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Infroducere

Imunogenetica reprezintd un domeniu foarte tinir al biologiei,
rezultat din intrepitrunderea preocupérilor de imunologie cu acelea
privind aspectele geneticii formale sau ale celei moleculare. Pe de
o parte, aceasta reprezintd rezultatul unor necesitif{i de ordin prac-
tic, iar pe de altd parte a fost determinatii de cercetirile fundamen-
tale asupra mecanismelor imunititii.

In ceea ce priveste necesititile de ordin practic, acestea sint
nenumirate si, pentru a nu enumera decit citeva, citim observa-
tiille care au aritat ecd receptivitatea la boli infecto-contagioase,
grupele sanguine, antigenele tesuturilor utilizate in transplantare
sau bolile de autoagresiune variazd intre diferite grupe de indi-
vizi, fiind controlate genetic. _

Importanta acestor constatiari, precum si a studiilor aprofun-
date intreprinse rezultd limpede pentru nenumaéarate discipline
din medicina umanid — de la medicina interns, eclinica bolilor infecto-
contagioase si pind la medicina legali.

Pe de alti parte, cercetidrile fundamentale asupra mecanis-
melor prin care este elaborat ridspunsul imun au pus in evidentd
de asemenea multiple mecanisme genetice ce controleazi acest
rispuns la nivel celular,

Controlul alotipurilor imunoglobulinelor, interactiunile celu-
lare aparute in cursul reactiilor imune, diferenfierea, precum si diver-
sificarile celulare care explicd variabilitatea acestor reactii au recla-
mat sau reclamg incd cercetidri aprofundate de geneticd, singurele
in mésurd sa dea o explicatie acestor mecanisme deosebit de impor-
tante pentru biologia organismelor.

Toate aceste considerente ne-au determinat si# prezentéim
o lucrare care si trateze despre problemele de granitd dintre imu-
nologie gi geneticd, care — intr-un cuvint — aledtuiesc imunogenetiea.

In alcituirea planului de expunere a acestor probleme am
cautat sd respectim o ordine fireascii, care incepe cu nivelul mole-



cular al proceselor imune, discutéi apoi interactiunile celulare apirute
in cursul acestor procese si se termind cu consideratii asupra con-
trolului genetic al rispunsurilor imune la indivizi sau la grupe de
indivizi.

Multitudinea problemelor care se incadreazid in domeniul
imunogeneticii §i volumul imens al luerdrilor publicate in literaturi
ne determind, ined din primul moment, si precizim cé orice tenta-
tivd de epuizare a materialului bibliografic gi problematic ar fi fost
1mposibili.

Am cdutat, prin urmare, si enuntim problemele de bazi
dezbdtute in cadrul imunogeneticii i s& schitdm doar planul lor
general de abordare.

Considerdm deci, lucrarea drept un inceput de drum, menit
88 acopere un gol existent in literatura medicald din fara noastri.

Sperim cid ea va folosi unui cere cit mai larg de biologi si
medici nmani sau veterinari.
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CAPITOLUL

Recunoasterea imunologica
si determinismul ei genetic

Patrunderea macromoleculelor sau a celulelor straine in orga-
nismele vertebratelor induce modificidri ale reactivititfii celulare,
urmatd la rindul ei de un rispuns imun specific.

Aspectul cel mai impresionant al raspunsului imun, aga dupd
cum au atras atentia pentru prima oardi Burnet si Fenner (1949),
este proprietatea celulelor implicate in acest riaspuns de a discrimina
propriul de striin.

Recunoasterea compusilor proprii (self) si deei, implicit, deli-
mitarea lor strictd de compusii strdini (nonself) asigurd homeosta-
zia unui anumit organism, permitind acestuia si rdspundid in mod
adecvat, prin declangarea rdspunsului imun, numai fa{d de compusgii
nonself. Orice perturbare a acestei stricte delimitiri ar duce fie la un
raspuns imun, neadecvat, faté de macromoleculele proprii, deci
la autoagresiune, fie, dimpotrivi, la lipsa unei reactii imune de api-
rare fatd de macromoleculele striine, care patrunzind in mediul
intern al organismulul perturbd homeostazia acestuia.

Capacitatea de recunoagtere a materialului striin nu este
limitatd insd numai la celulele interesate in rdspunsul imun la ver-
tebrate, ci merge foarte departe in filogenie, pina la fiintele unicelu-
lare §i metazoarele primitive (Bona gi Ghyka, 1968).

Recunoagterea reprezintd o funectie biologicd mult mai generali,
proprie tuturor celulelor animale, inclusiv fiintelor unicelulare, prin
care se asigurd homeostazia atit la nivel intracelular, cit si la nivel
de macroorganisme, fatd de actiunea ,,dezorganizatoare’’ a macro-
moleculelor gi celulelor din mediul inconjuritor.

In acest sens, considerim e# in procesul biologic de recunoas-
tere pot fi deosebite mai multe categorii :

1. Recunoagterea ,,metabolici’ existentd la toate tipurile de
celule, legatéd de procesul de captare a materialului plastic sau bio-
logic activ, ,,potrivit’”, conform caracteristicilor metabolice ale
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fieeﬁfrei celule. Acest tip de recunoagtere asigurii mentinerea homeo-
staziel intracelulare in raport cu tipurile si cantitatea de macromole-
cule ,,potrivite’” captate.
2. Recunoagterea celulelor striine prin contact intercelular.
3. Recunoagterea la nivelul fagocitelor, legati de procesul
de captare a materialului striin, particulat sau macromolecular.
4. Recunoagterea imunologicid la nivelul celulelor imunologic
competente.

Recunoagterea metaholieid. Acest tip de recunoastere poate
fi considerat ca forma cea mai primitivii de discriminare legatd de
captarea materialului biologic cu rol plastic sau energetic, esential
pentru existenta unei celule, indiferent dacii este vorba de o fiints
unicelulard sau dacé celula intrd in constitutia unui organism. Acest
proces se realizeazd in cursul endocitozei, care implici diserimina-
rea intre substantele ,potrivite’ cerintelor nutritive si biologice
conforme cu metabolismul celular si cele ,nepotrivite”, asigurind
homeostazia intracelulari. Aceasti proprietate are drept consecinti
specificitatea procesului de captare care poate imbrica doud aspecte :

a) Discriminarea calitativd, in sensul captidrii unei singure
substante dintr-un amestee de mai multi compusi. Astfel, de exemplu,
procesul de pitrundere a aminoacizilor i a unor glucide prin peretele
intestinal este mediat de ,,transportori’’, care realizeazd totodati
o discriminare a substantelor captate. Acesti factori prezintd o
specificitate atit pentru un anumit tip de aminoaecizi (exista diferifi
transportori pentru anumite grupe de aminoacizi), ¢it si fatd de
stereoizomeria acestora (Tria si Barnabei, 1967).

b) Discriminarea cantitativd, in sensul captirii de substante
asemanitoare la rate diferite. Lia baecterii s-a aritat cid, odatd cu
sinteza activi a enzimelor care prelucreazi un anumit substrat
(operonul dereprimat), se sintetizeazd si enzimele transportoare
(permeazele), care sint controlate de gene ce fac parte din acelagi
operon ; acesti transportori asigurd o captare preferentiala la o rati
crescutd a substratului induetor (Jacob si Monod, 1961).

Din studiile Iui Cohn si Parks (1967), efectuate asupra indue-
torilor de pinocitoza la macrofagele cultivate in vitro, reiese ca existi
diferente cantitative, exprimate prin numérul de pinozomi fnrm&fgi,
pentru diferitele substante (proteine, aminoacizi, acizi nucleici,
mucopolizaharide) capabile de a induce pinocitoza, fq;pt ce ar sugera
ci macrofagele pot diserimina natura substantelor pinocitate.
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Recunoagterea ,,metabolicd’ ar reprezenta deci functia gene-
rali a celulelor de a discrimina din amestecul de substante ce le
inconjurd pe acelea ,,potrivite’” cerintelor lor metabolice, atit din
punct de vedere cantitativ, cit gi calitativ. Aceastd proprietate s-ar
putea realiza prin existenta la suprafata membranei a unor receptori
aledtuifi din structuri chimice care pot si discrimineze si si fixeze
numai anumite substante ,,potrivite’.

Recunoasterea eelulelor striaine prin contaet intereelular.
Aceastd categorie cuprinde fenomenele de recunoasgtere a celulelor
,heaseminitoare’’ genetic, prin contactul direct intercelular fird
participarea unor factori imunologiei.

Spongierii oferd un exemplu al capacititii celulelor individuale
dintr-o colonie multicelulard de a recunoagte si rispunde selectiv
la celulele striine. Aceastd capacitate reiese in mod evident din expe-
rientele de reagregare a celulelor spongioase, disociate, efectuati
de Galtsoff (1952). Amestecind celule spongioase disociate de la
diferite specii, s-a constatat ci agregatele celulare care se formeazi
sint constituite din acelasi tip de celule, ceea ce inseamni cd aceste
celule posedd capacitatea de a diserimina propriile celule de celulele
strdine prin contact intercelular. Tratarea cu acid periodic a celule-
lor spongioase disociate duce la pierderea capacitiatii de reagregare,
de unde reiese ci prezenta unor compusi polizaharidici de la supra-
fata celulelor ar putea juca un rol important in acest proces (Mos-
cona, 1963).

Recunoasterea la nivel fagoeitar. Fagocitele, reprezentate de
leucocitele circulante ale singelui gi de macrofagele SRE, sint celule
care in cursul evolutiei au suferit o specializare functionald, inter-
venind in procesele de apdrare imunologici, datoritd capacititii
de captare a substantelor striaine sau proprii alterate. Mecanismele
principale de captare a acestor substante antigenice de citre leuco-
cite sint reprezentate de procesele de fagocitozd si pinocitozi. In
cursul procesului de captare, fagocitele diserimineaza selful de nonself
sau de selful alterat. Cameron (1932) a aratat ci leucocitele din cavi-
tatea celomicd a rimei capteazd numai microbii §i hematiile sau sper-
matozoizii strdini i nu fagociteazd hematiile sau spermatozoizii
proprii.

Urmarind pinocitoza diferitelor imunoglobuline (Ig) de citre
PMN de cobai, noi am constatat c¢i acestea pinociteazi la o rati
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‘#emnificativ mai-mare imunoglobulinele heterologe decit cele omologe,
aar acestea din urmé sint pinocitate la o rati mai mare decit cele
auntologe. :

~~ “Perkins §i Leonard (1963) au aritat, in cazul macrofagelor
de goarece, ci procentajul fagocitozei diferitelor specii de hematii
este corelat cu gradul de inrudire dintre speciile donatoare de hematii
§1 joarece, §i ca aceste macrofage poseds o capacitate de a recunoaste
§1 capta cu atit mai intens hematiile, cu cit acestea provin de la ani-
male mai indepirtate filogenetic.

Macrofagele din organele limfoide posedi de asemenea capa-
citatea de a discrimina substantele striine de cele proprii. in gan-
glionul limfatic, antigenele sint localizate in macrofagele medulare
§1 macrofagele dendritice din foliculii limfatici, fapt constatat atit
Ppentru antigenele corpusculare, cit si pentru cele macromoleculare
(Ada si colab., 1964 ; Nossal, 1965 ; McDevitt i colab., 1966 ; Hum-
phrey si Frank, 1967).

Mecanismul de captare a antigenelor solubile de efitre aceste
'iglglslje este reprezentat de procesul de pinocitozi (Nossal gi colab.,

Ada gi eolab. (1964), utilizind trei grupe de substanfe : a) anti-
gene puternice (flageli si flagelind de Salmonella adelaide, serumalbu-
miné de bou, feritind de cal, anatoxini difterici, eritrocite de pasire) ;
b) substante neantigenice (gelating de vitel siinsulind de bou) ; ¢) sub-
stante omologe (eritrocite, serumalbumind, gammaglobulind de go-
bolan), au constatat c¢id diversele tipuri de substante sint captate
in concentratii diferite de citre macrofagele sinusurilor medulare,
in timp ce macrofagele dendritice capteazi numai substantele striaine
-antigenice. Apare deci eid macrofagele foliculului limfatie, care
'sint interesate cu precidere in raspunsul imun, posedd o capacitate
crescutd de a diserimina substanfele antigenice de cele neantigenice,.

Fagocitele discrimineazi nu numai selful de nonself, ci gi
«de selful alterat. Astfel se cunoasgte eid polimorfonuclearele capteazi
81 degradeazi endometrul hipertrofiat sau substanta nervoasid pro-
venitd din degenerescenta senild (Zilber, 1959).

Eritrocitele autologe tratate cu agenti chimiei, eum ar fi acidul
‘periodic sau lecitinaza, sint fagoecitate la rate semnificativ crescute
fatd de c:le autologe nealterate, de citre PMN de cobai. De asemenea,
imunoglobulinele autologe denaturate prin agenti fizici (termiei,
radiatii : X, beta, gamma) sau chimici (nitrat de Pb sau de Hg)
sint pinocitate de cidtre PMN la rate semnificativ crescute fatd de
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cele autologe nealterate (Gavrileseu si colab., 1969). Pe de altda parte,
este bine cunoseut rolul pe care il joacid macrofagele in inlaturarea
hematiilor imbétrinite (Simith, 1958; Essner, 1960).

Vaugham si Boyden (1964) au dovedit prin testul de imunoade-
rentd capacitatea macrofagelor de a discrimina eritrocitele proas-
pete de cele uzate sau imbitrinite, prin péstrarea in diferite conditii
in vitro (solutfii gi temperaturi diferite).

Care este mecanismul prin care fagocitele pot si diserimineze
selful de nonself ?

Procesul de fagocitozd este constituit in mod esenfial din 3
etape : chemotactismul, captarea gi degradarea substantelor captate.

Initial se considera cé factorul esential responsabil de speci-
ficitatea acestui proces s-ar datora diferentelor de incarcitura electro-
statich dintre fagocite si substantele captate.

Totugi, acestea nu pot fi considerate ca esentiale, deoarece :

a) compusii proprii care nu sint fagocitati aun inedredturi
electrostatice aseminitoare cu cele ale compusilor striaini care sint
fagocitati ; b) procesul chemotactic este activ pe o distantd mult mai
mare decit fortele electrostatice dintre doi compusi.

Datele din ultimii ani au ardtat c¢d orice substanti fagocitati
este acoperitd de opsonine sau anticorpi naturali. Astfel, s-a aritat
necesitatea serului pentru fagocitoza hematiilor alterate, de ciitre
celulele Kupffer, sau necesitatea opsoninelor pentru fagocitarea
de citre PMN a diferitelor substante striine, cum ar fi particulele
de carbune, bacterii, celule (Jenkin si Rowley, 1961; Jenkin si
Karthingam, 1962 ; Rowley, 1962).

La nivelul macrofagelor, rolul opsoninelor sau al anticorpilor
este indeplinit de anticorpii citofili.

S-a demonstrat ci anticorpii citofili de la suprafata macrofa-
gelor de iepure, cobai, soarece sint responsabili de captarea specifici
a antigenelor (Boyden gi Sorkin, 1960 ; Boyden, 1966 ; Blazkowec
§i colab., 1965 ; Nelson gi Mildenhall, 1967).

Opsoninele si anticorpii naturali de la suprafata macrofagelor
dendritice din foliculul ganglionului limfatic interactioneazi cu
antigenul, determinind captarea acestuia. Acest fapt a fost evident
demonstrat de Balfour gi Humphrey (1964), care, studiind distributia
antigenului marcat prin historadiografiere i a Ig prin metoda anti-
corpilor fluorescenti, au gisit ci antigenul este prezent in ganglioni
ilEl celulele la suprafata cérora sint prezente imunoglobulinele. Berken
§1 Benacerraf (1966) au ardtat c# la cobai majoritatea anticorpilor
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citofili fac parte din categoria 7S si ci ei se pot atasa selectiv la
macrofage printr-un situs de legiturd situat pe fragmentul Fe a)
moleculei.

O excelentd lucrare care a pus in evidentd rolul determinant
al anticorpilor citofili in fixarea antigenelor de c#itre macrofage
a fost realizati de cdtre Sulica, Haimovich si Sela (1971). Autorii
au folosit drept complex antigenic un conjugat dinitrofenil (DNP)-
bacteriofag, care se fixeazdi pe macrofagele animalelor imunizate
anti-DNP. Avantajul metodei experimentale constd in faptul ci
addugarea unui exces de hapteni (DNP) in sistem determini desfa-
cerea DNP-fagului de pe suprafata celulelor pe care acesta s-a fixat
specific. In acest mod, numirul de DNP-fagi fixati pe o anumiti
celuld poate fi estimat, oferind posibilitatea de a numéira receptorii
specifici pentru un anumit antigen de pe celulele respective. In
experientele citate s-a utilizat azida de sodiu ca factor inhibitor al
pinocitozei, pentru a impiedica patrunderea intracelulari a antige-
nului fixat pe suprafata celulei. Se constatd ed macrofagele perito-
neale bine spilate ce provin de la animalele care nu auin serul lor
nici o urmé de anticorpi anti-DNP nu leagi pe suprafata lor DNP-bac-
teriofagul. Legarea DNP-fagului de suprafata maecrofagelor devine
insd notabild la animalele neimunizate care posedd in ser anticorpi
sphaturali” anti-DNP si creste foarte mult la animalele imunizate
antigruparea DNP. Dovada indiscutabili a conversiei macrofagelor
»,hormale’ in macrofage ,,imune’’ care fixeazi DNP-fagii este reali-
zatd prin incubarea unor macrofage care nu pot fixa aceste complexe
antigenice cu ser de la animale imune. Dupi spilarea lor intensi,
deci dupid indepirtarea oriciror urme de anticorpi liberi in sistem,
macrofagele ,,normale’ fixeazd complexul DNP-bacteriofag. In con-
cluzie, parte din anticorpii serieci cireulanti anti-DNP, avind un
caracter citofil, s-au fixat pe membrana macrofagelor gi au deter-
minat legarea antigenului complementar de suprafata celulei.

Aceste date indreptitesc concluzia cd procesul de recunoas-
tere la nivel fagocitar este mediat de opsonine sau de anticorpi
naturali. Indiferent insid dacd opsoninele san anticorpii naturali
mediazd procesul de recunoastere, membrana leucocitari trebuie
sd joace un rol activ in acest proces. Astfel, intr-o lucrare recenta
am urmérit pinocitoza si fagocitoza a doud substante stréine — imuno-
globulinele umane i eritrocitele de oaie (in prezenta si absenta
serului specific) — de citre PMN de cobai. Am constatat ¢id dupa
tratarea prealabili a PMN cu acid periodie i sialidaza, rata pino-
citozei si a fagocitozei scade semnificativ fatd de rata constatatd
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la PMN netratate. Aceste date sugereazi cia la suprafata PMN existid
receptori eu o strueturd chimied aledtuitd din heteropolizaharide
continind acid sialic, aseminitoare cu structura receptorilor de pe
membrana hematiilor, leucocitelor si celulelor Ehrlich care asiguri
adsorbtia mixovirusurilor pe aceste celule (Eyler si colab., 1962).
Tratarea PMN de cobai cu acid periodic si sialidazi altereaza acesti
receptori, deprimind procesul de captare, indiferent dacd acesta
este mediat de anticorpi speeifici sau nu.

Recunoasterea imunologicia la nivelul eelulelor imunologie
competente. Acest tip de recunoagtere este un proces preliminar,
indispensabil, indiferent daed riaspunsul imun declansat de acest
stimul va fi de tip celular sau va determina sinteza anticorpilor.
La vertebratele superioare s-a aritat ci limfocitele imunologic com-
petente poseda capacitatea de a recunoagte celulele neasemanatoare
din punct de vedere genetic, alogenice sau heterogenice, prin contact
intercelular.

Cercetarile lmi Moller gi Moller (1966) au demonstrat ci daca
limfocite normale provenind de la animale neimune sint puse in
contact eu celule neinrudite genetic, cum ar fi fibroblastele unui
animal ficind parte din altd specie, limfocitele determinid un efect
citotoxie, distrugind fibroblastele striine, fiard captarea prealabild
a acestora ca in cazul fagocitozei. In acest model experimental,
limfocitele poartd numele de celule efectoare sau ,,agresori’’, in
timp ce celulele distruse, in speté fibroblastii, sint desemnate drept
»celule tinta”. Este posibil ca glucidele de la suprafata limfocitelor
s& joace un rol important in recunoasterea celulelor striine, deoarece,
dupa Gesner (1966), acestea pot constitui ,,zone de recunoastere’,
care pot fi degradate prin tratament cu glicozidaze.

Efectul citotoxie al limfocitelor asupra celulelor tintd se explici
prin producerea unei limfotoxine care este seeretatd de citre limfoeit
in momentul in care acesta recunoaste pe suprafata celulei tinti
antigene de histocompatibilitate, deosebite de cele existente pe
suprafata celulei agresoare. Limfotoxina produsid poate fi izolati
din supernatantul culturilor celulare.

Ramseier (1971) a utilizat in experientele sale amestecuri
de reactie alcdtuite din celulele agresoare ale unuia din pirinti si
celulele tinta ale hibridului F,. Astfel, celulele agresoare vor recunoaste
pe suprafata celulelor fintd ale hibrizilor ¥, numai determinantii
antigenici specificati de un singur set cromozomial, si anume de
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setul cromozomial provenit de la pirintele opus. Ca urmare a recu-
noagterii acestor determinanti antigenici nonself, celulele agresoare
vor elibera in mediul de culturi o substanti denumitii de autori
,»produs de recunoagtere antigenic#’” PAR, care se poate izola
$i purifica. Tnoculatd intracutanla hamsteri, aceastd substantd isi
manifestd efectul biologic prin mobilizarea unui mare numir de
polimorfonucleare la locul de inoculare. Numirul de polimorfonu-
cleare prezente este proportional cu cantitatea de substanti PAR
inoculatd, permitind astfel o estimare cantitativi a fenomenului de
citotoxicitate.

Procesul descris are implicatii biologice importante, deoarece
acest mecanism poate functiona in eliminarea celulelor stridine sau
provenite din diferentieri aberante care ar tulbura homeostazia
celulari.

Un sistem experimental analog a fost studiat in Iuerdrile lui
Mesrobeanu gi colab. (1971), folosind drept celule efectoare limfo-
citele din ganglionul limfatic de cobai normal, iar drept celule tinti
celule renale de cercopitec.

In ce priveste recunoasterea determinantilor antigenici stri-
ini, de catre celulele producitoare de anticorpi, Burnet si Fenner
(1949) au presupus de mult timp existenta unor ,,self-markeri’”’ pre-
zenti in structurile unui organism prin intermediul cdrora ecelulele
formatoare de anticorpi discrimineaz# selful de nonself. Ulterior,
Burnet (1959) — in teoria asupra selectiei clonale — postuleazid
cd populatia de celule formatoare de anticorpi este constituiti din
mai multe clone, fiecare cloni fiind eapabild s4 sintetizeze anticorpi
specifici fa{d de un singur determinant antigenie. Totalitatea clo-
nelor dintr-un macroorganism ar putea acoperi toate configuratiile
antigenice teoretic posibile. In eursul dezvoltdrii ontogenetice, clo-
nele capabile si formeze anticorpi fa{i de componentele proprii sint |
deprimate funetional. Macromoleculele autologe, proprii organismului,
prezente in cantitéti mari in mediul intern al acestui organism, venind
in contact incédi din primul moment cu celulele limfoide imature
vor determina o inhibitie a clonelor care ar putea sintetiza anticorpi
impotriva acestor macromolecule. Rezulta o ,,paralizie functionald’’
a clonelor corespunzitoare determinantilor antigenici inclugi in aria
selfului, paralizie ce va dura atita vreme cit in mediul intern existd
in mod continuu, in cantitate mare, fiecare din macromoleculele
cuprinse in multimea componentelor autologe (Moraru si Sulica,

1969).
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Dupé Burnet, la suprafata celulelor formatoare de anticorpi
existd un numir mic de situsuri reactive, care se combina cu anti-
genul. Specificitatea acestor situsuri este caracteristicd gi aceeagl
pentru celulele care au derivat din acelasi cap de clond, fiind genetic
determinatd. Faptul ei un determinant antigenic induce produ-
cerea anticorpilor corespunzitori, specifici, la nivelul unei singure
clone, implici necesitatea ca fiecare celuld dintr-o clond anumita si
diserimineze un singur antigen. Aceastd proprietate rezultd din lucrd-
rile autorilor care au studiat numéirul de anticorpi cu specificitate
diferitd sintetizati de citre o singurd celuld formatoare de anticorpi.

Nossal si Lederberg (1958), Nossal (1958) si White (1958)
an aridtat cid o celuld formatoare de anticorpi expusid la doud anti-
gene sintetizeazd un singur tip de anticorpi. Dupd Attardi si colab.
(1964), o celuld ar fi capabild si sintetizeze doud tipuri de anticorpi,
fapt explicat de posibilitatea ca celula sd fie heterozigota.

Nossal si colab. (1971) au constatat ci acest lucru este un fapt
exceptional, regula generaly fiind ¢d o anumitd celuld produce anti-
corpi cu o singuri specificitate antigenici.

Cercetérile lui Green gi colab. (1967), efectuate eu multa acu-
ratetd tehnicd asupra sintezei de anticorpi fatd de o hapten# repre-
zentatdi de 2,4-DNP-PLL (2,4-dinitrofenil-poli L-lizind), conjugaté
cu un purtdtor (serumalbumind de bou sau ovalbuminé), au demon-
strat cid fatd de acest compus se sintetizeazi trei tipuri de anticorpi :
fatd de determinantul antigenic al haptenei; fa{d de determinantul
antigenic al transportorului; faté de determinantul antigenic care
ia nagtere prin conjugarea celor doi compusi.

Fiecare din aceste tipuri de anticorpi este sintetizat de plasmo-
cite diferite.

In cursul procesului de sintezd a anticorpilor, informatia anti-
genicd trebuie s& ajungi la nivelul eelulelor formatoare de anticorpi.
La acest nivel, fiecare clond diserimineazd antigenul fatd de care are
genetic determinatd ecapacitatea de sintezd a anticorpului. Acest
proces s-ar putea realiza: a) prin contactul direet cu antigenul,
contact mediat sau nu de factori de recunoastere reprezentati de
anticorpi naturali (Nossal, 1965 ; Boyden, 1966), b) prin contactul
cu ARN informational (Fishman gi colab., 1963 ; Adler si colab.,
1966), sau cu un complex ARN-antigen (Friedman, 1963 ; Askonas
$i Rhodes, 1965), eliberat din macrofagele care au captat si prelucrat
antigenul, fie ¢) dupd cum consideri mai recent Unanue gi Cerot-
tini (1970), printr-o interactiune directd intre macrofag care prezinti

2 - g, 801
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fmgm_el}tele de antigen degradate legate pe suprafata membranei
sale si limfocitul producitor de anticorpi (vezi pentru date suplimen-
tare capitolul privind ,,Interactiuni celulare in cursul elaboririi
raspunsului imuan'?).

Capacitatea celulelor de a recunoaste determinantii antigenici
se realizeazd prin intermediul unor factori de recunoastere de pe su-
prafata celulelor formatoare de anticorpi care au o inalti specifici-
tate fatd de un singur determinant antigenic. Acesti factori de recu-
noastere sint situati pe suprafata membranei celulare. Structura
lor este identicd san partial identicd eu structura anticorpului produs
de celula respectivi. Existenta acestor receptori celulari de recunoas-
tere a fost doveditd prin experientele ficute de Sulica si colab. (1971).

Spre deosebire de cele constatate la macrofage, unde legarea
antigenului (DNP-bacteriofag) de celuld se ficea numai in pre-
zenta unor anticorpi circulanti anti-DNP, cu caracter citofil, in
cazul celulelor splenice producitoare de anticorpi legarea comple-
xului DNP-bacteriofag la aceste celule se face la aceeasi ratd, indi-
ferent daca in prealabil populatia de limfocite a fost pusi in contact
cu anticorpi anti-DNP sau nu. De aici concluzia cid receptorii pentru
haptena DNP de pe aceste celule nu apar ca urmare a interactiunii
celulelor cu anumiti anticorpi eitofili, ci existd pe suprafata celulari,
ca structuri proprii functionalititii acestor celule.

Numadirul total de receptori prezenti intr-o populatie de celule
splenice a putut fi evaluat in acest model experimental si astfel
s5-a dovedit cd el diferd in funetie de starea de imunitate a organis-
mului respectiv. Cu alte cuvinte, la un animal imun numérul total
de receptori sporeste pe seama eresterii numarului de celule pur-
tatoare si nu datoritd cresterii numirului de receptori per celuli.

Prin intermediul anticorpilor antiimunoglobuline, cupla{i cu
coloranti fluorescenti, receptorii de pe suprafata limfocitelor au putut
fi ,,colorati’”’ (Loor si colab., 1972). S-a constatat astfel cd acesti
receptori se gasese intr-un stadiu dinamie, in sensul ¢i ei se pot misea
in planul membranei. Uneori, ei au fost observafi ea fiind uniform
repartizati pe suprafata celulei, alteori, dimpotrivi, ei se ,,agluti-
neazi’’ la un pol al celulei, formind o caloti.

Aceastd miscare este consecinta unor meecanisme variate, prin-
tre care, pe lingd simpla difuzie, mai apar si procese ce necesitd
metabolismul activ al celulei.

Se considerd cd aceastd microaglutinare a receptorilor este
legati de starea funetionald a celulei, in sensul c¢i macromolecula
striind recunoscutd si fixatd pe aceste ,,insule’’ de receptori este mai
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rapid incorporatd intraeelular prin pinocitozi, reprezentind astfel
un stimul intens pentru declangarea raspunsului imun.

Se gtie cid in cursul rejectiilor de grefe, organismul pl‘llﬂltﬂl‘
rispunde la contactul cu celule histologic. incompatibile atit prin
sinteza unor anticorpi — anticelulele fintd ale grefei —, cit si prin
reactii celulare, in cursul cirora celulele imunologic competente agre-
soare ale gazdei ucid si elimind celulele grefei.

Experientele au ardtat cd specificitatea anticorpilor umorali
§i a imunititii celulare este identicd, prin urmare implicit structurile
de pe suprafata celulelor agresoare care recunosc finta (structuri de
recunoastere) ar trebui sa fie identice cu structurile similare din
molecula anticorpilor.

Ramseier si Lindemann (1972) au verificat aceastd afirmatie,
aratind e un ser imun anti-structuri de recunoastere de pe celulele
agresoare (deci anticeluld agresoare) blocheazi activitatea anticor-
pilor anticeluld finta si invers, un ser imun preparat prin imunizarea
animalelor eu anticorpi antifintd (deei ser anti-anticorpi) se leaga
specific pe structurile de recunoastere a celulelor agresoare, impiedi-
cind capacitatea lor de a recunoaste si deci de a produce substante
PAR, in contaect cu celule agresoare.

In ce priveste rispunsul imun, aria selfului reprezinti pentru
un anumit individ un caracter determinat genetic. Acest fapt rezulti
din insugi caracterul constant in ontogenie al macromoleculelor
sale proprii determinate de genotipul individului respectiv.

Aceastd configuratie a macromoleculelor proprii mentinindu-se
constantd in cursul vietii unui individ, rezultd implicit ¢d aria com-
pusilor straini fata de care acesta va reactiona imunologic se va menti-
ne constantd in cursul vietii acestui individ.

Astfel, dupd izolarea si mentinerea in vitro a unui compus
autolog in conditii in care acesta nu-si modificd structura chimicé,
el este recunoscut drept self dupid o perioadd de timp wvariabili.
Asa, de exemplu, gammaglobulina de cobai congelati este recu-
noscutd drept self de citre celulele exudatului peritoneal (PMN)
ale aceluiagi cobai dupa o perioadéd de timp de 90 de zile, echivalenti
cu 30 de generatii leucocitare, de la izolarea compusului autolog
din organism (Gavrilescu gi colab., 1969). De asemenea, specifici-
tatea imunititii de transplantare, care se dovedeste a fi remarcabil
constantd in cursul intregii perioade de viatd a unui animal, pledeazs
in favoarea acestei afirmadtii.

In cursul fuziunii gametilor care duce la formarea oului, deeci
a unui nou individ, prin aliturarea celor doud seturi cromozomiale
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venite de la périnti, precum gi din relatiile de dominanti — recesi-
vitate apidrute intre cele doud alele ale aceluiagi locus, va lua nasgtere
0 noud configuratie macromoleculard. In eursul dezvoltirii -embrio-
nare a individului (F,), celulele imunologic competente care ar
putea reactiona fatd de determinantii macromoleculari proprii
individului F; vor fi funetional reprimate (Burnet, 1959).

Oricum, aria selfului F, va cuprinde o parte din compusii
inclugi in aria selfului mamei §i o parte din determinantii antigenici
Pproprii tatilui. Datoritd acestei reasortiri a macromoleculelor ma-
terne g1 paterne rezultd implicit ¢d o parte din compusii proprii ai
ambilor périnti vor fi considerati drept nonself de citre hibridul
F,, care va reactiona imunologic fa{d de acesti compusi.

De exemplu, din inecrucigarea unor piarinti cu genotipurile
grupului sanguin A0 si BO rezulté conform legilor mendeliene 25 9
indivizi cu genotipul A0 ; 25 9%, indivizi B0 ; 259, AB si 25 9, 00, avind
respectiv fenotipurile grupului sanguin A, B, AB si 0.

Din punet de vedere imunologic indivizii A (cu genotip A0)
considerd hematiile parintelui BO drept nonself si vor declansa o
reactie imund impotriva acestora; si invers, copiii B0 vor considera
hematiile périntelui A0 drept nonself.

Numai 25 9%, din copii, cei cu configuratia genetici AB, includ
hematiile ambilor pirinti in aria selfului, in timp ce in extrema opusi
259, din indivizii F, de grup 0 vor considera drept nonself atit hema-
tiille mamei, cit gi ale tatdlui si vor reactiona imunologic impotriva
lor.
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CAPITOLUL

Determinismul genetic
al imunoglobulinelor

GENERALITATI ASUPRA STRUCTURII IMUNOGLOBULINELOR

Imunoglobulinele au un rol deosebit de important in imunologie,
ele reprezentind in marea lor majoritate echivalentul biochimie al
anticorpilor.

In serul uman, imunoglobulinele se gisesc situate in fractiu-
nea gammaglobulinelor. Rolul deosebit de important al acestor
macromolecule a justificat cercetirile foarte numeroase care le-au
fost consacrate in ultimii ani. Aceste cercetiri au stabilit ¢ imunoglo-
bulinele reprezinti o clasi de substante cu o variabilitate impresio-
nanti in ce privesgte struetura chimicé si consecutiv functiile biologice
indeplinite.

Incercindu-se o sistematizare a acestor nenumirate forme
moleculare, se descriu astézi diferite criterii pe baza cédrora imuno-
globulinele se pot impéarti in functie de:

— izotipul sau elasa imunoglobulinelor ;

— alotipul imunoglobulinelor ;

— variabilitatea impusd de specificitatea anticorpului in raport
cu antigenul respectiv.

In ceea ce priveste planul general de organizare al imunoglo-
bulinelor trebuie mentfionat ci toate sint formate din doui feluri de
lanturi polipeptidice, dintre care primul, format din aproximativ
214 aminoacizi, reprezintd lantul scurt, notat L (light), si al doilea,
format din 439 de aminoacizi, reprezinti lantul greu, notat cu H
(heavy). Lantul L este legat la lantul H printr-o legituri disulfidica
realizatd intre doud cisteine, §i anume cisteina din pozitia 213 pe
lantul H (considerind aminoacidul 1 ca fiind situat la capitul amino-
terminal al lantului) §i cea din pozitia 214 pe lantul L.

Acest dimer L—H constituie ,,unitatea’ de structurd a oricirei
molecule de imunoglobulini, el reprezentind — dupd cum au aridtat
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numeroase cercetdri — gi unitatea de funcfie biologici, in sensul
ca alcituiegte un situs combinativ complet care se poate combina
cu un determinant antigenic potrivit (Ghetie, 1969).

Molecula imunoglobulinelor nu este insi niciodatid aleatuits
dintr-un singur dimer L-H, ci este formatd din minimum doi, soli-
darizafi intre ei prin legituri disulfidice care apar intre cele
doua lanturi H (fig. 1).

Desi, dupi cum se va ardta ulterior atit lanturile L, cit i lantu-
rile H, mai ales, diferi foarte mult in ce priveste structura lor, cu
toate acestea intr-o anumitd moleculid de imunoglobulini, indiferent
de numdrul lor, lanturile L si respectiv H vor fi toate de acelasi fel.

Prin hidroliza cu papaind a imunoglobulinelor 7S (IgG), mole-
cula anticorpilor este scindatd prin ruperea lanturilor H, in trei
fragmente deosebite (fig. 2):

— Doué fragmente, Fab, sint formate din lantul L in intregime
si dintr-un segment de lant H, denumit Fd. Fragmentul Fab cuprinde
situsul eombinativ al anticorpului, deci regiunea de legare a acestuia
la antigen, sub forma unei ,,cavititi’’ mirginite de partea amino-
terminald a lanturilor polipeptide L si Fd (din lantul H);

— Pirtile carboxiterminale ale lanturilor H riamin solidarizate
intre ele prin puntile disulfidice, aleiituind astfel un singur fragment Fe.

Diverse alte modalititi de fragmentare a imunoglobulinelor
sint ilustrate in figura 2. In afard de lanturile polipeptidice, in mole-
cula imunoglobulinelor se mai gésegte i o cantitate mici (3 —12 9)
de carbohidrati, legati de fragmentul Fe.

Comparindu-se intre ele secventele de aminoacizi ale diferite-
lor lanturi L si H, s-a constatat e¢d aceste lanfuri pot fi impartite
in ce priveste secventa, in doua regiuni deosebite.

O regiune situati in capitul aminoterminal al lantului L, sau
respectiv H, are secventa aminoacizilor extrem de variabili de la o
moleculd de anticorp la alta, ceea ce justified denumirea de regiune V
(variabild).

Variabilitatea extrem de mare a secvenfei acestei regiuni a
fost pusid in legiturd cu specificitatea de antigen a diferitelor mole-
cule de anticorpi, cu atit mai mult cu ¢it toemai regiunile V de pe
lanturile L si respectiv H sint cele care delimiteazd situsul combi-
nativ.

O a doua regiune situatd inspre capatul carboxiterminal al
lantului L, sau H, are o secventd a aminoacizilor care diferd oarecum
de la o moleculi de Ig la alta, dar mult mai putin decit regiunile
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V. De exemplu, in cadrul unei anumite clase sau subclase de Ig
aceste regiuni au o secven{id foarte aseminitoare, aproape constanti,
ceea ce justifici denumilea de regiune C (constantd), dati acestul
segment.

Dupd eum vom arita ulterior, regiunile C ale Ig impriméi
specificitatea de clasid, de subeclasid sau de alotip, specificitiiti care
variazd in limite mult mai reduse decit aceea de anticorp.

Astfel, in timp ce teoretic pot exista circa 10° determinanti
antigenici diferifi, specificitatea de clasi diferi numai in cadrul a
5 clase, unele din acestea fiind subimpéirtite in 2 sau 4 subeclase dife-
rite. Din datele existente pind in prezent (Edelman si Gall, 1969)
se aproximeaza ci pe lantul L (A) ce are 215 aminoacizi, regiunea
V este cuprinsd intre aminoacidul 1 si aproximativ 108, riminind ca
regiunea C si acopere restul de aminoacizi, respectiv 108 —215 (apro-
ximativ tot 107 aminoacizi).

Pe lantul H care are 439 de aminoacizi, regiunea V cuprinde
aproximativ primii 115 aminoacizi (deci 1—115), regiunea C acope-
rind restul de aminoacizi dela 116 la 439, respectiv circa 324 de amino-
acizi.

Rezultd deci cd gammaglobulinele izolate din serul unui om
sau animal reprezinti un amestec extrem de variat de molecule
diferite, ceea ce constituie un impediment serios in cercetarea lor
biochimied.

Studiul acestor componente a avansat insd foarte mult prin
constatarea ci in tumorile plasmocitare (mieloame sau plasmocitoame)
de om sau de goarece se produc in cantitifi enorme imunoglobuline
foarte omogene. S-a dedus deci cid aceste imunoglobuline, care nu
reprezintd propriu-zis anticorpi, adici nu apar drept urmare a unei
stimuldiri antigenice bine definite, sint produse prin proliferarea
malignii a unei singure clone de celule producitoare de ,,anticorpi”,
de unde si numele de gammapatie monoclonala.

Pentru moment retinem cé bolnavii cu gammapatii monoclo-
nale produe cantititi uriage de imunoglobuline care sint considerate
chimic perfect omogene.

Prin analiza diferitelor imunoglobuline produse in diverse
gammapatii §i mai ales prin cercetarea §i compararea sﬂcventej
aminoaecizilor din lanturile lor polipeptidice, s-au putut trage concluzii
deosebit de interesante asupra proprietdtilor chimice i funetiilor
biologice ale acestor proteine.
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Initial, aceste concluzii au fost privite cu rezervi deoarece
se considera cid proteinele de mielom nu sint analoge anticorpilor
normali, ele fiind rezultatul unui proces patologic si mai ales neavind
nici o activitate de anticorpi cunoscuta.

Cercetdri mai aprofundate au aritat totusi ci cel putin unele
proteine monoclonale au si activitate de anticorp bine definitd
(tabelul nr. 1), de unde s-a tras concluzia ca fiecare imunoglobuliné

Tabelul nr. 1
Activitatea de anticorp asociaid eu unele imonoglobuline monoclonale (dupid Bernier, 1970)

Specificitate de anticor -

p anti — % L
Streptolizina IgG (om)
Benzeni substituiti (ex. DNP) IgG sau IgM (om), IgA(soarece)
Antigen I (aglutinini la rece) IgM (om)
Globulind G umana IgM sau IgG (om)
Lipoproteinid umani IgA (om)

monoclonald reprezinti unul din multiplele tipuri de anticorpi
care apar i in condifii normale §i ¢d in gammapatiile monoclonale
caracterul anormal rezidd mai ales in controlul ratei de sintezid decit
in calitatea produsului sintetizat (Bernier, 1970).

Un progres imens in studiul imunoglobulinelor a fost realizat
prin stabilirea secventfei de aminoacizi a mai multor lanturi L sau
H provenind de la diferite specii animale sau de la diferite cazuri
de mielom, ceea ce a permis compararea asemanirilor si deosebirilor
dintre aceste lanturi.

Pentru a estima cantitativ aceste omologii s-a acceptat un
»coeficient de variatie” pentru un anumit segment, coeficient care
reprezinta un raport procentual dintre numérul de aminoacizi dife-
riti §i numéarul total de aminoacizi analizati. Rezultd ci acest coefi-
cient de variatie este 0 pentru doud lanturi identice.

O altd metodd utilizatd a fost urmitoarea : presupunind eci
cunoagtem secventa a doud lanfuri polipeptidice, cum s-ar putea
aranja aceste lanturi pentru un ,,maxim de omologie” ? De exemplu,
un lant cercetat are 50 de aminoacizi §i al doilea 70 (fig. 3). Se constati
cd pentru zona 1—25 (1 si 25 fiind numerele de ordine naturali ale
aminoacidului incepind de la capitul aminoterminal al lantului
polipeptid) ambele lanturi au o omologie foarte ridicati (coeficient



28 J Imunogenetica.

de variatie foarte mic). Regiunea 26 —48 din lanful mai seurt difers
total de regiunea 26 —48 din lanful mai lung. In schimb, aceeasi
regiune, 26 —48, din lanful sceurt este foarte aseminiitoare (are un
coeficient de variafie mic) cu regiunea 47 —70 din lantul lung. Aran-
jarea pentru un maxim de omologie aratd c¢id in cursul evolutiei,
lantul scurt si cel lung au putut avea

8 50 Sy

/ 2:‘5 . L3 un ancestor comun care avea initial
; A 48 de aminoacizi.

7 e In situatia prezenti lantul scurt
2% 47 a suferit o insertie de 2 aminoacizi la
capatul carboxiterminal si corespun-
: zat ar . 8i 7
Fho 8. AT veng s ot it ator gena care controleazi sinteza

xim de n]nﬂlﬂgi& sd & Sl‘tfﬁl‘it 0 ﬂl‘lll‘lgi!ﬂ F lﬂﬂf;llhli dE-‘

ADN cu 6 nucleotide, In schimb,

lantul lung a suferit o insertie de 22 de aminoacizi, dupi ammna,u

cidul 25 (deci respectiv o alungire a ADN cu 66 de baze nucleotidice)

care s-ar putea datora fie unei dedublari a segmentului 1—25, i in

acest caz regiunea 26 — 47 ar trebui si semene mult cu regiunea

1—25, fie unui erossing-over inegal, fie pur gi simplu unei transloedri
a unui alt segment genetic venit de pe alt eromozom.

VARIATIILE REGIUNII C A LANTURILOR H.
CLASE S| SUBCLASE DE IMUNOGLOBULINE

Desi ined putine lanturi H au fost complet cercetate pentru
secvenfa lor de aminoacizi, rezultd totusi cd intre aminoacizii 1 si
aproximativ 115 se géseste o zoni cu o variabilitate mare a seeventei,
alcatuind regiunea V, spre deosebire de segmentul cuprins intre
aminoacizii 116 gi aproximativ 439, care prezintd o secventd mult
mai constantd de la un lant H la altul, aledtuind regiunea C.

In funetie de diferitele configuratii pe care le poate lua secventa
regiunii constante a lanfurilor H, acestea au fost subdivizate, pe
de o parte, in izotipuri sau clase diferite gi, pe de altd parte, in functie
de modul de transmitere genetici de la o generatie la alta, in alo-
tipuri diferite.

In ce priveste izotipurile, lanfurile H umane se subdivid strue-
tural in mai multe categorii, denumite vy, o, 1, & §i e.
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Aceste categorii de lant H imprimi specificitatea de clasi
(izotip) a imunoglobulinelor, care vor fi respectiv denumite IgG,
IgA, IgM, IgD gi IgE.

Proprietitile diferitelor lanturi H gi corespunzator cele ale
diferitelor clase de imunoglobuline umane au fost rezumate in tabelul
nr, 2, dupd Bernier (1970).

Prin reactii imunochimice (imunoelectroforeza) s-a aratat insa,
cd pe baza antigenititii lor, clasele de imunoglobuline pot fi
subimpértite mai departe in subclase. Sensul molecular al subelaselor
este determinat de faptul eéd in structura lanfurilor grele (de exemplu,.
gamma) existd diferente biochimice relativ mieci, care nu depigesc
limitele definite pentru clasa respectivi, totusi sint suficiente pentru
a se traduce imunoelectroforetic prin reactii de ,,identitate partiald’”
cu celelalte lanfuri gamma.

Aceste diferenfe biochimice rezidd in diferentele de structuri.
primaréd ale lanturilor H.

Astfel s-au identificat 4 subclase in cadrul IgG, denumite
IgGy, 1gGy, 1gGy 5i 1gG,.

Lanturile grele ale diferitelor subgrupuri au similitudini
structurale si antigenice care le ineadreazd toate in clasa IgG.
Totusi, existd intre ele si deosebiri structurale care determind pe
lingd diferentele de antigenitate gi diferenfe fizico-chimice sau
biologice.

Astfel, dupd Natvig si colab. (1967), partea Fc a lanfului v, este
foarte susceptibili la papaind pe cind acelasi fragment din lantul
v. este hidrolizat foarte gren ;

— subelasele diferd intre ele prin numérul de punti disulfidice
dintre lanturile grele ; apar astfel doud punti in IgG, si IgG,, 4 punti
in IgG, si cel putin 3 in IgG, (Frangione si colab., 1969) ;

— fragmentele Fe¢ din v, au o mobilitate electroforetici mult
mai mare decit celelalte fragmente Fe¢ din alte subgrupe ;

— globulinele IgG, nu determini reactii de anafilaxie cutanati.
pasivi ;

— globulinele IgG, nu pot fixa complementul.

In mod analog s-au descris pentru IgM doui subclase diferite
corespunzind unor diferente de lant p, iar pentru IgA de asemenea.
dou# subclase diferite ce corespund unor diferenfe ale lanturilor «.

Dupd cum se va vedea, aceste deosebiri de structuri dintre.
regiunile constante ale lanfurilor H, care justifici impéirfirea imuno-
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globulinelor in clase si subclase este departe de a epuiza toate dife-
rentele existente intre moleculele de imunoglobuline.

Pe lanturile H ale imunoglobulinelor, alte diferente biochimice
si acestea identificabile prin variatii antigenice pot determina diversi
markeri alotipici.

In ce priveste sensul genetic al acestor configuratii de lant
polipeptid notdm ci in serul tuturor ocamenilor se gisese atit lanturi
v, cit §i lanfuri o«, p, & §i e

Mai mult deeit atit, in serul tuturor oamenilor se gisese si
lanturi vy, v s 82U Ya- De aici concluzia ca izotipurile imunoglobu-
linelor, deci clasele gi subelasele lor, nu segregi printre descendenti
si nu variaza in funectie de genﬂtlpul parinfilor. Prin urmare ele re-
prezinti pnhpeptlde codificate de gene (cistroni) diferite, nonalelice,,
care se gisesc inscrise in genomul uman. In ce priv eafe difer entele
alotipice, acestea, dupd cum se va ardta ulterior s-au dovedit a fi
corelate eu diferite subgiupe.

Astfel, factorii Gm 1, 2, 3, 4, 17 apar numai in moleculele v,,
factorul Gm 23 in moleculele v, si factorii Gm 5,6,10,11,13,14,21 in
cele vs.

Desi tofi oamenii posedd lanturi H, v,, numai unii dintre ei au
pe lantul vy, determinantul alotipic Gm(23), in timp ce altii nu au
acest marker alotipic si sint notati Gm(—23).

S-a vazut cd prezenta sau absenta factorului Gm(23) depinde
de constitutia geneticd a parintilor si in analize familiale se observi.
cii acest caracter segregi printre descendenti.

Deci formele Gm(23) si Gm(—23) reprezinti alele ale unui
aceluiagi cistron v, situat in acelagi locus pe eromozom.

Acceptind ci formele de lant H (regiunea constanti) vy, vs va
81 v, sint controlate de cistroni situafi in locusuri diferite, ar fi de
agteptat ca intre alelele diferite ale acestor locusuri si apari recom-
bindri prin crossing-over. Aceste recombiniri vor putea fi detectate
prin analiza markerilor alotipici corelati cu acesti cistroni care am
aratat cd pot lua forme alelice multiple.

Intr-adevir, prin studii familiale asupra markerilor alotipici
s-a putut arata cid asemenea crossing-overuri apar intre diferitele.
locusuri ce codificd subclase diferite. Din analiza acestor recom-
bindri se considerd cii ordinea cistronilor pentru subgrupurile +G
iﬁﬂt'?el}?ﬁd — vG, — YG; — yG;, (Natvig si colab., 1967; Ropartz,
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VARIATIILE REGIUNII ¢ A LANTURILOR T

Dupéd cum am aridtat, in constitutia tuturor claselor de imuno-
globuline se gisesc fie lanturi L 2, fie lanturi L %, diferentele dintre
acestea fiind determinate tot de diferentele de structurd primari
ale regiunii constante. Totodatd, indiferent de individul investigat
§i de genomul parintilor lui, in toate serurile umane s-au pus in evi-
dentad atit lanturi 2, cit si lanturi x.

Rezultd cd, in acest caz, gena care controleazi regiunea C a
lantului 2 gi cea care controleazi regiunea constantd a lanfului »
sint nonalelice. Ele nu segregia printre descendenti.

Prin analiza secventei de aminoacizi a diferitelor lanfuri =
81 & obfinute din Ig normale sau de mielom s-au constatat insd in
regiunea C o serie de variatii eare determind subdiviziuni in cadrul
lanturilor » 8i respectiv A.

S84 examinam semnificatia geneticid a acestor diferente.

a) Pe lantul » in regiunea C, aminoacidul 191 — reprezentat
prin leucinid — a fost ecorelat eu alotipul Inv(1), in timp ce in aceeasi
pozitie valina a fost corelati cu alotipul Inv (3).

Dupid eum vom arita mai amidnuntit in subeapitolul ,,Alo-
tipurile imunoglobulinelor”, aceste diferente se transmit ereditar si
segregd printre descendenti. Cu alte cuvinte, putem géisi indivizi
care au numai lanturi Lx de forma Inv(l) sau numai lanturi Lx de
forma Inv(3), dupid eum din césidtoria unor asemenea indivizi vor
rezulta copii care au atit Inv(l), cit si Inv(3).

Deducem de aici cd Inv(l) gi Inv(3) sint controlate de doua
forme alelice situate in acelasi locus unie %, pe cromozomii omologi
ai unui heterozigot Inv!/Inv3. !

b) In cadrul lanturilor 2C (adicii regiunea constantd) s-au de-
seris de asemenea mai multe diferente :

Astfel, lanturile 2 C care au aminoacidul 191 reprezentat prin
lizind sint desemnate Oz(-), pe cind cele care au arginind in aceastd
pozitie sint desemnate Oz(—).

Diferentele Oz(+), Oz(—) se reflectd in antigenitatea lanfului
2 si pot fi puse in evidentd prin inhibifia hemaglutinarii pasive deter-
minate de serurile anti Oz(-) sau Oz(—). Pentru a cerceta semni-
ficatia geneticd a acestei diferente, Rivat si colab. (1971) au comparat
markerul Oz cu un alt marker, Kern, care caracterizeazi aminoacidul
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154 din acelasi lant 1C. Se stie ci markerul Kern(-+) are un rest de
elicind 154, in timp ce Kern(—) are in aceastd pozifie serina.

Cercetind 40 de proteine A provenind din proteine Bence-Jones
sau de mielom s-au observat urmsitoarele combinatii :

Ca, : Kern- Oz~ 154 Ser — 191 Arg.
Chy;: Kern~ Oz* 154 Ser — 191 Lys.
Ck3: Kernt* Oz~ 154 Gly — 191 Arg.

Combinatia Kern* Oz* nu a fost niciodatd intilnitd, deci nu
existd independentid perfectid de reasortare a celor doi markeri.

Pe de altd parte se gtia(Edelman i Gall, 1969) ci din serurile
unor indivizi normali necorelafi genetic se pot izola atit peptide
Oz(+), cit si lanturi Oz(—).

De aici conecluzia ci formele Oz(-) §i Oz(—) nu se comporta
ca alele, nu segregd intre ele printre descendenti i deci lanfurile
AC Oz(+) si »C Oz(—) sint controlate fiecare de douid gene nealelice
care apar in genomul tuturor indivizilor.

Dacd ludm in considerare si markerul Kern situat pe acelasi
lant 2C, vedem ci existd nu doud eci trei gene deosebite care pot
controla formele diferite de lanturi AC, respectiv Ci;, C2, si C2,.

Diferenfele minime ecare le deosebese pledeazia pentru afir-
matia cé genele care le controleaza sinteza au apiarut prin triplarea
unui locus initial comun si an evoluat ulterior prin mutatfii pufin
intinse, eare au determinat modificiri ale aminoacizilor din pozitiile
154 si 191 (Rivat gi colab., 1971).

Rezultd ca diferentele aminoacidului 191 de pe Jlanfurile x
corelate cu Inv(1) si Inv(3) reflectd diferente alelice, in timp ce dife-
rentele aminoacidului 191 de pe lantul 2 corelate cu markerul
Oz(+) si Oz(—), precum si cele ale aminoacidului 154 (corelate cu
markerul Kern) reflectd diferenfe nonalelice, deci pun in evidenti
gene diferite.

Mai existd in lanful AC gi alte diferenfe de secventd a cidror
semnificatie geneticid ramine necunoscuta ined, cum ar fi, de exemplu,

proteina Mz care are valind in loe de alanind in pozitia 183 §i aspa-
ragind in loc de lizind in pozitia 173.

g - c, 801
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REGIUNILE VARIABILE (V) ALE LANTURILOR 1, S| H.
IDIOTIPURILE IMUNOGLOBULINELOR

Spre deosebire de regiunea constantd, regiunea variabili a
lantului L, cuprinsd intre aminoacizii 1 si aproximativ 108, s-a

dovedit extrem de diversd in ce priveste secventa aminoacizilor..

De notat ci aceastd diversitate nu afecteazi anumiti aminoacizi cum
ar fi cei implicati in legdturile disulfidice (cisteinele din pozitiile
23 s1 88), care probabil c¢d sint indispensabili pentru infisurarea
specifica a lanfului L'V §i implicit pentru corecta functionare a aces-
tuia in cadrul situsului combinativ. In regiunea variabili se giisese
deci segmente hipervariabile ce alterneazi cu segmente a ciror see-
ventd se mentine constanti.

Deosebirile constatate in secventa lantului LV rezidi in sub-
stituiri ale unui aminoacid eu un altul, precum si in mici diferente
de lungime.

Drept urmare, diferitele lanturi L'V umane analizate (in mod
special cele provenite din proteine Bence-Jones sau de mielom) au
fost impértite in doud mari grupe, Vi §i Vx, fiecare} fiind subdivi-
zate la rindul sdu pe baza segmentelor constante, in subgrupe (Edel-
man i Gall 1969). Astfel, lanturile Vx din aceeasi subgrupi au aceeasi
lungime, in timp ce lanturile Vx din subgrupe diferite au lungimi
diferite. S-au descris pind acum 3 subgrupe de lant Vx care se deo-
sebese intre ele prin circa 40 de aminoacizi substituiti.

In cadrul aceleiagi subgrupe lanturile Vix diferi numai prin
10 aminoacizi substituiti. In mod analog s-au aledtuit subgrupe si
pentru lanturile V2.

Este de asteptat ca, pe misuri ce noi secvente vor fi analizate,
numirul de variatii descrise §i implicit numirul de subgrupe si
creasca foarte mult. '

Regiunea V a lanturilor H ar putea fi subimpar{ita in subgiupe

intoemai ca si regiunea V a lantului L. Interesant este faptul ca
punctele de substitutie, intoemai ea i la lanful L'V, respecta aproape
aceiasi anumiti aminoacizi cu functie ,,strategici’”. Faptul ca dis-
tributia substituirilor, precum si tipul de substitutie sint foarte
aseméanitoare in lantul LV si in cel HV pledeazi pentru afirmatia
ci regiunile V din lanturile L §i H au acelasi tip de diversitate stiue-
turala si deci, probabil, aceeagi bazd genetica a diversitatii lor.
Dupd cum am mai amintit, un progres important in studiul
structurii chimice a situsului combinativ a fost realizat prin izo-
larea anticorpilor cu anumita specificitate de antigen, in stare pura.

e
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Acest lueru a fost posibil fie prin utilizarea unor proteine de
mielom, fie prin purificarea cu ajutorul imunosorbentilor (Ghetie
si Micusan, 1966).

Pe de altd parte, investigarea mai aprofundatd a situsului
combinativ a progresat mult prin introducerea unor tehnici de marcare
a aminoacizilor, care interactioneazi direct cu antigenul in cursul
reactiei antigen —anticorp. Aceste tehnici, cunoscute sub numele de
,,mareare prin afinitate’’ (affinity labelling), utilizeazi un determi-
nant antigenie simplu, de tip hapteni, ce are pe suprafata sa anumite
grupéri chimice ecare, in momentul inclavirii antigenului in situsul
combinativ, se atagazid la aminoacizii din situs ce intra direct in
contact eu determinantul antigenic. Identificarea ulterioard a amino-
acizilor din molecula anticorpului, modificati prin atasarea ,,mar-
cajului” venit de pe determinantul antigenie, permite stabilirea
pozitiei si naturii aminoacizilor din situsul combinativ care riaspund
de atagarea specificd a acestuia la antigen. Astfel, Weinstein si colab.
(1969) au introdus folosirea derivatilor de bromoacetil ai unei haptene,
cum ar fi dinitrofenilul (DNP), legatd la un purtitor, ca reactivi
pentru marecarea prin afinitate a anticorpilor anti-DNP.

Aplicarea variatd a acestor tehnici a aritat cid dacid se izo-
leazi din serul unui animal anticorpi ecu anumitid specificitate de
antigen, anti-A de exemplu, acegti anticorpi se comportd ca an-
tigene diferite fatd de anticorpii anti-B, C sau D, de acelasgi izotip,
izolafi din serul aceluiagi animal. Cu alte cuvinte, serurile animale-
lor imunizate eu anticorpi anti-A reactioneazid specific numai cu
acegti anticorpi si nu §i cu cei anti-B, C sau D. Calitatea anticorpi-
lor anti-A de a se comporta antigenic diferit de anticorpii anti-B,
C sau D a fost denumitéa idiotip, intelegind prin aceasta specificitatea
unei anumite structuri a situsului combinativ, pusd in evidenté
prin antigenicitatea ei deosebitd (Oudin gi Michel, 1969 ; Bordenave
$i Oudin, 1971).

Acest lueru a fost confirmat prin tehnica ,,marecirii prin afi-
nitate’’ care a ardtat cid aminoacizii marcati in situsul combinativ
al anticorpilor anti-A diferd de aminoacizii marcati din structura
situsului anti-B, produs de citre acelagi individ. Astfel, recent,
Haimovich si colab. (1972) au analizat aminoacizii ,,cheie’’ ce inter-
actioneazd cu antigenul din situsurile combinative ale unei proteine
- de mielom de goarece (MOPC 315), cu activitate de anticorp anti-DNP.
Anticorpii cu specificitate antibromoacetil-N*-DNP-L-lizin (BADL)
reactioneazd cu antigenul BADL prin intermediul lizinei din pozitia
54, de pe lantul H. Spre deosebire de aceasta anticorpii cu specifici-
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tate anti-bromoacetil-N-DNP-etilendiamini (BADE) din aceeasi
proteind de mielom, reactioneazi cu complexul antigenic BADE prin
intermediul tirozinei din pozitia 34 situatd pe lantul L. Ambii amino-
acizi sint situati in regiunile hipervariabile ale segmentului V.

~ Prin aprofundarea investigatiilor s-a constatat insd cd sensul .
notiunii de idiotip ar trebui lirgit. Astfel s-a observat ci anticorpii
cu anumitd specificitate de antigen (fie anti-A), diferd de anticorpii
anti-B, C, D... pentru un anumit individ luat in considerare, dar
difersd gi de anticorpii anti-A, deci cu aceeasi specificitate de antigen,
produsi de alt individ.

Configuratia idiotipici a anticorpilor anti-A este insd aceeasi
la indivizii unei anumite familii sau linii pure, deci aceastdi confi-
guratie se transmite genetic.

Astfel, in ce priveste anticorpii anti-DNP, Weinstein si colab.
(1972) aratd ca in liniile AKR/[J, DBA/2, CBA/LAC, lizina de pe
lantul H este aminoacidul predominant mareat din situsul combina-
tiv, in timp ce la tulpinile C,,BL/6 si SJL, tirozina de pe lantul L
este aminoacidul predominant marecat din situsul combinativ.

Spre deosebire de aceasta in cazul liniilor BALB/e si A/J se
constatd ecd atit tirozina, c¢it gi lizina sint aproape egal marcate.
Diferente similare de idiotip de la o tulpinid de goareci la alta au fost
constatate gi de Eichmann (1972) pentru anticorpii antipolizaharide
streptococice. Rezulti deci ci trebuie si considerim idiotipurile ca
niste markeri genetici ce caracterizeazi regiunea V de pe lanturile
L si H, deci implicit situsul combinativ al anticorpilor cu anumits
specificitate.

Problemele discutate se referd la macroorganismul luat ca un
intreg, adici la multimea tuturor imunoglobulinelor din serul unui
individ. Aceastd populatie moleculari reprezinti insi un rezultat al
activitatii unei multitudini de celule.

Perfectionarea tehnicilor imunochimice a permis sid se cerce-
teze izotipul imunoglobulinelor sintetizate de cdtre o singurd celuld,
constatindu-se astfel ci o singurdi celuld produce anticorpl cu o
singurii specificitate antigenicdi ce reprezinta imunoglobuline de un
gingur izotip, care au o singurd formd alotipicé.

Recent, prin tehnica hemolizei locale in gel, Nossal gi colab.
(1971) au confirmat afirmatiile lor anterioare, aritind ca totujl un
numir foarte mie de aproximativ 1,59, celule pot produce simultan
hemolizine de tip IgM gi IgG. Nussenzweig i colab. (1968) au aratat
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ci pentru unul gi acelagi tip de specificitate de antigen, anticorpii
anticomplexe dinitrofenil-serum albumind bovind (DNP—SAB)
de tip v, si cei de tip vy, sint produsi de celule diferite. Rezultd ci
desi in genomul celular apar codificate toate clasele si subclasele de
imunoglobuline, 1a nivelul unei singure celule producitoare de anti-
corpi se exprimd fenotipic numai o aleld a unui cistron ce controleaza
o singurid subeclasd de anticorpi, celelalte gene alelice sau nonalelice
fiind reprimate.

Deci, un anumit cistron dominant reprimi nu numai alela sa
recesivii, ei si cistronii de subgrup, nonalelici. Fenomenul poartéd
numele de excludere alelicid gi de subgrup.

Mecanismul Iui exact nu este ined lamurit i vom diseuta mai
amanuntit despre el in subeapitolul ,,Ipoteze asupra mecanismului
prin care se realizeazd diversificarea specificititii de antigen a situ-
sului combinativ’’. Evident ci excluderea alelei omologe, precum si
a celorlalte gene nonalelice, care controleazd celelalte subgrupuri
antreneazd implicit gi excluderea alotipurilor alelice gi a celor non-
alelice situate pe alte subgrupuri.

Fenomenul excluderii alelice si a subgrupului are loc nu numai
pentru sistemul de gene ce controleazid sinteza lanturilor H, ei si
pentru complexul de gene ce controleazd lantul 1, in aga fel incit
intr-o celuli se sintetizeazid numai lanfuri 2 sau numai lanfuri » de
un anumit subgrup si cu o singurad specificitate alotipica.

EVOLUTIA FILOGENETICA A SISTEMULUI GENETIC
CE CONTROLEAZA SINTEZA IMUNOGLOBULINELOR

Evolutia filogenetici a sistemului de gene ce controleazi
sinteza imunoglobulinelor a fost sugeratd de o serie intreagi de con-
statari care se coroboreazi una pe alta intr-un sistem coerent,foarte
greu de realizat prin joeul intimpléirii.

_ Vom descrie astfel citeva caracteristici ale diferitelor fragmente

%111 _mﬁlecu]a Ig, care reies din cercetéirile asupra secventei lanturilor
g1 H.

In ce priveste lungimile acestor lanturi se constatd c3 lanful

Ll,‘ de exemplu, are 215 aminoacizi, regiunea V fiind cuprins# intre

%ﬁgnn;fézu 1 §1 108, iar regiunea C fiind aleituitd din aminoacizii
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~ Marimea regiunii VL este deci aproximativ egali cu mérimea
regiunii CL (107 —108 aminoacizi).

Lantul H este format din 439 de aminoacizi —aproximativ
dublul lantului L. §i acest lan{ prezinti o regiune variabili (VH)
formatd din 115 aminoacizi, regiunea CH fiind constituitd din restul
de 324 de aminoacizi. Din aceste date se poate vedea cii segmentul
VH este aproximativ egal cu VL si ed segmentul CH este aproape
de trei ori mai mare decit regiunea CL.

Molecula de Ig se poate deci subimpérti in zone oarecum egale
intre ele, schematizate de Edelman si Gall (1969), dupid cum se vede
in figura 4. La o analizi atentd a secventelor de aminoacizi a acestor

m: Fig. 4. — Regiuni omologe din mole-

cula imunoglobulinelor (dupa Edel-

V7777 a [ c man si Gall, 1969).

zone se poate constata ci toate cele sase zone diferite au asemanari
foarte mari intre ele. Astfel, intr-una din imunoglobulinele IgG;
analizate (desemnatd sub numele de proteina Eu) s-a ardtat ci re-
giunile VH si VL au multe omologii.

in fiecare din aceste sase zone se regisesc anumiti aminoacizi
cu functii strategice, care apar in aceleasi pozifii unul in raport cu
celilalt. Asa, de exemplu, toate cele sase zone au fiecare cite doui
cisteine care asigurd in fiecare zonid o punte disulfidicd intralant.
Dupéd cum s-a putut observa din figura 1, numérul de aminoacizi.
ce separd cele doud cisteine angajate in puntea disulfidici este aproape
acelasi pentru fiecare zonid. De exemplu, puntea disulfidied I-II
(din segmentul VL) cuprinde 66 de aminoacizi; puntea ITI-IV (din
segmentul CL), 61 de aminoacizi; puntea VIII-IX, corespunzind
regiunii b de pe lantul H, cuprinde 61 de aminoacizi, iar cea X-XI,
corespunzitoare zonei ¢ de pe acelagi lant, 59 de aminoacizi.

S-au constatat de asemenea omologil mari intre :

— partea aminoterminali din fragmentul Fe (regiunea de
omologie b) din Ig de om si de iepure care seamind foarte mult;

— la om, partea carboxi terminald a fragmentului Fe (regiunea
de omologie ¢) seamind foarte mult eu regiunile C din lanfurile
A Siong
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— de asemenea la om, regiunea CL seamani foarte mult eun
regiunea de omologie a (cuprinsd intre amiﬂuaeizi 115—215) din
lantul H.

In concluzie, pe de o parte, regiunile VH gi VL au asemindri
foarte mari intre ele si, pe de alta parte, regiunile a, b si ¢ de pe lantul
H seamiind foarte bine intre ele g1 la rmdul lor cu Eegmentul CL.

Din aceste date s-a dedus ci moleculele de Ig in forma actuald
derivd dintr-o unied gend primitiva care codifica un pﬂhpeptld de
circa 110 aminoacizi. Printr-o duplicare initiald aceastd gend pri-
mitivé a dat nagtere lanfului L cu cele doua segmente VL gi CL.
Ulterior, fie o duplicare a intregii gene Li (2 x (VL+4-CL)), fie o tri-
plare a aegmentului genetic CL (VL +3CL) au dat nastere genei ce
controleazi lantul H, care, dupid cum am ardtat, este de doud ori
mai lung decit polipeptidul codificat de gena L. Dupa cum vom pre-
zenta in subcapitolul urméitor, ,,Alotipurileimunoglobulinelor umane’’,
printr-un mecanism de translocare, genele L §i genele H s-au separat
ulterior, ajungind situate pe cromozomi diferiti.

In cursul evolutiei filogenetice au urmat probabil multiplicarea
genei L, ceea ce a dus la aparitia cistronilor », A, 2y, A4 ,81 de asemenea
mulmphmrea cistronilor ce codificau lanfurile H, ceea ce a dus la
aparitia diferitelor clase (izotipuri) si subclase de ]ﬂﬂt H.

Sensul biologic al acestei eregteri in eomplexitate a fost diver-
sificarea funectiilor fiziologice ale unui anticorp cu anumitd specifi-
citate antigenicd. Astfel, de exemplu, un anticorp anti-X din clasa
IgG este bivalent, fixeazd complementul, se poate fixa pe celulele
tesuturilor striine si, datoritd dimensiunilor sale mici, poate stribate
placenta. Spre deosebire de acesta, anticorpii anti-X de tip IgM
sint pentavalenfi, fixeaza complementul, dar nu pot traversa pla-
centa sinu se pot fixa pe celule heterologe ; anticorpii anti-X de tip
IgA, purtind piesa de transport (piesa T), pot fi secretati in salivi saun
alte secretii, in schimb aceiasi anticorpi, de tip IgE, se vor putea
fixa pe celulele omologe, proprii ficind deci parte din categoria
reaginelor (Bernier, 1970).

ALOTIPURILE IMUNOGLOBULINELOR UMANE

Ar fi fost de asteptat ci inocularea imunoglobulinelor unui
animal la un alt individ din aceeagi specie si nu determine nici un
efect imunologie, dacd aceste proteine — specifice de specie — ar fi
identice de la un individ la altul.
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_ . Oudin gi Dray (citati dupd Davis si colab., 1968), insi, au aritas
¢ dacd se inoculeazid imunoglobulinele unui iepure la anumiti iepuri,
acegtia din urm# produc anticorpi antiimunoglobulinele primului
lepure. S-a tras concluzia cé intre imunoglobulinele iepurelui dona-
tor gi aceleagi molecule din animalele imunizate, existd oarecare
diferente antigenice, care determinii animalele ce au primit imuno-
globuline s# nu le recunoascd drept self si prin urmare si reactio-
neze prin producere de anticorpi impotriva acestor macromolecule,
Existd deci o serie de determinanti antigenici care difers de la imuno-
glﬂhglma unui individ la cea a altor indivizi ce fac parte din aceeasi
specie,

S-a constatat ci aceste diferente antigenice se transmit ereditar,
in sensul c# descendentii donatorului produc intotdeauna imuno-
globuline ,,antigenice’ pentru anumite familii de animale din aceeasi
specie. Aceste diferente de antigenitate ale diferitelor familii de
imunoglobuline au fost denumite alotipuri.

Independent de descoperirea lui Oudin gi Dray, Grubb si
Laurell (1956) au observat de asemenea, la om existenta unor di-
ferente de antigenitate a imunoglobulinelor, analoge alotipurilor
descrise la iepure.

Aceste diferente, transmise ereditar, sint desemnate in litera-
tura de specialitate, cel mai des, sub numele de markeri genetici ai
imunoglobulinelor 1la om (Grubb, 1970).

in lucrarea prezentd insistind mai ales asupra controlului genetic
multiplu al imunoglobulinelor, am aridtat cd nofiunea de marker
este foarte variabild si pind intr-un anumit punct aceasta se poate
suprapune gi claselor sau subclaselor de imunoglobuline ori regiunilor
V sau C ale lanturilor L i H, eare de asemenea recunose un control
genetic. :
De aceea, pentru a deosebi acesti variati markeri de cei referi-
tori la specificitatea de antigen saun de izotip a imunoglobulinelor
vom denumi acesti determinanti alotipuri, desi ne referim la imuno-
globulinele umane.

De altfel, intr-o lucrare recentd, Ropartz (1971) descrie acesti
determinanti sub numele de alotipia imunoglobulinelor umane.

Identificarea diverselor ,,familii’” de imunoglobuline antige-
nic diferite, deci a diferitelor alotipuri umane se face in principiu
fie prin reactia de inhibifie a hemaglutindrii, fie prin reactii de imuno-
precipitare in tub sau in gel. .

In ceea ce priveste prima reactie, aceasta se foloseste pe departe
cel mai frecvent gi comportd trei faze distinete:
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— fnvelirea hematiilor (Rh--) eu anticorpi incompleti anti-Rh
care au un alotip oarecare, X.

— Aglutinarea acestor hematii prin serul antialotip (anti-
corpi anti-x). Serurile antialotipuri umane provin de la oamenii in
serurile ciirora s-au pus in evidentd anticorpi antiimunoglobuline
umane. Acesti anticorpi apar fie in condifii patologice, cum ar fi
poliartrita cronici evolutiva si, in acest caz, serurile contin faetori
reumatoizi gi sint desemnate prin Ragg (rheumatoid agglutinators),
fie de la indivizi normali care, transplacentar sau prin perfuzii mul-
tiple, au fost izoimunizati si, in acest caz serurile sint desemnate
prin SNagg (normal serum agglutinators).

— Adédugarea imunoglobulinelor de testat in acest sistem
determini fie aglutinarea hematiilor, ceea ce demonstreazi ci Ig
de testat au un alotip diferit de x, notat (—x), fie dimpotrivi inhi-
barea hemaglutinirii, ceea ce aratd cd Ig cercetatd este de alotip
X §1 prin urmare leagi anticorpii anti-x care nu se vor mai putea fixa
pe hemadtii.

Citeva alotipuri, cum ar fi Gm, 5,21 si 23, an putut fi puse in
evidentd prin reacfii de precipitare cu seruri anti-Gm 5,21 sau 23
produse pe iepuri sau pe maimutd (Natvig si colab., 1967).

Recomandidm pentru o descriere mai aprofundatéd a tehnicilor
de identificare Incririle lui Grubb (1970) si Ropartz (1971). Indiferent
de reactia luatd in considerare s-au constatat insi trei aspecte deo-
sebite, si anume ci :

a) Existd multiple familii de imunoglobuline umane antigenic
diferite, deci existd multiple alotipuri.

b) Aceste alotipuri se subimpart in mai multe categorii sau
sisteme, corespunzind unor diferente antigenice localizate pe lanturile
L sau pe lanturile H de diferite izotipuri. :

Astfel, dupd cum se vede din tabelul nr. 3, determinantii alo-
tipici din complexul Gm sint situati pe lanfurile H din clasa IgG,
deci pe lanfturile v, cei din sistemul Inv sint situati pe lanturile x,
sistemul Am a fost corelat cu lanturile « (deci apare exclusiv in IgA) si
determinantul Isf, descris mai recent, pune inci probleme deosebit de
complexe, el fiind situat intoemai ca si sistemul Gm pe lanturile v,
degi este cu totul diferit i ascultd de un control genetic aparte fati de
Gm.

¢) Un anumit alotip al unui individ se transmite ereditar des-
cendentilor lui, deci se comportd ca un caracter controlat genetic.



42 Imunogenetica

Drept urmare s-a convenit si se noteze alotipul respectiv prin cifre
arabe mari, de exemplu, Inv (1) sau Gm(2), ceea ce corespunde cu
prezenta fenotipicd a antigenului corespunzitor pe imunoglobulinele
cercetate, 1ar gena ce controleazid acest fenotip prin indicativul
Inv? respectiv Gm?.

Tabelul nr. 3

Corelatia dinire alotipurile umane si lantul

imunoglobulinelor
3 | Lant,
Sistem B -
| | o] ]
Gm — | - —_ — —
Inv —_ | = iy s 8
Isf(1) — L it et L
Am - — - — —

Dupd cum se va vedea ulterior, notatia Inv sau Gm aratd
clasa de alotipuri luate in considerare, respectiv unde, pe ce lang
g1 in ce clasd sau subeclasd apare alotipul respectiv.

SISTEMUL Inv

Este situat pe lanturile ugoare de tip », avind trei determinanti
antigenici diferiti Inv(1), Inv(2) si Inv(3). Aceste denumiri noi, reco-
mandate pe plan international de O.M.S., corespund denumirilor
mai vechi Inv 1, Inv a i Inv b.

Acegti determinanti antigeniei pot deei s apard la toate clasele
de imunoglobuline, asociate cu diferite tipuri de lant H.

Cercetirile de geneticd au aritat cid cei trei determinanti
antigeniei sint controlafi de trei alele deosebite, Inv', Inv'* §i Inv3,
in diferite combinatii. De exemplu, genotipul Inv!/Inv? determini
un fenotip Inv (1,—2,3) sau genotipul Inv? [Inv? determini feno-
tipul Inv (—1, —2,3). Fenotipul Inv (—1,2,3) nu a fost niciodata
intilnit, iar fenotipul foarte rar observat Inv (—1, —2, —3) ar
putea apirea fie datoritd existentel unei alele care controleazi un
produs ined necunoscut Inv™, fie prin inhibitfia expresiei uneia din
alelele clasice ale locusului Inv.
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Raportul diferitelor fenotipuri Inv wvariazd in cadrul unor
populatii deosebite din punct de vedere rasial. Astfel Inv (1) apare la
aproximativ 209, din caucaziem (rasa albd), in timp ce la indienii
din America de Sud apare la 949, din indivizi. Inv (3) apare la 95 %,
din caucazieni, in timp ce 82 9%, din negroizi care au fenotip Inv (1)
sint heterozigoti Inv'/Inv3.

Diferenta antigenicd dintre Inv (1) si Inv (3) este datorata
unei transpozitii a unei leucine respectiv in wvalind, in pozitia 191.
Aceastd diferentd minimé de un singur aminoacid poate fi explicata
printr-o mutatie punctiformé. Astfel, dupd Grubb (1970), trans-
pozitia leucinei in valind ar putea fi realizatd printr-unul din
urméitoarele schimbiiri de codoni ce implici o singurd bazd azotati :
CUA—-> GUA; CUU-GUU; CUG—GUG sau CUC— GUC.

Pind in prezent nu se cunoagte care este diferenfa biochimicd
ce explicd factorul Inv(2).

Este interesant de mentionat ci proteinele de mielom vy,» sau
v, exprimi in reactiile serologice foarte slab sau deloe specificitatea
lor antigenicd Inv, spre deosebire de proteinele v, « §i v x care mani-
festd foarte puternic acest caracter fenotipic.

Rezultd cd, desi determinantul antigenic Inv este situat pe
lanful », acest determinant nu se exprimd deloc sau se exprimé
foarte slab ca atare. Manifestarea sa fenotipica deplind necesitd inter-
actiunea acestui lant cu lantul H si deci structura cuaternars intacté
a moleculei proteice, aceasti manifestare fiind influentati de felul
lanfului H la care se gaseste legat lanful L. Este un exemplu deosebit
de griitor al interactiunii dintre produsele controlate de gene diferite,
ceea ce determind nuantéiri fine ale exprimarii fenotipice a unui carac-
ter genetic determinat.

In ce priveste exprimarea acestui fenotip la nivelul macroorga-
nismului, indivizii Inv* nu au deecit lanturi » cu leucinid in pozitia
191, deci Inv (1). In schimb, heterozigotii Inv!/Inv® au printre
imunoglobulinele lor atit lanfuri » cu leucind in pozifia 191, dar si
lanfuri k en valind in pozitia 191, adicd de tip Inv(3).

In concluzie, 1a nivelul macroorganismului, alele Inv! si Inv®
sint codominante.

In schimb, mai multe cercetdri ficute pe proteine de mielom,
deci implicit produse de ecdtre o singurid clond celulard, au ardtat
ci, la acesti heterozigoti, proteinele erau fie Inv(1,—3), fie Inv
(—1,3), dar niciodatd Inv (1,3).

Rezultd cé la nivelul unei singure celule producitoare de imuno-
globuline gi implicit in toate celulele apartinind aceleiasi clone, ambele
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lanturi L au acelagi alotip Inv gi, mai mult decit atit, ambele lanturi
reprezintd produsul unei singure alele considerate dominantd, care
exclude alela opusd (recesivi). Acest fenomen de excludere alelici,
constatat gi pentru sistemul Gm, care este descris in literaturi sub
numele de haploidism funetional, a fost pus in evidents si la imuno-

globulinele de goarece, sobolan sau de iepure (Ropartz, 1971). :

SISTEMUL Am

A fost pus in evidentd de Vyas, Perkins si Fudenberg (1968),
in urma constatérii unor accidente anafilactice apirute dupi trans-
fuzii repetate g§i determinate de aparitia unor anticorpi anti-IgA in
organismul celor transfuzati.

Sistemul Am este situat pe lanfurile grele «,, deci apare exclusiv
in IgA,. El se transmite dupd legi mendeliene de la o generatie la
alta, filnd controlat de o singurdi gend autosomali.

Din punet de vedere fenotipic s-au descris pind in prezent
doi factori antigenici diferiti, Am (1) si Am(2). :

Nu se gtie dacd Am(1) gi Am(2) sint wvariatii alelice ale unei
aceleiagi pozitii in secventa nucleotidicd a ADN, cu alte cuvinte,
dacd Am(1)=Am(—2) si reciproc Am(—1)=Am(2), sau daci ele ex-
primé diferite secvente ale unor pozitii deosebite din lantul polipep-
tidic o,

Kunkel si colab., precum si Van Loghem gi colab. (citati dupi
Ropartz, 1971) au aratat cid existd un lineaj strins intre alela Am?2
gl sistemul Gm, de unde concluzia ci genele ce controleazi sinteza
lanturilor H de izotip « sint situate pe acelagi cromozom gi foarte
apropiate de genele ce controleazi lanturile H de izotip ».

SISTEMUL Gm

Spre deosebire de sistemul Inv gi Am, sistemul Gm reprezinti
o categorie de determinanti alotipiei sifuati pe lanfurile grele ale
Ig ce fac parte din clasa IgG, deci pentru lanfurile vy, v, v5 §1 v

Sistemul Gm este cel mai complex sistem alotipie investigat
la om. Adincirea studiului lui si odatd cu aceasta descoperirea a tot
mai multor forme antigenic diferite au adus informatii de mare
valoare asupra strueturii imunoglobulinelor gi a controlului lor gene-
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tic S-au descris astfel 25 de determinanti diferiti, anterior notati
prin litere mici, iar mai recent desemnati dupi recomandarea O.M.S.
prin cifre, dupid eum se vede din tabelul nr. 4.

Tabelul nr. 4

Nomenclatura alotipurilor din sistemul Gm (dupd Ropariz, 1971)

| Nomencla- | Nomencla-
Nomenclatura numericd | Nomenclatura originald | tura | tura
f numerici | originala
Gm (1) Gm(a) Gm(14) Gm(b4)
Gm (2) Gm(x) Gm(15) Gm(A)
Gm(3) = (4) Gm(b%)=(b?) Gm(16) Gm(t)
Gm(4) = (3) Gm(f) Gm(17) Gm(z)
Gm(3) = (12) Gm(b)=(b1) Gm(18) Ro,
Gm  (6) Gm(c) Gm(19) Ro,
Gm (7) Gm(r) Gm(20) Gm(z)
Gm (8) Gmi(e) Gm(21) Gmi(g)
Gm  (9) Gm(p) Gm(23) Gm(n)
Gm(10) = (13) Gm(be) = (b?) Gm(24) Gm(ey)
Gm (11) Gm(bJ) Gm(25) Gm(Bet)
Gm(12) = (5) Gm(by)=(b)=(b?)
Gm(13) = (10) Gm(b?) = (be)

Hotd : Gm(22) san Gmiy) nu figureazi In tabel dat flind cfi Kunkel a demonstrat cd
aceastd specificitate este identich cu forma ,,mon-a’™,

Deosebirile dintre diferitii determinanti antigenici Gm se
explicd prin modificdri ale secventelor de aminoacizi din lanturile H.
Aceste modificiri de seeventi ar putea fi determinate prin recombinéiri
intragenice, dar, dupd cum aratid Grubb (1970), in cele mai multe
cazuri diferentele se datorese transpozitiei unui aminoacid in altul,
modificare ce se poate realiza prin inlocuiri ale unui singur nuecleo-
tid din tripletele ce codifici acegti aminoacizi. Acest argument face
ca mutatiile punctiforme si apard drept cauza mai probabili ce de-
termina variatiile alotipice din sistemul Gm.

Astfel, pentru exemplificare, Gm(4) s-a dovedit a fi deosebit
de Gm(—4) prin transpozitia argininei din pozitia 214, respectiv in
lizind. Aceastd modificare se poate realiza respectiv printr-una din
urmitoarele mutatii punctiforme: AGA (Arginind)—>AAA (lizini)
sau AGG—AAG,

Gm(5) poartd un rest fenilalanini care este substituit in Gm(21)
prin tirozind. $i aceastd substitufie necesitd o modificare a unei
singure baze din codonul UUU—-UAU sau UUC—UAC.
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In mod analog, Gm(l) sau Gm(a) specificat prin secventa
Arg— Asp — Glu— Leu in pozitiile 355 —358 este inlocuit in Gm(non-a)
prin secventa Arg—Glu— Glu— Met. Ambele modificiiri necesiti de
asemenea mutafii punectiforme, fiind determinate de urmitoarele
schimburi :

Asp—Glu cind GAC—GAG sau GAU-—>GAA
§i Leu—Met cind CUG—-AUG san UUG—AUG.

Initial s-a crezut ci aceastd variatie de doi aminoacizi ar putea
reprezenta un argument pentru transformarea Gm(a) in Gm(non-a)
prin crossing-over intragenic (Natvig si colab., 1967).

Studii filogenetice au ariitat totusi ci aceasti modificare s-a
produs prin doud mutatii punctiforme apirute pe trepte diferite de
evolutie a speciilor.

Astfel secventa Gm(a), Asp—Glu—Leu apare si in IgG a
gorilelor §i a cimpanzeilor, dar nu in IgG de la babuini si maimute
Rhesus. In schimb, la aceste ultime specii s-a descoperit un peptid
cu secventa Glu—Glu—Leu. Este deci probabil ci aceastd ultiméi
secventd a evoluat de la maimutele inferioare prin hominide eiitre om,
divergent, pe de o parte suferind mutatia punctiformi Glu—Asp
care a determinat secventa Asp—Glu—Leu caracteristich Gm(a),
pe de altd parte prin mutatia punectiformi Leu—Met care a deter-
minat seecventa Glu—Glu—Met caracteristicd pentru Gm(non-a).

Cercetdrile privind secventa lanturilor grele din molecula
imunoglobulinelor au determinat foarte exact localizarea determi-
nantilor antigenici Gm pe aceste lanfuri.

Astfel, dupd cum se vede din figura 5, factorii Gm 1, 2, 9, 18
81 20 se gasesc situati in segmentul Fe al lanturilor grele, spre deosebire
de Gm 4 si 17 care apar in segmentul Fd al aceloragi lanfuri H din
moleculele de TgG,. In moleculele IgG, si IgG, lanturile H au factori
Gm 23, respectiv Gm 5 i 21 situati in segmentul Fe.

Ca si in cazul factorilor Inv, anumiti factori Gm, cum ar fi
Gm4 si Gml7, depind de struetura cuaternarid a moleculei de IgG,
in sensul cid antigenitatea lor se expriméa in molecula infreagé sau in
fragmentul Fab, dar nu poate fi regidsitd folosind numa’ lantul H in
formé purificati, deci desprins de lantul L. O descoperire importanta,
facuta de Kunkel gi colab. (citati dupd Grubb, 1970) si ulterior apro-
fundata de Natvig gi colab. (1967) prin analiza corelatiei dintre deter-
minantii Gm si diferitele subgrupuri de IgG, a aridtat ci fiecare sub-
clasid de IgG poartd anumiti determinanti antigenici.
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Astfel, dupia cum se poate vedea din tabelul nr. 5, determinantii
Gm 1, 2, 3, 4 5i 17 apar numai pe lanful H din molecula IgG,. Factorul
Gm 23 apare numai pe lanturile v,, iar factorii Gm 5, 6, 10, 11, 13,
14, 21 exclusiv pe lanturile v,. Recent s-a pus in evidentd un determi-
nant alotipie §i pe lantul vy,. Acesta este denumit ,,y, non-a’ gi se

(¥7) A (¥2), K, (T3)s Ay
fnv ]
e [ 2 e em2]
Eqﬁ" qurf Gm;f
21 355358 '
—.—_i. e ———
97
MarkerrFd  Markeri Fo Markerfc Marker fc
Gmi=417 Gm:I234 Gm: 23 Gm: 8271
e 102
isF 7

globulinelor, in modelul Porter (dupad Grubb, 1971).

Tabelul nr. &

Corelafii dinire subclasele lg& si faectorii Gm
din proleinele de mielom (dupdé Grobb, 1970)

Subclasa | Factorii Gm
Tl 11.2:.3}'1:,.1?
T 23
. Ys i 9,6,10,11,13,14,21
Ta | »Ys NON-2"

deosebegte de determinantul ,non-a” (Gm—1) de pe lantul +,
prin secventa aminoacizilor din pozitiile 355—358. In timp ce Gm
y»non-a’ de pe lantul y, are secventa Arg— Glu— Glu—Met, secventa
Gm ,,y, non-a” este Glu—Glu—Glu—Met (Natvig gi Turner, 1971).

Aceastd constatare ne permite si distingem lanturile unei
anumite subclase prin determinarea unui anumit alotip.
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Pe de altd parte, cercetind distributia acestor factori genetiei
din diferite subclase de imunoglobuline printre diverse colectivititi,
aceastd caracteristici a permis obtinerea unor informatii asupra
controlului genetic al lanturilor v din diferite subclase.

Astfel s-a constatat ci in diversele grupiri rasiale asociate fac-
torilor Gm din diferitele subclase nu este aceeasi.

Dupd eum se aratd in tabelul nr. 6, la caucazieni (populatii
de rasd albd) Gm4 de pe lantul y, este asociat cu Gm 5, 11, 13 gi 14
din +, gi cu Gm 23 din vy,, iar pe de altd parte Gm 1 g1 17 din vy, este
asociat cu Gm 21 din y; gi cu Gm(—23) din v,.

Cele doui asocieri diferite se transmit de la o generatie la alta,
dar segregd printre descendenti, asa incit printre cauecazieni putem
gisi fie homozigotul Gm? Gm®*1®14 Gm?3/Gm?* Gm>1131 Gm??, fie
heterozigotul Gm* Gm®11814 Gm?3/Gm*"Gm? Gm(~2?).

Aceasta aratd ¢i pentru subgrupa v,, Gm? este alelic cu Gm™',
pentru subgirupa y;, Gm?* este alelic cu Gm®3M gi pentru sub-
grupa v,, Gm?2® este alelic cu Gm(~23).

Diferitele gene ce controleazd subgrupele v, v, s y; sint insd
nealelice, deci controlate de locusuri diferite.

Aceasta pentru ecf, indiferent de determinantii Gm purtati,
un individ anumit are atit lanfuri v,, cit si v,, v; §1 v,. Pe de alta parte
insé, pentru cé s-a constatat ci in diferite grupéri rasiale asocierea
factorilor Gm din diferitele subeclase nu este aceeagi. Deci putem
deosebi intre aceste grupdiri rasiale recombinéri diferite intre alelele
locusurilor v, §i v, sau y;. Or, recombindrile pot apirea numai intre
segmentele nonalelice de pe doi eromozomi veeini.

Un exemplu ilustrativ este transmiterea ereditara a Gm(l)
si Gm(b) la negri si caucazieni. In timp ce la negri Gm(1) gi Gm(5)
se transmit in ,,bloc” de la o generatie la alta (Steinberg gi colab.
citati dupid Grubb-1970), la caucazieni Gm (1) segregid printre des-
cendenti fatd de Gm(5). De aici, concluzia ci la negri Gm(1) controlat
de cistronul v, si Gm(5) controlat de cistronul v, se gdsesc pe acelas
cromozom, in timp ce la caucazieni Gm! este situat pe celilalt
cromozom omolog fati de Gm® ca gi cum ar fi alelice, de unde gi
denumirea acordatid de unii autori de pseudoalele, Nonalelismul lor,
deci faptul ed Gm' §i Gm® reprezinti locusuri diferite pe cromozom,
este dovedit insd de coexistenta lor pe acelagi eromozom la negri.

in concluzie, lanturile H din diversele subgrupe vy, Ys; s §1 ¥4
sint controlate de cistroni diferiti, care pot apédrea sub doud sau frei
forme alelice deosebite. :
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In tabelul nr. 6 sint ingiruite diferitele forme alelice ale celor
trei cistroni vy, v, 8 vs.

Faptul e nu se cunose incd mai multi markeri Gm pentru vy,
a fdcut imposibild determinarea formelor sale alelice gi insdgi exis-
tenfa unui cistron separat v, este indusé din constatérile ficute pentru
celelalte subclase de lanfuri vy. :

Tabelul nr. &
Diferite forme alelice ale complexulul de gene Gm (dupd Grubb, 1970)

! Cistron Cistron I Cistron
Grupare rasiali
P Ty Ta Y2
II ..‘—--.-"
4 5,11,13,14 : 23
Caucazieni 1517 | 21 1
1,2,17 : 21 —
1,17 5,11,13,14 —_
1,1? 5.&}11 y —_—
Nﬂgmjzi ]}]T 5,5,11;1"1 r—r
1,17 11,13 —_
Mongoloizi 1,17 1 I_, 13 —
1.4 .5’1]’13*14 ! 23

Asocierile dintre diversele forme Gm din diferitii cistroni y sint
extrem de stabile, ceea ce denotd ci cele trei locusuri, v,, v, i v5, sint
foarte strins lincate, fapt care a justificat denumirea lor de complexe
de gene,

Lincajul lor strins face ca procesul de crossing-over si fie foarte
mic, adicd pentru un om care are un timp de generatie mare (aproxi-
mativ 25 de ani) gi.dd nagtere unor fratrii relativ mici, noile recom-
bindri apar extrem de rar.

Existd dovezi care aratd cié diversele complexe de gene consta-
tate in cadrul grupdrilor rariale, au apirut prin crossing-over si nu
prin mutatie sau prin supresie genicdi. Urmditoarele constatiii ple-
deazd in favoarea acestei afirmatii :

— Observarea unor complexe de gene rare (18 din 5 000 de
indivizi) care a1 fi putut rezulta prin crossing-overuri intre genele
Y1 §1 73 8aU vy §i v, (Natvig si colab., 1967 ; 1968).

4 — o, 501
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— Constatarea cd diferentele dintre complexele de gene ce
caracterizeazi fiecare rasi diferd prin substitutii ale unuia sau ale
mai multor aminoacizi situati in doud seu mar multe locuri diferite
din acelagi lan{ polipeptid. Astfel, alela Gm"" pentru vy,, apare
asociatd cu alela pentru vy, Gm?, in cazul caucazienilor si cu
Gm 11314 - 4n cazul negroizilor.

Or diferenta dintre alelele Gm 2! gi Gm?®1-1%14 jmplici o modi-
ficare de minimum un aminoacid in 4-5 puncte deosebite, ceea ce
face improbabild mutatia ca factor care si genereze aceste asocieri
diferite intre alelele v, si v,.

Din distributia diferitelor asocieri de alele v,, v, §i v, observate
printre diferitele rase, precum gi din studiul complexelor de gene rare
remarcate printre familiile de caucazieni, Natvig gi colab. (1967) au
dedus urméitoarea ordine de aranjare a cistronilor in complexul de
gene v : incepind de la extremitatea corespunzitoare capitului car-
boxiterminal gi mergind inspre capiitul aminoterminal se giseste
cistronul v,, dupd care urmeazd v,, v, §i v, (fig. 6).

Un alt argument in favoarea acestei aranjiari a complexului
de gene v este furnizat de urmitoarea observatie.

Steinberg, Muire gi MclIntire (citati dupd Ropartz, 1971) aun
descris un individ caucazoid care nu avea nici o specificitate alotipica,
nici pentru vy, §i nici pentru y,. Din punct de vedere imunochimie s-a
constatat cd in serul acestui individ nu apéreau niei lanfuri v, §i niei
lanturi vy, ¢i numai molecule hibride de imunoglobulini care aveau
lanturi H formate din partea aminoterminali de tip v, §i partea
carboxiterminald, deci segmentul Fe, de tip y,. Acest lant{ hibrid ar
putea sia provind dintr-un crossing-over inegal intragenie, in genele
s 81 v; cu pierderea unui fragment si formarea unei noi gene y;—v,,
precum si a unei alele Gm %4 Gm?*-* Gm?*® incid nedetectatd (fig. 7).

Intoemai ca si pentru sistemul Inv si in cazul sistemului Gm
la nivelul macroorganismului se constati ci se produc atit lanturi
v1, €it §i lanturi v,, v, §i v,, deeci functioneazi toate genele din comple-
xul v, iar in fiecare subclasid v se exprimi ambele alele. De exemplu,
in serul unui heterozigot pentru gena v,, cum ar fi Gm*/Gm'",
vom gisi atit lanfuri Gm(4), cit i lanturi Gm(1,17).

Deci la nivelul maecroorganismului, cele doui alele sint codo-
minante. In schimb, la nivelul unei singure celule produciitoare de
anticorpi se va constata fenomenul excluderii alelice, deci se vor
sintetiza numai lanturi v, Gm(4), sau numai Gm(1,17), precum gi
fenomenul excluderii de subgrup, deci celula va sinfetiza numai
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lanturi vy,, suprimind functfionalitatea celorlalte gene pentru alte
clase sau subelase de lant H.

Stabilitatea geneticd a sistemelor Gm si Inv s-a dovedit a fi
foarte mare. Acest lueru contrasteazid puternic cu variabilitatea mare

7% 2 3 i

ferminal

NH>
terminal

SR | e - oy _‘?'I il f.:r?

Fig. 6. — Ordinea genelor v, v, 13, v; din complexul de gene y de pe cromozom (dupi
Natvig §i colab., 1967). Sageata punctati aratid modalititile de crossing-over ce duc la
aparitia complexelor de gene rare.

¥p oL olgyiasl # / 83 Enos 181307
23 5 4 2 —H—M%fedafﬂ

el i/ »

g graln 23 § HHE R AN
g ] e e )
(nedetectald)
Fig. 7. — Recombinarea intragenici ce duce la aparitia unui lant hibrid -+, — Y3
(dupd Ropartz, 1971 ; modificat).

a situsurilor combinative ale anticorpilor si este cu atit mai frapant
cu cit o serie de determinanti, cum ar fi Gm (3) (4) si Gm (17), se
cunosc a fi localizati in fragmentul Fd pe care se giiseste si regiunea,
variabild a lanturilor H. '

Dovezi in favoarea stabilititii sistemelor Gm si Inv au fost
aduse de cercetdri care au aritat ci :

— tipurile Gm gi Inv ale unui individ sint remarcabil de con-
stante toatd viata, nefiind afectate de variatiile stirii imune a acestui
individ ;

— prin studii familiale s-a dovedit cd aceste sisteme se trans-
mit de la o generatie la alta cu rigurozitate perfecti ;

— in sfirgit, gemenii monozigoti s-au dovedit a fi invariabili
concordanti pentru toti factorii investigati.
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In ce privegte raportul dintre sistemele Gm si Inv, pe de o parte,
§1 alte sisteme genetice studiate la om, pe de alti parte, dupé datele
colectionate de Grubb (1970), determinantii genetici ai imunoglobu-
linelor umane nu s-au dovedit a fi legati genetic gi nici asociati feno-
tipic eu vreunul din sistemele sanguine ABO, Rh, P, Kell, MNS,
Lutheran, Duffy, Kidd, cu sistemul secretor salivar Lewis, cu deter-
minantii genetici ai haptoglobinelor, transferinelor sau componente-
lor a,—globulinice G —e, nici cu caracterul de gustitor al fenotio-
carbamidei (PTC).

Analizele genetice aratd ca sistemul Gm gi Inv nu sint legate
de sex, lucru foarte important de mentionat pentru ed, dupi cum vom
arita ulterior, raspunsul imun prin producere de anticoipi este sigur
influentat de un factor ined necunoscut situat pe eromozomul X,
dupd cum o dovedese o serie de boli autoimune §i mai ales existenta
unei forme de agammaglobulinemie genetic transmisibila legatd de
cromozomul X (vezi capitolele respective).

Mai mult decit atit, sistemele Gm gi Inv se gisesc amplasate
pe cromozomi separafi, ceea ce dovedegte cid lanturile L si H, cel
putin in ce privegte segmentul lor constant, sint controlate de gene
situate pe cromozomi diferiti. In schimb, sistemul Gm s-a dovedit
legat strins, pe acelagi cromozom de factorul Am (Kunkel i eolab.,
citati dupid Grubb, 1970).

Aceastd afirmatie se bazeazi pe faptul ¢d factorul Am nu numai
¢d nu segregd de factorii Gm in cursul gametogenezei, deci sint
situati pe acelasi cromozom dar c¢d la 13 cupluri cu 41 descendenti
nu s-a constatat nici un recombinant pentru cele doua sisteme.

Rezulti ci genele ce controleazi diversele clase de lanfuri H,
in mod special ne referim la genele pentru lantul «, §i cele pentru
lanturile vy, Yo, Ys §i 74 sint ingiruite foarte aproape pe un acelasi
Cromozorn,

SISTEMUL I5f

Un alt determinant genetic situat pe imunoglobulinele umane
1gG, a fost descris mai recent gi desemnat sub numele de LS,

Cele doudi fenotipuri posibile determinate de acest factor sint
ISf(1) si ISf(—1); ele se transmit ereditar, mendelian unifactorial
i sint implicate in determinarea gocurilor pﬂat-t-ranafuzmna-le cu
singe de la indivizi ISf(1) la primitori ISf(—1).
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O particularitate deosebitd a acestui determinant alotipic este
faptul ca el se exprimd fenotipic variat in functie de virsta individului,
mai ales la caucazoizi. Astfel, dupi Ropartz (1971), apare la 259,
din eaucazoizii intre 1 gi 20 ani, la 40 9% intre 21 si 60 ani §i la 609,
peste 70 ani. _

Factorul ISf este situat pe fragmentul Fe al lanfurilor v, dar,
fapt remarcabil, este genetic independent de sistemele Gm si Inv.
Aceastd constatare arati cd gena ce controleazid caracterul ISf este
situatd pe un cromozom diferit de cel pe care se giseste situata
gena ce controleazd lantul polipeptid, deci implicit factorul Gm al
lantului +.

Aceasta argumenteazid presupunerea lui Ropartz si colab.
(citati dupia Ropartz, 1971) si Moraru si colab. (1971) ed gena ISt
codificd o enzimi responsabilid de grefarea unei grupari glucidice pe
lantul +v;, gruparea glueidicd gi nu secventa lantului polipeptid
reprezentind determinantul antigenic responsabil de exprimarea
caracterului ISf(1).

BIOSINTEZA IMUNOGLOBULINELOR

Biosinteza imunoglobulinelor a reprezentat un aspect deosebit
de intens investigat in ultimul timp. In diversele studii intreprinse
in legiturd cu aceastd problemd au fost rind pe rind utilizate drept
indicatori ai sintezei imunoglobulinelor fie specificitatea de alotip,
fie specificitatea de izotip, sau specificitatea de antigen.

Acegti indicatori au fost urmarifi ¢n vive sau in vitro prin
diverse tehnici experimentale, cum ar fi culturile celulare (Adler si
colab., 1966 ; Fishman gi colab., 1964 ; Tarrab si colab., 1971), hemo-
liza locali in gel (Nossal si colab., 1971), sau sistemele acelulare
(Jicherts 1966, 1967, 1968 ; Shapiro si colab., 1966a).

Celulele implieate in sinteza imunoglobulinelor. A. Plas-
mocitul Astdzi este unanim admis faptul e¢i linia plasmo-
citard reprezintd principala linie celulard implicatd in procesul de
formare a anticoipilor. O serie de observatfii si dovezi experi-
mentale au confirmat aceste fapte.

— Dupa administrarea unui antigen se constatd in splini si in
ganglionii limfatiei o proliferare plasmocitard. Nivelul maxim al
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acestel proliferdri corespunde aparifiei anticorpilor speecifici in ser
51 cregteril corespunzitoare a gammaglobulinelor.

— Plasmocitomul uman sau cel murin sint insotite intotdeauna
de o hipergammaglobulinemie, in timp ce la bolnavii cu agammaglo-
bulinemie se constatid ci reactia celulard la un antigen dat nu este
insotitd de proliferare plasmoeitari.

— Cantitatea de anticorpi care poate fi extrasi dintr-un tesut
este proportionald eu gradul proliferirii plasmoecitare.

— Plasmoecitul este o celuld care are un continut foarte ridicat
in acid ribonucleie §i un reticul endoplasmic de tip R foarte bine
dezvoltat. Aceste elemente sint caracteristicile principale ale celulelor
in care are loc un proces intens de sintezi a proteinelor.

Existd insad gi o serie de dovezi experimentale directe care con-
firmd rolul plasmocitelor in sinteza imunoglobulinelor. Astfel :

— Evidentierea anticorpilor prin reactia de imunofluorescenti,
utilizind seruri antigammaglobulind marcate cu fluorocromi.

— Evidentierea prezentfei anticorpilor, utilizind ser antigamma-
globulinic mareat cu feritini. Aplicind aceastid metodd, Petris si
colab. (1963), Petris si Karlsbad (1965) si Rifkind si colab. (1962)
au constatat la microscopul electrenic prezenta anticorpilor in plas-
mocite §i precursorii lor, la nivelul reticulului endoplasmic al aces-
tora.

— Aplicarea tehnicii de hemolizi locald in gel (Jerne) a aritat
de asemenea cd anticorpii sint sintetizati in plasmocite. Bussard
(1967, 1971) a dovedit formarea lor de novo, deoarece aparitia lor
era inhibatd prin puromicinéd sau actinomicind D, inhibitori carac-
teristici fie metabolismului proteic, fie transcrierii mesajului genetie
continut in genomul celular.

B. Limfocitul a fost considerat ca producitor de anti-
corpi inci de la primele cercetiari efectuate cu scopul de a elucida
tipul de eelule implicate in anticorpogenezi.

Faptele care pledau in favoarea acestei ipoteze erau urmai-
toarele :

— limfocitele din limfa aferentd a ganglionilor limfatici sti-
mulati eu un anumit antigen contineau anticorpi specifici fatd de
acesta ;

— titrul anticorpilor serici creste dupa administrarea de agenti
limfolitici, cum ar fi razele X, azot-iperita, cortizonul gi ACTH ;

— evidentierea formirii de anticorpi in limfocite mentinute
in camere de difuziune gi introduse la animale izologe ;
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— evidentierea formirii de anticorpi in fesutul limfatic pro-
venit de la animale imune, cultivat én wvitro §i stimulat secundar.

in ciuda acestor argumente, doui fapte esentiale se ridicau
impotriva implicirii limfocitelor in anticorpogenezé : absenfa unel
organiziri subcelulare caracteristice celulelor sintetizatoare de pro-
teine (reticulul endoplasmic in limfocite este slab dezvoltat), precum
si neevidentierea anticorpilor in aceste celule. :

Studiile din ultimii ani au depésgit si aceste obstacole, reugind
si demonstreze sinteza de imunoglobuline de citre limfocitele culti-
vate in vitro.

Stimularea producerii de anticorpi de citre limfocitele imune,
in vitro, se realizeazi insi numai dupid tratarea acestor celule cu
fitohemaglutininid sau cu antigenul specific.

S-a observat ¢ acest tratament induce initial o dediferentiere
a limfocitelor care suferi o transformare blasticd, dupa care ulterior
celulele blastice se vor transforma in celule din seria plasmocitelor,
producitoare de anticorpi. Acest proces este insotit de importante
modificiri morfologice, dintre care cele maiinsemnate sint urmitoarele:

— cresterea numirului de lizozomi (Diengdoh si Tirk, 1965),
organite celulare care au un rol important in endocitozé ;

— cresterea numérului de ribozomi §i dezvoltarea reticulului
endoplasmic, care prezinti mai multe vacuole gi cisterne ;

— dezvoltarea aparatului Golgi la nivelul eiruia s-a eviden-
tiat prin tehnica de imunofluorescentd prezenta anticorpilor. ;

— existenta unui ciclu celular de sintezd a ADN, pus in evi-
dentd prin cresterea ratei de captare a timidinei tritiate (Sulica si
colab., 1971 ; Tarrab si colab., 1971).

Chessin si colab. (1968) au aritat ci in vitro limfocitele umane
circulante pot sintetiza de asemenea imunoglobuline de diverse
izotipuri.

Biosinteza moleculelor de imunoglobuline. Biosinteza anti-
corpilor urmeazi etapele esentiale ale biosintezei oriciror proteine
controlate genetic. Rezulti deci ca informatia geneticd codificatd in
molecula ADN va fi transerisid mai intii in ceursul sintezei unei mole-
cule complementare de ARN-m. Acest mesager migreazi apoi de la
nivelul nucleului pind in citoplasmi, unde se realizeazi ,lectura’
sa dupa legarea la ribozomi.

Spre deosebire de sinteza altor proteine insd, sinteza imuno-
globulinelor este declangati de un semnal, constituit de stimulul
antigenic. Etapele descrise reprezintd deci faze ce urmeazi intro-
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ducerii antigenului in organism. Aceste etape due in final la aparitia
anticorpilor specifici, in raport cu antigenul care le-a declansat
sinteza,

Secventa lor conventionald ar fi urmitoarea :

1. Intensificarea biosintezei ADN in celulele formatoare de anti-
corpi ca urmare a stimuldrii antigenice. Pitiunderea antigenului in
organism este urmata de o succesiune de modificiri celulare in orga-
nele limfoide. Incd dupid primele ore de la administrarea antigenului
se constatd o proliferare a celulelor blastice care atinge maximul in
a treia zi. Aceste celule, in urma a 7-8 diviziuni, suferd un proces de
maturizare si diferentiere, dind nastere plasmocitelor care incep si
apard in ziua a treia, concomitent cu aparitia anticoipilor seriei.

Faza proliferativd celulari care se datoreazd actiunii mitogene
a antigenului asupra celulelor din linia limfoplasmocitard se caracte-
rizeazdi prin sinteza ADN, pe cind faza produectivi corespunzitoare
maturizarii plasmocitelor gi biosintezei de anticorpi, prin cresterea
sintezei de ARN., '

Primele observatii efectuate asupra cresterii continutului in
acizi nucleici in organele limfoide, in urma stimulirii antigenice,
au fost efectuate prin determindri mierochimice si prin coloratii
histochimice, Ehrich si colab. (1949) au constatat ed existd un para-
lelism intre confinutul total de ADN din ganglionii limfatici §i cres-
terea in greutate a acestora in primele zile dé la administrarea anti-
genului. Corelarea determinirilor microchimice cu datele histologice
aratid cd, in primele 4 zile cind apare o crestere a confinutului in
ADN, reactia celulari caracterizatd printr-o multiplicare a celulelor
reticulare tinere si a celulelor blastice este cea mai intensa.

Schooley si Berman (1960), Mikeld si Nossal (1962), Sulica si
colab. (1971a), Tarrab si colab. (1971) au aritat de asemenea c¢i in
urma stimuldrii antigenice in celulele blastice din organele limfoide
are loc o sintezia de ADN, acestea incorporind aectiv timidina tritiati.
Aceste celule sint precursorii plasmocitelor si, dupa Miller (1965),
ele sint localizate atit in corticala, ¢it si in medulara ganglionilor
limfatici. Celulele blastice cu sintezd activi de ADN se géisesc 81 in
centrii germinativi (Cottier si colab., 1964). Rezultd cd riaspunsul
imun prin sintezd de anticorpi nu poate avea loc in lipsa sintezei de
ADN indusid de efectul mitogenic al antigenului,

Astfel, O’Brien gi Coons (citati dupd Askonas gi Williamson,
1969) an studiat efectul inhibitorilor sintezei ADN, eum ar fi bromo-
dezoxiuridina, asupra rdspunsului imun ¢n vitre al unei culturi de
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celule de ganglioni limfatici proveniti de la animale imunizate cu
douii antigene diferite A si B. S-a constatat ci addugarea de bromo-
dezoxiuridind odatd cu antigenul A blocheazi riaspunsul imun fati
de acest antigen. Daeci se indepirteazi insd bromodezoxiuridina §i se
adaugd in aceeasi culturi antigen B, producerea de anticorpi anti-B
se desfiagoard nestinjeniti.

Toate aceste date aratd clar e¢d in cursul perioadei de proli-
ferare celulard, consecutivi stimulirii antigenice, are loe o sintezi
de ADN in celulele blastice precursoare ale celulelor formatoare
de anticorpi. Maturizarea acestor celule in plasmocite este insofita
de oprirea sintezei. In cromatina nucleilor celulelor din con-
stitutia tfesuturilor vertebratelor, ADN se gisegte complexat cu
histonele. Proteinele bazice care solidarizeazi segmentele de ADN din
cromatidi nu permit desfisurarea functiei de matrice a ADN, nici
pentru sinteza de ADN realizati de polimeraza ADN gi nici pentru
sinteza de ARN realizati de ARN-polimerazi. Black i Ansley (1965),
utilizind coloratia cu argint amoniacal si Fast green alcalin, au de-
monstrat sciderea histonelor in nuecleii limfocitelor dupid injectia
de antigen. S-au emis mai multe ipoteze in legituri cu aceasta pierdere
de histone in urma stimulirii antigenice, dar pini in prezent nu exista
dovezi care 84 argumenteze diferitele puncte de vedere.

2. Intensificarea biosintezei de ARN in celulele formatoare de
anticorpi ea wrmare a stimuldrii antigenice. In urma pitrunderii anti-
genului in organism, sinteza intensd de ADN in celulele formatoare
de anticorpi are sensul multiplieirii genomurilor celulare ce poarta
informatia geneticd necesara sintezei imunoglobulinelor. Pentru
sinteza anticoipilor aceastd informatie trebuie insid transmisia la
ribozomi prin intermedinl ARN-m. Rezulti deci c¢i etapa de biosin-
tezd a ADN va fi urmatd de o etapid in care se produce o sintezi
intensi de ARN. Incepind din a 4-a — a 6-a zi de la administrarea
antigenului, moment ce corespunde si aparifiei anticorpilor in ser,
reactiile histochimice, precum gi determinirile biochimice au indicat
cresterea ARN in organele limfoide formatoare de anticorpi (Fagraeus,
1948 ; Harris si Harris, 1949 ; Makinodan gi colab., 1954).

Cercetirile biochimice care au utilizat ca metodia de studiu a
metabolismului ARN incoirporarea citidinei sau a uridinei tritiate au
aritat intensificarea sintezei ARN in celulele formatoare de anticorpi
dupé stimularea antigenici (Kornguth i colab., 1965 ; Newsome, 1965).

Cottier si colab. (1964) au aratat cd intensificarea sintezei de
ARN in celulele limfoide incepe eu 2 zile inainte de aparitia anti-
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corpilor in ser. Procesul de dediferentiere a limfocitelor sub actiunea
fitohemaglutininei sau a streptolizinei este de asemenea insotit de o
sintezi erescutd de ARN (Cooper si Rubin, 1965). Intensificarea
sintezei de ARN in celulele limfoido-plasmocitare, fapt evidentiat
atit de datele histochimice, cit si de cele biochimice, explicd functia
acestor celule in procesul imun, respectiv in sinteza imunoglobulinelor
(anticorpilor).

3. Caracteristicile A RN-m din celulele formatoare de anticorpi.

Biologia moleculari acceptd pentru demonstrarea existentei
unui ARN mesager citeva probe de bazi care pun in evidenfa cele
doud particularititi functionale specifice acestor macromolecule,
si anume : a) inhibarea producerii acestui tip de ARN prin substante
cum ar fi actinomicina D, care blocheazi transcrierea ARN pe ma-
tricea ADN prin inhibarea funectiei ARN-polimerazei dependenti de
ADN ; b) detectarea prin reactii de hibridizare ADN —ARN a unor
secvente specifice, complementare, caracteristice unui anumit lant
polipeptid, si ¢) capacitatea de a functiona ca matrice pentru sin-
teza unui lant polipeptid specific si deci capacitatea de a forma poli-
Zomi.

a) In ce priveste prima probi, experientele Iui Simley gi colab.
(1964), precum si cele ale lui Tawde §i colab. (1966) au pus in evi-
denté inhibitia sintezei de anticoipi atit in vive, cit §i in wilro prin
administrarea de actinomicind D. Recent, Bussard (1971)a confirmat
acest lueru, aritind ed actinomicina D inhibd ireversibil formarea
de hemolizine antihematie de oaie detectate intr-o populatie de celule
splenice prin tehnica hemolizei locale in gel. Dupa acest autor, durata
de viatd functionali a ARN mesager specific pentru sinteza hemo-
lizinei este de 4 ore, desi aceastd cifrd variazd mult de la o celuld
producitoare de anticorpi la alta. In cazul bloeirii sintezei anticor-
pilor prin actinomicind D, sinteza ARN-m ce codifica sinteza imuno-
elobulinelor pare a fi cel mai probabil inhibatd, desi in acest tip de
experimente nu poate fi exclusi i inhibitia sintezei ARN ribozomal
san de transfer, ori a altor molecule ARN-m importante pentru
funetionalitatea celulelor. ; .

b) Referitor la detectarea unor specii noi de ARN cu o secventa
specifici, dupd conversiunea celulelor neimune “in celule produci-
toare de anticorpi, o serie de lucrdri au ardtat initial cé prin reactii de
hibridizare ADN —ARN se pot pune in evidentd specii noi de ARN
(Rajka si Cohen, 1968). _ _

Ulterior insi, alti cercetidtori au confirmat partial aceste rezul-
tate, aritind ci intr-adevir apar specil noi de ARN, dar cid secventa
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acestor specii nu diferid in functie de un anumit antigen, deci nu pot
fi considerate drept molecule de ARN mesager ce codificd sinteza
unui anticorp cu o specificitate antigenici dati.

Noile secvente ale moleculelor ARN ar putea fi puse mai de-
grabd in legiturd cu comutarea globalid a celulelor de la stadiul de
celuld neimuni la cel de celuli producitoare de anticorpi (Church si
colab., 1968). Controversa mentionata a fost in buni parte intrefinuta
de o dificultate de ordin tehnie, in sensul ed prin metodele cunoscute
reactia de hibridizare ADN—ARN este incid prea putin sensibild
pentru a putea sesiza diferente de secventd pe o portiune de aproxi-
mativ 300 de baze azotate (adicd numérul aproximativ de aminoacizi
din porfiunea variabilid a unui lant L sau H, inmul{it eu 3), in raport
cu intregul genom al unui maeroorganism.

¢) In ce priveste capacitatea ARN-m de a funcfiona ca matrice
in biosinteza imunoglobulinelor existd o serie de luerdri care afirméi
cid au reusit si se sintetizeze anticorpi specifici in sisteme acelulare,
prin incubarea unui amestee format din ARN — se presupune
mesager — , ribozomi, precum s§i din celelalte componente im-
plicate in biosinteza lanturilor polipeptidice, printre care ARN de
transfer, enzime activatoare de pH 5 (aminoacil-ARN-t sintetaza)
si aminoacizi {Jaﬂherts, 1966, 1967, 1968). Din picate, pentru mo-
ment, aceste Inerdri nu au fn‘;‘r inci confirmate si de alfi cercetiitori.

Cu toate acestea, datele prezentate converg pentru a argumenta
afirmatia cd ARN care foloseste ca matrice pentru biosinteza lantu-
tilor L i H din molecula imunoglobulinelor este un ARN mesager,
cale se sintetizeazd prin copierea unui fragment din molecula ADN.

4. Biosinteza lanjurilor polipeptidice din molecula imuno-
globulinelor. Dupi intensificarea sintezei ADN si apoi a ARN, deter-
minatd de stimularea antigenicd, in celulele formatoare de anticorpi
wmeazid sinteza propriu-zisd a moleculelor de imunoglobulina.
Ca si in ecazul altor proteine, biosinteza lanturilor polipeptidice din
molecula imunoglobulinelor se realizeazd prin asamblarea si apoi le-
garea aminoacizilor liberi pe matricea constituitd din ARN-mesager.
Acest proces are loe la nivelul unor agregate de ribozomi solidarizate
printr-un filament de ARN-m, deci la nivelul polizomilor.

Faptul c¢d sinteza anticorpilor are loe la nivelul ribozomilor
este argumentat de urmatoarele date experimentale :

— Prezenta de anticorpi specifici in fractiunile microzomiale
izolate din organele limfoide de la animalele imunizate.

Askonas §i Humphrey (1958) au aritat ci fractiunea micro-
zomiald din splina si miduva osoasd, provenite de la iepuri hiper-



60 Imunogenetica

imunizati, confinea anticorpi lega{i, care erau detasati dupi tratare
cu diferiti agenti, cum ar fi ultrasunetele, incubarea ecu RNA-azi
la 37°C, tripsind, chimotripsind, dezoxicholat. Feldman si colab.
(1960) au dovedit prezenta de anticorpi fatd de hematiile de oaie
sau de cal in fractiunea microzomald preparatd din ganglionii lim-
fatiei, proveniti de la iepurii imunizafi cu aceste antigene.

— Incorporarea mai activii a aminoacizilor in ribozomii grei
extragi din splinele iepurilor imunizati comparativ eu cei extrasi
din splinele animalelor neimunizate. Pagoulatos (1966) a demon-
strat in sisteme acelulare incorporarea mai activi aaminoacizilor
in preparatele microzomiale provenite de la animale imunizate
comparativ eu cele normale.

— Demonstrarea cu ajutorul metodei anticorpilor marcati cu
feritind a prezentei anticorpilor in reticu'ul endoplasmic din celulele
formatoare de anticorpi.

Rfkind si colab. (1962) au studiat cu ajutorul metodei anti-
corpilor antigammaglobulind marcafi cu feritinid localizarea intra-
celulara a gammaglobulinelor produse de plasmocitomul murin linia
5563.

Acegti autori au constatat ¢id gammaglobulinele se gisesc in
reticulul endoplasmie, gi anume in veziculele cu suprafata rugoasa.
Feritina este observati nu numai la nivelul cisternelor, ¢i §i pe ribo-
zomii liberi situati in matricea citoplasmatica extracisternici.

In sfirgit, Bussard (1971) a ardtat cii puromicina, inhibitor
specific al biosintezei lanturilor polipeptidice la nivelul ribozomilor,
reusgeste s blocheze sinteza hemolizinelor antihematie de oaie detectate
prin tehnica hemolizei locale in gel (Jerne).

S-a constatat cd lanturile L. gi H se sintetizeazd separat pe
polizomi diferiti. Acest fapt a fost dovedit prin diverse modele expe-
rimentale care pot fi sistematizate, dupid Askonas si Williamson
(1969), in felul urmitor :

a) Izolarea polizomilor pe care se sintetizeaza lanturile de imuno-
olobuline in celulele de plasmocitom, prin precipitarea acestora
selectiv cu ger anti-lant L gi anti-lant H, a permis caracterizarea agre-
gatelor care sintetizeazd lanturi polipeptidice niscinde. Williamson
si Askonas (1967) au utilizat in experienfele lor celule din plasmo-
citomul murin linia 5563, in timp ce Shapiro, Scharff, Maizel gi Uhr
(1966) au folosit o alti linie de plasmocitom, MPC 11,

Ambele lucriri au ajuns la concluzii similare, i anume cd lan-
turile H se sintetizeazé pe polizomi grei cu constantd de sedimentare
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300 8, avind 16 —18 ribozomi care sint solidarizati de o moleculd mai
Iungia de ARN-m.

Spre deosebire de acegtia, lanturile L sint sintetizatg pe_p{:-]iT
zomi mai ugori, cu constanta de sedimentare 180 S. Acegti polizomi
sint formati din 5 —6 ribozcmi, care deci sint solidarizati de un filament.
de ARN-m mai scurt decit cel ce controleazii sinteza lantului H.

b) Marcarea in pulsuri a peptidelor niiscinde consté in marcarea
lantului polipeptid cu un izotop radioactiv pe durate diferite de timp,
dupi care aceste lanfuri polipeptidice nou sintetizate, care au incor-
porat in variate momente izotopul radioactiv, sint izolate gi purificate.
Daci se considerdi cd lantul L i respectiv H sint sintetizate ca lanturi
intregi gi nu rezultd din aldturarea cap la cap a unor lanturi mai mici,
evident c¢ii in momentul intreruperii sintezei proteice, pe lingd lantu-
rile gata sintetizate care au mareajul incorporat pind la capitul
carboxiterminal, un numir de lanturi se géisese incé in curs de sinteza
gi un alt numir de lanturi de-abia au inceput sd4 asambleze amino-
acizii capdtului lor aminoterminal.

Intr-adeviir, experientele au constatat un gradient continuu de
radioactivitate specificd, care este maxim in porfiunea aminotermi-
nald si descreste pe misuri ce se apropie de regiunea carboxitermi-
nald.

De aici concluzia cd lantul L gi respectiv H au un singur punct
de initiere a sintezei, situat in capitul amino, si ¢i de la acest punct de
inifiere sinteza continui parcurgind tot lantul pind la incheierea sa
cu capitul carboxiterminal. _

Rezultd ci atit regiunea V, cit gi regiuenea C a unui lanf L sau
H sint codificate in secventa aceleiagi molecule de ARN mesager.
Acest fapt determinéi anumite consecinte ecare impun unele restrictii
in ce priveste mecanismul prin care se produce variabilitatea anti-
corpilor (vezi subcapitolul respectiv).

¢) Un alt grup de dovezi in favoarea acestui punct de vedere
este observatia e¢d markerii genetici umani, situati pe portiunea
Fd(Gm4) si cei situati in portiunea Fe(Gm20), de pe lantul -,
(deei lantul H din Ig(G,), se transmit genetic intotdeauna concomitent
ca §i cum o singurd gend ar codifica intregul lant H (vy,). Este deei
foarte probabil ed atit regiunea V (situatd in segmentul Fd, cit gi
regiunea C situatd in segmentul Fe, cel putin in cazul lanturilor v,
sd fie controlate de una si aceeasi gend. O singurd observatie pare a
contrazice acest punct de vedere. ;
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S-a constatat cd trei clase de imunoglobuline de iepure, IgG,
IgA i IgM, poartd aceiagi markeri alotipici in segmentul Fd a lanfu-
rilor lor H (respectiv v, o 8i ).

Aceastd constatare impune o concluzie diametral opusd, si
aume ¢d segmentul Fd, cuprinzind regiunea V a lanturilor v, « si
u, este controlati de una si aceeasi gend gi cd alte trei gene codifici

in acest caz segmentele Fe caracteristice pentru clasele IgG, IgA si
IgM.

Produsele controlate de aceste gene, lanturi Fd H gi Fe H,
ar urma sa se sudeze cap la cap si aceasta ori in cursul formérii lantu-
Ini polipeptid H, fapt care pare improbabil datoritid argumentelor
experimentale expuse la punctele a) si b), ori, fapt ciudat, prin
legarea cap la cap a celor douid molecule de ARN mesager ce codifici
segmentul Fd si respectiv Fe, urmind ca aceste molecule juxtapuse
sd4 formeze o unici matrice pentru sinteza unui lant H intreg.

O altd explicatie pentru aceastd observatie experimentalii este
¢i, in cursul dezvoltirii somatice a individului, genele V inifial sepa-
rate de genele C ajung printr-un mecanism de translocatie si se ali-
ture una alteia, aga incit transcrierea ARN-m se face de-a lungul
unei singure gene rezultate din contopirea cistronilor V gi C (vezi
subeapitolul care urmeazi referitor la ipoteze privind mecanismele
variabilitdtii situsului combinativ).

Dat fiind eé, dupd cum am aritat anterior, marea majoritate a
celulelor producatoare de anticorpi sintetizeazd cite o singurd clasa
si subelasd de imunoglobuline (Nussenzweig si colab., 1968) , aceasti
translocatie are sensuri deosebite in diferitele celule capete de clona.
Astfel, intr-o clond translocaiia are sensul ,,gend V'’— ,gend Cy”,
in altd cloni, ,,gendi V — ,,gend Cu”, si in altd cloni, ,,gend V”’ —
— ,,gend Ca’.

Observatia experimentali rdmine insd in diseufie pentru ca,
dupi cum arati Askonas si Williamson (1969), determinarea alo-
tipurilor se bazeazi pe identificarea cu seruri anti-alotip care pot
revela determinanti antigenici complecsi, ined necunoscuti. Astfel,
dupid Pernis si colab. (1968), s-ar putea ca alotipurile comune detec-
tate in segmentul Fd al lanturilor H de tip o, p §i v de iepure si fie
determinate de carbohidrati sau alte molecule atagate pe lant dupa
desprinderea polipeptidelor de pe ribozomi.

Degi pind in prezent nu se gtie daci intr-adevir alotipurile
identice de pe lanturile «, p si y de iepure se datoresc exclusiv
unor carbohidrati, totugi Schubert (1970) a aritat cd atit in cazul
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IgM, cit si al IgA provenite din plasmocitoamele de soarece, carbo-
hidratii sint atagati numai pe lanfurile H la cel pufin douia minute
dupi eliberarea acestor lanturi de pe ribozomi. Mai mult decit atit,
numai lanturile la care s-a legat deja carbohidratul pot fi excretate
extracelular sub forméi de imunoglobuline,

b. Asamblarea imunoglobulinelor complete. Experientele Ilui
Askonas gi Williamson (1967) au ardtat cd initial se deaprind lantu-
rile L de pe polizomii ugori, aga incit in orice moment in celulele
produciatoare de antmurpl se poate detecta un exces de lanturi L
libere. Pentru a urmiri dinamica asamblirii lanturilor L si H si
formarea moleculelor IgG complete, autorii aun recurs la experiente-
de tip ,,pulse-chase’ (marcare in pulsuri si indepirtarea marcajului),

Cu alte cuvinte, celulele de ganglion limfatic sint incubate
perioade de timp seurt (5—10 minute) cu un aminoacid radioactiv,
dupi care marcajul radioactiv este indepértat si celulele sint mcubafe
in continuare cu acelagi aminoacid insi nemarcat de data asta.
Rezulti ci lanturile L sau H sintetizate la 5 minute dupa adaugarea
aminoacidului marcat au incorporat acest marcaj in molecula lor.
Dupéd 5 minute de la indepiartarea izotopului, noile lanturi L sau H
sintetizate nu mai sint marecate, in schimb primele lanturi L sau H
marcate pot fi gisite in moleculele de IgG complet asamblate sau in
curs de asamblare. Din aceste experiente s-a tras concluzia cd existd
o sintezd ,,echilibratd’” de lanfuri L si H, cu alte cuvinte se sinteti-
zeazd atitea lanfuri H cite sint necesare pent-ru a forma molecule de
imunoglobulind complete, cu lanturile L deja existente.

Sinteza lantului L precede deci cu pufin gi controleazi sinteza
lantului H, dat fiind ¢4 in celuld nu s-au gisit niciodatd lanturi H
libere. Dacd este aga, ar trebui ca puntea disulfidicdi L—H si se
formeze foarte curind sau chiar pe polizomul pe care se sintetizeazi
lanturile H. Or s-a vizut cd in celule nu apar niciodatd intermediari
de tipul L—H. In schimb s-au gisit sub formi liberd intermediari
de tipul H—H si de tipul L—H—H.

In concluzie, doud cii diferite pot duce la asamblarea molecu-
lelor de IgG (Askonas gi Williamson, 1969) :

a) dimerizarea lanturilor H, cu formarea intermediarului H—H,
se produce atita vreme cit 1a,nt;ur11e grele sint inecd legate de polizomi gi

ulterior acegti intermediari H—H sint desprinsi de pe polizom odata
cu atagarea unui lan{ L ;

b) dimerizarea ]antunlm H are loc dupd ce aceste lanfuri se
desprind de pe ribozom gi ajung in cisternele reticulului endoplasmie,
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dupi care acegti intermediari H—H se leagi succesiv la cite un lant L,
formind intermediari L—H—H si apoi molecule de IgG complete
L—H—-H-—L.

Dupi cum se va arita in capitolul ,,Defecte genetice in sinteza
imunoglobulinelor”, in cursul transformarilor maligne ale celulelor
sintetizatoare de imunoglobuline, adeseori echilibrul dintre sinteza
lanturilor 1. si cea a lanturilor H este rupt in aga fel incit in ser pot
?.-pﬁrea produgi intermediari, incomplet asamblati sau chiar lanfuri

ibere,

Prin inerucigarea artificiald a ghinilor de Guineea (Numida
meleagris) (Nu) eu cocogul domestic (Ga) s-au obtinut hibrizi in serul
carora au putut fi investigati determinantii antigenici parentali
situati pe moleculele IgG (78) (Oriol si colab., 1972). S-a constatat
astfel cd 9—20 9 din aceste molecule au atit lanturi L, eit gi lanfuri
H de tip Ga; 6 —12 9, au atit lanturi L, cit §i lanturi H de tip Nu
§i 59—1779, din imunoglobulinele 78 sint formate din lanfuri L
de tip Nu gi lanturi H de tip Ga sau invers.

Aceastd constatare dovedeste incd o datd existenta unor gene
pentru lantul H diferite de genele pentru lantul L.

Rezultatele experientelor aratd cfi, in fiecare celuld in parte,
excluderea alelicd functioneazii independent pentru genele lanturilor
L sau H, firi o preferin{d semnificativi pentru genele unuia din
parinti. De asemenea, aceste date aratd c¢id asamblarea moleculelor
de imunoglobuline hibride complete are loc in celulele producitoare de
anticorpi si el nu existd o asociere preferentiali intre lanfurile Li si
H de aceeagi origine parentali. Transmiterea geneticd a antigenelor
parentale la hibrizi Nu x Ga este aseminitoare eu transmiterea alo-
tipurilor caracteristice lanturilor L i H din moleculele imunoglobu-
linelor de iepure.

IPOTEZE ASUPRA MECANISMULUI PRIN
CARE SE REALIZEAZA DIVERSIFICAREA
SPECIFICITATII DE ANTIGEN A
SITUSULUI COMBINATIV

Specificitatea si totodatd variabilitatea extrem de larga a
anticorpilor fatd de diferiti determinanti antigenici reprezintd parti-
cularititi ce caracterizeazd rispunsul imun. Intrebarea care se
pune este dacid o celuld sintetizeazi molecule de imunoglobulini
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avind o singura specificitate de antigen sau, dimpotriva, daci o
celuli poate sintetiza anticorpi eu specificitiafi diferite in functfie de
antigenul care induce rispunsul imun. Inifial, rdspunsul la aceasta
problemi a fost teoretie, datele experimentale lipsind in bund masura,
si el a impartit lumea imunologilor in doud grupuri care sustineau
douid categorii de teorii diametral opuse.

Teoriile ,,instructive’” sustineau c¢id o celuli poate produce
anticorpi de diferite specificititi, in funectie de antigenul care induce
sinteza acestor anticorpi. Cu alte cuvinte, ajuns pe suprafata celulei
sau intracelular, un determinant antigenic oarecare ,,modeleazi’
situsul combinativ al anticorpilor pe misura sa sau, altminteri
spus, instruiegte celula s& producdi anticorpi cu specificitate cores-
punzitoare. :

Spre deosebire de acestea, teoriile ,,selective’” sustineau cé
fiecare celuld poate sintetiza numai un singur tip de anticorp cu
anumitsd specificitate de antigen. In consecintd, in populatia de
celule formatoare de anticorpi a unui organism imunologic matur
se gidsesc tot atitea clone (familii) de celule, cifi determinanti anti-
genici diferifi existd in naturd. Numérul acestor determinanti a
fost estimat & fi aproximativ de ordinul 105, Odat# introdus antige-
nul in organism, acesta va trebui si ,,selecteze’’ clona de celule pro-
ducitoare de anticorpi eu specificitate corespunzitoare. Clona selee-
tati va incepe sd se multiplice datoritd acfiunii mitogene a antige-
nului §i, ca urmare a acestei multipliciri, numéirul de celule care
sintetizeazid anticorpi specifici va creste considerabil.

In consecintd, dupi teoriile instructive realizarea speecificititii
de anticorp reprezintid un caracter epigenetic, care deci poate fi
modificat in variate feluri in cursul viefii unei celule producitoare
de anticorpi. Spre deosebire de acestea, teoriile selective sint teorii
genetice care considerd ed specificitatea de antigen este predeter-
minatd pentru o anumitd clond i ci ea se transmite de la o generatie
la alta, in cadrul acestei clone indefinit, fird modifiedri.

In cele ce urmeazi ne vom ocupa indeosebi de teoriile selective,
pentru ca acestea ridici probleme genetice deosebite si mai ales
pentru cd in ultimii ani cele mai multe date converg pentru a le
socoti drept teoriile cele mai concordante cu realitatea.

Principalul contraargument adus teoriilor instructive il repre-
zintd faptul cd prin reactii foarte fine care pot detecta cantititi
foarte mieci de anticorpi s-a vizut e¢i in organismul unui animal
existd celule potential producitoare de anticorpi, sau chiar anticorpi
circulanfi (aga-numitii anticorpi naturali), specifici fa{i de antigene

b — e, Bp1
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cu care organismul nu a intrat niciodatd in econtact (Haimovich
§1 colab., 1970 ; Jormalainen gi Mikeld, 1971). Concluziile acestor
lucridri se aseamind cu experientele lui Luria si Delbriick, care au
dovedit la bacterii originea preadaptativi a mutatiilor. (Hayes,
1968). Rezultd deci ca specificitatea de antigen preexisti la nivelul
moleculei de anticorp, inainte ca celulele ce sintetizeazi imuno-
globulina sa fi venit in contact cu antigenul respectiv ; deci, situsul
combinativ al anticorpului nu se modeleazi sub influenta antigenului.

Pe de altd parte, dupd cum am aritat, s-a dovedit experimental
ca o singura celuli produce anticorpi ce apartin unei singure clase
§1 subclase, care poartd un singur determinant alotipic pe lantul
L §1 numai un anumit alotip pe lanful H.

Aceste date aratd c¢i o clond celulard, imunologic maturi, are
deja restrictii fenotipice importante, atit in raport cu genele alelice,
cit i in raport cu cele nonalelice de clasd gi subelasi, desi in genomul
el aceastd clond poartid codificate toate clasele gi subclasele, precum
si toti determinantii alotipiei transmisi ereditar prin linia germina-
tiva de la parinti. Mai mult decit atit, cercetiri asupra unor celule
obtinute de la animale imunizate concomitent cu doud antigene
diferite (care nu dau reactii incrucigate) au ariatat ei cele mai multe
celule sintetizeazid anticoipi eu o singurd specificitate de antigen, un
numar foarte miec de celule producind anticorpi deosebiti cu cel mult
doud specificititi antigenice diferite (Green si colab., 1966 ; Lennox
gi Cohn, 1967).

Hijmans si colab. (1972) au investigat recent prin imunofluo-
rescentd raspunsul imun fatd de complexul antigenic poli DL-alanil-
serumalbuming de om. In acest complex molecular, fragmentul
poli DL-alanind si cel de serumalbuminid umani se comportd ca
antigene separate. Autorii au constatat ci in cursul fazei tardive
a rdaspunsului imun nu se observi nici o celuld producitoare de anti-
corpi care si aiba specificitate de antigen fatd de ambele componente
antigenice ale moleculei.

Aceste date au reprezentat o dovadid experimentald importanta
in favoarea teoriilor selective, ele argumentind puternie faptul ca o
celuli producitoare de anticorpi sintetizeazii imunoglobuline cu o
singurd specificitate de antigen, predeterminatd inainte de aparitia
antigenului in macroorganismul respectiv. Rezulti cd dezvoltarea
sistemului imun la un macroorganism implici doud etape deosebite.

a) In cursul unei prime etape, o celuli primitivd (stem-cell)
inci nediferentiatii, care nu este imunologic competentd, suferi o
serie de modificiiri genetice, in urma cérora in cursul mai multor



Determinismul genetic al imunoglobulinelor 67

diviziuni celulare se realizeazi diversitatea specificitdtii de antigen,
de fiecare datda alta, pentru fiecare celuli cap de clond rezultata
din acest proces. In literatura de specialitate anglo-saxoni, aceastd
etapd poartd denumirea de ,,committment’, termen pe care l-am
putea traduce prin ,,initiere’. Clonele rezultate prin diferentiere
sint formate din eelule imunologic competente care au o specificitate
de antigen strictd §i care deci pot reacfiona in cazul cind intra in
contact cu antigenul specific, prin declansarea riaspunsului imun
(Jerne, 1971).

b) In cursul unei a doua etape, c¢a urmare a diversificarii,
urmeazi un proces de selectie care urmireste inhibitia funetionald
a clonelor ce sintetizeazd anticorpi impotriva determinantilor anti-
cenici proprii. Clonele corespunzitoare determinantilor antigenici
straini (nonself) ramin genetic stabile, pastrind aceeasi specificitate
de antigen. In momentul aparitiei antigenului in organism, acesta
selecteazd clona producitoare de anticorpi specifici si, actionind
asupra acesteia, declanseazi raspunsul imun.

In ce priveste modalitatea de selectie de eiitre antigen a celulelor
corespunzatoare, am aratat anterior (,, Recunoasterea imunologici si
determinismul ei genetic’’) e o serie de cercetiri au dovedit existenta
unor ,,receptori’’ specifici situati pe suprafata celulelor imunologic
competente, care reprezinti un fel de ,,carte de viziti’ a acestei
celule (Boyden, 1966 ; Sulica gi colab., 1971b). In cazul celulelor B
(produciatoare de anticorpi) acesti receptori an o structurd identici
sau foarte asemandtoare cu structura imunoglobulinelor secretate de
ciatre celula respectivii §i reprezintd primele mici cantititi de anti-
corpi produsi, care in loe si fie antrenafi in torentul ecirculator se
acoleaza pe suprafata celulei. Evident ci, in acest proces de acolare,
constitutia membranei celulare joacd un rol important; anumite
membrane care nu pot fixa moleculele de imunoglobuline pe supra-
fata lor, fiind deci lipsite de receptori, nu vor putea fi selectate de
catre antigen ei convertite spre producerea activi de anticorpi.
Drept urmare, macroorganismul respectiv va fi incapabil sa raspundi
prin sintezd de anticorpi fatd de anumite antigene,

Structura suprafetei membranelor celulare este insd in bund
misurd determinati de prezenta antigenelor de histocompatibilitate,
aceste antigene fiind controlate genetic de anumite locusuri denumite
locusuri de histocompatibilitate (la soarece locusul major de histo-
compatibilitate este denumit H-2). Astfel s-ar putea explica corelatia
constatata dintre unele tipuri de membrani celulari, genetic contro-
late de anumite locusuri de histocompatibilitate, si incapacitatea
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celulei_lor producitoare de anticorpi de a rispunde fatd de un antigen
anumit, (vezi capitolul ,,Controlul genetic al reactivititii imune
fatd de diferite antigene). :

_Ipoteza translocdrii (Edelman i Gall, 1969). Mai multe ipoteze
dlferltfe, au incercat si explice diversificarea specificitifii de antigen
a anticorpilor, deci procesul de initiere, prin diverse evenimente
genetice, cum ar fi mutafia sau recombinarea, apirute la nivelul
liniilor somatice sau germinative.

Indiferent de ipoteza Iluatd in considerare, un fapt frapeazi
insd deosebit in analiza lanfurilor proteice din constitutia imuno-
globulinelor, gi anume ci atit lanturile L, eit si cele H contin o
regiune extrem de variabild a secventei de aminoacizi (regiunea V),
care este legatd de o regiune relativ constanti in ceea ce priveste
secventa (regiunea C).

Intrebarea care se ridicii imediat este : cele douid fragmente,
respectiv V gi C, sint codificate de o singurd moleculi de ARN-m,
deci la nivelul ribozomului ele se sintetizeazi una in continuarea
celeilalte sau, dimpotrivii, provin din legarea cap la cap a unui lant
polipeptid V gi a unui lant C, independent sintetizate ?

Aceasta pentru ci este foarte greu de imaginat un meecanism
de diversificare, oricare ar fi natura Iui, care si afecteze la nivelul
genomului jumitate din gend (in cazul lanfului L) sau un sfert
de gend (in cazul lantului H), menajind insd perfect restul genei ce
codificd portiunea C a lantului polipeptid. Dimpotrivi, ar fi mult
mai plauzibil ca cele doud gene si reprezinte entititi separate, avind
caracteristici proprii, gena C fiind pufin afectatd prin mutatii sau
recombiniri, spre deosebire de gena V care ar fi extrem de instabild
intr-un moment al evolufiei ontogenetice sau filogenetice (Burnet,
1966).

Prin analogie eu acest punct de vedere s-au descris la diferite
specii de bacterii sau de plante (porumb) (Serra, 1966) gene foarte
intens afectate de mutatii, denumite gene ,,hipermutabile’. Totusi, du-
pa cum am ariatat anterior, cercetarile privind mecanismul biosintezei
imunoglobulinelor la nivelul polizomilor au dovedit cd atit lanturile
L, cit si cele H se sintetizeazid neintrerupt de la eapitul aminoter-
minal, de unde incepe regiunea V, gi pind la capitul carboxiterminal
prin care se incheie regiunea C.

Aceste rezultate sugereazid deci cd ambele feluri de lanfuri
sint codificate de o singurd gend L si respectiv H, care ar putea fi

nﬂtﬂ-tﬁl LEY{}j $i Hg'l,l'ﬂ] .
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Cele doufi puncte de vedere, in aparenti contradictorii, au
fost puse de acord de citre o ipotezi recentd care admite ci inifial
pe linia germinativil existd separat gene He §i Le, care codifica
diferitele clase gi subelase ale portiunii constante din lanturile H
si L. Dupé Jerne (1971), numirul acestor gene structurale C nu
depiigeste cifra de 20,

Pe de altd parte, existd separat gene V ce codificd portiunile
variabile ale lanturilor. Pentru fiecare clasi si subclasi de lanturi
L si H ar exista deci o subgrupa separati de gene V.

Numirul acestor gene V nu este exact determinat. Dupé
unii autori, sustindtori ai ipotezei liniei germinative, in genomul
gametilor existd in fiecare subgrupi de gene V (V,, V, g1 Vg) tot
atitea gene, cifi determinanti existi in naturd. Multimea acestor
gene codificd astfel oricare tip de situs combinativ posibil.

La extrema cealaltd, susfinitorii teoriilor recombindrii sau
ale mutafiel somatice considera ea existd in genomul linieil germina-
tive numai un numiir mie de gene V structurale (in total citeva duzini),
care abia ulterior, prin eveolufia liniilor somatice, in cursul ontoge-
niei vor suferi o amplia diversificare (Jerne, 1971).

Dupéi Edelman si Gall (1969), numérul relativ mare al genelor
V din genomul liniilor somatice ale celulelor primitive rezultid prin
duplicarea unui numir mai mic de gene inifial existente in genomul
cametilor. In aceastd condifie, genele rezultate din duplicare au
tendinfa si se desprindd de pe eromozom, formind astfel fragmente
de genom cu individualitate proprie (epizomi), care se pot integra
apoi pe un alt ecromozom. In acest caz, prin mutatii sau recombindri
somatice, survenite in cursul diferentierii celulelor primitive nereac-
tive la antigen, in fiecare cap de clona ,,initiatd’’ imunologic compe-
tentd va apirea o alti genid V, codificind o altd specificitate de anti-
gen.,

Abia dupd ce cistronii V s-au diversificat, urmeazi translocarea
unuia din cistronii V pe cromozomul ce contine genele C in aga fel,
ineit gena V, alituratd unei anumite gene C, va fuziona cu aceasta
din urmi, aleituind un complex genetic stabil VC, care codificid
un singur lant polipeptid L san H (fig. 8).

Se admite e¢d cistronii V, spre deosebire de genele C, contin in
capatul secvenfei lor nucleotidice un triplet de initiere, care permite
ARN-polimerazei-ADN-dependente si inceapid sid copieze gena com-
pletd VC gi implicit si poatd sintetiza lanturi L sau H intregi.

Evident ¢d in fiecare celuld vor fi necesare doud translociiri
deosebite, una a genei Vy alituri de cistronul Cy, §i a doua a genei
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Vu pe un cistron Cy. In diferite celule, alti cistroni V, sau Vy cu
diferite specificitafi de antigen se vor transloca pe alti eistroni Cy,
san respectiv Cg, cu alte specificitdfi de izotip sau alotip, din va-
riatele combinatii posibile rezultind in fiecare caz alti cloni ce
sintetizeazii un anticorp eu altd specificitate de antigen, de izotip
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Fig. 8. — Translocarea cistronului V alituri de cistronul C.

si de alotip. Pentru ca celula respectivd sd sintetizeze o moleculi de
imunoglobulinid completd, va fi insd necesar ca atit gena V, ecit
si gena V translocata si codifice aceeasi specificitate de antigen.

Ipoteza translocatiei modificd puternic corespondenta clasicid
dintre un cistron si un lant polipeptid, aceeptind ea in aceasta situatie
doi cistroni pot controla sinteza unwi singur lanf polipeptid (Edelman
si Gally, 1967 ; Hood si Ein, 1968 ; Gally si Edelman, 1970).

Ipoteza translocatiei se acordd bine eu mai multe particulari-
tati ale rdspunsului imun. Ea poate explica :

— stabilitatea clonei rezultate pentru o singura specificitate
de antigen. Odata ce s-a produs translocatia genelor Vy §i Vi, aceasta
formi genetic noud se va transmite in eursul diviziunilor celulare la
toti descendentii clonei, avind o aceeasi specificitate de antigen codi-
ficata in genom ;

— de asemenea, excluderea alotipului alelic si excluderea de
subgrup, dat fiind ci este extrem de improbabil ca simultan doi
cistroni Vi si doi cistroni Vi eu aceeasi specificitate de antigen sa
fie translocati pe regiunile Cy, sau pe cele Cy, care codifica doud clase
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sau subclase diferite, ori doud alotipuri diferite. Drept rezultaf,
celula somaticd imunologic competentd este funcfional haploidd,
e avind un singur complex V;Cy si un singur complex VyCy (fig. 8).

Toti descendentii acestei celule vor produee anticorpi cu acelagi
izotip si acelagi alotip.

Teoria translocdrii nu precizeazi insid, pe de o parte, de ce nu
se produce o translocatie inversd a genei C pe cistronul V corespun-
zitor si, pe de altd parte, care este mecanismul care impiedicd, de
exemplu, un cistron V, si se integreze la capédtul unei gene C, (Edel-
man si Gall, 1969).

Ipoteza translociirii nu se referd insi la modalitatea prin care
un organism ajunge si aiba in genomul celulelor sale producatoare
de anticorpi un numir atit de mare (circa 10°5) de gene V diferite.
Acest fapt a ciiutat si fie explicat de o serie de alte teorii, cronologie
emise inainte de teoria translocatiei i pe care le vom sistematiza
in continuare.

Ipoteza evolufiei liniei germinative (Dreyer si Bennet, 1965 ;
Nolan si Margoliash, 1968) considerd ci fiecare moleculd de anticorp
de o anumitéd clasid si subelasd gi cu anumitid specificitate de antigen
este codificatdi de gene situate pe cromozomii liniei germinative.
Prin urmare vor exista inscrise in genomul gamefilor gene separate
ce controleazé lanturi v, anti antigen-A, v, anti-B, v, anti-C... §i
aga mai departe pind la epuizarea tuturor determinantilor antigeniei,
aceeasi situatie fiind repetabili pentru toate clasele gi subclasele
de lant L si respectiv de lant H.

Ipoteza liniei germinative nu necesitd translocarea genelor
V pentru a explica sinteza lanturilor de imunoglobuline.

Totalitatea acestor gene al eiror numir este imens se transmite
ereditar de la un individ la altul, asa ineit diversificarea genelor
care controleazd biosinteza anticorpilor reprezinti un eveniment
treptat elehorat in cursul nenumadiratelor generatii care alciatuiesc
linia evolutivi a speeciei luate in considerare.

In cursul dezvoltirii ontogenetice, pe linie somatici urmeazi
un proces selectiv de deblocare a anumitor gene, care se vor exprima
fenotipic prin sinteza de anticorpi.

Conditia restrictivii in acest caz este ci pentru fiecare cloni
de celule imunologic competente se va putea exprima fenotipic
numai o anumiti genid ce codifich o moleculd de imunoglobulini
cu un anumit subgrup si cu o anumitd specificitate de antigen.
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Contraargumentul major intimpinat de aceasté ipotezi este observatia
¢d, in cadrul unui singur genom, un numir prea mare de gene ar
trebui sd fie afectate sintezei imunoglobulinelor.

Astfel, dupd Edelman si Gall (1969), daci se considera limita
superioard pentru numarul de celule capete de clonid ce produe anti-
corpi diferiti ca fiind 10 gi dacd oricare lant L se poate imperechea
cu oricare lant H, atunci ar fi necesare 10° gene pentru fiecare lant.

Dacéd insd existd restriefii de imperechere, adici un anumit
lant L se poate imperechea numai ¢u un anumit lant H, atunei vor
fi necesare 10 gene deosebite, active in 10 capete de clond deo-
sebite. Un alt contraargument la aceastid teorie este faptul ci este
foarte greu de imaginat cum actioneazi factorii de mediu in cursul
evolutiei speciei, pentru a putea selecta indivizii care sintetizeazi
anticorpi din clase si subclase diferite cu aceeasi specificitate de
antigen.

Dupi eum remarcau Edelman si Gall (1969), descoperirea
unor markeri genetici (alotipici) mai ales in stare homozigota, situati
in regiunile V ale lantului L sau ale lantului H, ar contrazice puternic
acest model, pentru cd ar fi gren de imaginat cum s-au selectatin
evolutia speciei gene atit de variabile in ce priveste specificitatea de
antigen, pdstrind insd un fragment din fiecare geni, care corespunde
determinantului alotipie, eonstant pentru toate aceste gene.

In sfirsit, testarea experimentali a acestei ipoteze s-ar putea
face comparind genele din liniile somatice cu cele din liniile germi-
native. Astfel, dacid toate genele unei linii somatice producatoare
de anticorpi sint prezente si in liniile germinative ale individulni
respectiv, hibridarea ARN extras din liniile somatice ale celulelor
imunologic competente, cu ADN (din spermatozoizi, de exemplu)
ar trebui si fie perfecti. Dimpotrivi, daecd printr-un mecanism
oarecare apar in liniile somatice gene noi, care codificd specificitatea
situsului combinativ, atunci ARN extras din celulele producitoare
de imunoglobuline ar trebui si aibii secvente nucleotidice suplimen-
tare care sd se poatii detecta prin hibridizare. Or, dupd cum am aratatb
anterior mai ales pentru macroorganisme, tehnicile de hibridizare
ADN —ARN sint incii departe de perfecfiunea cerutd pentru verifi-
carea acestor afirmatii teoretice.

Recent, Sher gi Cohn (1972) au investigat anticorpii produsi
de soarecii din linia BALB/e, drept rdspuns la imunizarea cu carbo-
hidrati de pneumococ C. Acesti anticorpi sint specifici fs}tﬁ, de deter-
minantul antigenic fosforilcolind din structura polizaharidului.
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Experientele acestor cercetitori duce la conecluziile ci :

— Transmiterea ereditard a idiotipului este dominantd si
determinatd de o gend situati pe eromozomul ce poarta locusul alo-
tipului lantului H si de o a doua gena ce segregi independent de
prima §i care ar fi leagatd de locusul de histocompatibilitate H-2,

Aceste experiente sugereazid cd configurafia regiunilor V ale
lanturilor H, si posibil ale lanturilor L, eel pufin in cazul anticor-
pilor de soarece anti-fosforileolini, este codificatd de genele din
linia germinativa.

— Pe de altda parte, tofi determinantii antigenici ai anticor-
pilor, recunoscuti de serurile anti-idiotip sint situafi pe regiunea
Fab a moleculei de anticorp, atit pe lantul L, cit si pe lanful H.
Acesti determinanti idiotipici prezenti pe moleculele IgM anti-fosfo-
rileolind sint similari cu idiotipul unei proteine de plasmocitom
IgA, care apare la unele familii de soareci din aceeasi linie si care are
aceeasi specfficita,te anti-fosforileolini. Aceastd constatare pledeazi
pentru faptul ci determinantii antigenici ai regiunii V sint purtati
de Ig din diferite clase i reprezinti deci un argument experimental
important in favoarea translocirii genelor ce controleazi cistronul
V, alituri de genele ce controleazi fragmentul C din diferite grupe
sau subgrupe.

Dificultatile intimpinate de ipoteza evolutiei liniei germinative
sint evitate de teoriile care sustin cid pe linie germinativi se transmit
de la o generatie la alta un numér relativ mie de gene ce codificd numai
clasele gi subeclasele diferitelor lanturi L si H si implicit alotipurile
acestora.

fn cursul evolutiei ontogenetice, pe liniile somatice se produe
la un moment dat o serie de modificiri genetice care determing
diversificarea genomurilor din celulele implicate in rispunsul imun.
Aceasti modificare genetici se va repeta deeci la fiecare generatie
din nou, pentru fiecare individ in parte.

Potter, Appella gi Geisser (1965) considerau cid variafia neobig-
nuitd a anticorpilor poate fi datorati unui numir relativ redus de
gene care se exprimd fenotipic variat, datoritd faptului i, in celule
diferite, un acelagsi ARN mesager este citit altfel, din cauza unor
molecule de ARN-t neobignuite, care pentru un acelasi codon includ
in lantul polipeptid aminoacizi diferiti.

Autorii considerau ¢i enzimele de activare pot fi responsabile
de legarea unor aminoacizi diversi pe un acelagi tip de ARN-t, in
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functie de o anumitd celuli. Evident e odatd ce conditiile meta-
bolice ale celulei cap de clond sint fixate, celulele-fiice vor mogteni
aceste conditii, aga incit vor eiti mereu in acelasi fel mesajul genetic.,
Teoria respectivi pare azi foarte improbabild pentru ei s-a constatat
cd, in molecula anticorpilor,unul si acelagi aminoacid poate apirea fie
in pozitii foarte stabile, fie, dimpotrivi, in pozitii in care este adeseori
substituit de alti aminoacizi.

Ipoteza recombindrii somatice (Edelman si Gally, 1967 ; White-
house, 1967 ; Smithies, 1967) acceptid de asemenea cd pe linie ger-
minativd se transmit ereditar un numéir mie de gene care contro-
leazi sinteza diferitelor lanturi din structura imunoglobulinelor cu
clasele si subclasele lor. In cursul ontogeniei, la un moment dat,
in liniile celulelor primitive se produc o serie de recombindiri intre
aceste gene diferite, care au loc mai ales in regiunea ce codificd por-
tlunea variabili a lanturilor. Drept urmare, intr-un numéir relativ
redus de generatii celulare va apirea o diversificare destul de mare
a secventelor nucleotidice din regiunile V pentru a explica in acest
fel variabilitatea largid a situsurilor combinative.

Teoria propusi de Smithies (1967) se bazeazid pe analiza sec-
ventelor de aminoacizi cunoscute pentru regiunea V a unui mare
numir de proteine Bence-Jones sau de mielom, obtinute de la om
sau de la goarece. Ea incearcd si explice trei particularitifi diferite
constatate prin compararea acestor secvente, sl anume :

1. Observatia cid in regiunile V, provenind de la indivizi deo-
sebiti sau chiar de la specii diferite, in anumite pozifii ,,cheie’’ se men-
tin intotdeauna aceiasi aminoacizi. A.ceasti particularitate este, foarte
probabil, explicatd de rolul strategic al acestor aminoacizi in infi-
surarea secundara a lanturilor sau in legiaturile dintre lanturi, cum ar
fi pozitiile ocupate de cisteind. Rezultd deeci cd acegti aminoacizi
invariabil situati in anumite pozitii au fost selectati ca atare, pentru ci
orice alt aminoacid situat in acest punct ar fi compromis functia
generali de anticorp a moleculei.

2. In alte puncte ale secventei gisim, dimpotrivd, aminoacizi
hipervariabili, care se schimbé de la o specie la alta si de la o proteina
analizatd la alta. Aceste pozitii hipervariabile sint probabil asociate
toemai cu specificitatea de antigen a situsului combinativ,

3. In sfirgit, mai pot si apard secvenfe intregi de 2—3—4
aminoacizi care diferd de la o moleculd la alta. Acest tip de variabi-
litate ,,in bloe’ este probabil tot asociaté cu specificitatea de antigen
i in orice caz este foarte greu de explicat ca fiind rezultatul unei



Determinismul genetic al imunoglobulinelor 7o

mutatii. Drept urmare, Smithies (1967) propune urméatorul +madel
care ar explica particularititile de secventd constatate (fig. 9).

Variabilitatea genelor structurale somatice care codifica bio-
sinteza anticorpilor se poate explica printr-o recombinare intracro-
mozomald intre doufi gene nonalelice, una fiind denumitd gena com-
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Fig. 9, — Ipoteza recombiniirii somatice (dupd Smithies, 1967).

pletd V—C (master gene), iar a doua, similard dar nu identicd eu prima,
denumitd gend incompletd V (scrambler gene). In cursul diviziunilor
mitotice, la un moment dat, cromozomul respectiv se poate bucla
in aga fel, inecit cele doud gene se alaturi una de alta, deci fac o sinapsa,
in partile lor omologe, V. Intre segmentele aliturate se produce
recombinarea care determind formarea unor secvente nucleotidice
foarte diferite in regiunea V a genei complete (V—C). Se intelege
ed, in aceste conditii, un individ heterozigot pentru genele complete
gi incomplete va ajunge la o variabilitate anumitd mult mai curind
decit un homozigot. _

Teoria lui Smithies prevede cid aceste tipuri de recombiniri
ar trebui si aibd loe pentru toate clasele si subclasele de imunoglo-
buline in parte, pentru fiecare din ele existind o genid completid

§i una imcompletd. In schimb, ea exclude crossing-overurile intre
genele de subgrupuri diferite.
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O altd teorie analogi oarecum celei expusd de Smithies a
fost emisd de ciitre Brenner gi Milstein (1966). Dupi acesti autori,
intr-un moment anumit al ontogeniei, ADN din constitutia genelor
ce codificd anticorpii se rupe in fragmente mici, datoriti unor nucleaze
care atacd ADN la jumitatea genei, §i se deplaseazid apoi treptat
spre capitul corespunzitor regiunii V a lantului polipeptid. Partea
de ADN care codifici regiunea constanti a lantului polipeptid ar
fi astfel menajati. Fragmentele polinucleotidice vor fi ulterior lipite
cap la cap prin intermediul unor ligaze. In cursul acestui proces
de ,reparare’’ a genelor apar insd erori, in urma céarora fragmentele
unei gene se substituie fragmentelor ADN dintr-o altd gend, ceea
ce va determina in final variabilitatea genelor ce controleazi sinteza
anticorpilor.

Ipoteza lui Brenner gi Milstein nu explicd insd de ce procesul
de rupere si ,,amestecare’ a fragmentelor ADN se realizeazid numai
in regiunea V a genei gi nu in regiunea C, aceasta bineintfeles daci
nu se accepti teoria translocérii i prin urmare se considerd ci genele
pentru sinteza anticorpilor sint aledtuite din regiuni V §i C in con-
tinuare.

Verificarea experimentali a teoriilor recombindrii somatice
s-ar putea face prin doud tipuri de experiente :

— Experiente de hibridizare a ARN cu ADN, care ar per-
mite ,numirarea genelor’”. Teoretic, hibridizind ARN produs
de celule imunologic mature — deei sintetizat sub controlul genelor
recombinate, cu ADN produs de celulele imature imunologie, care
nu au suferit ined recombinarea — ar trebui sd se poatid vedea daci
ARN are un numir de gene ,,noi'’, deei un numir de secvente nucleo-
tidice care nu se potrivese exact cu secventa ADN. Or, din picate,
dupi cum s-a ardtat anterior, tehnicile de hlhn&a,ret mai ales la
macroorganisme, sint incd departe de asemenea perfectiune. _

— Descoperirea in celulele tesuturilor limfoide a unor enzime
care si joace un rol in erossing-over, respectiv nndﬂnqﬁ{egze 51 poli-
nuecleotid ligaze, ar putea de asemenea argumenta posibilitatea unor
recombiniiri multiple la nivel somatic. Or, asemenea enzime au fost
deja identificate in tesuturile limfoide (Edelman gi Gall, 1969).

fn concluzie, ipotezele recombinirii somatice consideri ca
aparifia genelor ce codificd clasele si subelasele lanturilor L g1 H
s-a facut prin mutatfii gi recombinéri survenite la nivelul liniei ger-
minative. Diversificarea situsurilor combinative ale acestor clase
si subclase, avind drept rezultat anticorpi cu specificitate de antigen
diferitdi, se realizeazi insd la nivelul liniei somatice. Rezultd deci
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i toate produsele genelor apirute in urma recombindrii sint imuno-
globuline cu o clasi gi subelasid definitd, dar ca nu toate aceste gene
codifici anticorpi, respectiv c¢i anumite proteine codificate au o
secventd de lant V (deeci un situs combinativ) care nu se potriveste
cu nici un determinant antigenic din naturd. Teoria recombindrii
somatice ar fi serios contracarati, in cazul in care s-ar descoperi un
determinant alotipic situat in regiunea V pe lanful L sau H, dat
fiind ¢i in acest caz ar fi greu de conceput cum toate aceste recombi-
niri somatice menajeaza o secventd nucleotidicid constanta, pe
toate genele V ale tuturor anticorpilor cu diferite specificititi de
antigen dintr-o anume clasid sau subelasd de imunoglobuline.

Ipotezele hipermutabilitdafic somatice (Burnet, 1966; Cohn,
1968 ; Jerne, 1971) considerd ci variabilitatea regiunilor genetice
ce codified situsul combinativ al anticorpilor se realizeazid printr-un
mare numir de mutatii eare au loc la nivelul unei singure gene sau
al unui numéar foarte mic de gene ce se transmit de la o generatie
la alta pe linie germinativi.

Mutatiile apiarute in regiunea C a genei ar determina diferitele
clase si subclase de lanfuri L sau de lanturi H, in timp ce mutatiile
survenite in regiunea V a genei ar putea duce la diversificarea situ-
surilor combinative ale anticorpilor. Aceste mutafii an loec pe linie
somaticd, in cursul procesului de initiere a celulelor imunologic com-
petente.

In ordine cronologicii, ipotezele hipermutabilititii somatice
au fost primele ipoteze emise pentru a explica variabilitatea specifi-
citiatii de antigen a anticorpilor. Ele reprezintd cel mai simplu model,
care nu invoecad mecanisme genetice deosebite gi care postuleazi
existenta unui numir foarte mic de gene afectate sintezei anticorpilor
in genomul gamefilor.

Ca urmare a hipermutabilititii eelulelor primitive, neinifiate,
vor apirea deci celule capete de cloni, reactive la antigen, care sint
insé genetic stabile, deci care transmit celulelor-fiice mereu aceeasi
configurafie a situsului combinativ.

Trebuie precizat ci dacd ipoteza hipermutabilititii accepti
mecanismul translocarii genelor V, atunci ea este relativ plauzibili.
In cazul cind acest mecanism ar fi neconcordant cu realitatea gi ar
exista in genom gene VC intregi, este foarte greu de explicat de ce
acest fenomen de hipermutabilitate afecteazid numai o parte din
genid (sectorul V), pastrind constantid cealaltd parte, C, a aceleiasi
gene. Mai mult decit atit, chiar in cazul regiunilor V, dupid cum am
mai aritat, existd un numir de aminoacizi care apar intotdeauna
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in anumite pozitii. Astfel, regiunile V din lanturile » posedi circa
20 de aminoacizi, ce nu apar substituiti, printre care cisteina ce ocupi
un rol ,,str ategu;” pentru formarea puntilor disulfidice. Persistenta
acestor aminoacizi ,,cheie” este foarte greu de explicat in conditiile
unor mutatii.

Un alt fapt de observatie, greu de explicat prm mutagenezi,
este ,,variabilitatea in bloe¢” a unei succesiuni de mai mulfi amino-
acizi. De asemenea, unii autori au ariatat printr-o serie de analize
matematice i rata de mutatie ar trebui si fie deosebit de inalté,
pentru ca intr-un numir relativ redus de diviziuni sd se acopere
toata diversitatea de situs combinativ necesard pentru a corespunde
tuturor determinantilor antigenici din naturi.

Astiel, dupid Edelman si Gall (1969), o estimare aproximativi
aratd ed numai 1 din 10 000 de produse ale unei mutatii intimpléi-
toare in fiecare gend V, pentru subgrupurile lanturilor », ar duce la
0 secventid care si semene cu cele observate experimental. Or, sint
necesare circa 10° secvente corecte de lant pentru a acoperi toati
mulfimea antigenelor din naturi.

Indiferent insd de aceste cifre, la o rati de mutafie mare,
un mecanism de selectie suficient de intens exercitat de determinantii
antigenici ar putea explica aparitia in timp scurt si persistenta unui
numir corespunzitor de celule cap de cloni, care si asigure toate
variantele de situs combinativ necesare.

Pind in prezent nu s-a constatat insd nici o modalitate prin
care antigenele striine ar putea selecta lanturile corecte din moleculele
unurmglubulmelm, in cursul dezvoltarii ontogenetice a sistemului
imun. Mai mult, dupid enm am mai ardtat, celulele imunologic com-
petente apar lndeppnden‘r de prezenta antigenului in organism.

Ipotezele hipermutabilititii somatice accepti deci ea un numar
foarte mare de lanturi polipeptidice vor fi lipsite de capacitatea de a
funetiona ca anticorpi sau vor fi chiar lipsite de caracteristicile
imunoglobulinelor, aceasta drept urmare a faptului ¢i sint produse
in celule care confin in genom mutatii neadecvate in regiunile V san
(. Dupé cum am aratat, numai un numar foarte mie din aceste mutatii
intimpliatoare pot codifica imunoglobuline corect sintetizate care
84 aibd si funcfie de antico1p.

Reddm in continuare, dupid Edelman si Gall (1969), un tabel
care rezumi prineipalele implicatii ale ipotezelor ce cautd si explice
mecanismele de diversificare ale situsului combinativ al anticorpilor
(tabelul nr. 7).
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in concluzie, pind in prezent nu existd un argument categoric
in favoarea vreuneia din cele trei mari grupe de ipoteze propuse
pentru a explica variabilitatea anticorpilor.

Tabelul nr. 7

Implicafii ale ipotezelor asupra diversifiedrii situsnlui combinativ al anticorpilor

Originea [ |
mutatiei Originea i
ce duce la selectiei Originea S::{:tdutsc:gzc | Sint toate
Toot aparitia genelor diversificarii | P e produsele
PPEREE genelor pentru sin- situsului nﬁunu e genelor
pentru sin- |teza imuno- | combinativ hulineg o anticorpi ?
teza imuno- | globulinelor | i
globulinelor
o[ |
Ipoteza liniei| in linia in evolu- in evolu- |
germinative germinativa tia filoge- tia filoge-
neticd netica da da
Ipoteza re- in linia in evolu- in linia
combindrii germina- tia filoge- somaticd
somatice tiva netica da nu
Ipoteza mu- | in linia in linia in linia
tatiei soma- | somatici somaticd somalica nu nu
tice

Franek (citat dupa Sela, 1971) a tras concluzia ci ,,cele mai
sigure teorii sint parfial de linie germinativda, partfial somatice’.
Indiferent insd dacd variabilitatea regiunii V apare prin mutatie
sau recombinare, pe linie somaticd sau germinativi, ideea acceptati
insd pe searda din ce in ce mai larga este ci translocarea cistronului V,
alituri de gena C, reprezintd procesul esential al etapei de inifiere,
prin care o celuli multipotentd, primitivi, se diferenfiazd in celuld
formatoare de anticorpi, ecu o singura specificitate de antigen.

*

Spre deosebire de ipoteza liniei germinative, ipotezele recombi-
nirii sau ale mutatiei somatice acceptia deci ¢ un numir mare de
gene, in urma diversificirii lor, vor codifica nigte lanturi polipepti-
dice care nu pot functiona ca anticorpi. Aceste celule purtitoare
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ale unor gene ,nereugite’” vor trebui eliminate din eircuitul orga-
nismului.

Care este deci factorul care selecteazi capetele de clonid ce
pot sintetiza anticorpi activi in riaspunsul imun ? Dupé teoria selectiei
clonale, emisid de Burnet (1959), antigenele prezente in organism
sint responsabile de selecfia acestor eclone. Constituentii proprii
organismului (antigenele self), in cantitate mare, vor determina o
paralizie functionald a clonelor ce sintetizeazd anticorpi impotriva
acestor antigene, in timp ce, eantititile mai mici de antigene striine
vor selecta i mentine active clonele ce produe anticorpi corespun-
zatori acestor determinanti antigeniei.

Principalul contraargument adus acestei teorii este ci ea pre-
supune ci tofi determinantii antigeniei striaini sint prezenti in orga-
nism in momentul in care se produce initierea capetelor de clond imu-
nologic competente, fapt care, dupid eum s-a aritat, nu este exact.

Pentru a remedia acest inconvenient, Jerne (1971) a propus
0 noud ipotezi, care tinde si explice mecanismul de selectie ce decurge
concomitent eu procesul de initiere.

Teoria lui Jerne acceptd cd in genomul liniei germinative
existd un numir mic de gene structurale V, care codificd situsul
combinativ al unor anticorpi specifici impotiva antigenelor de histo-
compatibilitate proprii speciei respective si implicit proprii organis-
mului. Paradoxal deci, aceste gene Vs (s = self antigene de histo-
compatibilitate) coexistd in genomul gametilor odatd cu genele
de histocompatibilitate ce vor codifica toemai antigenele corespun-
ziitoare. In cursul procesului de initiere, celulele primitive neinitiate
vor suferi un impuls (hormonal?) la nivelul timusului sau al mi-
duvei osoase, in urma cirora se vor divide rapid. Odatd cu aceste
diviziuni apar o serie de mutatii ecare vor modifica o gena sau o pereche
de gene V, in acest fel diversificindu-se numéirul de celule cap de
clond a ciror gend V codificd anticorpi cu specificitate de antigen
diferiti.

Selectia postulati de Jerne se face tocmai invers fatd de cea
imaginati de Burnet, si anume celulele care nu vor suferi mutatia
cistronilor V vor fi refinute in timus sau in maduva osoasd, datoritd
potrivirii dintre antigenele de histocompatibilitate ale acestor fesuturi
si receptorii celulelor limfoide care reprezintd anticorpii specifici
impotriva acestor antigene, codificafi de genele Vs. Celulele cap de
cloni care au suferit mutatia vor trece mai departe in circuitul siste-
mului imun, anticorpii produsi de aceste celule nemaifiind potrivifi
cu antigenele tisulare proprii.
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Celulele imunologic competente care nu au suferit mutatia
genelor V aledtuiese deci clonele ,,interzise”, potential capabile si
sintetizeze anticorpi impotriva tesuturilor proprii organismului.
Aceste clone ,,interzise’ nu vor fi ldsate s intre in cireuitul general,
deci sd populeze organele limfoide secundare (splina, ganglionii lim-
fatici), ele fiind distruse.

Spre deosebire de genele V, genele C sint menfinute constante,
pentru cé orice mutatie a acestora neafectind gena V va determina
o clonéd ce va fi retinutd in tesutul in care se produce inifierea. Pot
intra deci in cireuitul general al sistemului imun numai clonele foarte
rare, care au suferit mutatii atit in gena C, cit si in gena V.

Ipoteza lui Jerne nu este corelati cu translocarea genei V
alituri de cistronul C, desi aceastd modificare genetici ce explici
excluderea alelicd si de subgrup este necesard pentru ca seleclia
sd poatd opera asupra unei clone celulare care are deja gene VC
complete ce codificd o moleculd de imunoglobulind intreagi.

BIBLIOGRAFIE

ADLER F.L., FisamMan M., Dray 8., 1966, J. Immunol., 97, 554.

Askoxas B.A., Humparey J.H., 1958, Biochem. J., 68, 252.

Asgonas B.A., WiLLiamson A.R., 1967, Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol., 32, 223.
Asgonas B.A., WiLrLiamson A.R., 1969, Antibiotica et Chemoterapia, 15, 64.
Berxier G.M., 1970, Progr. Allergy, 14, 1.

Brack M.M., AnsLey H.R., 1965, J. cell. Biol., 286, 201.

BorpENAVE G., Oupix J., 1971, Ann. Inst. Pasteur, 120, 265,

Boypen 8.V., 1966, Nalural Antibodies and the Immune Response, in Advances in Im-

munology, sub red. F.J. Dixon §i J.H. Humphrey, Acad. Press, New York —
Londra, vol. VI.

BrENNER 8., MiisTEIN C., 1966, Nature, 211, 242,

Bur~er M.F., 1959, The Clonal Selection Theory of Aquired Immunify, Vanderbildt
Univ. Press.

Burwer M.F., 1966, Nature, 210, 1308.

Bussarp A., 1967, Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol., 32, 165.

Bussarp A., 1971, Primul simpozion nafional de imunologie, Bucuresti,

CressiN L.M., GLapE P.R., Asorsky R., Bager P.D., ReisreLp R., TERRY W., 1968,
J. Immunol., 101, 458.

CaurcH R.P., Stors U., McCartay B.J.,, WrisEr R.S., 1968, J. Immunol., 101, 399.

8—c. 8ol



82 Imunogenetica

Coux M., 1968, in The nucleic Acids in Immunology, sub red. 0.J. PLEScIA si W. Braun,
Springer Verlag, Berlin — Heidelberg — New York.

Coorer H.L., Rusin A.D., 1965, Lancet, 7415, 723.

CorTiEr H., OpartcHENKD N., KEIsEr G., Hess N., STONER R.D., 1964, Ann. N.Y. Acad.
Scl., 113, 612.

Davis B.D., DuiLsecco R., Eisen H.N.,, Woop W.B.Jr., 1968, Microbiology, Harper
and Row Publ.,, New York, partea a Il-a, cap. 14, p. 423.

Dienepon J.V., Turk J.L., 1965, Nature. 207, 1405.

DreYER W.J., BExNETT J.C., 1965, Proc. nat. Acad. Sci. U.S.A., 54, 864.

EpeLman G.M., Garry J.A,, 1967, Proc. nat. Acad. Sci. U.S.A., 57, 353.

Eperman G.M., Garr W.E,, 1969, Annu. Rev. Biochem., 38, 415.

Ennicht W.E., Droexin D.L., Formax C., 1949, J. exp. Med., 80, 157.

Eicamann K., 1972, Eur. J. Immunol., 2, 301.

Facragus A., 1948, J. Immunol., 58, 1.

FeLpman M., Ersox P., GLOBERSON A., 1960, Nature, 185, 317.

Fisuman L.M., van Roop J.J., ApLer F.L., 1964, Proceedings Symposyum Molecular
and-Cellular Basis of Anlibody Formalion, Praga, p. 491.

Fisuma~x M., Aprer F.L., 1967, Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol., 32, 343.

FrancroneE B., MiLsteEIN C., FrankLin E.C., 1969, Nature, 221, 149. >

GaLry J.A.,, EpELMan G.M., 1970, Nature, 227, 341.

GueTie V., Micusan V., 1966, Analiza imunochimicd, Edit. Academiei, Bucuresti,
p. 289.

GHETIE V., 1969, in Progrese recenle in disciplinele imunologice, sub red. N. NESTORESCU,
Edit. medicald, Bucuresti, p. 67.

GrEEN 1., VassarLrLr P., BENACERRAF B., 1966, J. exp. Med.. 125, 527.

Gruss R., LAURELL A.B., 1956, Acta palh. microbiol. scand., 39, 390.

Grues R., 1970, The Genelic Markers of Human Immunoglobulins, Springer Verlag,
Berlin — Heidelberg — New York. '

HammovicH J., Tarras R., Svrica A., SELa M., 1970, J. Immunol., 104, 1033.

Hammovicn J., Eisexy H.N., Hurwitrz E., Grvon D., 1972, Biochemistry, 11, 2389.

Harnis T.N., HARRIS SUusannNg, 1249, J. exp. Med., 90, 169.

Haves W., The genelics of bacleria and their Viruses, 1968, Blackwell Scientific Publica-
tions, Oxford si Edinburg, partea a V-a, cap. 9, p. 179.

Hismaxns W., Scauvit H.R.E., TEiko J., ScHECHTER J.M., 1972, Eur. J. Immunol., 2, 1.
Hoop L., Ein D., 1968, Nature, 220, 764.

Jicuerts D., 1966, Z. med. Mikrobiol. u. Immunel., 152, 262.

Jicuerts D., 1967, Z. med. Mikrobiol. u. Immunel., 153, 250.

Jicuerts D, 1968, Z. med. Mikrobiol. u. Immunol., 154, 1.

JErNE N.K., 1971, Eur. J. Immunol., 1, 1.

JORMALAINEN S., MAKELA O., 1971, Eur. J. Immunol., 1, 471.



Determinismul genetic al imunoglobulinelor 83

KornGUTH S.E., ANpERsoN J.W., LEpinsky J., Teomrson G.H., 1965, Exp. Cell. Res.,
37, 650.

LExnoXx E.S., Coux M., 1967, Annu. Rev. Biochem., 36, 365.

MaxinopaN T., Rute R.F., WoLFE H.R., 1954, J. Immunol., 72, 45.

MixeLA, O., Nossar G.J.V., 1962, J. exp. Med., 115, 231.

MirLLER J.J., 1965, Austr. J. exp. Biol. med. Sci., 43, 107.

Morarv 1., DumitrEscu M. St1., Porescu 8., 1971, Primul simpezion nafional de imuno-
logie, Bucuresti, p. 45.

Narvig J.B., Kuxker H.C., Litwinx S.D., 1967, Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol.,
32, 173.

Narvig J.B., Kuxker H.G., Youxt W.J., NieLsenx J.C., 1968, J. exp. Med., 128, 763.

Narvie J. B.,, TurNer W. M., 1971, Clin. exp. Immunel., 8, 685.

NEwsoME J., 1965, Nature, 206, 1013.

NovanN C., MarcoriasH E., 1968, Annu. Rev. Biochem., 37, 727.

NossaL G.J.V., Warner N.L., HELLER L., 1971, Cell. Immunol., 2, 41.

NUSSENZWEIG V., GREEN L., VassarLrLr P., BENacerrar B., 1968, Immunology, 14, 601.

Orion R., Bareier J., Brozzi C., 1972, Eur. J. Immunol., 2, 105.

Oupiw J., MicoeL M., 1969, J. exp. Med., 130, 595.

Pacouratos C.N., 1966, Ann. Inst. Pasteur, 110, 497.

Pernis B., Tormriciant G., AMANTE L., KELus A.S., CeBra J.J., 1968, Immunology,
14, 445.

PETRIS DE, KanLsBaD J., PERNIS B., 1963, J. exp: Med., 117, 849,

PETRIS DE, KarLssap J., 1965, J. cell. Biol., 26, 759.

Porter M., ArrELLA E., GEIssER 5., 1965, J. mol. Biol., 14, 361.

Raiga K., CoEx E.P., 1968, Nature, 217, 720.

RiFxinp R.A., OsserMan E.F., Hsu C., Morcax C., 1962, J. exp. Med., 116, 423.

Rivar L., Rivar C., Ropartz C., Hess M., 1971, Primul simpozion nafional de imuno-
logie, Bucuresti, p. 57.

Roepantz C., 1971, Bull. Inst. Pasteur, 69, 107.

Scroorey C.J., BErMax 1., 1960, Blood, XVI, 1133.

SchuBenrT D., 1970, J. mol. Biol., 51, 287.

SELA M., 1971, FEBS Letters, 19, 181.

SERRA J.A., 1966, Modern Genelics, Acad. Press, New York — Londra, vol. II, p- 325.

Suaprino A.L., ScHARFF M.B., MaizeL G.V., UarJ.W., 1966 a, Proc. nat. Acad. Sci.
U.S5.A., 56, 216.

SHAPIRO A.L., Scuanrr M.B., Maizer G.V., Unr J.W., 1966 b, Nature, 211, 243.

SHER A., Conn M., 1972, Eur. J. Immunol., 2, 319.

SIMLEY D.J., HEarp J.G., ZiFr M., 1964, J. exp. Med., 119, 881.

Ssmrraies D., 1967, Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol., 32, 161.

Surica A., TarraB R., Hammovicn J., SEra M., 1971 a, Eur. J. Immunol., 1, 236.

Surica A., Hammovien J., SELa M., 1971, b, J. Immunol., 108. 721,



84

Imunogenetica

TarrAB R., Surica A,, HammovicH J., Sera M., 1971, Eur. J. Immunol., 1, 231.

TAwDE S., ScHarrr M.D., Unr G.W., 1966, J. Immunol., 96, 1.

Vyas C.N., Pergins H.A., Fupeneerc H.H., 1968, Lancet, 7563, 312.

WeInsTEIN J., WiLcHEk M., Givor D., 1969, Biochi, Biophys. Res. Commun.,
35, 694.

WEIN sTEIN J., GivorL D., StravusBace P., 1972, Eur. J. Immunol., 2, 186.

WHaitenouse H.L.K., 1967, Nature, 215, 371.

WiLLiamson A.R., Askonas B.A. 1967, J. mol. Biol., 23, 201.



CAPITOLUL

Interactluni celulare in cursul
elaborarii raspunsului imun. Rolul
posibil al acizilor nucleici in
medierea acestorinteractiuni

Réaspunsul prin sintezé de anticorpi, indus de un anumit antigen,
reprezintda rezultatul interactiunii unor multiple tipuri de celule.
In cadrul acestor interactiuni distingem :

— interacfiuni intre celule ce capteazid si degradeazd anti-
genul, deci celule de tip maecrofag si celule care sintetizeazd anticorpi
specifici fatd de acest antigen (celule din linia limfoplasmocitard) ;

— interaefiuni intre diverse categorii de celule de tip limfo-
plasmocitar.

Toate aceste modalititi de cooperare celulari reprezintd din
punct de vedere genetic fenomene deosebit de interesante, intrucit
in urma acestor cooperiri se produc o serie de diferentieri sau de
dediferenfieri celulare care au ca efect remodeliri in exprimarea
fenotipici a unui aceluiasi genom.

Cu alte cuvinte, diverse linii celulare ficind parte din acelagi
macroorganism (deci avind acelasi genom) isi modifici in interval
de citeva generatfii segmentele ADN care se exprima fenotipie, cum
ar fi, de exemplu activarea cistronilor ecare codifici sinteza imuno-
globulinelor.

Cooperarea celulari extrem de complexi ce apare in cursul
elaboririi raspunsului imun este in prezent intens studiaté, implica-
tiile largi ale acestor fenomene fiind in bund miasurd inecd neclari-
ficate.

Un numéir mare de luerari sustin ¢éi, in cursul acestor interactiuni
celulare, acizii nucleiei au un rol important in transmiterea informa-
tiei antigenice de la o celuli la alta.

Pe de altd parte, alfi autori contesti vehement acest rol, asa
ineit pentru moment problema rdmine incd controversati.

De aceea, in cele ce urmeazi vom trece in revista argumentele
§i contraargumentele aduse in problema implicarii acizilor nueleici
in procesele de cooperare intercelulari.
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NECESITATEA INTERACTIUNII DINTRE MACROFAGE
SI CELULELE SERIEI LIMFOPLASMOCITARE,
N CURSUL ELABORARII RASFUNSULUI IMUN

Cercetéiri recente au stabilit ci in timp ce captarea i degradarea
antigenului au loe la nivelul macrofagelor si al polimorfonuclearelor,
sinteza anticorpilor are loc in celule deosebite, respectiv celulele
liniei limfoplagmocitare.

S-a ridicat deei problema modaliti{ii prin care statia de captare
a antigenului transferd informatia antigenici la nivelul statiei de
sintezd4 a anticorpilor.

Ined din 1963, Fishman si Adler constatd cd extracte de macro-
fage care au captat bacteriofag T, pot stimula in vitre, in celulele
de ganglioni limfatici provenite de la animale neimunizate, formarea
de anticorpi anti-fag T,.

Fenomenul era cu atit mai interesant, cu cit fagul T, sau un
alt antigen, cum ar fi hemocianina, in contact direct cu celulele de
ganglion limfatic nu reuseau si inducé sinteza de anticorpi specifici.

S-a considerat deci e¢d, dupd captarea antigenului, macrofagele
elaboreazi un factor, denumit initial ,,factorul Fishman’, care
transferi informatia antigeniei la celulele sintetizatoare de anticorpi.
Ulterior, Fishman constatd cd factorul respectiv este constituit
din ARN.

Pornind de la aceste constatiri, prin diverse modele experi-
mentale, s-a incercat imurirea mecanismului transmiterii informatiei
antigenice de la macrofag la limfocit. :

fn marea lor majoritate, aceste cercetidri au cautat sa stabi-
leascii in sisteme de culturi celulare sau de fragmente de organ con-
ditiile in care antigenul addugat acestor culturi reugea sd induca
sinteza unor anticorpi specifici.

in cele ce urmeazi vom mentiona diversele modele experi-
mentale utilizate, precum si concluziile care s-au degajat din studiul
lor.

Inductia anticorpilor in culturi de limfocite. Observatiile lui
Fishman si Adler (1963) au fost confirmate i completate de cerce-
tarile lui Moore si Schoenberg (1968). Folosind ca antigen feritina,
acesti autori au aritat ci adiaugarea antigenului, direct in cultura
de limfocite (obfinute din ganglioni limfatici), poate induce sinteza
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anticorpilor antiferitini, numai in cazul cind limfocitele proveneau
de la animale imunizate. In schimb, stimularea sintezei de anticorpi
in celule neimune — deci riaspunsul primar — poate fi obtinutid
numai dacd in sistemul respectiv sint prezente si macrofagele.

Inductia anticorpilor in culturi de celule splenice. Spre deosebire
de rezultatele studiilor asupra limfocitelor din ganglionii limfatiei,
mai mul{i autori au aridtat cd antigenul poate stimula sinteza de
anticorpi, daci este pus in contact direct cu o suspensie de celule
splenice neimune,.

Astfel, Mishell gi Dutton (1967) si Dutton gi Mishell (1967)
au arfitat ed hematiile de oaie incubate cu celulele de splind indue
sinteza de hemolizine puse in evidentd prin metoda Jerne (hemoliza
locald in gel) (Jerne, 1963).

Aceste rezultate due la concluzia c¢d un contact direct intre
antigen i celule splenice neimune este suficient pentru ca acestea sé
sintetizeze anticorpi specifici, ceea ce la prima vedere ar pleda pentru
afirmatia eid macrofagul nu este in mod necesar un intermediar in
producerea anticorpului.

Concluzia nu este corectd insi, intrucit celulele obtinute prin
dilacerarea tesutului splenic sint de tipuri foarte variate. Astfel
Mosier (1967), in studiile lui asupra unui sistem Mishell-Dutton,
a ardtat cd populatia celulard poate si fie separatd in doud tipuri
celulare : o populatie de tip macrofagic care aderd de suprafata sti-
clei i o alti populatie de tip limfocitar neaderentd la sticld. Cind
ge adaugd antigen la aceste doud populatii separate se constatd ci
aproape nici o celuld nu este convertiti la sinteza de anticorpi. Cind
se adangd antigen insd la un amestec alcituit din cele douid populatii,
se constatd din nou aparitia celulelor formatoare de anticorpi.

Inductia de anticorpi in culturi de celule provenite din exsudate
peritoneale. Luerdrile Iui Bussard (1966), Bussard gi Lurie (1967)
g1 Bussard (1967) au aritat de asemenea cid formarea anticorpilor
antihematie de oaie, de citre celulele de exsudat peritoneal de goarece
neimun, incubate cu antigen in vitro, necesiti cooperarea intre mai
multe tipuri celulare difervite.

Lucririle lui Unanue i Askonas (1976, 1968) au adus informatii
deosebit de importante asupra rolului pe care il joacii maecrofagele
in cursul elabordrii rdspunsului imun, prin sintezi de anticorpi in
vivo. Autorii au cercetat raspunsul imun indus de citre diferite anti-
gene, cum ar fi hemocianina, cu greutate moleculard mare, de Mega-
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a.‘-hw;m crenulata, §i hemocianina, cu greutate moleculari mici, de
Maia squinado.

Concluziile lor pot fi rezumate dupii cum urmeazi :
~a) Elaborarea unui rispuns imun, cel putfin fati de anumite
antigene, necesitd interacfiunea dintre macrofag si limfocit.
Astfel, inocularea hemocianinei de Maia squinado, marcati
cu 131_1, inglobata in macrofage, nu determind nici un rdspuns imun
la animale iradiate cu raze X in doze care distrug toatd populatia
limfoplasmocitard. Deci, pentru stimularea sintezei de anticorpi
macrofagele care au captat antigenul trebuie si vind in contact
cu limfocitele, singurele in misurd si sintetizeze imunoglobuline.

Un argument suplimentar in favoarea acestei afirmatii este
observatia aceloragi autori ci raspunsul imun este restabilit, daci
odatd cu macrofagele care au captat antigenul se inoculeazd la
iepurii iradiafi si o suspensie de celule de ganglioni limfatici, ce va
repopula organismul primitorului eu ecelule producitoare de anti-
corpi.

b) Administrarea antigenului inglobat in macrofag determini
un raspuns imun care nu diferi in ce priveste dinamica sa de rdspunsul
imun determinat prin inocularea antigenului ca atare.

De aici, concluzia autorilor ed antigenul nu suferi la nivelul
macrofagului modificiri importante care s ducd la schimbiri ale
calititilor sale imunogene.

Mai exact, s-a constatat cd tipul de anticorpi sintetizati de-
pinde de cantitatea de antigen folositd in rdspunsul primar (indife-
rent dacd administrat ca atare sau inglobat in macrofage).

Astfel, cantitifile mici de antigen (administrate sub formi
intracelulard in dozid de 0,002—0,02 pg per animal) determini sinte-
za, exclusivi a anticorpilor 19 S ; cantitdti mai mari de antigen deter-
mind sinteza unor cantitifi mai mari de anticorpi 19 S, dar si de
anticorpi 7 S.

¢) S-au constatat insd diferenfe in intensitatea raspunsului
imun dupi cum antigenul a fost administrat la animal, ca atare sau
inglobat in macrofage (vezi rezumatul acestor observafii in tabelul
nr. 8). Astfel, hemocianina de Maia squinado (cu greutate moleculara
mieii), administrati ca atare la goareci in primoinoculare determina
un riaspuns primar foarte slab. Réspunsul devine insd mult mai in-
tens (de 3—40 de ori), dacd aceeagi dozé de antigen este inoculatd
sub formi intracelulari, inglobatd in macrofage.
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In ce priveste rispunsul secundar s-au constatat de asemenea
diferenfe, in sensul cé goarecii imunizafi primar cu hemocianini
liberd in doze mici (0,2—0,01 ypg) réspund mult mai puternic dupa
administrarea in rapel a a&e]maga doze de hemocianini inglobaté
in macrofage, decit cei ce au primit pentru a doua oard antigenul

Tabelul nr. 8

Eleciul imunogen al diferitelor antigene adminisirate Ia animal ca atare sau inglobate in macrofage
(Unanue si Askonas, 1968)

Imunizare secun- !

Antigen Imunizare primari ! Hand | Efect
I
I antigen liber -t martor
! antigen intrace- — crescut
| lular
} antigen liber antigen liber | martor
Flemtetariat on (dozd micd) {(doza mica)
greutate molecu- idem antigen intra- erescut
lard micd ;. celular (dozi
raspuns primar micd)
s]ab e — e — —
antigen liber antigen liber martor

(dozd mare)

(dozd mare)

Rl

Hemocianind cu
sreutate molecu-
lari mare;
rispuns primar
intens

| antigen intra-
| eelular

antigen liber

idem

| antigen liber

idem i antigen intra- | identic cu
! celular (dozi martorul
mare) I
|
antigen liber - | martor

identic cu
| martorul

| martor

antigen intra-
| celular

—

——

| crescut
|

ca atare. Tn schimb, dacd primoimunizarea s-a ficut dupid adminis-
trarea unei doze mari de antigen administrat ea atare (1 pg), raspunsul
secundar este acelagi, indiferent daca in rapel s-a administrat aceeasi
doza de antigen (1 pg), ca atare sau inglobat in macrofage.

Deci cresterea i.tnuﬂngemtatu unui anumit antigen inglobat
in macrofag pare a fi o functie legati de momentul administririi
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acestui antigen (rdspuns primar sau secundar) si de conditiile imu-
nizdrii anterioare (dozd mare sau mici de antigen pidtruns in organismul
animalului).

Stimularea raspunsului imun in cazul administririi antigenului
inglobat in macrofage depinde insd si de tipul de antigen luat in
considerare.

In toate aceste experiente, efectul imunogen sporit era anu-
lat, dacid se administrau animalului macrofagele omorite prin inghet-
dezghet, dupd inglobarea antigenului. Deeci eresterea imunogeni-
tatii se datora macrofagelor vii, care puteau stabili rapid un
contact celular direct eu limfocitele.

Dupéd Unanue si Askonas (1967, 1968), cazurile particulare
in care antigenul determinid un rispuns imun sporit dupi inglobarea
Ini in macrofag s-ar datora unor functii nespecifice ale macrofagelor,
care pastreazid anumite fragmente antigenice sau chiar antigenul
intreg sub o formi nedegradatid, protejindu-l astfel de distrugeri
enzimatice pind ce acesta se fixeazi la nivelul limfocitelor.

Unanue gi Askonas (1968) au aratat c¢d macrofagul refine pe
suprafata membranei celulare o micid ecantitate din hemocianina
incorporatd (cirea 109%,) intr-o formé care nu este rapid catabolizati
i care ar permite astfel interactiunea ulterioara cu celulele limfoide,
confirmind astfel observatiile mai vechi ale Ini Garvey gi Campbell
(1957) si Kolsech si Mitehison (1968).

ROLUL MACROFAGELOR IN STIMULAREA
RASPUNSULUI IMUN

Inifial s-a considerat ci dupid captarea i degradarea antige-
nului, macrofagul sintetizeazd o fractiune de ARN mesager care
codified in seeventa nucleotidelor sale o informatie specificd pentru
fiecare antigen in parte.

Acest ARN mesager este reponsabil in ultimi instantd de trans-
miterea informatiei antigenice de la macrofag catre celulele produ-
citoare de anticorpi, el declangind in aceste celule sinteza unor anti-
corpi specifici, corespunzitori informatiei aduse de catre ‘antigen
(Adler i colab., 1966 ; Fishman §i Adler, 1967 ; Pinchuck si colab.,
1968 ; Bell si Dray, 1969 ; Fishman, 1969).

O altii categorie de cercetitorl au aritat insi cd ARN izolat
din macrofage dupi captarea si degradarea antigenului nu este un
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ARN mesager, deci nu are o secventi a nucleotidelor specifici fie-
carui antigen in parte, dar ¢d totusi din macrofage se poate izola o
fractiune de ARN care este complexati la resturile antigenice si
care stimuleazid sinteza de anticorpi la nivelul celulelor din seria
limfoplasmocitard (Gottlieb si colab., 1967 ; Gottlieb, 1968, 1969).
In acest caz, complexul antigen-ARN, denumit ,,super antigen’,
manifestd o imunogenitate mult crescutd in raport cu o cantitate
echivalentd de antigen necomplexat (Askonas si Rhodes 1964, 1965).

Pind in prezent nu se poate insid afirma e¢i, in vivo, rolul macro-
fagului in stimularea rdspunsului imun rezidd intr-adevir in comple-
xarea resturilor antigenice degradate la molecula de ARN.

Aceasta pentru ecd acizii nucleici stimuleazd sinteza anticor-
pilor si pe cale nespecifici. In acest caz, seeventa nucleotidelor, deci
informatia continutd in lanfurile de acizi nucleici, extrase din surse
foarte diferite, nu joaci nici un rol, diversele preparate de acizi nucleici
avind acelagi efect.

Braun (1964), precum si Braun si Nakano (1967) constati ci
inocularea la scareeci a unui amestec format din hematii de oaie si
complexe de serumalbuminid bovind si acizi poliadenilici (poli A),
poliuridilici (poli U) sau policitidilici (poli C) duce la o scurtare a
perioadei de inductie si la cresterea numaéarului de splenocite forma-
toare de plaje de hemolizi in placa Jerne. Dupi acesti autori, acizii
poli A gi poli C par a actiona ca niste stimulatori care accelereaza
activitatea nucleotidkinazei.

Este greu de determinat in vive mirimea exactd a lungimii
ﬂ]}tl.nl(‘ a flagInLntulul activ, pentru ca in mediul intern al animalului
se gdsesc in cantitate mare enzime care depolimerizeazd acizii nucleici
(endo sau exonuecleaze). Totusi se considerd, pe baza unor studii cu oligo-
meri sintetici definifi, ca lungimea optimé pentru stimularea rispun-
sului imun este de 2—-6 nucleotide (Braun si colab., 1968). Experien-
tele acestor cercetitori sugereaza ci diversi ag‘enf"i citotoxici captati
de citre macrofage in vivo pot distruge celulele in care se gasesc,
eliberind din resturile acestora oligonucleotide stimulatoare ale
raspunsului imun. Prin acest mecanism, agentii citotoxici ar actiona
ca adjuvanti in momentul c¢ind sint aamiat.i cu un antigen oarecare.
Dintre substantele citotoxice cu rvol de adjuvant mentfionim : endo-
toxinele, micobacteriile (adjuvant Freund) fluorouracildeoxiribozidul,
tetraclorura de carbon, colchicina sau silicea cristalini. Insdsi reac-
tia dintre antigen si celulele producitoare de anticorpi, cu anticorpi
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legati de membrand (cell-bound), determini un efect citotoxie,
cu eliberarea de oligonucleotide stimulatoare ale rdspunsului imun.

S-a constatat cit in vivo efectul stimulator al rispunsului imun
este determinat de oligonucleotidele dublu sau multiplu helicoidale,
in timp ce oligomerii unihelicoidali sint inactivi.

In vitro, situatia este inversd, oligonucleotidele unifilamentoase
fiind stimulatoare, in timp ce oligomerii dublu filamentogi deter-
mind un efect inhibitor asupra rdspunsului imun.

Aceastd afirmatie a fost verificatd prin studii cu oligonucleotide
sintetice. S-a constatat ci oligomerii poli A—poli U sau poli C—poli G
au un efect puternic stimulator im wive. In schimb, homopolimerii
unifilamentogi poli A, poli G, poli U sau poli C nu au un efeet stimulator.

Efeetul stimulator in wvive reapare insd dacd homopolimerii
se asoclazd la homopolimernl complementar, realizind astfel un
dublu helix, sau se complexeazi cu serumalbumini bovind metilati.
Aceastd observatfie duce la concluzia cd, in forma dublu elicoidali
sau complexatd la o proteinid, in wvivo, oligonucleotidele nu pot fi
distruse de citre nucleazele mediului intern, avind astfel sanse
sd ajungéi intacte la celulele producatoare de anticorpi.

Experientele lui Braun au ardtat ci efectul acizilor nucleici
in stimularea raspunsului imun suplinegte un efect similar determinat
i vivo de citre macrofage. Astfel, de exemplu, la soarecii Cg, B,,
nou-nascuti, care obignuit nu réspund prin sintezd de anticorpi
fatd de hematiile de oaie, se poate determina un riaspuns imun fatéi
de acest antigen, dacd se transferi macrofage de la soareci adulfi.
Un rezultat similar se obfine dacd in locul maerofagelor de goarece
adult se inoculeazi soarecilor nou-nisecuti antigenul (hematii de oaie)
asociat cu polinucleotide dublu elicoidale activatoare, ceea ce compen-
seazd in acest fel deficitul de funetie a macrofagelor imature.

Pe de altd parte, alfi autori neaga faptul cé, dupa degradarea
antigenului, macrofagul are capacitatea de a complexa fragmente
antigenice la un lan{ polinucleotidie gi deci ca, n vivo, acest complex
reprezintd factorul ce transferd informatfia antigenicid dela macrofag
la limfocit (Unanue si Askonas, 1967, 1968 ; Roelants gi Goodman,
1968, 1969 ; Unanue gi Cerottini 1970 a, b ; Roelants si colab., 1971).

Dupéd pérerea lui Unanue gi Askonas (1968), rolul maecrofa-
gului ar consta deei in faptul ci :

— prezintd celulelor limfoplasmocitare antigenul sub forma
unor concentratii locale inalte, asigurind astfel un contact intim
intre antigen si celulele imunocompetente ;
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— asigurd in acest mod persistenta antigenului un timp mai
indelungat in contact eu celulele producitoare de anticorpi. ;

Experientele acestor autori araté ci etapa de captare a anti-
genului de ciitre macrofage nu este necesar a fi urmaté in orice condifii
de o etapd de prelucrare si crestere a imunogenitdfii lui, eventual
prin cuplare la un ARN. ‘ )4

Argumente impotriva unei cupliri active a resturilor antigenice
en un ARN imunogen, ca funetie specifici macrofagului indispensabild
declansdrii unui raspuns imun, provin si din experientele lui Roelants
gi Goodman (1968, 1969) si Roelants §i colab. (1971). :

Pentru a stabili natura legiturii dintre antigen si ARN izolat
din celule de exsudat peritoneal, acegti autori au studiat capacitatea
de complexare la ARN dupi inglobarea intracelulard a mai multor
substante (considerate ,,antigene’’) printre care : acid poliy-D-glutamic,
polie-D-glutamie, dextran, dextran acid, imunoglobulind umana,
testosteron, estradiol, acid DL-glutamie, acid L-glutamie. S-a con-
statat cid complexarea la ARN de macrofag nu depinde de faptul ca
substanta folositéd este imunogend sau nu.

Dintre moleculele testate, numai cele cu grupiri inciarcate
negativ s-au putut lega la ARN. Pentru o anumiti cantitate de
,antigen’’ asocierea este proportionald cu cantitatea de ARN.

Raportul ,,antigen”/ARN nu variazi cu temperatura (intre
2 si 80°C), cu timpul de incubare, daci omogenatele acelulare sint
tratate ecu pronazi, sau cind incubarea cu ,antigen’’ se face in prezenta
a 0,5 9%, dodecil sulfat de sodiu. In schimb, in prezenfa a 0,01 M EDTA
se observi o diminuare eu 509, a legirii ,antigenului’” la ARN,
Aceste rezultate duc la concluzia ci formarea complexelor nu se
datoreazid unei reactfii enzimatice.

Adiaugarea antigenului la suspensia de macrofage nu modifici
rata de incorporare a “C uridinei in ARN ; deci, prezenta ,antige-
nului’” nu determind sinteza unui ARN specific, necesar pentru
formarea complexelor. Autorii dovedese ci acidul poliv-D-glutamie
se poate asocia §i cu ARN provenit de la celulele He—La, deci un
antigen poate forma complexe si cu ARN de la alte celule decit
macrofagele. Legarea ,antigenului’” la ARN are loc numai in pre-
zenta Mg?*, iar disocierea complexului reugeste in urma dializelor
prelungite fatid de solutii de EDTA (care fixeazi ireversibil Mg2*),

Prin cele douid legituri ale sale, Mg®* formeazi deci o punte
care leagd proteina, indiferent de antigenitatea ei, la ARN.

In consecintii, asemenea complexe pot apirea in vivo, dar ele
nu reprezinté o activitate specificd a macrofagului legati de initierea
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rlﬁsr:-unsului imun, dupd eum sustin Gottlieb (1968, 1969) si Fishman
(1967, 1969), aceasta pentru ci legarea unei proteine oarecare la o
moleculd de ARN prin intermediul unor ioni bivalenti ar putea avea
loc in orice celuld vie.

In concluzie, dupi acesti autori (Unanue si Askonas, 1967,
1968 ; Roelants gi Goodman, 1968, 1969) macrofagul, pe lingi functia
de catabolism a antigenului — evitind in acest fel o supraaglomerare
a antigenului in organism — , prezintd o functie imunologici nespe-
cificd, deteminatd de faptul ed mentine pentru un timp indelungat
antigenul intr-o formd mai mult sau mai putin nedegradati.

Acest antigen nedegradat, fixat pe suprafata celulei, va fi
yprezentat” limfocitelor. Prin contact direct eu receptorii specifiei
limfocitari, antigenul astfel prezentat induce in celuld sinteza anti-
corpului specific. Trebuie precizat cu aceastd ocazie ¢i autorii men-
tionati confirmé faptul ed, prin complexarea la antigene, ARN
potenteazi mult imunogenitatea acestora. Ceea ce diferd in acest caz
este interpretarea acestor experiente, ei considerind ci in vive nu
are loc complexarea antigenului degradat la ARN imunogen. Dupi
acestl autori, complexele puse in eviden{d de Gottlieb, Fishman
§i altii ar fi rezultate ale distrugerilor celulare apirute in momentul
extragerii fractfiunilor ARN imunogene (Roelants gi colab., 1971).

Dupéd péarerea lor deci, efectul macrofagului este total nespe-
cifie. Singura nuantid de specificitate este determinatid de antigenul
nedegradat fixat la suprafata celulei, care va ,,alege’ dintre limfocitele
inconjuratoare i va interactiona exelusiv eu limfocitele ai caror
receptori sint complementari antigenului. In acest caz insi se ridicd
o problema semnalatd chiar de autorii citati: daecd rolul macrofa-
gului se limiteazia la mentinerea antigenului sub formé nedegradata,
un timp mail indelungat si la o concentratie localid relativ mai inalta,
se pune intrebarea dacid aceste conditii nu ar putea fi temporar
realizate de catre antigenul liber prin alipirea lui direct pe limfocite.
In acest caz, rolul macrofagului in sistemele de induetfie a anticorpilor
in vitro ar putea fi inlocuit cu usurintd printr-un aport direct de
antigen in concentratii corespunzitoare. Or, dupd cum am aritat,
necesitatea indispensabild a macrofagelor pentru a determina inifierea
sintezei de anticorpi in culturi de eelule arati cd rolul acestor celule
in stimularea diviziunii, a sintezei ARN si a sintezei proteinelor in
celulele producatoare de anticorpi este mai complex.

Intr-adevir, recent s-a demonstrat ed macrofagele activeazi
proliferarea liniilor celulare formatoare de anticorpi.
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Sjoberg gi colab, (1972) au ariitat ¢d, in culturi de celule limfoide
stimulate cu un antigen (hematii), sinteza ADN este foarte redusa.
Daeci inséi in aceste culturi se adaugi si celule de exsudat peritoneal
aderente la sticli (maecrofage), atunci sinteza ADN creste foarte
mult in celulele limfoplasmocitare stimulate de citre antigen si
consecutiv sinteza de anticorpi este maxima.

Rolul maerofagelor in stimularea diviziunii celulelor formatoare
de anticorpi este confirmat de aceiasi autori, care au observat cid
dacdi in culturi de limfocite lipsite de macrofage se introduc
ipopolizaharide de FE. coli, care stimuleazi direct proliferarea celulelor
B (producitoare de anticorpi), rdspunsul imun fatd de hematii este
restaurat.

Sub acest raport se intelege de-abia acum de ce acizii nucleici
pot suplini activitatea macrofagelor in stimularea rdaspunsului imun
deoarece, dupd cum vom arita ulterior, intoemai ca gi macrofagele,
acizii nucleici joacd un rol important in stimularea proliferarii celu-
lelor produciteare de anticorpi.

Shearer gi colab. (1971) au ardtat céd polinucleotidul poli A—T,
administrat odati cu antigenul sintetic (T, G)-Pro-L!, reuseste s
inducd un ridspuns imun la liniile de goarece DBA/1 si DBA/2, ecare
altminteri sint genetic incapabile si riaspundé prin sintezi de anticorpi
fatd de acest antigen.

Mai mult decit atit, titrul anticorpilor anti (T, G)-Pro-L,
sintetizafi de citre goarecii din linia DBA/1, este identic cu titrul
anticorpilor indusi de edtre (T,G)-Pro-L la soarecii din linia SJL,.
care ridspund bine fatd de acest antigen. In schimb, asocierea poli
A—U la acelasi antigen nu induce o cregtere semnificativi a titrului
anti (T,G)-Pro-L la tulpina SJL.

S-a constatat insd ed asocierea poli A—TU la un alt antigen
sintetic (T,G)-A-L ? nu reuseste si stimuleze imunogenitatea acestui
antigen la tulpina de goareci C,H/HeJ, care sint genetic nereactivi
la (T,G)-A-L.

Aceste rezultate aratd efectul poli A—U de crestere a imuno-
genititii unor polipeptide sintetice la soarecii genetic nereactivi

YT, G)-Pro-L=polimer sintetic format dintr-un schelet de poliprolini ce
poartid lanturi laterale din pelil-lizind, la capetele cidrora se gisesc secventle-
scurte de tirozind (T) si acid glutamic (G).

% (T, G)-A-L este similar cu (T, G)-Pro-L, avind insi poliprolina inlocuits,
de lanturi de polialanina.
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fatd de aceste antigene depinde nu atit de o anumiti linie de goareci,
ci mai ales de un anumit polipeptid luat in considerare.

Aceiagi autori au aritat c¢i poli A—TU induce o stimulare a
diviziunii celulelor precursoare pentru sinteza anticorpilor, prove-
nite din maduva osoasid (celule B).

Réspunsul imun redus al goarecilor la (T,G)-Pro-L poate fi
ingd crescut si prin administrarea macrofagelor din exsudatul
peritoneal, prelevate de la aceeasi linie de soareci si preincubate 1
ora la 37°C cu acest polimer.

Rolul maecrofagelor in eresterea imunogenitéitii acestui antigen
a fost demonstrat de ciitre Shearer si colab. (1971) printr-o altd serie
de experiente, in care goarecii din linia DBA/1 au fost iradiati in
doze ce asigurd distrugerea tuturor celulelor imunologic compe-
tente. Sistemul imun al acestor soareci iradiati a fost apoi recon-
stituit prin inocularea unui anumit numir de timocite (celule T),
celule de maduvi osoasid (celule B) si de macrofage de exsudat peri-
toneal, prelevate de la goareci din aceeasi linie DBA/1, neimunizati.
Administrarea unui numir diferit de celule din fiecare categorie
permite observarea efectului exercitat de cidtre fiecare tip celular
dupi inocularea acestor animale ,,restaurate’” eu diferite antigene.

S-a constatat ea riaspunsul goarecilor DBA/[1 ,reconstituifi’
cu un anumit numir de celule B, fatd de (T,G)-Pro-L, este de fiecare
data crescut, dacé in amestecul de reconstituire se adaugi si macro-
fage peritoneale.

Coroborind aceste date cu cele obtinute de Sjoberg, putem deci
trage concluzia ¢ macrofagul reprezintd o celuld care, fixind pe
suprafata ei antigenul ca atare sau degradat, asigura un contact
direct, intens si prelungit intre antigen si celula imunologic compe-
tentd. In afard de aceasta, insd, macrofagele exerciti un efect de
stimulare a diviziunii celulelor B, deci a precursorilor celulelor forma-
toare de anticorpi. Acest efeet, al cirui mecanism intim nu este ineid
cunoscut, este necesar pentru elaborarea unui raspuns imun optim.

Dupi cum au aritat Shearer gi colab. (1971), polinucleotidele,
cum ar fi poli A—U, exerciti cel pufin in anumite cazuri, ca, de
exemplu, rispunsul imun al soarecilor DBA/1 fatd de antigenul sin-
tetic (T,G)-Pro-L, un efect aseméinitor functiei macrofagelor, adicd
stimuleazi proliferarea si activitatea limfocitelor B.
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INTERACTIUNI INTRE CELULELE
IMUNOLOGIC COMPETENTE IN CURSUL
ELABORARII RASPUNSULUI IMUN

Cercetiirile din ultimii ani au arfitat cd liniile limfoplasmocitare
implicate in ridspunsul imun reprezintd o populatie foarte eterogena
in ceea ce priveste funectiile acestor celule.

Am aritat anterior e¢d o anumité clond, derivatd dintr-o singura
celuli imunologic competentid, rdspunde prin sintezd de anticorpi
impotriva unui singur determinant antigenic (vezi capitolul ,,Deter-
minismul genetic al imunoglobulinelor™).

In rezumat, dupd Roitt si colab. (1969), fiecare clond de celule
imunologic competente se poate impirti, in ce privegte rolul funcfional
si momentul intervenfiei in rdspunsul imun, in diferite populafii
celulare (fig. 10).

Limfocitele mici ,,reactive la antigen’’ (antigen-sensitive cells)
sint celule care ar putea ridspunde la stimulul antigenic, dar care
momentan sint inerte, pentru ed nu sint angajate in raspunsul imun.

Contactul dintre un anumit antigen si limfocitele reactive
la antigenul respectiv determin# transformarea acestora in ,,celule
activate’ (primed cells), care suferd o serie de modificiri ce caracte-
rizeazd rispunsul imun primar. Echivalentul morfologic al acestei
transforméri este relativ bine cunoscut astizi. Atit in vitro, cit si
in vivo se constatd cd dupd stimularea antigenica o serie de celule
mici cu aspect de limfocite, care ca atare sint inerte si nu se divid,
suferd o dediferentiere si incep si se dividd activ, producind celule
de tip blastic.

Dediferentierea blastici poate fi induséd nu numai de contactul
limfocitelor mici cu antigenul, ci i de alte substanfe, cum ar fi
fitohemaglutinina (PHA) care actioneazi insd nespecific asupra
unei multitudini de limfocite cu specificitate antigenicd diferita.
Celulele blastice vor suferi ulterior o noué diferentiere in celule mature
care intervin efectiv in reactia imund, de unde §i numele de celule efec-
foare. Nu se cunose pind in prezent nici factorii ce indue o asemenea
diferentiere gi nici procesele moleculare intracelulare care explicd
diferentierea celulelor blastice in celule efectoare.

Amintim doar cd aceste tranzifii, limfocit mic ,,reactiv la
antigen’ — celuld blastich — celuld efectoare, reprezinti fenomene
care refin astdzi atentia unui numir mare de cercetatori, ce consideri

T - o, Egl
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cd ele reprezintid un model experimental foarte bun pentru cercetarea
diferentierii gi dediferentierii celulare in general.

Ca urmare a specializiirii functionale a celulelor efectoare,
acestea intervin direct (Roitt gi colab., 1969) :

— fie in rdspunsul imun prin producere de anticorpi, sinteti-
zind efectiv imunoglobuline specifice, Morfologic aceste celule apartin
seriei plasmocitare ;

Limfocife T Limfocife B
{ Fimus dependenie) _(timus independente)
echivalenle burser® Limfocils
o mict
: ~redclive
i anligen*
Celule
blastice
| |
tmfocilars : : Celule
solubil r | efecloare
o & | |
Limfabilast FPermeabilifale < | Clelve |
cifofoxic ve.rwﬁ:# [P | rg&fg:&f | P e ers
(ex -rejectis o | emgen | plasmacitelor
grefei) Macrofag actival | waclivale I
| ] |
Hipersensibilitale (intirziald) i g:f";m" e d;nfezaf
Err e ol S ICorgior
Medrald prin celule ! viefi forg il gt

Fig. 10. — Interacfiuni intre celulele imunologic competente in cursul elaboririi rispun-
sului imun (dupd Roitt si colab., 1969 ; modificat).

— fie in rdspunsul imun imediat prin celule gi, in acest caz,
aceste celule vor fi implicate in diferite reactii celulare citotoxice,
cum ar fi rejecfia de grefd. Sub raport morfologic aceste celule,
denumite in literatura anglo-saxond celule ,,ucigage’’ sau ,,agresoare’
(killer cells), au un aspect de limfoblast ;
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— fie, in sfirgit, se diferentiaza in celule cu aspect de limfocite
mici, denumite celule de memorie (memory cells), care pastreazi
memoria antigenului ce a indus toate aceste evenimente. Celulele de
memorie reactioneaza prompt la reidentificarea antigenului specific,
printr-o modalitate incd insuficient precizatd, care insi determini
un raspuns mult mai intens si mult mai rapid, avind caracterele
raspunsului imun secundar.

Dupd parerea altor autori, celulele de memorie nu ar face parte
din categoria celulelor efectoare, ei ar trebui considerate ca nigte celule
speciale din categoria celulelor blastice (Sterzl si Silverstein, 1967 ;
Byers si Secarz, 1968).

*

Experientele in care s-au folosit drept imunogeni antigene
complexe formate prin conjugarea unor molecule mici, haptene,
cu macromolecule naturale sau sintetice, au scos in evidentd o serie
de particularitifi ale rdspunsului imun prin sintezd de anticorpi
antihaptend, care depind de molecula de purtitor (earrier). Printre
aceste efecte, descrise in literaturd sub numele de efecte de purtitor
(carrier effects), refinem in cele ce urmeazi :

1) Conjugatul purtitor-haptend (P-Hp) nu poate induce sin-
teza de anticorpi anti-Hp decit in misura in care purtidtorul este
prin el insugi imunogenic (deci induce singur anticorpi anti-P) in
raport cu organismul imunizat (vezi in capitolul ,,Controlul genetie
al reactivitdfii imune fatd de diferite antigene’’, descrierea aminun-
titd a experientelor lui Levine, Green si Benacerraf).

2) Dacéd un animal este imunizat primar cu un conjugat P,-Hp
§1 apoi secundar cu alt conjugat P,-Hp, in care P, diferi de P,, se
constatd c¢d rdspunsul secundar prin anticorpi anti-Hp este mai redus
decit dacd rapelul este ficut cu un conjugat P,-Hp similar celui ce
a indus rdspunsul primar (Mitchison, 1971 a, b).

Studiul atent al acestor efecte a indreptitit concluzia ci un
antigen oarecare poate induce un ridspuns primar prin sintezd de
anticorpi, numai in cazul in care posedd minimum doi determinanti
antigenici identici sau diferiti. In acest din urmé eaz, unul din deter-
minanti poate fi reprezentat de ciitre o hapteni. In aceste conditii,
antigenul se fixeazid simultan pe dou# limfocite ,,reactive la antigen”,
prin intermediul receptorilor de pe membrana celulari. Una din
celule reprezintd un precursor al celulei formatoare de anticorpi, saun
prescurtat AFP (de la forma englezi : antibody-forming-cell-pre-
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cursors), cealalté, fiind o celuld de un tip particular, care nu produce
ea insagi anticorpi, in sehimb declangeazd propriu-zis raspunsul
imun, ajutind celula AFP s se diferenfieze intr-o celuld efectoare
activ producitoare de anticorpi (fig. 11).

Fig. 11. — Cooperarea dintre celula H

si celula AFP ce declanseazd rispunsul

imun cu formare de anticorpi antihapteni
(Hp=haptend ; P = purtitor).

Fenomenul respectiv poartd numele de cooperare celulari
(cellular cooperation), iar celulele ce ajutd la declansarea rdspun-
sului imun sint denumite celule ajutiatoare sau prescurtat celule H
(helper cells).

Cercetdri anterioare asupra dezvoltirii ontogenetice a siste-
mului imun aritaserid ci celulele limfoide care participi la raspunsul
imun, deci celule imunologic competente, se pot subimpérti in doud
mari categorii, dupéi locul unde se produce inifierea lor : pe de o parte,
o populatie de celule B care provin din miduva osoasi (bone marrow),
iar pe de alti parte o populatie de celule T, sau timus dependente
care deriva din timus.

Dupa Jerne (1971) timusul 8i miduva osoasi, precum gi bursa
Ini Fabricius (in cazul pasirilor) reprezinta centrele unde s-ar produce
initierea, deci diferentierea celulei primitive, in celule capete de clona,
reactive la antigen.

Rezulti cid celulele originare, nediferentiate (stem-cells), care
iau nagtere in mdduva osoasd, pot suferi procesul de inifiere fie in
maduvi, fie migreazi in timus, unde se diferentiazi in celule imuno-
logic competente T, Din aceste puncte, celulele ,reactive la antigen’
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vor migra in organele limfoide secundare, pupulin.d aceste tesuturi
cu proportii variate de celule B §i T. Dupéd Raff si Owen (1971), la
soareci (liniile CBA si Balb/e) se giisesc in timus 100 9% celule T.
Jelulele T apar de asemenea printre limfocitele ductului toracic in
proportie de 80—859,, in limfocitele sanguine 70 %, in ganglionii
limfatici 65—70°9, in splind 30—35 9%, printre limfocitele peritoneale
30—359, si in plicile Peyer in proporfie de 20—25 9.

Cercetirile Ini Roitt si colab. (1969), Britton gi colab, (1971),
Mitchison (1971 a, b, ¢), asupra cooperirii celulare in cursul elabo-
ririi rispunsului imun prin sintezé de anticorpi, au aratat ci :

— Precursorii celulelor formatoare de anticorpi (AFP) sint celule
de tip B, in timp ce celulele ajutitoare H fac parte din celulele T.

— Celulele H nu produc anticorpi, dar alcituiesc cu celulele
AFP un tandem care este activat (primed) simultan de stimulul
antigenic primar (P;-Hp). Restimularea cu o haptend legatd la
alt purtdtor (P,-Hp) induce un rdspuns secundar mai slab, pentru
cd celula H specificd anti-P, este abia de data aceasta activata,
in timp ce celula AFP, specifici anti-Hp, reactioneazia la un rapel.

— Celulele H sint mai rezistente decit celulele AFP la iradiere
sau la droguri. Ele rezistd mai bine la transplantarea intr-un goarece
semialogen, care deci se deosebeste de animalul donator prin antigenul
de histocompatibilitate H-2 codificat de o singurd aleld (vezi ca-
pitolul ,,Imunitatea de transplantare’).

— Atit celulele H, cit si cele AFP pistreazid memoria imunologica.

— Cooperarea intercelulard nu este mediatd de un proces
nespecific san farmacologic.

— Anticorpii specifici anti P-Hp nu pot compensa lipsa celu-
lelor H in cooperare (Mitchison, 1971 b).

— Nu toate antigenele indue un réspuns imun prin cooperarea
celulard. Sub acest raport, antigenele se pot impéarti in doué categorii :
a) antigene timus dependente, cum ar fi serumalbumina boving,
care necesita cooperarea celulelor T gi B pentru inducerea de anti-
corpi specifici ; timeetomia neonatalid reduce considerabil rispunsul
imun fa{d de aceste antigene; b) antigene timus independente, cum
ar fi hemocianina de Maia squinado sau polizaharizii pneumococici
care nu necesitd cooperarea celulard, ori, altfel spus, care declan-
geazd raspunsul imun prin alte mecanisme ce suplinesc aceasti coope-
rare (Mitchison, 1971 b ; Roelants si Askonas, 1971).

O serie de substante stimuleazid selectiv diviziunea liniilor
celulare T sau B,
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Astfel, concanavalina A reprezintd un mitogen numai pentru
celulele T, in timp ce lipopolizaharizi din E. coli activeazi selectiv
diviziunea celulelor B. In aceasti calitate, lipopolizaharizii pot suplini
efectul celulelor T in stimularea celulelor B. Astfel, se stie ci raspunsul
imun la hematii este timodependent. Sjoberg si colab. (1972) au
constatat cd hematiile cuplate pe suprafata lor cu lipopolizaharizi
transformi ridspunsul imun antihematie intr-un riaspuns timo-inde-
pendent,

Diviziunea celulelor B poate fi totusi stimulatd si de céitre con-
canavalina A, dar numai in prezenta unor factori umorali eliberati
in culturile in vitro de citre celulele T (Anderson si colab., 1972).

In concluzie, celulele reactive la antigen din seria T se pot
dediferentia, transformindu-se in celule blastice fie in mod nespecifie,
sub influenta fitohemaglutininei, filtratelor de stafilocoe, strepto-
lizinei sau a serului antilimfocitar, fie in mod specific, sub influenta
antigenului ca atare sau prelucrat in prealabil de citre macrofag.
Aceastd celuld blasticd derivatd din seria T fie coopereazd in cali-
tate de celuld ajutitoare cu celulele din seria B, fie produce anu-
miti factori limfocitari solubili, eare au roluri multiple in rdspunsul
imun, printre care notdm ,,activarea’ macrofagelor sau cresterea
permeabilititii vasculare (vezi fig. 10).

Prin diferentierea celulelor blastice T in celule efectoare, apar
limfoeite mieci ,,de memorie” sau celule de tip limfoblastie, implicate
in distrugerea celulelor striine organismului, cum ar fi grefele.

Sub influenta celulelor blastice din seria T, celulele blastice din
seria B se diferenfiazd in celule efectoare, producitoare de anticorpi,
cu aspect de plasmocite, sau — dupd Mitchison (1971 a, b) — se
pot diferentia gi in celule cu memorie imunologicé.

Din cele expuse rezultd ci pentru elaborarea raspunsului imun,
sint necesare interactiuni celulare multiple. Care este substratul
biochimic al acestor interactiuni i, mai ales, cum se mentine §i se
transmite strict specificitatea antigenicd in cursul acestor procese de
diferentiere si dediferenfiere celulara?

In literaturd existd o problemi extrem de controversatd care
porneste de la o serie de lueriiri ce au ardtat cd acizii nucleici extragi
din splina sau ganglionii limfatici ai unui animal imunizat pot induce
biosinteza de anticorpi specifici, deci un rdspuns imun la animale
neimune,
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Pe marginea acestor lucrdri se ridicd intrebarea : sint oare
implicati acizii nucleici in procesele de cooperare intercelulard si,
prin urmare, pot ei — ca substrat material al acestor relatii — sa
substituie anumite evenimente celulare declansate in mod normal
de catre antigen ?

Conversia celulelor splenice neimune in celule producdtoare de
anticorpi prin ARN extras din spline sau din ganglioni limfatici
proveniti de la animale imune. Cohen (1967) realizeazd aceastd con-
versie prin incubarea timp de 15 minute la 37°C, a unei suspensii
de celule splenice neimune de soarece, cu ARN extras din splina de
soareci imunizati cu hematii de oaie. Ca urmare, celulele splenice ne-
imune incep sd produed hemolizine. Produectia acestor anticorpi este
pusa in evidentd prin tehnica hemolizei locale in gel (Jerne).

In conditiile aritate anterior se observi cii inducfia de hemo-
lizine nu este abolitd prin tratarea ARN cu pronazid, tripsinid sau
amilazd. RN-aza in doze foarte mici scade semnificativ, nu insa total,
capacitatea de conversie a ARN.

Rezultate asemanitoare au fost obtinute de Sulica, Ghyka
si Ghetie (1968), lucrind cu splenocite de iepure. In experientele
citate, numérul de plaje creste odatd cu méirirea cantititii de acizi
nucleiei pind la o limita, dincolo de care el rimine constant. Inductia
nu a putut fi obfinuté cu acizi nucleici extrasi din splinele animalelor
neimune. Specificitatea tipului de anticorpi produsi de catre celulele
de splind convertite este doveditd de faptul ca in placa Jerne nu apar
plaje de hemolizi, daci in loe de hematii de oaie se utilizeazi hematii
de om sau de sobolan.

Intr-o altd serie de experiente, Mosier si Cohen (1968) au incu-
bat de data aceasta celule neimune de splini sau de exsudat perito-
neal cu hematii de oaie. Dupid incubare, timp de 30 minute la 37°C,
se extrage ARN gi acesta este pus in contact cu celule neimune de
splind sau de exsudat peritoneal de goarece. Prin tehnica Jerne se
constatd ed indiferent daci ARN provine din celule de splini sau de
exsudat peritoneal, acesta induce in celulele neimune (respectiv de
splind sau de exsudat peritoneal) sinteza de hemolizine.

Efectul biologic nu este observat in cazul in care ARN este
tratat cu RN-azd sau cind celulele neimune sint puse in contact cu
ARN extras de la celule neimune care nu au venit in contact cu anti-
genul. Din experienfele autorilor citati rezultd cd, in cursul celor 30
minute in care timp celulele de splind sau de exsudat peritoneal au
venit in contact cu antigenul, ARN-ul acestor celule dobindeste o
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‘capacitate biologicd noud, de a converti celule neimune la sinteza
de anticorpi.

Experiente similare care folosesc acelagi model experimental
au fost realizate de Abramoff gi Brein (1968). Avantajul acestor expe-
rienfe rezidd in faptul ed formarea anticorpilor este urméritd un timp
mai indelungat (3—5 zile) in culturi de celule.

Acesti autori au extras cu fenol ARN din splina de pui imunizati
cu hematii de oaie. Acest ARN este inoculat in culturi de celule de
splind neimuné ; dupé diferite intervale de timp se pun in evidenta
anticorpi hemolitici prin tehnica Jerne. Incd din primele 3—6 ore,
dupi inocularea ARN se constatdi un numir de centre formatoare
de plaje (CFP) semnificativ mai mare decit in plicile de control
(celule de splind care nu au fost puse in contact cu ARN). Numérul
celulelor convertite la sinteza de anticorpi cregte treptat pind la 72 de
ore, dupid care incepe sd scadid. Autorii subliniazd existenta unui
raport optim intre cantitatea de ARN inoculatd si numérul de celule
splenice din sistem.

Atit cantitifile mai mici, cit si cantitdtile ce depisese acest
prag determind o scidere a numérului de celule formatoare de hemo-
lizine, In experientele citate, tratarea ARN cu RN-azd de pancreas
bovin nu determind o abolire a rispunsului, c1 numai o intirziere a
aparitiei lui, precum gi o reducere a intensititii sale. Acest rezultat con-
trazice in aparentd datele comunicate de Cohen, dupi care tratarea
ARN ,,imun” cu RN-azid duce la distrugerea efectului de conversie a
celulelor de splind in celule formatoare de anticorpi. Totusi, in expe-
rienfele sale, Cohen a urmirit formarea plajelor de hemolizi pentru
un timp mult mai scurt (2—3 ore), moment la care, intr-adeviar, nu se
observi diferente notabile fatd de martor. In schimb, tratarea ARN
imun extras din splini de pui eu un ser de pui hiperimun antihematie
de oaie inhib# complet conversia celulelor neimune. Mai mult decit
atit, dupd incubarea cu ARN imun, titrul serului de pui antihematie
de oaie scade.

Datele prezentate aratil cd cel putin in experientfele lui Abramoff
si Brein (1968) conversia celulelor de splind neimune in celule forma-
toare de hemolizine se datoreste in primul rind unui rest antigenic
degradat, asociat la ARN.

Este de notat faptul ci acest rest antigenic este mult potentat
in ce priveste calititile sale imunogene de prezenta ARN, dat fiind
¢4 in preparatele folosite de acegti autori la 100 pg ARN se detec-
teazd numai 4—6 pg proteind.
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In ce priveste izotipul imunoglobulinelor sintetizate in siste-
mele experimentale in care celulele de splind neimune sint convertite
la sinteza de anticorpi prin ARN extras din spliné, lueririle lIui Cohen
(1967) sau cele ale Ini Abramoff si Brein (1968) nu fac nici o mentiune
speciald, In schimb, existd anumite informatii cu privire la aceasta,
provenite din lucrérile lui Herscowitz si Stelos (eitati dupd Fishman,
1969).

Acesti autori au pus in eviden{é sinteza de anticorpi, in culturi
de fragmente de splind neimuni, dupd expunerea lor la ARN extras
din spline imune sau din macrofage neimune care au captat bacterio-
fag. Un fapt deosebit de interesant semnalat de acesti autori este
acela c¢d anticorpii sintetizati dupd contactul eu un anumit tip de
ARN diferd in ce priveste sensibilitatea lor la mercaptoetanol. Astfel,
‘ARN extras din macrofage peritoneale induce sinteza unor anticorpi
rezistenti si a altor anticorpi sensibili la mercaptoetanol, deci res-
pectiv de tip 78 si 19 S.

In schimb, ARN extras din spline imune induce siteza unor
anticorpi exelusiv rezisten{i la mercaptoetanol, deci de tip 7 S.

Bell si Dray (1969) extrag ARN din ganglionii limfatici ai
iepurilor imunizat{i cu hematii de oaie. Aceste preparate de ARN con-
vertese celulele de splind provenite de la animale neimune in celule
activ producitoare de hemolizine specifice, puse in evidentd prin
tehnica hemolizei in gel (Jerne). ARN extras de la animale normale
sau imunizate cu hematii de giscid sau de lepure nu induce formarea
de hemolizine antioaie. Centrele formatoare de plaje de hemolizi
dispar dupéd incorporarea de 2-mercaptoetanol in plici, de unde
concluzia c¢d anticorpii indusi de ciatre ARN imunogen sint de tip
19 S (IgM).

Capacitatea biologicd a ARN este distrusid dupid tratare cu
RN-azd dar nu eu DN-azid sau tripsini.

Dacd iepurii imuni donatori de ARN au un alotip diferit de
iepurii de la care provin celulele econvertite la sinteza de hemolizine,
se constatd cd anticorpii IgM indusi au un alotip similar cu cel al
donatorului de ARN sgi nu cu cel caracteristic celulelor splenice con-
vertite, de unde concluzia autorilor ci acest ARN poartd in secventa
nucleotidelor sale nu numai informatia referitoare la antigen, ci si
informafia referitoare la alotipul anticorpilor, pe care il impune
celulei convertite.

Intr-o serie de lueridri, Ghyka si colab. (1969 a, b) au constatat
ci acizii nucleici (ARN gi ADN) izolati din splinele soarecilor imuni-
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zali anti- Bordelella pertussis reusesc si indued si in vivo, prin inocu-
lare la soareci neimuni, sinteza de aglutinine antipertussis. Rezultatele
an ardatat ca nivelul aglutininelor antipertussis creste odatd cu canti-
tatea de acizi nucleici inoculatd pind la un platou, dincolo de care
cantititi mai mari de aeizi nucleici nu mai determini nici un efeet.
Reinocularea unei noi doze de nucleoproteini la trei siptimini dupi
prima stimulare induce din nou o crestere a titrului aglutinant anti-
pertussis, dar acest titru nu este semnificativ mai inalt decit cel con-
statat dupa prima inoculare, cum ar fi de agteptat in cazul unui
raspuns imun secundar tipie, indus de resturile antigenice eventual
complexate la acizii nucleici.

Rezultéd cd preparatele de acizi nuecleici indue in celulele imuno-
logic competente de fiecare datd ,,din nou” sinteza de aglutinine,
dupid care clonele respective nu mai pastreazi nieci o ,,mmemorie”’
imunologicid a stimulului anterior.

Mitsuhashi gi colab. (1968), Kawakami gi colab. (1969 a, b),
Kurashige si colab. (1970) au studiat un model experimental in
care ARN extras din splina cobailor imunizati eu anatoxina difterica
induce sinteza de anticorpi specifici antitoxind diftericd, dupi ino-
cularea la cobal neimuni. Concluzia acestor autori este cd preparatele
de ARN biologic active din experientele lor sint lipsite de resturi
antigenice, deci informatia antigenici ar fi purtati de insdgi strue-
tura macromoleculei de ARN.

In esenti, cercetdtorii japonezi isi sprijind afirmatiile lor pe
citeva probe, dintre care enumerim pe scurt :

a) Faptul cé efectul de inductie a biosintezei de anticorpi este
distrus prin tratarea cu RN-azi a ARN extras din splina animalelor
imunizate. Enzimele proteolitice nu distrug aceastid capacitate bio-
logicd.

b) Faptul ci reinocularea acestor preparate de ARN nu deter-
minid la animale o cregtere semnificativi a titrului anticorpilor
indusi, in raport cu titrul inregistrat dupd prima inoculare de ARN,
aga cum ar fi de agteptat in cazul in care resturi de proteini antige-
nici, complexate la ARN, ar fi determinat sinteza anticorpilor
printr-un raspuns imun primar.

¢) Se imunizeazd un animal B cu hematii extrase dinfr-un
animal A, de aceeasi specie, dar genetic diferit de B. Daci se inocu-
leazd ARN extras din splina animalului hiperimunizat B, la animalele
A, se constati la acestea din urmi sinteza unor auto-anticorpi anti-
hematii. Situatia respectivi exclude in bunid masurd posibilitatea ca
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resturi din hematiile A, care ar contamina ARN extras din splina
imuni B, 84 se comporte ca antigene dupid inocularea la animalul
A, dat fiind lci ele nu pot avea calitate antigenicd in raport cu or-
ganismul care le-ar recunoaste drept compusi proprii.

In concluzie, retinem e¢i splina sau ganglionii limfatici repre-
zintd un conglomerat de celule foarte diverse in care, desi predomini
seria limfoplasmocitari, apar totusi si multe alte tipuri celulare avind
roluri variate in imunitate.

Toemai de aceea, experientele citate ridied doud modalititi
de interpretare diferite :

— ARN biologic activ provine in intregime din macrofage si
in acest caz avind atasate resturi antigenice, dupi cum demonstreazi
Abramoff gi Brein (1968), el transferd de la macrofagul donator la
celula imunologic competentdi a animalului primitor informatia
antigenicd necesari sintezei de anticorpi printr-o modalitate comen-
tatd anterior, sau

— ARN biologic activ provine din limfocitele imune ale dona-
torului.

In acest ultim caz se ridicd intrebarea dacd este posibil un
proces de ,transformare’” a celulei neimune producitoare de anti-
corpi intr-o celuld imund prin ARN. Si daci este aga, acizii nucleici
nimuni’’, care realizeazi aceastid conversie, poarti ei oare codificatd
in secventa nucleotidelor lor informatia antigenicia ? Sau, dimpotrivi,
actioneazi nespecific avind atasati la ei un fragment de antigen a
cirui imunogenitate ereste mult prin complexarea la acizii nucleici?

Divergi autori, printre care Kurashige i Mitsuhashi (1972),
considerd ca intr-adevar ARN extras din celulele imunologic compe-
tente poartd o informatie relativi la specificitatea de antigen codifi-
catéi in secventa nucleotidelor sale.

Acegti autori comunici faptul e¢i ARN izolat din splinele
goarecilor imunizati cu flageli de Salmonella stimuleazd la soarecii
neimunizati celulele de memorie imunologicd in aga fel, incit inocu-
larea ulterioard a acestor animale cu antigen flagelar induce un ras-
puns secundar tipie.

Actinomicina D inhiba capacitatea acestor preparate de ARN
de a stimula memoria imunologici, de unde concluzia autorilor e
ARN imun este functional ca atare in lipsa oricdror resturi antige-
nice si, de asemenea, c¢i el este capabil de a se autoreplica activ in
celulele primitoare.
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-~ Cei'mai mul{i cercetdtori contestd insid acest punct de vedere.
_'Dupd Mitchison (1971 a, b), cooperarea dintre celulele H si
celulele AFP nu pare a implica un transfer de informagie. In schimb,
cercetdri recente au ariitat cid polinucleotidele sintetice sau naturale
in asociere cu antigenul specific joacd un rol in procesul de cooperare
dintre celulele B si T.

Astfel, Mozes gi colab, (citati dupd Diamantstein si colab.,
1971 a, b, ¢) au aridtat cd un defect genetic controlat in sinteza anti-
corpilor, localizat la nivelul celulelor B, poate fi corectat de un poli-
nucleotid sintetic.

Diamantstein gi colab. (1971, a, b, ¢) au dovedit ¢i polianionii
in general i deci implicit acizii nucleici au un efect adjuvant daci se
administreazi la animalele imunizate, odatd cu antigenul respectiv.
In experientele acestor cercetdtori, soareci adulti timectomizati sint
iradiati cu doze care distrug integral populatia de celule limfoplas-
mocitare. Dupi 4 ore de la iradiere, animalele primesc celule de maduvi
singeneicd (celule B), iar dupid doud siptimini sint imunizate cu
hematii de oaie ca atare sau asociate cu polianioni (dextran, sulfat,
acid poliaerilie).

Se constatd e goarecii care au primit antigenul odatid cu poli-
anionii produc anticorpi antihematii de tip IgM si IgG, in timp ce
-animalele ce au primit exclusiv hematii nu pot forma anticorpi.

In concluzie, polianionii i deci acizii nuecleici sint capabili si
inlocuiascd functia celulelor ajutatoare din seria T.

Mecanismul acestui efect este incid necunoscut. Dupa Diamant-
istein si colab., el s-ar putea explica in felul urmétor :

— fie cd celulele T produe si elibereazi un factor (polianionic?) ce
actioneazi in cursul cooperdrii celulare asupra celulelor B gi care
este inlocuit la goarecii lipsiti de celule T prin acizii nucleici exogeni,
administrati odatd cu antigenul ; : : _ _

— fie cé polianionii pot induce diferentierea gi/sau prolife-
rarea unui tip deosebit de celule prezente printre celulele miduvei,
2 cdror actiune poate inlocui functia ajutidtoare a celulelor T.

Indiferent de mecanismul de actiune postulat, rezultd ci acizii
nucleiei au in orice caz un efect nespecific, corelat cu c@lij:a,tea_a lor de
polianioni, care se manifestd prin potentarea puternica a Imuno-
genitdfii antigenului administrat. T,

Acest efect se exercitd prin intensificarea cooperarii dintre
celulele T si B sau, eventual, prin suplinirea efectului ajutator al
celulelor T in activarea celulelor B.
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CAPITOLUL

1V

Controlul genetic al reactivitatii
imune fatd de diferite antigene

De mult se cunoaste variabilitatea extraordinari a speciilor
animale in rdspunsul lor imun fa{d de un antigen dat.

Numeroase date demonstreazi ci rdspunsul imun al unui anu-
mit animal se giseste sub control genetic. Astfel, Scheibel (1943)
a constatat existenta unor linii de cobai, dintre care unele rispund
prin sintezd de anticorpi la anatoxina diftericd, in timp ce alte linii
nu raspund.

De asemenea s-a constatat ca in cazul inerucigidrii intimplitoare
(spontane) de animale de experientid apar indivizi care rispund la
inocularea unui antigen prin sintezid de anticorpi si indivizi care nu
rispund prin sintezd de anticorpi. Astfel, printre soarecii crescuti la
intimplare s-au observat diferente transmisibile genetic in ce priveste
raspunsul lor la albumina sericd bovind (Sobey si colab., 1966). Alte cer-
cetari facute pe cobai au ardtat ed existd tulpini imunologic reactive
(responders) fati de un anumit determinant antigenie al moleculei de
insulini, pe cind alte tulpini nu reactioneazi prin formare de anti-
corpi (nonresponders) (Arquilla gi Finn, 1963, 1965).

Studiile facute cu substante imunogene (cum ar fi, de exemplu,
polipeptidele sintetice conjugate cu haptene, cu o structuri simpla
bine definitd) au dat posibilitatea de a urmari felul in care factorii
genetici controleazd capacitatea unui animal de a reeunoaste ca anti-
gen o anumitd moleculd i de a reactiona fati de aceasta prin sin-
teza de anticorpi specifici (Sela si colab., 1962, Maurer, 1963).

Calitatea de a produce anticorpi specifici fatd de aceste molecule
simple se constatd a fi transmisid de o gend autosomalid dominanti, in
timp ce producerea de anticorpi fatd de antigenele complexe se dove-
deste a fi controlatd de mai multe gene si deci se comporti ca un ecarac-
ter plurifactorial. Aceste gene au fost denumite gene Ir (de la forma
englezi ,,immune response’’).

S-a constatat cd animalele ce posedd o anumitd gend Ir reac-
lioneaza intens fatd de un anumit antigen dat, atit prin producere de
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anticorpi, cit si prin reactii celulare gi invers, animalele lipsite de
aceste gene nu riaspund nici prin sintezd de anticorpi si nieci prin
reactil celulare fatd de aceste antigene,

In general, reactivitatea imunologicii a fost investigatid utili-
zind trei categorii de antigene :

I) polipeptide sintetice cu un numir limitat de aminoacizi
identici sau diferiti, eventual cuplate cu haptene, cum ar fi gruparea
dinitrofenil (DNP) ;

IT) antigene native slabe, infelegind prin aceasta molecule pro-
teice care diferd putin de proteinele similare ale animalului imunizat ;

IITI) proteine native, puternic antigenice, utilizate insi in doze
mici, care permiteaun deosebirea dintre un animal imunologic reactiv
81 unul nereactiv.

Drept urmare s-au identificat o serie de gene ce controleazi
rispunsul imun fatd de diferite antigene, la doud specii animale
intens investigate, cobaiul gi gsoarecele. De asemenea, in aceste modele
experimentale s-au putut stabili relatiile dintre genele Ir gi cele care
controleaza locusurile de histocompatibilitate, precum si tipul celu-
lelor imunologic competente la nivelul cirora se exprimi fenotipie
aceste gene (Benacerraf gi MeDevitt, 1972).

I. In ce priveste prima categorie de antigene, numeroase cer-
cetdri au céutat si stabileascd care este minimul de proprietéifi
necesare pentru a inzestra o moleculi cu capacitatea de a provoca
sinteza de anticorpi la un animal. S-a urméirit astfel rolul pe care il
joacd forma si mirimea moleculei sau locul fiecirui aminoacid in
moleculi.

S-a observat ci tirozina este un aminoacid important pentrn
imunogenitatea moleculei. De asemenea, c¢i determinantul antigenie
urmirit trebuie sé fie situat direct pe suprafata moleculei i sa nu fie
agcuns printre infigurdrile lantului polipeptid.

In general se constatd cii forma generali a moleculei nu pare
a fi un factor de importantd majord in determinarea imunogenitatii.
Aceasta pentru ci atit polimerii liniari, eit i cei ramificati pot fi
deopotrivi imunogeni.

In schimb, anumite caractere structurale ale moleculei au un
rol important in calitatea imunogeni a macromoleculelor proteice.
Astfel, de exemplu, in timp ce homopolimerii unui anumit amino-
acid nu sint antigenici pentru goarece, iepure, cobai, sau om, copoli-
merii aledituiti din doud feluri de aminoacizi, GL (acid glutamic s
lizind) sau GA (acid glutamie si arginind), nu sint antigenici la goarece,
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dar sint buni imunogeni pentru unele tulpini de iepure sau de cobai
(Maurer 1963 ; Levine §i Benacerraf, 1965).

Spre deosebire de acesta, copolimerii formati din trei feluri de
aminoacizi sint excelenti imunogeni gi pentru goarece.

Pentru a studia rispunsul imun la polimeri sintetici s-au folosit
linii consangvine de soareci. Astfel, goarecii liniilor A, C;,BL/6,
B;AF,, C,H/He, BALB/e¢, in urma inoculidrii cu polipeptide sintetice
formate din dou# feluri de aminoacizi, nu ridspund prin formare de
anticorpi, dar raspund foarte bine la copolimeri care confin, de
exemplu, glutamil-lizina i 59, molecule de alanind (Glug, Lisg, Ala;
sau prescurtat GLA;).

Spre deosebire de acestia soarecii liniilor C;,B,;A/Jax, CBA
nu riaspund nici la aceste polipeptide formate din trei feluri de amino-
acizi (Pinchuck si Maurer, 1965 a, b). Prezenta anticorpilor a fost
pusi in evidenta prin reactia de hemaglutinare pasivi.

Prin incrucigarea liniilor reactive cu cele nereactive la GLA,,
s-a constatat ci gena ce controleazd raspunsul imun fatd de GLA,
este autosomalid si dominantid. Mai recent s-a studiat reactivitatea
goarecilor fatd de un alt terpolimer format din acid L-glutamic,
L-alanind si 109, L-tirozind (GAT,,). Si ridspunsul imun fatd de
GAT,, este controlat de o geni dominants autosomali.

MecDevitt g1 Sela (1965) au cercetat rdspunsul diverselor linii
de goareci la un antigen polipeptid sintetic format dintr-un schelet
de poli-L-lizind ce poartd lanturi laterale de poli-DL-alanindi (pres-
curtat A-L). Acest polimer nu se comporté ca antigen prin inoculare
la goareci, dar determini formarea anticorpilor, deci devine imuno-
gen dacé la extremititile lanturilor laterale i se adaugi secvente
scurte aleatoare cu tirozini i acid glutamic (prescurtat(T, G) — A —L).

Imunogenitatea este mentinutd dacid in locul tirozinei in acest
polipeptid se introduce histiding (H,G)—A—L sau fenil-alanini
(Phe, G)—A —L. Imunizarea cu (T,G)—A—L in adjuvant Freund
dd insd raspunsuri diferite la diverse tulpini de soareci. Astfel, soare-
cii liniei CBA dau un rispuns foarte slab in anticorpi, pe cind goarecii
liniei C;,BL/6 dau un raspuns foarte puternic.

Generatia F, rezultatd din inerucisarea celor doud tulpini oferi
un raspuns de intensitate intermediari. Din incrucigarea reversd
F; xCBA, 509% din descendenti vor reactiona la (T,G)—A—L in-
tocmai ca gi Fy, iar 50 9%, vor fi slab reactivi ca si linia CBA.

Incrucigarea reversi dintre indivizii F, i linia parentald C,,BL/6
determin4 indivizi dintre care 50 % au un fenotip F,, iar 50 9, ris-

E"ﬂiaﬂ'l
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pund puternic ca si linia C;;BL/6 la antigen. Rezultd deci ¢ diferenta
cantitativa in capacitatea de rispuns prin sintezi de anticorpi la
polipeptidul (T,G)—A —L, este controlati de o singuri gend auto-
somald, alela reactivi fiind dominanti.

- Daed tirozina din polipeptidul (T, G)—A —1L este inlocuitd cu
histidina, se constatd ci raspunsul liniilor consangvine de soareci
la acest antigen este total diferit de rispunsul la (T, G)—A—L.
Dupd eum se vede in tabelul nr. 9, linia C,,BL/6 rispunde intens
fatd de antigenul (T,G)—A—L, in timp ce linia CBA rispunde slab
sau nu raspunde deloc.

Tabelu! nr. 9

Procentul de soareci din diferite linii pure ee produe
anticorpi fajd de doud polipeptide antigenice

Tulpina de soareci

Polipeptid =
CBA | Ci,BL/6
i
(T,G)—A—L | 10—30 | 80-—100
(H,G)—A—L | 10—40 | 0

Spre deosebire de aceasta, fata de polipeptidul (H, G)—A—L
linia C;;BL/6 nu reactioneazi deloe, in timp ce, proportional, linia
CBA este consideratd reactivi. De aiei, concluzia ei diferenta ge-
neticd dintre aceste doud linii consangvine se reduce la controlul
sintezel de anticorpi fati de un singur determinant antigenic din
tot polipeptidul considerat. Acest determinant antfigenic este limitat
lIa diferenta tirozini-histidini.

Rezultd cid reactivitatea imunologici a soarecilor fata de anti-
genele ramificate (T,G)—A—L, (H,G)—A—L sau (Phe, G)—A—L
este controlatd de gene dominante autosomale, situate intr-un locus
denumit Ir—1, diferit de locusul GLA; sau GAT,,.

Nu se gtie incd daci locusul Ir—1 reprezintd o singurd geni cu
multiple alele sau dacd acest locus este format din trei gene strins
legate, desi aceastd ultimé alternativa este cea mai plauzibili. Genele
locusului Ir—1 controleazi fenotipic un caracter cantitativ, respectiv
intensitatea raspunsului imun fatid de aceste antigene, spre deosebire
de gena GAT,, care controleazi un raspuns imun de tip tot sau nimic
(MeDevitt gi colab., 1971 ; Benacerraf gi MeDevitt, 1972).
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Cercetérile an aritat ci reactivitatea imunologicd nu este co-
relatd niei eu izotipul anticorpilor anti (T,G)—A —1L si nici cu alo-
tipul lor (O.M.S., 1968).

Gena care controleazid reactivitatea imunologicd fatid de
(T,G)—A—L gi (H,G)—A—L, deci gena Ir—1, este situatd chiar
in locusul principal de histocompatibilitate, H—2, al soarecilor, deci
este amplasatd pe cromozomul 9 (MeDevitt §i colab., 1971). Soarecii
de tipul H—2" (linia C,;) rdspund bine la (T,G)—A —L si foarte slab
la (H,G)—A—L, in timp ce tulpinile cu tipul H—2* (linia CBA)
raspund slab la (T,G)—A—L (MeDevitt si Chinitz, 1969). Studiile
de cartografiere genetici au aratat eé singurii recombinanti dintre
regiunea H—2 gi gena Ir—1 sint in realitate rezultati din crossing-
overuri produse in inferiorul regiunii H—2, intre segmentul sting
., al acestei regiuni si segmentul drept ,,K” al aceleiagi regiuni
(Benacerraf gi MeDevitt, 1972).

Raspunsul fati de GAT,, este de asemenea legat de acest locus
de histocompatibilitate, soarecii H—2*, H—2" H-—2%i H—2F fiind
puternic reactivi fatd de acest antigen (Martin si colab., 1971).

Interesant este faptul e¢d nu toate genele ce controleaza reacti-
vitatea imunologicd sint amplasate in sau aproape de locusul H—2.
Astfel, gena care controleazi raspunsul imun al soarecilor la un antigen
sintetic foarte aseménitor cu (T, G)—A—1, in care insi alanina a
fost inlocuitid cu prolina, sau pe scurt (T,G)—Pro— L nu este legati de
locusul de histocompatibilitate H—2 (MecDevitt si Benacerraf,
citati dupi Braley gi Freeman, 1971).

Si la cobai s-a constatat existenta unui control genetic asupra
reactivitdfii imunologice fata de antigene polipeptide sintetice.
Cobaii liniei Hartley crescuti la intimplare, inoculati cu un conjugat
2,4-dinitro-fenil-poli-L-lizing (2,4 —DNP —PLL) impreuni cu adju-
vant Freund, recunosc acest conjugat ca antigen intr-o proportie
de aproximativ 359, (Kantor si colab., 1963 ; Pinchuck si Maurer,
1965 a, b ; Maurer gi Pinchuck, 1968). Animalele care reactioneaza fata
de acest antigen produe anticorpi antihapteni (2,4 —DNP) si pre-
zintd si fenomene cutanate de hipersensibilitate intirziatd fatd de
DNP —PLL sau numai fatd de PLL, desi in acest ultim caz reactiile
cutanate sint mult mai reduse (Levine gi colab., 1968). Printre co-
baii liniei Hartley erescuti la intimplare, 65—75 9, din indivizi nu
prezintd hipersensibilitate intirziatd la DNP —PLL si nici nu produe
anticorpi fatd de hapteni. Prin selectie s-au izolat doui linii consang-
vine diferite, dintre care tulpina 2 s-a aritat a fi 100 9% reactivi,
pe cind tulpina 13 este 1009, nereactivi imunologic (Levine, 1964 a,b).
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S-a observat cd parintii nereactivi dau in 100 9, din cazuri
urmagi nereactivi, iar prin inerueigarea parintilor imunologic reactivi
intre ei apar aproximativ 80 9, descendenti reactivi. Se consideri ca
heterozigoti cobaii care dau cel putin un urmag nereactiv. Caracterul
genetic nu este legat de sex. Capacitatea de a rdspunde imunologic
fatd de conjugatele DNP —PLL la cobai s-a dovedit a fi controlatéi
genetic de un singur factor mendelian dominant autosomal (Levine
§1 Benacerraf, 1964 ; Levine gi colab., 1968). Pentru a confirma aceas-
ta afirmatie s-au studiat urmasii imperecherilor reverse intre cobai
reactivi heterozigoti si cobai imunologic nereactivi. S-a constatat
intr-adevar aparitia unor descendenti, dintre care aproximativ
50 9%, sint reactivi, iar 50 % nu reactioneazi la DNP —PLL. Gena
autosomald dominanti ce controleazé raspunsul imun fatd de DNP —
PLL este denumitd gena PLL (Levine gi colab., 1968). Ea este situ-
ata foarte aproape de locusul major de histocompatibilitate al coba-
iului (Sela, 1971).

Expresia fenotipici a acestei gene controleazi sinteza anti-
corpilor specifici fati de haptena cuplati numai la polipeptidul
sintetic PLL, dat fiind ed virtual 100 9, din cobaii nereactivi pot
rispunde la diverse haptene, cum ar fi DNP sau benzilpeniciloil
{BPO) cuplate la un alt purtitor proteic oarecare. Pe de altd parte,
specificitatea PLL si nu a haptenei, in exprimarea raspunsului imun,
controlat de gena discutati, reiese i mai limpede din urmitoarea
experientd.

Cobai crescuti la intimplare au fost inoculati cu un amestec
in adjuvant de PLL conjugatd cu una din haptenele structural
diferite : DNP, BPO, 5-dimetilaminonaftalen sulfonil §i p-toluen
sulfonil. Cobaii reactivi au prezentat testul tegumentar si seric
pozitiv la toate cele patru conjugate H—PLL, in timp ce cobaii
nereactivi nu prezintd hipersensibilizare §i nici nu produc anticorpi
fati de nici unul din cele 4 conjugate (Levine gi colab., 1968). Gena
PLL controleazi rispunsul imun fatd de poli-L-lizind (PLL), poli-L-
arginind (PLA), la copolimeri de acid glutamic §i lizind (GL) gila
conjugate ale acestor polipeptide cu haptene, cum ar fi DNP—PLL.
Gena PLL apare la toti cobaii liniei 2 si lipseste la toti cobaii liniei
13,

O altd genii, denumité GA, ce apare la cobaii liniei 2 §i nu la
cei din linia 13, controleazi rispunsul imun fati de un copolimer liniar
de acid L-glutamie si L—alanind (GlugAlay,). :

in sfirgit, gena GT controleazi rdspunsul la un copolimer
format din acid L-glutamic i L-tirozind (GlugyTirg).
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Spre deosebire de genele PLL si GA, gena GT apare la cobaii
liniei 13 si nu la cei din linia 2. Genele ce controleazi ridspunsul
imun la PLL, GA gi GT nu se mostenesc independent. Astfel, genele
PLL gi GA apar strins legate la cobaii tulpinii 2 sau la cei Hartley.

Faptul c¢d un numéar foarte redus din animalele acestor doui
linii rdspund la PLL, dar nu la GA, reprezintd o dovadid a unui
crossing-over intre aceste gene gi implicit argumenteazd neidenti-
tatea lor.

La cobaii Hartley incrucigati intimplitor, gena GT segregi
continuu de genele PLL i GA, ceea ce arati o relatie de alelism sau
de pseudoalelism intre gena G‘rT pe de o parte, si genele PLL gi GA,
pe de alti parte.

Intoemai ca i la goarece, genele PLL, GA si GT s-au dovedit
a fi legate de locusul major de hmtﬂcnmpamhlhmte al cobaiului
(Benacerraf si McDevitt, 1972).

IL. In ce priveste eategﬂrla antigenelor proteice native, slabe,
s-a descoperit in ultimul timp ed mai multe tipuri de raspuns imun
sint controlate la soarece sau cobai de cétre gene Ir. Astfel, notdm
dupd Benacerraf gi McDevitt (1972) :

— capacitatea anumitor tulpini de goarece de a sintetiza anti-
corpi fatdi de anumite antigene eritrocitare, Ea—1%, ale goarecilor
salbatiei ;

— capacitatea femelelor din anumite tulpini de goarece de a
rejecta grefe de piele de mascul singeneic, deci de a recunoaste anti-
gene de histocompatibilitate legate de eromozomul Y ;

— capacitatea de a recunoagte §i elabora un ridspuns imun
fatd de antigene de histocompatibilitate H2—2 sau H—13;

— capacitatea de a produce anticorpi fatd de determinantii
alotipici ai anumitor proteine de mielom IgA ;

— rejectia celulelor de miduvd osoasd de céitre primitori
iradiati.

III. Tn ce priveste raspunsul imun controlat genetic fati de
antigene proteice native, puternice, s-a cercetat efectul imunizant al
unor doze mici de albumind umané sau bovinid la diverse linii pure
de cobai sau efectul ovalbuminei gi a serumalbuminei bovine (SAB)
la soareci (Ellman si colab., 1971 ; Green si colab., 1972).

La cobai, gena ce controleazd rdspunsul imun la SAB (gena
SAB,) este diferitda de genele PLL gi GA, fiind insd situatd impreunsi
cu aceste gene pe acelagi cromozom (Benacerraf si colab., 1971).

Toate genele Ir implicate in controlul raspunsului imun la
antigenele mentionate sint legate de locusurile de histocompatibi-
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litate majore, H la cobai gi H —2 la goarece, cu exceptia genei ce
controleazad raspunsul goarecilor la antigenele eritrocitare ale goare-
cilor silbatiei, care este legatd de locusul minor H — 3 sau de cel
H — 6, g1 de gena care controleazi riaspunsul imun la antigenul
H — 13, care este legata de locusul de histocompatibilitate H — 3.

Astfel, Vaz i Levine (1970) au constatat ¢ rdaspunsul imun
anti diferite haptene, cum ar fi benzilpeniciloil sau DNP cuplate
la gammaglobulina bovind, este foarte intens la goareci de tip H — 2*
(tulpina. A/He) si H — 2*, in timp ce la liniile de goareci H — 27,
H—2% sau H—2 nu s-au detectat anticorpi antihapteni.

Kolsch (citat dupa Sela, 1971) a ardtat cd, in schimb, gena
ce controleazi raspunsul imun al anumitor linii de soarece fata de
bacteriofagul fd nu este legatd de loeusul H — 2,

Recent s-a investigat controlul genetic al raspunsului imun
fatd de antigenele polizaharidice, cum ar fi cele de pneumococ sau
streptococ. Genele Ir ee controleazid reactivitatea imunid fatd de
carbohidratii streptocociei A §i C nu sint legate de locusul de histo-
compatibilitate H — 2 (Eichmann, 1972). Braley si Freeman (1971)
au ardtat cd si raspunsul imun faté de polizaharidele pneumococice
de tip III este genetic controlat la gsoarece. Capacitatea de raspuns
la aceste polizaharide apare mult mai intensa la liniile de soareci
consangvine BALB/e gi C;H, spre deosebire de liniile C;,BL/6, DBA/
si BDF, care raspund mult mai slab.

Incrucisarea indivizilor din linii puternic reactive cu indivizi
din linii slab reactive aratd cid in generatia ¥, alela pentru reactivi-
tate este dominantd asupra alelei nereactive.

Acest caracter genetic nu este controlat de un locus asociat cu
locusul H—2, dat fiind e& tulpinile DBA/2 §i BALB/e, care raspund
diferit la antigenele de tip III, fac parte ambele din grupul de
histocompatibilitate H—2°.

Pe de altd parte, goarecii cu antigene de histocompatibilitate
diverse, de tip H—2% sau H—2%, ridspund foarte intens sau, dimpo-
trivi, nu rdspund deloc la aceste antigene.

Expresia fenotipiedi a genelor Ir. Capacitatea de a reactiona
la (T,G)—A —L, poate fi transferatd unei linii incapabile de a reac-
tiona la acest antigen (de exemplu, linia CzH), prin transfer de celule
splenice de la hibrizi Fj(CsH xCgBL[6) la indivizi C,H iradiati.

Aceastd experientd aratd cd exprimarea fenotipici a genelor
Ir se realizeazii direct la nivelul celulelor implicate in raspunsul imun



Controlul genetic al raspunsului imun la diferite antigene 119

fie ele maecrofage, fie celule limfoplasmocitare formatoare de anti-
corpi,

Initial s-a crezut cd macrofagele sint celulele care determini
incapacitatea anumitor linii de soarece de a rispunde la un anumit
antigen, ele neavind enzimele necesare pentru a degrada antigenul
in mod corespunzator.

Ulterior s-a vidzut insd cd nu macrofagele determini reactivi-
tatea animalelor la un anumit antigen, deoarece degradarea comple-
xelor hapteni —PLL de cidtre macrofagele de cobai este intru totul
identicid atit in vive, cit si in vitro, indiferent dacd aceste celule pro-
vin de la animale reactive sau nereactive.

S-a constatat ed, in vitro, extractele de splind provenind de la
indivizi reactivi §i nereactivi degradeazé intr-o méasurd similard
complexul haptend —PLIL si chiar rata cu care macrofagele inglo-
beazi prin pinocitoza acest conjugat este intru totul identicd la cobaii
reactivi gi la cei nereactivi.

Raminea deci logiec ca expresia fenotipicd a genelor Ir si se
realizeze la nivelul celulelor imunologic competente din seriile limfo-
plasmocitare.

Dupéd cum s-a aratat, cobaii homozigoti pentru alela nereactivi
a genei PLL, in urma inoculdrii de H—PLL (haptend — poli-L-lizing),
nu produe anticorpi si nu prezintd nici hipersensibilitatea fatd de
acest compus. Totugi, in anumite condifii, DNP—PLL se poate
comporta ca antigen si la aceste animale nereactive.

Astfel, cobaii genetic incapabili de a recunoaste antigenicitatea
DNP — PLL pot forma anticorpi anti-DNP cind sint imunizati cu
un complex format din DNP—PLL inecdrcati pozitiv, cuplatd la
albumingd striind (serumalbumind bovind) incéircati negativ. In
acest caz, apare un nivel inalt de anticorpi anti-DNP, desi animalele
nu vor manifesta starea de hipersensibilitate intirziatd fatd de
DNP —PLIL care apare caracteristic la cobaii genetie reactivi (Paul
s;émlah., 1966 ; Green gi colab., 1967, 1968 a, b; Plescia si colab.,
1968).

Rezultd ci diversii compusi administrati se comports diferit
in functie de conditia geneticd a animalelor imunizate.

In cazul cobailor reactivi, DNP reprezinti haptena care legats
la purtitor, respectiv la PLL, alcituieste un complex imunogen.
La cobaii nereactivi, acest compus nu este imunogen. El poate insi
functiona in intregime drept hapteni, de vreme ce prin legarea lui
la un alt purtitor, imunogen prin el insusi, in cazul de fati SAB,
complexul (DNP—PLL)SAB, determini sinteza de anticorpi
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anti-DNP. Imunogenitatea acestui complex este condifionati de
antigenicitatea serumalbuminei bovine (SAB), care reprezintd o
proteind ,,stréind’’ fatd de cobai, fapt dovedit prin constatarea ci
legarea DNP —PLL la polianioni neantigenici nu mai induce deloc
sinteza de anticorpi anti-DNP,

O altd observatie experimentalid, care confirmi acest punct de
vedere, este faptul cd animalele nereactive, devenite tolerante pentru
SAB, nu mai determini sinteza de anticorpi anti-DNP dup# imuni-
zarea cu (DNP—PLL)SAB.

Green gi colab., (1966 a, b) au aritat ci, indiferent dacd ani-
malele imunizate sint reactive, sau nu, respectiv daeci imunogenul
era reprezentat de DNP —PLL sau de (DNP—PLL)SAB, anticorpii
anti-DNP au aceeagi afinitate fati de DNP i aceeasi specificitate
partiald pentru PLL. Acegti anticorpi nu se pot lega la molecula de
proteind, deeci nu prezintd nici o specificitate anti-SAB (Levine,
1964 a, b). Aceste observatii sint inregistrate i confirmate de con-
statarea aceloragi autori (Levine gi colab., 1968; Green si colab.,
1968 a) cd chiar la animalele nereactive la care purtitorul SAB
este strict necesar pentiu inducerea anticorpilor anti—DNP, anti-
corpii anti—DNP gi anticorpii anti—SAB sint intotdeauna sinteti-
zati de celule separate.

Din cele expuse rezultid cé un sistem de celule imunologic com-
petente poate si réspundé prin sintezd de anticorpi fa{d de un anumit
compus, numai dacd indeplinegte doud condifii diferite :

1) Recunoagte acest compus, drept ,,antigen” si ca urmare
determini declangarea (processing) reactiei imune, fatd de acest
antigen. Pentru a indeplini aceastd conditie, molecula imunogeni
trebuie s aibid urmitoarele calititi :

— 8& fie un compus ,,strdin’’ (nonself) in raport cu sistemul de
celule imunologic competente cu care vine in contact ;

— s& aibd o anumitd dimensiune moleculard, prag, in lipsa
careia, reactia imund nu poate fi declangati.

Odatéd ce declangarea rispunsului imun a avut loe, urmeazi
indeplinirea celei de-a doua conditii, §i anume :

2) Inducerea sintezei de anticorpi specifici fatd de macromole-
cula antigenicé.

In cazul experientelor Iui Green si colab. (1968 a) si ale lui
Benacerraf gi colab. (1967), cele doud conditii se pot disocia in dife-
rite eircumstante, ca de exemplu :

— haptena (H) reprezintd un determinant antigenic care poate
induce sinteza anticorpilor specifici, deci indeplinegte conditia 2, dar
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singurd nu indeplineste condifia 1, adicd nu poate activa rispunsul
imun.

— complexul haptend-purtitor (H—P) indeplineste in schimb
ambele conditii, adicd poate declanga mai intii reactia imuni si
induce apoi diferite tipuri de raspuns, cum ar fi hipersensibilitatea
intirziatd sau producerea de anticorpi.

Se observi insd cid acest complex H—P are o valoare relativa
in funetie de sistemul celular luat in considerare. Astfel, pe un fond
genetic R (reactiv), care raspunde imunologic la PLL, complexul
H —PLL determini producerea de anticorpi anti-haptena ; in schimb,
pe un fond genetic N(nereactiv) care nu recunoagte PLL ca antigen,
complexul H—PLL trebuie legat 1la SAB (antigenicd de data aceasta
pentru individul N), pentru a indeplini conditia 1, deci pentru a
declanga rdspunsul imun gi, drept urmare, a induce sinteza de anti-
corpi anti-H (condifia 2).

Relativitatea acestui raport complex imunogen/sistem celular
se rezumd la faptul ¢d un complex imunogen nu poate fi definit ca
atare decit in momentul in care mécar o componenta a acestui complex
este antigenici per se, adicd indeplinegte singuri, in raport cu macro-
organismul imunizat, cele doud conditii enuntate.

Aceste constatiri ar putea fi explicate in doud moduri diferite.

Una si aceeasi celuld indeplineste singurid ambele conditii. Cu
alte cuvinte, o anumitad celuld recunoagte complexul H—P drept un
antigen (diferit de antigenul P), care reprezintd un compus nonself,
cu o dimensiune moleculard suficientd pentru a declansa rdspunsul
imun, §i, ca urmare, aceeagi celuld activatd produce anticorpi spe-
cifici fata de acest antigen H—P (fig. 12 a). Ar fi de agteptat, in acest
caz, ca anticorpii antihaptens, deci anti-H, s& aibd o specificitate
ceva mail complexs, adicd pe lingd specificitatea anti-H si posede si
specificitate anti-purtitor (anti-P) sau, cel putin, anti o parte din
macromolecula P, care spatial se gisegte strins apropiati de haptena
H. Receptorul specific de pe suprafata celulei producitoare de anti-
corpi ar fi prin urmare un receptor anti-DNP si in plus anti-PLL la
cobaii genetic reactivi (R) si anti-SAB la cobaii nereactivi (N),
prezenta acestui ultim receptor fiind strict necesarid pentru declan-
sarea raspunsului imun in aceastd celuld. Cu toate acestea, anticorpii
anti-DNP, produsi de cobaii nereactiviimunizati ecu (DNP —PLL)SAB,
sint identici cu anticorpii produsi de cobaii reactivi imunizati numai
cu DNP — PLL i nu au nici o specificitate anti-SAB. Pe lingi
aceasta, anticorpii anti-DNP sint produsi de celule diferite de
celulele ce sintetizeazd anticorpi anti-SAB.
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A doua modalitate de explicare a rezultatelor prezentate con-
siderd cé cele doud conditii, recunoagterea antigenicitdfii si declan-
sarea raspunsului imun (1) si sinteza de anticorpi specifici fati de
antigen (2), sint perfect independente si indeplinite de doud celule
limfoide diferite care coopereaza intre ele.

Conform acestui model, molecula purtitorului este mai intii
recunoscutid de citre celulele H (helper cells). Aceste celule fixeazi
antigenul pe suprafata lor si il ,,prezintd’ limfocitelor precursoare
ale celulelor formatoare de anticorpi, denumite si celule AFP (anti-
body forming cells precursors).

Odatd cu fixarea antigenului pe receptorii specifici ai celulelor
AFP, celulele H declanseazi transformarea precursorilor in plas-
mocite activ producitoare de anticorpi.

In cazul experientelor citate, la cobaii nereactivi, o celuli H,
avind receptori corespunzitori fragmentu]m SAB, recunoasgte com.-
plexul (DNP—PLL)SAB drept antigen, il leagﬁ, pe suprafata ei
prin intermediul fragmentului SAB si il prezintd atit celulelor AFP
specifice anti-DNP, cit si celor specifice anti-SAB. Drept urmare,
atit celulele precursoare anti-SAB, cit §i cele anti-DNP vor fi acti-
vate spre celule independente producatoare de anticorpi, anti-SAB
si anti-DNP (fig. 12 b).

Acest ultim model s-a dovedit cel corespunziator realitatii,
fapt argumentat @1 de cercetirile recente care au pus in evidentd
necesitatea cooperirii dintre celulele timus-dependente (T), eu rol de
celule H, si cele derivate din méduvi (B), ce reprezintid celule AFP,
pentru elaborarea raspunsului imun (vezi subcapitolul ,,Interactiuni
intre celulele imunologic competente in cursul elaboririi raspunsului
imun’’).

Rezultd ca atit animalele reactive, cit si cele nereactive la
DNP—PLL au celule care sintetizeazd anticorpi anti-DNP, deci
contin in genomul lor informatia necesard sintezei acestor anticorpi.

Ceea ce deosebeste aceste animale este prezenta celulelor H,
reactive la antigenul PLL, care apare la cobaii ce poartd gena PLL
si lipsa acestor celule la cobaii homozigofi pentru cealaltdi aleld a
acestei gene, La acestea din urma, stimularea celulelor producitoare
de anticorpi anti-DNP nu se poate face decit prin intermediul altor
celule H, care recunose drept imunogen serumalbumina bovind din
complexul (DNP—PLL)SAB (Mitchison, 1971 a, b).

Experiente similare ficute la goareci nereactivi la (T,G)—A —1L
au dus la rezultate identice, care aratid cé, la liniile nereactive, celu-
lele T nu pot recunoagte antigenicitatea acestui compus, prin urmare
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nu pot fixa acest antigen pe receptorii de pe suprafafa lor gi- implicit
nu pot activa celulele B corespunzatoare.

Alte dovezi experimentale argumenteazid de asemenea fap-
tul ed expresia fenotipici a genelor Ir se realizeazi la nivelul celulelor
T. Astfel, ori de cite ori gena Ir functioneazi in raport eu un anumit
antigen dat, acest antigen induce nu numai sinteza de anticorpi specifi-
¢l, ¢l gl hipersensibilitatea intirziata, ceea ce dovedesgte faptul ci celu-
lele T specifice sint capabile de un rispuns imun mediat prin celule.

Recent, McDevitt si colab. (1971) au constatat ed dacd se
exclude adjuvantul Freund (utilizat in primele experiente) si anima-
lele gint imunizate cu (T,G)—A—L, in solutie apoas#d, atunci in
raspuns primar atit goarecii reactivi, cit si cel nereactivi dau un
titru similar de anticorpi 19 8. Abia in rispunsul secundar, diferenta
dintre animalele reactive gi cele nereactive apare din nou, oglinditi prin
titrul anticorpilor 7 8, ceea ce dovedegte cii expresia fenotipicd a genelor
Ir controleazid mai ales cantitatile de anticorpi 7 S produse in rdspunsul
secundar. Aceste diferente pot fi ficute si dispard daci inainte de
imunizare animalele reactive sint timectomizate, iradiate gi restau-
rate exclusiv cu celule B (de maduva osoasd) singeneice. Spre deo-
sebire de aceasta, indepirtarea timusului la animalele genetic nereac-
tive nu are nici un efect asupra titrului indus de (T,G)—A—L in
solutie apoasd. Aceste experiente confirmé faptul ed si animalele
nereactive posedi celule AFP, care in rdspunsul primar pot fi acti-
vate direct de citre antigen pentru a sintetiza anticorpi 19 S (Grumet,
1971). In schimb, la aceste animale, celulele T gi mai ales celulele de
memorie ale acestei serii sint cu totul deficitare.

Green si colab. (1972) considerd c& si cobaii genetic nereactivi
la doze reduse de SAB poartd o deficientéd a celulelor T, care nu recu-
nose aceastd moleculd drept antigen, si prin urmare nu o fixeazi pe
suprafata lor.

O pirere oarecum deosebitd asupra exprimarii fenotipice a
genelor Ir este argumentatd de experientele lui Gershon gi colab.
(1973). Acesti autori au investigat activarea celulei T dupé contactul
cu antigenul, activare care are ca rezultat o diferentiere blasticd gi
implicit o sintezd sporitd de ADN pusd in evidentd prin crestere
cantitdtii de timidind *H incorporatd. '

S-a constatat cd si la animalele nereactive, contactul dintre
antigen si celulele T induce accelerarea sintezei ADN. Astfel, dupd
contactul timocitelor de goareci nereactivi la GAT (tulpina DBA/L;
H —2%) eu antigenul corespunzitor, s-a detectat la nivelul timocitelor
o sintezd semnificativ mai inalti de ADN. Aceasta dovedegte faptul
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ed celulele T recunose totusgi antigenul ca atare si prin urmare reac-
tioneaz# la fixarea sa pe receptori.

Ceea ce deosebeste celulele T de la animalele nereactive ar fi
ins# afinitatea prea mare a receptorului fatd de antigen. In acest
caz, celula T cu antigenul puternic fixat pe suprafata ei va deveni
imunologic paralizata si deci nu va mai putea coopera, impreund cu
antigenul, in activarea celulei B.

Dupé Gershon si colab. (1973), influenta locusului de histo-
compatibilitate asupra expresiei fenotipice a genei Ir se explica prin
faptul ca diferitele configuratii modelate de antigenele de histocom-
patibilitate pe suprafata membranei modificd in chip variat afini-
tatea receptorilor fatd de antigen.

Astfel, o afinitate potrivitd a receptorului fatd de antigen ar
determina un raspuns imun corect la animalele reactive. La cele
nereactive, afinitatea prea intensd a receptorilor fati de antigen
determind paralizia imunologicid a celulelor T gi respectiv incapaci-
tatea lor de a coopera cu celulele B.

Existd totusi o serie de date experimentale care aratd ci, cel
putin in anumite cazuri, exprimarea fenotipici a genelor Ir se face
la nivelul celulelor B. Shearer i colab. (1971) au inoculat un polipep-
tid sintetic (Phe, G)—Pro—1 (fenil-alanina si acid glutamic legate la
un schelet de poliprolinid si lizind) in adjuvant Freund, la doué linii
pure de goareeci, Linia DBA/1 rdspunde prin sintezd de anticorpi
fatda de fragmentul (Phe, G), in timp ce soarecii liniei SJL sinteti-
zeazd anticorpi speecifici anti-(Pro—L). Imposibilitatea de a sintetiza
antieurpi anti-(Pro—1L), in primul caz, gi anti-(Phe, G), in al doilea,
se datoregte faptului e¢i in splina acestor animale nu existi celule
reactive la antigen, deci care sid poarte pe suprafata lor receptori
specifici anti-(Pro—1) sau respectiv anti-(Phe, G). Lipsa acestor
celule reactive la antigen se face pe seama populatiei celulare deri-
vate din maduva osoasi, deci de tip B.

O situatie similard a fost raportatd de Skarova si Riha (1969).
Acegti autori au investigat diferentele genetic controlate in ce pri-
vegte sinteza de anticorpi la goareci imunizati cu doui haptene dife-
rite : acid para-aminobenzoic (PAB) si acid sulfanilic, legate de o
aceeagi moleculd de purtidtor (gammaglobulina bovind). Diferentele
in rdspunsul imun antihaptend nu se datoresc deci imunogenitatii
moleculei purtétorului, ci exclusiv imunogenititii diferite a celor
doud haptene fatd de-doud linii de goareci genetic deosebite. Si in acest,
caz, exprimarea fenotipicd a celor doud gene Ir se face mai cu geami
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la nivelul celulelor B, acestea fiind responsabile de reactivitatea sau
de nereactivitatea imunologici antihapteni.

Importanta structurii chimice a imunogenului in exprimarea
defectelor genetice la nivel celular este ilustratd de observatiile lui
Shearer §i colab. (1971), care au aridtat ci nereactivitatea soarecilor
SJL fatd de determinantul antigenic (Phe, G) este determinati
de un defect situat exclusiv la nivelul celulelor B, atunci ecind cei
doi aminoacizi sint atasati unui purtidtor poli-L-prolind, in timp ce
dacd aceiagi aminoacizi sint atagati la poli-DL-alanind, nereactivi-
tatea este determinatd de o deficientd situatd atit la nivelul celulelor
B, cit si la nivelul celulelor T.

Mecanismul prin care genele Ir controleazi raspunsul imun
fatd de un anumit antigen, indiferent daeci acest control se exprimi
fenotipic la nivelul celulelor T sau B, rdmine ined neldmurit,

S-a presupus ci genele Ir ar putea juca un rol direct sau indi-
rect in modelarea segmentelor variabile ale lanturilor L si H. Cu
alte cuvinte, la un animal reactiv, fatd de un anumit antigen, gena
Ir controleazi sinteza wunui situs combinativ ecorespunzitor, apt
pentru o legare corectid cu antigenul. Existenta unor situsuri combi-
native adecvate ar asigura implicit existenta unor receptori funetionali
cel putin pe suprafata celulelor din seria B.

O altd posibilitate este ca gena Ir si, aldturi de ea, antigenele
codificate de locusurile de histocompatibilitate sd influenteze afini-
tatea receptorilor de pe suprafata celulelor imunologic competente
fatd de antigen. Aceastd ultimi alternativd sustinutd de experien-
tele recente ale lui Gershon gi colab. (1973) pare mai plauzibild in
stadiul actual al cunogtintelor noastre.

Indiferent de modalitatea coneretd de interventie a genelor
Ir in reglarea reactivititii imunologice, dupd cum remarcid Benacerraf
si MeDevitt (1972), este foarte probabil ¢d acest tip de control genetic
poate juca un rol important in susceptibilitatea genetic transmisd a
omului si a animalelor la o varietate de boli.
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CAPITOLUL

\’

Detfecte genetice in
sinteza imunoglobulinelor

Din cele expuse pind acum rezulti cd biosinteza imunoglobu-
linelor reprezintd un lant de procese biochimice care sint coordonate
in cea mai mare misura de aparatul genetic al celulelor producitoare

de anticorpi.

Prin urmare, anomaliile sintezei imunoglobulinelor reprezinti
alterari sitnate in ultim& analizd la nivelul aparatului genetic al
acestor celule.

In raport cu existenta unui individ, obisnuim si clasificim
perturbdrile sintezei imunoglobulinelor in: genetice gi dobindite.

Anomaliile genetice sint mogtenite de la antecesori, se manifesté
in tot sau aproape in tot decursul existentei individului si sint uneori
transmise de acest individ la descendenfi.

Avem de-a face deei cu o perturbare (mutatie) germinativi,
care se transmite din generatie in generatie pe linia individului con-
siderat ca maeroorganism.

Includem in schimb in cadrul perturbirilor ,,dobindite’’ anoma-
liile care au apirut la un moment dat in viata unui individ, determi-
nate de actiunea unui factor cunoscut, sau cel mai adesea necunoscut,
care nu apar la antecesori §i care nu se transmit la descendenti.

In realitate vom vedea cii §i aceste cazuri aga-zis ,,dobindite”
sint datorate cel mai des unor perturbiri la nivelul aparatului genetic
al liniei somatice interesate in producerea unuia sau mai multor
tipuri de imunoglobuline. Acest defect genetic se transmite din gene-
ratie in generatie la nivelul unei linii somatice, sub forma unei ano-
malii (mutatii) a genomului celular, cum este cazul malignizarii
survenite in cazul plasmocitoamelor.

In funetie de tabloul clinic si de aspectul citologic si imunologie,
distingem boli eu supraproductie si boli cu productie scizuti de
imunoglobuline,

86— ¢, 891
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Afectiuni eu supraproduetie de imunoglobuline. Aceste afec-
tiuni sint descrise in literaturd sub numele de boli imunoproliferative
(Levin si Ritzman, 1965 ; Mellors, 1966), intrueit apar drept con-
secintd a unei proliferdri anormale a tipurilor de celule implicate in
sinteza ununnglc}bulmelnr (limfoplasmocite), sau de gammapatii,
intrucit in serul oamenilor i animalelor bolnave se evidentiazi apa-
ritia unor paraproteine cunoscute gi sub numele de componente M,
care din punct de vedere fizico-chimic se incadreazi in clasa gamma,-
globulinelor.

Dupd ecum am mai ardtat, paraproteinele nu reprezinti pro-
priu-zis anticorpi, in sensul ¢& nu apar drept urmare a unei stimuliri
antigenice bine definite, ¢i sint produse prin proliferarea maligni a
unei singure clone de celule producitoare de anticorpi.

Drept urmare, paraproteinele reprezinté imunoglobuline foarte
pure din clasele IgG, IgA, TgD sau IgE, care inlocuiese in serul indi-
vizilor bolnavi de mielom diversitatea enormd de imunoglobuline,
caracteristicd indivizilor normali.

Tumori plasmocitare similare s-au deseris gi la goarece, aceste
tumori fiind transplantabile de la un individ la altul. Prin puritatea
lor imunochimicd paraproteinele au reprezentat un material extrem
de important pentru studiul imunoglobulinelor. Pe acest material
s-au putut determina secventele de aminoacizi ale diferitelor lanfuri
L sau H, saun au fost deserigi noi determinanti alotipiei care datoritd
purititii proteinelor de mielom au putut fi corelati cu anumite grupe
si subgrupe de imunoglobuline.

Initial, aceste conecluzii au fost privite cu rezervi, considerin-
du-se ci proteinele produse de mieloame nu sint intru totul identice
anticorpilor normali, ele fiind rezultatul unui proces patologic si
mai ales neavind nici o activitate de anticorp cunoscutid. Ulterior
ins# s-a vazut e¢i cel putin unele proteine monoclonale au o activitate
de anticorp bine definitd. Astfel, din tabelul nr. 1 reiese ¢i s-au des-
cris proteine secretate de plasmocitoame care au activitate fie anti-
streptolizind, fie antigrupdri benzenice substituite (ex. dinitrofenil),
antigammaglobulini umani, sau antilipoproteind umani (Bernier,
1970). Din aceste luecrdri s-a tras concluzia c¢i cel putin in anumite
cazuri, paraproteinele reprezintid unul din multiplele tipuri de anti-
corpi ce apar si in conditii normale §i ¢d in gammapatii caracterul
anormal rezidd mai mult in controlul ratei de sintezi decit in pro-
dusul sintetizat.
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In luerdri mai recente, autorii incearci si lege diferitele tulbu-
riri in sinteza imunoglobulinelor de sistemele limfoplasmocitare T sau
B (vezi subecapitolul ,,Interactiuni intre celulele imunologic compe-
tente in cursul elaborfrii raspunsului imun”). In acest sens se con-
siderd cid mieloamele multiple reprezintd proliferiri maligne ale
unor clone de celule B (Roitt si colab., 1969).

In cadrul afectiunilor cu supraproductie de imunoglobuline
se deosebesc boli in cursul cdrora se sintetizeazid in exces Ig complete,
deci aledtuite din lanturi Li si H in proportie normalé, si boli in cursul
cirora apare un asineronism in sinteza celor dou# tipuri de lanturi
din structura imunoglobulinelor. In acest din urmi caz va apirea
un exces de lanturi H sau L libere.

1. Afectiuni cu supraproducfie de Ig complete. Aceste afectiuni
tradue o stare in cursul cireia se mentin sincronizarea normald a
lanturilor L §i H, precum si posibilitatea asamblirii corecte a celor
douid lanturi. Conform cu teoria initial postulatdi de citre Burnet
si ulterior confirmatd experimental, fiecare celuli poate sintetiza
un singur izotip de Ig, deci existd clone separate pentru fiecare izo-
tip posibil.

Acest fapt duce la afirmafia cd supraproductia unui singur
izotip anumit va fi determinat de proliferarea neobignuitd a unei
singure clone, corespunzitoare, in timp ce supraproductia de mai multe
izotipuri diverse de imunoglobulinid va apirea drept efect al proli-
ferdrii dezordonate a mai multor clone celulare diferite. Pini in
prezent nu s-a putut stabili o corespondentd precisi intre suprapro-
ductia unui anumit izotip si proliferarea unei celule morfologic bine
determinatai.

- Tocmai acest aspect morfologic incert gi controversat a deter-
minat pe Dameshek (citat dupd Ritzmann gi Levin, 1968) si adopte
o nomenclaturd funectionald ; dupd acest autor, plasmocitele se pot
deci subimparti in functie de Ig produsi, identificatd biochimie, in
imunocite gamma-G, imunocite gamma-A, imunocite gamma-D
§1 imunocite gamma-M.

+ Intr-un sens mai larg, acesti termeni sint aplicabili oricdrui
imunocit producitor de imunoglobulin, indiferent de caracteris-
ticile lui morfologice.

_ Ca urmare, printre alteririle cu supraproductie de imunoglo-
buline complete (Imhof gi colab., 1966) se descriu :

— gammapatii policlonale in cursul cirora apare o supra-
productie simultané a tuturor izotipurilor ;
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— gammapatii monoclonale in cursul céirora apare supra-
productia unui singur izotip de imunoglobulini.

Intre aceste extreme se descriu gammapatii diclonale sau
triclonale, in cursul cidrora se evidentiazi biosinteza crescuti a
doud sau respectiv trei izotipuri diferite.

In cadrul gammapatiilor monoclonale se descriu afectiuni cu
supraproductie de IgM, cunoscute in literaturid sub numele de macro-
globulinemie 'Waldenstréom sau supraproductie de IgA, IgG sau IgD,
fiecare reprezentind o varianti a mielomului multiplu.

2. Afectiuni cu supraproductie de Ig incomplet sintetizate.
In cazul acestor afectiuni se constati un decalaj in sinteza lanturilor,
astfel incit pot apirea libere fie lanturi H, ca in cazul bolii lanturilor
grele, fie lanturi L, care datoriti dimensiunilor lor mici trec prin
filtrul renal i se eliminé in urind, sub forméa de proteine Bence-Jones.

Dupa Williamson, tipul de mielom Bence-Jones (boala excesului
de lanturi ugoare L) poate fi considerat ca un fel de antipod al bolii
Franklin (boala lanturilor H) ; ambele reprezinti efectul unor incer-
ciiri nereusite a plasmocitului malignizat de a produce o imunoglo-
bulinéi patologicd intreagi, aledtuitd atit din lanturi L, cit gi din
lanfuri H.

In cursul acestor mielomatoze existii deci o suprimare a
exprimérii fenotipice a genei structurale L sau a celei H. Cea mai buné
dovadi a suprimairii expresiei fenotipice a genelor pentru lantul H a
fost adusi de Potter gi Kuff (1964), care, din mai multe tumori de
mielom de goarece ce sintetizau originar atit lanturi L, cit si lanturi
H, au izolat prin transplantiri de la un animal la altul sublinii tu-
morale care formau numai lanturi L.

Askonas gi Williamson (1969) au ardtat cd o asemenea sublinie
(47 B) nu are polizomi grei, caracteristici pentru ARN-m ce codifici
lanturile H, spre deosebire de linia tumorald originalid, (47 A) care
sintetiza ambele lanturi L gi H gi care prezenta atit polizomi grei,
cit si polizomi ugori.

Existid insd alte linii tumorale la care expresia fenotipici
a genei pentru lantul L este suprimata.

Astfel, Finegold, Fahey gi Granger (1967) au studiat o linie
celulari de limfom Burkitt care produce gi secretid numai lanfuri p.

Seligman gi Rambaud (1969) au descris boala lanjurilor .
Aceasta apare in cadrul unor limfoame maligne (plasmocito-sarcoame),
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proteina anormali fiind un lan{ H-« care reactioneazd imunoelectro-
foretic cu serul anti-IgA,. Fapt caracteristic, aceste lanturi tind a se
polimeriza spontan atit in wivo, cit gi in wvitre, polimerii rezultind
din lanturi legate intre ele prin punti —S—S-—.

Proteina anormald se elimini relativ putin in urini, probabil
datoritd tendintei de polimerizare, in schimb se poate detecta in saliva
unora dintre paeienti.

O serie de experiente tind si demonstreze cii proteina anormald
H-o« poate lega ,,piesa secretoare’, ceea ce ar explica aparifia el
in salivi.

Cercetirile citologice au aritat ci celulele cu proliferare maligni
produc lanturile patologice H-«, in schimb nu produe lanturi L,
ceea ce duce implicit la afirmatia cd, contrar regulei generale accep-
tate, lanturile H se pot elibera in acest caz de pe polizomi in lipsa
lanturilor L.

O alt# perturbare in sinteza imunoglobulinelor poate si apard
prin gresgeli in ansamblarea lanfurilor L gi H.

Dupi Askonas si Williamson (1969), acestea sint determinate
de gene L sau H care au anumite regiuni suprimate sau au o secventa
nucleotidicsi alteratdi, asa ineit ele codifici lanturi polipeptidice
care poartd defecte in secventa aminoacizilor implicati in legiturile
dintre lanturi. Astfel, de exemplu, Potter gi Kuff (1964) au descris
in linia de plasmocitom de goarece (47 A) sublinii celulare ce formeaza
gi secretd numai jumitifi de molecule (de tip L—H).

Aceasta sugereazii efi regiunea implicatd in puntile disulfidice
dintre lanturile grele lipseste sau este defectd in lanfurile H sinteti-
zate de aceste linii tumorale.

Un alt exemplu il reprezinti anumite cazuri de oameni ce suferid
de boala lanjurilor grele-vy, care pare a fi determinati tot de un defect
al genei ce controleazd lanturile H. Prahl (1967) a ardtat cd unul
din pacientii suferind de aceastd boaldi producea un lant H care
cuprindea o jumitate carboxiterminald (portiunea Fe¢) normald si
avea la capitul aminoterminal cifiva aminoaecizi identici cu cei din
capatul aminoterminal al lanfurilor v normale de om.

Acest lant anormal prezinti deci o delefie largi situatd in
fragmentul Fd, care afecteazi i zona unde se gisesc cisteinele im-
plicate in legitura H—H si care determini sinteza unui lant scurt,
solubil, care este secretat de citre celuli.
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Cercetarea celulelor implicate in sinteza anticorpilor a aritat
¢d in cele mai multe cazuri celulele afectate nu pot sintetiza deloc
lanturi usoare (Franklin, 1971).

Recent s-a descris boala lanturilor grele p.. Aceasta apare rareori,
la pacienti cu leucemie limfoidd cronici.

Proteinele patologice care caracterizeazi aceasti afectiune
sint reprezentate, pe de o parte, de proteinele Bence-Jones, care sint
eliminate in urind, iar pe de alti parte, de o proteini sericd, ce nu
apare in urind si care sub raport imunoelectroforetic reactioneazi
cu serul antilanturi u (Franklin, 1971). S-a viizut ¢i aceastd proteini
reprezintd un fragment de lanf u cu o greutate molecularii aproximativ
de 55 000. Faptul ci acegti pacienti produc atit lanturi u, cit si lanturi
ugoare arata ca celulele afectate pot sintetiza ambele tipuri de lanturi,
dar acestea nu pot fi asamblate probabil din cauza unei deletii care
implicd regiunile fragmentului Fd §i zona ce contine -cisteinele
implicate in legiturile dintre lanturile . si L.

Perturbdarile genetfice cu producere asinerond de lanturi L
sau H au fost aseminate cu situatiile ce apar in patologia hemoglo-
binelor. Astfel, in mod normal existd un sincronism intre sinteza
lanturilor « si B din structura hemoglobinei,

In anumite cazuri de talasemie apare insi sinteza asincroni
cu exces fie de lanf «, fie de lant § (Baglioni, 1963).

Astizi se considerd cd parte din bolile imunoproliferative iau
nagtere in urma unor perturbiri genetice. La baza acestor perturbdiri
stan foarte probabil diverse mutatii survenite pe liniile somatice
sau pe cele germinative (Imhof gi colab., 1966 ; Dammaco gi Clausen,
1966 ; Gavrilescu si colab., 1969).

Argumentele ce stau la baza acestel afirmatii sint multiple.

Informatia meodificatd din genomul celulelor alterate este
foarte stabili. Transplantele celulare in serie, de plasmocitoame
de soarece, au dovedit mentinerea aceleiasi configuratii de sintezi
a gammaglobulinelor. Dupid numeroase treceri de la un goarece la
altul, aceste linii celulare continui si sintetizeze acelagi tip strue-
tural de imunoglobulinid (Osserman, 1964).

Numeroase gammapatii s-au gisit asociate cu variate anomalii
cromozomiale, In macroglobulinemia Waldenstrom, Blake (1966)
si alti autori deseriu aparifia unor extracromozomi de doud tipuri,
cu centromer median si cu centromer submedian, asemandtori cu
cromozomii perechii 1 sau 2. Dupd acegti autori, extracromozomul
ar putea fi derivat din perechea a doua printr-o inversiune pericen-
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tried, in cursul cireia s-a pierdut o cantitate mai mare sau mal micd
din materialul ecromozomial al bratului lung.

Alti autori (Spengner gi colab., 1966) argumenteazi in plus origi-
nea somatici a mutatiei prin observatia aceloragi anomalii cromozo-
miale eare realizeazi insi un mozaic de celule normale — anormale.

Observatii similare au fost descrise §i in cazuri de mielom.
In toate cele 3 tipuri de gammapatii monoclonale cunoscute s-au
observat anomalii frecvente ale cromozomului 12.

Seligman (1966) observi cresterea incidentei acestor afecfiuni
odatd cu cresterea virstei, dupid o curbi similard celei semnalate in
bolile de autoagresiune de citre Burch (1963, 1964) si Burch si Rowell
(1963, 1966), iar Axelsson g1 Hillen (1966) intdrese asemanarea
geneticii formale a acestor doud grupe mari de boli prin pertur-
bare de mecanism imun, aritind ci gammapatiile predomind la
femei (vezi eapitolul ,,Baza genetici a proceselor de autoagresiune’’).

Gammapatiile mai pot fi determinate insd si de perturbari
genetice survenite pe liniile germinative. In acest caz, alterarea
genotipici ar determina la individul purtitor o predispozitie fati de
boald sau chiar boala. Prin studii statistice s-a confirmat incidenta
familiald ridicatd a hipergammaglobulinemiilor policlonale si trans-
misibilitatea lor de la o generatie la alta (Axelsson si Héllen, 1966 ;
Leonhardt, 1964).

Incidenta intrafamiliald erescuta a fost observata si in macro-
globulinemia Waldenstrom (Spengner si colab., 1966, Seligman,
1966). Analiza modului de transmitere ereditari a acestei afectiuni
indied o alterare geneticéd localizatd pe un autozom (Seligman, 1966).

In concluzie, declangarea bolilor imunoproliferative pare a
recunoaste drept cauzd perturbarea controlului homeostatic al
sintezei imunoglobulinelor, datoritd unor mutatii somatice care apar
pe un teren predispus, purtdtor al unei mutatii germinative (Spengner
si colab., 1966 ; Seligman, 1966).

Afectiuni cu productie sedzuti a imunoglobulinelor. In cadrul
bolilor eu productie scdzutd de imunoglobuline pot fi ineluse afec-
tiunile in care perturbarea mecanismelor de sintezi a imunoglobulinelor
determind fie reducerea concomitenti a tuturor tipurilor de imuno-
globuline, fie reducerea anumitor tipuri cu mentinerea constanti sau
cregterea compensatorie a celorlalte izotipuri.

Reddm in tabelul nr. 10 o enumerare §i succinti descriere a
bolilor genetice cu scidderea imunoglobulinelor, alcituiti de comi-
tetul de experti O.M.S., in aceastd problemi (O.M.S., 1968).
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Tabelul

Clasificarea afec{iunilor cu carenfe imunitare

Caracteristici histopatologice

. Numdér de
Sindrom i 3 limfocite
timus plasmocite diverse circulante
Agammaglobulinemie normal absente - normal
infantili cu transmitere
recesivi legati de sex
(boala Bruton)
Agammaglobulinemie timus hipo plazic a-| absente lipsa limfoci- foarte sclizut

alimfocitari autosomali

desea necoborit ; lip-

telor in fesu-

cu transmitere recesivi |sa celulelor limfoide turi
(limfocitoftizia esentiald |si a corpusculilor lui
a lui Glanzmann si Rini- Hassall
ker ,sau agammaglobu-
linemia de tip Swiss)
(Hitzig si Willi, 1961)
Timom cu agammaglo- | hipertrofie timici | scdzute sau — sciizut ; sci-
bulinemie (sindromul | de tipul celulei epi- absente derea este
Good) teliale fusiforme a progresivi,
stromei atingind va-
! lori extrem
! de mici
|
Insuficienta selectivii a Ig normal lipsa plasmo-| (o
IgA citelor pro- normal
(Rokey s5i colab,, 1964) duciitoare de
IgA
IgM, IgG, IgD, IgE ined necunoscute
Hipogammaglobulinemia scizute | e normal
tranzitorie a copilului ' I
Carente imunitare cu normal normal sciderea scadere
trombopenie si eczemi prezente |Progresivia progresivii
(sindromul Wiskott- limfocitelor
Aldrich) din regiunile
(Stiehm si MeIntosh, paracorticale
1967) dependente

de timus
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(dupi OM.S., 1968)
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Deficiente ale Anomalii imunologice b
imunoglobu- | pgspunsuri lrﬁspunsuri me- | genetic Observatii
linelor umorale  diate prin celule
sciderea | lipsi sau insufi- ' normale legati de cro-| infectii recurente cu pa-
masivi a cien{i gravi in mozomul X | togeni piogeni extrace-
tuturor raspunsul la orice

claselor

antigen

lulari

sciiderea tu- lipsa sau insufici-| rdspuns slab autosomal | indivizii bonlavi nu de-
turor enta rispunsuri-| la toate antige-| recesiv pédsesc virsta copiliriei
claselor |lor la toate anti- nele
genele (caracter
constant)
scdderea netii| rispunsuri defi- | riispunsuri defi- | se discutd | absenta constantd sau
a tuturor | citare-la toate | citare la toate | existenta sciderea masivd a eo-
claselor antigenele antigenele unui factor | zinofilelor in miduva
genetic si in singe, uneori se
asociazi si aplazia eri-
. troblastici
lipsa IgA | normale cu ex- normale necunoseut ; | bronsite, sinuzite, ente-
serice §i din |ceptia anticorpi- anumite ca- ropatii ; unii indivizi
secretii ; lor IgA zuri se trans- afectati nu au tulburiri
celelalte mit autoso- clinice
Ig normale mal recesiv
mai ales |in general sciizute normale boali pot prezenta mai tirziu
sciderea IgG| sau abolite familiald ? | titruri reduse de IgG
(subnormale)
intotdeauna | rispunsuri defi- | rispunsuri defi- | transmitere |{ylburiri asociate : ecze-
apare o modi-jcitare numai fati|citare numai fatd |recesivd lega-| ma si tmmhﬂgitépenie
ficare a Ig, |de anumite anti-|de anumite anti-| ti de eromo-
dar clasa |gene (lipsa izohe-| gene (variabile) | zomul X
afectatd si |maglutininelor si
gradul medi- |lipsa raspunsuri-

fiedrii difera
(apar adesea
sciiderea IgM
si cresterea

IgA)

lor fati de anti-
genele de mem-
brani glucidice)
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Tabelul nr. 10

‘ Laractenstllm histopatologice e
Sindrom : i . 4 limfocite
timus plasmocite | diverse circulante
i L
Ataxie telangiectazie tip embrionar fira variabile [sciiderea lim- usoari
{sindrom Louis Barr) organizare in zone focitelor in scidere
(Peterson sicolab., 1966) | corticale si medu- zonele ce de-
(Epstein si colab., 1966) |lare ; nu apar corpus- pind de timus
culi Hassall
I
Deficienta primitiva a 9 | in general | hiperplazie | in general
imunoglobulinelor, ne- ] scizute, dar | reticulari: normal
legati de sex, cu in masurd | hiperplazie
aparitie si forme clinice variabila |amigdaliani :
variabile (aberatii pri- rareori hiper-
mitive ale imunoglobu- plazie giganto-
linelor) ; in aceastd ca- foliculard a
tegorie sint incluse : ganglionilor |
— insuficientele limfatici si
primare ,,dobindite’ ; a splinei
— disgammaglobuline- |
miile ; Z
— formele congenitale -
»helegate de sex’ din
nomenclaturile prece-
dente (Barth si l |
colab., 1965) ' '
Carenta imunitard ere- | hipoplazie timici; | variabile |sciderea con-| redus, de
ditard cu limfopenie | scidderea insemnati siderabila a | intensitate
a celulelor limfoide limfocitelor variabila
| si a corpusculilor tisulare, desi
Hassall se mentin
| centre de
aglomeriri
limfocitare
! in splind si
in ganglionii
: limfatici
Limfopenie cutransmite-| hipoplazie timicd, | prezente sciderea redus
re autosomald recesiva cu lipsa celulelor normal masivi a
imunoglobuline §i plas- limfoide si a limfocitelor
mocite normale (sindro-{corpusculilor Hassall| tisulare |
mul Nezelof) (Fulginiti si ,
colab., 1966) |
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(continuare)

Deficiente A Anomalii imunologice = _

- | Mecanism s
imunoglobu- rdspunsuri | ridspunsuri medi- genetic Observatii

linelor umorale ate prin celule

in general |rispunsuri defi- | Tdspunsuri defi- | transmiter tulburiri asociate ;
sciderea Ig, | citare numai citare numai autosomali ataxie cerebeloasi
dar clasa afec-|fatd de anumite | fat® ge anumite | recesivi progresiva ; disgenezie
tatd si gradul antigen: antigene ovariand ; telangiec-

modificdrii (variabile) (constante) tazie a tuturor fesutu-
sint <ariabi- | rilor, care apare
le;adesea apa- uneori tardiv
re lipsa IgA 3 .

apare intot- | raspunsuri defi- | ridspunsuri defli- | transmitere ar putea reprezenta o
deauna o sci-Fcitarn numai fati| citare fatd de | autosomald entitate clinicd com-
dere a Ig, dar de anumite anti- anumite antigene recesivi posi-| plexd din care se vor

clasa afectata

5i natura mo-
dificdrilor

sint variabile

sciiderea Ig si
prezenta con-
stantd a unei|
anomalii, dar |
tipul si inten-
sitatea modi-
ficdrilor sint
variabile

gene (constante) |

(variabile)

riaspunsuri defi-

raspunsuri defi-

citare numai fata

de anumite anti-
gene (constante)

citare numai
fatd de anumite
antigene (con-
slante)

| bild in unele
icazuri ; poate

separa forme diferite,
definite fiecare

prezenta nor-
mali a tutu-
ror Ig

prezenti de anti-

corpi, dar rispun-

suri ineca insufici-
ent studiate

lipsa sau redu-
cerea puternici
a raspunsurilor
la toate antige-
nele (constante)

fi multifacto-| printr-o altd etiologie
riali si prin alte caractere
genetice
transmitere | Irecvente decese prin
recesivi lega- infectii micotice sau vi-
ti de cromo-| ralein prima copilirie
zomul X sau
autosomali
f
l
transmitere | ar putea fi considerata
autosomali | ca o entitate aparte, dar
recesivi poate reprezenta o forma

simelric opusa agamma-
globulinemiei de tip
Swiss
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Tabelul nr. 10

Caracteristici histopatologice M de
Sindrom : : limfocite
timus plasmocite diverse circulante
|
Aplazia timici lipsa evuiatiei epite-] Normal lipsa parati- | redus in mod
(sindromul Di George) (liului arcurilor bran-; . prezente roidelor ; nu |variabil ; une-
hiale 3 si 4; lipsa apar limfocite ori se gisesc
timusului in zonele para-| in limite nor-
corticale de- -male
pendente de
timus; pre-
zenta centri-
lor germina-
tivi

1. Afectiuni cu scdderea sincrond a tuturor izotipurilor de
imunoglobuline. In aceastdi categorie putem distinge o serie de enti-
tdati care recunosc un determinism genetie,

— Agammaglobulinemia de tip Bruton, caracterizati prin
sciaderea masivi a celor patru tipuri de imunoglobuline, care se
transmite legat de sex §i recesiv (Fudenberg si Franklin, 1963 ;
Burtin si colab., 1964). Gena implicatd in controlul acestei afectiuni
pare a se gisi pe ecromozomul X la cel putin trei unititi de recombinare
de gena ce controleazi sinteza antigenului eritrocitar Xg(a) (Sanger
si Race, 1963 ; Rosen gi colab., 1965).

Siegal si colab. (1971) an ardtat ¢ o serie de copii de sex masculin
cu agammaglobulinemie legati de X §i cu concentratii de imunoglo-
buline serice foarte reduse nu au imunoglobuline legate de membrani,
deci receptori pe suprafata limfocitelor circulante.

— Agammaglobulinemia de tip Swiss, in care imunoglobu-
linele dispar aproape in intregime, afectiune care se transmite autoso-
mal si recesiv (Hitzig i Willi, 1961).

— O altd entitate imunoclinicd este sindromul Good, respectiv
agammaglobulinemia care apare in anumite timoame i se manifesta
de asemenea prin reducerea cantititii tuturor tipurilor de imuno-
globuline. Nu existé incd dovezi precise asupra faptului ci aceastd
boald este genetic determinatd. S-ar putea ca de la o generatie la
alta si se transmitd numai o predispozifie geneticd pentru aceastd
afectiune (O.M.S., 1968). In orice caz este foarte probabil ci aceastd
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(continuare )
ER T - Anomalii imunologice
I;}Eflmentsh ale —| Mecanism o ;
imunoglobu- | rispunsuri  |rdspunsuri medi- genetic servatii
linelor umorale ate prin celule

prezenia nor-rimin de preci-lipsa de rdspuns nimic nu do-| in general boala este
mali a totu-|zat, dar aparent|la orice antigen | vedeste un | diagnosticati in peri-

ror Ig numeroase ris- (constantid) mecanism | oada neonatalid si de-
punsuri sint de- genetic numiti tetania
ficitare nou-niscutului

afectiune rezultéd dintr-o serie de modificiiri genetice care duc la
o0 j,transformare’ a tesutului timie, realizind o disparitie a timocitelor
normale gi inloeuirea lor prin celule de tip epitelial fusiform.

2. Afecfiumi eu reducerea anwmitor izotipuri de imunoglobuline
$i cu menjinerea normald sau eresterea compensatoare a celorlalie
wotipuri. In cadrul acestei categorii distingem mai multe entitiiti
clinice diferite (vezi tabelul nr. 10), fiecare dintre acestea fiind carac-
terizatd mai mult sau mai putin constant prin reducerea unei anumite

clase de imunoglobuline.
Astfel, reducerea selectivi a IgA poate si apard in eadrul

unui sindrom transmisibil ereditar in anumite familii printr-un
mecanism autosomal recesiv (Rokey si colab., 1964).

O scadere similard a IgA se constatd adesea si in ataxie — telan-
giectazie (sindromul Louis Barr), in care perturbirile imunologice
sint asociate cu o ataxie cerebeloasid progresivi, disgenezie ovariani,
telangiectazii ale tuturor tesuturilor. Sindrcraul Louis Barr se trans-
mite de la o generatie la alta autosomal recesiv (Péterson 3i colab.,
1965, 1966 ; Epstein si colab., 1966 ; McKusick i Gross, 1966 ;
Oppenheim gi colab., 1966 ; Rosen i colab., 1966).

Spre deosebire de ,,sciderea selectivd a IgA”, acest sindrom
prezintd tulburdri imunologice mult mai intense si mai variate, in
cursul cdrora apar deficiente atit in rispunsurile imune mediate
prin sinteza de anticorpi, cit §i in cele mediate prin celule.
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Reducerea IgG apare in cursul ,hipogammaglobulinemiei
tranzitorii a copilului’’, avind drept efect o reducere a raspunsurilor
imune prin sintezd de anticorpi si deci o crestere a receptivitatii
indivizilor afectati la infectii bacteriene §i virale. Afecfiunea este
trecitoare. Incidenta ei erescuti in cadrul anumitor familii sugereaza
cd ar apirea pe fondul unei predispozifili transmisibile ereditar.

In sfirsit, reducerea IgM apare foarte adesea concomitent
cu o crestere de IgA, in cursul sindromului Wiskott-Aldrich. Afec-
tiunea determind o alterare intensi a rispunsurilor imune atit in
ce privegte raspunsurile mediate prin sinteza de anticorpi, cit §iin
ce priveste raspunsurile mediate prin celule.

Eczema si trombocitopenia apar drept fenomene insofitoare
in cadrul acestui sindrom transmisibil ereditar ca un caracter recesiv,
legat de cromozomul X.

Reducerea anumitor izotipuri de imunoglobuline caracteri-
zeazd 8i alte entititi clinice cu transmitere ereditard, redate in ta-
belul nr. 10. Mentiondm eci aceastd clasificare se bazeazi pe cerce-
tdri imunologice gi genetice incé incomplete si prin urmare ea este
departe de a fi definitivi. Astfel, agammaglobulinemiile gi formele
,,congenitale’ ale deficientelor primitive ale imunoglobulinelor din
nomenclaturile mai wvechi au fost incadrate intr-un acelagi grup,
avind drept criteriu comun faptul ¢d se transmit ereditar autosomal.

Dupi insisgi parerea comitetului de exper{i O.M.S. in problemele
de imunogenetici, un studin mai atent al acestor afectiuni va duce
probabil la separarea lor in mai multe grupe deosebite care diferd
prin etiologia sau prin caracterul transmiterii lor ereditare.

Cercetdri recente care au pus in evidentd necesitatea interac-
tiunilor dintre sistemele celulare diferite, B i T, in cursul elaboririi
rdspunsului imun, permit incadrarea defectelor genetice cunoscute
intr-unul din aceste sisteme.

Astfel, dupd Roitt gi colab. (1969), agammaglobulineriia de
tip Bruton reprezintd o deficientd genefied ce afecteazi selectiv
sistemul de celule B, dat fiind ci riaspunsurile dependente de timus,
cum ar fi rejeciia de grefi, sint perfect normale, deci sistemul T
este indemn. Un mecanism patogenic similar caracterizeaza si re-
ducerea selectivi a IgA (Good si colab., 1971).

La extrema opusi se giseste sindromul Di George (aplazia
timic#), unde sistemul B este normal gi in consecintd toate clasele
de Ig apar in concentratie normald, in timp ce sistemul T este puter-
nic afectat, avind drept urmare alterarea raspunsurilor legate de
imunitatea celulard. Insuficienfa rdspunsurilor imune prin anticorpi
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s-ar datora in acest caz nu imposibilititii celulelor B de a produce
anticorpi, ci lipsei de cooperare intre sistemele T si B.

in schimb, alte categorii de imunodeficiente, cum ar fi cea
asociatdi ataxiei — telangiectaziei, sindromul Wiskott-Aldrich sau
carentele imunitare autosomale recesive, implicd afectarea simultand
a sistemelor T gi B (Good §i colab., 1971).

Rezultd deci ¢i si in cazul bolilor eu productie scazuta de
imunoglobuline, ca gi in cazul celorlalte doud grupe mari de afectiuni
imune — boli prin autoagresiune si boli imunoproliferative —,
mutatiile spontane somatice sau cele germinative pot fi recunoscute
drept cauze_ ale acestor perturbiri ale mecanismelor imunologice
de apirare. In ce priveste caracterul acestor mutatii, studiile sint
incd destul de imprecise i afirmatiile ficute {in in mare parte de
domeniul ipotezei de lucru. Un fapt extrem de important este insi
observatia ci o serie intreagid de afectiuni cu sciderea imunoglobu-
linelor recunose o transmitere geneticd legati de cromozomul X,
deci ar f1 determinate prin mutatii apiarute pe acest cromozom. Or,
dupia cum am ardtat in subeapitolul ,,Alotipurile imunoglobulinelor
umane’’, genele ce controleazid lanturile H i cele ce controleazi
lanturile L nu sint situate pe cromozomii de sex. Care este deci fac-
torul genetic situat pe cromozomul X §i cum influenteazi el direct
sinteza tuturor claselor gi subclaselor de imunoglobuline ?

Réaspunsurile la aceste intrebéri nu sint ined limurite. S-ar putea
ca pe acest cromozom $& se giseascd o genid reglatoare care si con-
troleze la distantd, prin intermediari citoplasmatici de tip repre-
sori, exprimarea fenotipici a genelor autosomale ce controleazs
sinteza lanturilor L si H.
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CAPITOLUL

Vi

Baza geneticd a proceselor
de autoagresiune

Dupéd cum s-a ardtat in primul eapitol, din punct de vedere
imunologie maecroorganismele reactioneazd exclusiv fatid de macro-
moleculele sau de celulele strdine, in mod normal orice compus
autolog nefiind imunogen in raport cu propriul lui organism. De
asemenea, s-a ardatat cd odatd constituitd aria ,,selfului’’, in eursul
dezvoltiarii ontogenetice a sistemului imun, aceasta se mentine con-
stantd in cursul vietii macroorganismului luat in considerare.

Dupéi izolarea si mentinerea in wvitre a unui compus autolog,
in conditii in care acesta nu-gi modifici structura chimicé, el este
recunoscut ca atare dupid o perioadid de timp variabili. Astfel, gam-
maglobulina de cobal congelata este recunoscuta drept self de citre
celulele exsudatului peritoneal (polimorfonucleare) ale aceluiagi
cobai, dupid o perioadd de 90 de zile, echivalentd cu 30 de generatii
leucocitare, de la izolarea compusului autolog din organism (Gavri-
leseu si eolab., 1969 a).

In ce priveste liniile limfoplasmocitare formatoare de anticorpi,
asa dupd cum s-a aritat, dezvoltarea ontogenetici a sistemului imun
implicd intr-o primi etapd un proces de diferentiere a celulelor pri-
mitive nereactive la antigen in celule imunologic competente reac-
tive la antigen (antigen-sensitive cells). Fiecare celuld derivati
din acest proces va fi potential eapabili si producd anticorpi, fati
de un singur determinant antigenie, clona derivatd prin proliferarea
acestei celule mentinind indefinit aceastd specificitate.

Totalitatea clonelor derivate prin acest proces de hiperva-
riabilitate, pe care l-am denumit inifiere (committment), va putea
rispunde prin declansarea unei reactii imune si impotriva antige-
genelor proprii. Pentru a preveni aceasta, procesul de initiere decurge
concomitent cu un proces de selecfie in cursul cdruia clonele cores-
punzind unor determinanti antigenici proprii sint ,,funetional para-
lizate”, deci sint impiedicate si prolifereze i si declangeze rispunsul
imun (Jerne, 1971).
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Autoagresiunea reprezintd un proces biologic, carehin esenta
se traduce prin elaborarea unui réspuns imun indreptat impotriva
anumitor componente autologe ce in mod normal nu posedd capaci-
tate antigenicd in raport cu organismul respectiv, fiind incluse in
aria selfului sau separate prin bariere biologice de circuitul sanguin
si deci de sistemul implicat in recunoagterea imunologica. !

(a urmare, autoagresiunea poate fi determinatd prin doud
modalitati :

a) Fie prin aparitia sau prin alterarea unor macromolecule
proprii care capitd un aspect deosebit de macromoleculele existente
in momentul ontogenetic, ¢ind in organism sint selectate §i eliminate
functional clonele interzise. Este cazul proceselor de autoagresiune
ce apar prin alterarea unor compusi autologi, ca urmare a unor infectii
bacteriene sau virale, cum ar fi anumite tipuri de glomerulonefrite.

Se considerd, de asemenea, ci procesele de imbétrinire sint
insotite de un proces de autoagresiune aparut prin sinteza defectu-
oasi a unor proteine autologe.

Recent, Iverson gi Lindenmann (1972) au ardtat ed dacd se
imunizeazi soarecii cu un extract de ficat alogenic (provenind deci
de la o linie de soareci genetic diferitd), aceste animale vor produce
anticorpi antificat care au un caracter de auto-anticorpi, deoarece
precipitd specific cu extracte apoase din propriul tesut hepatie.

Lueririle acestor autori demonstreazid deci ca Tz compus
autolog poate deveni imunogen, dacé in momentul Imunizirii acesta
este chimic legat la un alt compus alegenic, deei imunogen prin el
insugi. Cu alte cuvinte, comrlecxul maeromolecular extras din ficat
se comportd ca un esinplex haptend-purtitor, in care fragmentul
echivalent haptenei este reprezentat de macromoleculele specifice
fesutului luat in considerare (ficat), in timp ce fragmentul echiva-
lent purtdtorului este reprezentat de antigenele de transplantare
deosebite de la o linie de soareci la alta.

Réaspunsul imun elaborat in aceste condifii este un raspuns
dependent de timus, in care stimularea celulelor T de citre antigenele
de transplantare induce prin cooperarea T —B sinteza de anticorpi
antitesut propriu, ficat, la nivelul unor celule B care in conditii nor-
male nu puteau fi stimulate.

b) Fie prin procesele care altereazi sensibilitatea clonelor
interzise la inhibitia indusid de compusii autologi. Ca urmare, aceste
clone igi vor redobindi activitatea si vor reactiona prin producerea
de anticorpi impotriva macromoleculelor propriului organism. Mo-
dificdri de asemenea naturd vor trebui si persiste insd timp indelungat.
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la nivelul mai multor generatii ale clonei interzise pentru a putea ex-
plica astfel durata lungi si stabilitatea proceselor de autoagresiune.
Teoretic, deci, ele ar trebui asimilate cu evenimente de ordin mu-
tational (Gavrilescu si colab., 1969).

Existéa o serie de constatdri experimentale care indreptitesc
afirmatia cd mutatiile ce stau la baza bolilor de autoagresiune pot
83 apard fie pe linie somaticd, fie pe linie germinativi. Un exemplu
tipic al unor asemenea modificiri ale mecanismului de apirare
imunologici, aparute ca urmare a unei mutatii somatice spontane,
sint diversele manifestiri autoimune prezente la linia de soareci
NZB (Burnet, 1964 ; Frion si Teague, 1964 ; de Wries §i Hijmans,
1966 ; Hicks si Burnet, 1966). Modificarile precoce care apar in
timusul acestor animale argumenteazi cid mutatia somatici ce a
declangat redegteptarea unor clone ,,inferzise’’ a avut loc la acest
nivel. Leziuni similare apar la nivelul timusului §i la om in lupusul
eritematos (L.E.) sau in miastenia grava, boli cert autoimune (Mackay
si colab., 1964 ; Burnet si Mackay, 1965).

Ca argumente suplimentare in favoarea faptului ci procesele
autoimune iau nagtere prin mutatii somatice care afecteazid stabili-
tatea clonelor interzise, eitidm :

— asocierea frecventd a afectiunilor limfo-proliferative cu
manifestiri autoimune (Peterson gi Good, 1963 ; Dameshek, 1966 ;
Holmes si Burnet, 19v3) ;

— asocierea frecventd ia acelagi individ a mai multor boli
cu caracter autoimun (Peterson gi Good, 1963);

— asocierea frecventd a bolilor autoimune cu alte perturbiri
ale mecanismelor de apirare imunologicd, cum ar fi modificiri can-
titative si calitative ale imunoglobulinelor (Wolf, 1963 ; Peterson
i colab., 1965 ; Cruchaud si colab., 1966).

Burch (1963), (1964) si Burch si Rowell (1963), (1966), au con-
statat, pe baza unei analize statistice, mai multe caracteristici comune
pentru o serie de afectiuni cu componentd cert autoimuni, cum ar
fi Iupusul eritematos, tiroidita Hashimoto sau poliartrita inflama-
toare (P.C.E.).

Astfel, pentru o anumitd boald, proportia de indivizi afectati
dintr-o populatie de o anumitd virstd (incidenta specifici de virsti)
cregte odatd cu cresterea virstei. Analiza curbei de cregtere aratd ci
aceste reactii autoimune apar prin acumularea unor evenimente
discrete, rare, a ciror probabilitate medie de aparitie constantd in
timp pledeazd pentru identificarea lor eu mutatii spontane somatice.
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Panta curbei de crestere in acest caz ar indica numirul de
mutatii somatice, deci numirul de clone interzise redesteptate,
necesare pentru a determina aparifia bolii autoimune.

Caleulul raportului de sexe (sex-ratio) in aceste afectiuni arata
ci raportul femei/birbati este egal cu 2.

Acest raport pledeazi pentru afirmatia cd mutatiile somatice
spontane ce duc la redesteptarea clonei interzise sint situate pe
cromozomul X i sint dominante. _

Dat fiind cii femeile poseds acest cromozom in dublu exemplar,
sansa aparitiei unei asemenea mutatii este de doud ori mai mare
decit la birbati, care au acest cromozom intr-un singur exemplar.
Mutatia avind un caracter dominant, se infelege ci afectarea macar
a uniia din cei doi cromozomi din genomul femeilor este suficienta
pentru determinarea procesului de autoagresiune.

La bérbati, in schimb, neexistind decit un singur cromozom X,
rezultd cd apdrarea imunologicd prin sintezd de anticorpi va fi mai
redusid, dacid pe acest cromozom se gasese situato locusuri care con-
troleazd sinteza anticorpilor. Acest lucru este confirmai prin con-
statarea cii mortalitatea prin boli infectioase este mai mare la biarbati
decit la femei. Astfel, raportul mortalititii birbati/femei este intot-
deauna supraunitar, in Anglia fiind de 2,13, in Danemarca de 1,20,
in Japonia de 1,35 si populatia albd din S.U.A. de 2,12,

Cresterea frecventei dereglirilor autoimune in raport cu virsta,
precum i o valoare similard a raportului de sexe au fost descrise
gi de alti autori la om (Peterson gi Good, 1963 ; Leonhardt, 1964 ;
Williams §i colab., 1964), pentru poliartrita inflamatoare (P.C.E.),
lupusul eritematos, anemia pernicioasd, §i la animale (Frion si Tea-
gue 1964 ; Burnet 1965 a). Este insi foarte probabil ¢& si anumiti
factori autosomali controleazi rispunsul imun prin sinteza de anti-
corpi. Mutatiile somatice incriminate in aparitia bolilor de auto-
E‘egresiune pot fi spontane sau induse de divesti agenti din mediul
inconjurator.

Existd astfel o serie de observatii care aratd ci procesele de
autoregresiune apar sau se intensificd in urma unor iradieri intense
(Editorial, 1966).

Majoritatea bolilor autoimune recunose insd si o transmitere
ereditard din generatie in generatie, fapt care indreptiteste afirma-
tia ci existd si mutatii aparute pe liniile germinative al ciiror efect
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va fi dereglarea homeostaziei imunologice. Aceastd concluzie este
sustinutd de urmitoarele observatii :

— Incidenta reactiilor autoimune este mult mai frecventd
in cadrul anumitor familii umane, fapt semnalat pentru Ilupusul
eritematos, poliartrita cronicd evolutivi (Leonhardt, 1964 ; Vasey,
1965 ; Joseph si Zarafonetis, 1965), anemia hemolitici autoimuni
(Dreyfus, 1964), anemia pernicioasd (Peterson i Good, 1963 ; Veldek
si colab., 1964), tiroidita Hashimoto (Hall si colab., 1964), sau in
cadrul anumitor linii pure de animale, cum ar fi goarecii liniei NZB
(Holmes si Burnet, 1964 ; Burnet, 1965 a, b) si BSVS (Boehme,
1965) sau cobaii Hartley (MacMaster si colab., 1965).

— Studii pe gemeni arati o concordantéi care variazd in
ordine descrescindid de la gemenii monozigoti la cei dizigoti i in
fratriile fird gemeni (Peterson §i Good, 1963 ; Joseph si Zarafonciis,
1965 ; Osborne si Simeno, 1966).

— S-au deseris frecvent boli autoimmnnrs asociate cu aberatii
cromozomiale, cum ar fi sindromul Turner (cariotip X0), sindromul
Down (trisomie 21) (Figlkow, 1964) sau sindromul Klinefelter
(cariotip XX V) (Burch, 1963).

YVeldek si colab., (1964) au aritat ci mutatia germinativi care
determinii anemia pernicioasd are un caracter dominant gi o pene-
trantd incompletd. Este deci probabil ¢4 mutatia somaticd inerimi-
nati in reactivarea clonelor interzise apare in mod preferential la
indivizii en o predispozitie constitutionald, transmisibila ereditar,
predispozitie datoritd unei mutatii germinative.

Predispozitia geneticé fatd de boli antoimune a fost demonstrata
firi posibilitate de indoiald la anumite linii de animale. Astfel, numai
anumite linii pure de goareci fac anemii hemolitice antoimune sau
olomerulonefrite. Argumentul cel mai puternic in favoarea acestel
afirmatii a fost furnizat de studiul liniei de soareci NZB. Prin incru-
cigéri repetate cu alte linii s-a constatat cd in genomul liniei NZB
existd o aleli mutantd, codominantéd cu alela normald, care determina
un teren transmisibil ereditar, pe fondul edruia apar spontan cu frec-
ventd mare, prin mutatii somatice, alterdri autoimune (Holmes
si Burnet, 1964 ; 1966 ; Burnet, 1965 b).

Mai mult decit atit, se constatd in acest caz un pronuntat
efect de dozi, afectiunile homozigotilor pentru aceastd aleld fiind
mult mai intense si precoce decit formele contractate de heterozi-
ooti. Astfel, dacd se incruciseazd linia de goareci NZB, presupusi
homozigot# pentru alela ce controleazd procesul autoimun, cu linia NZW
homozigotd pentru alela normald, hibrizii F, rezultati prezinti foarte
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des sindromul autoimun, dar acesta apare mult mai tirziu §i sub o
formé eclinied mult mai blindd decit in linia NZB.

In esentii, particularitifile genetic controlate care ar putea
explica predispozitia unui macroorganism la autoimunitate pot fi
impartite, dupd O.M.S. (1968), in :

a) variatii in producerea de autoanticorpi sau de celule imuno-
logic ecompetente reactive la antigenele proprii;

b) variatii in reactivitatea tesuturilor tinta.

Determinismul genetic al primei particularitati a fost pus
in evidentd prin inducerea la gobolan a nefropatiei antoimune dupi
imunizarea cu proteine renale omologe. Watson §i Dixon (1966)
au aritat ci la sobolanii liniilor Sprague-Dawley sau Lewis boala
apare rapid, in timp ce gobolanii liniei Buffalo nu fac nefritd si nici
nu se pot detecta in serul lor anticorpi antiproteinele renaleinjec-
tate.

In ce priveste inducerea encefalomielitei alergice experimen-
tale, Paterson (1963) a constatat ci sobolanii liniei Lewis sintetizeazi
anticorpi fixatori de complement (avind capacitatea protectoare)
si nu faec boala dupi inocularea de tesut nervos, in timp ce alte linii
de sobolani nu produc anticorpi protectori si contracteazd rapid
encefalomielita. :

In ce priveste diferentele genetic controlate in reactivitatea
tesuturilor {intd, acestea au fost investigate experimental prin ino-
cularea la animale a unor cantitdti mari de anticorpi anti un fesut
oarecare. Dacd se inoculeazd unui animal, de exemplu, anticorpi
antirinichi, acestia determinid o nefriti. Cu toate acestea sensibili-
tatea diverselor specii la anticorpii anti-tesut propriu este foarte
variabild. Astfel, in timp ce oaia este foarte sensibild, contractind
rapid nefrite, sobolanul are o sensibilitate intermediarid si soarecele
este rezistent.,

Sensibilitatea la nefritd variaza insd in functie de linia genetici
a goarecilor. Astfel, goarecii BALB/¢ sint extrem de sensibili, pre-
zentind o nefritd rapidid si foarte gravid, animalele liniei AKR au
o reactivitate intermediard, pe c¢ind soarecii liniei A/Jax nu fac
boala deloe (Unanue si colab., 1967).

Nu se gtie ined exact prin ce mecanism alela ,autoimuni’
controleazd declansarea afectiunii clinice. S-au dat pind in prezent
maiﬁ multe explicatii (O.M.S., 1968 ; Fudenberg, 1971), printre care
notam :

1) Posibilitatea de a exista o sensibilitate genetici fatid de
un agent infectios oarecare, de exemplu, un virus care prin interactiu-
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nea cu tesuturile gazdei determinéi antigene noi ce vor declanga
boala autoimuni (vezi in aceeasi ordine de idei, nereactivitatea imu-
nologici la anumite antigene, controlaté genetic la anumite linii
pure (Cap. IV).

Astfel, Baker i Hotchin (citati dupa O.M.S., 1968) au aritat
cé mfeqm persmtenta eu virusul cﬂrmmenmgltm llmfﬂcltaure deter-
ming leziuni renale caracteristice unei boli autoimune. Incidenta
crescutd a afectiunilor autoimune la indivizi cu defecte genetice
in sinteza imunoglobulinelor (hipogammaglobulinemii sau agamma-
globulinemii) reprezintd un argument in plus in favoarea acestui
punct de vedere; de asemenea, cregterea incidentei proceselor auto-
imune, la animale experimental iradiate san timectomizate, la care
deci procesele de reactivitate imunologicd sint puternic lezate.

Dupid acest punct de vedere, mutatiile survenite la nivelul
liniei germinative ar reprezenta o conditie necesarsd, dar nu suficienté,
pentru aparitia bolii, aceasta fiind ,,declangatd’ in final de un agent
exogen (bacterie, virus, iradiere, medicamente). Acesti factori exo-
geni pot actiona fie prin antigenitatea lor incrucisatd cu un tesut
oarecare al gazdei, fie prin alterarea {esuturilor acesteia.

2) Constitutia genetici ar putea favoriza direct alterarea
(modificarea) antigenelor gazdei. Aceastd degradare progresivia ar
fi de asteptat si inducd boala autoimund la virste mai avansate,
tirziu, dupé ce paralizia functionald a clonelor ce produe anticorpi
impotriva constituentilor proprii a fost inféptuita.

3) Factorii genetici ar mai putea afecta direct raspunsul
imun, mutatiile somatice survenite la nivelul clonelor ,,interzise’
reactivind funcfionalitatea acestora.
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CAPITOLUL

Vil

Deficiente ereditare
ale complementului

Sistemul complement (C) la om este format din 9 componente
(C1—C9) (W.H.O., 1970). Componenta C1, la rindul ei, este alci-
tuitd din 3 subcomponente, Clq, Clr gi Cls. Toate cele 9 compo-
nente existd in serul normal sub formé inactiva, reprezentind 109,
din globulinele serice. Diversele componente ale complementului
actioneazi seevential in felul urmitor :

Complexul antigen (eritroecit) — anticorp (sau prescurtat EA)
initiaza activarea complementului. Pentru aceasta este suficientd
o singurd molecula de IgM sau doud molecule de IgG.

Complexele antigen-anticorp activeazi cel mai eficient com-
plementul atunei cind sint amestecate in proportie aproximativ
echivalentd. In cazul in care in complexul EA apar imunoglobuline
formate artificial din doud lanturi usoare si doud lanturi grele,
avind un singur situs combinativ antieritrocit, nu se poate produce
reteana antigen-anticorp-antigen... §i nici activarea complemen-
tului (C).

Etapele de activare a complementului decurg secvential dupéi
cum urmeazi (Miiller-Eberhard, 1969 ; Humphrey si White, 1970 ;
Herbert i Wilkinson, 1971) (fig. 13):

— Formarea complexului EA —C1 aetivat (prescurtat EAC1a).
In primul stadiu, Clq se leagi de portiunea Fe¢ a lantului greu, fiind
urmatd de Clr si Cls. Legarea se produce in prezenta ionului de
caleiu.

Subcomponenta Cls din plasma este o proesterazd inactivi.

Combinarea C1 eu imunoglobulina inifiazd un proces intra-
molecular care determind activarea enzimei Cls, esterazi activi,
responsabild de initierea reactiilor urmitoare. Rolul exaet al Clq
si Clr in acest proces este neclar (Cooper, 1971).

Pe linga activitatea esterazicid, subcomponenta Cls are §i capa-
citatea de a reactiona specific cu C4 g C2.
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— Formarea complexului EAC14 : Cla sub forma unei este-
raze active transforma C4 intr-o forméi activati, labild, care se poate
lega de suprafata eritroecitului sau de un alt complex antigen-anticorp.
Componenta C4 activati se poate inactiva din nou daci nu s-a legat
imediat dupid activarea sa.

— Formarea complexului EAC142 : componenta C2 activatd
prin interactiunea cu Cla este fixatd de C4 (Pooley si Miiller-Eber-
hard, 1968). C2 este probabil o esterazi care se inactiveazid rapid.

Legarea C4 gi C2 la suprafata celulei-antigen necesitd ioni
de Mg?*. Odati activate C4 gi (2, acestea continuii singure secventa
de reactii ce duce la liza celulei, C1la nemaifiind necesari. Ea poate
fi pierdutd sau indepartatd artificial prin tratare eu etilendiamin-
tetraacetat (EDTA).

— Formarea complexului EAC1423 : componenta C3 este
cea mai abundentd in plasma umand. Complexul enzimatic C42
desface C3 intr-un fragment mai miec — anafilatoxina —, care are
§i actiune chimiotacticd, i un fragment mai mare care se leagi de
membrani (Cooper, 1971). Complexul EAC1423 joacid un rol impor-
tant in imunoaderentid, fagocitozid si conglutinare.

— Formarea complexului EAC1423567 : existd putine date
privind felul in care actioneazid componentele C5, C6 si C7, toate
trei reprezentind o unitate funetionali. Complexul EAC1423 actio-
neazd asupra acestei unitdti funetionale, determinind trecerea ei
intr-o stare activi. Componenta activi Cba, prin clivarea in doud
fragmente mai mici, contribuie la producerea anafilatoxinei gi la
chimiotaxie (Cooper, 1971 ; Vogt si colab., 1971).

— Dupéa formarea EAC1423567, urmeazd activarea ultimelor
componente, C8 gi C9. Pini in prezent existd incd foarte putine date
asupra rolului lor in eomplex. In cazul eritroeitului, fixarea ultimelor
componente provoacid umflarea osmoticd §1 spargerea acestuia,
pe cind in cazul altor celule-antigen se produce o dezorganizare a
mediului intern, ce duce la ruperea lizozomilor gi distrugerea celulei
fird tumefierea exagerata.

Leziunile pot fi vizute la mieroscopul electronic sub forma
unor giuri in membrana eritrocitului, a celulei tumorale sau a bac-
teriilor gramnegative.

Ele sint puse in legaturid cu ruperea stratului lipidic continuu
de pe membrane, datoriti anumitor alterdri ale componentelor
fosfolipidice, dar in general mecanismul acestor modificiri este ne-
cunoscut.
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fn serul uman existdi inhibitori naturali ai complementului,
dintre care cel mai bine caracterizat este inhibitorul Cl-esteraze:l
reprezentat de o «,-neuramin-glicoproteind termolabilid. Inhibitorul
actioneazd asupra subcomponentei C1s gi inhibé reactia complexului
C1 activat cu C4 gi C2.

Reactia complexului C1 activat cu C4 gi C2 fiind mult mai
rapidd comparativ eu reactia dintre Cl-esteraza gi inhibitorul sau,
in mod normal nu are loc inhibarea si reactia componentei C1 eu
C4 gi C2 se poate produce.

S-au descris incd doi inhibitori naturali, unul termostabil,
al componentei (3 gi al doilea termolabil, inhibitor al componentei
C6 (Humphrey si White, 1970).

In cercetirile descrise in literatura de specialitate, toate com-
ponentele ce constituie sistemul complement sint identificate
fie prin functia lor, in cazul de fa{d activitatea -hemoliticd, fie prin
imunoelectroforezi, punind astfel in evidentd structura si implicit
antigenitatea specificid a proteinei ce alcituiegte fiecare componenti
in parte (Ruddy si colab., 1970).

Se cunosc pind in prezent deficiente controlate ereditar pentru
fﬂmpﬂ_nentele C1, C2, C3, C4, C6, C6 si pentru inhibitorul Cl-es-
erazei.

DEFICIENTE ALE SISTEMULUI COMPLEMENT LA OM

La omul séndtos, nivelul complementului este constant si
caracteristic speciei. Acelagi lucru se poate afirma gi pentru alte
specii de mamifere (iepuri, cobai, soareci) (W.H.O., 1970).

Deficienfele complementului descrise la om pot fi determinate
de factori genetici sau pot si apari ca urmare a unor procese pato-
logice dobindite in cursul existentei. Uneori, aceste deficiente evo-
luueazﬁ asimptematie, in timp ce in alte cazuri sint insotite de pertur-
béri clinice.

Cercetindu-se serurile indivizilor ereditar deficitari in compo-
nenta C2, s-a constatat la persoanele homozigote lipsa totald san
activitatea foarte redusd (0,5—49, din activitatea normald) a acestei
componente ; in gchimb, la persoanele heterozigote activitatea deter-
minatd a fost de 20—609%, fatd de activitatea C2 din serul normal
(Pooley, 1967 ; Cooper si colab. 1968 ; Klemperer, 1968).
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Analiza imunochimic# a acestei componente a confirmat redu-
cerea sau lipsa proteinei (2 din serul acestor indivizi. Alte cercetéri
ce au urmirit activitatea de conversie a EAC14, precum si aspectul
imunoelectroforetic an ardtat cd din césdtoria a doi heterozigofi
au rezultat 9 copii, printre care s-au gigsit : 2 indivizi homozigofi
pentru C2 (normali), 3 indivizi heterozigoti si 3 copii homozigoti
deficienti pentru C2 (un copil nu a fost investigat).

Aceste constatéri permit concluzia ci deficienfa pentru C2
8e transmite ereditar ca un caracter autosomal recesiv (Ruddy si
colab., 1970).

Investigatii ficute pe un ser provenind de la un individ nou-
niscut, homozigot pentru deficienta C2, si pe serul matern deficitar
in formi heterozigotd aun dus la constatarea ci aceastd componenti
nu poate trece prin placenti.

Deficienta componentei C2 nu afecteazi nici una dintre celelalte
componente sau subcomponente si nu este asociati eu vreun defect
decelabil in ceea ce priveste rezistenta gazdei la infeetii intercurente
(Ruddy si colab., 1970).

Se stie cd imunoaderenta, eritrofagocitoza gi bacterioliza
cer prezenta primelor patrn componente ale complementului, iar
pentru elaborarea factorului chemotactic necesar leucocitelor poli-
morfonucleare se cere prezenta si activitatea primelor sapte compo-
nente (Klemperer gi colab., 1967).

Drept urmare, serurile deficitare pentru componenta C2 sint
deficitare gi in ceea ce priveste imunoaderenta si bacterioliza.

Serul de la indivizii homozigoti pentru deficienta C2 are 10 —15%,
din activitatea de imunoaderentd a seruluinormal, iar serul de la
indivizii heterozigoti prezintd aproximativ 509, din aetivitatea
normald (Gewurz si colab., 1966 ; Klemperer si colab., 1967).

Defectiunea componentei C2 a complementului apare ca rezul-
tatul unei biosinteze proteice alterate si nu al producerii unui inhi-
bitor seric sau al biosintezei unei forme de (2 active, dar instabile
(Ruddy si colab., 1970).

In ceea ce priveste componenta C3, capacitatea electroforezei
in gel de amidon sau in agarozi de a separa amestecuri de proteine
a dus la descoperirea in serul uman a unui polimorfism genetic
determinat al acestei componente. S-a constatat astfel existenta
unor variate alotipuri ale componentei C3 care diferi in cursul electro-
forezei prin incdrcitura electrici de suprafafi, la pH 6,8, prezentind
viteze de migrare diferite.
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fn serurile a 113 caucazieni sinitosi s-au observat sase feno-
tipuri diferite ale fractiunilor proteice corespunzitoare C3. Aceste
fenotipuri pot fi explicate prin mostenirea codominanti autosomald
a patru alele deosebite ale unui aceluiagi locus, dintre care doud alele
(1 si 2) apar mai frecvent gi doud alele (3 si 4) apar relativ mai rar.
S-a mai deseris §i 0 a cincea aleldl rari, probabil prezentd in populatia
studiatd si care migreazi electroforetic mai rapid. Alelele locusului
(3 aun fost notate (3%, (32, (€33, gi C3* (Azen si Smithies, 1963).

Alti autori au identificat 7 alele codominante, corespunzind
celor 7 alotipuri, determinate prin mobilitatea electroforetici (Alper
gi colab., 1968 ; Azen gi Smithies, 1968).

Imunoelectroforeza executati cu serul de la heterozigofi
prezintd un arc de precipitare specific in regiunile corespunzatoare
componentei C3; in schimb, arcurile de precipitare lipsesc in sgerul
deficitar pentru C3.

intr-o familie ai eiirei membrii aveau componenta C3 la jumai-
tate din cantitatea normald, mostenitd ca un caracter autosomal
codominant, prin determinarea alotipului fractiunii C3 s-a putut
constata cid la indivizii heterozigofi afectafi se exprimi o singuri.
aleld. Fenotipurile nou-niscufilor au diferit in doud cazuri de feno-
tipul mamei. Aceasta aratd cid proteina C3 din singele nou-néscutilor
a fost sintetizatd de copil §i nu obfinutd de la mami pe cale trans-
placentari.

Diferitele alotipuri ale componentei C3 s-au dovedit a avea
0 acfiune hemoliticih §i de imunoaderentid identicé.

In ce priveste componenta C4, Torisu si colab. (1970) au descris.
37 de indivizi ce prezentau o activitate hemoliticd scdzutia, din 42 000
de donatori de singe.

Aplicind in aceste cazuri metodele de imunodifuzie in gel
§1 de imunoelectroforezi nu s-au constatat diferente semnificative ale
componentei C4 fatd de serurile normale.

Aceste observatii sugereazi cii, spre deosebire de €2 si (3,
proteina componentei C4 nu scade cu 509, in serurile deficitare;
aceastd proteind este insd alteratd intr-un mod care nu-i permite.
sd-gi exercite functia hemolitici.

. Drept urmare, in serul deficitar, C4 nu se poate lega la suprafata.
eritrocitului §i nu determini activitate hemolitici. Activitatea se-

Fﬂui deficitar a putut fi restabiliti prin adaos de C4 normal puri-
1cat. :
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Nu se gtie incé bine in ce misuri aceastii deficientd a compo-
nentei C4 este determinatié de factori genetici.

Recent, Miller si Nilsson (citati dupd Alper, 1971) au descris
o familie ai ciirei membri prezentau o susceptibilitate crescutsd la
infectii stafilococice §i cu germeni gramnegativi, determinatd de o
scidere a puterii fagocitare a leucocitelor. Aceastd deficientd a fost
corelatd cu existenta unei molecule C5 disfunctionale, care apirea
ca un caracter familial.

Dgficientel& de complement pot si apardi insd asociate si cu
alte boli umane, unele din aceste boli avind un determinism genetic
indiscutabil.

Astfel, Alper (1971) si Abramson si colab. (1971) au deseris
un bolnav cu sindrom Klinefelter, care prezenta o susceptibilitate
crescutid la infectii, datoratd probabil faptului cid 1/2—3/4 din com-
ponenta C3 se aflau in stare inactivi. Investigarea metabolismului
C3 la bolnavul deseris a ariitat cd, desi aceastd componentd este
sinfetizatd in ritm normal, totusi catabolizarea ei se face anormal
de rapid.

| In serul bolnavului menfionat nu s-a putut pune in evidenti
mactivatorul C3.

Edemul angioneurotic ereditar. Pacientii suferind de aceastd
afectiune sint deficitari in inhibitorul Cl-esterazei. Anumite cazuri
de edem angioneurotic prezintd un confinut normal sau chiar
crescut de proteind inhibitoare a Cl-esterazei, dar aceastd proteini
este functional inactivi.

Serul persoanelor afectate posedd aproximativ 5—309%, din
activitatea inhibitorului din serul normal, restul proteinei fiind
intr-o stare inactivid (Donaldson gi Evans, 1963 ; Davis gi colab.,
1968 ; Alper, 1971 ; Laurell si Mirtensson, 1971).

Bolnavii cu edem angioneurotic (Quinke) prezintd periodic
acumulidri de lichid de edem in diferite tesuturi si organe, boala
fiind foarte periculoasid cind este localizatd la nivelul faringelui
putind provoea obstructia traheei.

Afecfiunea se manifestd prin crize in cursul cirora in decurs
de o orid sau chiar mai pufin apare un edem puternic al miinii, al
unui picior, al urechii sau al buzelor. Edemul poate dura de la o ora
pind la mai multe zile, apoi dispare.

in serul bolnavilor ereditar deficitari in inhibitorul Cl-este-
razei, in cursul crizelor, nivelul Cl-esterazei ured mult in ser, pro-
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vocind permeabilizarea capilarelor (Donaldson si Evans, 1963 ;
Davis si colab., 1968).

Deficienta inhibitorului Cl-esterazei este transmisibild ereditar
ca un caracter autosomal dominant si pare a fi foarte rar cigtigata
de novo. Astfel, se citeazi cazul unei femei bolnave de edem angio-
neurotic ai cfirei pirin{i nu prezentau tulburdri clinice §i aveau
un nivel normal de inhibitor C1; in acest caz, deficienfa a aparut
probabil printr-o mutatie spontand (Thorvaldsson si colab., 1969).

Persoanele afectate sint heterozigote (Alper, 1971).

La bolnavii eu edem angioneurotic ereditar s-a observat si
o activitate scidzuti a componentelor C4 gi C2 (Pooley, 1967). Dupa
unii autori, cauza sciderii activitdfii C4 gi C2 este activarea excesivi
a Cl-esterazei datoritd lipsei inhibitorului siu.

Drept urmare, serurile prezintd o activitate hemoliticd gi de
imunoaderentd foarte redusi (Donaldson gi Evans, 1963).

Prin analiza imunoelectroforetici s-a putut dovedi ci totusi
serurile bolnavilor de edem angioneurotic prezintd arcurile de pre-
cipitare caracteristice componentei C4, intoemai ca gi serurile normale.
Aceastd constatare sugereazi cid, cel pufin in anumite cazuri, exista
o diferen{d marcatd intre cantitatea de proteind C4, evidenfiati
prin antigenicitatea ei, gi activitatea hemolitici a acesteli proteine
C4 funetional inactive (Klemperer gi colab., 1967 ; Torisu i colab.,
1970).

Lupusul eritematos. In cursul acestei boli de sistem, condi-
tionatd de o predispozifie transmisibild ereditar, nivelul comple-
mentului hemolitic este invariabil redus ; in sechimb apar la un nivel
foarte inalt autoanticorpi antinucleoproteine si autoanticorpi ce
determini leziuni renale.

In nefropatia lupic#i s-a constatat foarte frecvent sciiderea
activitafii complementului prin lipsa componentei C1.

De asemenea, titrul activitdfii componentelor C2, C3 gi C4 a
fost gdsit uneori sub nivelul serurilor normale de control (Townes
$i colab., 1965 ; Lagrue si colab., 1967 ; Pondman si colab., 1968).

La indivizii la care boala incd nu se manifests, si deei imuno-
fluorescenta nu pune in evidenté anticorpii antinucleari, se constati
totugi absenta componentei C1.

In schimb s-a notat cii inhibitorul Cl-esterazei este in mod
constant crescut.

Dupa addugarea componentei Cls la serul deficitar, activi-
tatea hemoliticd reapare, in timp ce adaosul de subcomponente Clq

11 — ¢, 801
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sau/si Clr nu are nici un efect. Studii prin centrifugare in gradient
de zaharozd a serurilor de bolnavi au confirmat prezenta liberd in
ser a Clq si Clr, in timp ce subcomponenta Cls nu a putut fi
detectatd (Pondman si colab., 1968).

In ataxia telangiectazicd, la copii se constati un nivel semni-
ficativ mai ridicat al complementului prin ecresterea componen-
telor C1 gi C4. Nu se cunoaste exact cauza acestor modificari. Se
considerd ci frecventa mare a infectiilor pe care le prezintd acesti
bolnavi este datoratd, in afari de cresterea anormald a nivelului
componentelor C1 gi C4, i unor tulburdri imunologice intense
ce afecteaza atit limfocitele timodependente, i deci rdaspunsul imun
mediat de celule, ¢it i celulele producitoare de anticorpi (Nelson,
1969 ; Schongut si colab., 1970).

Diferite modificiri ale complementului pot apérea si in boli
care nu sint genetic controlate, cum ar fi: glomerulonefrita acuta,
in eursul cireia se observi valori sedzute ale componentelor C3 si C4,
sau scleroza multipld in plici, unde mai ales in faza acutd se con-
statd o sciidere a componentelor C1 —C4 (Kuwert, 1968). In schimb,
un nivel crescut al complementului poate apirea in faza acutii a
unor boli caracterizate prin modificiri inflamatorii intense, eum ar
fi reumatismul.

De asemenea s-a observat cresterea cantitativd a unor ecompo-
nente ale complementului in eursul infectiilor eronice. Componenta
C1 are un nivel inalt, mult crescut, in afectiunile maligne sau in
cursul numeroaselor infecfii ce insotese imunopatiile (Schongut si
colab., 1970 ; Pozsgi, 1971).

MODIFICARI GENETIC DETERMINATE
ALE COMPLEMENTULUI LA ANIMALE

In serul diverselor specii de animale s-au constatat de asemenea
deficiente ale unor componente ale complementului.

La soareci existd un nivel caracteristic al activititii hemolitice
a complementului pentru fiecare linie consangvini.

Cercetiri asupra urmasilor rezultafi din incrucigari intre diverse
linii pure sugereaza ci nivelul complementului hemolitic este con-
trolat prin mecanisme genetice.

Astfel, serul unor tulpini de goareci consangvini este total lipsit
sau prezintid diferenfe marcate in confinutul B-globulinei notate de
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unii autori HC (Erickson si colab., 1964), iar de al{i autori MuBl
(Cinader gi colab., 1964).

MuB1 este o euglobulini care reprezinti o componenta a
sistemului complement al goarecelui (Rosenberg si Tachibana, 1962,
1969 ; Unanue §i Dixon, 1964 ; Unanue §i Mardiney, 1967). Expe-
rientele de dubli difuziune araté aseminarea imunologicd dintre
MuB1 §i componenta C5 umanid (Nilsson si Miller - Eberhard,
1967).

Absenta proteinei respective este insotitd intotdeauna de o
deficientd a activitdfii hemolitice a complementului. Soarecii def}-
citari in activitatea complementului pot raspunde imunologic prin
sintezii de anticorpi fatid de aceasti globulind care le lipseste, daca
sint imunizafi ecu ser de goarece care posedi MuBl. Proteina HC
(MuB1) este cel mai puternic izoantigen cunoscut pind acum la
goareci (Erickson §i colab., 1964). Incapacitatea hemolizei constituie
deci o eroare metabolicd ereditard, care constd in deficienta sintezei
acestel proteine.

Astfel, serurile unor tulpini consangvine de soareci prezintd
o activitate hemolitici a complementului redusd, sau nu prezinti
deloe activitate hemoliticd, ecum ar fi, de exemplu, tulpinile DBA[JN,
B,,Dy/Sn,,0ld’’, sau AlJax.

In schimb, serurile altor linii pure posedd activitate hemoliticé
normald, ca de exemplu, tulpinile B, D,/Sn,mnew”, C;B,;/105¢N
sau B4/6. Prin incrucigiri intre tulpini de soarece care posedid acti-
vitate hemoliticd i tulpini ce nu posedid aceasti activitate s-a dove-
dit céi activitatea hemolitici se regiseste intotdeauna alaturi de
antigenul MuB1.

In concluzie, ambii markeri sint controlati de una si aceeasi
gend, deoarece dacd ar fi fost controlati de gene separate s-ar fi
observat prinfre descendenti aparifia de recombinanfi care si aibi
Egéydm caractere i nu pe al doilea (Rosenberg gi Tachibana, 1962,
_ Antigenitatea MuB1, ca gi activitatea complementard, repre-
zinta deci efectul unei singure proteine controlate de o singuri geni
notata HC, care apare in doud forme alelomorfe ce determini fie
prezenfa produsului (HC'), fie absenta lui (H(C®°).

Exista o relatie intre concentratia proteinei HC §i numirul
de forme alelice. Astfel, animalele homozigote (HC!HCY avind dous
exemplare ale genei sintetizeazi de doud ori mai multd proteini
HC decit animalele heterozigote (HC!/TIC°). Acest fenomen, denumit
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efect geni/dozd, se explici prin faptul ci fiecare gend, in celuld,
controleazd sinteza unei cantititi egale de proteini, aga incit doud
exemplare ale aceleiasi gene vor determina o dozid dubld a produsului
sintetizat sub controlul lor (Dubiski §i Cinader, 1966). Un fapt remar-
cabil este constatarea ci doui linii pure de soareci, aseminitoare,
DBA/2 gi DBA/J1, prezinti caractere cu totul diferite din punctul
de vedere al activititii hemolitice a complementului si al prezentei
antigenului MuB1.

In timp ce prima tulpind nu are nici antigen, nici activitate
hemolitics, cea de-a doua posedi ambele caractere. S-a constatat
cit la tulpina DBA, din eare au derivat prin segregare tulpinile DBA/1
i DBA/2, 589, din indivizi posedau MuB1, iar 429, erau lipsifi
de acest antigen (Cinader si colab., 1964). Pentru analiza naturii
ereditdfii, hibrizii rezultati dintr-un pirinte cu antigen MuBl si
un al doilea pirinte fird acest antigen au fost inecrucigsafi revers
cu un animal lipsit de antigen. Pirintii cu MuB1 au fost goareci din
tulpinile Cy;B,/6J sau C,4,/J, iar pirintii firi antigen MuB1 au fost
goarecii din tulpina A[J. Urmagii hibrizi ai acestor imperecheri au
fost Inerucigati cu goareci din tulpina A[J.

Incrucisiirile reverse au folosit un hibrid mascul si o femeld
din tulpina A/J si respectiv un hibnd femeld ineruc.gaté cu un animal
mascul din tulpina A/J (Cinader si colab., 1964). Aceasta pentru ca
la tulpinile de goareci consangvini, serul masculilor confine mai mult
complement decit serul soarecilor femele si deoarece confinutul
MuB1 cregte cu virsta mai mult la masculi §i mai pufin la femele
(Cinader §i colab., 1964 ; Nilsson gi Miiller-Eberhard, 1967).

Cercetindu-se serurile acestor urmasi rezultati din inerucigi-
rile reverse, prin metoda dublei difuzii in gel, s-a constatat prezenfa
antigenului MuB1 intr-o proporfie de 509, ; deficienta de antigen
MuB1 se mosteneste deci intr un mod unifactorial, printr-o singura
gend autosomalid dominanté.

O altéi experientd constd din incrucigarea tulpinii B,,D, ,,new’’
(linia noui), ce are un nivel inalt de complement, cu linia CH/J,
ce are un nivel foarte scidzut al activitdtii hemolitice.

Soarecii din generafia F, au o activitate hemolitici inalta,
caracteristicd liniei B, D,, acest caracter fiind deci dominant fata
de caracterul complement sciizut. In generatia F,, valorile activitatii
hemolitice segregi de la nivelul scizut, caracteristic liniei C,H/J,
pind la nivelul inalt, caracteristic liniei B, D, ,,new*’, ceea ce confirms
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(ransmiterea unifactoriald, dominant autosomald, a acestui caracter
(Rosenberg si Tachibana, 1962, 1969).

: Animalele care posedi MuBl nu sintetizeazi anticorpi spe-
cifici dups imunizarea lor cu ser provenit de la al{i goareci purtitori
de MuB1. Spre deosebire de acegtia, animalele lipsite de acest antigen
(avind o activitate redusd a complementului) produc anticorpi anti-
MuB1. Hibrizii obfinuti din incrucigarea goarecilor MuB1l pozitivi
cu cei MuB1 negativi posedid MuB1 gi sint ineapabili de a sintetiza
anticorpi specifici impotriva acestei proteine. Dintre goarecii rezul-
tati din incrucigéirile reverse intre acesti hibrizi gi linia parentalid
MuB1, negativi, 509%, posedd acest antigen gi 509, nu posedd acest
antigen. Este evident cd mogtenirea potentialului de a produce anti-
corpi anti-MuB1 nu este direct controlatd genetic, ci este o consecinté
indirectd a sintezei genetic controlate de antigen MuB1.

Rezultd ca mogtenirea aparent recesivd a potentialului anti-MuB1
apare drept o consecin{d a transmiterii ereditare dominante unifac-
toriale a posibilitatii de sinfezd a MuBl.

Tepurele prezintd un sistem complement analog omului. $i
la aceasti specie animald s-au constatat perturbiri genetic determinate
ale complementului. Astfel, in R.F. Germania, Mexic gi Anglia s-au
semnalat rase de iepuri deficitari in componenta C6 (Rother gi Rother,
1965 ; Rother si colab., 1966). Serul deficitar prezini in medie apro-
ximativ 29, din activitatea liticd a serului normal. Adiugarea com-
ponentei C6 purificate la gerul deficitar determinii restaurarea acti-
vitdfii hemolitice (Rother gi colab., 1966 ; Nelson si Biro, 1968).

S-a gtabilit in mod experimental c#, in absenta C6, componenta
C5 nu poate reactiona cu complexul EAC1423. Observatiile acestea
sint in acord cu constatarea ci, in sistemul complement, ChH, C6 51
C7 sint functional interdependente. Componenta C5 nu poate exer-
cita un efect durabil asupra eritrocitelor in absenta componentei C6.

Serul deficitar nu omoard bacteriile gramnegative. De ase-
menea este lipsit de capacitatea de a genera activitatea chemotac-
tica leucocitard. Iepurii lipsifi de componenta (6 nu dau reactia
Arthus, ceea ce demonstreazi ci reactia respectivi este dependents
de componentele C5, C6 gi C7. S-a mai observat ci aceste animale
nu prezinta reacfie la tuberculind i adesea nu resping homogrefele.
Toate aceste observatii sugereazi cd aceste componente ale comple-
{nentplm sint importante si in reactiile de hipersensibilitate de tip
intirziat (Nelson si Biro, 1968).

La cobai sistemul complement este de asemenea foarte asems-
nator eu eomplementul uman. Prin tehnica izoelectrofocusing s-au
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pus in evidentd doui fractiuni ale componentei C2, una eu un punect
izoelectric de aproximativ 5,2 si a doua de aproximativ 5,6 (Izo-
electrofocusing este o tehnicd prin care moleculele incircate electrie
diferit pot fi separate §i concentrate intr-un gradient de pH la punec-
tul lor izoelectriec. Metoda este capabili de a separa proteine al
caror punct izoelectric diferd prin 0,02 unititi de pH).

Cele doud fractiuni ale componentei C2 obtinute din serurile
de cobail reprezintd doud tipuri de molecule care nu pot fi diferen-
tiate prin caracterele lor functionale sau prin ultracentrifugare.

Diferentele de punct izoelectric reprezintd deci deosebiri rela-
tiv miei, situate intr-o zoni a moleculei ce nu afecteazi functia aces-
teia. Aceste date sint compatibile cu ipoteza c¢i componenta C2 la
cobai existd in cel putin doud forme alotipice diferite, controlate
de doui alele ale unui aceluiasi loeus (Colten si colab., 1970).

Root si eolab., (1972) au descris recent la cobai deficienfa C4
transmisa ca un caracter ereditar autosomal recesiv.

Animalele afectate nu prezintid o crestere evidentdi a suscep-
tibilitdtii la infeetii, desi in serul lor componenta C4 apare redusi
la 50 9, din nivelul normal. Aceastd reducere a fost pusa in evidentd
atit prin imunelectroforezi, cit si prin lipsa totali a activitifii hemo-
litice a serului, de unde concluzia e¢i animalele respective sinteti-
zeazi, componenta C4 la o ratd scizuti.
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CAPITOLUL

VIII

Imunitatea de transplantare

Problemele imunititii de transplantare au derivat din necesi-
tdtile terapeutice legate de grefele de organe. In mod spontan, in
naturd nu intilnim react{ii imune declansate de fesuturi grefate,
singura sitnatie analogé fiind reprezentatd de starea de imunitate a
mamei, indusd prin incompatibilitate cu fesuturile fatului.

Cercetiri recente considerd de asemenea ci reactii imune simi-
lare cu cele induse artificial de citre grefe au un rol important in
apirarea organismului fatd de celule aberante, cum ar fi celulele
tumorale maligne sau benigne.

Réspunsul imun fatd de transplant reprezintd starea de sensi-
bilizare a unui organism (receptor) care apare in urma grefirii de
celule, tesuturi saun organe provenite de la alt organism (donator)
genetic diferit, fenomen care se exprimi prin rejectia grefei. Procesul
de rejectie a grefei a fost incadrat printre reactiile de hipergensibi-
litate intirziatd datoritd urméatoarelor trasituri comune :

— imunitatea antigrefi nu poate fi corelati cu titrul anti-
corpilor seriei ;

— ea nu poate fi transmisa pasiv prin ser, ¢i doar prin limfocite ;

— poate fi indusé la bolnavii eu agammaglobulinemie,

Celulele efectoare ale rejectiei de grefd sint anumiti limfo-
blagti derivati din seria limfoecitard timo-dependentid, asa-numitele
,Killer cells’” (Roitt gi colab., 1969), desi rolul anticorpilor nu este
de neglijat.

Inedi de la primele studii de transplantare s-a constatat el
acceptarea sau rejectia grefelor depinde de omologia sau respectiv
de deosebirile existente intre anumite regiuni genetice din genomul
donatorului gi ale receptorului de grefi. Cu alte cuvinte, cu cit doud
organisme sint mai indepartate unul de altul din punct de vedere
taxonomie, cu atit mai probabild si mai rapidd va fi rejecfia grefei,
sau, in sfirgit, probabilitatea de acceptare a grefei este cu atit mai
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mare, cu cit similaritatea anumitor regiuni din genomul donatorului
gi receptorului grefei este mai mare.

Terminologia folositd in transplantéri poate fi rezumati, dupa
Herbert si Wilkinson (1971), in tabelul nr. 11.

Tabelul nr, 11
Terminologia folositd in transplantici (Herbert si Wilkinson, 1971)

| bk :
S Nomenclatura Relatia dintre donatorul si

Nomenclatura recenti R primitorul grefei

Grefe singenice autogrefd acelasi individ

(izogenice) || homogrefi aceeasi specie; genetic identici
(ex., gemeni univitelini)

Grefi alogenici homogrefi aceeasi specie, dar genetic dife-
riti (ex., indivizi din familii di-
ferite)

Grefd xenogenici heterogrefi specii diferite

Regiunile genetice ce controleazi soarta unei grefe sint denu-
mite locusuri de histocompatibilitate.

Expresia fenotipicé a locusurilor de histocompatibilitate este
reprezentatid prin sinteza anumitor compusi macromoleculari legati
de celulele grefei denumite antigene T gi deci specifice tesuturilor indi-
vidului donator. Antigenele de histocompatibilitate sint izoantigene.
Ele sint constituite din lipoproteine asociate cu structura membra-
noasd a celulei. Herberman gi Stetson (1965) aun ardtat cid antigenele
de histocompatibilitate H—2 la goarece se regiisese 8i pe sistemul
membranos intracelular care este strins legat eu membrana suprafetei
celulare. Ele au fost astfel detectate pe membranele reticulului endo-
plasmie, pe resturile membranoase din mierozomi, sau pe membranele
provenite din disruperea lizozomilor. Aceastd observatie a fost con-
sideratd drept un argument in plus ¢d membranele reticulului endo-
plasmic fac parte dintr-un sistem continuu, in care sint incluse si
membrana de suprafatd a celulei, membrana aparatului Golgi gi cea
nuclearsi. In sehimb, membranele mitocondriale nu au deloc antigene
H—2 in struetura lor. :

In toate fesuturile unui organism se gisesc exprimate toate
antigenele de histocompatibilitate ce caracterizeazi acest organism,
desi cantitativ aceste antigene diferd de la un tesut la altul. Astfel,
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Herberman si Stetson (1965) au constatat cii, la soareci, oricare
tesut confine toate antigenele H-2 genetic caracteristice liniei respeec-
tive. Concentratia cea mai mare de antigene a fost gisitd in splini.
In ordine descrescindd urmeazd apoi ficatul, ganglionii lim-
fatici, pliminii si rinichii. In musgchii scheletici, creier si testicule
nu s-au putut pune in evidentd cantitifi detectabile din aceste anti-
gene. Kano si colab. (1972) au studiat repartizarea antigenelor de
histocompatibilitate pe celule hibride rezultate din fuziunea limfo-
citelor de om cu celule de soarece, mediati de virusul Sendai. Se
constati ci pe aceste celule hibride coexistd atit antigenele specifice
speciei umane (HL—A), cit si cele specifice goarecelui. Acest lucru
este demonstrat si de constatarea ci soarecii inoculati cu aceste celule
hibride sintetizeazd anticorpi specifici anti-HL —A.

In momentul implantirii grefei, organismul gazdd, intrind
in contact eu macromoleculele acestuia, le recunoasgte drept compusi
proprii (self), in cazul in care organismul donator are gene de histo-
compatibilitate identice eu cele din genomul gazdei, i ea urmare,
grefa va fi acceptatd. In cazul cind antigenele de histocompatibi-
litate ale donatorului nu sint identice cu cele ale gazdei, macromole-
culele de pe celulele grefei vor fi recunoscute drept striine (nonself),
ele stimulind in organismul gazdei un raspuns imun ce duce la rejec-
tia grefei. Reactia organismului gazdi la macromoleculele antigenice
ale grefei capiti un aspect foarte complex, legat de un rispuns umoral
prin sintezd de anticorpi si de un rispuns celular care joacd rolul
principal (Mathe gi Amiel, 1962).

Reactia imuni determinid o actiune citotoxici asupra celulelor
striine din grefd, actiune exercitatd atit de limfocitele sensibilizate
la antigenele grefei ce invadeazi tesutul transplantat, cit side anti-
corpi (Sulica, 1966).

Locusurile de histocompatibilitate se comportd ca determinanti
genetici mendelieni, deci situati pe cromozomi. Aceastd afirmatie
este pe deplin doveditd de legile descoperite de Snell in 1953. Legile
lui Snell sint respectate de toate tesuturile normale gi de unele tu-
mori. Anumite tumori fac insi exceptie de la aceste legi, ceea ce a
determinat pe unii autori si considere cd anumite locusuri de histo-
compatibilitate ar putea fi controlate de factori extracromozomali.
Dupé alti autori insd, aceste cazuri pot fi explicate mai curind prin
pierderi sau prin modificiri ale unor determinanti antigenici, ca ur-
mare a alterdrilor cromozomiale ce pot apdrea in cursul carcinoge-
nezei (Bach 1 Amos, 1967).
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In esentd, legile Iui Snell aratd (fig. 14) i :
1. Grefele izogenice prind intotdeauna.

2. Grefele alogenice nu sint acceptate sau sint acceptate numai
temporar dupd care regreseazd, fiind intotdeauna respinse.

Limit parentale homozigofe - g
care se geasebesc prinfr-un ;
singur locus de fislfocamps- X
Libilitate
|
Descendent; Fy : helerozigoli
Accepld foli grefe dels ambi »
parmyfi
Oescendenti £
J0%
Helerozigali
Accepld grere atil de e
laAcitsidela8 T
70% acceplé grefe dela A
79 Yeaccepld grefe dela 6

Fig. 14. — Reprezentarea schematici a legilor lui Snell,

3. Hibrizii primei generatii F,, produsi prin incrucigarea a
doud linii pure (A §i B) — deci implicit homozigote —, accepta
tumorile provenite de la oricare din cele doud linii parentale ;

H 4. Ii] generafia F,, obtinutd prin incrucisarea indivizilor F,
intre ei, 759, din indivizi primesc grefele provenite de la o linie
parentald gi 759, din indivizi primese grefele celeilalte linii parentale.
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Se observia deci ¢id, conform legii 3, cele doui alele de histocom-
patibilitate sint codominante, fiind exprimate in mod egal in organis-
mul heterozigotilor. De asemenea, legea 4 reprezinti segregarea ale-
lelor de histocompatibilitate, intre indivizii F, realizindu-se raportu-
rile mendeliene de 25 9, homozigoti pentru alela A, 25 9, homozigoti
pentru alela B gi 50 9%, heterozigoti AB ce vor accepta conform codo-
minantei grefe de la ambele linii parentale.

In councluzie, genele de histocompatibilitate sint codominante ;
ele se gisese in mai multe forme alelice §i au o penetrantd variabili
§i incompletii, legatd de gradul de antigenicitate a tesutului grefat
in raport cu organismul gazdid. Legile lui Snell au permis obtinerea
de linii pure la animale de laborator. Aceste linii, foarte utilizate in
cercetirile de geneticd asupra locusurilor de histocompatibilitate,
sint homozigote pentru toate aceste locusuri.

Ulterior au fost descrise i mutatii ale genelor de histocompa-
tibilitate.

Raporturile dintre segreganti, stabilite de legea 4, sint respectate
insd numai in cazurile in care donatorul gi receptorul diferi numai
printr-un singur locus de histocompatibilitate. In eazurile in care cu-
plurile diferd prin mai mult deecit un locus de histocompatibilitate,
cum se intimpla adeseori, procentajul de indivizi din F, ce va accepta
grefe de la una sau alta din liniile pure parentale va fi egal eu (0,75)",
unde n este numérul loeusurilor de histocompatibilitate prin care
diferd tulpinile parentale. Stabilirea numérului de locusuri implicate
in histocompatibilitate se poate face deci, cercetind procentul (notat
cu x) de indivizi din F, care acceptd grefe de la una sau alta din
liniile pure parentale gi determinind apoi din ecuatia (0,75)" = x,
valoarea lui n. Aceastd metodd a fost adeseori folositd in laborator
la goareci si hamsteri.

Locusurile de histocompatibilitate din genomul unui individ
se subimpart in majore gi in minore. Locusurile majore controleazi
antigene de histocompatibilitate ,,tari”, care in cazul grefirii la
indivizi genetic deosebifi determind rdspunsuri imune puternice si
deci respingerea rapidi a grefei. Locusurile de histocompatibilitate
majore au fost notate H—2 la goarece, B la pui, AgB la sobolani si
H—1 la iepure. In ultimii ani s-a investigat intens locusul major de
histocompatibilitate la om, denumit HL —A sau dupid nomenclaturi
mai vechi Hu—1 (Amos gi Bach, 1968 ; Thorsby, 1971).

Spre deosebire de locusurile majore, locusurile minore de histo-
compatibilitate controleazi antigene ,,slabe’, secundar implicate in
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reactia de respingere a grefei, care induc rdspunsuri imune mai slabe
si mai tardive dupd grefarea lor.
La soarece, locusurile de histocompatibilitate minore au fost

notate H,, H,; si H,.

0O dovadid suplimentari a localizérii eromozomiale a genelor
de histocompatibilitate este adusd de numeroase studii de carto-
grafiere geneticid ce au dovedit amplasarea acestor gene pe anumiti
cromozomi (Amos, 1962). Testele de lincaj aratd ed regiunea H—2
de la goarece este situatd pe cromozomul 9.

Alte locusuri de histocompatibilitate la sgoarece, cum ar fi
H,, H, si Hys-au dovedit a fi amplasate dupd cum urmeazi : H, si
H, pe cromozomul 1, cu o distantd de 23,4 unitédti de recombinare
intre ele, iar H; pe cromozomul 5.

Un anumit locus de histocompatibilitate poate controla unul
sau mai multe antigene imunologic deosebite. Astfel s-a dovedit
ci regiunea H—2 la goarece poate controla mozaicuri antigenice
foarte wvariate. Aceste antigene de histocompatibilitate se reasor-
teazi diferit in funectie de structura genetici a anumitor linii de goareci
§i se transmit ereditar sub forma a doud complexe antigenice alelice
care segreg# printre descenden{i. Practie, toate locusurile de histo-
compatibilitate studiate pind in prezent sint situate pe autozomi.

Existd insd gi unele cazuri eare impun acceptarea unui tip de
histocompatibilitate legatd de sex (Elking, 1964 ; Katsch si colab,
1964). Astfel, in 1955 Eichwald gi Silmser (citati dupd Mathé si Amiel,
1962) au deseris la anumite linii pure de goarece rejectia grefelor
prelevate de la masculi gi implantate la femele. Dimpotrivi, gre-
fele prelevate de la femele §i implantate la masculi erau acceptate
$1 se conformau legilor descrise de Snell. Fenomenul a fost initial
observat la grefele de piele, dar el se repeti si in cazul grefelor de
timus sau de fesut limfoid. Originea lui imunologici a fost confirmats,
atit prin eliminarea rolului pe care l-ar putea juca o constelatie
endocrind diferitd, cit mai ales prin teste de preimunizare. Adics, s-a
constatat cid femelele rejecteazd mai rapid grefa proveniti de la
mascul in cazul cind au suferit in prealabil implantarea unei alte
grefe identice. Gena de histocompatibilitate legatid de sex se consi-
derd a fi 0 gend slabd (minord), ea determinind o rejectie relativ lents
a grefei. In cazul grefelor de tumori, ea se exprimi inconstant. Mares,
majoritate a autorilor considerd cé aceastd gend de histocompatibili-
tate se exprim# numai la anumite linii de goareci, fiind situats pe
cromezomul Y gi mai exact in portiunea lui heterocromozomics.



174 Imunogenetica

; Dupé alti autori, diferenta de comportare a tesuturilor masecu-
line gi feminine in calitatea lor de donatori de grefi ar fi datorati
faptului ¢ masculii au un singur cromozom X, in timp ce femelele
3{1 gm ;rﬂmﬂzﬂmi X. Diferenta ar fi deci determinati de un efect
€ aoza.

In sfirgit, alti autori, in dezacord cu acest punct de vedere,
considerd cd factorul care variazi de la o linie de soareci la alta nu
este stimulul antigenic al tesutului mascul, deci expresia fenotipics
a unui locus legat de cromozomul Y, ¢i mai degrabi aptitudinea orga-
nismului primitor (femel) de a réspunde la acest stimul. Argumente
puternice pledeazi totusi in favoarea ultimului punct de vedere care
pare a fi cel mai aproape de realitate.

Cercetarea compatibilititii tisulare la om s-a ficut avind la
bazd o serie de tehnici imunologice, pe care le vom prezenta, pe scurt,
dupd Amos i Bach (1968), in continuare.

Tehnica culturii mixte de limfocite (mixed lymphocyte eulture ;
MLC) : cele dou&d populatii de leucocite ce trebuie testate pentru
compatibilitatea lor se amestecd in culturd. In cazul cind intre ele
apar diferente de histocompatibilitate, o populatie de limfocite va
recunoagte cealaltd populatie drept strédind si va reactiona fatda de
ea prin dediferentiere blasticd, sintezi de ADN i implicit incorpo-
rarea de timidind tritiatd. Numdirul de impulsuri per minut de timi-
dind tritiatd incorporatd in celulele acestor culturi este deci propor-
tional cu incompatibilitatea dintre aceste doud populatii. In eazul
cind ambele populatii au toate antigenele de histocompatibilitate
identice, inte cele doud populatii existd compatibilitate perfectd si
ambele coexistd in culturid. Incorporarea de timidind tritiatd in ce-
lule va fi foarte redusid sau nulé.

Testirile serologice se realizeazii cu antiseruri obtinute de la
femei multipare sau de la voluntari imunizati prin grefe de piele,
sau prin inoculare subcutand de limfocite. Serurile ce contin anti-
corpi cu specificititi antigenice diferite sint purificate prin adsorbiie.
Capacitatea lor antilimfocitari se determind prin efectul citotoxic
(procentul de celule moarte care se coloreazi cu tripan albastru
0,1 9,) asupra unor suspensii de limfocite, in prezenta complementului.

Atit testarile serologice, cit si cele prin MLC s-au dovedit a fi
perfect concordante cu timpul de mentfinere a grefelor executate in
diverse fratrii (intre fratii i surorile unei singure familii). Grefele
de piele intre fratii si surorile eu grupe HL —A identice persistd intre
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14 gi 42 de zile (cu o medie de 25 de zile), in timp ce grefele de piele
intre frati si surori cu diferente de grup HL—A persistd numai 7—14
zile, cu 0 medie de 11—12 zile (Amos si Bach, 1968 ; Albertini §i
Bach, 1968).

Atit tehnica MLC, cit si determinérile serologice araté cé deter-
minismul genetic al antigenelor leucocitare detectate de aceste reactii
se supune unui control genetic mendelian, confirmind intru totul
legile Iui Snell (Amos gi Bach, 1968).

Testul MLC s-a dovedit a fi mai fin in discrimindrile realizate,
permitind ca din rezultatele obfinute s& se deducéd prin studiul unei
anumite fratrii, ecu multid exactitate, genotipul HL—A al ambilor
parinti.

Pe baza acestor rezultate, o interpretare cantitativi mai find
a testului MLC a fost sugeratd de citre Albertini gi Bach (1968).
Acesgti autori pornesc de la premisa c¢d dacd tatdl are genotipul ab
$i mama ed, atuneci printre descendenti vom obtfine genotipurile
ac, ad, be gi bd. Celulele copiilor dintr-un acelasi grup, deeci cu acelagi
genotip, nu vor induce stimulare in testul MLC pentru ci au antigene
leucocitare identice. Dacd se ia drept referintd un grup oarecare,
reprezentat printr-un individ ,,propozitus’, care, de exemplu, are
genotipul ae, vedem ed doud din aceste grupuri diferd printr-o sin-
gurd aleld de genotipul ac (grupurile ad sgi be), iar un singur grup
diferd prin ambele alele (bd). Deci gradarea diferentelor ce apar
intre genotipurile HL—A va fi: 0 (acelagi grup), 1 alelid gi 2 alele.

Intensitatea reactiei MLC wva fi respectiv 0 (nestimulator),
X §1 2x celule induse in unitatea de timp la dediferentiere blastici.

Analiza a 15 familii a demonstrat o concordantd intre intensi-
tatea reactiei si genotipul indivizilor unei fratrii, fapt care confirmi
incd o datd determinismul genetic mendelian al antigenelor de histo-
compatibilitate §i posibilitatea practicd de a face rapid o analizi
geneticd orientativé, utild in problemele clinice de transplantare de
tesuturi,

Intoemai ca gi celelalte locusuri de histocompatibilitate, locu-
sul HL—A reprezintd o regiune cromozomald relativ micdi, in care
sint situate, foarte aproape una de alta, genele care determini anti-
genele de histocompatibilitate. Fiecare din aceste gene se poate
gasi in mai multe forme alelomorfe ; fiecare dintre aceste alele deter-
ming un anumit antigen HL—A. Locusul HL—A se subimparte
in doudi gene (in literatura de specialitate se numesc §i locusuri sau
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sublocusuri), una denumit# LA si cealaltdi FOUR. Gena din sublocu-
sul LA poate si apari in cel putin 8 forme alelice deosebite, iar gena
din sublocusul FOUR in cel putin 13 forme alelice (tabelul nr. 12),

Tabelul nr. 12
Bistemul HL-A
Locusul HL—A
sublocus LA | sublocus FOUR

HL—A, HL—A,
HL—A, HL—A,
HL—A, HL—A,
Alele HL—A, HL—A,,

Rissmeyer-Nielsen gi Thorsby (eitati dupd Thorsby, 1971) aun
caleulat intre cele dou# gene o frecventd de recombinare de 0,5 —1,1 %,
Asocierea dintre o anumitd aleld LA si anumitd alela FOUR pe un
acelasi cromozom constituie un haplotip HL—A. Se intelege usor cé
numirul mare de alele existente pentru fiecare gend determinid un
polimorfism gi mai mare al haplotipurilor gi implicit al fenotipurilor
antigenelor majore de histocompatibilitate la om.

Astfel, Thorsby (1971) calculeazi ci dacid pentru fiecare dintre
cele dou# gene ar mai exista incd numai o singuré aleld necunoscuti,
numirul acestor alele s-ar ridica la 9 i respectiv 14, formind deci
126 de haplotipuri HL—A diferite si 8 001 genotipuri (diploide)
diferite.

Cercetéiri recente lasii si se intrevad# insi ci polimorfismul
este incd si mai mare, dat fiind ¢ antigenele HL—A sint foarte
eterogene i par s& includé doui sau mai multe subunitdti antige-
nice diferite controlate de alele separate.

Apar astfel cazurile cunoscute in literaturd sub numele de
»erupuri incluse’ (inclusion groups), care sint puse in evidentd
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prin probe serologice. Astfel, Thorsby citeazi drept exemplu de grup
Inclus antigenul 4C, descris de Bodmer i Payne si considerat initial
a fi controlat de o aleld a genei FOUR. 8S-a vdzut ulterior ¢& un alt
antigen HL—A; era complet inclus in specificitatea anticorpilor
anti—4C ; adied, toti indivizii HL—A; pozitivi erau §i 4C pozitivi,
dar unele persoane 4C pozitive erau totugi HIL—A; negative.
Rezulté cd antigenul 4C pare afi format din dousi antigene HL—A
diferite : unul HL — A, si celilalt 4C*, fiecare fiind controlat de alele
diferite, degi anticorpii anti —4C nu pot fi separafi prin absorbfie
cu cele doud feluri de antigene cu specificititi diferite (anti—HL —A;
gi anti —4C*).

Ulterior s-a descris un alt antiser (serul SL—IH) care didea
reactii pozitive cu toate celulele HL—A; sau 4C* pozitive, dar, in
plus, reactiona cu unele celule HL — A, si 4C* negative.

Rezultéd c¢d IH include gi pe HL—A, si 4C*, dar mai posedd un
antigen suplimentar, care este determinat de o a treia aleld a genei
FOUR si care a fost identificat prin studii de genetic#i formald si
denumit SL (sau IH*). 8i in acest caz cele trei specificititi antigenice
diferite nu au putut fi separate prin absorbtie din serul 1H.

Se considerd cd aceste date serologice pot fi explicate, accep-
tind ed antigenele HL—A;, 40*, gi IH* reprezintéi antigene separate
controlate de alele diferite ale aceleiagi gene FOUR. Anticorpii
anti—4C reactioneaz$ insi incrucigat cu HL—A; §i cu 40*, iar
anticorpii anti-IH reactioneazd incrucisat eu HL—A,, cu 4C* si cu
TH* (fig.15).

~ Am insistat mai mult asupra definirii si exemplificiirii grupuri-
lor incluse, penfru a ardta ci in aceste conditii analiza serologici se
gasegte intr-un impas care poate fi depisit numai prin analizele de
genetica formali.

_ Intr—adey'ﬁt',*segrega-re& acestor alele in cursul gametogenezei
asigura haplotipuri noi printre descendenti la care diversele grupuri
incluse capitd configuratii noi in cadrul céirora anumite antigene
incluse pot fi demascate.

Investigind populatia german# din zona Ruhr, Bertrams si
colab. (1971) au constatat ci frecventele genelor ce controleazs geno-
tipul HL—A se incadreazi perfect in legea Hardy-Weinberg, con-
form cdreia cele doud sisteme de alele multiple controlate de locusu-
rile LA §i FOUR apar cu o frecvent$ egald in populatie.

Sistemul H-—2 reprezintd, dupd cum s-a mai spus, sistemul
major de histocompatibilitate la goarece —sistem foarte complex si

12 — o, Bo1
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polimorf datorité multitudinii de antigene controlate de mai multe
alele. Regiunea genetici H—2 este situatd pe cromozomul 9 al soare-
cilor i reprezintd o zond cromozomiald de intindere redusd in care se
gasesc strins lincate trei gene deosebite. Cele doud gene care contro-
leazi cele mai multe antigene de histocompatibilitate cunoscute se
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Fig. 15, — ,,Grupuri incluse” in cadrul antigenelor de histocompatibilitate la om
(dupd Thorsby, 1971). S-au notat numai reactiile pozitive.

gisesc amplasate la capitul acestei regiuni, fiind denumite gena
,,terminald D (,,D end”) si gena ,terminald K (,,K end”). intre
gena terminald D si cea terminald K se gasesc subdiviziunea 98,
care controleazi genetic proteina sericid Ss, precum si genele Ir, care,
dupd cum am ardtat in capitolul IV, controleaza reactivitatea imuno-
logicih a goarecilor fatd de diferite antigene. Schreffler i Klein (citati
dup# Thorsby, 1971) au calculat intre genele terminale D gi K o
frecventii de recombinare de aproximativ 0,4 9. Pini in prezent s-au
deseris 17 haplotipuri alelice diferite, fiecare haplotip fiind exprimat
prin 5 pind la 15 din cele 30 de antigene H—2 diferite, cunoscute.

Recent, Thorsby a analizat grupurile incluse din aceastd mul-
titudine de antigene cunoscute i pe baza acestel analize a stabilit
alelele existente pentru fiecare din genele D g§i K. Rezultd ca cele 17
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haplotipuri desecrise (notate H—2*, H—2°, H—2%... H—2°) sint
formate prin asortarea variabild a celor 7 alele existente in locusul D,
cu cele 8 alele existente in locusul K (tabelul nr. 13).

Modelul organizirii locusului H—2 propus de Thorsby este
in mod izbitor asemanitor cu organizarea locusului HL—A de la

Tabelul nr. 13

Cele doud serii de alele D 5i K prin asocierea eidrora
apar cele 17 haplotipuri H -2 descrise la soarece
{(dupd Thorsby, 1971)

|
Haplotip Locus D | Locus K
|
H—2% 4 23
H-—2P | 28 5
H—2d iy S 8
H—2f (R 8
H-—2¢ 6 &
H—2h 3 Lo et
H—21 4 5 e
H-—21 28 22
H—2k 3%* 23
H—21 6 22
H—2m 13 23
H—2n 6 1
H-—-2° | 3%+ 1
H-—2p | g 1
H-—24 40,13 25
H-2r : 3= 11
H— 28 ]' 3 1*
Total 17 haplo- | 7 alele 8 alele
tipuri
descrise

om §i prezintd avantajul de a putea extrapola o serie de constatiri
genetice, observate la locusul H—2, asupra locusului HL—A, care
poate fi mai greu investigat in populatiile umane.

In cursul reactiilor de respingere a grefelor, timusul are un rol
esential pentru declangarea reactillor imune de rejectie. Aceasta
pentru cd, dupd cum am ardtat in capitolul 111, rejectia de grefi
reprezinta o reactie imund mediatd prin celule in eare rolul principal
este jucat de limfocitele timodependente (T). Animalele cu timusul

extirpat neonatal prezintd un sindrom de epuizare (wasting disease),
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in cursul céruia se produc o slibire intensd, o degradare fiziologics
importantd cu perturbdri ale rispunsului imun, printre care notim
atrofia tesutului limfoid, reducerea limfocitelor din singele periferic 8l
0 Imunitate de trasplantare extrem de deficientd, permitind gre-
farea unor tesuturi alogenice si chiar xenogenice (Junis i colab.,1965).

Transplantarea timusului sau a celulelor timice provenite de
la un alt animal remediazi aceasti simptomatologie, restaurind
§1 functiile imunologice pierdute. Aceastid restaurare se poate realiza
indiferent daci celulele timice provin de la un animal adult sau de la
nou-niseut ¢ indiferent daci donatorul este singenic sau alogenic.

~ Anularea efectelor sindromului de epuizare apirut dupi timec-
tomie poate fi determinatd si prin inocularea intraperitoneali de
celule de splinid adultd (si nu splind de nou-niscut) la animalul bol-
nav, insd numai in cazurile in care se efectueazii grefe singenice sau
dacd animalul donator difer$ de cel primitor timectomizat, numai
in locusurile de histocompatibilitate minore (non H—2).

Mitchison (1971) a investigat diferentele de expresie fenotipicé
2 genelor ce controleazi antigenele de histocompatibilitate printre
celulele seriei B (derivate din miduva osoash) si cele din seria T
(derivate din timus). Celulele ,ajutitoare” —H (din seria T) sint
mult mai pufin afectate dupi transferul lor la goareci semialogenici
(deci 1a animale care diferd de donatorul de celute imunotogic com-
Petente printr-un singur haplotip). Spre deosebwre de aceasta, celu-
lele formatoare de anticorpi (din seria B) exprimi mult mai puternic
Pe suprafata lor antigenele de histocompatibilitate si de aceea declan-
geazd la animalul pronmtor o reactie imunid mult mai intensd, care
afecteazd mult mai puternic functia lor. Drept consecinti, transplan-
tarea acestor celule este mult mai putin eficientd sub raportul capa-
citatii lor functionale decit transplantarea celulelor T.

Interesantd este de asemenea observatia ci transplantarea
dintre doud linii pure ce diferd prin locusuri de histocompatibilitate
H—2 nu are rezultate identice, indiferent de sensul in care se face.
Astfel, goarecii din linia A (H—2%) timectomizafi neonatal au fost
vindecati de sindromul de epuizare dupid injectarea celulelor de
timus adult sau de nou-niscut prelevat de la linia C;H (H —2%), de
unde concluzia ci, in aceste conditii, celuele timice CgH au repopulat
§i au restaurat functiile imunologice ale primitorului A. In schimb,
goarecii C;H timectomizafi au fost foarte rar salvati prin grefarea de
celule de timus din linia A (Junis si colab., 1965). In concluzie,chiar
la nagtere celulele de timus cu antigen de histocompatibilitate




Imunitatea de transplantare 181

H —2* sint capabile de a declanga un rdspuns imun fatid de fesuturile
C,H(H —2%), in timp ce celulele timice C3H au o capacitate relativ
slabi de a reactiona impotriva fesuturilor din liniile A primitoare.

Soarta grefei de celule limfoide poate fi investigatd printr-un
test elaborat de Simmonsen (citat dupa Junis gi ecolab., 1965) §i care
poarti mumele de ,,testul pentru reactia grefei fatd de gazdd”
(Graft versus host assay — testul GVH). Dacd celulele limfoide
(timice sau splenice) grefate vor prolifera in organismul primito-
rului, atunci ele vor popula toate tesuturile limfoide i implicit splina,
a ecirei greutate relativi, (greutatea splinei/ greutatea corpului) va
creste mult. Spre deosebire de aceasta, in cazurile in care celulele lim-
foide grefate sint rejectate de organismul primitorului, aceste
celule vor muri.

In consecinti, greutatea relativi a splinei va rdmine micd in
comparatie cugreutatearelativi constatatila animalele care au primit
grefa. Trebuie de agemenea notat ci, in cazurile in care animalul primi-
tor este timectomizat, neonatal, acesta nu poate practic rispunde imu-
nogie, de aceea potentialul intregului sdu sistem imun este reficut
pe seama celulelor timice gan splenice grefate, ce vor repopula organele
limfoide si implicit splina acestor animale. S-a dovedit c¢i, in aceste
conditii, celulele imunologic competente din organele limfoide ale
primitorului menfin caracteristicile de histocompatibilitate ale dona-
torului. Apare astfel o stare deosebité, denumitd ,,himerid’’, in cursul
cireia animale cu un anumit antigen de histocompatibilitate riaspund
imunologic prin intermediul unei sistem celular transplantat care are
alte caracteristici de histocompatibilitate.

Aceastd afirmatie a fost verificatd printr-un test deosebit de
interesant, al cdrui principin il vom mentiona pe scurt in cele ce
NITeaZe.

S4 luém ea exemplu cazul in care soareci din linia A, timectomi-
zafi la nagtere, au fost grefafi cu celulele timice ale unor soareci din
linia C;H. Dupé 3 zile, timp in care soarta grefei a fost hotdriti, ani-
malele primitoare din linia A sint sacrificate si splina lor este prele-
vata. Dacéd grefa a fost primitd si deci greutatea relativi a  splinei a
crescut, aceastd populafie limfoidd nou formatd ar putea avea carae-
teristicile de histocompatibilitate ale donatorului C,H, adici H—2F,
sau ale primitorului A, respectiv H —2* Pentru a decide acest lucru, o
suspensie de celule din splina prelevati se inoculeazi (se grefeazi
din nou) unor goareci hibrizi F,, netimectomizati (normali,) care se
vor deosebi de goarecii grefafi numai printr-o singurd alelid de histo-
compatibilitate (hemialogeni).
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in experientele citate, tipul donator (CyH) se testeazd prin
inoculare la hibrizi Fy(C,H x C;;,BL/[1), iar tipul primitor (A) se tes-
teazd fatd de hibrizi F,(A xC;,BL/1). La ambele tipuri de hibrizi
apare diferitid numai alela C;;BL/1 care este T1—2°.

Dupi cum se vede si din tabelul nr. 14 (dupd Junis i colab.,
1965 ; modificat), dacd celulele inoculate vor fi considerate proprii
de citre hibrizi, acestia vor accepta grefa, nu vor rispunde imuno-
logic fatd de ea si, in consecin{i, celulele grefate prolifereazi in orga-
nele limfoide, marind §i greutatea relativi a splinei. §i invers, dacé
grefa va fi consideratd nonself, celulele declanseazi reactia imuni in
organismul primitorului, aceastd reacfie distruge celulele grefate si
splina nu igi va méiri dimensiunile. Rezultatele expuse in tabelul nr.14
reprezintd eclar un raspuns de tip himerd, cu alte cuvinte arati ca
celulele imunologic competente ale animalului primitor (A)timecto-
mizat nu recunosc drept proprii antigenele de histocompatibilitate
H—2% ale gazdei, desi aceste celule se multiplied in gazda A, in schimb
recunosc drept self antigenele de histocompatibilitate H—2%, caraec-
teristice animalului din care provine transplantul.
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CAPITOLUL

IX

Baza geneticd a rezistentei
naturale fata de agentii infectiosi

Existd date care demonstreazi ci rezistenfa sau, dimpotrivi,
susceptibilitatea unui organism fatd de un germene microbian ori
fatd de un virus sint genetic controlate ; cu alte cuvinte, rezistenta
fatd de un anumit agent patogen se transmite de la o generafie la
alta fard a reprezenta o insugire dobinditd in cursul ontogeniei fie-
carui individ

Aldturi de rezistenta organismului fafd de agentul agresor nu
trebuie omisd nici variatia genetic determinati a caracterelor de pato-
genitate ale germenului infectant, aga incit evolufia unei infeefii
depinde de interactiunea celor doud elemente, macro- §i microorganis-
mul, care actioneazi reciproec unul asupra celuilalt.

Factorii care afecteazd sensibilitatea sau rezistenta gazdei
fatd de infecfie sint foarte numerosi.

La mamifere, pe lingd rezistenia celulard neimunologicd fata
de germenii patogeni, apar o serie de reactii de apdrare imunologicd
care, la rindul lor, amplifici posibilitatea organismului de a se opune
invaziel microorganismului.

Intoemai ea gi rezistenta celulard neimunologicid si reactiile
imunologice de apirare sint controlate genetic. In acest ultim caz
insd, de la o generafie la alta se transmite doar capacitatea poten-
tiala de a distruge sau de a neutraliza prin reac{ii imunologice un agent
agresor striin, rdspunsul real al orgamismului fa{d de acest agent
striin (exemplu sinteza de anticorpi speeifici) fiind o functie dobindité
in cursul viefii fieeirui individ in parte, drept urmare a contactului
dintre individ si agentul agresor.

Interactiunea dintre rezistenta neimunologicd — clasic denu-
mitd ,,rezistenfa naturali’ — gi reactiile imunologice de aparare
reprezintd un fenomen frecvent intilnit in natura.

Baza fenotipicd pentru rezistenfa ,,naturald’ neimunologicé la
boali poate fi interpretati ca fiind datoratd unui numsar de procese
fiziologice wvariate, care, dupd cum se va aridta ulterior, fac pur si
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simplu improprie multiplicarea §i invazia intra- sau extracelulara a
agentilor microbieni in fesuturile gazdei. : ‘

Cercetiirile ficute pe diferite linii de animale, precum gi studiul
diverselor colectiviti{i nmane au pus in evidentd faptul ci rezistenfa
sau, dimpotriva, susceptibilitatea fa{d de un anumit agent patogen
sint transmise de 1a o generatie la alta, urmind o distributie mendeliani.

La urmasii rezultati din incrucigarea de indivizi rezistenti cu
indivizi sensibili, caracterele aflate sub controlul unei singure gene
prezintd segregarea insugirii de rezistentd sub forma unei curbe pluri-
modale. In eazul cind rezistenfa este controlatd de numeroase gene
nu ge observi segregarea printre urmasi gi sensibilitatea sau rezistenta
prezintd o distribufie continud (Allison si colab. 1967).

S-au fidcut numeroase studii experimentale, pe specii animale
diferite, cu scopul de a demonstra modul de transmitere ereditara a
caracterelor de rezistentd sau de susceptibilitate fatid de diferite
virusuri, baecterii, protozoare gi pentru a demonstra mecanismul
care sta la baza lor.

Diferente ereditare neimunologice ale sensibilitatii la infeetie.
La puii Leghorn albi consangvini s-a cercetat modul de mogtenire a
rezistentei si a susceptibihtatfii fafd de virusul sarcomului Rous
(V.S.R.) (Payne si Biggs, 1964 ; Prince, 1958). Prin diverse inecruci-
gari gi prin selectie s-an obtinut linii consangvine rezistente (linia 7),
linii care au prezentat susceptibilitate la acest wvirus (6 gi 10) gi alte
linii de pui consangvini (9 si 15) care au prezentat o mortalitate varia-
bilé ca rdaspuns la inocularea cu VSR. In urma incrueisirii indivizilor
din linia 6 (susceptibild) cu cei din linia 7 (rezisten{d), toti urmasii
an fost susceptibili fatd de VSR. Prin incrucigarea indivizilor din
linia 15, care prezentau o rezisten{d variabild, cu indivizii liniei 10
(cu susceptibilitate 100 %) rezultd wurmasi cu susceptibilitate 1009
fatd de infectia cu VSR.

Aceste experienfe au ardtat cii susceptibilitatea geneticd la
VSR este un caracter dominant si cii acesta este dependent de o
singurd gend autosomald (Waters si Burmeister, 1961).

Alte cercetiri au adus date care susfin faptul ci diferenfele in
susceptibilitatea fatd de infectia cu virusurile leucozei aviare VSR
(RAV,) si VSR(RAV,) — RAV, si RAV, reprezentind virusurile
ajutatoare (helper virus) — sint determinate pentru fiecare tip de
asociafie virald de citre o singuri pereche de gene alelice autosomale.
Alela pentru susceptibilitate fiind dominanti, earacterul de rezistentd
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apare numai la puii homozigoti pentru alela recesivii ce conferi
rezistentd. Se sugereazi ci alela dominantd controleazii sinteza unui
receptor celular specific, reprezentat de o componenti proteici a su-
prafetei celulare, care serveste pentru fixarea virusului de celula-gazdi
(Crittenden si colab., 1963 ; Rubin, 1960, 1965).

Sensibilitatea fatd de virusul leucozei aviare VSR (RAV,) sau
pseudotipul VSR(RAV,) se manifesti fie prin formarea de tumori
la puii de giind iesiti din ou, fie prin lezarea culturilor celulare de
embrion de pui. Datele prezentate aratd cid variabilitatea suscepti-
bilitatiila VSR se manifestd la nivel celular ; ea este deci independenta
de imunitatea dobindita.

Un alt exemplu de rezistenti genetic controlati este rezistenta
goarecilor la virusul leucemiei. Probabil ei cele mai multe leucemii
la, goarece sint induse de citre virusuri. Primul virus a fost izolat de
Gross, din fesuturile normale si leucemice ale soarecilor C;; si AKR
(soareci conmsangvini cu o foarte mare incidenfd a leucemiei spon-
tane) ; filtratele acelulare ale acestor tesuturi au indus leucemia la
goarecii nou-niscufi din tulpinile C.,BR si C,;Hf/B,.

Virusul Friend al leucemiei soarecelui poate induce boala la
un numir mare de tulpini de goarece, ca, de exemplu, RF, Swiss,
DBA,, DBA, AKR/LWN, C;H/P, C;H/Crgl, BALB/e, in timp ce,
dimpotrivi, alte linii de soareci, ea, de exemplu, PRI, C,H, C,;BL/6,
BALB, sint rezistente la infectia virald (Odaka si Yamamoto, 1962).

In scopul ldmuririi rolului configuratiei genetice a organismu-
Iui in rezistenta fatd de infectia virala, soarecii din linia RF (suscep-
tibili) an fost incrucisati cu soareci din linia C..BL/6, rezistenfi la
virusul Friend al leucemieil soarecelui. Drept urmare, toli urmasii
(F;) au fost la fel de susceptibili, demonstrind ci acest caracter este
dominant fatd de rezisten{d. Din inerucisarea reversi cu sgoarecii
liniei rezistente au rezultat soareci cu un comportament diferit :
509, soareci susceptibili si 509, soareci rezistenti la virusul Friend al
leucemiei. Incrucisarea reversi cu linia susceptibili (RF) a dat
100 %, urmasi susceptibili.

Daeci notdm gena dominantid pentru susceptibilitate cu litera S,
iar gena alelicd recesivd cu litera micd s, din experientele citate
rezultd ca :

— genotipul linei RF este SS (fenotipic 1009, susceptibili) ;

— genotipul liniei C,.BL/6 este ss (fenotipic 09, susceptibili);

— genotipul F, rezultat din inerucigarea celor doua linii este
Ss (fenotipic 100 9, susceptibili).
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Din incrucisarea reversi a goarecilor F, cu linia RF vor rezulta
genotipurile SS si Ss (fenotipic ambele sint 1009, susceptibile). Incru-
cisarea reversi cu C;,,BL/6 duce la aparifia genotipurilor Ss §i ss
(fenotipic 50 9%, susceptibili i 50 9, rezistenti).

Din incrucigarea goarecilor F, intre ei, in generatia I, vor aparea
genotipurile S8, Ss si ss, respectiv in proportiile 1:2:1 (fenotipic
759, susceptibili §i 25 9, rezistenti).

Antigenele H—2 sint larg rispindite in tesuturi si reprezintd
antigenele majore de histocompatibilitate ale soarecelui. Lilly si
colab, (1964) au constatat c¢i mai multe linii de gsoarece, cum ar fi
Cs5y AKR, C,,BR si C,H, avind acelasi tip de antigen major de histo-
compatibilitate H —2*, sint toate susceptibile la wvirusul Gross, de
unde s-a tras concluzia ci susceptibilitatea la acest virus este core-
latd cu tipul antigenelor H—2.

Aceastd corelatie a fost investigatia prin testarea susceptibi-
litdtii descendentilor F, rezultati din incrucisarea unei linii rezistente
la virus (C,,BL/6), de tip H—2"", cu o linie susceptibild in proportie de
100 9% (C;Hi/B,), de tip H—2*%.

Soarecii din generatia Fy(H—2*") au prezentat o rezistents
foarte mare la leucemii. In urma incrucigirii reverse cu linia rezistenti
la virus, H—2"", se ob{in 509, goareci H—2" gi 50 o, H—2". Atit
animalele homozigote, cit si cele heterozigote pentru alela H—2°
prezintd foarte rar leucemii. In cazul incrucigirii reverse dintre F,
si linia susceptibild H —2*F rezultd 50 9, animale H —2¥* gi 509/, H —2kb
Atit in incrucigdrile reverse, cit si in generatia F,, soarecii homo-
zigofi pentru alela H —2* au prezentat o susceptibilitate foarte mare,
cu o scurtd perioadd de latentd la inducerea leucemiei, in timp ce
goarecii heterozigoti pentru H—2* ori firi alela H—2% prezinti o
susceptibilitate mult mai redusi.

‘ele doui observafii expuse diferd asupra unui anumit punet
de vedere. In timp ce Odaka si Yamamoto (1962) sustin ci suscepti-
bilitatea este dominantd asupra rezistentei in cazul virusului Friend,
Lilly si colab. (1964) constatd cd pentru virusul Gross, dimpotrivi,
alela H —2" este corelatd cu o formi de rezistents, dominanti, hetero-
zigotii H—2"" fiind rezistenti la infectia virali.

Ambele lucridri sint insd de acord asupra faptului cd suscepti-
bilitatea soarecilor la leucozd este controlati de un singur factor
genetic autosomal, care, dupd Lilly si colab. (1964), este influentat
sau chiar identic cu factorii genetici existenti in locusul H—2.
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Este important de notat faptul cid la goareci genele Ir care
controleazd raspunsul imun prin sintezd de anticorpi fatd de o serie
de antigene sint situate de asemenea in interiorul regiunii H—2,
fapt care ar explica si mai bine de ce susceptibilitatea genetic deter-
minaté a unor neoplazii sau a unor boli autoimune este legatid de
aceastd regiune genetici (Benacerraf gi MeDevitt, 1972).

Susceptibilitatea soarecilor faid de virusurile gripale. S-a constatat
ci goarecii tulpinii A,G sint mult mai rezisten{i decit al{i soareci de
laborator fatd de virusul gripal de tip A cu afinitate neurotropa
sau pneumotropd. Titrul viral atins in ereier dupé inoculare de virus
gripal neurotrop la tulpina A,G a fost de 100 ori mai mic decit la
alte tulpini de soareci.

Observatia ca goarecil consangvini ai tulpinii A,G sing foarte
rezistenti la actiunea letald a unor mixovirusuri a suwmat cercetarea
mecanismului genetie al acestui fenomen,

Astfel s-au inerucisat soarecii tulpinii A,G, rezistentd, cu
goarecii tulpinilor A ori C;H, susceptibile, obfinindu-se urmasi
I;. Testarea rezistentei la virusul gripal s-a ficut dupi 7 sdptdmini
de la nagtere, pentru a evita protectia pasiva prin anticorpi antivirali
materni.

Presupunind ci o aleld dominantd autosomald determini rezis-
tenta fatd de wvirusul A mneurotrop (soarecii A,G fiind homozigoti
pentru aceastd aleld), ar fi de agteptat ea printre descendenti s
apard, in urma inoculirii cu virus, urméatorul procentaj de indivizi
susceptibili : 09, in generatia ¥,, 259, in generatia F, si 509, in
urma inerucigiarii reverse dintre ¥, gi linia susceptibila C,H.

Procentele obtinute experimental sint aprupiate de eele caleu-
late prin aceastd ipotezid. Rezultatele sugereaza deci cid o singurd
gend dominantid autosomald determinid rezistenta fatd de virusul
neurotrop gripal A (Lindemann, 1962, 1964 ; Lindemann gi colab.,
1963).

Susceptibilitatea omului fatd de paludism. S-a dovedit ci factorii
genetici care influenteazi rezistenta la boald sint compleesi si pot
depinde de mai multe gene ce controleazi fie sinteza anticorpilor
sau a altor compusi (ecum ar fi hemoglobina), fie alte procese meta-
bolice.

In cazul malariei la om, o rezistentd deosebitii este conferité
de doué gene cu importantd majord, gena celulei falciforme (sickle
cell, Sk) si gena deficientei in enzima glucozo-6-fosfat dehidrogenazi.



Baza geneticd a rezistentei naturale la agentii infectiosi 189

Gena celulei falciforme (Sk) este frecvent intilnitd in regiunile
din Africa, Asia sau in sudul Europei, unde malaria eu Plasmodium
faleiparum este incd sau a fost hiperendemicid pinid recent.

Are caracter codominant, autosomal gi conferd rezistenta fati
de malarie. Ea controleazia formarea unei hemoglobine anormale
(HbS), care diferi de hemoglobina normalda A (HbA) prin existenta
unei substitutii a unui aminoacid in lanful 3, unde, in pozitia
6, acidul glutamie din HbA este inlocuit de valind in HbS (Baglioni,
1963). Rezistenta la malarie este datoratd faptului cd parazitul ale
ciarui necesitifi metabolice sint adaptate la hemoglobina normalid A
se dezvoltd mult mai putin bine in hematiile cu hemoglobind S,

Cind moleculele de HbS se gisgesc in stare redusid, ele devin
foarte putin solubile in solutii saline si se agregd in mase rigide sub
formé de bastonase, care provoacid deformarea hematiei ce ia un
aspect de secerd sau o formé filamentoasa.

La indivizii homozigoti, Sk/Sk, toatd hemoglobina este anor-
mald, iar fenomenul de deformare a hematiei se produce la presiunea
partiald fiziologici a oxigenului; apare anemia severid, urmati de
moarte. Aceasti boala este frecventd in copilirie, ¢cind marea majo-
ritate a indivizilor homozigofi mor in urma unel anemii hemolitice
grave.

Hematiile indivizilor heterozigoti, Sk/A, sint normale in con-
ditii de oxigenare convenabild, dar iau forma faleiformi cind pre-
siunea parfiald a oxigenului este mai scizuti.

Gena responsabild de aceastd anomalie are o actiune nefasti,
dar ea se menfine in populatie deoarece conferi indivizilor care o
poartd in stare heterozigoti o rezistentid crescutid la malarie. Aceasta
pentru ca printre purtatorii genei Sk atit procentul indivizilor cu
parazifi ai malariei, ¢it i numirul de paraziti ce populeazi fiecare
individ in parte sint mult scizute. Indivizii heterozigoti, Sk/A,
posedd atit HbS, cit §i HbA, de unde conecluzia e¢i la nivelul macro-
organismului cele doué alele sint codominante.

Degi un numir mare de gene este eliminat din populatie prin
moartea indivizilor homozigoti, gena Sk se intilneste in formi hetero-
zigota la un procent mare, ce atinge pini la 40 9, din populatiile
Africii, Indiei, Europei de sud, datoritd avantajului selectiv al purti-
torilor (Allison, 1960, 1964 ; Gilles si colab., 1967).

Gena deficientei in enzima glucozo-6-fosfat dehidrogenazi
determinii o anomalie ereditari legatid de sex, exprimati complet
la masculi (hemizigoti) sau la femeile homozigote si cu o exprimare
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particulari la femeile heterozigote, de unde concluzia ci aceastd
gend este codominantd cu alela el normali.

Incidenta inaltd a deficienfei in enzima glucozo-6-fosfat
dshidrogenazd (G-6-PD) este intilnitd in regiunile malarice.
Deficienta enzimaticd determind o degradare accentuatd a hemoglo-
binei si prin aceasta limiteazd multiplicarea parazitilor malariei,
in hematii. Existd numeroase date care vin in sprijinul faptului
cd deficienta in G-6-PD conferd un avantaj selectiv purtatorului
fatd de infectia malaricd, potential letald (Allison 1960, 1964; Gilles
§i colab., 1967).

Corelatia dinire grupurile sangvine si susceptibilitatea omulwi
fatd de gripd. O serie de lucriri au atras atentia asupra sensibilitétii
mai mari a indivizilor de grup sangvin 0, comparativ cu cel din
grupa A, fati de infecfia cu virusul gripal A, (MecDonald i Zuckerman,
1962).

Corelatia dintre grupurile sangvine si susceptibilitatea la variold.
Diverse cercetiri au ardtat cid indivizii cu grup sangvin B saun 0,
ale cidror seruri confin aglutinine anti-A, prezintd rezistenta fata
de variold. Dupi unii autori, aceasti rezistenti se datoreste faptului
¢ antigenul virusului vaceinal este inrudit en antigenul de grup
A (0. M. 8., 1968).

Anomalii ereditare ale funetiei leucocitare asoeiate eu cresterea
sensibilititii la infeetie. Boala nurcii aleutine apare im mod spontan
si este caracterizatd prin hipergammaglobulinemie, cregterea prote-
inemiei totale, descresterea albuminei serice, prezenfa de fibrinoid
in peretii arteriali §i in glomerulul renal. Este caracterizati de aseme-
nea printr-o proliferare intensi a celulelor plasmocitare, fard formare
de tumori. Se observi cresterea marcatd a concentratiei unui consti-
tuent special de gammaglobulind, amintind proteina de mielom
monoclonal (Henson si colab., 1962 ; Porter gi colab., 1965).

Nureile homozigote pentru alela aleutin recesivd (aa) sint
cele mai frecvent afectate de boald; ocazional, boala apare §i la
heterozigoti. S-a obervat cid leucocitele nurcilor homozigote pentru
alela recesivi (aa) diferd de leucocitele animalelor normale, pe de o
parte, prin granulatiile lor gi, pe de alti parte, prin faptul cd prezinta
anomalii ale functiei fagocitare. Aceste anomalii determinid boala
propriu-zisd, care se transmite ereditar §i se manifestd prin cregterea
sensibilititii acestor animale fatid de diferite infectii.

Sindromul Chediak-Higashi (Windhorst si eolab., 1966) carac-
terizeazi o boali a copiliriei la om, ce se manifestd printr-o hipopig-
mentare a pielii, pirului si a ochilor, cu o marecatd fotofobie; copiii
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bolnavi sint succeptibili la infectii frecvente i severe. Drept urmare,
ei mor in prima copilirie. In gingele periferic se observi in leucocitele
neutrofile si eozinofile granulatii anormal de mari. Granulatiile
anormale apar si in limfocite sau in monocite. De asemenea, granulele
de melanind prezintd un aspect anormal. :

Aparitia de cazuri neobignuit de frecvente, la diferite grupuri
de frati-surori la care se constaté un grad inalt de consangvinitate
la parinti, a pus in evidentd determinismul genetic al bolii ;transmi-
terea ereditari se realizeazi ca un caracter unigenic autosomal,
recesiv (Windhorst si colab., 1966).

Granulomatoza cronicd apare in copilirie si este caracterizati
printr-o crestere a sensibilitatii la infectia prin germeni mai pufin
virulenti care la omul normal nu determind boala.

Are o transmitere recesivi, legatd de sex. Boala este deter-
minati de o anomalie a leucocitelor neutrofile care fagociteaza
normal bacteriile, virusurile si alte particule, dar nu pot distruge
germenii intracelular. In aceste eazuri nu se observid o crestere a
nivelului hexozo-monofosfatului din leucocite, ca in cazul fagocito-
zei normale (Baehner si Nathan, 1966, 1967 ; Vilde, 1971).

Femeile purtitoare, heterozigote, posedid douid populatii de
leucocite — una normali sgi alta anormali. Capacitatea acestor celule
de a distruge bacteriile inglobate este intermediara, intre capacitatea.
leucocitelor de la indivizii normali si a celor de la indivizii homozigoti
atingi de granulomatoza cronici (Windhorst i colab., 1967).

Diferente ereditare ale sensibilitatii la infeetii exprimate la
nivelul macrofagelor. Arbovirusurile de grup B la soarece. O remar-
abild diferentd de sensibilitate fatd de virusul febrei galbene s-a
manifestat intre diverse linii de goareci. Aceastd diferentd este de-
terminaté printr-o singurd pereche de gene, alela care confera re-
zistenta fiind alela dominantd din genom (Sabin, 1952 a, b).

Astfel, prin incruecisiri intre liniile de goareci PRI (rezistenti)
cu soarecii C;H/He (susceptibili) si prin inecruecisarile reverse s-a.
aritat cd factorul care controleazi rezistenta liniei PRI se comporta
ca 0 singurd gend dominantd autosomalid. Generatiile obtinute prin
incrucigdri reverse intre un heterozigot mascul si femela homozigot
recesivi, susceptibild, au prezentat o distributie de 1 :1 a rezistentei
81 susceptibilitatii. ;

Acelasi lueru se constatd prin incrucigarea liniei BRVR (rezis-
tentd) cu linia CgH/He (susceptibild). Modul de transmitere eredi-
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tard a genei ce controleaza rezistenta liniei BRVR fatd de arbovi-
rusul B este similar cu cel al genei pentru rezistentd din linia PRI.

Mecanismul celular prin care gena conferi rezistenta la virus
se exprimii in macrofagele sistemului reticulo-endotelial. In culturile
de macrofage din splind sau din exsudate peritoneale obfinute de la
goareci rezistentl nu se constatd multiplicarea virusului, in schimb
in eulturile de macrofage de la tulpini de gsoareci sensibili, virusul se
poate multiplica. Spre deosebire de aceasta, culturile de celule din
rinichi gi pulmoni de la linii de soareci rezistente sau susceptibile
8-au comportat asemanator.

In concluzie, baza geneticii a rezistentei tulpinilor PRI si
BRVR la arbovirusuri, stabilitd prin experiente de reproducere incru-
cigatd gi inerucigiri reverse, este determinatd de prezenta unei gene
din genomul acestor soareci, care este dominantid si antosomali.
Expresia fenotipicd a acestei rezistente mostenite se realizeazi in
macrofagele sistemului reticulo-endotelial (Goodman g1 Koprow-
ski, 1962).

Virusul hepatitei goarecelwi (VHS). S-a observat c¢i goarecii
liniei PRI sint susceptibili la infectia cu virusul hepatitei goarecelui,
pe cind goarecii tulpinilor BSVS gi C;H sint rezistenti.

Inerucisdri intre diversele linii cu susceptibilitate diferita
(de ex., tulpinile PRI si C3H), precum si incrucigirile reverse an ari-
tat ci susceptibilitatea la boald a segregat ca si cum ar fi controlati
de o singurd gend dominantd.

Culturile de macrofage de la goarecii susceptibili permit multi-
plicarea VHS, prezentind efecte citopatogene, pe ¢ind in macrofa-
gele de la gsoarecii rezistenti, virusul nu se poate multiplica gi niei nu
determinéi efecte citopatogene. Drept urmare, culturile de macro-
fage preparate din tulpini suseceptibile produec constant mai mult
virus decit cele rezistente (Vainio, citat dupid O.M.S., 1968).

Deci macrofagul este celula responsabili pentru susceptibili-
tatea geneticd a goarecilor PRI, Exista o corelatie clarid intre suscep-
tibilitatea in wvivo, testatd direct pe animale, gi susceptibilitatea
in vitro, testatd pe culturi de macrofage (Kantoch si colab., 1963).

S-a demonstrat experimental eid goarecii tulpinii BSVS, care
sint genetic rezistenti la VHS, dupa timectomie neonatald devin
susceptibili la acest virus. De aieci s-a tras concluzia ci pentru ca
animalele si reziste infectiei virale este necesari i integritatea meca-
nismelor de apidrare imuni. Cu alte cuvinte, la animalul rezistent la
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boalii existd gi functioneazi coreet atit gena ce controleazi rezistenfa
macrofagelor fatd de infectia virali, cit i genele ce controleazid reacti-
ile imunologice (Bang si ‘Warwick, 1960).

Diferente ereditare, cu exprimare fenotipici complexi, ale re-
zistentei fatii de agentii infeetiogi. Rezistenfa pdsdrilor fajd de salmo-
neloze. S-au selectionat in mod progresiv pésiri rezistente fati
de infectia cu Salmonella gallinarwm. In urma inerucigirii pasirilor
rezistente fat{d de infecfie cu pisiri susceptibile s-a ob{inut la descen-
denti o sciidere a rezistentei, ceea ce pune in eviden{d dominanta
susceptibilititii asupra rezistentei.

fnerucigarea hibrizilor cu pisiri ale liniei susceptibile duce la
aparitia unor descendenti la care se constatd o scidere i maiaccen-
tuatii a rezistentei, in timp ce inerucigarea hibrizilor cu pasiri rezis-
tente a mirit rezistenta descendenfilor. Rezultatul inerucigirilor
reverse reprezintid deci o medie intre rezisten{i sau susceptibilitatea
hibrizilor F, si cea a tulpinilor parentale. Rezulti ci numéarul de
perechi de gene implicate in determinarea rezistentei péasarilor la
Salmonella este mai mare, aceasta deoarece rezultatele incrucigi-
rilor se abat de la cele asteptate in cazul unui caracter genetic mendelian
unifactorial (Gowen, 1960, a, b).

Rezistenta goarecilor faid de salmoneloze. Incrucigarea realizati
intre tulpinile susceptibile §i cele rezistente a ardtat cd urmasii
acestor animale au fost aparent mai rezistenfi. Concluzia acestor
experiente este ci mai multe gene sint implicate in controlul suscep-
tibilitétii goarecilor fatd de salmoneloze. Acest fapt rezultd si din
constatarea ca, din incrucigarea intre diverse linii susceptibilie, o
parte dintre urmagi an o rezisten{d crescuti.

Observatiile asupra mogtenirii rezistentei si susceptibilititii
fatd de infectia eu 8. typhi-murium la goarece sint comparabile cu

acelea descrise la pésirile domestice — in cazul bolii tifoidice cu
8. gallinarum.

Studiul diferitelor linii de goarece a aritat o eregtere a numi-
rului total de leucocite in eazul animalelor cu rezistentd crescuti,
infectate cu 8. typhi-murium, in timp ce la tulpinile susceptibile
s-a constatat un numir mult mai mie de leucocite. De asemenea
macrofagele din ficat prezentau diferente in comportamentul .‘mnrir
La tulpinile rezistente, bacteriile au fost rare ori giisite in macrofage,
nu erau bm_e: colorate, iar peretele baeterian arita semme de degene-
rare. In schimb, in macrofagele tulpinilor susceptibile, bacteriile erau
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bine colorate i prezentan un aspect de reproducere normals, deci
nu erau distruse in urma fagocitozei.

Rezistenia soarecilor la ectromelie. Diferentele de sensibilitate
sau de rezistentd la ectromelie a multor linii de goareci sint probabil
corelate cu diferentele de intensitate a rdspunsului imun, dupé cum
aratéd dozarea anticorpilor neutralizati. ‘ b

Diferenfele de susceptibilitate fatd de aceastdé boald sint mai
evidente la goarecii in virstd de doué luni.

Cercetindu-se baza rezistentei tulpinii C;;B; s-a constatat ca
aceste animale rispund mult mai repede si mai efectiv prin pro-
ducerea de anticorpi antivirali neutralizan{i si probabil fixatori de
complement. :

Comportamentul diferit al tulpinilor de soareci este mai evi-
dent cind virusul este inoculat in laba piciorului si este redus la maxi-
mum cind virusul este injectat intracerebral, probabil pentru ci in
creier nu ajung anticorpi in cantitate suficientid. Diferenfele duratei
de supraviefuire reies limpede cind goarecii triiesc maimult de gase
zile, probabil fiinded dupd acest interval de timp rdspunsul imun
s-a dezvoltat suficient la soarecii tulpinii C;;B, pentru a influenta
cursul bolii (Schell, 1960).

Existd cercetdri care aratd cd virusul ectromeliei se dezvoltd
la fel de bine pe culturi de macrofage provenind de la goarecii
tulpinii C,,B, (rezistentd), ca si pe culturi de macrofage provenind
de la goarecii din tulpina Walter si Eliza Hall Institute (suscepti-
bild) (Roberts, 1963, 1964).

Inecruecigind tulpina C,;;B, (rezistenti) cu tulpina Walter gi Eliza
Hall Institute (susceptibild), generatia ¥, a fost uniform rezistenta,
aritind cii rezistenta la boali este un caracter dominaat. Ineruci-
garea reversd intre F, si pirin{i rezistenfi a dat urmasi rezisteati, iar
incrucisarea reversi cu périafi suseeptibili a determinat caracterul
de susceptibilitate la 50 9%, din urmasi.

Datele acestor experiente araté céi rezistenfa este mogtenitd
ca un singur factor dominant autosomal §i ¢d goarecii C;,B, sint homo-
zigoti pentru acest caracter (Schell, 1960).

Rezistenja soarecilor fajd de virusurile oncogene (tumorigene).
Diferentele determinate genetic ale sensibilitidfii goarecilor fafd de
virusurile tumorigene par a fi strins legate de eficacitatea mecanis-
melor imunitare cu suport celular. De exemplu, linia C;;B, este rezis-
tentd la tulpinile cele mai oncogene de virus polioma, dar o timec-
tomie neonatald face si dispari aceastd rezistenfd, care insé reapare
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dupi inocularea de celule splenice singeneice (Law, 1966). La $n:_;1recii
C,H, inocularea unei tulpini foarte oncogene a virusulul poliomei
provoaci aparifia de numeroase tumori, in timp ce dupi 1nﬂeu1arqa;
tulpinii M, pufin oncogene, apar rareori tumori; dupd timectomie
neonatali insd si tulpina M provoaci de asemenea aparitia frecventa
a tumorilor (Malmgren si colab., 1964).

Formarea de tumori prin adenovirus tip 12 devine posibild
la soarecii CzH, relativ rezistenfi, §i este facilitaté la soarecii CBA
mai sensibili, prin timectomie neonatald sau prin administrare
de ser antilimfocitar (Allison 1965 ; Allison §i colab., 1967).

Deci inducerea de tumori prin virus depinde de interactiunea
a trei factori principali : de constitufia geneticd a virusului, de con-
stitutia geneticd a gazdei i, corelat cu aceasta din urmi, de inten-
sitatea reactiei imune fatd de noul antigen tumoral.

Hipersensibilitatea fatd de histamind, indusd la soareeii albi
prin Bordetella pertussis. Parfentjev si Goodline (1948) au observat
cd, prin administrarea de B. pertussis la soareci albi, rezisten{a
cunoscutii a acestora fatd de histamind scade foarte mult (100 de
ori). Aceastd sensibilizare fatd de histaminid este determinati de
factorul histamino-sensibilizant (FHS) din B. pertussis. S-a con-
statat cd diverse linii de soareci riaspund diferit la administrarea
acestui germen (Tokuda si colab., 1963 ; Bergman si Munoz, 1968).

Pentru a cerceta modul de transmitere ereditari a raspunsului
fatd de FHS, s-au incrucigat diferite linii consangvine de soareci
sensibili gi rezistenti, cum ar fi SWR/J (susceptibili) cu CBA/J
(rezistenti). Hibrizii ¥, obfinuti prin incrucigsarea acestor linii pre-
zintd o mortalitate de 1009%,, daci dupd vaccinarea cu B. pertussis
li se administreazid histamind, deci capacitatea de sensibilizare la
histamind prin FHS, se comportd ca un caracter dominant. Mogte-
nirea dominantd a fost de asemenea observati si la incrucisarea
altor tulpini sensibile cu tulpini rezistente.

La goarecii generafiei a doua (F,), ca urmare a mostenirii
unifactoriale dominante a raspunsului la FHS, mortalitatea este de
75%. Dupéd incrucigiri reverse intre hibrizii ¥, si CBA/J (pirintele
homozigot recesiv pentru rezistentd la FHS), mortalitatea a fost de
50%. Prin incrucigarea reversid a hibrizilor F, ecu SWR/J (pirinte
homozigot dominant pentru susceptibilitate), urmagii au prezentat
o mortalitate de aproape 100%,, in urma vaccinirii cu B. pertussis
i a administririi de histamind. Incrucisarea reversi dintre toti
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descendentii I, gi linia SWR/J (sensibili) a determinat o mortali-
tate de 509, ceea ce concordd cu o mosgtenire unifactoriali.

In concluzie, sensibilitatea la FHS este controlati printr-o
singurd gend dominantd autosomali.

Existd date experimentale care aratd ci gena care controleazi
sensibilitatea prin FHS controleazi si alte reactii biologice.

De exemplu, goarecii liniei BSVS sint sensibili atit fa{d de
FHS, cit si fati de producerea encefalomielitei alergice experimentale,
%}e cind goarecil liniel BRVR sint rezistenfi la ambele condifii pato-
ogice.

S-ar putea considera ci factorii genetici care influenfeazi
raspunsul goarecilor la FHS din B. pertussis igi gisesc echivalentul
lor gi la om. Astfel, encefalopatiile care apar arareori dupivaccina-
rea antipertussis par si aibd un mecanism de producere asemanidtor
aceluia de la goarecii sensibilizati la histamind (Pozsgi, 1972).
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Immunogenetics

(SUMMARY)

The present work presents some immunological problems
considered from the genetical point of view.

The first chapter deals with the immunological recognition
of foreign cells and maeromolecules in organisms and with the ge-
netie laws which govern the inheritance of the maeromolecular con-
figuration in the self area of the offsprings.

It points out that eellular recognition of foreign macromole-
cules is a natural process appearing far in phylogeny, in the protozoan.
By evolution, this more and more complex process is involved in
the defence of the macroorganisms against heterologous macro-
molecules by immune, as well as nonimmune mechanisms.

The direct cellular recognition of nonself compounds, by
membrane receptors, appears enhanced in the higher evolved spe-
cies due to the interaction of foreign cells and maecromolecules with
apecific antibodies.

The second chapter deals with the immunoglobulin structure
and the genetic mechanism controlling the synthesis of these pro-
teins. After a brief description of the immunoglobulin structure,
the multiple variations appearing in these macromolecules are consi-
dered from the genetical point of wview.

As concerning the constant (C) regions of the H chains, some
differences in the primary structure of the polypeptide chains de-
termine the group (isotype) and subgroup specificity, other diffe-
rences determining the allotype specificity.

__In all normal sera H chains of any groups and subgroups can
be identified so that these polypeptide chains are genetic markers
for different nonallelic genes, each gene controling a single group
and subgroup specificity.

By contrast the allotypic differences within each subgroup,

account for the allelic forms of the same gene controlling a H chain
of a given subgroup.
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Variations of the constant regions of L chains are also discussed ;
there is shown that in the case of H chains, segregation or nonse-
gregation of a given marker between the offsprings may subdivide
these differences of the L chains in some ones showing different
genes controlling various L chains, as for instance K chains or the
multiple types of the lambda chains (Kern-0Oz~; Kern—-0z" or
Kern™0z~) and others —the allotypic differences —accounting for the
various allelic forms of a single gene.

The variable regions of I. and H chains are further discussed
in another subsection of this chapter. The importance of these regions
in the combining sites specificity and also the correlation between
the configuration of the V regions and the idiotypic specificity of
the antibodies are discussed too. Some recent works are presented
which lend support for affirmation that the idiotypic specificity
18 genetically inheritable and consider hence that the idiotype may
be regarded as the genetic marker of the V regions of both L and H
chains.

The next section of the same chapter deals with the phylo-
genetic evolution of the genes controlling the immunoglobulin
synthesis. It describes the homologous regions of the immunoglo-
bulin chains and hence, the possibility for both, the I, and H chain,
to have evolved from an unique primitive gene. Duplication of
this primitive gene has led to the L. chain gene, whereas duplication
of parts or of the entire gene for the L chain has led to the H chain

ene.

. The chapter concerning the genetical determinism of the
immunoglobulin structure includes also a section concerning the
allotypes of human immunoglobulins. In this section the different
genetic markers of human immunoglobulins as the Inv, Am, Gm,
and the ISf systems, are presented.

The immunoglobulin biosynthesis is another subsection of
the same chapter.

After some considerations on the allelic exclusion and subgroup
exclusion phenomena occurring in each antibody producing cell
experimental proofs are presented which show that the L and H
chains are synthesized by different messenger RNA macromolecules
forming polysomes with different sizes. The release of L. and H
chains from ribosomes and assembly of the complete immunoglobu-
lin molecule is also discussed. :

The different hypothesis explaining the way by which a great
number of different V genes arise, coding for combining sites with
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affinities for different antigenic determinants are also reviewed in
another section. The translocation of the V cistron near the C cistron
finally forming a complete VC gene coding for a complete Lo or H
chain is presented as the most probable event occurring during the
ontogenetic development of the antibody forming clones.

The germ line evolution hypothesis and the somatic hypothesis
(somatie recombination or somatic hypermutability) are presented
as possible mechanisms explaining the variability of the combining
sites. Finally the mechanisms selecting the only clones which sin-
thetize antibodies against non self antigenic determinants are com-
mented.

In this context the recent Jerne theory, according to which
histocompatibility antigens represent the barrier retaining in the
thymus, and perhaps in the bone marrow, those clones producing
antibodies against the self-macromolecules is presented.

The third chapter deals with the interactions between various
cellular types during the immune response. The interaction between
macrophages and immunocompetent cells as well as the interaction
between T and B immunocompetent cells are briefly described.

Are the nucleic acids mediators involved in these interactions ?
The different opinions concerning their possible role in vivo are
further discussed. Some experiments are presented suggesting
that the nucleic acids can transfere the antigenic information from
macrophages to antibody sinthetizing cells either encodea in the
specific nucleotide sequence of their structure, or as ‘‘superantigens’
i.e. complexes formed by interaction of the antigen with small mole-
cular RNA. Other scientists consider that in vivo the nucleic acids
stimulate unspecifically the antibody forming B cells (as many
other polyanions). This opinion is also commented. Although the
discussion is still open we consider that this latter point of view
seems to be more adequate in explaining the adjuvant action of
the nuecleic acids. Numerous works have shown that immune respon-
siveness is genetically determined, some strains responding to an
antigen, whereas other appear as unresponders.
Chapter V deals with the genetic control of the immune res-
ponse to various antigens.
- The Ir genes controlling the immune responses to different

antigens, such as synthetic polypeptides, native proteins or polysac-
charides, are first deseribed. The correlation of the Ir genes with
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the genes controlling the histocompatibility antigens, and also the
phenotypic expression of the Ir genes, represent other problems
reviewed in this chapter. These findings are of greater importance
for biologists and phisicians, since, as Benacerraf and McDevitt
have pointed out ‘it is highly probable that such a genetic control
may play an important role in the inherited susceptibility of some
human families or animal lines to some infectious diseases’’.

Chapter VI deals with genetic disturbances in the immuno-
globulin synthesis. Some of these diseases as sex-linked agamma-
globulinemia are inherited during many generations showing genetic
abnormalities ot the germinative lines. Some others, as multiple
myelomas, p or y heavy chain diseases are also determined by
genetic deficiences but occurring in the somatic lines, involved in
immunoglobulin synthesis. Recent works trying to correlate the
different immunoglobulin deficiency diseases with genetie distur-
bances of the T or B immunocompetent cell lines are also discussed.
Many studies have shown that at least rome autoimmune diseases
appear by genetic alterations too. Such alterations may occur either
in the germinative lines, thus determining an inheritable predispo-
sition to the autoimmune diseases, or in the somatic lines sinthe-
tizing autoantibodies, which are no longer sensitive to the functional
inhibition, normally induced by the self compounds. These problems
are briefly reviewed in the VIth chapter, which discusses the genetic
determination of the autoimmune diseases.

Chapter VII presents some inheritable deficiency of different
complement components, in humans or animals as mice, guinea-pig
or rabbits.

The next section of the monograph deals with the immune
reactions occeurring during tissue transplantations. The major or
minor genes controlling respectively strong and weak histocompa-
tibility antigens and the genetic laws governing rejection or accep-
tance of a tissue transplanted from parental lines to offsprings are
discussad.

After a brief presentation of the current techniques employed
for testing the histocompatibility, as the mixed lymphocytes cul-
ture or serologic testing, the major histoecompatibility locus in man
(HL —A locus) and the H—2 locus of the mice are described. This
section ends by some considerations on the tyhmus role in acceptance
of the transplants and on the fate of the immunocompetent trans-

planted T and B cells demonstrated by the graft versus host reaction.
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As many biologists have observed the natural resistance of
gome human or animal individuals to some infectious diseases is
inherited during many generations. The last section described hence
some cases of inheritable matural resistance.

The authors point out that this resistance may be determined
by nonimmune mechanisms. Some examples of natural resistance
to infectious agents are given, as the resistance of some chicken or
mice strains to viral leukemias or other viruses, or the resistance of
humans bearing the sickle cell anemia gene to malaria.
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