un rãspuns de respingere.
Ideia înlocuirii unui organ lezat, cu unul sãnãtos, a preocupat medicina din timpuri foarte îndepãrtate. În mitologia greacã se vorbea de organisme himere, pãstrate şi astãzi în reprezentãrile sculpturale sub forma monştrilor fabuloşi, a cãror origine sugereazã o triplã heterogrefã: leu-caprã-coadã de dragon sau leu-caprã-şarpe. Combinaţia este interpretatã ca o materializare pe plan abstract, a ideii de a asocia organisme foarte diferite. Sirenele (jumãtate femeie-jumãtate peşte) şi minotaurii (jumãtate om, jumãtate taur) exprimau ideia de asociere a acestor organisme foarte diferite.
Perioada ştiinţificã a transplantului începe cu Alexis Carrel (medic american, care a lucrat în Franţa, autorul lucrãrii “Omul – fiinţã necunoscutã”), cel care a pus bazele cultivãrii celulelor şi ţesuturilor. In 1902, Carrel a fãcut grefe de rinichi la animale. In 1906, a grefat plãmâni la pisicã şi a fãcut primul transplant de inimã la câine, legând inima de vasele regiunii cervicale. Animalul a trãit 21 de ore.
K. Landsteiner, unul din promotorii perioadei ştiinţifice, a descris grupele sanguine şi condiţiile de compatibilitate majorã între donor şi receptor. In 1944, Medawar a conchis cã respingerea grefelor de ţesuturi şi organe are cauze imunitare, iar curând dupã aceea, Billingham, Brent şi Medawar au descris fenomenul de toleranţã imunitarã.
G. Mathé (hematolog francez) a creat himerele biologice. El a pornit de la ideia cã fenomenele de respingere a grefelor de ţesuturi şi organe sunt datorate stimulãrii activitãţii sistemului imunitar. In lucrãrile sale experimentale, a recurs la metoda paralizãrii reactivitãţii imunitare. In acest scop, puii nou-nãscuţi de şobolan au fost supuşi iradierii totale, cu doza de 800 de razi. Rezultatul iradierii este desfiinţarea barierelor imunitare, adicã anihilarea reactivitãţii imunitare faţã de grefã. La animalele iradiate a inoculat câteva milioane de celule din mãduva osoasã de şoarece. Autorul a creat astfel, himera biologicã şoarece-şobolan (şobolan cu elemente figurate sanguine de şoarece). Himera este sensibilã la infecţia cu virusul leucemiei şoarecelui şi face leucemia, în timp ce şobolanii convenţionali sunt rezistenţi la infecţia cu acest virus.
Himera biologicã este orice organism dotat în mod artificial cu componente celulare, cu ţesuturi sau organe, care provin de la alte organisme. Ulterior, tehnicile de inginerie geneticã au creat molecule de ADN himere şi chiar microorganisme himere, ce poartã informaţie geneticã provenitã de la douã specii diferite.
În 1967, Christian Barnard a realizat primul transplant de cord la om. 
Denumirea de grefã, folositã curent pentru ţesutul implantat în organismul strãin, vine de cuvântul grecesc grafion, care desemneazã un instrument de scriere prin gravurã. Denumirea a fost ulterior folositã cu înţelesul de altoi la plante. Denumirea de transplant a fost folositã de Paracelsus şi înseamnã a transfera, a muta. 
Noţiunea de transplant are un sens mai larg. Ea include fecundarea ovulului de cãtre spermatozoid, ca transplant natural. Fãtul este o alogrefã naturalã, ce poartã informaţia geneticã de origine paternã, dar este protejat prin mecanisme cu acţiune placentarã, de fenomenele de respingere.
Terminologie.Terminologia modernã referitoare la grefã are trei origini: chirurgicalã, imunologicã şi geneticã. Uniformizarea ei a fost cerutã de OMS.
	Relaţia geneticã  

 şi antigenicã 
între organismul
donor şi receptor
	Tipul de grefã
(Denumire nouã)
	 Denumire veche 
	Tipul de ţesut 
	Observaţii

	Identitate 
	 Autogrefã
	Grefã autologã
(autohtonã, autogenã) 
	Ţesut autogenic  
 
	Individul este atât donor cât şi receptor

	Identitate 
	Singrefã  
(Homogrefã singenicã) 
	Izogrefã  
(Grefã izogenã
Grefã izologã) 
	Ţesut  singenic (congenic) 
	Organisme identice ale unei linii inbred. 
Pentru om, gemeni univitelini. 

	Diferite 
	Alogrefã
(Homogrefã alogenicã) 
	Grefã homologã
	Ţesut alogenic  
	Allos = altul
Organisme ale aceleiaşi specii dar cu variante alelice diferite.

	Foarte diferite 
	  Xenogrefã 
	Heterogrefã  
(Grefã heterologã) 
	Ţesut xenogenic
	Xenos = strãin  
Indivzii aparţin unor specii diferite (câine - iepure).


Autogrefele se practicã cu o frecvenţã mare: în cazuri de arsuri, intervenţii chirurgicale estetice. Pielea dintr-o regiune a corpului este implantatã într-o zonã compromisã.
Alte denumiri se referã la particularitãţile ţesutului transplantat:
-> grefele homovitale se fac pentru asigurarea viabilitãţii ţesutului transplantat
-> grefele homostatice sunt acelea în care ţesutul grefat are rolul numai de suport structural, pe care se poate dezvolta ţesutul gazdei, pentru restabilirea arhitecturii iniţiale. Astfel de grefe sunt lipsite de orice urmã de ţesut antigenic, se practicã pentru a înlocui un fragment de vas sau de os.
În raport cu locul de unde ţesutul a fost luat şi locul unde se reimplanteazã, se disting grefe ortotopice (ţesutul grefat este aşezat la receptor în aceiaşi poziţie) şi grefe heterotopice (ţesutul grefat este implantat în alt situs anatomic al organismului receptor). 
Dupã 1956, primul succes al grefei de rinichi între gemeni univitelini, transplantul de organe a devenit o practicã curentã. Interesul pentru transplant s-a deplasat de la actul chirurgical, la aspectele imunologice. 
Argumente ale rolului reactivitãţii imunitare în respingerea grefei
Respingerea grefei este rezultatul activãrii mecanismelor imunitare, datoritã diferenţelor antigenice între moleculele CMH I şi II ale donorului şi receptorului. In favoarea acestei afirmaţii argumenteazã mai multe fapte de observaţie:
-> autogrefele şi singrefele sunt acceptate totdeauna, dacã sunt respectate condiţiile de asepsie;
-> grefa între indivizi diferiţi este respinsã cu atât mai brutal, cu cât diferenţele antigenice(biochimice) dintre moleculele CMH ale donorului şi receptorului sunt mai mari;
  
D  R
A ----------------  A ----- O Grefa prinde.
B ----------------  A ---- 0 Grefa este respinsã, pentru cã organismele diferã prin moleculele CMH.
B --------------- AxB ---- O Grefa este acceptatã. Capacitatea de a accepta o grefã depinde de existenţa la organismul receptor, a tuturor genelor de histocompatibilitate ale donorului. Dacã receptorul are un antigen suplimentar, grefa este acceptatã. 
AxB  ----------- B ------ 0 Dacã donorul posedã un antigen suplimentar  faţã de receptor, grefa este respinsã. 

-> din punct de vedere histologic, ţesutul grefat respins este infiltrat cu celule efectoare ale rãspunsului imun: limfocite, macrofage, plasmocite;
-> animalele timetomizate au o capacitate scãzutã de respingere a grefelor de ţesuturi şi organe, care se restabileşte dupã grefarea timusului;
-> debutul fenomenelor de respingere este foarte mult întârziat, dacã organismului receptor de grefã i se administreazã ser antilimfocitar (SAL);
-> fenomenele de respingere sunt mai intense la copii, datoritã abundenţei ţesutului limfoid, dar sunt mult atenuate la bãtrâni.
Argumente indirecte în favoarea respingerii imunitare:
-> organele grefate rapid dupã recoltare sunt suportate mult mai bine decât cele care au fost pãstrate o perioadã mai lungã de timp în afara organismului. Ţesutul transplantat dupã o perioadã de pãstrare, conţine mai multe celule lezate şi lizate, din care se elibereazã molecule nonself, care amplificã rãspunsul imun;
-> conservarea în condiţii optime mãreşte gradul de toleranţã faţã de ţesutul grefat, iar pãstrarea neadecvatã are efecte defavorabile;
-> organele şi ţesuturile sãnãtoase sunt tolerate mai bine decât cele care prezintã o stare de uzurã biologicã.
 
EVOLUŢIA RESPINGERII GREFEI DE PIELE
 
În raport cu dinamica desfãşurãrii, se disting trei modalitãţi de respingere a grefei de piele. 
Respingerea acutã sau hiperacutã este foarte rar întâlnitã şi se datoreazã incompatibilitãţii totale între donor şi receptor, care nu aparţin aceluiaşi grup sanguin în sistemul ABO. In organismul receptor de grefã, existã anticorpi ) faţã de antigenele ţesutului(circulanţi preformaţi (aglutininele α şi  transplantat. Lor li se adaugã efectele imediate produse de macrofagele şi neutrofilele activate, de anafilatoxinele eliberate din fixarea complementului. Vasele din organul grefat se obtureazã prin formarea trombilor de coagulare. Grefa nu se vascularizeazã, rãmâne albã şi în câteva ore este respinsã.
Respingerea dupã dinamica rãspunsului imun primar survine în cazul în care, între donor şi receptor este o incompatibilitate relativã. Grefa se vascularizeazã, dobândeşte o culoare normalã (rozã), dar dupã 10-12 zile, culoarea se închide, devine purpurie, apar fenomene de respingere şi grefa este eliminatã.
Respingerea dupã dinamica rãspunsului imun secundar este de tip accelerat şi are loc la organismele la care grefa s-a repetat dupã o altã grefã cu ţesut de la acelaşi organism donor sau de la un organism al aceleiaşi linii inbred. Rãspunsul este accelerat, în sensul cã fenomenele de infiltraţie cu macrofage, neutrofile şi limfocite T sensibilizate, se produc foarte repede şi în 3-4 zile, grefa este respinsã. 
Respingerea grefei de rinichi 
Respingerea hiperacutã se produce foarte repede dupã ce s-au stabilit conexiunile vasculare cu organul grefat şi se datoreazã incompatibilitãţii totale între donor şi receptor, care nu aparţin aceluiaşi grup sanguin în sistemul ABO. In primele ore dupã stabilirea conexiunilor vasculare se produce încetinirea fluxului sanguin, urmatã de o stazã circulatorie în organul grefat. Rinichiul se încarcã cu o cantitate mare de sânge şi dobândeşte culoarea roşie, fenomen denumit hepatizare. Oprirea circulaţiei sanguine iniţiazã procesul de coagulare la nivelul capilarelor sanguine.
Cauzele respingerii hiperacute. In sângele organismului receptor se gãsesc anticorpi preformaţi (aglutinine), specifici faţã de antigenele din organul grefat. Antigenele de grup sanguin în sistemul ABO se gãsesc nu numai pe eritrocite, ci şi pe celulele endoteliale ale capilarelor sanguine. (Aglutininele α şi  ale receptorului de grefã ajung în rinichiul grefat imediat dupã realizarea anastomozelor vasculare. Se formeazã complexe antigen-anticorp care iniţiazã fixarea complementului. Endoteliul capilar suferã mici leziuni, suficiente pentru a determina apariţia suprafeţelor rugoase, de care aderã PMNN. La acest nivel, celulele endoteliale exprimã selectinele, prin intermediul cãrora leucocitele aderã de endoteliu şi pãrãsesc circulaţia. La nivelul suprafeţei rugoase se acumuleazã trombocitele, care se agregã treptat şi împreunã cu factorii plasmatici, formeazã trombi care obtureazã lumenul capilar. În 48 de ore, arteriolele şi capilarele se trombozeazã.
Respingerea hiperacutã este o reacţie de activare endotelialã şi grefa este respinsã ca o xenogrefã. Pentru a elimina anticorpii naturali, se practicã plasmafereza sângelui receptorului şi absorbţia anticorpilor pe coloanã. Complementul este eliminat prin administrarea veninului de cobrã. 
Respingerea acutã se produce în douã variante dinamice:
-> respingerea acutã precoce, în 10-14 zile de la transplantare
-> respingerea acutã tardivã, în circa 4 luni.
Dupã grefarea ţesutului, o parte a antigenelor tisulare se elibereazã din rinichi şi trec în circulaţie, ajungând în ganglionii limfatici regionali. 
Antigenele declanşatoare ale respingerii grefei  
Moleculele CMH ale ţesutului grefat stimuleazã un rãspuns imun intens al organismului receptor, a cãrui finalitate este respingerea grefei. Moleculele CMH I se gãsesc pe toate celulele nucleate, dar au un nivel variabil de exprimare. Moleculele CMH II au o distribuţie limitatã: pe macrofage, pe limfocitele B, pe unele celule epiteliale şi endoteliale, pe celulele dendritice. Nivelul de exprimare a moleculelor CMH I  şi TNF α). Polimorfismul extensiv al(şi II este modulat de citochine (IFN  moleculelor CMH limiteazã posibilitatea transplantului numai între parteneri compatibili CMH. Chiar în aceste condiţii, grefa poate fi respinsã, datoritã diferenţelor între antigenele minore ale donorului şi receptorului.
Antigenele din grefã au urmãtoarele origini:
-> antigenele libere (antigene “solubile”) provin din liza eritrocitelor şi din membrana bazalã;
-> antigenele CMH exprimate pe celulele dendritice existente în ţesutul grefat;
-> antigene CMH asociate membranelor rezultate din liza celulelor organului, în perioada de conservare.
Antigenele CMH ale donorului pot fi recunoscute pe suprafaţa celulelor prezentatoare (prezentare directã) sau ca fragmente prelucrate şi asociate cu moleculele CMH ale receptorului (prezentare indirectã). 
Antigenele eliberate din grefã, ajung în ganglionii regionali ai gazdei şi activeazã limfocitele T şi B. Cele mai importante antigene aduse de organul grefat, cu rol esenţial în declanşarea conflictului imun, sunt moleculele CMH I şi II. Un rol deosebit se atribuie celulelor dendritice din ţesutul grefat. Ele exprimã molecule CMH II la densitate foarte înaltã, care determinã stimularea iniţialã a limfocitelor gazdei.
Moleculele CMH I şi II libere se comportã ca antigene tari, intens imunogene şi nu necesitã prezentarea în asociaţie cu moleculele CMH proprii organismului, pentru a stimula limfocitele T, dar sunt mult mai imunogene dacã sunt prezentate de alte celule, în special de celulele dendritice şi de celulele endoteliale.
Rãspunsul imun faţã de ţesutul grefat este mediat în primul rând de limfocitele T. Ca dovadã, şoarecii atimici (nuzi) nu resping grefele alogenice de piele şi tolereazã chiar grefe xenogenice.
La examenul histologic al unei grefe de piele, în cursul respingerii, se observã infiltratul cu mononucleare, multe fiind limfocite. Acumularea lor în ţesutul grefat precede respingerea, care survine în câteva zile. In organul grefat, raportul dintre limfocitele TCD4 şi TCD8 este 1/3, adicã predominã net limfocitele Tc, iar în mod normal, acest raport este 2/1.
Limfocitele T , activator al(stimulate de antigenele CMH sintetizeazã interferon  macofagelor din focarul conflictului. Macrofagele devin citotoxice faţã de ţesutul grefat, ca şi limfocitele Tc.
Macrofagele secretã IL-1, care produce febra ce însoţeşte reacţia de respingere a grefei. Limfocitele pãtrunse în ţesutul grefat sunt pasagere. Ele pãrãsesc grefa, trec în limfã şi ajung în ganglioni, unde începe proliferarea, elibereazã citochine, care activeazã limfocitele ganglionare. Acestea devin limfocite efectoare.
Celulele NK nu necesitã activarea prealabilã pentru a liza diferite celule tumorale. Ele sunt implicate în respingerea alogrefelor de organe. 
Capacitatea de a respinge grefa poate fi uşor transferatã prin intermediul limfocitelor de la organismul imunizat prin contactul anterior cu antigenele grefei. Surprinzãtor, în ţesutul grefat nu migreazã limfocitele transferate, ci migreazã limfocitele organismului gazdã, activate de IL secretate de limfocitele transferate.
Rolul anticorpilor. Ca rãspuns faţã de antigenele ţesutului grefat, se sintetizeazã anticorpi specifici faţã de antigenele de transplantare. Anticorpii au rol secundar în reacţia de respingere a grefelor de ţesuturi şi organe. Anticorpii au rol foarte important în respingerea grefei, în situaţiile în care, anticorpii anti-CMH preexistã la un titru crescut în momentul transplantãrii. Sinteza lor este indusã de sarcinile multiple, de transfuzii repetate sau de o grefã anterioarã. Grefa este respinsã imediat. 
Anticorpii au rol important în respingerea grefelor cu incompatibilitate gravã între donor şi receptor, deoarece fixeazã complementul şi produc fenomenul de citolizã. Dacã nu fixeazã complementul, anticorpii au rol de opsonine, adicã sensibilizeazã celulele grefate faţã de acţiunea macrofagelor şi neutrofilelor. Anticorpii sintetizaţi în ţesutul grefat, determinã eliberarea mediatorilor reacţiei de hipersensibilitate imediatã (de exemplu, histamina), care produc modificãri circulatorii în vasele grefei. 
Anticorpii faţã de antigenele eritrocitare sunt singurii efectori imunitari eficienţi în transfuzia incompatibilã. Efectul lor constã în aglutinarea şi liza eritrocitelor.
Dupã grefarea unui organ sãnãtos într-un organism uzat, din punct de vedere funcţional, organul grefat se aliniazã repede la starea generalã de uzurã a gazdei.
Transplantarea mãduvei osoase se realizeazã pentru tratamentul pacienţilor cu maladii imunodeficitare, anemie aplazicã severã, leucemie, limfom, iar mai recent, pentru dezordinile hematopoetice cu substrat genetic.
La pacienţii imunodeficitari, transplantul mãduvei osoase este destinat sã furnizeze celule stem pentru a restabili sistemul imunitar al receptorului, fãrã sã înlocuiascã în mod necesar compartimentul mieloid. Datoritã stãrii nefuncţionale a sistemului imunitar, transplantul mãduvei osoase poate fi fãcut fãrã tratamentul imunosupresor al gazdei.
Mãduva este recoltatã prin aspiraţie din crestele iliace anterioare şi posterioare, de la donorul anesteziat. Amestecul de mãduvã osoasã şi sânge este plasat în mediu de cultivare cu heparinã, într-o pungã hematologicã şi se administreazã fãrã întârziere organismului receptor, prin infuzie intravenoasã, în cantitatea de 2 x 108 - 6 x 108 celule medulare/kg. Infuzia se face la 1-24 ore dupã ultima iradiere totalã a corpului sau la 36 de ore dupã ultima dozã de ciclofosfamidã. Celulele stem circulã în sânge, însãmânţeazã cavitatea medularã şi încep sã se dividã. În 2-4 sãptãmâni, creşte populaţia celularã a mãduvei şi în acelaşi timp creşte numãrul celulelor sanguine periferice. La donor, mãduva se reface repede.
Prevenirea respingerii grefelor de organe este posibilã printr-o împerechere cât mai adecvatã a donorului şi receptorului din punctul de vedere al asemãnãrii moleculelor CMH şi, ulterior, prin instituirea tratamentului imunosupresor. Dar, spre deosebire de alte celule, cele din mãduva osoasã sunt foarte antigenice (au o mare densitate a moleculelor CMH I) şi din aceastã cauzã, receptorul trebuie sã fie supus unui tratament radio-chimioterapeutic intens, pânã la limita suportabilitãţii, pentru ca transplantul de mãduvã sã aibã succes. Chiar astfel, la pacienţii leucemici, respingerea mãduvei osoase poate sã aibã loc, în cazul unei împerecheri antigenice neadecvate.
Transplantul de mãduvã osoasã ridicã o problemã specialã: celulele transplantate fiind imunocompetente, pot sã iniţieze reacţia “grefã contra gazdã”, faţã de antigenele receptorului. Reacţia este iniţiatã faţã de antigenele tegumentare, ale ficatului şi intestinului şi este letalã la 10-15% dintre receptorii de mãduvã osoasã cu molecule HLA identice şi la 40% dintre receptorii cu molecule HLA neidentice. 
Teste de histocompatibilitate 
În transplantul de ţesuturi şi organe, esenţialã este asemãnarea cât mai accentuatã a moleculelor CMH ale donorului şi receptorului. Pentru testul gradului de asemãnare, se analizeazã comportamentul limfocitelor celor doi parteneri, în amestec (reacţia de amestec limfocitar, RAL). Testul evidenţiazã diferenţele antigenice dintre donor şi receptor, în ceea ce priveşte moleculele CMH II. Pentru reuşita grefei, este obligatorie identitatea acestor molecule. Perechea donor-receptor care produce cel mai uşor rãspuns în RAL, oferã cea mai bunã şansã de acceptare a grefei.
Cel mai adesea se folosesc limfocitele din sânge. Celulele trebuie sã fie viabile şi în mediu se adaugã ser de viţel (1-10%) şi 2-mercaptoetanol. Limfocitele donorului se cultivã în amestec cu limfocitele receptorului, în prezenţa timidinei H3. Se mãsoarã nivelul radioactivitãţii limfocitelor, consecutiv încorporãrii timidinei H3 pentru sinteza ADN. RAL reflectã rãspunsul proliferativ al celulelor T, cu puţine sau fãrã celule B. Transformarea blasticã nu se produce în RAL a gemenilor monozigoţi. Intr-un amestec celular a x b + a x c, rãspunsul este bidirecţional. Cea mai amplã reacţie are loc între limfocitele care se deosebesc prin moleculele CMH. Cel mai puternic stimul în RAL îl reprezintã aloantigenele CMH II, cu un polimorfism foarte înalt, iar aloantigenele clasa I au un rol stimulator limitat. Moleculele CMH II se gãsesc pe limfocitele B, pe macrofage, pe celulele dendritice, iar pe limfocitele T, numai dupã activare. Se pare cã rãspunsul în RAL nu este orientat faţã de epitopii CMH propriu-zişi, ci faţã de o largã varietate de peptide self legate de moleculele CMH, rezultate probabil prin degradarea diferitelor proteine celulare. Dat fiind polimorfismul deosebit al moleculelor CMH, probabil cã marea majoritate a limfocitelor T din amestec manifestã aloreactivitate faţã de cel puţin unul din aloantigenele CMH ale speciei.
Pentru rãspunsul unidirecţional, una din cele douã populaţii celulare (de obicei a donorului) se inactiveazã prin tratament cu mitomicinã C (pentru inhibiţia sintezei ADN) sau se supun iradierii. 
Tratamentul inactiveazã celulele T, dar nu interferã cu imunogenitatea lor. In RAL se activeazã numai limfocitele receptorului de grefã, ca rãspuns la aloantigenele donorului.
În cazul grefei unui organ imunocompetent la o gazdã imunodeficitarã, în RAL se inactiveazã limfocitele receptorului, pentru a evalua reactivitatea limfocitelor donorului, care ar putea iniţia o reacţie grefã contra gazdã.
Compatibilitatea donor-receptor pentru antigenele CMH I se testeazã cu seruri imune anti- CMH I. Se analizeazã reacţia limfocitelor celor doi parteneri, faţã de un numãr cât mai mare de seruri anti CMH I. In laboratorul de profil existã seturi de seruri anti-CMH I, recoltate de la persoane care au o bogatã experienţã antigenicã HLA:
-> persoane care suferit transfuzii sanguine multiple şi astfel s-au imunizat faţã de antigenele HLA;
-> femei multipare, care au avut sarcini multiple cu parteneri diferiţi.
Serurile anti-CMH se pun în contact cu limfocitele donorului şi cu ale receptorului de grefã. Anticorpii anti-CMH se fixeazã pe suprafaţa limfocitelor şi astfel este iniţiatã transformarea blasticã. Se determinã un coeficient de reactivitate (coeficient de transformare blasticã), pe baza numãrului de limfocite transformate.
Dacã limfocitele donorului şi receptorului se comportã asemãnãtor faţã de un numãr mare de seruri, concluzia este cã cele douã populaţii de limfocite sunt asemãnãtoare.
Dacã titrul anticorpilor anti-CMH în ser este crescut, se poate produce nu numai activarea limfocitelor, ci chiar aglutinarea imunã sau, dupã fixarea complementului, citoliza. 
Xenotransplantarea  
Termenul semnificã transplantul de ţesuturi şi organe între organismele unor specii diferite. Interesul clinic pentru xenotransplantare a fost determinat de lipsa organelor umane. Succesul alotransplantului a creat un necesar care depãşeşte disponibilul. In 1963, transplantul de rinichi de cimpanzeu la om, a prelungit supravieţuirea cu 9 luni şi moartea a survenit dupã complicaţiile provocate de imunosupresie. In 1984, inima de babuin a fost transplantatã la om. A urmat transplantul de ficat de maimuţã, transplantul de celule neurale de embrion de porc, la un pacient cu boalã Parkinson, transplantul de mãduvã osoasã de la babuin, la un pacient cu SIDA.
Barierele xenotransplantãrii sunt multiple: unele organe de la alte specii nu funcţioneazã adecvat în noul mediu. Rinichiul de cimpanzeu este funcţional în organismul uman. Persoanele transplantate cu rinichi de porc devin anemice, probabil pentru cã eritropoetina nu este activã, iar cele cu ficat de babuin au nivele mai mici de colesterol (echivalente cu cele de babuin) şi nivele foarte scãzute de acid uric (pentru cã ficatul de babuin nu produce acid uric). Grefarea celulelor sanguine stem xenogenice este limitatã de absenţa factorului de creştere specific celulelor stem transplantate.
Xenogrefele pot fi neconcordante (de la porc) sau concordante (de la cimpanzeu, babuin). La perechile neconcordante, titrul anticorpilor preformaţi este detectabil şi xenogrefele sunt respinse hiperacut (în câteva minute), prin reacţia de activare a endoteliului. Pentru respingerea hiperacutã a grefelor neconcordante, un alt factor critic (alãturi de anticorpii preformaţi) al producerii leziunilor endoteliale este complementul şi proteinele sale reglatoare. In combinaţia porc-om, anticorpii preformaţi se leagã la nivelul determinanţilor antigenici de galactozã α (1,3)-galactozã ai endoteliului grefei, deoarece omul a pierdut gena pentru enzima alfa-galactozil-transferazã şi nu posedã acest epitop. Activarea complementului se face pe calea clasicã, iar în absenţa anticorpilor preformaţi, pe calea alternã. In esenţã, respingerea hiperacutã se datoreazã reacţiei endoteliale la activarea complementului, mediatã de anticorpii preformaţi (IgG anti-α-gal).  
Incompatibilitatea combinaţiei porc-om se datoreazã faptului cã porcul exprimã un nou antigen de grup sanguin, α-gal(gal-α 1,3-gal) (la om, specificitatea antigenicã a grupului 0 este conferitã de L-fucozã, a grupuluiA, de N-acetil-galactozaminã, galactozã şi L-fucozã, iar a grupului B, de D-galactozã şi L-fucozã). α-gal nu este singurul determinant recunoscut de anticorpii naturali umani. Alte heteroantigene pot deveni importante, dupã transplantul organului. Anticorpii xenoreactivi, specifici faţã de epitopii α 1,3-gal şi complementul sunt factorii majori ai respingerii hiperacute.
Ţinta respingerii hiperacute este endoteliul vascular. Activarea endoteliului produce cele mai evidente manifestãri ale respingerii hiperacute: tromboza intravascularã, hemoragia extravascularã şi edemul. 
În asocierile concordante, titrul anticorpilor preformaţi nu este detectabil şi respinerea este acutã, datoritã aceluiaşi fenomen de activare a endoteliului vascular. 
Respingerea întârziatã (acutã) a xenogrefelor concordante se face în 2-3 zile (mult mai repede decât a alogrefelor). Din punct de vedere histologic, respingerea acutã relevã mai puţinã hemoragie, dar cu trombozã intravascularã semnificativã, ca şi în reacţia hiperacutã, deoarece ţinta este endoteliul vascular. Respingerea acutã a xenogrefei se datoreazã anticorpilor a cãror sintezã este indusã de antigenele xenogrefei. Se sintetizeazã preponderent IgG anti-α-gal, al cãror titru creşte rapid. 
Progresul în xenotransplantare s-a fãcut în sensul prevenirii respingerii hiperacute: imunosupresia receptorului de grefã şi ingineria genicã a donorului pentru a elimina marile diferenţe antigenice dintre xenogrefe şi alogrefe. La şoarece s-a reuşit eliminarea genei galactozil-transferazei prin recombinare homologã, dar tehnologia nu este adecvatã pentru alte specii. Eliminarea antigenului α-gal, expune un nou determinant glucidic, faţã de care omul are un nivel scãzut de anticorpi preformaţi. 
Imunosupresia 
Variantele alelice multiple codificatoare ale moleculelor CMH fac cu totul improbabilã posibilitatea ca douã organisme sã fie identice pentru moleculele CMH, cu excepţia gemenilor monozigoţi. Natura determinismului genetic al moleculelor CMH nu este favorabilã transplantului de ţesuturi şi organe. Amplitudinea procesului de respingere a grefei este parţial dependentã de gradul de incompatibilitate al antigenelor CMH, dintre donor şi receptor.
Scopul imunosupresiei selective este de a menţine funcţionalitatea mecanismelor de apãrare a organismului, faţã de infecţiile virale, bacteriene, fungice şi faţã de paraziţi, de a pãstra capacitatea SFM de a fagocita celulele îmbãtrânite şi de a proteja mecanismele de imunosupraveghere care eliminã celulele maligne. Pe de altã parte, se urmãreşte inducerea stãrii de toleranţã faţã de antigenele organului grefat (rinichi, ficat, inimã). În cazul maladiilor autoimune, dezideratul imunosupesiei este inhibiţia selectivã a reactivitãţii imunitare autoagresive faţã de antigenele retinei (în uveitã)sau faţã de antigenele colonului (în boala Crohn).
Un medicament imunosupresor trebuie sã întruneascã urmãtoarele criterii: 
-> sã inhibe activarea rãspunsului imun şi sã fie eficient faţã de procesele imunitare în curs de desfãşurare; 
-> sã aibã acţiune selectivã, adicã sã producã deleţia clonalã sau sã inactiveze numai anumite subpopulaţii de celule imunocompetente; 
-> sã aibã un index terapeutic bun, adicã un raport favorabil între doza terapeuticã şi cea toxicã.
Pentru supravieţuirea grefei, transfuziile de sânge cu specificitatea antigenicã a donorului sau transfuziile nespecifice, ca şi testele de histocompatibilitate sunt importante numai dacã se asociazã cu imunosupresia, cu scopul diminuãrii reactivitãţii imunitare. Terapia imunosupresoare este foarte complexã, pentru cã nici un agent chimic nu are acţiune strict selectivã asupra ţesutului limfoid. Imunosupresia se realizeazã prin:
-> iradierea x
-> terapia imunosupresoare
-> metode imunologice.
Terapia imunosupresoare. Medicamentele imunosupresoare inhibã nespecific reactivitatea imunitarã şi se administreazã atât dupã grefa tisularã, cât şi pacienţilor cu maladii reumatice, caracterizate prin reactivitate imunitarã excesivã.
Imunosupresia s-a realizat cu o varietate de agenţi terapeutici: hormoni corticosteroizi, medicamente citotoxice. Cele mai multe metode convenţionale de imunosupresie îşi realizeazã efectul în mod neselectiv. 
Medicamentele citotoxice au fost iniţial folosite în tratamentul neoplaziilor, dar reprezintã o modalitate importantã de imunosupresie pentru tratamentul maladiilor autoimune.
Chimioterapia administratã pacienţilor neoplazici produce, uneori, o imunosupresie profundã. Medicamentele citotoxice sunt imunosupresoare deoarece distrug celulele imunocompetente sau blocheazã proliferarea lor.
Agenţii citotoxici folosiţi pentru imunosupresie(dar şi în tratamentul neoplaziilor) sunt:
-> agenţi alchilanţi
-> antimetaboliţi: analogi ai purinelor (6-mercaptopurina şi azatioprina); analogi pirimidinici (citozin-arabinozida);
-> antagoniştii acidului folic (methotrexatul).
Ciclofosfamida este compusul prototip al agenţilor alchilanţi. Acţiunea sa este nespecificã, asupra tuturor subpopulaţiilor de limfocite şi a celulelor nelimfoide care intrã în faza S.
Agenţii din categoriile menţionate, au acţiune nespecificã, adicã acţiunea lor nu este limitatã la celulele imunocompetente. Ei produc leziuni asupra tuturor celulelor aflate în mitozã, inclusiv asupra celulelor hematopoetice. Respingerea grefei poate fi blocatã, dar acţiunea neselectivã a acestor agenţi produce efecte secundare toxice prea severe şi rezultatele au fost considerate ca nesatisfãcãtoare.
Ciclosporina este un peptid ciclic lipofil, izolat din culturi de microorganisme şi acţioneazã specific asupra limfocitelor, inhibând transcrierea genicã pe o cale dependentã de Ca, adicã blocheazã progresia ciclului celular de la G0 la G1. Este un agent imunosupresor mai selectiv, deoarece acţioneazã asupra celulelor Th, fãrã efecte notabile asupra altor subpopulaţii de limfocite T, asupra limfocitelor B, granulocitelor sau macrofagelor. Efectul major pare a fi inhibiţia sintezei IL-2. Imunosupresia cu ciclosporinã este o modalitate imunofarmacologicã, datoritã acţiunii sale selective faţã de celulele imunocompetente.
În ultimii ani s-au identificat câţiva compuşi chimici naturali, izolaţi ca şi ciclosporina, din culturi de microorganisme: tacrolimus, sirolimus (rapamycin), mizoribine şi spergualin.
Tacrolimus este o lactonã macrociclicã lipofilã, cu mecanism de acţiune asemãnãtor cu al ciclosporinei. Sirolimus este un macrolid care inhibã proliferarea celulelor T, prin blocarea trecerii de la faza G1 la faza S. 
Imunosupresorul ideal va media inducerea toleranţei, în special în transplant, adicã va permite sistemului imunitar sã adopte ca self, moleculele CMH specifice ţesutului grefat. 
Radiaţia ionizantã x şi gama produce ionizarea atomilor şi genereazã radicali liberi, în special radicalul OH., foarte reactiv, principalul agent ce mediazã moartea celulelor iradiate. Efectele radiaţiilor ionizante sunt dependente de dozã. Celulele stem şi celulele imature sunt foarte sensibile. Limfocitele T sunt mai rezistente decât limfocitele B, iar monocitele şi macrofagele sunt relativ rezistente.
Corticosteroizii sunt cele mai folosite medicamente, cu efect inhibitor asupra rãspunsului imun, dar şi al proceselor inflamatorii. S-a propus mecanismul limfolizei, dar la om acest efect nu se produce. Timp de 4-6 ore dupã administrare, corticosteroizii reduc numãrul de leucocite circulante (limfocite, monocite, eozinofile), dar creşte semnificativ numãrul neutrofilelor. Valorile leucocitelor revin la normal în 24 de ore. Limfocitele T, precum şi monocitele pãrãsesc circulaţia şi migreazã în mãduva osoasã, iar limfocitele B sunt relativ rezistente la corticosteroizi. Eozinopenia, dupã injectarea corticosteroizilor, explicã efectele benefice ale acestor hormoni la persoanele alergice.
Serul antilimfocitar (SAL) şi globulina antitimocitarã se obţin prin injectarea limfocitelor, respectiv a timocitelor, la o specie xenogenã. Se folosesc celulele ductului toracic sau timocitele pentru imunizarea iepurelui sau calului. Din serul heterolog se separã fracţia imunoglobulinicã, ce se administreazã intravenos pentru depãşirea unei stãri critice dupã grefare.
Anticorpii policlonali din SAL au fost înlocuiţi cu AMC specifici faţã de antigene celulare de suprafaţã: AMC anti-receptor de IL-2 şi anti CD4.
Deoarece citochinele sunt molecule foarte importante în reacţia imunitarã, s-a încercat neutralizarea lor cu receptori solubili.
Deleţia specificã a populaţiilor de limfocite este posibilã cu preparatele denumite imunotoxine. Acestea sunt complexe ce constau din douã componente: un anticorp monoclonal care asigurã recunoaşterea specificã  a ţintei celulare şi o componentã toxicã (ricina, toxina diftericã). 
 

InteracŢiunile sistemului imunitar 
cu sistemul neuroendocrin
 
Sistemele imunitar, nervos şi endocrin sunt interconectate structural (anatomic) şi funcţional, ceea ce a condus la conturarea unor noi domenii interdisciplinare, ca neuroimunoendocrinologia, neuroimuno-modularea şi psihoneuroimunologia. Sistemele enumerate au în comun capacitatea de rãspuns la un numãr de stimuli comuni (hormoni steroizi, citochine, neuropeptide), care furnizeazã baza molecularã a integrãrii bidirecţionale. Starea psihicã influenţeazã reactivitatea imunitarã şi intensitatea rãspunsului inflamator a organismului. Existã dovezi certe cã anomaliile neuroendocrine au rol important în inducerea disfuncţiilor imunitare, materializate, în primul rând, în manifestãrile autoimune. Pe de altã parte, vârsta, genul şi alţi factori genetici regleazã interacţiunile imuno-neuroendocrine.
Cele mai pregnante interacţiuni neuroendocrinoimunitare se produc în starea de stress. Stressul este definit ca o condiţie dinamicã în cursul cãreia homeostazia normalã (starea de echilibru a mediului intern) este perturbatã sau periclitatã. Starea de dezechilibru este indusã de factori de stress, fizici sau psihologici. Factorii de stress, fizici sau mentali, declanşeazã un rãspuns complex adaptativ, denumit rãspunsul de stress sau de alarmã, menit sã contracareze efectele factorului de stress. Intensitatea rãspunsului adaptativ este dependentã de vârstã, gen, starea hormonalã şi de alţi factori genetici. 
	Fig. 135. Interacţiuni neuro-endocrino-imunitare.


Stressul presupune în primul rând, modificarea unor componente mentale şi comportamentale. Creşte brusc activitatea sistemului nervos central ce controleazã starea de veghe, alerta, starea psihicã, atenţia, concentrarea atenţiei şi este inhibatã activitatea vegetativã care controleazã hrãnirea şi reproducerea. In rãspunsul la stress se produc modificãri fizice ale sistemului circulator, care redirecţioneazã nutrienţii spre organele activate. O reactivitate prea mare sau prea micã la stress poate produce sau poate contribui indirect la manifestãri patologice. 
Rãspunsul la factorii de stress este mediat de factorul (hormonul) de eliberare a corticotropinei (CRH), de axa hipotalamo-hipofizo-corticosu-prarenalã şi de sistemul nervos simpatic. CRH este produs în primul rând în hipotalamus, dar şi în alte arii ale creierului şi în sistemul nervos periferic şi are urmãtoarele funcţii:
 controleazã starea de veghe, starea psihicã şi integreazã sistemele de rãspuns la stress;
 activeazã axa hipofizo-corticosuprarenalã, stimulând secreţia ACTH şi a corticosteroizilor;
 activeazã sistemul nervos simpatic, cu stimularea epinefrinei şi norepinefrinei.
CRH este activatorul stãrii de alarmã, manifestatã prin creşterea glicemiei, a ritmului cardiac, a tensiunii arteriale, dar inhibã funcţia imunitarã şi rãspunsul inflamator. Efectul activator al CRH asupra sistemului nervos simpatic este mediat de locus ceruleus, care îşi proiecteazã axonii în trunchiul cerebral şi în hipotalamus, ceea ce contribuie direct la eliberarea mediatorilor simpatici (epinefrina şi norepinefrina) în arii foarte largi ale SNC. Activarea sistemului nervos simpatic stimuleazã eliberarea CRH din neuronii nucleilor paraventriculari sub acţiunea impulsurilor cu originea în locus ceruleus.
Sistemul de rãspuns la stress funcţioneazã ca o buclã feedback pozitivã, bidirecţionalã. Activarea unui component al sistemului, activeazã pe celãlalt. Serotonina şi acetilcolina activeazã rãspunsul la factorii de stress, iar MSH (hormonul stimulator al melanocitelor) şi acidul gama aminobutiric sunt inhibitori.
Corticosteroizii sunt componentele majore ale sistemului de rãspuns la stress şi inhibã cele douã componente majore ale rãspunsului (secreţia CRH şi sistemul nervos vegetativ), dar şi reactivitatea imunitarã şi rãspunsul inflamator.
Rãspunsul activator la stress influenţeazã axa hipotalamo-hipofizarã cu componentele ei: hipotalamus-hipofizã-tiroidã (HHT) şi respectiv, hipotalamo-hipofizo-gonadalã (HHG).
Chiar dacã stressul acut stimuleazã secreţia hipofizarã a hormonului de creştere, stressul cronic, prin intermediul CRH, stimuleazã secreţia hipofizarã a somatostatinei (inhibitor al creşterii). Somatostatina, a cãrei secreţie este stimulatã de CRH, inhibã secreţia de TSH, iar glucocorticoizii inhibã conversia tiroxinei, relativ inactivã, la triiodotiroxinã. Aceste rãspunsuri sunt adaptative şi se coreleazã cu necesitatea limitãrii pierderii energiei.
Activarea rãspunsului la stress inhibã axa HHG, la mai multe nivele. CRH inhibã sinteza factorului eliberator al hormonului luteinizant din nucleul arcuat hipotalamic, fie direct, fie prin intermediul corticosteroizilor. Corticosteroizii inhibã secreţia hormonului luteinizant (LH) hipofizar şi concomitent, producţia hormonilor gonadali: estrogeni, progesterona, testosteronul.
Hormonii tiroidieni şi sexosteroizi influenţeazã activitatea axei hipotalamo-hipofizo-corticosuprarenale (HHC). Hipotiroidismul inhibã axa HHC. La organismele de sex feminin (şoarece, şobolan, om), axa HHC este mai activã decât la masculi, adicã stressul induce un rãspuns mai amplu, mãsurabil prin nivelul mai înalt al corticosteroizilor. Ovarectomia diminuã eliberarea corticosteroizilor, iar orhiectomia mãreşte rata sintezei corticosteroizilor la stress.
Rãspunsul integrat neuro-imuno-endocrin este mediat nu numai de hormoni, ci şi de interleuchine, cele mai cunoscute fiind IL-1 şi IL-6.
IL-1 activeazã axa hipotalamo-hipofizo-corticosuprarenalã, stimulând eliberarea ACTH hipofizar, iar sinteza ei este inhibatã de glucocorticoizi. Endotoxinele stimuleazã producerea IL-1 în hipofizã şi astfel secreţia ACTH este reglatã local, în hipofizã.
IL-1 este sintetizatã local, în arii discrete ale SNC (hipotalamus, hipocamp). Aceste arii regleazã rãspunsul la stress. 
Rolul corticosteroizilor în reglarea funcţiei imunitare 
Asemãnarea dintre hormoni şi imunoglobuline rezultã din similitudinea structuralã şi funcţionalã a celor douã categorii de molecule: ambele conţin o regiune de legare la un receptor celular şi o secvenţã cu rolul de a transmite semnale specifice la un sistem efector.
Existã dovezi cã moleculele CMH I, implicate în prezentarea antigenelor, au rol de receptor pentru insulinã.
Corticosteroizii regleazã toate componentele rãspunsului imunitar şi inflamator, chiar şi creşterea şi diferenţierea timocitelor. Nivelul corticosteroizilor creşte într-un interval de ordinul minutelor, dupã expunerea la factorul de stress. Rolul lor este de a limita extensia rãspunsului şi a procesului inflamator. Amplitudinea lor prea mare poate sã producã leziuni, inclusiv maladii autoimune.
Administrarea corticosteroizilor, la rozãtoare, produce moartea apoptoticã a limfocitelor timice. Limfocitele T mature (periferice) umane sunt rezistente la corticosteroizi, dar cele timice sunt sensibile. Creşterea nivelului plasmatic al corticosteroizilor, produsã de stress, induce apoptoza timocitelor.
Corticosteroizii par a fi implicaţi în selecţia timocitelor cu specificitate faţã de antigenele nonself. Concepţia dominantã presupune cã timocitele sunt selectate pentru apoptozã sau supravieţuire, în funcţie de capacitatea lor de a se asocia cu moleculele CMH. Timocitele cu receptori (RCT) de mare afinitate pentru moleculele CMH, sunt potenţial generatoare ale maladiilor autoimune şi suferã moartea apoptoticã. Cele cu receptori de micã afinitate pentru moleculele CMH mor de asemenea prin apoptozã, sub acţiunea corticosteroizilor. Supravieţuiesc numai timocitele cu receptori de aviditate medie pentru moleculele CMH. Selecţia limfocitelor în timus este controlatã de hormonii sintetizaţi local. Astfel, timusul exprimã activitãţi neuroendocrine multiple, inclusiv sinteza CRH şi ACTH. CRH stimuleazã secreţia ACTH, iar ACTH induce producerea corticosteroizilor în celulele corticosuprarenalelor. Sinteza neuropeptidelor (CRH) în timus este deosebit de interesantã, având în vedere rezultatele care susţin cã celulele timice epiteliale conţin enzime steroidogene şi sintetizeazã corticosteroizi, în special în perioada fetalã şi neonatalã. Astfel, timusul poate sã sintetizeze toţi hormonii produşi prin activarea axei HHC.
Corticosteroizii regleazã dezvoltarea subpopulaţiilor Th1 şi Th2 de limfocite, inhibând sinteza citochinelor Th1 (IL-2, IFN  γ). 
Rolul sexosteroizilor 
Hormonii steroizi sexuali influenţeazã maturarea şi diferenţierea timocitelor. Timusul suferã modificãri profunde în timpul sarcinii, dupã gonadectomie sau dupã administrarea exogenã a hormonilor sexuali. Dupã gonadectomie, masa timusului creşte, iar administrarea hormonilor sexuali (estrogen, testosteron) are efecte inverse.
Factorul hipotalamic de eliberare a hormonului luteinizant (RFLH), regleazã atât funcţia de reproducere, cât şi funcţia imunitarã. Acest hormon se sintetizeazã nu numai în creier, ci şi în gonade, în glandele mamare, în placentã, splinã şi timus, având rol integrator al funcţiei neuro-endocrine reproducãtoare şi al funcţiei imunitare. In timus, limfocitele T sintetizeazã RFLH şi au receptori specifici pentru acest hormon. 
&#206;mbãtrânirea sistemului imunitar, la om, începe dupã  30 de ani şi se caracterizeazã prin creşterea producţiei de autoanticorpi şi diminuarea capacitãţii de a produce anticorpi faţã de antigenele nonself. Diminuã sinteza IL-2, dar creşte rata sintezei IL-4, IL-5 şi IL-6. Aceste schimbãri sugereazã o creştere numericã a subpopulaţiei de limfocite Th2, în raport cu subpopulaţia Th1. Diminuã funcţia citotoxicã. Creşte nivelul plasmatic al IL-6, cu rol reglator al sintezei anticorpilor, dar şi cu rol în progresia maladiilor autoimune sau a altor procese patologice, ca osteoporoza.
Un rol important în procesul de îmbãtrânire se atribuie dehidroepiandrosteronului (DHEA), secretat de corticosuprarenale, sub controlul ACTH. Este un intermediar al biosintezei altor hormoni (testosteronul şi estradiolul). DHEA circulã în formã inactivã, de sulfat. Hormonul se activeazã numai în ţesuturile care au DHEA-sulfatazã, cu distribuţie diferenţialã în organele limfoide. Nivelul plasmatic al sulfatazei scade odatã cu îmbãtrânirea sistemului imunitar şi scade brusc în diferite boli cronice, inclusiv maladiile autoimune. Administrarea DHEA la rozãtoare şi om, restabileşte funcţia imunitarã la organismele vârstnice şi are efect antagonic corticosteroizilor, care produc atrofia timicã. 
	Fig. 136. Organele şi celulele influenţate de hor-monii steroizi sexuali. Aceşti hormoni pot acţiona în timpul dezvoltãrii celulelor imunitare, dar şi direct asupra celulelor mature efectoare.


Hormonul de creştere, prolactina şi hormonul tiroidian stimuleazã maturarea şi diferenţierea timocitelor. Hipofizectomia sau hiposecreţia acestor hormoni hipofizari duce la imunodeficienţã şi hipoplazia timusului. Hormonul de creştere stimuleazã intens proliferarea celulelor precursoare ale timocitelor în mãduva osoasã. Prolactina stimuleazã diferenţierea celulelor T cu specificitate de antigen în organele limfoide periferice. Hormonul tiroidian stimuleazã creşterea timusului şi a splinei. Şoarecii hipotiroidieni au timus şi splinã hipoplazicã, numãr redus de celule TCD8.
Interacţiunile neuro-imuno-endocrine sunt bidirecţionale. Ţesuturile şi celulele sistemului imunitar sintetizeazã un spectru larg de hormoni neuro-endocrini. Foarte importantã este sinteza CRH, un reglator esenţial al rãspunsului la stress, în timus, splinã, hipofiza anterioarã, corticosuprarenale, ovar, testicul, intestin, inimã, plãmân. In timus şi splinã, CRH este sintetizat de celulele T, unde exercitã efecte reglatoare autocrine sau paracrine. CRH este de asemenea sintetizat local în focarele inflamatorii acute sau cronice, inclusiv în lichidul sinovial al pacienţilor cu artritã reumatoidã. 
Factori neuroendocrini favorizanţi ai maladiilor autoimune umane 
 Diferenţele funcţionale cu privire la intensitatea rãspunsului axelor hipotalamo-hipofizo-corticosuprarenaliene (HHC) şi hipotalamo-hipofizo-gonadale (HHG) sunt importante pentru înţelegerea manifestãrilor autoimune. Maladiile autoimune sunt mult mai frecvente la femei decât la bãrbaţi. De exemplu, raportul pe sexe al tiroiditei autoimune este de 19/1, al lupusului de 9/1, iar al artritei reumatoide, de 3-4/1. Mai mult, maladiile autoimune tind sã se dezvolte, sã aibã intensitate maximã ori sã diminue, în perioadele de schimbare a activitãţii axei HHG (pubertate, menstruaţie, sarcinã, perioada postpartum, menopauzã sau în timpul unui stress psihologic de amploare). Toate aceste perioade sunt asociate cu modificãri ale secreţiei factorului hipotalamic de eliberare a LH, a LH hipofizar, a hormonilor sexuali şi a altor hormoni. Frecvenţa fenomenelor autoimune creşte cu vârsta, corelatã cu schimbãrile neuroendocrine. 
Artrita reumatoidã este asociatã cu o insuficienţã a sintezei corticosteroizilor. Nivelul corticosteroizilor plasmatici tinde sã se coreleze cu severitatea inflamaţiei, dar pacienţii cu afecţiune de intensitate medie au nivele inferioare ale corticosteroizilor comparativ cu indivizii normali. Nivelul testosteronului la pacienţii cu artritã reumatoidã, în special la bãrbaţi, tinde sã aibã valori scãzute, iar nivelul estrogenului este nemodificat. Terapia cu testosteron amelioreazã maladia. Estrogenii nu par sã producã o exacerbare a artritei reumatoide, iar contraceptivele orale încetinesc evoluţia maladiei. Odatã cu scãderea bruscã a nivelului estrogenilor (perioada postpartum, intervalul care precede menstruaţia, menopauza), artrita reumatoidã se intensificã. In acelaşi timp diminuã secreţia de corticosteroizi, deoarece estrogenii influenţeazã axa HHC. Nivelul prolactinei la pacienţii cu artritã reumatoidã este variabil(crescut, normal sau scãzut). Artrita reumatoidã se remite frecvent în timpul sarcinii şi se reactiveazã sau se declanşeazã în perioada postpartum, îndeosebi la femeile care alãpteazã. Alãptarea este însoţitã cu creşterea marcatã a secreţiei de prolactinã şi cu supresia funcţiei axei HHC.
Lupusul sistemic eritematos are o dominanţã netã la femei, ceea ce denotã rolul hormonilor sexuali în declanşarea şi evoluţia acestei maladii. &#206;n plasma pacienţilor s-a relevat un dezechilibru între nivelul androgenilor şi estrogenilor. Dezechilibrul poate fi primar sau secundar, datorat unei enzime care converteşte androgenii la estrogeni. Bãrbaţii cu lupus sunt prevalent hipoandrogenici. Nivelul scãzut al androgenilor favorizeazã imunitatea mediatã humoral, iar estrogenii favorizeazã autoimunitatea, prin stimularea producerii de prolactinã, care are efect activator asupra funcţiei imunitare. Pacienţii cu lupus se caracterizeazã prin hiperprolactinemie. In timpul sarcinii, maladia se intensificã.
Tiroidita autoimunã se declanşeazã frecvent în perioada postpartum, caracterizatã prin hipocortisolemie.
Perioada sarcinii se caracterizeazã prin supresia imunitãţii mediate celular şi menţinerea sau chiar creşterea imunitãţii humorale. Setul de citochine sintetizate de celulele Th1 diminuã (IL-2 şi IFN γ), ceea ce eliminã riscul avortului imunitar. Diminuarea sintezei IFN γ este esenţialã pentru pãstrarea sarcinii, deoarece cantitãţile mari favorizeazã avortul. Nivelul plasmatic al corticosteroizilor, estrogenilor şi progesteronei creşte. Starea hormonalã complexã în timpul sarcinii pare sã condiţioneze remisia maladiilor autoimune dependente de imunitatea celularã, ca de exemplu artrita reumatoidã şi agravarea maladiilor dependente de procese ale imunitãţii humorale, ca de exemplu, glomerulonefrita în lupusul eritematos.
Postpartum, starea hormonalã se modificã brusc. Corticosteroizii, estrogenii şi progesterona scad la nivele subnormale, iar imunitatea mediatã celular se restabileşte, ceea ce permite declanşarea sau activarea unor maladii autoimune, aşa cum este artrita reumatoidã, datoritã creşterii secreţiei de prolactinã.
Perioadele de sarcinã şi postpartum se caracterizeazã prin modificãri ample ale stãrii hormonale şi sunt asociate frecvent cu declanşarea sau activarea unor maladii autoimune, ceea ce ilustreazã rolul mecanismelor endocrine în reglarea funcţiei imunitare.  
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