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Abstract 

A lymphocyte activacion antigen identified by the monoclonal 

antibody Cris4 

The study of the lymphocyte cell surface antigens has 

contributed to the better knowledge of the molecules that regulate 

the cellular physiology. In particular the activacion antigens Tac 

and T9 allowed a great improvement in the study of lymphocyte growth 

factors as transf•rrin and IL-2, 

A monoclonal antibody developped in our laboratory named Cris4 

identify a lymphocyte membrane determinant that display an increase 

of expression in PHA activated lymphocytes. This membrane 

determinant can be detected on almost all the human T, B aod null 

lymphocytes in the peripheral blood of human normal individuals as 

well as in lymph nodes and spleen, and in contrast this structure is 

not detected on other blood cell types. Cytofluorymetrically we 

detect it in a small degree or not at all in the T cell lines 

tested, and significantly more in the human B cell lines tested. 

In human thymus cells suspensions this determinant is detected 

in a significantly smaller extent than in peripherical blood T 

lymphocytes. Positive thymocytes are mostly T3+ and negatives are 

T3- T6+. 

Thus the monoclonal antibody Cris4 detects a lymphocyte 

membrane determinant present on the lymphocytes and oo mature 

thymocytes and absent on other blood cell types. And the expression 
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of chis antigen raises in che inicial phase of the PHA activation of 

perypheral blood mononuclear cells . Thus, we can conclude thac Cris4 

recognize an activation antigen constitutionally presenc on rescing 

lymphocyces in a lower degree . 

Introducci6 

Una premisa b~sica per explicar la selecci6 clonal en el 

sistema immunitari es que l'ant1gen indueix els limfocits que porten 

els recepcors adequats a convertir- se en limfoblastes i a 

proliferar . Els canvis posteriors de diferenciaci6 condueixen 

aleshores a l'obtenci6 de cel . lules efectores i/o de cél.lules 

mem6ria. Per tant l ' estudi de l'activac16 i de la proliferac16 

cel.lular poden facilitar la comprensi6 del sistema immunolagic. 

Els 11mf6cits en rep6s son exemples ben coneguts de cél.lules 

que no proliferen, i que poden ser activats fisiologicament per el 

reconeixemenc especffic de l'ant1gen o be d'una manera no 

fisiologica utilitzant mit6gens com ara la ficohemaglutinina (PHA) o 

altres. El primer procés d'activaci6 es difícil d'analitzar perqué 

les cél . lules en rep6s especifiques per un antígen están en 

presencia d'un gran excés de cél.lules d'especificitat irrelevanc. 

En canvi, quan els limf6cits de sang periferica son estimulats amb 

PHA , practicament tos els limf6cits T augmenten de mida , 

sintetitzen DNA i eventualmenc proliferen (KaczemareK et al. 1985). 

Com que es presuposa que l'activaci6 per mic6gens simula l'activaci6 

antigenica serveixen de model experimental per estudiar els aspecces 
1 

no ant1gen especffics de l'accivaci6 limfocitária. 

Paralelament a l'activaci6 i als canvis morfol6gics i 

funcionals de les cél.lules es produeix un canvi en l'expressi6 de 

les mol.lecules de la superficie cel.lular . A les mol.lecules que es 

detecten, "de novo" o més, amb l ' activaci6 se les anomena 
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genericament "antfge ns d'activaci6". Dios d'aquest grup hi ha una 

gran heterogene!tat i s'hi inclouen el receptor de transferrina (T9, 

5E9), , el receptor d'insulina, el receptor de l'interleuquina-2 

(IL2-R, Tac)), els productes dels gens del complex major 

d'histocompatibilitat de classe II ( HLA-II), i els marcadors 

reconeguts per el anticossos monoclonals (Ac Mo) anti TlO, anti 

GP26, 4f2, T305, AlAS i Tal entre altres (Fox i al 1984, Leukocyte 

Typing II 1986) . La funci6 de la majorfa d'aquestes mol . lecules es 

desconeguda, pero es molt possible que moltes d'elles siguin 

receptors de factors importants per el creixement i desenvolupament 

cel.lular. Al gunes augmenten en un per1ode inicial de l 1 activaci6 

dels limf6cits, concretament abans de la duplicaci6 de DNA, com ara, 

per ordre d'aparició, el 4f2, el receptor de transferrina i el IL2R 

( T. Cotner i al. 1983 ) i se suposa que son necessaris per que les 

cél.lules proliferin posteriorment. Altres molecules cenen una 

aparici6 tardana, després de la duplicaci6 de DNA, com ara HLA-II, 

19,2 i TlO ( T. Cotner i al 1983). L'ant1gen d'activaci6 restringit 

al linatge limfocitari i millo r estudiat actualment es el IL2R . Es 

va descriure coma estructura restringida al linatge T, 

exclusivament presenten limf6cits activats, i reconeguda per un Ac 

Mo anomenat anti Tac (Uchiyama i al 1981) el qual es va demostrar 

posteriorment que bloquejava la unió d'IL2 a les cél . lules activades 

inhibint la proliferaci6 de les célules Ten front dels estfmuls 

habituals (Miyawaki i al 1982) (Leonard i al 1982). Recentment s'ha 

descrit també la seva aparici6 en els limf6cits B activats (Leonard 

i al 1984), 

nonat el gran repertori funcional dels limf6cits Tes més que 

probable que amb l'activaci6 expressin varies estructures importants 

adicionals encara desconegudes que estan poco gens presents en 

l'estat de rep6s o GO , No cal dir que l 1 utilitzaci6 dels Ac Mo ha 
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permés un gran avan~ en aquest camp. Dels Ac Mo produits en el 

nostre laboratori (R Vilella i al 1982)(Leukocyte typing II 1986) el 

Cris4 reconeix un determinant de membrana limfocitaria que presenta 

un augment d'intensitat d'expressi6 en limf6cits activats amb PHA, 

en una fase inicial de l'activaci6 cel.lular, seguint una carba 

d'intensitat d'expressi6 semblant a la del IL2R . A diferencia de 

l'IL2R aquesta estructura es detecte en limf6cits humans T,B i nuls 

de sang periferica, pero no es detecta a la resta de cél.lules 

sangu1nees. En suspensions cel . lulars obtingudes de timus humans es 

detecte significativament menys que a sang periferica essent 

preferentment positius els tim3cits T3+. Per tant creiem que es pot 

incluir !'estructura que reconeix el Cris4 en els ant1gens 

d ' act1vaci6 queja están presents en rep6s, i que augmenten en una 

fase inicial de l'activaci6. 

Material i métodes 

Anticossos monoclonals 

En aquest treball hem utilitzat els Ac Mo següents produits en _ 

el nostre laboratori per R Vilella : Cris4, Cris7 (T3), Crisl (Tl), 

Edu2 (T4), 109-2D4 (T8), 109-3c2 (BCl), Cris6 (Mo2), Edul(HLA II), i 

108-2c5 (HLA I) (Vilella i al 1982). Han estat inclosos en el 

Leukocyte Typing Workshop II . Hem utilitzat també els Ac Mo 

comercials següents: T9,Tl0, Tll i T6 (Ortho Diagnostic Systems Inc. 

Raritan, New Jersey) i Leull, Leu7 , i anti IL2R (Becton Dickinson, 

Cultek, S,L., Barcelona) 

El Cris4 es una IgM i fixa be el complement. 

Preparaci6_de les poblacior.s_limfocitaries 

Les cel . lules mononuclears es van obtenir de sang 

heparinitzada de donants voluntaris centrifugant sobre gradient de 

Ficoll. Per separar els limf6cits T incubavem aquesta poblaci6 amb 
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eritrocits de xai al 2% i centrifugavem posteriorment sobre gradient 

de Ficoll. De la interfase recuperavem les cel.lules no formadores 

de rosetes (E-) o noT, i les cel . lules E+ o T eren recuperades del 

Ficoll. Els eritr6cits foren eliminats per lisi hipotónica. Les noT 

eren tractades amb els Ac Mo Cris6+Cris7 i C' o Cris7+109-3C2 i C' 

pir obtenir poblacions respectivament enriquides en limf6cits Bien 

macr6fags. 

També vem obtenir poblacions depleccionades de les cél.lules 

Cris4+ tractant amb Cris4 i C' .coma control negatiu trantavem 

paralelament una part de les cel.lules amb una ascitis irrelevant 

produida amb cel.lules NSl i C' . La font de complement utilitzada va 

ser sempre serum frese de conill congelat. 

Amb els limf6cits obtinguts de melsa, gangli limfatic 1 timus 

vem seguir procediments similars. 

Cultius cel . lulars 

Les cel.lules eren resuspeses en RPMI 1640 amb 1% de glutamina 

i 10% de serum fetal de vadella (FCS) a una concentrac16 de 0,5 a 1 

mil . lions de cel.lules per ml . Mantenfem cultius paralels amb PHA 

(wellcome) a 45 microg / ml , i mitja de cultiu sol en flascons 

mantinguts a 37.c. Peri6dicament en treiem alfcuotes pe r estudiar la 

seva capacitat proliferativa i l'expressi6 de molecules de 

superficie per immunofluorescencia indirecte (IFI) . 

La proliferaci6 la determinavem incubant 18 hores limfocits 

per triplicat amb timidina tritiada en plaques de cultiu de 96 

pouets medint posteriorment le~ c.p.m . en contador betta . 

Immunofluorescencia 

Alfcuotes de 0,2 a 0 , 5 mil . lions de limf6cits eren incubades 

en PBS+2% FCS a 4.C amb els Ac Mo corresponents durant 30 minuts, es 

rentaven i s'incubaven posteriorment amb RAM/Ig/FITC (Nordic 

Immunology, Tilburg , The Nethrlands) 30 minuts a 4.C, i es rentaven 
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novament per ser posteriorment examinades al microscop de 

fluorescencia o be per citofluri~etria en un FACS Analyser . 

previament a la tecni c a de IFI aquestes poolacions cel .lulars 

eren depleccionades de les mortes 1 dels detritus centrifugant sobre 

g radient de FCS. 

Resultats 

Reactivitat 

A la taula I es poden veure els nivells d'expressi6 detectats 

pel Cr1s4 en diferentes poblacions cel.lulars. En aquest cas la 

citofluorimetría ens aporta reproductibilitat encara que perdem 
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ten eli de cel. lules positives.detecta 
des en cada cas i la f l e txa · indica el -
volum que distingi r ía limfocits de ma
crof ags segons les corbes obti ngudes. 

sensibilitat perles cel.lules debilmant positives jaque les 

lectures efectuades al microscop de fluorescencia son més elevades. 

Per cicofluorimetría la mitjana de les determinacions fetes en 

cél.lules mononuclears de sang periférica (CMSP) de 8 adults es de 
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SO+ 15 % de cél.lules positives, i els resultats oscil . len entre 35 

i 74 %. En melsa i gangli limfatic obtenim resultats similars, en 

canvi en timocits l'expressi6 detectada per citofluorimetría es 

significativament menor, i la mitjana dels resultats obtinguts en 4 

timus humans infantils es de 8 = 2 . En macrofags es detecte en menys 

del 10% , 1 aquesta petita reactivitat es segurement deguda a la 

petita proporci6 de 11mf6cits acompanyants (figura 1). 

A les línies limfocitaries estudiades es detecte poco gens a 

les de llinatge Ti significativament més a les B (taula I) 

A sang periferica l'expressi6 en T, B i nules es similar com 

es pot veure a la fig . 1 . 

Encara que per immunofluorescencia no es detecti en més del 

75% de la població limfocitaria de sang periferica, l'expressi6 

d'aquesta mo lecul . la es més general jaque tractant mononuclears de 

sang periferica amb Cris4 i C' es produeix la mort de la gran 

majoría dels limf6c1ts T, B i nuls (el 90% o més) , i en canvi 

sobreviuen practicament tots els macr6fags, quan en els controls 

negatius la mortalitat dels limf6cits es insignificant. 

En canvi, aplicant la mateixa tecnica a suspensions de 

cel . lules tímiques, sobreviuen selectivament cel.lules amb uns 

marcadors de superficie cel.lular determinats . Es moren 

proporcionalment més els tim6cits que expresen el T3, i la proporci6 

de T6+ es superior en les cel . lules que sobreviuen 

al tractament amb Cris4 que les tractades amb ascitis NSl (taula II). 

Per tant podem dir que aquesta mol.lecula esta 

constitucionalment presenta la gran majoría dels limocits de sang 

periferica i en els timocits madurs. 

1 
1 
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Timus 2 Ti111us l 

Frese NS 1 Cr1s4 Frese ~H--~~ 
anti T 11 79 84 64 77 48 XT 

anti T3 56 45 1 7 37 72 2 
anti T4 7 1 63 65 52 32 55 
anti T8 5l 55 42 45 NT ST 

anti T6 69 57 72 70 48 89 
anti Tl O 70 7 l 70 71 62 )l 

Cr1s4 8 21 o 6 9 o 
Taula I I : Estudis c1tofluorlm~t r1 cs realttz:ats en t1r:i~c 1ts 

frescos, l cractats amb ascitis NS l 1 co111plement (~Sl). 
crac caes amb Cr1s4 1 complement (Cr1s4), expresa es en X de 
c~l . lules posltives detectades. 

1x~r~s~1~ en c!l~l~l~s_a~t~v~d~s-

Per als estudis d'act1vac16 de cel.lules de sang per1fer1ca 

hem utilitzat una concentrac16 de PHA que produeix un pie de maxima 

incorporaci6 de T1midina als 3- 4 d1es de cultiu permetent conservar, 

per6, una bona viabi litat cel.lular fins els 7- 8 d1es de cultiu que 

es de 45 microg rams /ml . 

A la figura 2 podem veure l'expressi6 d'algunes de les 

mol.lecules de superficie estudiades peri3dicament per 

c1tofluor1metr1a en un experiment representat1u. Es pot veure com 

l'expressi6 de les cel . lules mantingudes amb mitja de cultiu sol es 

maneé o baixa lleugerement amb el temps, en canv1 l'express16 de les 

cel.lules estimulades varia amb el temps. En quant als ant1gens de 

d1ferenciac16 dels limfoc1ts T veiem com l'expressi6 del T3 primer 

dtsminueix 1 després del tercer dia r ecupera o supera els nivells 

normals. L'express16 del T4 i del T8 no presenten variacions tan 

intenses, 1 el que no fan es augmentar de manera significativa els 3 

prtmers dles . L.expressi6 d'aquestes mol .lecules en l'actlvaci6 ja 

ha estat estudiada pr~viament (Matsui i al . 1986)(Leukocyte typing 
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II 1986) . I pel que f a al s ant f gens d'activa c i6 es pot veure com 

l'IL2-R apareix en una fase inicial de l'acctvaci6, espectalment en 

le s cªl .lules de volum s uperior al normal del limfocics e n rep6s, 1 

posceriormenc dismlnueix. En canvi els HLA II augmencen més 

lent amen t i més cardanament mantenint per6 l'augmenc d 'una manera 

conscant fins el 7 . dfa de cultiu . I fi nalmenc, el determinant que 
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Resultats del sequ1men cito(luor imetric d'alquns dels marcadors 
d 'cultiu de limfocits estimulats amb Pl!A. A l'esquerra estan re 
prese~tats 3 antiqens de diferenciació dels limfoclts T,i a la
dreta 3 antiqens d'act1vació. 
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reconeix el Cris4, encara que ja es trova previament present, 

segueix una corba d'expressi6 similar a la d'IL2-R. Tant pel que fa 

a l'IL2-R com al Cris4 els limf3cits de volum superior al normal son 

més positius que els de volum normal des del principi del cultiu. 

Discussi6 

En aquest treball presentem l'estudi realitzat per esbrinar 

les caracter1stiques de l'estructura reconeguda per el Cris4. Tal 

com hem demostrat s'expressa moderadament a la gran major1a dels 

limf3cits T, B i nuls en rep6s de sang periferica, melsa 1 gangli 

limfatic dels adults humans normals. Mitjan~ant l'activaci6 dels 

limf6cits hem observat un augment d'aquesta expressi6 en una fase 

inicial de l'activaci6, especialment a les cel.lules queja tenen 

aleshores un volum superior al normal, disminuint fin a nivells 

normals després de la duplicaci6 de DNA, 

De moment no hem trobat cap efecte funcional d'aquest 

monoclonal. Per6 aix6 no vol dir que la mol.lecula que identifica el 

Cris4 no tingui una funci6 determinada jaque, per exemple, molts 

del monoclonals anti receptor de transferrina no tenen cap efecte 

funcional a diferencia d'altres (Mendelson 1 al 1983), 

Ademés no hem trobat cap monoclonal publicat de 

caracter1stiques similars a aquesta la bibliograffa revisada. 

Per tant ens sembla potencialment interessant coma nou 

marcador, especffic per els limf6cits, que pot tenir un paper 

funcional en la fase inicial d'act1vaci6. Hi han diversos estudis 

que demostren que la sfntesi i l'expressi6 de l'IL2-R es anterior a 

la duplicaci6 de DNA (Cotner i al 1983 i Matsui i al 1986). I donat 

el paralelisme de les corbes obtingudes amb el Cris4 i l'IL2-R, 

estém aprofondint l'estudi d'aquesta fase inicial de l'activaci6. 

Per altra banda, l 'estudi en tim3cits indica que aquesta 



estructura reconeguda per el Cris4 s'expressa a la superficie de les 

cel . lules més "madures" , i aquestes un altre aspecte interessamt 

del Cris4 a estudiar més a fons . 

Per tant , en quant al llinatge Tes pot concluir que el Cris4 

recone i x una mol.lecula presenta la gran majoría dels limf6cits 

madurs, que augmenta la seva expr essi6 en una fase inicial de 

l ' activaci6 i que en canvi no es troba en timocits immadurs , i es 

troba poc cambé en línies T de creixement continuat. 
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