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INTRODUCCIO

La immunologia, o millor dit I'analisi
cel-lular i molecular de la resposta immu-
nitaria, ha estat una de les puntes de llanga
de la biologia moderna en el darrer quart de
segle. L’autor defensa la idea d'un desenvo-
lupament encara més gran d’aquesta area
de la biologia en els primers vint-i-cinc anys
del segle xx1. En aquest article s’intenta po-
sar al dia, des d"un punt de vista molt perso-
nal, el que sabem avui de la resposta immu-
nitaria i s’intentara justificar la previsié del
seu desenvolupament en un futur proper.

LA RESPOSTA IMMUNITARIA

El paper més important del sistema im-
munitari és la defensa de 1'organisme da-
vant la invasi6 per microorganismes i vi-
rus, ila lluita contra les cél-lules tumorals. El
sistema immunitari utilitza, per portar a ter-
me aquesta funci6, diferents tipus cel-lulars

que presenten una alta mobilitat. Aquestes
cel-lules circulen per la sang i el sistema lim-
fatic i poden penetrar a gairebé qualsevol
part de I'organisme i provocar una respos-
ta immunitaria a I’0rgan envait. Aixo impli-
ca que les cel-lules del sistema immunitari
han de poder discriminar entre el que és
propi i el que no ho és, tolerant els compo-
nents propis de I'organisme, pero desenca-
denant una resposta en front de tot el que és
reconegut com a estrany (MacDonald, et al.,
1986). Una desregulacié d’aquest sistema
implica malaltia, ja que la manca de reconei-
xement de substancies estranyes implica la
prevaléncia de la infecci6, mentre que res-
postes contra el que és propi donen lloc a
malalties autoimmunitaries (Janeway Jr., et
al., 1997).

Les cel-lules responsables de I'exquisida
especificitat del sistema immunitari sén els
limfocits. Cada limfocit expressa en la seva
superficie receptors antigenics amb una sola
especificitat. En circumstancies fisiologi-
ques, un limfocit s’activa només quan troba
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un antigen (o determinant antigenic) que és
capag de reconeixer amb el seus receptors
de membrana especifics (Davis et al., 1988).
Aixo permet l'expressié de propietats fun-
cionals latents, i induex una proliferacié
limitada (sis a vuit divisions) d’aquesta cel-
lula, del que resulta un clon, és a dir un grup
de cel-lules que expressen totes el mateix re-
ceptor de membrana i que sén capaces de
respondre totes elles al mateix antigen.

La complexitat de funcions dels limfocits
activats ve determinada per I'heterogeneitat
de les cel-lules que formen part del sistema
immunitari. Un dels grups principals de lim-
focits, els anomenats limfocits B (a causa del
lloc on es diferencien en ocells, la bossa de
Fabrici), tenen com a funcié la secrecié d"an-
ticossos. L'altre gran grup de cel-lules del
sistema immunitari, els anomenats limfo-
cits T (a causa que la seva maduraci6 té lloc
en el Timus) poden dividir-se, almenys, en
dues clases fonamentals, els anomenats
limfocits T col-laboradors (Th, de 'angles T
helpers); i els limfocits T citotoxics (CTL, cy-
totoxic T lynphocyte); ambdés amb funcions
efectores ben diferents (taula 1).

Els limfocits T col-laboradors (Th), carac-
teritzats per l'expressi6 del marcador de
superficie CD4+ (CD4+CDS8-), reconeixen
antigens obtinguts per degradaci6 en endo-

somes acidics d’antigens exogens i que sé6n
presentats per molecules de clase I del com-
plex major d’histocompatibilitat (MHC)
(Morrison et al., 1986); tenen una funcié
principalment reguladora de la resposta im-
munitaria, és a dir, sén capagos de coordi-
nar la participacié d’altres tipus de cél-lules
mitjangant la secreci6 de proteines de baix
pes molecular, capaces de difondre’s en el
medi, i col-laboren en l'activacié de limfo-
cits B (MacDonald, H. R. ef al., 1986). Els
limfocits T de fenotip CD8+ (CD4-CD8+) o
precursors de cel-lules citotoxiques, reco-
neixen antigens sintetitzats al citosol i de-
gradats per un complex especific anomenat
protesoma (Morrison, L. A. et al., 1986);
quan s’activen esdevenen capacos de lisar
les cel-lules diana que porten els antigens de
membrana reconeguts per les cel-lules ci-
totoxiques (CTL) (MacDonald, H. R. et al,,
1986) (taula 1).

Requeriments cel-lulars i moleculars per
I'activacié de limfocits T

La interaccié dels receptors especifics
de membrana dels limfocits T (TCR) amb
peptids especifics units a molécules del
complex major d"histocompatibilitat (MHC)
resulten en l'activacié d'una elaborada cas-

Limfocits T col-laboradors

Limfocits T citotoxics

Marcadors de superficie CD4"CD8§"

CD4 CD8*

Reconeixen I’antigen presentat per
origen de I’antigen

molecules MHC de classe 11
peptids obtinguts per degradacid
d’antigens exogens en I’endosoma

molecules MHC de classe |

peptids obtinguts per degradacio en el
proteosoma d’antigens citoplasmatics
(sintetitzats a la propia cel-lula)

Funcions principals

reguladora de la resposta immunitaria:

lisi de les cél-lules que tenen I’antigen'

a) secreci6 de mediadors (citoquines,
limfocines i chemoquines)
b) col-laboracio en I’activacio de limfocits B

1. Recentment s’ha descrit que aquestes cel-lules poden diferenciar-se cap a un fenotip que no té capacitat citolitica i que
secreta mediadors i pot col-laborar amb les cél-lules B (vegeu conseqiiencies de 1’activacio de limfocits T).

Taura 1. Caracteristiques fenotipiques i funcionals dels limfocits T.



cada de senyals bioquimics que es tradu-
eixen en l'entrada i progressié d’aquestes
cel.lules en el cicle cel-lular, secrecié de lim-
focines, citoquines i quimioquines i fins i tot
en la mort cel-lular (Weiss et al., 1986; Can-
trell, 1996).

El reconeixement de l’antigen per limfo-
cits T és extremadament sensible i especific.
Limfocits T col-laboradors (Th) poden proli-
ferar i sintetizar limfocines en resposta a
cel-lules presentadores d’antigen (APC de
I'angles antigen presenting cells) que tenen a
la seva superficie de cinquanta a cent com-
plexos peptid-MHC (Harding et al., 1990;
Demotz et al., 1990). En el cas de limfocits T
citotoxics (CTL) s’ha descrit que un sol com-
plex peptid-MHC classe I és suficient per in-
duir la lisi de la cel-lula diana pel limfocit
CTL (Sykulev et al., 1996).

La baixa afinitat del TCR pel complex
peptid-MHC (de 10* fins a 107 M) amb vi-
des mitjanes de la interaccié que van des de
segons fins a pocs minuts (Matsui et al.,
1991; Weber et al., 1992) ha estat, per tant,
una de les grans sorpreses en la biologia
dels limfocits T'i ha portat a la paradoxa que
un nombre petit de complexos peptid-MHC po-
den ser reconeguts amb alta especificitat per
TCR de baixa afinitat ('afinitat dels anticos-
sos per l'antigen és de I'ordre d’entre 10 i
10°M).

Els models que permeten explicar aques-
ta paradoxa han de tenir en compte que la
formaci6 i/ o estabilitzacié d’aquests com-
plexos pot estar influenciada per molécules
d’adhesi6 entre els limfocits T i les ceél-lu-
les presentadores d’antigen (APC), i no per
la simple interacci6 de dues molecules en
solucig, com en el cas de la interaccié anti-
gen-anticos. En realitat s"ha proposat que
les interaccions TCR-peptid-MHC s6n dina-
miques i s’ha demostrat que un sol complex
peptid-MHC pot interaccionar de manera
seriada amb moltes molecules de TCR (fins
a ~200 TCR/complex peptid-MHC) i donar
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lloc a una amplificaci6 del senyal (Valitutti
et al., 19954; Valitutti et al., 1995b).

D’altra banda, I'activacié d’un limfocit T
necessita la interaccié de complexos peptid-
MHC amb ~8.000 TCR, ja que la interacci6
amb un nombre més petit de molecules del
TCR no és suficient per activar el limfocit T
(Viola et al., 1996). L’excepci6 es déna quan
la interaccié TCR-peptid-MHC esta acom-
panyada d’interaccions entre molécules
coestimuladores (per exemple CD28 inte-
raccionant amb B7) on el llindar (threshold)
baixa fins a ~1.500 TCR (Viola et al., 1996).
També s’ha demostrat que el temps d’inte-
racci6 és un dels factors limitants, una
cel-lula T verge (que no ha vist mai antigen)
necessita aproximadament vint hores d’ac-
tivacié continuada per ser activada per pro-
liferar (lezzi et al., 1998). Interaccions més
curtes donen lloc a la inactivacié funcional
de la ceél-lula (fenomen anomenat aneérgia).
En canvi, cél-lules efectores (que han vist
préviament antigen) necessiten tan sols una
hora d’activacié continuada per induir la
seva proliferaci6; de manera que interac-
cions per temps més llargs donen lloc a la
mort de les cellules per apoptosi (mort
cel-lular programada) (lezzi et al., 1998).

Aquestes dades expliquen, a més a més
del requeriment de temps llargs d’activacio,
necessaris per a la interaccio seriada de pocs
complexos peptid-MHC amb un nombre
gran de TCR, I'exquisida especificitat de la
resposta immunitaria, malgrat la baixa afi-
nitat del TCR pels complexos peptid-MHC
(Valitutti et al., 1997).

Conseqiiéncies del’activacio de limfocits T

Les consequencies de l'activacié limfo-
citaria a través del seu receptor de mem-
brana (TCR) sén l'adquisicié de funcions
efectores de les cel-lules i la seva proliferacié
clonal (MacDonald et al., 1986). L’analisi de
la manera com un senyal generat en la mem-
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brana de la cél-lula es pot traduir en diferen-
ciaci6 cel-lular i proliferacié ha estat un dels
temes de recerca més importants de la da-
rrera decada, i podem trobar magnifiques
revisions sobre el tema (Weiss et al., 1986;
Cantrell, 1996) (és fora de l'interes de 'autor
descriure les cascades de transduccié de
senyals). Tan sols esmentar que 'activacié
del TCR déna lloc a un augment de la con-
centraci6 de calci intern, i la fosforilacié per
quinases de la familia src de la cadena z del
complex TCR-CD3; reclutament i activaci6
de ZAP70 i d'una gran varietat d’enzims i
adaptadors que tenen com a conseqiiéncia
I'activacié de I'expressié genica.

La interaccié entre les cel-lules del sis-
tema immunitari té lloc de dues maneres
diferents, bé per contacte directe cel-lula-
cel-lula, o bé a distancia. En el darrer cas, és
deguda a la secreci6 de factors solubles (en
general proteines de baix pes molecular: ci-
toquines, limfocines i quimioquines) que
son secretats per una cel-lulaiactuen de ma-
nera autocrina o paracrina. Els factors solu-
bles tenen efectes pleotropics i el seu efecte
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FiGura 1. Vies d’activacio de limfocits T col-laboradors
(TH) i citotoxics (TC).

Els limfocits T (collaboradors i citotoxics) poden diferen-
ciar-se cap a cél-lules de tipus 1 (si I’activacio té lloc en
abséncia d’IL-4) o de tipus 2 (si I’activacio té lloc en presen-
cia d’IL-4). Ambdos tipus de cel-lules es caracteritzen per
les limfocines que secreten i/o per I’abséncia o no d’activi-
tat citotoxica.

depen de la presencia i/ o concentracié d’al-
tres factors solubles presents. Aixd complica
molt més l'estudi perd permet una regula-
cié molt més fina de la resposta immunitaria.

Un limfocit T collaborador (Th) depe-
nent de les limfocines que secreta s’anome-
na de tipus 1 (Th1) o de tipus 2 (Th2) (vegeu
figura 1). Aixo també s’ha demostrat per a
cel-lules citotoxiques. S'ha descrit que l'acti-
vacié de cellules CD8 en absencia d’IL-4
doéna lloc a cel-lules citotdxiques que secre-
ten interfer6 gamma (IFN-y) i que s6n capa-
ces de lisar les ceél-lules diana que tenen I’an-
tigen (CDS8 tipus 1); mentre que 'activacié
d’aquestes cel-lules en presencia d’IL-4
dona lloc a cel-lules que no tenen capacitat
citolitica perd que tenen caracteristiques
funcionals iguals a les cel-lules col-labora-
dores Th2 (cel-lules citotoxiques de tipus 2)
(Erard et al., 1993) (figura 1). Aquest switch
de tipus 1 cap a tipus 2 per la presencia d'IL-
4 és inhibit per la preséncia d’altres factors
com TGEFp (Erard et al., 1998). En conclusid,
I'analisi que han portat a terme la majoria
dels grups estudiant l'efecte d’una limfoci-
na o citoquina no té valor fisiologic ja que la
presencia d’altres factors pot canviar com-
pletament el tipus de resposta.

Control de I'expressi6 génica en el procés
d’activaci6 de limfocits T

Els limfocits T abans de I'estimulaci6 an-
tigenica tenennivells indetectables de sintesi
de DNA i la sintesi de RNA i proteines és
molt baixa. L'activacié antigenica dels limfo-
cits T dénalloca unaugment moltrapid dela
sintesi proteica (set o deu vegades) en el
periode de tres a deu hores que segueixen a
I'activacié (Wettenhall ef al., 1974). Aquest
increment precedeix l'augment de sintesi
de RNA (causada principalment per 1'aug-
ment de transcripcié). S’han descrit més de
cent gens diferents que estan activatsa escala
transcripcional (Crabtree, 1989; Ullmanetal.,



1990), entre ells es troben els gens de perfori-
na (Garcia-Sanzet al., 1993)i granzymes A, B,
C, D, E F, GiH, implicats en les funcions
efectores deles cel-lules citotoxiques de tipus
1, o les molecules VLA. Alguns d’aquests
gens estan pero, activats de manera transito-
ria, com els protooncogens C-MYC, C-FOS,
I'IL-2, o la cadena a del seu receptor (IL-2Rec
o). En realitat, ’analisi en gels de proteines
de dues dimensions ha demostrat que I'acti-
vaci6 limfocitaria implica l'aparicié, deguda
en la majoria d’exemples a l’activaci6 trans-
cripcional, del 36 % dels productes genics
presents en un limfocit T (Garcia-Sanz et al.,
1998). Aquest resultat demostra de manera
definitiva la gran importancia d’aquest tipus
de regulaci6, que s’obté mitjancant l'activa-
cié d’una serie de factors de transcripci6 es-
pecifics i interaccions de manera combinato-
ria d’aquests amb factors de transcripcié
generals (figura 2).

Dades recents obtingudes en diferents
laboratoris han demostrat que la regulacié
de I'expressié genica a escala posttranscrip-
cional també té una gran rellevancia. La re-
gulaci6 posttranscripcional inclou regulacié
del processament d’alguns mRNA, com
I'mRNA per al TNFa, que trobem en limfo-
cits T abans de I'activacio, perd on es reque-
reix un senyal d’activacié per al seu proces-
sament i exportaci6 al citoplasma (Yang et
al., 1998). D’altra banda, el procés d’activa-
ci6 limfocitari també implica canvis en I'es-
tabilitat de certs mRNA (la majoria sén
mRNA que s’inclouen en el grup de mRNA
d’activacié rapida o early activation genes) i
que tenen en la seva regié 3’ no traduida
(3’UTR) repeticions de la sequencia
AUUUA (Shaw et al., 1986). L’estimulaci6
de limfocits en preséncia de senyals coesti-
muladores déna lloc a una estabilitzaci6 de
mRNA que codifiquen per a limfocines,
pero d’altres com els que codifiquen els pro-
tooncogens FOS, MYC i el factor de trans-
cripcié JUN no sén estabilitzats (Lindstein
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et al., 1989), encara que també tenen repeti-
cions d’aquestes sequeéncies en el seu
3’UTR. El mecanisme d’estabilitzacio és en-
cara desconegut, perd s’ha demostrat que
altres seqtiéncies presents a la regié 5’'UTR
sOn necessaries per a aquesta estabilitzacié
(Chen et al., 1998).

Ja s’ha esmentat que l'activacié limfo-
citaria implica un increment de la sintesi
proteica en les primeres fases d’aquest
procés. Resultats recents obtinguts al meu
laboratori han demostrat que, a més a més,
hi ha una regulacié traduccional de l'ex-
pressio dels gens que codifiquen per a certes
limfocines i citoquines com IL-2, on s’ha de-
mostrat que pot representar un dels meca-
nismes moleculars amb els quals es pot ob-
tenir la inactivacié funcional dels limfocits
(anergia) (Garcia-Sanz, et al., 1996) o bé de
I'mRNA que codifica per a TNFa (Espel et
al., 1996). Aquestes no sén les tiniques mole-
cules regulades a aquesta escala. Resultats
recents han demostrat que les molecules de
clase II del complex MHC estan ambdues
(cadena o i B) regulades a escala traduccio-
nal (Gonalons et al., 1998), i una analisi de la
fracci6 de mRNA regulats a escala de tra-
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FiGura 2. Cinética d’activacio dels limfocits T.
Representacio esquematica de la cinética d’activacio de di-
ferents grups de gens, seguint I’activacio de limfocits T. En-
tre les tres i set hores després de ’activacio, hi ha un aug-
ment de set a deu vegades en la sintesi proteica (requadre
gris). A les vint-i-quatre hores comenga la replicacio del
DNA.
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duccié indica que 13 % dels mRNA presents
en un limfocit T estan controlats a escala tra-
duccional (ambdés activats 7,5 % ireprimits
4.8 %) (Garcia-Sanz, J. A. et al., 1998). Aixo és
una clara demostraci6 de la rellevancia d’a-
quest tipus de regulacié. L’esfor¢ actual es
centra en l'atllament d’aquests mRNA.

Laresposta immunitaria: cap a on anem

Com s’ha esmentat, 'efecte d’una cito-
quina o limfocina per se no té valor fisiologic;
la robotitzacié dels laboratoris permetra en
un futur proper, analitzar combinacions
complexes d’aquests factors i el seu efecte en
la diferenciaci6 i proliferacié de les cel-lules.

D’altrabanda,itambéacausadeles possi-
bilitats de robotitzaci6 en biologia molecular,
ja és possible la utilitzacié de xips que conte-
nen, bé ensuport de vidre, desilicona o de fil-
tres estandard, fins a 20.000 cDNA diferents
en ~6,45 cm? i que permeten analitzar, mit-
jancant una tecnologia sofisticada, diferen-
cies d’expressié genica en dues situacions
fisiologiques diferents (Southern, 1996; Ram-
say, 1998), i fins i tot, aillar utilitzant hibrida-
cions diferencials mRNA regulats a escala
traduccional, o bé mRINA estabilitzats o bé
desestabilitzats enlimfocits T activats.

La finalitat és la comprensié dels meca-
nismes que controlen la resposta immunita-
ria in vivo. A més a més de les aproxima-
cions in vitro, s’ha utilitzat en els darrers
anys la manipulacié genetica d’animals, bé
la utilitzacié d’animals transgenics, bé la
utilitzaci6 d’animals deficients en un gen
determinat (knockout). Ambdés han estat
atils per analitzar a escala molecular la res-
posta immunitaria, encara que avui és clar
que donada a la redundancia en el sistema
immunitari, cap d’aquestes dues aproxima-
cions permetra una comprensi6 tltima dels
mecanismes implicats. Per tant, combina-
cions de totes les aproximacions possibles
(transgenics, knockouts i analisi in vitro) se-

ran necessaries per a la comprensio dels me-
canismes que controlen la resposta immu-
nitaria.
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