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KRATAK SADRŽAJ
Doskora se smatralo da centralna i periferna faza sazrevawa B limfocita ne zavise od timusa i T limfocita. Ko‑

risteći pacove koji nemaju funkcionalni timus (tzv. nude pacovi) kao eksperimentalni model, pokazano je da pravil
no odvijawe periferne faze sazrevawa B limfocita zavisi od postojawa T limfocita. U perifernoj krvi i limfnim 
čvorovima ovih životiwa zapaža se povećawe broja nezrelih subpopulacija (CD90snažnoIgMsnažno i CD90snažnoIgMslabo) 
i smawewe broja zrelih subpopulacija (CD90−IgMsla­bo i CD90−IgMsnažno) B limfocita. Ovakav nalaz ukazuje na postoja
we bloka u perifernoj fazi sazrevawa B limfocita kod tzv. nude životiwa. Uz to, površinska ekspresija funkcio
nalno značajnih molekula MHC klase II, ICAM-1, CD44 i L-selektina je značajno snižena na nezrelim i zrelim subpopu
lacijama B limfocita nude pacova. Implantacija tkiva timusa pod kapsulu bubrega otklawa ovaj blok u sazrevawu B 
limfocita, a koriguje i poremećenu ekspresiju površinskih molekula. Odgovarajući efekti postižu se i adoptiv
nim prenošewem T limfocita. Sve ovo pokazuje da je sazrevawe B limfocita nude pacova poremećeno usled nepo
stojawa T limfocita, kao i da su T limfociti neophodni za pravilno odvijawe periferne faze ovog procesa i ade
kvatnu ekspresiju površinskih molekula. Ove nalaze treba imati u vidu prilikom lečewa bolesnika s T limfocit
nim deficijencijama.

Kqučne reči: sazrevawe B limfocita; interakcije B i T limfocita; površinski molekuli B limfocita

UVOD

Dobro je poznato da kostna srž predstavqa mesto 
u kojem se kod sisara odvija centralna faza sazreva­
wa B limfocita, tokom koje oni prolaze kroz neko­
liko dobro definisanih stupweva razvoja, posle čega 
prelaze u cirkulaciju [1]. Međutim, tokom nekoliko 
posledwih godina pokazano je da posle ove centralne 
faze sazrevawa B limfociti prolaze i kroz dodat­
nu, perifernu fazu sazrevawa, koja se odvija u slezi­
ni, kada se odigrava konačno oblikovawe B ćelijskog 
repertoara, s uklawawem autoreaktivnih klonova [2, 
3]. Ukoliko se slezina hirurški odstrani iz orga­
nizma, dolazi do trajnog selektivnog povećawa bro­
ja B limfocita u perifernoj krvi [4, 5]. Tokom ove 
periferne faze sazrevawa B limfociti takođe pro­
laze kroz nekoliko stupweva razvoja. U perifernom 
imunom sistemu pacova se, primenom Thy-1 gliko­
proteina (CD90) i imunoglobulina M (IgM) kao po­
kazateqa, može izvršiti fina fenotipska karakte­
rizacija ćelija ukqučenih u ovu fazu sazrevawa i mo­
gu se definisati stupwevi razvoja [6, 7]. Naime, mo­
gu se jasno razlikovati dve subpopulacije nezrelih 
B limfocita (CD90snažno) i dve subpopulacije zre­
lih B limfocita (CD90–): nezreli, stvoreni u kost­
noj srži, tzv. novoformirani (NF; engl. newly formed 
– NF) B limfociti (CD90snažnoIgMsnažno) ulaze u cir­
kulaciju i migriraju u slezinu, gde se razvijaju u dru­
gu nezrelu subpopulaciju, rane recirkulišuće foli­
kularne (RRF; engl. early recirculating follicular – ERF) 
B limfocite (CD90snažnoIgMslabo). RRF B limfociti 
mogu da se konačno diferenciraju u zrele recirku­
lišuće folikularne (RF; engl. recirculating follicular 

– RF) B limfocite (CD90–IgMslabo). Drugu zrelu sub­
populaciju predstavqaju ćelije sa fenotipom B lim­
focita marginalne zone (MZ; engl. marginal zone phe
notype – MZ) slezine, koje su CD90–IgMslabo, za koje se 
smatra da se mogu razviti od RRF i RF B limfoci­
ta i predstavqaju krajwi stepen razvoja [7], a mogu se 
naći i u cirkulaciji, kao i u drugim limfatičnim 
organima [8]. Odgovarajući stupwevi razvoja opisa­
ni su i kod miševa [9].

TZV. NUDE ŽIVOTIWE KAO MODEL ZA 
PROUČAVAWE SAZREVAWA B LIMFOCITA

Uopšte uzevši, smatra se da sazrevawe B limfo­
cita ne zavisi od timusa i T limfocita, pre svega za­
to što se kod odraslih timektomisanih i životiwa 
s nedostatkom άβ-T ćelijskih receptora (TĆR), kao 
i kod nude životiwa, u perifernoj krvi može zabe­
ležiti normalan broj B limfocita [10, 11]. Kod nu
de miševa i pacova dešava se mutacija jednog tran­
skripcionog faktora (winged helix nude – Whn), koji 
je neophodan za diferencijaciju epitelnih ćelija ti­
musa i adekvatnu keratinizaciju dlake [12]. Usled ove 
mutacije, nude životiwe nemaju dlaku, kao ni funk­
cionalan timus. Rezultat ovog posledweg oštećewa 
je gotovo potpuni izostanak T limfocita u perifer­
nom imunom sistemu ovih životiwa [13]. Početna 
ispitivawa su pokazala da su neke funkcionalne od­
like B limfocita nude životiwa normalne [14, 15]. 
Stoga su ove životiwe bile široko korišćene kao 
idealan model za ispitivawe funkcije B limfocita 
[11, 16]. Međutim, neki rezultati koji su govorili u 
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suprotnom smislu uglavnom su ignorisani [17, 18], a 
nedavno je pokazano da je centralna faza sazrevawa B 
limfocita u kostnoj srži poremećena kod nude mi­
ševa [19]. Ovi nalazi su ukazali na mogućnost pore­
mećaja i u perifernoj fazi sazrevawa B limfocita 
nude životiwa. U ispitivawima izvedenim kod nas 
su stoga iskorišćene mogućnosti koje ovaj soj ži­
votiwa pruža, kako bi se detaqno ispitala uloga T 
limfocita i timusa u ovom procesu.

POVEĆANA ZASTUPQENOST NEZRELIH  
B LIMFOCITA U PERIFERNOJ KRVI I 

LIMFNIM ČVOROVIMA NUDE PACOVA

Broj limfocita u perifernoj krvi nude pacova je 
značajno mawi nego kod normalnih životiwa, što 
je posledica gotovo potpunog izostanka T limfoci­
ta. Nasuprot ovome, broj B limfocita je jednak onom 
kod normalnih pacova [20]. Ukoliko se analiziraju 
subpopulacije B limfocita periferne krvi, uočava 
se, međutim, da kod nude pacova postoji blok u peri­
fernoj fazi sazrevawa B limfocita. Naime, u krvi 
ovih životiwa preovlađuju nezreli CD90+ B limfo­
citi (NF i RRF), koji čine 55% B limfocita krvi, 
dok zreli B limfociti (RF i MZ) predstavqaju sa­
mo 45% B limfocita krvi. Ovo je u suprotnosti s na­
lazom kod normalnih pacova, kod kojih nezrele sub­
populacije čine 23%, a zrele 77% B limfocita kr­
vi (Grafikon 1). Apsolutni broj NF i RRF je zaista 
značajno povećan, dok je broj RF i MZ B limfocita 
značajno mawi kod nude pacova nego kod normalnih 
životiwa [20]. Sličan nalaz dobija se i ukoliko se 
analizira subpopulacija B limfocita limfnih čvo­
rova, kada se zapaža povećan broj nezrelih, a smawen 
broj zrelih oblika kod nude pacova [20].

Ovakav poremećaj u proporcijama subpopulaci­
ja B limfocita kod nude pacova ukazuje na blok u pe­
rifernoj fazi wihovog sazrevawa, na prelazu između 
nezrelih i zrelih oblika B limfocita. Sličan za­
stoj zapaža se i kod životiwa s oštećenim signal­
nim putem receptora B ćelija [9] ili im nedostaje la­
nac nepromenqivih molekula (Ii) [21], kao i kod mi­
ševa kojima nedostaju nepromenqivi lanac i DM mo­
lekuli [22]. Kod svih ovih životiwa takođe je pove­
ćana zastupqenost nezrelih B limfocita, dok je ode­
qak zrelih B limfocita značajno smawen.

GRAFIKON 1. Poremećene proporcije subpopulacija B limfo-
cita krvi nude pacova. Procenat nezrelih NF (CD90snažnoIgMsnažno) 
i RRF (CD90snažnoIgMslabo) B limfocita je povećan, dok je procenat 
zrelih RF (CD90−IgMslabo) i MZ (CD90−IgMsnažno) B limfocita smawen 
kod nude pacova u poređewu s normalnim pacovima. Svaka subpo-
pulacija je uokvirena, a za ove analize korišćena je protočna ci-
tofluorimetrija. Prerađeno prema [20].
GRAPH 1. The proportions of B lymphocyte subsets are disturbed in 
the blood of nude rats. The percentages of immature NF (CD90highIg‑
Mhigh) and ERF (CD90highIgMlow) B lymphocytes are increased, whereas 
those of mature RF (CD90−IgMlow), and MZ phenotype (CD90−IgMhigh) 
B lymphocytes are decreased in nude rats, compared with normal rats. 
Each subset is framed, flow cytofluorimetry was used to perform the 
analysis. Modified from [20].

GRAFIKON 2. Smawewe ekspresije MHC klase II i ICAM-1 na svim 
subpopulacijama B limfocita krvi nude pacova. A – Reprezenta
tivni histogram ekspresije MHC klase II. B – Reprezentativ-
ni histogram ekspresije ICAM-1 na NF (CD90snažnoIgMsnažno), ERF 
(CD90snažnoIgMslabo), RF (CD90−IgMslabo) i MZ fenotip (CD90−IgMsnažno) 
B limfocitima krvi normalnih (siva linija) i nude (crna linija) 
životiwa. Prerađeno prema [20].
GRAPH 2. Decreased expression of MHC class II and ICAM-1 on all blood 
B cell subsets of nude rats. A – Representative histograms of the MHC 
class II expression. B – Representative histograms of the ICAM-1 expres‑
sion on NF (CD90highIgMhigh), ERF (CD90highIgMlow), RF (CD90−IgMlow), and 
MZ phenotype (CD90−IgMhigh) blood B lymphocytes in normal (grey 
line) and nude (black line) animals. Modified from [20].
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SMAWENA EKSPRESIJA  
POVRŠINSKIH MOLEKULA NA  

B LIMFOCITIMA NUDE PACOVA

Pretpostavili smo da je poremećaj, odnosno blok u 
perifernoj fazi sazrevawa B limfocita nude pacova 
mogao biti praćen i drugim poremećajima. Ispiti­
vawem većeg broja funkcionalno važnih površin­
skih molekula, koji su ukqučeni u prikazivawe an­
tigena, ćelijske interakcije i migraciju B limfoci­
ta, uočava se značajno slabija ekspresija MHC klase 
II (glavni kompleks tkivne histokompatibilnosti 
klase II), ICAM-1 (međućelijski adhezioni molekul 
1), CD44 i L-selektina na B limfocitima perifer­
ne krvi i limfnih čvorova nude pacova u poređewu 
s normalnim životiwama.

Uočava se značajno smawewe ekspresije MHC klase 
II na svim subpopulacijama B limfocita krvi (Gra­
fikon 2A). Istovetni rezultati dobijaju se za oba ha­
plotipa (RT1B i RT1D) molekula MHC klase II. Slič­
no ovome, značajno smawewe ekspresije ICAM-1 zapa­
ža se na svim subpopulacijama B limfocita peri­
ferne krvi nude pacova (Grafikon 2B). Veoma zani­
mqivo je smawewe ekspresije L-selektina na RRF, RF 
i MZ B limfocitima nude pacova [20]: za razliku od 
ovih subpopulacija, NF B limfociti i kod normal­
nih pacova pokazuju veoma slabu ekspresiju L-selek­
tina [6, 7, 9], pa se smatra da je to mehanizam kojim se 
ova najnezrelija subpopulacija B limfocita, po iz­
lasku iz kostne srži, usmerava ka slezini [23]. Za 
razliku od limfnih čvorova, L-selektin nije potre­
ban za ulazak limfocita u slezinu, što ovoj nezreloj 
subpopulaciji omogućava naseqavawe u ovom organu 
[23]. Snižewe površinske ekspresije CD44 se tako­
đe zapaža, ali je značajno samo na zrelim RF i MZ B 
limfocitima [20]. Odgovarajući rezultati dobijaju 
se analizom ekspresije B limfocita limfnih čvo­
rova nude pacova [20].

Nasuprot gorenavedenim molekulima, površinska 
ekspresija ά4-integrina, MHC klase I, ά lanca inter­
leukina 2, kao i LFA-1, nije smawena kod nude pacova 
u poređewu s normalnim životiwama [20].

ULOGA TIMUSA I T LIMFOCITA  
U PERIFERNOJ FAZI SAZREVAWA  

B LIMFOCITA

S obzirom na to da nude životiwe nemaju funk­
cionalni timus, što dovodi do potpunog izostanka 
T limfocita iz wihovog imunog sistema, moglo se 
pretpostaviti da bi to predstavqalo uzrok poreme­
ćaja i blokade periferne faze sazrevawa B limfoci­
ta, koje je zapaženo kod ovih životiwa. Da bi se pro­
verila ova hipoteza, najpre je izvršena implantaci­
ja timusnih graftova normalnih pacova pod kapsu­
lu bubrega nude životiwa. Implantacija timusnih 
graftova je korigovala broj T limfocita u krvi nu

de pacova (6±3% pre implantacije, 25±7% posle im­
plantacije, 40±8% na kontroli). Ustanovqeno je da 
timusni graftovi snažno koriguju perifernu fazu 
sazrevawa B limfocita nude pacova. Ovo se ogleda­
lo u smawewu broja nezrelih NF i RRF B limfoci­
ta i istovremenim povećawem broja zrelih RF i MZ 
B limfocita (Grafikon 3). Slične promene u odno­
su nezrelih i zrelih subpopulacija B limfocita za­
pažene su i u limfnim čvorovima nude pacova posle 
implantacije timusnih graftova normalnih pacova 
pod kapsulu bubrega ovih životiwa.

Međutim, implantacija timusnih graftova nude 
pacovima ne samo da otklawa blok u perifernoj fa­
zi sazrevawa B limfocita i koriguje odnos nezre­
lih i zrelih subpopulacija ovih ćelija u perifer­
nom imunom sistemu, već dovodi i do korekcije po­
remećene ekspresije površinskih molekula na sub­
populacijama B limfocita periferne krvi ovih ži­
votiwa. Dolazi do povećawa površinske ekspresije 
MHC klase II na svim subpopulacijama B limfocita 
(Grafikon 4i), kao i do povećawa ekspresije ICAM-1 
na RRF, RF i MZ B limfocitima periferne krvi 
(Grafikon 4ii), a odgovarajuće promene zapažaju se i 
na B limfocitima limfnih čvorova.

Uzimajući u obzir to da timus stvara veći broj ak­
tivnih supstanci koje se oslobađaju u cirkulaciju 
[24], ostalo je nejasno da li su zapažene promene re­
zultat postojawa implantiranog timusnog tkiva per 
se ili su posledica javqawa T limfocita u imunom 

GRAFIKON 3. Procenti NF, RRF i RF B limfocita krvi nude pa-
cova, nude pacova kojima je implantirano tkivo timusa i normal-
nih pacova. Implantacija timusa otklawa neravnotežu između ne-
zrelih i zrelih B limfocita krvi nude pacova. Zvezdicom je ozna-
čena statistički značajna razlika između normalnih i implanti-
ranih nude životiwa (p<0,05). Prerađeno prema [20].
GRAPH 3. The percentages of NF, ERF, and RF B lymphocytes in the 
blood of nude, nude thymus-grafted and normal rats. The imbalance 
between immature and mature B lymphocytes in the blood of nude 
rats is alleviated by thymus engraftment. Asterisk indicates a significant 
difference between normal and nude thymus-grafted rats (p<0.05). 
Modified from [20].
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sistemu nude pacova. Da bi se razjasnilo ovo pita­
we, vršena je rekonstitucija nude pacova kongenim 
T limfocitima. Na taj način uspostavqan je norma­
lan broj T limfocita u wihovom imunom sistemu, 
a izbegnuto je samo tkivo timusa. U ovim eksperi­
mentima korišćeni su normalni LEW pacovi (RT7b) 
kao davaoci T limfocita, a nude pacovi (RT7a) kao 
primaoci; ovi sojevi su kongeni za RT7 aloantigen­
sku determinantu, pa ovaj model omogućava naknadno 
razlikovawe donorskih RT7.2 od domaćinovih RT7.1 
limfocita [25]. Ustanovqeno je da uspešna rekon­
stitucija dovodi do snažno izraženog povećawa po­
vršinske ekspresije MHC klase II na B limfociti­
ma krvi nude pacova do nivoa koji se beleži kod nor­
malnih životiwa [20].

ZAKQUČAK

Istraživawa obavqena kod nas su pokazala da se 
nude životiwe mogu uspešno koristiti kao ekspe­
rimentalni model za proučavawe uloge timusa i T 
limfocita u perifernoj fazi sazrevawa B limfoci­
ta. Pokazano je da je kod nude pacova periferna faza 
sazrevawa poremećena, da zastoj u sazrevawu nastaje 
na prelazu između nezrelih i zrelih oblika B lim­
focita, da je ekspresija grupe površinskih moleku­
la B limfocita snižena, da su poremećaj perifer­
ne faze sazrevawa B limfocita i poremećena eks­
presija površinskih molekula podložni korekciji 
timusnim graftovima, te da je ova amelioracija po­
sledica direktnog dejstva T limfocita, a nije iza­
zvana dejstvom strome timusa. Na osnovu ovih nala­
za može se zakqučiti da periferna faza sazrevawa 
B limfocita zavisi od postojawa T limfocita. Naj­
verovatnije je da su, kao i u drugim imunim reakcija­
ma, za pravilno odvijawe ovog procesa potrebni ka­
ko direktni kontakti T i B limfocita putem povr­
šinskih molekula, tako i parakrino dejstvo citoki­
na koje stvaraju T limfociti. Nalazi pokazuju i da je, 
uprkos wihovom normalnom broju, populacija B lim­
focita nude pacova poremećena, tj. da je odnos zrelih 
i nezrelih subpopulacija poremećen, kao i ekspre­
sija funkcionalno veoma važnih površinskih mo­
lekula. Sve navedeno se mora uzeti u obzir kod pri­
mene nude životiwa kao eksperimentalnog modela, a 
posebno prilikom razmatrawa rezultata ranijih ra­
dova u kojima su ove životiwe korišćene za ispiti­
vawe B limfocitnih funkcija.
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ABSTRACT
Until recently, B lymphocyte maturation was consid-

ered to be independent of the thymus and T lymphocytes. 
However, using nude animals, which lack the functional 
thymus, we have shown that T lymphocytes are required 
for the peripheral phase of B lymphocyte maturation. We 
showed that the proportion of immature B lymphocyte 
subsets (CD90highIgMhigh and CD90highIgMlow) was signifi-
cantly increased, whereas that of mature B lymphocyte sub-
sets (CD90−IgMlow and CD90−IgMhigh) was decreased in the 
peripheral blood and lymph nodes of nude rats. In addition, 
the expression of functionally important surface molecules 
MHC class II, ICAM-1, CD44 and L-selectin was significantly 
down-regulated both on immature and mature B lympho-
cyte subsets. The implantation of thymic tissue under the 
kidney capsule of nude rats alleviated the block in B lympho-
cyte maturation and normalized of the defective expression 
of surface molecules. Comparable effects were seen after 
the adoptive transfer of T lymphocytes. This shows that in 

nude rats B lymphocytes do not mature properly due to the 
lack of T cell help and that T lymphocytes are required for 
the peripheral phase of B lymphocyte maturation, as well 
as for the appropriate expression of surface molecules. This 
should be considered when treating patients with T lym-
phocyte deficiencies.
Key words: B lymphocyte maturation; B lymphocyte/T lym-
phocyte interactions; B lymphocyte surface molecules
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