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U serumu zdravih osoba mogu se detektovati
antitela koja reaguju sa sopstvenim antigenima. To su
prirodna autoantitela koja ne prouzrokuju nastanak
autoimunskih bolesti (1, 2). Sinteti{u ih CD5+ B-lim-
fociti (3) lokalizovani u pleuralnoj i peritonealnoj
{upljini (4, 5). Prirodna autoantitela su polireaktivna i
slabog afiniteta za antigene sa kojima reaguju. S
obzirom na to da se vezuju za antigene patogenih
mikroorganizama (6, 7, 8) smatra se da predstavljaju
prvu liniju odbrane organizma, pre nego {to se sin-
tetri{u specifi~na, visokoafinitetna antitela, a vezivanje
prirodnih antitela za sopstvene }elije i molekule ukazu-
je na to da ona mogu imati ulogu u odr`anju home-

ostaze (9, 10) i spre~avanju nastanka autoimunskih
bolesti (11, 12). 

Za razliku od prirodnih IgM autoantitela, monok-
lonski makroglobulini pacijenata sa Waldenstromovom
makroglobulinemijom nastaju kao posledica patolo{ke
proliferacije i sekrecije IgM odre|ene specifi~nosti.
Pokazano je, me|utim, da neki humani monoklonski
imunoglobulini pacijenata sa Waldenstr–movom
makroglobulinemijom imaju karakteristike prirodnih
autoantitela (13). I IgM DJ izolovan iz seruma pacijen-
ta sa Waldenstr–movom makroglobulinemijom (14),
budu}i da je sadr`an u serumu novoro|en~adi (15) pri-
pada prirodnim autoantitelima. Ranije je pokazano da
se IgM DJ vezuje za mi{je T limfocite izolovane iz

SA@ETAK
Humani monoklonski imunoglobulin DJ izolovan je iz

seruma pacijenta sa Waldenstromovom makroglobulinemi-
jom. Ranije je pokazano da ima karakteristike prirodnog idi-
otipa, koji je specifi~an za fosforil-holin i vezuje se za T-lim-
focite limfnog ~vora i T-hibridomske }elije. U ovom radu je
ispitivano vezivanje IgM DJ za membranu neseparisanih
limfocita slezine. Metodom proto~ne citofluorimetrije
pokazano je da se IgM DJ vezuje za membranu }elija slezine
neimunizovanih i imunizovanih mi{eva. Analizom }elija
slezine imunizovanih mi{eva koje su prema karakteristika-
ma upravnog i bo~nog rasipanja svetlosti podeljene u tri sub-
populacije, pokazano je da se IgM DJ vezuje za }elije koje
imaju manji volumen i unutra{nju slo`enost gra|e, {to
karakteri{e apoptoti~ne }elije. Ovi rezultati ukazuju na to da
IgM DJ, vezuju}i se za membranu }elija koje ispoljavaju fos-
foril-holin, mo`e biti uklju~en u odr`anje homeostaze. 
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ABSTRACT
Human monoclonal immunoglobulin DJ was isolated

from the sera of patients with Waldenstr–m macroglobuline-
mia. It was shown earlier that IgM DJ possesed the charac-
teristics of natural autoantibody with phosphoryl-choline
(PC) specificity. Moreover, the binding of IgM DJ to lymph
node T-cells as well as T-hybridomas was shown in this work.
We analyzed the binding of IgM DJ to spleen cells isolated
from nonimmunized or immunized mice in this work. By
flow cytometry analysis, the binding of IgM DJ to the mem-
brane of murine spleen cells isolated from nonimmunized as
well as immunized mice was obtained. By analysing the cells
which are bound to IgM DJ, according to the cell size and
complexity, it has been established that DJ binds to cells with
the characteristics of cells undergoing apoptosis. These
results indicate that IgM DJ, by binding to the membrane of
cells expressing phosphoryl-choline could be included in the
maintenance of homeostasis.
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limfnog ~vora i T hibridomske }elije (16) koje imaju
manji volumen i unutra{nju slo`enost gra|e, {to karak-
teri{e apoptoti~ne }elije (17). 

CILJ RADA

S obzirom na to da je ranije pokazano da se IgM DJ
vezuje za T limfocite limfnog ~vora i T hibridomske
}elije, cilj ovog rada je bio da se ispita vezivanje antitela
DJ za membranu mi{jih splenocita.

MATERIJAL I METODE

Eksperimentalne `ivotinje

U eksperimentima su kori{}eni BALB/c mi{evi oba
pola, starosti 6-8 nedelja dobijeni iz Instituta za eksper-
imentalnu medicinu VMA, Beograd.

Izolovanje humanog IgM DJ

IgM DJ je iz seruma pacijenta sa dijagnostifiko-
vanom WM izolovan euglobulinskim talo`enjem. Iz
globulinske frakcije IgM DJ je izolovan gel filtracijom
na koloni Superose 6 integrisanoj u FPLC sistem
(Pharmacia LKB) i ekvilibrisanoj PBS puferom, sa pro-
tokom od 0,4 ml/min. Pik na 27,28 minuta koji odgo-
vara retencionom vremenu humanog IgM standarda
sakupljen je kao IgM frakcija seruma.

Izolovanje limfocita slezine

Limfociti slezine izolovani su iz neimunizovanih ili
prethodno imunizovanih mi{eva. Imunizovanim
mi{evima subkutano je aplikovan gove|i serumski
albumin (BSA) u kompletnom Freundovom adjuvansu
(CFA), 100 μg/dozi, u zadnje {apice i u bazu repa.
Mi{evi su `rtvovani sedam dana posle imunizacije.
Nakon izdvajanja slezine iz neimunizovanih ili imuni-
zovanih `ivotinja, tkivo slezine je iseckano, usitnjeno i
macerirano kroz ~eli~nu mre`icu sa otvorima veli~ine
80 μm, da bi se istisnula suspenzija limfocita. ]elije su
oprane 3 puta centrifugiranjem na 200xg, 10 minuta na
4

o
C u PBS-u pH 7,2, a vijabilnost i broj }elija odre|eni

su pomo}u tripan plavog (Sigma), brojanjem na
hemocitometru. 

Vezivanje IgM DJ za limfocite slezine

Vezivanje IgM DJ za membranu limfocita slezine
odre|ivano je imunofluorescentnom tehnikom. ]elije
(106) su inkubirane sa normalnim mi{jim serumom u
toku 30 minuta, a nakon pranja (rastvorom PBS, 2%
FCS, 0,01% NaN3) centrifugiranjem na 1000 rpm, u
toku 10 minuta na 4oC limfociti su inkubirani sa kon-
trolnim humanim monoklonskim antitelom (K) ili IgM
DJ na 4oC tokom 30 minuta. Antitela koja se nisu veza-

la za membranu limfocita uklonjena su pranjem lim-
focita u rastvoru PBS (2% FCS, 0,01% NaN3) 3 puta,
centrifugiranjem na 1000 rpm, 10 minuta na 4oC, a
zatim su limfociti inkubirani sa sekundarnim anti-
mi{jim antitelima poreklom iz ovce, obele`enim FITC-
om (1μg/testu) tokom 30 minuta. Nakon uklanjanja
vi{ka antitela pranjem }elija u rastvoru PBS, }elije su
resuspendovane u 1% rastvoru formalina i analizirane
na proto~nom citofluorometru FACSscan (Becton
Dickinson). Rezultati su prikazani kao histogrami fluo-
rescencije, pri ~emu je intenzitet fluorescencije
prikazan na X osi (na logaritamskoj skali od ~etiri
dekade) a broj pozitivnih }elija ba Y osi. 

REZULTATI

Vezivanje IgM DJ za }elije slezine neimunizovanih
mi{eva
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Slika 1. Vezivanje IgM DJ za limfocite slezine
neimunizovanih mi{eva. Na osnovu upravnog (fsc) i
bo~nog (ssc) rasipanja svetlosti identifikovane su tri
nejasno razdvojene populacije }elija (a). Vezivanje
kontrolnog antitela (b) i IgM DJ (c) za membranu

limfocita slezine prikazano je u obliku histograma flu-
orescencije. 
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Vezivanje prirodnog IgM autoantitela DJ za lim-
focite slezine neimunizovanih mi{eva ispitivano je
neposredno nakon izolovanja }elija. Pokazano je da se
kontrolno antitelo vezuje za 2.1% (Slika 1b), a prirod-
no antitelo DJ za 8.9% }elija slezine (Slika 1c). Iako
broj pozitivnih }elija nije veliki, me|u njima postoje i
}elije sa ve}im intenzitetom fluorescencije (do tre}e
dekade logaritamske skale) (Slika 1c). Analizom
karakteristika analiziranih }elija, na osnovu fsc i ssc
parametara, uo~eno je da sve ispitivane }elije nemaju
istu veli~inu i unutra{nju slo`enost gra|e, i da se izdva-
jaju tri nejasno razgrani~ene populacije }elija (Slika
1a). 

Vezivanje IgM DJ za membranu limfocita slezine imuni-
zovanih mi{eva

I pri analizi }elija izolovanih iz slezine imunizovanih
mi{eva uo~eno je postojanje razlike u veli~ini i
unutra{njoj slo`enosti njihove gra|e, {to je uslovilo
grupisanje }elija u tri nejasno razgrani~ene subpopu-
lacije (Slika 2). 

Da bi se ispitalo da li postoje razlike u vezivanju
IgM DJ za membranu ispitivanih }elija i utvrdile karak-
teristike }elija za koje se DJ vezuje, sve vijabilne }elije
su podeljene u analizirane u dva odvojena prozora
(gate A i B). Vezivanje kontrolnog antitela u populaciji
B iznosilo je 6% (Slika 3b), {to ukazuje na ve}e
nespecifi~no vezivanje humanog monoklonskog
imunoglobulina, a vezivanje IgM DJ je bilo ne{to ve}e
i iznosilo 11%, (Slika 3c). 

U populaciji }elija koja je analizirana u prozoru A
nespecifi~no vezivanje je bilo neznatno (4%) (Slika
4a), a broj }elija za koje se vezalo antitelo IgM DJ
daleko ve}i (37%) (Slika 4b). Iako intenzitet fluores-
cencije nije veliki (neznatno prelazi drugu dekadu log-
aritamske skale), ravnomerno raspore|en broj }elija
prema intenzitetu fluorescencije (odsustvo o{trog
pika) ukazuje na to da }elije za koji se vezalo antitelo

IgM DJ nemaju istu gustinu antigena. S obzirom na to
da su u prozoru A analizirane }elije sa manjim fsc i ssc
karakteristikama, mo`emo re}i da se za te }elije vezuje
antitelo DJ.

DISKUSIJA

U ovom radu je pokazano vezivanje prirodnog
autoantitela IgM DJ za membranu limfocita slezine. S
obzirom na to da humani monoklonski IgM DJ speci-

Slika 2. Karakteristike }elija slezine imunizovanih
mi{eva. Na osnovu upravnog (fsc) i bo~nog (ssc) rasi-

panja svetlosti identifikovane su tri nejasno razgrani~ene
populacije }elija koje su analizirane u dva prozora (A i

B).

Slika 3. Vezivanje IgM DJ za limfocite slezine imunizo-
vanih mi{eva. Na osnovu upravnog (fsc) i bo~nog (ssc)
rasipanja svetlosti izdvojene su }elije u prozoru B (a).
Vezivanje kontrolnog (b) antitela i IgM DJ (c) za lim-
focite slezine (analizirane u prozoru B) prikazano je u

obliku histograma fluorescencije..



fi~no prepoznaje fosforil-holin koji se nalazi u sas-
tavu mnogih bakterija i u lipidnom dvosloju }elijske
membrane sisara (18), mo`e se pretpostaviti da se
prirodni idiotip DJ antitela za membranu splenocita
vezuje posredstvom fosforil-holina. I drugi autori su
pokazali da se prirodna antitela vezuju za }elijsku
membranu prepoznaju}i fosforil-holin (19), poseb-
no u ranoj fazi apoptoze, kada se gubi lipidna
simetrija }elijske membrane. Promene u lipidnom
sastavu }elijske membrane u toku apoptoze
pokazane su populaciji zrelih B-limfocita (20), a

apoptoti~ne promene u populaciji B-limfocita i T-
limfocita slezine (21, 22), kao i timocita i T-limfocita
limfnog ~vora (16). Po{to u na{em radu nije vr{eno
izdvajanje limfocitnih subpopulacija, niti njihova
karakterizacija, ne mo`e se reci da li se prirodno
autoantitelo vezuje za membranu B i/ili T-limfocita.
Metodom proto~ne citometrije analiziran je volu-
men i unutra{nja slo`enost gra|e }elija slezine za
koje se vezalo autoantitelo IgM DJ i pokazano je da
se u populaciji }elija koji imaju karakteristike apop-
toti~nih }elija (17) nalazi znatno ve}i procenat
IgM+ }elija. Po{to se desetine miliona apoptoti~nih
}elija, uklju~uju}i i limfocite, iz organizma uklanjaju
svakoga dana (23) vezivanje prirodnog autoantitela
DJ za membranu apoptoti~nih }elija mo`e imati
va`nu ulogu u odr`anju homeostaze. 

ZAKLJU^AK

Prirodno autoantitelo IgM DJ izolovano iz seru-
ma pacijenta sa Waldenstrom makroglobulinemijom
i specifi~no za fosforil-holin vezuje se za limfocite
slezine neimunizovanih i imunizovanih mi{eva.
]elije za koje se ispitivano prirodno antitelo vezuje
na proto~noj citofluorimetriji imaju karakteristike
apoptoti~nih }elija.
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SKRA]ENICE 

BSA - gove|i serumski albumin (engl. bovine
serum albumin)

CFA - kompletni Freundov adjuvans

FCS - fetalni tele}i serum (engl. fetal calf serum)

FPLC - engl. Fast Protein Liquid Chromatography

fsc - rasipanje svetlosti u pravcu prostiranja (engl.
forward scatter) 

IgM - imunoglobulin M

IgM DJ - monoklonski imunoglobulin pacijenta sa
Waldenströmovom makroglobulinemijom

NaN3 - natrijum azid

PBS - engl. phosphate buffer saline 

ssc - bo~no rasipanje svetlosti (engl. side scatter)

WM - Waldenstr–mova makroglobulinemija 


