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Development of B and T lymphocytes in primary lymphoid organs in birds

Summary

The avian primary lymphoid organs, the bursa of Fabricius and the thymus, are crucial to the normal
development of B and T lymphocytes in birds. Birds use gene conversion to produce different classes of
immunoglobulins and this process occurs in the bursa of the Fabricius. The microenvironment of the bursa
selectively expands those B-cell precursors that have undergone productive V(D)J recombination. On
the other hand, the thymus constitutes the microenvironment for T lymphocyte differentiation and the
acquisition of self-tolerance. Production of T cells in the thymus is controlled by a combination of positive and
negative selection. The differentiation of T cells proceeds along two pathways characterized by the expression
of af or ydTCRs. Immunologically mature lymphocytes enter the circulation and colonize the peripheral

lymphoid organs.
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Embriogeneza u ptakéw ogranicza si¢ do kilku-
nastu-kilkudziesigciu dni, dlatego tez w tym stosun-
kowo krotkim czasie rozwijajacy si¢ zarodek musi
uzyskac¢ fizjologiczna sprawno$¢ wszystkich uktadow
1 narzadow, w tym takze uktadu odpornosciowego. Od
pierwszego dnia zycia wiele mechanizm6w obronnych
jest sprawnych funkcjonalnie, jednakze do ich pelnej
efektywnosci potrzebnych jest kilka tygodni W onto-
genetycznym rozwoju mozemy wyrozni¢ dwie fazy.
Pierwsza zaczyna si¢ w zyciu embrionalnym i trwa
jeszcze krotki okres po wykluciu. W tym czasie wy-
ksztalcaja si¢ stopniowo centralne narzady limfatycz-
ne, a komdrki namnazaja sig 1 r6znicuja bez stymula-
cji antygenowej (w tej fazie nastgpuje realizacja pro-
gramu genetycznego). W drugiej fazie dochodzi do
wyksztatcenia narzadow obwodowych 1 zasiedlenia ich
przez komorki immunokompetentne m.in. pod wpty-
wem stymulacji antygenowe;.

Wyr6znia sig centralne (gldwne) i obwodowe (wtor-
ne) narzady limfoidalne. Centralne narzady limfatyczne
stwarzaja mikrosrodowisko, w ktorym dzigki kontak-
towi komorek limfoidalnych i nielimfoidalnych za-
chodza procesy zwiazane z nabywaniem kompetencji
immunologicznej. Podczas pobytu w narzadach cen-
tralnych niedojrzate limfocyty namnazaja sig, podle-
gaja selekcji, a po uzyskaniu wtasciwych receptorow
komoérkowych wydostaja si¢ do krazenia obwodowe-
go 1 wtornych narzadéw limfoidalnych. Centralne na-

rzady limfatyczne ptakow to bursa Fabrycjusza i gra-
sica, a do obwodowych mozemy zaliczy¢: $ledziong,
gruczol Hardera, szpik kostny, tkanki limfatyczne je-
lit, glowy, spojowki 1 oskrzeli (10, 40, 41).

Hematopoetyczne komorki macierzyste przedosta-
jace sig do bursy Fabrycjusza i do grasicy rozwijaja
sig, by w konsekwencji stac si¢ immunologicznie kom-
petentnymi limfocytami B i T. Komoérki immuno-
logicznie dojrzate droga krwi kolonizuja obwodowe
narzady limfatyczne, jak: §ledziona, BALT (bronchus-
-associated lymphoid tissue), GALT (gut-associated
lymphoid tissue), CALT (conjunctiva-associated lym-
phoid tissue), HALT (head-associated lymphoid tis-
sue) (1, 10, 26, 40, 41).

Limfocyty B w bursie Fabrycjusza

Bursa Fabrycjusza jest unikalnym narzadem ptakow,
stanowi uwypuklenie tylnej czesci kloaki (procto-
deum), anatomicznie jest potaczona z uktadem pokar-
mowym. Jest to narzad o kluczowej roli w rozwoju
limfocytéw B 1 decyduje o przysztej odpowiedzi hu-
moralnej ptakow, stad tez bardzo istotna jest jego pra-
widlowa budowa 1 funkcja. U ssakow rozwoj limfo-
cytow B nastgpuje w szpiku kostnym. Szpik kostny
reprezentuje miejsce, gdzie limfopoeza komorek B jest

wolna od egzogennych antygenow, w zwiazku z tym
rozwoj prekursoréw jest zwiazany z ekspozycja na
wlasne antygeny i tolerancja wobec nich. W latach 50.



XIX w. wykazano, ze bursa Fabrycjusza stanowi miej-
sce, gdzie nastepuje rozwoj odpowiedzi humoralnej
u ptakéw, a limfocyty B zostaly okreslone jako komorki
odpowiedzialne za produkcj¢ przeciweiat (11, 33, 38).

Bursa Fabrycjusza jest zbudowana z tkanki limfa-
tycznej (tzw. grudek chtonnych), natomiast od $wiatta
jelita oddzielona jest nablonkiem. Okoto 15. dnia roz-
woju embrionalnego nabtonek bursy Fabrycjusza za-
czyna si¢ roznicowac na dwa typy: FAE (follicle asso-
ciated epithelium) i IFE (intrafollicular ep1thel1um)
Do 19. dnia rozwoju embrionalnego FAE nie wykazu-
je aktywnosci endocytarnej, dopiero po tym czasie bie-
rze udziat w transporcie antygendéw i endocytozie.
Nabtonek IFE wykazuje gtownie aktywno$¢ mucyno-
genna i nie posiada zdolnos$ci fagocytozy (4). Blisko
98% limfocytow znajdujacych si¢ w bursie to limfo-
cyty B; proliferuja one zarowno w strefie korowej, jak
1 rdzennej bursy Fabryqusza Istnleje jednak pewna
fenotypowa roznica pomigdzy nimi: te, ktore pocho-
dza z rdzenia, posiadaja na swojej powierzchni IgM,
natomiast MHC II pojawia si¢ tylko na tych limfocy-
tach, ktore proliferuja w korze. Dodatkowo, w obrg-
bie bursy Fabrycjusza mozna rowniez znalez¢ niewiel-
ki odsetek limfocytow T, gtownie w obrebie strefy
korowej narzadu. Podczas silnej inwolucji bursy Fab-
rycjusza, ktéra moze mie¢ miejsce np. podczas zaka-
zenia wirusem choroby Gumboro (IBDV), limfocyty T
kumulujace si¢ w grudkach moga czasowo zastapi¢
limfocyty B (8, 9, 36).

Kolonizacja bursy Fabrycjusza przez prekursory lim-
focytéw B (pre bursal stem cells) przebiega falowo
podczas embriogenezy, poczawszy od dnia 6smego,
stale przez okres okoto tygodnia (14). Podczas dojrze-
wania w bursie nastgpuje rearanzacja genéw dla im-
munoglobulin. Repertuar przeciwciat jest generowa-
ny podczas po6znego etapu rozwoju embrionalnego
1 krotkiego okresu po wykluciu (12, 25). Od momentu
kolonizacji bursy przez komorki macierzyste (IL-7R,
CD10, CD34, D-Jh), rozwijajace si¢ limfocyty B szyb-
ko proliferuja i przechodza réznicowanie gendéw immu-
noglobulinowych za pomoca somatycznej konwersji
genowej W procesie tym sekwencje z rodziny pseudo-
genow zastepuja w wythkowy sposob homologiczne
sekwencje kodujace czgsci zmienne (V-variable) dla
tancuchow lekkich (V light) i cigzkich (V heavy) im-
munoglobulin. Mozna zatem stwierdzi¢, ze V region
decyduje o specyficznosci receptora limfocytow B.
Prolimfocyty B (IL-7R, CD10, CD45, Ig alpha) prze-
ksztatcaja si¢ w pre-B (IL -7R, Ig alpha, Ig beta, V pre
beta, CD10, CD19, CD45) 1 przechodzq pierwsza se-
lekCJQ pozytywna. Rearanzacja genow V-D-J przyczy-
nia si¢ do powstania pre-receptora BCR (B-cells re-
ceptor). Do tego momentu méwimy o niedojrzatym
limfocycie B (30). Trwajaca konwersja genow przy-
czynia si¢ dalej do powstania slg (surface Ig, membra-
ne Ig) komorek B. IgM complex pojawia si¢ pod wzgle-
dem funkcjonalnym 1 strukturalnym jako odpowied-
nik wystepujacego u ssakow, z homologia do CD79a
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(Igalpha) i CD79b (Ig beta). We wezesnym etapie roz-
woju embrionalnego w bursie ekspresja skroconego
Ig jest wystarczajaca, jednakze od momentu wyklu-
cia, kiedy to do bursy zaczynaja naptywaé antygeny
ze $srodowiska zewngtrznego, niekompletne receptory
sa niewystarczajace 1 takie limfocyty zostaja wyelimi-
nowane (38, 39). W dalszym etapie niedojrzate limfo-
cyty B przechodza kolejna selekcjg pozytywna (,,chro-
niaca” przed apoptoza komorki B z produktywnie
zrearanzowanymi genami [g), wowczas pojawia si¢ na
ich powierzchni kompletny receptor BCR (okoto 10.
dnia rozwoju embrionalnego) i od tego momentu staja
si¢ dojrzatymi limfocytami o immunofenotypie: Ig
alpha, Ig beta, IgM, CD19, CD45. Opuszczaja burse
1 zasiedlaja obwodowe narzady limfatyczne (7, 19).
W bursie u mtodych ptakow znajduje si¢ duza liczba
komorek B, jednakze tylko okoto 5% z nich produko-
wanych kazdego dnia mlgruje na obwod (3 1).

W zwiazku z tym, Ze rearanzacja genoéw immuno-
globulinowych ma miejsce w obrgbie bursy Fabrycju-
sza 1 zachodzi podczas pdznego rozwoju embrional-
nego oraz krotko po wylegu, wszelkie czynniki, ktore
przyczynia si¢ do jej uszkodzenia, beda miaty bezpo-
sredni wptyw na odpowiedz humoralna. W sytuacji,
gdy dojdzie do jej zniszczenia, atrofii we wezesnym
okresie embriogenezy badz tez nieco pdzniej, ale przed
18. dniem rozwoju embrionalnego, kiedy to limfocyty
B zaczynaja migrowac z bursy do tkanek limfatycz-
nych obwodowych, wtedy wyklute z jaj pisklgta beda
posiadaty niespecyficzne przeciwciata IgM (27-29, 40).
Natomiast u starszych ptakéw, co wykazano w bada-
niach McCormack i wsp. (28), chirurgiczne usunigcie
bursy Fabrycjusza po okoto 4. tygodniu Zycia nie wy-
wiera wptywu na zdolnos$¢ produkcji szerokiej gamy
przeciwciat, poniewaz do tego czasu wystarczajaca
liczba limfocytow B zasiedla obwodowe narzady lim-
fatyczne. Dodatkowo, jak wynika z badan wyzej wy-
mienionych autoréw, pomigdzy 18. dniem rozwoju
embrionalnego a 2.-4. tygodniem zycia ptakow limfo-
cyty B roznlcujq si¢ na drodze bursozaleznej, a zatem
niezwykle wazna jest jej prawidtowa morfologia. Z ko-
lei, w okresie osiagnigcia przez ptaki dojrzatosci ptcio-
wej, kiedy to nastgpuje regresja bursy Fabrycjusza
prawdopodobnie post-bursalne komorki pochodzace
ze szpiku kostnego stanowia zrédlo limfocytow B (28).

Generowanie repertuaru przeciwcial, ktére ma miej-
sce w okresie embriogenezy oraz u mtodych ptakéw
niesie ze soba ogromne ryzyko, bowiem kazdy pato-
gen, ktory przyczyni si¢ do zniszczenia komorek bur-
salnych, bedzie wywieral bezposredni wptyw na hu-
moralng odpowiedz immunologiczna. Infekcja pisklat
np. wirusem choroby Gumboro (IBDV) moze nie wy-
wota¢ objawow klinicznych, jednakze wirus, niszczac
utkanie bursy, a tym samym znajdujace si¢ tam limfo-
cyty B, czyni kurczg¢ta niezdolnymi do odpowiedzi
1rnrnunolog1czneJ (realizowanej poprzez produkcje
specyficznych przeciwcial) na inne antygeny. Wirus
IBD posiada powinowactwo do limfocytéw B IgM+,



Medycyna Wet. 2011, 67 (2)

replikujac si¢ intensywnie, niszczy grudki limfatyczne
zardwno w korze, jak i rdzeniu bursy Fabrycjusza (13,
15, 16, 18, 37), dochodzi zatem do silnej immuno-
supresji. Natomiast jezeli zakazenie dotyczy ptakow
starszych, w wieku okoto 3.-6. tygodma zycia, kiedy
to bursa 051qga maksimum rozwoju, Obj awy kliniczne
choroby sa juz widoczne. Powyzsza r6znica zwiazana
z wiekiem ptakéw nie jest do konca jasna, najprawdo-
podobniej w duzej mierze zalezy od ,,dojrzatosci” ko-

morek uktadu odpornosciowego. U ptakow starszych
niz 2 tygodnie po zakazeniu IBDV dochodzi do ku-
mulacji limfocytéw T w bursie Fabrycjusza, ktore pet-
nia znaczaca rolg w przezwycig¢zaniu infekceji (17, 34,
35, 44). W badaniach przeprowadzonych przez Rau-
tenschlein (35) wykazano, ze aplikacja in ovo szczepu
posredniego IBDV nie prowadzi do kumulacji limfo-
cytow T w bursie. Natomiast wyniki badan Sharma
(42) przeprowadzone na starszych ptakach (3-tygod-
niowych kurczgtach) zakazonych eksperymentalnie wi-
rulentnym szczepem wirusa choroby Gumboro wska-
zuja, ze infiltracja bursy Fabrycjusza przez komorki T
rozpoczyna si¢ juz w 1. dniu po iniekcji 1 utrzymuje
przez okoto 12 tygodni. Autor wykazal, ze najwyzszy
poziom intrabursalnych limfocytow T widoczny byt
w 7. dniu po iniekcji (65%), podczas gdy limfocyty B
IgM+ w tym samym czasie stanowily zaledwie 7%.
Roéznica w ilosci pomigdzy limfocytami T i B w bur-
sie Fabrycjusza wrocita do normy (czyli limfocyty B
IgM+ stanowity wigkszo$¢ komorek bursy) dopiero
okoto 12. tygodnia od eksperymentalnego zakazenia
(42).

Limfocyty T w grasicy

Grasica ptakow jest narzadem o budowie platowa-
tej, maksymalne rozmiary osiaga okoto 4. miesiaca
zycia, po czym dochodzi do jej atrofii wraz z osiag-
nigciem dojrzatosci ptciowej (40). W trakcie dojrze-
wania tymocytow, poprzez selekcje dochodzi do eli-
minacji okoto 95% dojrzewajacych w grasicy prekur-
sorow limfocytow T. Etapy dojrzewania limfocytow
mozna uprosci¢ do dwodch faz, a mianowicie pierw-
szej, w trakcie ktorej komork1 nie p051adajq recep-
torow rozpoznajacych antygen TCR oraz pozniejszej,
w ktorej nastepuje petna jego ekspresja (selekcja po-
zytywna i negatywna limfocytow).

W $rodowisku grasicy dochodzi do r6znicowania
i proliferacji limfocytow T, poczawszy od rearanzacji
gendéw receptora TCR w hematopoetycznych prekur-
sorach. Coltey i wsp. (6) wykazali, ze grasica ptakow
jest kolonizowana przez prekursory limfocytow T w 6.,
12. 1 18. dniu rozwoju embrionalnego. Protymocyty
okresla sig jako potrojnie ujemne, sa bowiem pozba-
wione czastek CD3, CD4, CD8 (23, 24). Im wigcej
komorek proliferujacych w §rodowisku grasicy, tym
wigksza roznorodnos¢ receptorow TCR, ktoére moga
wystgpowacé w dwoch typach, a mianowicie jako TCR
gamma/delta lub alpha/beta (2, 3). Geny kodujace
tancuchy delta i beta pochodza z rearanzacji VDJC

(5’V gen-diversitity-joining-constant’3) elementow,
podczas gdy alpha i gamma z VJC. Rearanzacja ge-
now dla tancuchow alpha, gamma oraz delta, beta
odbywa sig niezaleznie 1 w réznym czasie. Najpierw
dochodzi do rearanzacji w obrgbie locus dla tancucha
beta i1 delta. Po rearanzacji genéw dla receptora TCR
komorki zaczynaja wytwarza¢ CD4 1 CDS. W kolej-
nym stadium podwdjnie dodatnie (CD4+CD8+ TCR
alpha/beta oraz TCR gamma/delta) (6) ulegaja pozy-
tywnej (selekcja limfocytéw rozpoznajacych wlasne
MHC i eliminacja tych, ktére nie rozpoznaja) i nega-
tywnej selekcji (usunigcie limfocytow bardzo inten-
sywnie reagujacych z wlasnymi MHC) w celu przy-
gotowania ich do migracji do narzadow obwodowych.
Subpopulacje limfocytéw T rdznia si¢ wystgpowaniem
na powierzchni koreceptorow CD4 1 CDS8 (5). U kur-
czat wystgpuja dwie formy CDS8, homodimeryczne
CDS8 aa oraz heterodimery CD8 af3. Podjednostka
CD8a taczy sig¢ z domena a3 gldéwnego uktadu zgod-
nosci tkankowej MHC klasy I. W rozwoju embrional-
nym oraz u mtodych kurczat przewazaja TCRy/d CD8
aca, podczas gdy u dorostych, np. w obrgbie nabtonka
jelit, najezesciej CD8 TCRaf. Natomiast CD4 wyste-
puje jako pojedyncza molekuta z czterema zewnatrz-
komoérkowymi domenami oraz jedna cytoplazmatycz-
na, faczy si¢ z domena beta gldéwnego uktadu zgod-
nosci tkankowej MHC 11 (20, 21, 32, 45).

Migracja zr(')Znicowanych limfocytéw T na obwod
nie podlega juz takim czasowym zalezno$ciom, jak
kolonizacja grasicy i trwa do kilku tygodni po wqugu
Limfocyty TCR gamma/delta 1 alpha/beta opuszczaja
grasicg niezaleznymi drogami, komorki gamma/delta
zawsze poprzedzaja komorki alpha/beta o 1-2 dni. Lim-
focyty gamma/delta TCR+T moga stanowi¢ najlicz-
niejsza grupe krazacych limfocytow u kurczat (21, 22,
43).

Podsumowujac, rozwdj i roznicowanie limfocytow
w pierwotnych narzadach limfatycznych przebiega
wieloetapowo, zgodnie z realizacja programu gene-
tycznego. Niedojrzale hematopoetyczne komorki —
prekursory limfocytow B 1 T dostaja si¢ do glownych
narzadow limfatycznych w celu proliferacji, roznico-
wania, a w konsekwencji po to, aby sta¢ si¢ immuno-
logicznie kompetentnymi. Po opuszczeniu bursy Fab-
rycjusza i grasicy, juz jako immunologicznie dojrzale,
zasiedlaja obwodowe narzady limfatyczne.
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