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Abstract 

A population of thymic cells are negatively selected by monoc l ona l 

antibodies and complement. The monoclonal antibodies used are 33 2 A3 

(T3) , 332Cl (Tl) , 725A4 ( T4) and 1092D4 (T8) . The population a l i v e 

afte r treatment is T l- T3-T4-T8- as assesed by cytophluorimetry. 

More than fiveteen monoclonal antibodies ar used to characterice 

these cell . Only four of them are sistematically elevated in 

relation to che pretreated popula t ion . Two of t h e s e, 333B3 a nd 

994DS, are differentiation "mature" markers (medullary located) . T h e 

r emaining two monoclonal antibodies are 421BS and 84 3Cl, directed 

against a class I related molecule anda 106 kD membrane prote in . 

The pressence of "mature" marke~ in a inmature popu la tion are 

discussed in relation to conventi onal sc h emes of i n trat hym i c 

differentiation . 
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Introducci6 

La poblaci6 limfocitaria t1mica és fenot1picament heterogenea. 

AGuesta heterogeneitat es demostrable en el ratol1 per aloantiserums 

(Cantor et al, 1975) o per anticossos monoclonals (AcMo) tan en el 

home (Reinherz et al , 1980 ; Hsu et al , 1985) comen el ratol1 (Van 

Ewijk et al, 1981; Scollay et al 1983). A partir d ' aquesta 

heterogeneitat s'han proposat esquemes de maduraci6 (Reinherz et al , 

1980; Scollay et al, 1985). No n'hi han proves definitives a favor 

d'un o altre esquema . En el esquema de Reinherz és proposen tres 

etapes maduratives sequencials: I) caracteritzada per la presencia 

del antigens Tll i Tl0; II) és suman T6 i concomitanment T4 1 T8 i 

comen~a la expressi6 de T3 y Tl , éssent la poblaci6 t1mica 

majoritaria i de localitzaci6 cortical; III) T6 i Tl0 negatius, Tl i 

T3 positius amb T4 1 T8 mutuament excluients , éssent aquesta la 

poblac 16 madura similar a la periférica i que és locali.tza a la 

medul.la t1mica. No és discuteix la imma~uresa de la poblaci6 I ni 

de la condici6 madura de la poblaci6 III, pero és troba sota intensa 

discussi6 el pas obligat per l 'etapa II o la possibilitat d'un 

"bypass" entre les poblacions I i II, deixant per una 11nia de 

d1ferenciaci6 cega la poblaci6 III dirigida a la mort intrat1mica 

obligatoria (Scollay et al , 1984, 1985). La existencia de marcadors 

comuns entre les poblacions I 1 III (i negatius per la poblaci6 II) 

recolzarien la existencia del esmentat "bypass". 

Amb aquesta finalitat hem estudiat la presencia de més de quinze 

marcadors de membrana en la poblac16 t1mica total i en la poblaci6 

"tipus I" corresponent. 

Material i metodes 

Immunodeplecc16 per AcMo 1 complement: Timus provenents d'infants 

entre 3m 1 12a sotmesos a intervencions cardiovasculars és varen 

col.locar en PBS procedint-se a la suspensi6 de els timocits 



ns 

l • 

i 

a 

219 

mitjan9ant repetides injeccions de PBS a els lobuls tfmics. Al 

voltant de 2 . 109 cel.lules és varen resuspendra en un volum de 10ml 

de PBS i foren sensibilitzades amb AcMo en forma ascítica a una 

diluci6 final de 1/200 durant lh a 4.C. Es varen centrifugar i 

resuspendra en una diluci6 1/10 de complement de conill en PBS a una 

concentraci6 de 50.106 cel . les/ml . Es van incubar durant l h a 37.C i 

és van centrifugar. Es van separar els agregats de cel . lules mortes 

mitjan9ant pipeta Pasteur i és centrifugaren sobre un gradient de 

Ficoll-Hypaque. De persistir cel . lules mortes , habent-se valorat amb 

blau tripl , és va repetir una centrifugaci6 sobre un "matalas" de 

serum bovin fetal, recollint del culot una suspensi6 a mb una 

viabilitat sistemlticament superior al 90%. 

Immunofluorescencia indirecta: Es va realitzar a mb toes els AcMo de 

la Taula I a una diluci6 final saturant en PBS/Serum huma AB 10%/ 

NaN3 0,1% durant lh a 4.C enfronta 1.106 cel . lules. Es rentaren 

dues vegades i es resuspengue~en en una diluci6 1/70 d ' un serum 

fluoresceinat de conill anti immunoglobulines de ratolf (Nordic). 

Aquesta segona incubaci6 és va fer en les mateixes condicions que la 

primera . Es van rentar dues vegades amb PBS/serum bovin fetal 

2%/NaN3 0 . 1% i és varen llegir en un citofluorimetre Becton 

0ickinson utilitzant com blanc les mateixes cel.lules incubades a mb 

ascitis NSl . 

Immunohistoqufmica : .Es va realitzar sobre de talls per congelaci6 de 

timus huma de 8um de gruixut colocats sobre porta-objectes 

gelatinitzats i fixats amb acetona 5 min . Una vegada rehidratats a mb 

PBS, s'incuben amb el AcMo durant 30 mina temperatura a mbient i és 

renten durant 15 min amb eres canvis de PBS. S ' incuben de nou a mb el 

segon anticos , un serum de cabra anti ratolf marcat amb f osfata s a 

alcalina (Sigma) durant 30 min . Es renta de la mateixa forma i és 

revela el color amb Naphtol AS phosfhate free acid (Sigma) Fast red 

violet LB salt en Tris 0.2M pH 7 . 2. Es contratinyeix amb 



Taula I. Antic3ssos monoclonals utilitzats. 

AcMo 
OKT6 
0KTl0 

0KTll 
Leu 9 
331C6 
332A3 
1092D4 
725A4 
994D5 
333B3 
331D2 
1003C6 
421B5 
725D3 
685AS 
1011D2 
843Cl 
1082C5 
635A3 

Reactivitat 
Tim3cits corticals 
Tim3cits, precursors limfoides, cel . lules 
activades i cel.lules plasmatiques 
Tim3cits i cel.lules T periferiques 
Tim3cits i cel.lules T periferiques 
Tim3cits 1 cel.lules T periferiques (M,C ) 
Tim3cits i cel . lules T periferiques (M,C ) 
Tim3cits, cel.lules T supressores/citotoxiques 
Tim3cits, cel.lules Lnductores (helper) 
Leucocitari comun (M) 
Leucocitari comun (M) 
Pan T 1 mon3cits (M,C) 
T1m3cits 
Tim3cits, T, B, mon3cits i plaquetes (M) 
Leucocitari comun (M,C) 
Leucocitari comun (M,C) 
Leucocitari comun (M,C) 
Leucocitari comun 
Tim3cits, T, B, mon3cits i plaquetes 
Leucocitari comun 

Pes -molecular 
49 /12 

45 

55 
40 
67 

22/27 
n . d. 
56 
80 
80 

170/95 
n.d. 

43 /12 
200 

170/160/95 
110/120 
106 
43/12 
33-35 

Subclasse Jg 
IgGl 
IgGl 

IgGl 
IgG2a 
IgG2a 
IgG2a 
IgM 
IgG2a 
IgG2a 
IgG2a 
IgG2b 
IgM 
IgGl 
IgG2a 
IgG2a 
IgGl 
IgGl 
IgGl 
IgG2 b 

I\J 
I\J o 

Referencies i observacior 
Reinherz et al (1980) 
Reinherz et al (1980) 

Reinherz et al (1980) 
Link et al (1983) 
Tl, CDS (I Workshop) 
T3, CD3 (II Workshop) 
T8, CD4 (Ill Workshop) 
T4, CD4 (11 Workshop) 
Borche et al (1985) 
Borche et al (1985) 
(II Workshop) 
(III Workshop) 
Clase I (II Workshop) 
T200 (III Workshop) 
LFA- 1, CD18 , (III Workshc 

(III Workshop) 
Clase I monom3rfic 
(III Workshop) 

Tim3cits significa reactivitat amb alg6 % dels mateixos. I, II i III Workshops fan referencia a els Workshop~ 
internacionals de diferenciac16 leucocitaria. Leucocitari comun és una denominaci6 generica pe·r aquella AcMo 
que reaccionen amb T, B, mon3cits i PMN periferics en un porcentatge superior a el 80%. M = tinci6 medular, 
e= tinc16 cortical 

• 
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hematoxilina i s'incloeix en gelatina. 

Anticossos Monoclonals: Excepte quatre AcMo comercials, OKTll, 

OKTlO, OKT6 (Ortho) i Leu9 (Becton nickinson), tots son resultat de 

la producci6 en el nostre laboratori'segons técniques ja descrites 

(Vilella et al, 1982). La seva reactivitat i caracteristiques están 

descrites a la taula r. 

Resultats 

El porcentatges de reactivitat amb suspensions cel . lulars no 

tractades son expressades a la taula II i resulten de promediar set 

timus diferents. 

Taula rr. Resultats de lectura citofluorim~trica sobre timocits 

normals. 

AcMo (x + 1 ns) AcMo (x + 1 ns) . 

OKT6 70 9. 4% 33ln2 so 18 % 

OKTll 70 19 % · 1003C6 51 8 % 

OKTlO 69 14 % 421B5 16 6 % 

Leu 9 35 21 % 72Sn3 86 6. 5% 

331C6 34 19 % 685A5 38 13 % 

332A3 37 9 % 10lln2 48 18. 5% 

1092n4 38 11 % 843Cl 33 14 % 

725A4 33 18. 5% 1082C5 37 9 . 5% 

994n5 35 11 % 635A3 39 11 % 

333B3 32 6 % 

A les figures 1, 2 i 3 és mostren immunoprecipitacions corresponents 

a els AcMo utilitzats. A les figures 4 i 5 és mostren dos casos de 

reactivitat tisular diferent: a la figura 4 el AcMo 72503 done una 

tinci6 tan de medul.la com d'escor9a; mentres que a la figure 5 el 

AcMo 421B5 done una tinci6 medul.lar do minant. Altres AcMo do nen 
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331D2 l011D2 llllC5 725D3 
.,.._ 

685A5 

_:, 

200kD- . ----ll6kD- • 92kD -

Fig. l -
994a5 843Cl lll4D3 333B3 931D5 llllD5 - .. -

106►.D -- .)... 

• -- \ 80kD - - - -.: 
Fig.3 421B5 

-1 
f 

Fig. 2 

• 

Fig. 4 

1-f= 1·'.edul 0 la ,C= Cortical , P.: Corpuscle de Hassall 

Fig.5 



Fig. 6 

'TI. 

... ... .. 
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Fig. 7 Les barres plenes cor~esponen a poblacions D .S. per sobra o per sota de 

l ' horitzontal. 
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patrons similars als dos anteriorment citats (veure taula I). A la 

figure 6 s'observen els tra~ats citofluorimetrics realitzats sobre 

la poblac16 pretractada 1 la TCT3-T4-T8-, amb el AcMo 0KT6, 

Ex1ste1x una disminuc16 de la al~ada de la corva a la poblac16 

preco~ coincidint ambles dades de la figure 7. 

Per última la figura 7 és grafiquen els resultats 

d'immunofluorescencia obtinguts en la poblac16 Tl T3 T4 T8 en 

relaci6 a la poblaci6 no tractada. Les diferentes barres és 

distribuexen al voltant d'el eix horitzontal, representant 

porcentatges d'aument o disminuci6 que és troben a la base de la 

figura. 

Discussi6 

El present treball estA dirigit a la recerca de marcadors de 

membrana que permeteixin l'establiment d'una relaci6 madurativa 

ent!e els diferents fenotipus de la poblaci6 tfmica. Encara que no 

és descarta la possibilitat d'un esquema expressi6-perdua­

reexpressi6 tal com és describeix per alguns marcadors de la serie 

B, les troballes obtingudes recolzen un esquema ramificat de 

difer~nciaci6 del tipus de ~a figure 8, que coincidirla amb el 

proposat per Scollay et al (1985) per el ratolf basant-se en altres 

marcador s. 

Tl T3 T4T8 

o 

+ + + 
Tl T3 T4 T8 

Fig. 8 

(80 kD , 421B5-, 843Cl ) 

Poblaci6 madura similar a la periferica 

(80 kD+, 421B5+, 843Cl+) 
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En el ratol1 s'han descrit al menys dos AcMo (MEL-14 i Pgp) que 

detectar1en similars 11nies de diferenciaci6 (Boro et al, 1985) . 

Ambdos AcMo no obstant s ' expressen en una poblaci6 molt petita i de 

distribuci6 cortical. 

El antigen de 80 kD ha estat descrit coma marcador de maduresa 

t1mica (Haynes et al , 1983), presenten els timocits capa9os de 

respondre a la fitohemaglutinina i a la concanavalina A. 

421B5 es un AcMo que representa una reactivitat i precipita una 

molecula dimerica similar a las HLA clase I , no obstant no reaccione 

ambla 11nia cel.lular M0LT -4 que no té ant1gens HLA del locus B i 

poseeix un nombre de determinants aproximadament un 50% de els 

detectats amb AcMo anti HLA monomorfics (dades no incluides en 

aquest treball). En el ratol1 estan descrites un comportament 

similar per els ant1gens H2 K (Scollay et al, 1980) i reactivitats 

limitarles a la zona medular amb AcMo anti HLA polimorfics humans en 

timus positius (Muller et al, 1983) . Es un fet conegut la presencia 

de productes HLA clase I en les membranas de totes les cel.lules 

hematopoietiques a partir de les "stem cells", encara que amb un 

augment quantitatiu de fins deu vegades en el nomhre de molecules 

expresades en les cel.lules t1miques madures (Heinrichs et al , 1980) 

en relaci6 a les inmadures . 

Per últim, el AcMo 843Cl determina un ancfgen presenten toces les 

cel.lules leucocitaries que, en el nostre coneixement, no sembla 

correspondre a molecules de membrana limfocitaria descrites fins 

avui, mitjan9ant l'ús de AcMo. 

A partir del present treball és planteja la posibilitat d'obtenir, 

previa immunoselecci6, la diferenciaci6 in vitro de diferents 

subpoblacions, estudiant en elles l'aparici6 sequencial dels 

marcadors de membrana limfocitaria T. 
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