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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 

Θ μελζτθ των μικρογλοιακϊν κυττάρων, τα οποία αποτελοφν τα 

αντιγονοπαρουςιαςτικά κφτταρα του εγκεφάλου, παρουςιάηει ζντονο ενδιαφζρον, κακϊσ 

ανάλογα με τθν ενεργοποίθςι τουσ μποροφν να προωκιςουν τόςο τθν προςταςία των 

νευρικϊν κυττάρων όςο και τον νευροεκφυλιςμό. Επιπλζον ςε πολλζσ νευροεκφυλιςτικζσ 

καταςτάςεισ, όπωσ θ γιρανςθ, θ νόςοσ του Parkinson, θ νόςοσ του Alzheimer, θ νόςοσ του 

Huntington και θ ςχιηοφρζνια, ζχει δειχκεί ότι θ απορρφκμιςθ των μθχανιςμϊν 

ενεργοποίθςθσ τθσ μικρογλοίασ παίηει πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθν ανάπτυξθ πακολογικϊν 

φαινομζνων.   

Θ ενεργοποίθςθ των μικρογλοιακϊν κυττάρων ζχει ςυνδεκεί με τθν ζκφραςθ τάξθσ 

ΙΙ μορίων του Μείηονοσ Συμπλόκου Ιςτοςυμβατότθτασ. Σκοπόσ τθσ παροφςασ 

μεταπτυχιακισ ερευνθτικισ εργαςίασ ιταν θ μελζτθ  του προφίλ ζκφραςθσ μεμβρανικϊν 

και ενδοκυτταρικϊν  κλαςικϊν MHC II μορίων (Θ2-Α), θ ζκφραςθ των ενδοκυτταρικϊν μθ 

κλαςικϊν MHC II μορίων Θ2-Ο και Θ2-Μ κακϊσ και θ ζκφραςθ του CD74 ςε διαφορετικά 

ςτάδια ενεργοποίθςθσ τθσ μικρογλοίασ. Για τθν μελζτθ αυτι χρθςιμοποιικθκε θ 

μικρογλοιακι κυτταρικι ςειρά BV-2. Αρχικά, χρθςιμοποιϊντασ πειραματικοφσ χειριςμοφσ 

κυτταρομετρίασ ροισ, RT-PCR και ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ, καταλιξαμε ςτο ςυμπζραςμα  

ότι  τα μικρογλοιακά κφτταρα εκφράηουν όλα τα απαραίτθτα μόρια για τθν μετα-

μεταφραςτικι ρφκμιςθ των τάξθσ ΙΙ μορίων του MHC και για τθν μεταφορά τουσ ςτθν 

κυτταρικι μεμβράνθ. Επίςθσ μελζτθ τθσ  ενεργοποίθςθσ  μικρογλοίασ  υπό τθν επίδραςθ 

LPS, τθσ προ-φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ  IFN-γ και τθσ αντι-φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ IL-4 

ζδειξε ότι διαφορετικοί παράγοντεσ ενεργοποίθςθσ μποροφν να οδθγοφν ςε διαφορετικό 

τφπο ενεργοποίθςθσ των μικρογλοιακϊν κυττάρων. 

Θ μελζτθ των μθχανιςμϊν ρφκμιςθσ τθσ ζκφραςθσ MHC II μορίων ςτθ μικρογλοία 

κα μποροφςε να οδθγιςει ςε νζεσ κεραπευτικζσ προςεγγίςεισ και να υποδείξει νζεσ 

ςτρατθγικζσ όςων αφορά ςτθ κετικι ι αρνθτικι ρφκμιςθ τθσ ενεργοποίθςθσ των 

μικρογλοιακϊν κυττάρων κατά τθν ανάπτυξθ πακολογικϊν καταςτάςεων ςε περιπτϊςεισ 

νευροεκφυλιςτικϊν αςκενειϊν. 

 

Λζξεισ- Κλειδιά:  Ενεργοποίθςθ Μικρογλοίασ, ΢φκμιςθ των τάξθσ ΙΙ μορίων του MHC, 

αντιγονοπαρουςίαςθ, κυτταρικι ςειρά BV-2 
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ABSTRACT 
 

In the last decade, microglia activation has been the subject of intense investigation 

since it can promote a variety of events ranging from neuroprotection to 

neurodegeneration. Moreover, in neurodegenerative conditions like ageing, Alzheimer’s 

disease, Parkinson’s disease, Huntington’s disease and schizophrenia, studies have shown 

that deregulation of microglial activation mechanisms plays a critical role in the 

development of pathological conditions related to these diseases. 

The neurodegenerative role of microglia has been highly correlated with the 

expression of MHC-II molecules. The aim of the present study was to define the surface and 

intracellular expression of H-2A and also the intracellular expression of H-2M, H-2O and 

CD74 in different activation states of microglial cells, using the BV-2 cell line. Flow 

Cytometry, RT-PCR and Confocal microscopy analysis show that microglial cells express all 

necessary components for post-translational regulation of MHC class II molecules and their 

transport to the cell surface. Additionally, stimulation of BV-2 cells with LPS, IFN-γ and IL-4 

demonstrated that different activation stimuli can lead to different activation pathways of 

microglia.  

Studying the regulatory pathways of microglial MHC II expression could delineate 

mechanisms of stimulation versus suppression, surface expression versus secretion of MHC-

II molecules during pathological conditions in neurodegenerative diseases and dictate new 

strategies of therapeutic approaches. 

 

 

Key  words: Microglial activation, MHC class II regulation, antigen presentation, BV-2 cell line 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Γλοιακά κύτταρα ςτο ΚΝ΢ 

1.1.1 Αςτροκφτταρα 

Τα αςτροκφτταρα αποτελοφν τον πιο πολυάρικμο πλθκυςμό γλοιακϊν κυττάρων 

ςτο ΚΝΣ. Χαρακτθρίηονται από το αςτεροειδζσ ςχιμα ςτο κυτταρικό τουσ ςϊμα και από 

τουσ ευρείσ ποδίςκουσ ςτισ αποφυάδεσ τουσ. Τα αςτροκφτταρα εμφανίηουν μεγάλθ 

ετερογζνεια και λόγω τθσ μορφολογίασ τουσ, του φαινοτφπου τουσ και τθσ τοπολογίασ τουσ  

κατθγοριοποιοφνται ςε τουλάχιςτον δφο κατθγορίεσ. Τα πρωτοπλαςματικά αςτροκφτταρα, 

τα οποία ςυναντϊνται ςτθν φαιά ουςία και οι αποφυάδεσ τουσ περιβάλλουν ςυνάψεισ 

κακϊσ και αιμοφόρα αγγεία και τα ινϊδθ αςτροκφτταρα τα οποία ςυναντϊνται ςτθν λευκι 

ουςία και ζρχονται ςε επαφι με τουσ κόμβουσ Ranvier και αιμοφόρα αγγεία. 

Τα αςτροκφτταρα διακζτουν τθν ικανότθτα να ελζγχουν τα επίπεδα 

νευροδιαβιςτων κακϊσ επίςθσ, εξ’ αιτίασ τθσ μεγάλθσ διαπερατότθτασ τουσ ςε κάλιο, ζχουν 

τθν ικανότθτα να προςλαμβάνουν και να αποκθκεφουν τθν περίςςεια καλίου  που υπάρχει 

ςτον εξωκυττάριο χϊρο λόγω τθσ επανειλθμμζνθσ εκπόλωςθσ νευρϊνων, και με τον τρόπο 

αυτό να προςτατεφουν τουσ παρακείμενουσ νευρϊνεσ από εκφόρτιςθ. Επίςθσ, ςυμβάλουν 

ςτθ δθμιουργία και διατιρθςθ του αιματοεγκεφαλικοφ φραγμοφ κακϊσ και τθ διατιρθςθ 

τθσ μεταβολικισ ομοιόςταςθσ του εγκεφάλου. Εκφράηουν επιφανειακοφσ υποδοχείσ για 

ζνα μεγάλο εφροσ νευροδιαβιβαςτϊν και απελευκερϊνουν νευροενεργζσ ουςίεσ και 

αυξθτικοφσ παράγοντεσ. Μζςω τθσ ςθματοδότθςθσ αυτισ φαίνεται να παίηουν ςθμαντικό 

ρόλο ςτθν ανάπτυξθ και λειτουργικότθτα των ςυνάψεων και τθν επιβίωςθ των νευρικϊν 

κυττάρων. 

1.1.2 Ολιγοδενδροκφτταρα 

Τα ολιγοδενδροκφτταρα αποτελοφν κφτταρα μικροφ 

μεγζκουσ τα οποία φζρουν αποφυάδεσ.  Ο ρόλοσ τουσ ςτο ΚΝΣ είναι 

εξαιρετικά ςθμαντικόσ εφόςον ςυμμετζχουν ςτθ μυελίνωςθ των 

νευραξόνων ςτο ΚΝΣ περικλείοντασ με τισ μεμβράνεσ τουσ άξονεσ και 

ςχθματίηοντασ ζνα ζλυτρο μυελίνθσ. Κάκε ολιγοδενδροκφτταρο 

μπορεί να ςυμμετζχει ςτθ μυελίνωςθ πολλϊν νευραξόνων. Θ 

διαδικαςία αυτι πραγματοποιείται ςε ςτάδια τα οποία υπόκεινται ςε Εικόνα 1. 
Ολιγοδενροκφτταρα(Ο) ςε 
επαφι με νευρώνεσ(Ν)  
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αυςτθρι ρφκμιςθ από ςιματα τα οποία λαμβάνουν οι άξονεσ των νευρϊνων, πικανϊσ 

μζςω του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ Notch. Συνεπϊσ τα ολιγοδενδροκφτταρα ελζγχουν 

τθν λειτουργία του ΚΝΣ εφόςον παρζχουν μόνωςθ ςτουσ άξονεσ των νευρικϊν κυττάρων 

και κακορίηουν τθ δομικζσ και θλεκτρικζσ ιδιότθτεσ των νευραξόνων ελζγχοντασ τθ 

διάμετρο τουσ, τθν τοπολογία και τθν διάταξθ καναλιϊν ιόντων ςτθν περιοχι των κόμβων 

και παρακόμβων. Επίςθσ υποςτθρίηουν τροφικά τουσ νευρϊνεσ. 

 

1.1.3 Μικρογλοία 

Θ Μικρογλοία αποτελεί 5-15% των ςυνολικϊν κυττάρων του ΚΝΣ και ςυνιςτά τα  

κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ ςτον εγκζφαλο. Θ κφρια λειτουργία τουσ είναι ο 

ςχθματιςμόσ ενόσ δικτφου κυττάρων που ςυμβάλλουν ςτθν ανοςολογικι επαγρφπνθςθ και 

προςταςία του ΚΝΣ . 

Ο ςυγκεκριμζνοσ κυτταρικόσ πλθκυςμόσ αρχικά περιγράφθκε από τον Pio del Rio-

Hortega (1932). Ρρόκειται για κφτταρα μυελογενοφσ προζλευςθσ τα οποία ειςβάλλουν ςτον 

ιςτό του  ΚΝΣ κατά τα εμβρυικά ςτάδια και κατά τα πρϊτα ςτάδια ανάπτυξθσ μετά τθν 

γζννθςθ (Kim and De Vellis, 2005, van Rossum and Hanisch, 2004) και μεταναςτεφουν εντόσ 

του παρεγχφματοσ του εγκεφάλου ϊςτε να κατανεμθκοφν ςε όλεσ τισ περιοχζσ του ιςτοφ 

αυτοφ. Τα κφτταρα αυτά ςυνιςτοφν ζνα πλθκυςμό μακροφάγων κυττάρων ςτον εγκζφαλο, 

ςυνεπϊσ διακζτουν φαγοκυττωτικζσ ιδιότθτεσ και είναι  κετικά για επιφανειακοφσ 

μάρτυρεσ των μακροφάγων όπωσ για παράδειγμα είναι ο CD11b (Mac1) και ο Fc 

υποδοχζασ,  iba-1, F4/80 (Carson 2002, Aloisi 2001, Kreutzberg 1996).  Επίςθσ τα 

μικρογλοιακά κφτταρα διακρίνονται από τουσ άλλουσ πλθκυςμοφσ μακροφάγων λόγω τθσ 

διαφορετικισ ζκφραςθσ του επιφανειακοφ μάρτυρα CD45, όπου  ςτθν περίπτωςθ των 

μικρογλοιακϊν κυττάρων θ ζκφραςθ του  παρατθρείται ςε χαμθλά επίπεδα. 

Θ μορφολογία των μικρογλοιακϊν κυττάρων που βρίςκονται ςε ιρεμθ κατάςταςθ 

(resting microglia) ςτον ενιλικο υγιι εγκζφαλο είναι χαρακτθριςτικι. Το ςχιμα τουσ είναι 

επίμθκεσ και φζρουν αποφυάδεσ οι οποίεσ διακζτουν ζντονεσ διακλαδϊςεισ (Εικ. 2Α). Θ 

δομι των μικρογλοιακϊν κυττάρων δεν είναι ςτατικι κακϊσ παρατιρθςθ με χριςθ 

μικροςκοπίασ δφο φωτονίων ζχει δείξει ςυνεχι κίνθςθ  των προεκβολϊν, με ςτόχο 

προφανϊσ τθν καταγραφι των αλλαγϊν του   μικροπεριβάλλοντοσ του εγκεφάλου ςτο 

οποίο βρίςκονται. (Nimmerjahn et al 2005, Davalos et al., 2005). Αμζςωσ μετά τθν 

ενεργοποίθςθ των μικρογλοιακϊν κυττάρων από οποιοδιποτε ερζκιςμα (π.χ. δθμιουργία 

τραφματοσ ι μικροβιακι μόλυνςθ), ακολουκεί δραματικι αλλαγι ςτθ μορφολογία τουσ, θ 
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οποία χαρακτθρίηεται «αμοιβαδοειδισ» (Kreutzberg 1996, Εικ. 2Β). Ραρατθρείται 

ςυρρίκνωςθ των προεκβολϊν τουσ και μετανάςτευςθ ςτο ςθμείο τθσ  πακολογίασ.  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.  Α. Μθ ενεργοποιθμζνθ Μικρογλοία, Β. Ενεργοποιθμζνθ Μικρογλοία,  Γ. ΢χθματικι απεικόνιςθ τθσ 

πορείασ ενεργοποίθςθσ Μικρογλοίασ.  

 Κατά τθν ενεργοποίθςθ τθσ μικρογλοίασ δεν ςυμβαίνουν μόνο μορφολογικζσ αλλά 

και λειτουργικζσ αλλαγζσ. Τα μικρογλοιακά κφτταρα ςε ιρεμθ κατάςταςθ, απουςία 

κάποιου ερεκίςματοσ που προκαλεί τθν ενεργοποίθςθ τουσ, εκφράηουν χαμθλά επίπεδα 

των ςυνδιεγερτικϊν μορίων Β7.2 και CD40 αλλά και τάξθσ Ι και ΙΙ αντιγόνα του Κυρίου 

Συμπλόκου Ιςτοςυμβατότθτασ (Major Histocompatibility Complex, MHC).  

Θ άμεςθ ενεργοποίθςθ των μικρογλοιακϊν κυττάρων μετά από κάποια μικροβιακι 

μόλυνςθ ι κάποιο φλεγμονϊδεσ ερζκιςμα οφείλεται ςτθν ςυνεχι ι επαγόμενθ ζκφραςθ  

επιφανειακϊν υποδοχζων μζςω των οποίων μποροφν να αντιλαμβάνονται πολφ γριγορα 

τισ αλλαγζσ ςτο μικροπεριβάλλον του εγκεφάλου. Ζχει δειχκεί ότι θ μικρογλοία ςε μθ 

ενεργοποιθμζνθ κατάςταςθ  εκφράηει τουσ επιφανειακοφσ υποδοχείσ του ςυμπλθρϊματοσ 

CR1, CR3, CR4 και C1qRp (Barnum, 1999, Gasque et al., 1998) κακϊσ και τουσ FcRI, II, III 

(Peress et al., 1993, Ulvestad et al., 1994). Επίςθσ κατά τθν ενεργοποίθςθ τουσ τα κφτταρα 

αυτά εκφράηουν  τον επιφανειακό μάρτυρα  CD14 ο οποίοσ προςδζνει τον 

λιποπολυςακχαρίτθ (LPS),  μόριο το οποίο είναι βαςικό ςυςτατικό τθσ εξωτερικισ 

μεμβράνθσ των gram αρνθτικϊν βακτθρίων. Επίςθσ θ μικρογλοία εκφράηει και υποδοχείσ  

προ- και αντι-φλεγμονωδϊν κυτοκινϊν, θ ιςορροπία των οποίων παίηει κακοριςτικό ρόλο 

ςτθν ρφκμιςθ τθσ ανοςολογικισ δράςθσ τουσ ςτο περιβάλλον του εγκεφάλου. Στθν 

επιφάνεια τθσ μικρογλοίασ εκφράηεται ςυνεχϊσ, απουςία ερεκίςματοσ, ο υποδοχζασ τθσ 

ιντερφερόνθσ-γ (IFN-γ) θ οποία είναι φλεγμονϊδθσ κυτοκίνθ και επάγει τθν ζκφραςθ των 
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MHC  Ι και II μορίων και γενικότερα τθν μεταγραφι γονιδίων που προωκοφν τθν δράςθ των 

μικρογλοιακϊν κυττάρων ςαν αντιγονοπαρουςιαςτικά κφτταρα. Επίςθσ επάγει τθν ζκφραςθ 

και άλλων ςυνδιεγερτικϊν μορίων όπωσ είναι τα Β7 (CD80/86) και LFA-1. Επιπλζον  

εκφράηονται και υποδοχείσ για τον tumor necrosis factor-α (TNF-α), οι TNFRI και II οι οποίοι 

επάγουν τθν ζκφραςθ τόςο προ- και αντι-φλεγμονωδϊν παραγόντων. Ο TNF-α είναι μια 

κυτοκίνθ θ οποία παράγεται από τα Th1 κφτταρα, τα μακροφάγα και τα μικρογλοιακά 

κφτταρα και δρα ςαν αυτοκρινισ παράγοντασ. Θ δράςθ του περιλαμβάνει τθν 

ενεργοποίθςθ του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ του NF-κB και τθν ενεργοποίθςθ πολλϊν 

γονιδίων ςτόχων τα οποία ςχετίηονται με τθν ανοςολογικι απάντθςθ ςε κάποιο 

φλεγμονϊδεσ ερζκιςμα. Τζλοσ θ φλεγμονϊδθσ δράςθ των κυτοκινϊν που μόλισ 

αναφζρκθκε παρεμποδίηεται από τθ δράςθ αντι-φλεγμονωδϊν κυτοκινϊν όπωσ είναι οι  IL-

4, IL-10, IL-10 IL-13 και ο TGF-β (Chao et al.,1993, Frei et al., 1994, Benveniste, 1998). 

Μετά τθν ενεργοποίθςθ από κάποιο ερζκιςμα θ Μικρογλοία εκφράηει ζνα μεγάλο 

φάςμα διαλυτϊν προφλεγμονωδϊν παραγόντων οι οποίοι μποροφν να ζχουν 

κυτταροτοξικι δράςθ όπωσ είναι οι προφλεγμονϊδεισ κυτοκίνεσ IL-1 α/β, IL-6, IL-12, IL-15, 

IL-18 και TNF-α (Liu et al. 2005a, Laurenzi et al. 2001, Suk et al. 2001, Nagai et al. 2001, 

Pulliam et al. 1995, Stalder et al. 1997, Lee et al. 1993 ), PGE2 (Rasley et al. 2004)κακϊσ και 

το μονοξείδιο του αηϊτου (ΝΟ) (Chao et al. 1992). Εν τοφτοισ μετά τθν ενεργοποίθςθ τουσ 

τα μικρογλοιακά κφτταρα απελευκερϊνουν τόςο αυξθτικοφσ παράγοντεσ όςο και 

αντιφλεγμονϊδεισ κυτοκίνεσ, δθλαδι παράγοντεσ που προάγουν τθν προςταςία και 

επιβίωςθ των νευρικϊν κυττάρων όπωσ οι IL-10, TGF- β , IL-1ra (Ledeboer et al. 2002,  Lodge 

et al. 1996, Williamse et al. 1996). Συνεπϊσ τα κφτταρα αυτά ςτθν ενεργοποιθμζνθ τουσ 

κατάςταςθ επιτελοφν δφο ρόλουσ και μποροφν να προάγουν τόςο κυτταροτοξικότθτα όςο 

και προςταςία των νευρικϊν κυττάρων ανάλογα με τθ ςθματοδότθςθ που προκαλεί τθν 

ενεργοποίθςι τουσ. Για παράδειγμα ζχει δειχκεί ςε μελζτεσ ότι παρουςία του LPS και β-

amyloid θ μικρογλοία κακίςταται κυτταροτοξικι και παρατθρείται αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 

του TNF-α, ενϊ παρουςία IFN-γ και IL-4 προάγεται θ προςταςία των νευρικϊν κυττάρων 

(Butovsky et al. 2005). Ππωσ αναφζρκθκε και προθγουμζνωσ φαίνεται να υπάρχει μια 

ιςορροπία μεταξφ προ- και αντι-φλεγμονωδϊν παραγόντων ςε μθ πακολογικζσ 

καταςτάςεισ. Σε περιπτϊςεισ όμωσ απορρφκμιςθσ τθσ διαδικαςίασ τθσ ενεργοποίθςθσ, θ 

ιςορροπία διαταράςςεται και  μποροφμε  να οδθγθκοφμε ςε νευροτοξικότθτα.  
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Μια ακόμα πολφ ςθμαντικι παράμετροσ που κακορίηει το ςτάδιο ενεργοποίθςθσ 

των μικρογλοιακϊν κυττάρων είναι οι αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ μικρογλοίασ και νευρικϊν 

κυττάρων. Τα μικρογλοιακά κφτταρα διακζτουν πλθκϊρα επιφανειακϊν υποδοχζων για 

ςθματοδοτικά μόρια του ΚΝΣ (ATP, νευροπεπτίδια, νευροδιαβιβαςτζσ) και νευροτροφικοφσ 

παράγοντεσ γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι το ςτάδιο ενεργοποίθςθσ των ςυγκεκριμζνων 

κυττάρων ελζγχεται από το χθμικό περιβάλλον που διαμορφϊνεται από τθ νευρικι 

δραςτθριότθτα. Για παράδειγμα θ ζκφραςθ μορίων που είναι απαραίτθτα για τθν δράςθ 

τθσ μικρογλοίασ ςαν αντιγονοπαρουςιαςτικά κφτταρα καταςτζλλεται από νευρϊνεσ οι 

οποίοι είναι θλεκτρικά ενεργοί και επάγεται όταν μειϊνεται θ θλεκτρικι δραςτθριότθτα 

τουσ (Neumann  2001). Επίςθσ θ ζκφραςθ neurotrophins από νευρικά κφτταρα καταςτζλλει 

τθν ζκφραςθ MHC ΙΙ κακϊσ και άλλων ςυνδιεγερτικϊν μορίων (B7-2/CD86 and CD40) ςε 

μικρογλοιακά κφτταρα (Neumann  1998). 

Εικόνα 3: Αριςτερά: Μοριακι ςθματοδότθςθ ςε μικρογλοιακά κφτταρα. Σο ςτάδιο και ο τφποσ ενεργοποίθςθσ  
τθσ μικρογλοίασ  ελζγχεται από ςθματοδότθςθ μζςω επαγόμενων ι ςυνεχώσ εκφραηόμενων επιφανειακών 
υποδοχζων.   Δεξιά: Προ- και αντι-φλεγμονώδεισ  παράγοντεσ που εκφράηονται από ενεργοποιθμζνθ 
μικρογλοία  
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1.2 Σο Μείζον ΢ύμπλοκο Ιςτοςυμβατότητασ 

Το Μείηον Σφμπλεγμα  Ιςτοςυμβατότθτασ (Major Histocompatibility complex-MHC)  

αποτελείται από ζνα ςυνδεδεμζνο ςφμπλεγμα  γονιδίων,  προϊόντα του οποίου παίηουν 

πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθν αναγνϊριςθ του εαυτοφ από τον μθ εαυτό. Εντοπίηεται ςτο 

χρωμόςωμα 6 ςτον άνκρωπο ςτον γονιδιακό τόπο HLA (Human Leukocyte Antigens-HLA) 

ενϊ ο  αντίςτοιχοσ γενετικόσ τόποσ Θ-2 (Histocompatibility-2) ςτο ποντίκι βρίςκεται ςτο 

χρωμόςωμα 17. Τα γονίδια του MHC κωδικοποιοφν τάξθσ Ι και τάξθσ ΙΙ μόρια του MHC. 

 

1.2.1 Σάξθσ Ι μόρια του Μείηονοσ ΢υμπλόκου Ιςτοςυμβατότθτασ  

Τα κλαςικά τάξθσ Ι μόρια κωδικοποιοφνται από τουσ γενετικοφσ τόπουσ  HLA-A –B –

C ςτον άνκρωπο και K, D και L ςτο ποντίκι και εκφράηονται ςτθν επιφάνεια ςχεδόν όλων 

των εμπφρθνων κυττάρων του οργανιςμοφ αν και διαφζρει το επίπεδο ζκφραςθσ μεταξφ 

διαφορετικϊν κυτταρικϊν τφπων (Geraghty, 1993, Gobin and van den Elsen, 2000, Heinrichs 

and Orr, 1990). Ρρόκειται για γλυκοπρωτεϊνικζσ δομζσ οι οποίεσ διακζτουν εξωκυττάριο, 

διαμεμβρανικό και κυτταροπλαςματικό τμιμα. Στο εξωκυττάριο τμιμα το μόριο 

αποτελείται  από μια βαριά  αλυςίδα, τθν α- αλυςίδα, μεγζκουσ 45kD θ οποία οργανϊνεται 

ςε τρεισ επικράτειεσ, τισ α1, α2 και α3 και μια ελαφριά αλυςίδα, τθν  β2-μικροςφαιρίνθ 

μεγζκουσ 12kD. Θ β2-μικροςφαιρίνθ κωδικοποιείται από μια εξαιρετικά ςυντθρθμζνθ 

περιοχι του χρωμοςϊματοσ  2 και 15 ςτο ποντίκι και ςτον άνκρωπο αντίςτοιχα. Οι α1 και 

α2 επικράτειεσ τθσ βαριάσ αλυςίδασ, οι οποίεσ βρίςκονται μακριά από τθν μεμβράνθ, 

Εικόνα 4 Αναλυτικόσ γονιδιωματικόσ χάρτθσ του MHC ςτο ποντίκι και ςτον άνκρωπο. 
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διακζτουν μεγαλφτερο πολυμορφιςμό και ςχθματίηουν τθν αφλακα πρόςδεςθσ του 

αντιγονικοφ πεπτιδίου. Θ επικράτεια α3, θ οποία βρίςκεται κοντά ςτθ μεμβράνθ, ζχει 

παρόμοια δομι και μζγεκοσ με το μόριο τθσ β2-μικροςφαιρίνθσ και είναι το τμιμα τθσ 

βαριάσ αλυςίδασ που ςυνδζεται με το μόριο αυτό μθ-ομοιοπολικά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        Εικόνα 5. Δομι των τάξθσ Ι μορίων του MHC 

Ο ρόλοσ των τάξθσ Ι μορίων του MHC είναι κυρίωσ θ επαγωγι τθσ κυτταρικισ 

ανοςίασ και κατά ςυνζπεια θ προςταςία  από ιικζσ μολφνςεισ  και κφτταρα που εκφράηουν 

τροποποιθμζνα αντιγόνα, όπωσ ςυμβαίνει ςτθν περίπτωςθ των καρκινικϊν κυττάρων. Τα 

τάξθσ Ι μόρια του MHC ζχουν τθν ιδιότθτα πρόςδεςθσ πεπτιδίων τα οποία παρουςιάηονται 

ςτα CD8+ T-κυτταροτοξικά κφτταρα. Τα πεπτίδια αυτά προζρχονται από ενδογενείσ 

πρωτεΐνεσ οι οποίεσ υφίςτανται πζψθ μζςω του ανοςοπρωτεαςϊματοσ και πρωτεαςϊν του 

ενδοπλαςματικοφ δικτφου. Εν ςυνεχεία μεταφζρονται και φορτϊνονται ςτα τάξθσ Ι μόρια 

και μζςω του ςυςτιματοσ Golgi το ςφμπλοκο μεταναςτεφει ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ.  

  

1.2.2 Τάξηρ ΙΙ μόπια τος Μείζονορ Σςμπλόκος Ιστοσςμβατότηταρ 

Τα κλαςικά τάξθσ ΙΙ μόρια του MHC αποτελοφνται από δφο γλυκοπρωτεϊνικζσ 

αλυςίδεσ οι οποίεσ κωδικοποιοφνται από τουσ γονιδιακοφσ τόπουσ  HLA-DR, DP, DQ ςτον 

άνκρωπο και Θ2-Α, Θ2-Ε ςτο ποντίκι. Το ετεροδιμερζσ αποτελείται από μια α αλυςίδα 

μεγζκουσ 33kD και μια β αλυςίδα μεγζκουσ 28kD οι οποίεσ ςυνδζονται μεταξφ τουσ με μθ-

ομοιοπολικζσ αλλθλεπιδράςεισ και κωδικοποιοφνται από  διαφορετικά α και β γονίδια για 

όλουσ τουσ  ιςότυπουσ των κλαςικϊν τάξθσ ΙΙ μορίων. Το τάξθσ ΙΙ μόριο διακζτει 

εξωκυτταρικό, διαμεμβρανικό και κυτταροπλαςματικό τμιμα. Στο εξωκυτταρικό τμιμα 

κάκε αλυςίδα είναι χωριςμζνθ ςε δφο επικράτειεσ, α1-α2 και β1-β2 αντίςτοιχα. Οι 
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επικράτειεσ α1 και β1 παρουςιάηουν μεγαλφτερο πολυμορφιςμό και είναι εκείνεσ που 

ςχθματίηουν τθν αφλακα πρόςδεςθσ του αντιγονικοφ πεπτιδίου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3 Σο ενδοςωμικό μονοπάτι 

Τα τάξθσ ΙΙ μόρια, όπωσ ιδθ αναφζρκθκε, ςυμμετζχουν ςτθν ζναρξθ τθσ 

ανοςολογικισ απόκριςθσ  χάρθ ςτθν ικανότθτα τουσ να παρουςιάηουν αντιγονικά πεπτίδια 

ςτα CD4+ Τ βοθκθτικά κφτταρα (Unanue 1984, Cresswell 1994). Τα πεπτίδια αυτά 

προζρχονται από εξωγενι αντιγόνα τα οποία ειςζρχονται ςτο κφτταρο είτε μζςω 

φαγοκυττάρωςθσ είτε μζςω  ενδοκυττάρωςθσ και υφίςτανται επεξεργαςία διαμζςου του 

ενδοκυττωτικοφ μονοπατιοφ. 

Θ βιοςυνκετικι οδόσ των τάξθσ ΙΙ μορίων ξεκινάει με τθ ςφνκεςθ τουσ ςτο 

ενδοπλαςματικό δίκτυο (Jones, 1979, Machamer, 1982) και ςτθ ςυνζχεια ςυνδζονται με μια 

εξειδικευμζνθ πρωτεΐνθ γνωςτι ωσ μθ-μεταβλθτι αλυςίδα (invariant chain, Ii). Αρχικά 

ςχθματίηονται τριμερι μθ-μεταβλθτϊν αλυςίδων που ςτθ ςυνζχεια ενϊνονται με τρία 

ετεροδιμερι τάξθσ ΙΙ ςχθματίηοντασ ζτςι ζνα εννιαμερζσ ςφμπλοκο (αβIi)3 (Roche, 1991). 

Κατά το ςτάδιο αυτό θ ςφνδεςθ του τάξθσ ΙΙ μορίου με τθν μθ-μεταβλθτι αλυςίδα 

αποτρζπει τθν πρόωρθ πρόςδεςθ ενδογενϊν πεπτιδίων, βοθκϊντασ τθ ςωςτι αναδίπλωςθ 

του ετεροδιμεροφσ. Επιπλζον θ φπαρξθ μθνυμάτων οδθγϊν ςτθν κυτταροπλαςματικι τθσ 

ουρά τθσ Ιi βοθκά τθ κακοδιγθςθ  του ςυμπλόκου μζςω του Συςτιματοσ Golgi ςτο 

ενδοκυττωτικό μονοπάτι (Busch and Mellins, 1996, Bakke and Dobberstein, 1990, 

Chervonsky et al., 1994). Στθ ςυνζχεια το μεγαλφτερο μζροσ τθσ μθ-μεταβλθτισ αλυςίδασ 

αποικοδομείται ςταδιακά και τελικά παραμζνει ςυνδεδεμζνο ζνα πολφ μικρό τμιμα τθσ το 

                Εικόνα 6. Δομι των τάξθσ ΙΙ μορίων του MHC 
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οποίο ονομάηεται CLIP (Class II associated invariant chain peptide, Cresswell, 1994).  Πταν τα 

κυςτίδια που μεταφζρουν  τάξθσ ΙΙ μόρια ςυντθχκοφν με τα  όξινα ενδοςϊματα, λόγω 

αλλαγισ του pH  το CLIP αποςυνδζεται και τθ κζςθ του μπορεί να καταλάβει ζνα 

καταλλθλότερο μόριο. Θ διαδικαςία αυτι ςυμβαίνει ςε εξειδικευμζνα κυςτίδια που 

ονομάηονται MIICs (MHC class II compartments, MIICs, Peters et al., 1991, Qui et al., 1994, 

Tulp et al., 1994, West et al., 1994). Στο εςωτερικό αυτϊν των κυςτιδίων τα τάξθσ ΙΙ μόρια 

ςυναντοφν κυρίωσ τα πεπτίδια τα οποία ζχουν προζλκει από πρωτεόλυςθ εξωγενϊν 

αντιγόνων. Τελικά, μετά τθν πρόςδεςθ ενόσ  πεπτιδίου υψθλισ ςυγγζνειασ το ςφμπλοκο 

μεταφζρεται ςτθν μεμβράνθ. 

 

1.2.4 Μθ κλαςικά τάξθσ ΙΙ μόρια του Μείηονοσ ΢υμπλόκου 
Ιςτοςυμβατότθτασ 

Εκτόσ από τα κλαςικά τάξθσ ΙΙ μόρια του MHC, HLA-DR -DQ και -DP τα οποία ζχουν 

μελετθκεί και περιγραφεί είναι ςθμαντικό να αναφζρουμε τθν φπαρξθ των μθ κλαςικϊν 

τάξθσ ΙΙ μορίων HLA-DM (Θ2-Μ) και HLA-DO (Θ2-Ο). Τα μόρια αυτά κωδικοποιοφνται επίςθσ 

από το γενετικό τόπο του MHC, διακζτουν υψθλι ομολογία με τα κλαςικά τάξθσ ΙΙ μόρια 

και διακζτουν μεγάλθ ομοιότθτα ωσ προσ τθ δομι τουσ κακϊσ είναι ετεροδιμερι 

αποτελοφμενα από α και β αλυςίδα όπωσ και ςτθν περίπτωςθ των κλαςικϊν τάξθσ ΙΙ 

μορίων. 

Το ετεροδιμερζσ του HLA-DM  αποτελείται ςυνολικά από 261-263 αμινοξζα. Δεν 

παρουςιάηει υψθλό πολυμορφιςμό και οι εξωτερικζσ περιοχζσ του μορίου διακζτουν 

ςυντθρθμζνα κατάλοιπα που είναι χαρακτθριςτικά των τάξθσ ΙΙ μορίων και ςχθματίηουν 

αφλακα πρόςδεςθσ του αντιγονικοφ πεπτιδίου παρόμοια με των HLA-DR μορίων (Kelly et 

al., 1991). Ραρ’ όλθ τθν ομοιότθτα που παρουςιάηει με τα κλαςικά τάξθσ ΙΙ μόρια, το DM 

διακζτει εντελϊσ διαφορετικό και εξειδικευμζνο ρόλο. Θ βιοχθμεία του μορίου και θ 

ςτερεοδιάταξι του υποδεικνφουν ότι δεν ζχει δυνατότθτα ςφνδεςθσ με αντιγονικό 

πεπτίδιο. Δεν εμφανίηεται ςτθν κυτταρικι επιφάνεια αλλά εντοπίηεται ςτα MIIC κυςτίδια 

όπου ςυνδζεται παροδικά με HLA-DR μόρια. Ελλείψει DM, παρατθρείται ςυςςϊρευςθ 

ςυμπλόκων DR-CLIP και κακίςταται μθ δυνατι θ παρουςίαςθ αντιγονικϊν πεπτιδίων ςτθν 

κυτταρικι μεμβράνθ. Αποδεικνφεται λοιπόν ότι θ ςφνδεςθ DR-DM καταλφει τθν 

απομάκρυνςθ του CLIP από το HLA-DR με αποτζλεςμα τθν διευκόλυνςθ πρόςδεςθσ  άλλων 

πεπτιδίων ςτα ελεφκερα τάξθσ ΙΙ μόρια (Morris et al., 1994). Μετά τθν απελευκζρωςθ του 

CLIP από το HLA-DR, το DM δρα ςαν ςυνοδό μόριο ςτακεροποιϊντασ  το HLA-DR (το οποίο 

διαφορετικά κα αποικοδομοφνταν ςτο όξινο περιβάλλον τον ενδοςωμικϊν διαμεριςμάτων) 
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και βοθκά ςτθ διατιρθςθ τθσ ανοιχτισ του διαμόρφωςθσ. Ρειραματικά ζχει δειχκεί επίςθσ  

ότι το DM είναι υπεφκυνο για τθν επιλογι του καταλλθλότερου πεπτιδίου το οποίο κα 

παρουςιαςτεί ςτθ μεμβράνθ (Kropshofer et al., 1996, Kropshofer et al., 1997, Weber et al., 

1996). Θ επιλογι κατευκφνεται με βάςθ τθ ςτακερότθτα του ςυμπλόκου τάξθσ ΙΙ-πεπτιδίου, 

καταλφοντασ τθν απελευκζρωςθ μθ ςτακερά ςυνδεδεμζνων αντιγονικϊν πεπτιδίων (Denzin 

and Cresswell, 1996). Ο μθχανιςμόσ αυτόσ εξαςφαλίηει τθν αντιγονοπαρουςίαςθ πεπτιδίων 

με ιςχυρι ςυγγζνεια πρόςδεςθσ ςτα  τάξθσ ΙΙ, επιτρζποντασ ζτςι τθν αναγνϊριςι του από 

τα CD4+ T κφτταρα.  Επίςθσ  ελαχιςτοποιεί τον αρικμό των τάξθσ ΙΙ «αδειανϊν» μορίων που 

μποροφν να μεταναςτεφςουν ςτθ μεμβράνθ, όπωσ και τθν αντιγονοπαρουςίαςθ 

ακατάλλθλων  πεπτιδίων.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Αντιγονοπαρουςίαςθ μζςω τάξθσ ΙΙ μορίων του MHC 

 Ζνα άλλο μθ κλαςικό τάξθσ ΙΙ μόριο που παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ 

αντιγονοπαρουςίαςθ είναι το HLA-DO (Densin et al., 2005). Το HLA-DO κωδικοποιείται από 

τα γονίδια DΝΑ και DOB ςτον γενετικό τόπο του MHC αλλά ςε αντίκεςθ με τα άλλα τάξθσ ΙΙ 

α και β γονίδια τα DΝA και  DOB εντοπίηονται ςε μεγάλθ απόςταςθ το ζνα από το άλλο.  

Διακζτει  κι αυτό μορφι ετεροδιμεροφσ, αποτελοφμενο από α και β αλυςίδεσ,  και θ δομι 

του ομοιάηει με τθ δομι των υπόλοιπων τάξθσ ΙΙ μορίων του MHC. Ππωσ και το DM, το DO 

δεν εμφανίηει υψθλό πολυμορφιςμό και δεν ζχει ικανότθτα πρόςδεςθσ αντιγονικοφ 

πεπτιδίου. Εκφράηεται ςε Β λεμφοκφτταρα, ςτα επικθλιακά κφτταρα του κφμου αδζνα ενϊ 

ςε νεότερεσ μελζτεσ ζχει βρεκεί να εκφράηεται ςε δενδριτικά κφτταρα, μακροφάγα και 

τροφοβλάςτεσ.  Στα Β λεμφοκφτταρα το DO ςυνδζεται ιςχυρά με το DΜ και θ ςφνδεςθ αυτι 

φαίνεται να είναι απαραίτθτθ για τθν ζξοδο του από το Ενδοπλαςματικό Δίκτυο μιασ και 
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απουςία DM παρατθρείται ςυςςϊρευςθ του DO ςτο Ενδοπλαςματικό Δίκτυο (Liljedahl et 

al., 1996). Συνεντοπίηεται ενδοκυτταρικά με το DM ςτα MIIC κυςτίδια. Θ ιςχυρι ςφνδεςθ 

των δφο μορίων αλλά και ο ςυνεντοπιςμόσ τουσ μασ οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα ότι 

ςυνδζονται λειτουργικά και μάλιςτα το DO φαίνεται να παίηει ρόλο ρυκμιςτι τθσ 

καταλυτικισ δράςθσ του DM. Θ ιςχυρι ςφνδεςθ αναςτζλλει τθν δράςθ του DM αφοφ 

εμποδίηει τθν απελευκζρωςθ του CLIP από το τάξθσ ΙΙ μόριο και ςυνεπϊσ μειϊνει τθν 

ικανότθτα αντιγονοπαρουςίαςθσ (Denzin et al., 2005, van Ham et al., 2000).   

 

 

 

 

 

 

Το DO λοιπόν φαίνεται να δρα ςαν αρνθτικόσ ρυκμιςτισ τθσ δράςθσ του DM  με 

ζναν pH-εξαρτϊμενο τρόπο αφοφ επιτρζπει τθν ςφνδεςθ πεπτιδίου-τάξθσ ΙΙ ςτo pH που 

διακζτουν τα MIIC κυςτίδια, ενϊ εμποδίηει τθν ςφνδεςθ πεπτιδίων πρόωρα ςτα 

ενδοςωμικά/λυςοςωμικά διαμερίςματα όπου το pH είναι μεγαλφτερο. Ρειράματα ζδειξαν 

ότι τα αντιγόνα τα οποία ςυνδζονται ιςχυρά με τουσ υποδοχείσ των Β κυττάρων (BCR) 

οδθγοφνται ςτα όψιμα ενδοςϊματα ενϊ αντιγόνα τα οποία ςυνδζονται αςκενϊσ 

οδθγοφνται ςτα πρϊιμα  ενδοςϊματα. Συμπεραίνουμε λοιπόν ότι με τθ ρυκμιςτικι δράςθ 

του το DO διακζτει κακοριςτικό ρόλο ςτθν επιλογι του αντιγονικοφ πεπτιδίου που κα 

παρουςιαςτεί ςτθν μεμβράνθ, διότι μειϊνει τθν πικανότθτα μθ-ειδικισ ενεργοποίθςθσ των 

Β κυττάρων και ςυνεπϊσ τθ παραγωγι χαμθλισ ςυγγζνειασ αντιςωμάτων. 

Άλλεσ μελζτεσ υποδεικνφουν ζναν ακόμα τρόπο δράςθσ του DO. Το DO φαίνεται να 

αυξάνει τθν ικανότθτα φόρτωςθσ του αντιγονικοφ πεπτιδίου ςτακεροποιϊντασ  το DM ςε 

περιβάλλον όπου το pH είναι χαμθλό, προςτατεφοντασ με αυτό τον τρόπο τθν δράςθ του 

ςαν ςυνοδό μόριο των τάξθσ ΙΙ. Το ςφμπλοκο DO-DM παρατθρείται ότι ςτακεροποιεί 

περιςςότερο ελεφκερα DR μόρια από ότι το DM μόνο του (Kropshofer et al., 1996). Άρα 

εκτόσ από αρνθτικόσ ρυκμιςτισ τθσ δράςθσ του DM, το DO μπορεί να ζχει και κετικι 

επίδραςθ θ οποία εξαρτάται από το είδοσ του αντιγονικοφ πεπτιδίου και από τθν αλλθλικι 
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ποικιλομορφία των τάξθσ ΙΙ μορίων (Katz et al., 1996, Kropshofer et al., 1996, Van Ham et 

al., 1996, Weber et al., 1996, Kropshofer et al., 1998). 

Επιπλζον ζχει δειχκεί ότι ςε Β λεμφοκφτταρα θ αυξθμζνθ ζκφραςθ του HLA-DO 

ςχετίηεται με τθν αρνθτικι ρφκμιςθ τθσ φόρτωςθσ πεπτιδίων ςε μθ ενεργοποιθμζνουσ 

πλθκυςμοφσ, ενϊ αντίκετα μειωμζνθ ζκφραςθ των μορίων αυτϊν ςχετίηεται με τθν 

ενεργοποίθςθ των Β λεμφοκυττάρων (Chen et al., 2002). Εν τοφτοισ οι τροφοβλάςτεσ οι 

οποίοι δεν εκφράηουν μεμβρανικά HLA-DR μόρια (Athanassakis et al., 1995), διακζτουν 

ενδοκυτταρικά αποκζματα HLA-DR και HLA-DΟ αλλά όχι HLA-DΜ μόρια (Ranella et al., 

2005).  Επιπλζον θ απουςία  ζκφραςθσ HLA-DR ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ αποτελεί και ζναν 

μθχανιςμό τον οποίο χρθςιμοποιοφν τα καρκινικά κφτταρα προκειμζνου να διαφφγουν από 

τθν ανοςολογικι επαγρφπνθςθ του οργανιςμοφ. Φαίνεται λοιπόν ότι θ ζκφραςθ του HLA-

DΟ ςυνδζεται με τθν απουςία μεμβρανικϊν HLA-DR, είτε μόνιμα, όπωσ ςτθν περίπτωςθ 

των τροφοβλαςτικϊν κυττάρων, είτε ανάλογα με το  ςτάδιο ενεργοποίθςθσ, όπωσ ςτα  Β 

λεμφοκφτταρα, ςε δενδριτικά κφτταρα και πικανϊσ ςτα επικθλιακά κφτταρα του αδζνα. 

Στθν περίπτωςθ λευχαιμικϊν κυττάρων και των τροφοβλαςτϊν, παρά το γεγονόσ ότι 

υπάρχει αρνθτικι ρφκμιςθ των μεμβρανικϊν MHC II μορίων, τα κφτταρα αυτά διακζτουν 

ενδοκυτταρικά αποκζματα των μορίων αυτϊν τα οποία μποροφν να εκκρικοφν είτε ςε 

διαλυτι μορφι είτε με τθ μορφι εξωςωμικϊν κυςτιδίων (Papadimitriou et al., 2009, Ranella 

et al., 2005, Kalognomou et al., 2009). Τα διαλυτά MHC II μόρια ζχει δειχκεί ότι 

ανταγωνίηονται τα μεμβρανικά και οδθγοφν ςε διαφορετικι ενεργοποίθςθ Τ 

λεμφοκυττάρων (Sardis et al., 2010). 

 

1.3 Ο ρόλοσ την μικρογλοίασ ςε νευροεκφυλιςτικέσ αςθένειεσ  

Με τον όρο νευροεκφυλιςμό αναφερόμαςτε ςτθν προοδευτικι απϊλεια τθσ δομισ 

ι τθσ λειτουργίασ των νευρϊνων θ οποία μπορεί να οδθγιςει και ςτο κάνατό τουσ. Ρολλζσ 

νευροεκφυλιςτικζσ πακιςεισ όπωσ είναι, θ γιρανςθ, θ νόςοσ του Parkinson, θ νόςοσ του 

Alzheimer, θ νόςοσ του Huntington και τθ ςχιηοφρζνια είναι αποτζλεςμα 

νευροεκφυλιςτικϊν διεργαςιϊν. Ρρόςφατεσ ερευνθτικζσ μελζτεσ δείχνουν ότι οι 

πακολογικζσ αυτζσ καταςτάςεισ παρουςιάηουν ομοιότθτεσ ςε μοριακό- υποκυτταρικό 

επίπεδο. Μια ομοιότθτα είναι θ ενεργοποίθςθ τθσ μικρογλοίασ, μζςω τθσ οποίασ 

επιτυγχάνεται θ επικοινωνία και θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ νευρικοφ και ανοςοποιθτικοφ 

ςυςτιματοσ. Κατ’ αρχάσ ερευνθτικζσ μελζτεσ δείχνουν ότι κατά τθ γιρανςθ του εγκεφάλου 
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θ μικρογλοία ςυναντάται ςε ενεργοποιθμζνθ μορφι γεγονόσ που ςυνοδεφεται και από 

αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ των MHC II μορίων (Streit et al., 2004). Πμωσ είναι πολφ ςθμαντικό 

να αναφζρουμε ότι οι αλλαγζσ ςτο πρότυπο ζκφραςθσ των MHC II μορίων οι οποίεσ 

παρατθροφνται με τθν αφξθςθ τθσ θλικίασ δεν ςυνοδεφονται από το ςυνεντοπιςμό  Τ 

λεμφοκυττάρων ι κάποια ζνδειξθ νευροπακολογίασ,  γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι θ 

μικρογλοία δεν εξυπθρετεί αποκλειςτικά τον ρόλο τθσ αντιγονοπαρουςίαςθσ.  Επιπλζον 

ςτον εγκζφαλο ςε φυςιολογικζσ καταςτάςεισ διατθρείται μια ιςορροπία μεταξφ προ- και 

αντι- φλεγμονωδϊν παραγόντων, θ οποία όταν διαταράςςεται δθμιουργεί ζνα προ-

φλεγμονϊδεσ μικροπεριβάλλον κατά τθν φυςιολογικι διαδικαςία τθσ γιρανςθσ. 

Ρειράματα ex vivo ςε καλλιζργειεσ μικρογλοιακϊν κυττάρων τα οποία προιλκαν από 

νεαροφσ και θλικιωμζνουσ αρουραίουσ δείχνουν ότι θ μικρογλοία ςε εγκεφάλουσ 

θλικιωμζνου οργανιςμοφ παρουςιάηουν αξιοςθμείωτθ αφξθςθ των επιπζδων IL-6 και TNF-α 

(Njie et al., 2010). Σε περιπτϊςεισ απορρφκμιςθσ του μθχανιςμοφ ενεργοποίθςθσ τθσ 

μικρογλοίασ, θ υπερ-ενεργοπόιθςθ μπορεί να οδθγιςει ςε κυτταροτοξικότθτα και να 

ςυμβάλλει ςτον νευροεκφυλιςμό. Το φαινόμενο αυτό φαίνεται να οφείλεται ςτθ γιρανςθ 

τθσ μικρογλοίασ θ οποία επζρχεται με τθν αφξθςθ τθσ θλικίασ και ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν 

μθ ομαλι λειτουργία των μικρογλοιακϊν κυττάρων, τθν ανικανότθτα να ανταποκρικοφν  ςε 

εξωτερικά ερεκίςματα με αποτζλεςμα να προωκοφν τον νευροεκφυλιςμό (Luo et al., 2010). 

Στθ νόςο του Alzheimer ζχει ανιχνευκεί μικρογλοία ςε  ενεργοποιθμζνθ κατάςταςθ, 

γεγονόσ που υποδεικνφει χρόνια φλεγμονι και ςυνοδεφεται από αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ 

MHC II μορίων. Ιςτολογικζσ αναλφςεισ που ζχουν πραγματοποιθκεί μετά το κάνατο 

αςκενϊν και μελζτεσ από μικρογλοιακζσ κυτταρικζσ ςειρζσ ζχουν δείξει τθν παραγωγι προ-

φλεγμονωδϊν παραγόντων, οι οποίοι μπορεί να είναι τοξικοί για τουσ νευρϊνεσ (Walker & 

Lue, 2005). Ραρομοίωσ, ζχει διατυπωκεί θ υπόκεςθ για το φλεγμονϊδεσ υπόβακρο τθσ 

νόςου του Parkinson όπου πολλζσ ερευνθτικζσ μελζτεσ ζχουν καταλιξει ςτο ςυμπζραςμα 

ότι θ ενεργοποίθςθ τθσ μικρογλοίασ αποτελεί ζνα ςθμαντικό χαρακτθριςτικό ςτθν εξζλιξθ 

τθσ νόςου. Συγκεκριμζνα ζχει δειχκεί ότι θ μικρογλοία ςε ενεργοποιθμζνθ κατάςταςθ 

ανιχνεφεται ςτθν μζλανα ουςία (substantia nigra, SN) αςκενϊν, όπου παρατθρείται 

απϊλεια ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων. Επιπροςκζτωσ, αυξθμζνα επίπεδα κυτοκινϊν και 

άλλων φλεγμονωδϊν παραγόντων ανιχνεφκθκαν ςτθν μζλανα ουςία και το ραβδωτό ςϊμα 

(striatum) των αςκενϊν αυτϊν. Πμωσ τα επίπεδα λεμφοκυττάρων ςτθν περιοχι αυτι ςε 

αςκενι άτομα κυμαίνονται ςε χαμθλά επίπεδα ςυγκριτικά με τα επίπεδα που ανιχνεφονται 

ςε αςκενείσ που πάςχουν από αυτοάνοςα νοςιματα όπωσ είναι για παράδειγμα θ 

ςκλιρυνςθ κατά πλάκασ (MS). Ριςτεφεται ότι θ ενεργοποιθμζνθ μικρογλοία είναι υπεφκυνθ 
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για τθν δθμιουργία νευροφλεγμονωδϊν αντιδράςεων οι οποίεσ ςυμβάλλουν ςθμαντικά 

ςτον προοδευτικό νευροεκφυλιςμό των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων. Επίςθσ, 

ενεργοποιθμζνα μικρογλοιακά κφτταρα ζχουν βρεκεί να παράγουν μεγάλεσ ποςότθτεσ 

ελεφκερων ριηϊν, γεγονόσ που ςθμαίνει ότι θ απϊλεια ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων 

ενδζχεται να οφείλεται ςε οξειδωτικό ςτρεσ (McGeer & McGeer, 2008). 

Ρρόςφατεσ μελζτεσ κάνουν λόγο και για το νευροεκφυλιςτικό υπόβακρο τθσ 

ςχιηοφρζνιασ το οποίο περιλαμβάνει τθν παρουςία ενεργοποιθμζνθσ μικρογλοίασ (Monji, 

2009). Μελζτεσ που ζχουν πραγματοποιθκεί μετά το κάνατο ςχιηοφρενικϊν ατόμων ζχουν 

δείξει παρουςία ενεργοποιθμζνων μικρογλοιακϊν κυττάρων ι αξιοςθμείωτθ ςυςςϊρευςι 

τουσ ςε ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ του εγκεφάλου. Αφξθςθ του αρικμοφ των ςυγκεκριμζνων 

κυττάρων ζχει παρατθρθκεί ςτον πρόςκιο φλοιό του προςαγωγίου και τον μεςοραχιαίο 

κάλαμο αςκενϊν με ςχιηοφρζνια οι οποίοι διζπραξαν αυτοκτονία μετά από οξφ ψυχωτικό 

επειςόδιο. Θ αρνθτικι επίδραςθ του φλεγμονϊδουσ περιβάλλοντοσ ςτθν διαφοροποίθςθ 

και τθν επιβίωςθ των νευρικϊν κυττάρων κεωρείται ότι οφείλεται ςε παράγοντεσ που 

απελευκερϊνονται από μικρογλοιακά κφτταρα όπωσ είναι το μονοξείδιο του αηϊτου (ΝΟ) 

και ο TNF-α. Επιπλζον  φλεγμονϊδεισ κυτοκίνεσ όπωσ θ IL-1b και ο TNF-α ζχουν δειχκεί να 

καταςτζλλουν τθν νευρογζνεςθ in vivo. Τζλοσ θ κατανομι τθσ μικρογλοίασ που εκφράηει 

μεμβρανικά HLA-DR φαίνεται να υποδθλϊνει αποπροςανατολιςμό τθσ εγκεφαλικισ  

πλαγίωςθσ (Steiner et al., 2006). 

Θ ενεργοποίθςθ τθσ μικρογλοίασ φαίνεται να είναι το κοινό ςτοιχείο των όλων των 

πακολογικϊν καταςτάςεων που περιγράφθκαν παραπάνω. Ο ρόλοσ τθσ μικρογλοίασ και θ 

ςυμμετοχι των κυττάρων αυτϊν ςε νευροεκφυλιςτικζσ καταςτάςεισ δεν ζχει μζχρι ςιμερα 

διευκρινιςτεί. Τα μικρογλoιακά κφτταρα, ςαν μακροφάγα, ζχουν τθ δυνατότθτα να 

φαγοκυττϊνουν και μελζτεσ ζχουν δείξει ότι μια από τισ κφριεσ λειτουργίεσ τουσ είναι θ 

φαγοκφττωςθ τθσ μυελίνθσ  θ οποία προκαλεί τθν ενεργοποίθςθ τουσ και ζχει ςαν 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ επιφανειακϊν MHC II μορίων αλλά και τθν 

παραγωγι φλεγμονωδϊν κυτοκινϊν. Επιπλζον, θ φαγοκφττωςθ μυελίνθσ από τθ 

μικρογλοία ζχει δειχκεί ότι οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ αυτοδραςτικων Τ λεμφοκυττάρων. 

Ππωσ όμωσ ιδθ αναφζρκθκε, ςτισ περιπτϊςεισ των νευροεκφυλιςτικϊν νόςων του 

Parkinson, Alzheimer και Huntington, παρόλο που θ  μικρογλοία εκφράηει μεμβρανικά MHC 

II μόρια, δεν ζχουμε παρουςία Τ λεμφοκυττάρων ςτο περιβάλλον του εγκεφάλου, όπωσ 

ςτισ περιπτϊςεισ αςκενϊν με ςκλιρυνςθ κατά πλάκασ. Συνεπϊσ ο ρόλοσ τθσ μικρογλοίασ 

και τθσ ζκφραςθσ μεμβρανικϊν MHC II μορίων ςτισ περιπτϊςεισ αυτζσ δεν ζχει 

διευκρινιςτεί. Ρικανϊσ να εξυπθρετεί κάποιου άλλου είδουσ ςθματοδότθςθ και όχι 
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απαραίτθτα τθσ ενεργοποίθςθσ Τ λεμφοκυττάρων. Ζχει δειχκεί από τουσ Hiremath et al. 

(2008) ότι τα μεμβρανικά MHC II μόρια είναι υπεφκυνα για τθν ενεργοποίθςθ τθσ 

μικρογλοίασ ανεξάρτθτα από τθν παρουςία Τ λεμφοκυττάρων και μάλιςτα φαίνεται ότι το 

κυτταροπλαςματικό τμιμα του ετεροδιμεροφσ είναι ικανό να προκαλζςει απομυελίνωςθ 

των αξόνων in vivo. Θ ενεργοποίθςθ αυτι πικανϊσ να εξυπθρετεί τθν παραγωγι 

φλεγμονωδϊν παραγόντων, όπωσ είναι ο TNF-α, οι οποίοι αρχικά ενιςχφουν τθν 

απομυελίνωςθ αλλά ςυμβάλλουν αργότερα ςτθν επαναμυελίνωςθ των αξόνων. Για 

παράδειγμα, ζχει δειχκεί ότι ο TNF-α ζχει επιβλαβείσ επιδράςεισ ςε ϊριμα 

ολιγοδενδροκφτταρα κατά τθν απομυελίνωςθ αλλά είναι απαραίτθτοσ για τα 

αδιαφοροποίθτα ολιγοδενδροκφτταρα κατά τθ διάρκεια τθσ επαναμυελίνωςθσ των αξόνων 

(Arnett et al., 2001). 

Ο όροσ «ενεργοποιθμζνθ μικρογλοία» ςυνεπϊσ περιλαμβάνει ζνα ςφνολο 

διαφορετικϊν διεγερτικϊν αλλά και καταςταλτικϊν μθχανιςμϊν οι οποίοι ζχουν ςαν 

αποτζλεςμα τθν δθμιουργία ιςορροπίασ και τθ διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ ςτο περιβάλλον 

του εγκεφάλου. Είναι λοιπόν ςθμαντικό να διευκρινιςτεί ακριβϊσ ο τφποσ τθσ 

ενεργοποίθςθσ που αναφζρεται ςτθν εκάςτοτε περίπτωςθ και να εξεταςτεί το πϊσ κα 

μποροφςε να ρυκμιςτεί κετικά ι αρνθτικά ανάλογα με τθν πακολογία τθσ κάκε 

διαφορετικισ πακολογικισ κατάςταςθσ. 
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1.4 ΢κοπόσ τησ παρούςασ εργαςίασ 

Οι μζχρι τϊρα μελζτεσ αναφζρονται αποκλειςτικά ςτθν ζκφραςθ ι μθ των 

επιφανειακϊν MHC II μορίων ςτθ μικρογλοία. Καμία μελζτθ δεν εςτιάηεται ςτο μονοπάτι 

ωρίμανςθσ αυτϊν των μορίων και τουσ μθχανιςμοφσ που εμπλζκονται ςτθ μετανάςτευςι 

τουσ από το ενδοπλαςματικό δίκτυο ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ.  Ο ςκοπόσ τθσ παροφςασ 

εργαςίασ είναι θ  μελζτθ  του προφίλ ζκφραςθσ μεμβρανικϊν και ενδοκυτταρικϊν  

κλαςικϊν MHC II μορίων (Θ2-Α), θ ζκφραςθ των ενδοκυτταρικϊν μθ κλαςικϊν MHC II 

μορίων Θ2-Ο και Θ2-Μ κακϊσ και θ ζκφραςθ του CD74 ςε διαφορετικά ςτάδια 

ενεργοποίθςθσ τθσ μικρογλοίασ. Θ κυτταρικι ςειρά που κα χρθςιμοποιθκεί είναι θ 

μικρογλοιακι κυτταρικι ςειρά BV-2, θ οποία δθμιουργικθκε από τουσ Blasi et al. (1990) 

μζςω διαμόλυνςθσ πρωτογενοφσ καλλιζργειασ μικρογλοίασ ποντικιοφ με ρετροϊό ο οποίοσ 

ζφερε το ογκογονίδιο v-raf/v-myc (J2). Τα κφτταρα αυτά διακζτουν ικανότθτα 

φαγοκφττωςθσ, εκκρίνουν λυςοηφμθ και μετά από κατάλλθλο ερζκιςμα μποροφν να 

παράγουν IL-1  και TNF-α.  Είναι κετικά για MAC1 και MAC2 αντιγόνα αλλά δεν εκφράηουν 

MAC3, glial fibrillary acidic protein (GFAP),  και galactocerebroside (GC). Εφόςον θ κυτταρικι 

ςειρά BV-2 διατθρεί τα περιςςότερα φαινοτυπικά και λειτουργικά χαρακτθριςτικά 

πρωτογενοφσ μικρογλοίασ χρθςιμοποιείται ςαν μοντζλο για τθν μελζτθ αυτϊν των 

κυττάρων. 

Ρροκειμζνου να μελετθκοφν τα διαφορετικά ςτάδια ενεργοποίθςθσ των 

μικρογλοιακϊν κυττάρων κα εξεταςτεί  θ ζκφραςθ των MHC II μορίων και του CD74 ςτθν 

κυτταρικι ςειρά BV-2 κάτω από τθν επίδραςθ του LPS, τθσ προ-φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ 

IFN-γ και τθσ αντι-φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ IL-4.  Επίςθσ κα μελετθκεί θ παραγωγι TNF-α 

και διαλυτϊν MHC II μορίων ςτα υπερκείμενα των καλλιεργειϊν κάτω από τθν επίδραςθ 

των παραπάνω παραγόντων.  
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2. ΜΕΘΟΔΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 

2.1 Χειριςμόσ κυτταροκαλλιεργειών 

2.1.1 Κυτταρικι ςειρά BV-2 

Θ κυτταρικι ςειρά BV-2 προζκυψε από πρωτογενείσ καλλιζργειεσ μικρογλοιακϊν κυττάρων 

α οποία διαμολφνκθκαν με ρετροϊό ο οποίοσ ζφερε το ογκογονίδιο v-raf/v-myc.  

Υλικά καλλιζργειασ: 

 DMEM 10%  v/v FBS(GIBCO) 

50 ml  DMEM 10x, 400 ml ddH2O, 15 ml Sodium Bicarbonate, 7,5% solution (GIBCO). 

Στθ ςυνζχεια ρυκμίηουμε το pH=7,5 με NaOH 5 N. Ρροςκζτουμε 5 ml Glutamine 

100x, 5 ml Sodium Pyruvate(100 mM), 5 ml Penicillin/Streptomycin(104 U/ml), 50 ml 

FBS. 

 Φλάςκεσ καλλιζργειασ 25 cm2  και 75 cm2 

 Τρυβλία petri 

 Επωαςτιρασ (Forma Scientific, USA) 

 Scraper 

 

Τα κφτταρα αυτά ζχουν τθν ιδιότθτα να προςκολλοφνται ςτθν πλαςτικι επιφάνεια τθσ 

φλάςκασ ι του τρυβλίου petri ςτο οποίο αναπτφςςονται. Θ καλλιζργεια κυττάρων γίνεται 

ςε ςυγκζντρωςθ 5x105 cells/ml ςε επωαςτιρα Forma Scientific ςτουσ 37οC παρουςία 5% 

CO2 και  αλλαγι κρεπτικοφ μζςου πραγματοποιείται  κάκε 48-72 ϊρεσ. Για τθν αποκόλλθςθ 

των κυττάρων πιπετάρουμε ιπια ςτθν επιφάνεια όπου ζχουν προςκολλθκεί τα κφτταρα ι 

χρθςιμοποιείται scraper. 

 

2.1.2 Πάγωμα Κυττάρων 

Υλικά και διαλφματα: 

 Cryovials 

 Tubes 15ml 

 Ριπζτεσ Pasteur 
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 Φυγόκεντροσ Kubota 

 Αιμοκυτταρόμετρο 

 Μικροςκόπιο ορατοφ φωτόσ 

 Θρεπτικό μζςο καλλιζργειασ (DMEM-10% v/v FBS) 

 DMSO (Dimethyl-sulphoxide Sigma, Germany) 

 

Ρειραματικι διαδικαςία: 

Τα κφτταρα αποκολλϊνται από τθν επιφάνεια ςτθν οποία αναπτφςςονται είτε με ιπιο 

πιπετάριςμα είτε με τθν χριςθ scraper. Στθ ςυνζχεια μετράμε τα κφτταρα με τθ χριςθ 

αιμοκυτταρόμετρου και επαναδυαλφουμε ςε κρεπτικό μζςο ζτςι ϊςτε το πάγωμα να γίνει 

ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 106 cells/ml.  Για το πάγωμα των κυττάρων χρθςιμοποιείται  DMEM 

10% v/v FBS, 10% v/v DMSO. Θ προςκικθ του DMSO γίνεται  πολφ ιπια με ταυτόχρονθ 

ανάδευςθ, ενϊ θ διαδικαςία πρζπει να γίνει όςο το δυνατόν ταχφτερα διότι το DMSO 

αποτελεί  τοξικό παράγοντα για τα κφτταρα ςε κερμοκραςία δωματίου. 

Το εναιϊρθμα το κυττάρων τοποκετείται  ςε cryovials και  φυλάςςεται  ςτουσ -80 οC. 

 

2.1.3 Ξεπάγωμα κυττάρων 

Υλικά και διαλφματα: 

 Tubes 15 ml 

 Ριπζτεσ Pasteur 

 water bath 

 Φυγόκεντροσ Kubota 

 Θρεπτικό μζςο καλλιζργειασ (DMEM-10%  v/vFBS) 

 Φλάςκεσ καλλιζργειασ 25 cm2  και 75 cm2 

 Τρυβλία petri 

 Επωαςτιρασ (Forma Scientific, USA) 

 

 

Ρειραματικι διαδικαςία: 

Τοποκετοφμε τα κφτταρα ςτουσ 37οC. Αμζςωσ μόλισ ξεπαγϊςουν τα αραιϊνουμε 10 φορζσ 

ςε DMEM-20% v/v FBS. Κατόπιν φυγοκεντροφμε ςτισ 1200 rpm για 6 min ϊςτε να 
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απομακρυνκεί το DMSO που περιζχεται ςτο διάλυμα ςτο οποίο ζχει γίνει το πάγωμα. Στθ 

ςυνζχεια τα επαναδιαλφουμε ςε DMEM-20% FBS και τα τοποκετοφμε ςε φλάςκεσ 

καλλιζργειασ ι ςε τρυβλία petri μζςα ςτον επωαςτιρα (37οC). Θ διαδικαςία πρζπει να γίνει 

όςο το δυνατόν ταχφτερα διότι το DMSO αποτελεί τοξικό  παράγοντα για τα κφτταρα ςε 

κερμοκραςία δωματίου. 

 

2.2 Εςωτερικόσ  και Εξωτερικόσ Ανοςοφθοριςμόσ 

Σκοπόσ τθσ τεχνικισ είναι ο εντοπιςμόσ και ο προςδιοριςμόσ  του επίπεδου 

ζκφραςθσ μιασ πρωτεΐνθσ ενδοκυτταρικά ι ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ. Ρροκειμζνου να 

μελετθκεί θ ζκφραςθ ενδοκυτταρικϊν πρωτεϊνϊν (εςωτερικόσ ανοςοφκοριςμόσ) ςτα 

διαλφματα χρθςιμοποιείται  saponine, θ οποία αποτελεί  ιπιο απορρυπαντικό που κακιςτά 

παροδικά διαπερατι τθν κυτταρικι μεμβράνθ.  

Υλικά και διαλφματα: 

 Φυγόκεντροσ (Kubota) 

 PBS 1x, pH 7,5 

0,2 M φωςφορικοφ άλατοσ και 1,5 M NaCl  

(Το διάλυμα παραςκευάηεται αρχικά ςαν PBS 10x διαλφοντασ 2,28 g NaH2PO4 

(0,038 M) ι 2,62 g NaH2PO4(H2O) (0,038 M), 11,5 g Na2HPO4 (0,162 M) και 43,84 g 

NaCl ςε 500 ml dΘ2Ο. Ακολοφκωσ ρυκμίηεται το pH ςτο 7,5 και το χρθςιμοποιοφμε 

ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 1x)  

 PBS-BSA 3% w/v 

 PBS-BSA 1% w/v 

 PBS-BSA 3%-saponine 0,3% v/v 

 PBS-BSA 1%-saponine 0,3% v/v 

 PFA 4% in PBS v/v 

 FACScan (Becton Dickinson) 

 Confocal microscope (Leica) 

 

Αντιςϊματα : 

 α-I-Ad, monoclonal mouse-anti-mouse antibody FITC conjugated, clone: AMS-32.1, 

BD Pharmingen™ Cat.no:553547, 0,5 mg (use 1:200) 
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 α-H2-Ob, purified armenian hamster-anti-mouse antibody, Mags.Ob1 bioreactor 

supernatant (use 1:1000), ευγενικι προςφορά τθσ κακ. Lisa K. Denzin, Gerstner 

Sloan-Kettering Graduate School of Biomedical Sciences, New York  

 α-H2-M, purified rat-anti-mouse antibody (use 1:1000), ευγενικι προςφορά του 

κακ. L. Karlsson, R.W. Johnson Research Institute, San Diego. 

 α-CD11b, monoclonal anti-mouse antibody PE conjugated, Eurobiosciences Cat. 

No: M22127P (use 1:100) 

 α-IgG, goat anti mouse IgG1-PE, Santa Cruz Cat.no: sc-3764 (use 1:700) 

 

 

Ρειραματικι διαδικαςία: 

 Ρροκειμζνου να διεξάγουμε το πείραμα ξεκινάμε με αρχικι ςυγκζντρωςθ κυττάρων 5x105 

cells/δείγμα. Ακολουκοφμε τθν εξισ διαδικαςία: 

1) Μονιμοποιοφμε τα κφτταρα χρθςιμοποιϊντασ PFA 4% (100 μl/5x105 κυττάρων)  

και επωάηουμε για  10 min ςτουσ 4οC. 

2) Για το πλφςιμο των κυττάρων διαλφουμε ςε PBS 1x και κατόπιν φυγοκεντροφμε ςτισ 

1200 rpm για 6 min. Κατόπιν επαναλαμβάνουμε το βιμα. 

3) Κάνουμε blocking χρθςιμοποιϊντασ PBS-BSA 3% αν πραγματοποιοφμε εξωτερικό 

ανοςοφκοριςμό είτε PBS-BSA 3%-saponine 0.3% αν πραγματοποιοφμε εςωτερικό 

ανοςοφκοριςμό και επωάηουμε ςε κερμοκραςία δωματίου για 30 min.  

4) Ακολουκοφν δφο πλυςίματα με PBS 1x. 

5) Στο κυτταρικό ίηθμα  προςκζτουμε το πρϊτο αντίςωμα διαλυμζνο ςε  PBS-BSA 1% 

αν πραγματοποιοφμε εξωτερικό ανοςοφκοριςμό, είτε PBS-BSA 1%-saponine 0.3% 

αν πραγματοποιοφμε εςωτερικό ανοςοφκοριςμό. Επωάηουμε ςε κερμοκραςία 

δωματίου για 45 min - 1 h. Εφόςον κάποια από τα αντιςϊματα που 

χρθςιμοποιικθκαν είναι ςυνδεδεμζνα με το δεφτερο αντίςωμα που φζρει 

φκορίηουςα ουςία  θ επϊαςθ γίνεται ςε ςυνκικεσ ςκότουσ. 

6) Ακολουκοφν δφο πλυςίματα με PBS 1x. 

7) Στο κυτταρικό ίηθμα  προςκζτουμε το δεφτερο αντίςωμα διαλυμζνο ςε  PBS-BSA 1% 

αν πραγματοποιοφμε εξωτερικό ανοςοφκοριςμό, είτε PBS-BSA 1%-saponine 0.3% 

αν πραγματοποιοφμε εςωτερικό ανοςοφκοριςμό. Επωάηουμε ςε κερμοκραςία 

δωματίου για 30-45min ςε ςυνκικεσ ςκότουσ.  

8) Ρλζνουμε τα κφτταρα δφο φορζσ με PBS 1x. 
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9) Μετράμε τα δείγματα ςτο FACScan. 

               Εάν τα δείγματα πρόκειται να παρατθρθκοφν ςε μικροςκόπιο φκοριςμοφ ι με 

ςυνεςτιακι μικροςκοπία τα κφτταρα απλϊνονται ςε αντικειμενοφόρουσ. Ρροςκζτουμε  20 

μl glycerol 25% in PBS ,τοποκετοφμε καλυπτρίδα και παρατθροφμε ςτο μικροςκόπιο. 

 

2.3 ELISA 

Θ  τεχνικι αυτι αποτελεί μια ιδιαίτερα ευαίςκθτθ βιοχθμικι μζκοδο για τον εντοπιςμό 

αντιγόνων ςε υπερκείμενα καλλιεργειϊν τθ βοικεια ειδικϊν αντιςωμάτων. 

Υλικά και διαλφματα: 

 Ρλάκεσ καλλιζργειασ flat bottom 96 οπϊν (Costar Europe LTD, The Netherlands) 

 PBS, tween-20 0.05% v/v 

 PBS-BSA 2% w/v 

 PBS-BSA 0,1% w/v 

 Coating Buffer  

0,025 M NaHCO3 και 0,025 M Na2CO3, pH=9.6  

(Το διάλυμα παραςκευάηεται διαλφοντασ 2,1 g NaHCO3 ςε 500 ml Θ2Ο, 2,65 g 

Na2CO3 ςε άλλα 500 ml Θ2Ο, ρφκμιςθ του pΘ ςε κάκε διάλυμα ςτο 9,6 και ανάμειξθ 

των δφο διαλυμάτων)  

 Υπόςτρωμα υπεροξειδάςθσ (ΤΜΒ), (TMB Substrate Kit, Pierce , 34021) 

 Peroxide Solution (H2O2), (TMB Substrate Kit, Pierce , 34021) 
 H2SO4, 1 Μ 

 ELISA plate reader (450 nm) 

 

Αντιςϊματα: 

 α-TNF-α, purified anti-mouse antibody, clone: MPG-XT3, Serotec, Cat.no:MCA1487 

 α-Θ2-Α, Ν22 hybridoma 

 α-IgG, goat-anti-mouse IgG (Fab specific) peroxidase conjugated, Sigma Cat Νo.: 

A9917 
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Ρειραματικι διαδικαςία: 

Τα υπερκείμενα των καλλιεργειϊν που ζχουμε ςυλλζξει  ςτρϊνονται  ςε plate ςε αραίωςθ 

1:1 ςε coating buffer (100 μl/well). Ωσ  κετικό control χρθςιμοποιοφμε ορό από BALB/c 

ποντίκι ςε αραίωςθ 1/1000 (100 μl/well) είτε TNF-α ςε αραίωςθ 1:5 ςε coating buffer. Σαν 

αρνθτικό control χρθςιμοποιοφμε 100 μl coating buffer/well και DMEM ςε αραίωςθ 1:1 ςε  

coating buffer. Για κάκε δείγμα πραγματοποιοφμε δφο επαναλιψεισ.  

Ακολουκοφμε τθν εξισ διαδικαςία: 

1) Τοποκετοφμε  τθν πλάκα overnight ςτουσ 4οC  

2) Ακολουκοφν  τρία πλυςίματα με PBS - tween-20 0,05% (200 μl/well). 

3) Επωάηουμε με PBS-BSA 2% για 2 h ςε κερμοκραςία δωματίου (200 μl/well) και ςτθ 

ςυνζχεια κάνουμε τρία πλυςίματα με PBS - tween-20 0,05% (200 μl/well).  

4) Επωάηουμε με τα πρϊτα αντιςϊματα για 1 h ςε κερμοκραςία δωματίου και ςτθ 

ςυνζχεια κάνουμε τρία πλυςίματα με PBS - tween-20 0,05% (200 μl/well).  

5) Επωάηουμε με το δεφτερο αντίςωμα για 45 min ςε ςυνκικεσ ςκότουσ ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Ακολουκοφν τρία πλυςίματα με PBS - tween-20 0,05% (200 μl/well). 

6) Φτιάχνουμε διάλυμα ίςου όγκου χρωμογόνου και υποςτρϊματοσ υπεροξειδάςθσ και 

προςκζτουμε 100 μl/well.  

Ρεριμζνουμε ωςότου δοφμε τθν αλλαγι χρϊματοσ (μζγιςτοσ χρόνοσ 20 min) και 

ςταματάμε τθν αντίδραςθ προςκζτοντασ 50 μl/well H2SO4, 1 Μ. 

7) Μετράμε τα αποτελζςματα ςτο ELISA plate reader 450 nm. 

 

2.4  Μέτρηςη  κυτταρικού πολλαπλαςιαςμού με χρήςη  

ραδιενεργήσ θυμιδίνησ 

Θ μζτρθςθ ραδιενεργισ κυμιδίνθσ είναι μια ραδιο-ιςοτοπικι μζκοδοσ μζτρθςθσ του 

πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων. 

Υλικά και διαλφματα: 

 Ρλάκεσ κυτταροκαλλιζργειασ Flat bottom 96 πθγαδιϊν (Sarstedt, Germany) 

 Αιμοκυτταρόμετρο  

 Μικροςκόπιο ορατοφ φωτόσ (Olympus, Japan) 

 Επωαςτιρασ (Forma Scientific, USA) 
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 Χάρτινα φίλτρα (Filter paper discs) 

 Συςκευι micro-plate Harvesting 

 Μετρθτισ β-ακτινοβολίασ LKB (LKB beta-counter) 

 Scintillation vials 20 ml (Sarstedt, Germany) 

 DMEM serum free 

  [3H]-TdR 

 Σπινκθριςτικό διάλυμα:  

(Τολουζνιο (Sigma, USA), Omnifluor (Amersham, International plc), 3,18 g 

Omnifluor/1 l Toluene) 

Ρειραματικι διαδικαςία: 

Κατά το πείραμα αυτό κελιςαμε να μελετιςουμε τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό BV-2 

κυττάρων που πραγματοποιείται κάτω από τθν επίδραςθ διαφορετικϊν ςυγκεντρϊςεων  

λιποπολυςακχαρίτθ (LPS), ιντερφερόνθσ-γ (IFN-γ) και ιντερλευκίνθσ-4 (IL-4). Οι 

διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ των παραγόντων  που χρθςιμοποιικθκαν είναι οι εξισ: 

LPS IFN-γ IL-4 

500 ng/ml 12,5 U/ml 10 U/ml 

800 ng/ml 25 U/ml 20 U/ml 

1000 ng/ml 50 U/ml 40 U/ml 

2000 ng/ml 100 U/ml 80 U/ml 

4000 ng/ml  160 U/ml 

8000 ng/ml  320 U/ml 

16000 ng/ml  640 U/ml 

 

Ρροκειμζνου να πραγματοποιθκεί το ςυγκεκριμζνο πείραμα, ςυλλζγουμε τα 

κφτταρα, με τθ βοικεια αιμοκυτταρόμετρου τα μετράμε  και ςτθ ςυνζχεια τα 

επαναδυαλφουμε ςε κατάλλθλο όγκο κρεπτικοφ μζςου, ζτςι ϊςτε να ζχουμε τισ επικυμθτζσ 

ςυγκεντρϊςεισ κυττάρων (50.000,100.000 και 200.000 cells/ml).  Τζλοσ ςτρϊνουμε τθν 

καλλιζργεια  ςε πλάκεσ  flat bottom ςε τελικό όγκο 200 μl. Για κάκε διαφορετικό δείγμα 

πραγματοποιοφμε τρείσ επαναλιψεισ.  

Μετά από 24 h καλλιζργειασ προςκζτουμε 1 μCi/ml [3H]-TdR ςε κάκε well 

αραιωμζνο ςε 10 μl κρεπτικοφ μζςου και επωάηουμε για 18 h ςτουσ 37οC. 

Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ ςυλλζγουμε τα κφτταρα με τθ ςυςκευι κυτταρικοφ ςυλλζκτθ 

ζτςι ϊςτε το περιεχόμενο των πθγαδιϊν να μεταφερκεί ςτα χάρτινα φίλτρα. Αφινουμε τα 
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φίλτρα να ςτεγνϊςουν και τελικά τοποκετοφμε κάκε ζνα ςε 2ml ςπινκθριςτικοφ 

διαλφματοσ. Ακολοφκωσ τα δείγματα μασ μετριοφνται ςε μετρθτι β-ακτινοβολίασ LKB, όπου 

θ ενςωμάτωςθ ραδιενεργισ κυμιδίνθσ εκφράηεται ςε κροφςεισ / λεπτό (c.p.m.). 

 

2.5  RT-PCR 

Θ RT-PCR είναι μια απλι μζκοδοσ που μασ επιτρζπει τθ μελζτθ τθσ γονιδιακισ 

ζκφραςθσ ςτα κφτταρα πραγματοποιϊντασ τθν αντίδραςθ αντίςτροφθσ μεταγραφισ αλλά 

και τθν αντίδραςθ πολυμεριςμοφ ςε ζνα βιμα.  

 

2.5.1 Απομόνωςθ  mRNA(poly A+ RNA) 

Για τθν απομόνωςθ  mRNA (poly A+ RNA) από 2x106 κφτταρα  χρθςιμοποιικθκε το 

Oligotex  Direct mRNA  Mini Kit (QIAGEN) 

Ρειραματικι διαδικαςία: 

1) Ρροςκζτουμε 600 μl διαλφματοσ OL1- β-μερκαπταικανόλθ 0,3% και ανακινοφμε 

ελαφρά το δείγμα ϊςτε να γίνει διάρρθξθ των κυττάρων (θ β-μερκαπταικανόλθ κα 

πρζπει να διαλυκεί ςτο OL1 πριν χρθςιμοποιθκεί). 

2) Ρροςκζτουμε 600 μl ΟDB, αναδεφουμε και φυγοκεντροφμε 3 min 10000 rpm ϊςτε 

να πζςουν τα κφτταρα που δεν ζχουν ςπάςει. 

3) Συλλζγουμε το υπερκείμενο και  προςκζτουμε 40 μl ςφαιρίδια oligotext, τα οποία 

ζχουμε νωρίτερα κερμάνει ςτουσ 37οC για 5 min. Επωάηουμε για 10 min ςε 

κερμοκραςία δωματίου. 

4) Φυγοκεντροφμε ςτισ 12.000-15.000 rpm για 20 min ϊςτε το υπερκείμενο να είναι 

διαυγζσ. 

5) Επαναδιαλφουμε ςε 100 μl OL1 και προςκζτουμε 400 μl ODB. 

6) Επωάηουμε ςτουσ 70οC για 3 min και κατόπιν επωάηουμε άλλα 10 min ςε 

κερμοκραςία δωματίου. 

7) Φυγοκεντροφμε ςτισ 10.000 rpm για 10 min. 

8) Επαναδιαλφουμε ςε 350 μl OW1  και αναδεφουμε. Φορτϊνουμε τα δείγματα ςε 

κολϊνα και  φυγοκεντροφμε ςτισ 10.000 rpm για 1 min. 

9) Απομακρφνουμε το περιεχόμενο του tube και προςκζτουμε ςτθν κολϊνα 350 μl 

OW2. Φυγοκεντροφμε ςτισ 10.000 rpm για 1 min. 
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10)  Επαναλαμβάνουμε το προθγοφμενο βιμα. 

11)  Αλλάηουμε tube, προςκζτουμε 100 μl ΟΕΒ ςτθν κολϊνα και αναδεφουμε με ιπιο 

πιπετάριςμα. Φυγοκεντροφμε ςτισ 10.000 rpm για 1 min. 

Θ ζκλουςθ γίνεται ςτα 100 μl. Το δείγμα μασ μπορεί να  χρθςιμοποιθκεί αμζςωσ ι να 

φυλαχτεί ςτουσ -80οC  όπου διατθρείται. 

 

2.5.2 RT-PCR 

 Για τθν RT-PCR χρθςιμοποιικθκε το OneStep RT-PCR kit (QIAGEN) και 

ακολουκικθκε το προτεινόμενο πρωτόκολλο τθσ εταιρίασ. 

Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςχεδιάςτθκαν με το πρόγραμμα Primer BLAST 

(Primer3 and BLAST). Για τθν πραγματοποίθςθ του πειράματοσ χρθςιμοποιικθκαν οι 

παρακάτω ειδικοί εκκινθτζσ: 

Mouse CD74: 

Γονίδιο εκκινθτισ προϊόν 

forward 5’-AGGTCTGGACCCCTGGAGTA-3’ 
151bp 

reverse 5’-CCAGGGAGTTCTTGCTCATC-3’ 

 

 Σε κάκε μια αντίδραςθ χρθςιμοποιικθκαν: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dNTPs                                         1 μl 

enzyme                                      1 μl 

buffer 5x                                    5 μl 

H2O                                             3 μl 

Ειδικοί εκκινθτζσ                     5 μl 

RNA                                             10 μl 



Σελίδα 33 
 

Για τθν πραγματοποίθςθ RT-PRC χρθςιμοποιικθκε εξισ πρόγραμμα: 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ 

Step 1 55οC 30’ 

Step 2 95οC 15’ 

Step 3 94οC 1’ 

Step 4 55οC 1’ 

Step 5 72οC 1’ 

Step 6 Back to step 3 x 40 times 

Step 7 72οC 10’ 

Step 8 4οC  

 

 

2.5.3 Θλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 

Υλικά και διαλφματα: 

 Ρικτωμα αγαρόηθσ 1% 

(0,8 g αγαρόηθ,800 μl ΤΕΑ buffer 0,5x, 80 ml dH2O) 

 10 μl βρωμιοφχο αικίδιο 

 loading buffer 

25% w/v Bromophenol Blue, 50% Glycerol. ΢υκμίηουμε το pH με NaOH. 

 DNA ladder (100 bp. Applichem, Cat.no: A3470) 

 ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ 

 Ρειραματικι διαδικαςία: 

Για το gel αγαρόηθσ 1% διαλφουμε 0,8 g αγαρόηθ ςε dH2O και κερμαίνουμε μζχρι διαλυκεί 

πλιρωσ και να είναι το διάλυμα διαυγζσ. Κατόπιν προςκζτουμε 800μl ΤΕΑ buffer 0,5x. και 

10 μl βρωμιοφχο αικίδιο. Αφινουμε το gel να πιξει ςτθ ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ και μετά 

γεμίηουμε τθ δεξαμενι τθσ ςυςκευισ με ΤΑΕ buffer 0,5x. Ρροςκζτουμε και πάλι 10 μl 

βρωμιοφχο αικίδιο. Στθ ςυνζχεια φορτϊνουμε τα δείγματα μασ ςτο gel προςκζτοντασ ςε 

κάκε δείγμα 5 μl loading  buffer. 

΢υκμίηουμε ςτα 100 Volt. 
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3.Αποτελέςματα 

3.1 Μελέτη του προφίλ έκφραςησ των Η2-Α, Η2-Ο και Η2-Μ και 

του CD74 ςτην κυτταρική ςειρά BV-2. 

3.1.1 Ανίχνευςθ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ  με κυτταρομετρία ροισ 
ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 

Χρθςιμοποιϊντασ ςαν μοντζλο μικρογλοιακϊν κυττάρων τθν κυτταρικι ςειρά BV-2 

μελετικθκαν τα επίπεδα πρωτεϊνικισ ζκφραςθσ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ με 

κυτταρομετρίασ ροισ. Θ χρϊςθ των κυττάρων πραγματοποιικθκε ακολουκϊντασ τθν 

διαδικαςία του εξωτερικοφ ανοςοφκοριςμοφ για τθν ανίχνευςθ των μεμβρανικϊν MHC II 

μορίων (Θ2-Α) και του εςωτερικοφ ανοςοφκοριςμοφ για τθν ανίχνευςθ των Θ2-Α, Θ2-Ο και 

Θ2-Μ ενδοκυτταρικά. Τζλοσ ςτα BV-2 κφτταρα ελζγχκθκε ταυτόχρονα θ ζκφραςθ του 

CD11b ο οποίοσ αποτελεί επιφανειακό μάρτυρα των μακροφάγων. Χρθςιμοποιικθκαν 

αντιςϊματα τα οποία ιταν είτε ςυνδεδεμζνα απευκείασ με φκορίηουςα χρωςτικι (FITC, ΢Ε) 

είτε ανιχνεφκθκαν με χριςθ δεφτερου αντιςϊματοσ ςυνδεδεμζνο με τθ φκορίηουςα 

χρωςτικι PE. 

Από το ςφνολο των πειραμάτων προκφπτει ότι το ποςοςτό ζκφραςθσ του Θ2-Α ςτθν 

κυτταρικι μεμβράνθ ανζρχεται ςτο 29,55% (Διάγραμμα 1). Πςων αφορά ςτθν ενδοκυττάρια 

ζκφραςθ των MHC II μορίων, το Θ2-Α εκφράηεται ςε ποςοςτό 70,79%, ενϊ τα Θ2-Ο και Θ2-

Μ εκφράηονται ςε ποςοςτό 40,86% και 52,39% αντίςτοιχα. Τζλοσ, ο επιφανειακόσ 

μάρτυρασ CD11b εκφράηεται ςε υψθλά επίπεδα, ςε ποςοςτό 80,07% (Διάγραμμα 1). 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 1: Ποςοςτό ζκφραςθσ τάξθσ ΙΙ αντιγόνων ιςτοςυμβατότθτασ και CD11 ςτθ ΒV-2 κυτταρικι ςειρά. 
Σα ποςοςτά αντιςτοιχοφν ςτον μζςο όρο ζκφραςθσ από 15 πειράματα ± SEM 
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Θ ανάλυςθ των αποτελεςμάτων κυτταρομετρίασ ροισ υπό μορφι ιςτογράμματοσ 

ενόσ ενδεικτικοφ πειράματοσ παρουςιάηονται ςτθν Εικόνα 1.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  

 

3.1.2 Ανίχνευςθ μεταγράφου του CD74 με RT-PCR 

Θ ανίχνευςθ του CD74 ςτθν BV-2 κυτταρικι ςειρά πραγματοποιικθκε ςε 

μεταγραφικό επίπεδο με RT-PCR. Poly-A mRNA απομονϊκθκε από 2x106 κφτταρα με το 

Oligotex Direct mRNA Mini Kit (QIAGEN) και ςτθ ςυνζχεια χρθςιμοποιϊντασ ζναν ειδικά 

ςχεδιαςμζνο εκκινθτι για τον CD74 πραγματοποιικθκε RT-PCR με το OneStep RT-PCR kit 

(QIAGEN) (Εικόνα 2). 

Εικόνα 8.Aνίχνευςθ των μεμβρανικών μορίων Θ2-Α και CD11b και των ενδοκυττάριων 
Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ με κυτταρομετρίασ ροισ ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 
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Τα αποτελζςματα ζδειξαν τθν εμφάνιςθ μιασ ηϊνθσ ςτισ  151 bp θ οποία αντιςτοιχεί 

ςτο προϊόν του ειδικοφ εκκινθτι που καταςκευάςτθκε για τθν ανίχνευςθ του CD74.   

Άρα ςυνολικά, θ BV-2 κυτταρικι ςειρά εκφράηει όλα τα απαραίτθτα μόρια που 

επιτρζπουν τθν μετα-μεταφραςτικι ρφκμιςθ των τάξθσ ΙΙ για τθν μεταφορά τουσ ςτθν 

κυτταρικι μεμβράνθ.  

 

3.1.3 Ανίχνευςθ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ  με ςυνεςτιακι  
μικροςκοπία 

Στα αντιγονοπαρουςιαςτικά κφτταρα, εκτόσ από τα κλαςικά μόρια Θ-2Α, που 

εντοπίηονται τόςο ςτθν κυτταρικι επιφάνεια όςο και ςε ενδοκυττάρια ενδοςωμικά 

διαμερίςματα, τα μθ-κλαςικά Θ-2Μ και Θ-2Ο βρίςκονται μόνο ςε ενδοκυττάρια μορφι. Για 

να ελεχκεί αν αυτό ιςχφει και ςτα BV-2 κφτταρα, πραγματοποιικθκαν πειράματα 

εντοπιςμοφ των  Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ μορίων με ςυνεςτιακι μικροςκοπία.  

Ππωσ παρουςιάηεται ςτθν Εικ. 3 είναι εμφανισ θ ζκφραςθ των μεμβρανικϊν Θ2-Α 

μορίων (εικόνα 3Α) και του επιφανειακοφ μάρτυρα CD11b (εικόνα 3Β) ςτθ κυτταρικι ςειρά 

BV-2, κακϊσ και ο ςυνεντοπιςμόσ των μορίων αυτϊν ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ (εικόνεσ 3Γ 

και 3Δ), όπωσ άλλωςτε ζδειξαν και τα αποτελζςματα τθσ κυτταρομετρίασ ροισ. 

 

 

 

Εικόνα 9:Ανίχνευςθ του μετάγραφου CD74 ςτθ BV-2κυτταρικι  ςειρά. Ωσ κετικό control του πειράματοσ 
χρθςιμοποιικθκε θ β-ακτίνθ (actb) και ωσ αρνθτικό control χρθςιμοποιικθκε μίγμα τθσ αντίδραςθσ ςτο 
οποίο προςτζκθκαν οι εκκινθτζσ τθσ β-ακτίνθσ αλλά δεν προςτζκθκε mRNA 
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Θ ςυνεςτιακι μικροςκοπία εντόπιςε τθν ενδοκυττάρια ζκφραςθ των MHC II 

μορίων, Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ ςτθν BV-2 κυτταρικι ςειρά (Εικ. 4). Ο εντοπιςμόσ τόςο του Θ-

2Α (Εικ. 4Α) όςο και των Θ-2Ο (Εικ. 4Β) και Θ-2Μ (Εικ. 4Γ) φαίνεται να εςτιάηεται ςε 

ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ του κυτταροπλάςματοσ οι οποίεσ, όπωσ ζχει δειχκεί ςε άλλεσ 

μελζτεσ, κα μποροφςαν να είναι ενδοςωμικά κυςτίδια. 

 

 

Εικόνα 11 Εικόνα 12 Ανίχνευςθ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ ενδοκυτταρικά ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2 με 
ςυνεςτιακι μικροςκοπία. (Α) Χρώςθ με anti-H-2A-FITC (Β) χρώςθ με anti-H-2O-PE και  (Γ) χρώςθ με H-2M-PE. 

 

 

Εικόνα 10 Ανίχνευςθ του μεμβρανικοφ Θ2-Α και του επιφανειακοφ μάρτυρα CD11b με ςυνεςτιακι 
μικροςκοπία ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. Θ χρώςθ των κυττάρων ζγινε με τθν μζκοδο του εςωτερικοφ και 
εξωτερικοφ ανοςοφκοριςμοφ που περιγράφεται ςτθν ενότθτα των μεκόδων. Μετά τθ χρώςθ τα κφτταρα 
απλώνονται με μια ςταγόνα γλυκερόλθσ (25% v/v) ςε αντικειμενοφόρουσ και παρατθροφνται ςε 
ςυνεςτιακό μικροςκόπιο. Χρθςιμοποιικθκαν αντιςώματα τα οποία ιταν είτε ςυνδεδεμζνα απευκείασ με 
φκορίηουςα χρωςτικι (FITC) είτε ανιχνεφκθκαν με χριςθ δεφτερου αντιςώματοσ ςυνδεδεμζνο με τθ 
φκορίηουςα χρωςτικι PE. (Α) Χρώςθ με anti-H-2A-FITC, (B) Χρώςθ με anti-CD11-PE. (Γ) και (Δ) 
΢υνεντοπιςμόσ χρώςεων FITC-PE 

 



Σελίδα 38 
 

3.2 Μελέτη του προφίλ έκφραςησ των Η2-Α, Η2-Ο και Η2-Μ 

ςτην κυτταρική ςειρά BV-2 μετά από ενεργοποίηςη με 

λιποπολυςακχαρίτη (LPS) 
 

3.2.1 Κυτταρικόσ πολλαπλαςιαςμόσ ςε BV-2 κφτταρα υπό τθν 
επίδραςθ LPS 

Ρροκειμζνου να ελεγχκεί θ επίδραςθ του LPS  ςτθν ζκφραςθ των MHC II μορίων 

ςτα BV-2 κφτταρα, αρχικά κακορίςτθκε θ κατάλλθλθ δόςθ του παράγοντα ςε  πειράματα 

κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ των BV-2. Ζτςι λοιπόν χρθςιμοποιικθκαν διαφορετικζσ 

ςυγκεντρϊςεισ LPS (500 ng/ml, 800 ng/ml, 1000 ng/ml, 2000 ng/ml, 4000 ng/ml, 8000 ng/ml 

και 160000 ng/ml) και διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ κυττάρων (50.000, 100.000 και 200.000 

cells/ml). Ο κυτταρικόσ πολλαπλαςιαςμόσ αξιολογικθκε με πειράματα  ενςωμάτωςθσ 

ραδιενεργισ κυμιδίνθσ (Διάγραμμα 2).  

 

Διάγραμμα 2: Μζτρθςθ κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ BV-2 κυττάρων υπό τθν επίδραςθ LPS 

 Από τα αποτελζςματα αυτά παρατθρείται ότι το LPS καταςτζλλει τον κυτταρικό 

πολλαπλαςιαςμό των BV-2 κυττάρων και ςυγκεκριμζνα θ καταςτολι κυμαίνεται από 97% 

ζωσ 45% ςε ςχζςθ με τον αρνθτικό μάρτυρα απουςία LPS. Από τα πειράματα αυτά 

κεωρικθκε ότι  θ ςυγκζντρωςθ των 500 ng/ml αποτελεί τθ βζλτιςτθ δόςθ εφόςον 

παρουςιάηει τθ ελάχιςτθ καταςτολι κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ ςτθ μζγιςτθ 

ςυγκζντρωςθ  κυττάρων (200.000 cells/ml), θ οποία επιλζχκθκε για τθν ςυνζχεια των 

πειραμάτων μασ.  

3.2.2 Ανίχνευςθ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ  με κυτταρομετρία ροισ 
ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2 μετά από ενεργοποίθςθ με LPS 

Τα επίπεδα ζκφραςθσ των πρωτεϊνικϊν μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ όπωσ και του 

CD11b ςε BV-2 κφτταρα μελετικθκαν με κυτταρομετρία ροισ μετά από ενεργοποίθςθ με 
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LPS για 24 και 48 ϊρεσ. Ππωσ φαίνεται ςτο Διάγραμμα 3, θ παρουςία του LPS δεν 

δθμιουργεί ςθμαντικζσ τροποποιιςεισ ςτο πρωτεϊνικό προφίλ που ελζγχκθκε. Θ πλζον 

ςθμαντικι διαφοροποίθςθ εμφανίηεται ςτθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ του μεμβρανικοφ Θ-2Α  

μετά από 48 h επϊαςθ με LPS (μείωςθ κατά 27%, p<0.005) θ οποία ακολουκείται από 

μείωςθ του H-2M κατά 20% μετά από 48 h επϊαςθ με LPS (p<0.005). Είναι ςθμαντικό να 

ςθμειωκεί ότι παρά τθν πτϊςθ των επιπζδων ζκφραςθσ των Θ-2Α και Θ-2Μ, το LPS ενιςχφει 

τθν μακροφαγικι φφςθ των BV-2 κυττάρων, εφόςον θ ζκφραςθ του CD11b αυξάνεται κατά 

14% μετά από τθν 48-ωρθ επϊαςθ. Αυτι θ παρατιρθςθ ζρχεται ςε αντίκεςθ με τα όςα 

είναι γνωςτά ςιμερα ςτθ βιβλιογραφία για τθν αντιγονοπαρουςιαςτικι ικανότθτα των 

μακροφάγων, θ οποία ενιςχφεται με τθν αφξθςθ των επιπζδων τάξθσ ΙΙ αντιγόνων 

ιςτοςυμβατότθτασ. Επομζνωσ, θ αντιγονοπαρουςιαςτικι ικανότθτα των μικρογλοιακϊν 

κυττάρων πικανόν να υπόκειται ςε ιδιαίτερουσ κανόνεσ ζκφραςθσ των τάξθσ ΙΙ αντιγόνων 

ιςτοςυμβατότθτασ.    

 Control 24 h LPS 48 h LPS 

Θ2-Α membr 29,55% 34,03% 21,13% 

CD11b 80,07% 86,89% 91,09% 

Θ2-Αintra 70,79% 76,31% 71,64% 

H2-O 40,86% 36,26% 39,13% 

H2-M 52,39% 44,94% 41,46% 

 

 

Διάγραμμα 3: Ζκφραςθ των μεμβρανικών μορίων Θ2-Α και CD11b και ενδοκυττάριων μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο και 
Θ2-Μ μετά από ενεργοποίθςθ με LPS μετά από 24 και 48 ώρεσ. 
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Θ ανάλυςθ των αποτελεςμάτων κυτταρομετρίασ ροισ υπό μορφι ιςτογράμματοσ ενόσ 

ενδεικτικοφ πειράματοσ παρουςιάηονται ςτθν Εικόνα 6. 

Εικόνα 13: Ανίχνευςθ των μεμβρανικών μορίων Θ2-Α και CD11b μετά από ενεργοποίθςθ με LPS μετά από 24 
και 48 ώρεσ, με τθν χριςθ κυτταρομετρίασ ροισ ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 

 Εικόνα 14: Ενδοκυτταρικι ανίχνευςθ των μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ μετά από ενεργοποίθςθ με LPS μετά 
από 24 και 48 ώρεσ, με τθν χριςθ κυτταρομετρίασ ροισ ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 
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3.2.3 Ανίχνευςθ διαλυτών MHC II μορίων και TNF-α ςε υπερκείμενα 
καλλιζργειασ BV-2 κυττάρων μετά από ενεργοποίθςθ με LPS. 

Εφόςον δεν υπιρξε τροποποίθςθ ζκφραςθσ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ ςε 

πρωτεϊνικό επίπεδο, το επόμενο ερϊτθμα που τζκθκε ιταν το αν  θ παρουςία του LPS 

μεταβάλλει τα  επίπεδα ζκκριςθσ διαλυτϊν MHC II μορίων και TNF-α. Ζτςι 

πραγματοποιικθκαν πειράματα  ELISA ςε υπερκείμενα καλλιζργειασ BV-2 κυττάρων υπό 

τθν επίδραςθ ι μθ του LPS (500 ng/ml ) μετά από 24 και 48 ϊρεσ καλλιζργειασ ςε serum-

free ςυνκικεσ καλλιζργειασ. Τα αποτελζςματα των πειραμάτων αυτϊν παρουςιάηονται ωσ 

ποςοςτιαία διαφορά με βάςθ το αρνθτικό control (Coating Buffer) (Διάγραμμα 4). 

 Ποςοςτιαία αφξθςθ βάςει του control 

 TNF-α sMHC II 

24hrs LPS 5% 0% 

48hrs LPS 45% 7% 

  

 
 

Διάγραμμα 4: Ανίχνευςθ διαλυτών ΜΘCII και TNF-α ςε υπερκείμενα καλλιεργειών BV-2 κυττάρων παρουςία 
LPS (500 ng/ml). Σα αποτελζςματα εκφράηονται ςαν ποςοςτό αφξθςθσ τθσ απορρόφθςθσ ςε ςχζςθ με 
υπερκείμενα καλλιεργειών ςτα οποία δεν προςτζκθκε LPS (control) 

 

Από τα παραπάνω αποτελζςματα φαίνεται ότι ενϊ κατά τθν ενεργοποίθςθ των BV-

2 κυττάρων με  LPS  δεν παρατθρείται  ζκκριςθ διαλυτϊν MHC II μορίων ςτισ 24 και 48 

ϊρεσ. ανιχνεφεται ςθμαντικι αφξθςθ ζκκριςθσ του TNF-α κατά 45%  μόνο μετά από 48 ϊρεσ 

καλλιζργειασ παρουςία LPS ςε ςχζςθ με τα επίπεδα ζκκριςθσ TNF-α ςε υπερκείμενα 

καλλιζργειασ απουςία  LPS. 
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3.3 Μελέτη του προφίλ έκφραςησ των Η2-Α, Η2-Ο και Η2-Μ 

ςτην κυτταρική ςειρά BV-2 μετά από επαγωγή με 

ιντερφερόνη-γ. 

3.3.1 Κυτταρικόσ πολλαπλαςιαςμόσ ςε BV-2 κφτταρα υπό τθν 
επίδραςθ IFN-γ  

Ο επόμενοσ επαγωγζασ που ελζγχκθκε ιταν θ IFN-γ. Για τθν επιλογι τθσ βζλτιςτθσ 

ςυγκζντρωςθσ του παράγοντα πραγματοποιικθκαν πειράματα κυτταρικοφ 

πολλαπλαςιαςμοφ. Χρθςιμοποιϊντασ διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ IFN-γ (12,5 U/ml, 25 

U/ml, 50 U/ml και 100 U/ml) και διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ κυττάρων (50.000, 100.000 

και 200.000 cells/ml)  μετρικθκε θ ενςωμάτωςθ ραδιενεργισ κυμιδίνθσ μετά από 48 h 

καλλιζργειασ (Διάγραμμα 5).   

 
Διάγραμμα 5: Μζτρθςθ κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ BV-2 κυττάρων μετά από επαγωγι με IFN-γ. Θ 
ενςωμάτωςθ 

3
ΘΣdR ανιχνεφκθκε μετά από 48h καλλιζργειασ 

 

Ππωσ ιταν αναμενόμενο θ ΙFN-γ μειϊνει τον πολλαπλαςιαςμό τον κυττάρων και 

ςυγκεκριμζνα θ καταςτολι του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων κυμαίνεται από 96% ζωσ 

27% ςε ςχζςθ με τον αρνθτικό μάρτυρα απουςία IFN-γ.  Από τα πειράματα αυτά 

κεωρικθκε ότι θ ςυγκζντρωςθ των 12,5 U/ml αποτελεί τθ βζλτιςτθ δόςθ εφόςον 

παρουςιάηει τθ ελάχιςτθ καταςτολι κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ ςτθ μζγιςτθ 

ςυγκζντρωςθ  κυττάρων (200.000 cells/ml), θ οποία επιλζχκθκε για τθν ςυνζχεια των 

πειραμάτων μασ. 
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3.3.2 Ανίχνευςθ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ  με κυτταρομετρία ροισ 
ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2 μετά από επαγωγι με IFN-γ 

Τα επίπεδα ζκφραςθσ των πρωτεϊνικϊν μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο, Θ2-Μ και CD11b ςε BV-

2 κφτταρα μετά από επαγωγι  με IFN-γ (12,5 U/ml) ςε serum-free ςυνκικεσ καλλιζγειασ για 

24 και 48 ϊρεσ μελετικθκαν με κυτταρομετρίασ ροισ (Διάγραμμα 6).   

 

 

 

 

 

 

 

Ππωσ παρουςιάηεται ςτο Διάγραμμα 6, θ παρουςία τθν IFN-γ γενικά μειϊνει τθν 

ζκφραςθ των τάξθσ ΙΙ αντιγόνων ιςτοςυμβατότθτασ, γεγονόσ που αντιβαίνει ςτθ μζχρι τϊρα 

επαγωγικι δράςθ του παράγοντα. Μετά από 48 h επϊαςθ με ΙFN-γ παρατθρείται μείωςθ 

κατά 66 (p<0.001), 24 (p<0.005), 37 (p<0.005) και 36 (p<0.005) % ςτθν ζκφραςθ των 

μεμβρανικϊν Θ-2Α, ενδοκυττάριων Θ-2Α, Θ-2Ο και Θ-2Μ αντίςτοιχα. Για άλλθ μια φορά 

επιβεβαιϊνεται ότι τα μικρογλοιακά κφτταρα υπόκειται ςε ιδιαίτερουσ κανόνεσ ζκφραςθσ 

των τάξθσ ΙΙ αντιγόνων ιςτοςυμβατότθτασ.    

 Control 24 h IFN-γ 48 h IFN-γ 

Θ2-Α membr 29,55% 36% 9,81% 

CD11b 80,07% 61,82% 76,36% 

Θ2-Αintra 70,79% 34,10% 54,80% 

H2-O 40,86% 43,34% 25,76% 

H2-M 52,39% 63,11% 33,69% 
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Διάγραμμα 6: Ζκφραςθ των μεμβρανικών μορίων Θ2-Α και CD11b και ενδοκυττάριων μορίων Θ2-
Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ μετά από επαγωγι με IFN-γ μετά από 24 και 48 ώρεσ 
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Θ ανάλυςθ των αποτελεςμάτων κυτταρομετρίασ ροισ υπό μορφι ιςτογράμματοσ ενόσ 

ενδεικτικοφ πειράματοσ παρουςιάηονται ςτισ  εικόνεσ 7 και 8. 

Εικόνα 15: Ανίχνευςθ των μεμβρανικών μορίων Θ2-Α και CD11b μετά από επαγωγι με IFN-γ μετά από 24 και 
48 ώρεσ, με τθν χριςθ κυτταρομετρίασ ροισ ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 16: Ενδοκυτταρικι ανίχνευςθ των μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ μετά από επαγωγι με IFN-γ μετά από 24 και 48 ώρεσ, με τθν χριςθ 
κυτταρομετρίασ ροισ ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 
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3.3.3 Ανίχνευςθ διαλυτών MHC II μορίων και TNF-α ςε υπερκείμενα 
καλλιζργειασ BV-2 κυττάρων μετά από επαγωγι με IFN-γ 

Με ςκοπό να ελεγχκεί το κατά πόςο θ μείωςθ των επιπζδων Θ-2Α από τθν 

κυτταρικι μεμβράνθ και τα ενδοκυττάρια διαμερίςματα των BV-2 κυττάρων οφείλεται ςε 

ζκκριςθ των μορίων αυτϊν, τα υπερκείμενα των καλλιεργειϊν υποβλικθκαν ςε δοκιμαςίεσ   

ELISA. Επιπλζον, με βάςθ τα βιβλιογραφικά δεδομζνα, όπου θ IFN-γ φαίνεται να επάγει τθν 

παραγωγι TNF-α, τα υπερκείμενα των serum-free καλλιεργειϊν ελζγχκθκαν για  τθν 

παρουςία  διαλυτϊν MHC II μορίων και TNF-α μετά από 12, 18, 24 και 48 ϊρεσ επαγωγισ με 

IFN-γ.  

 Ποςοςτιαία αφξθςθ βάςει του control 

 sMHC II TNF-α 

12 hrs IFN-γ 155% 
 

0% 

18 hrs IFN-γ 181% 0% 

24hrs IFN-γ 0% 4% 

48hrs IFN-γ 0% 20% 

 

 

Διάγραμμα 7:  Ανίχνευςθ διαλυτών ΜΘCII και TNF-α ςε υπερκείμενα καλλιεργειών BV-2 κυττάρων παρουςία 
IFN-γ (12,5 U/ml). Σα αποτελζςματα εκφράηονται ςαν ποςοςτό αφξθςθσ τθσ απορρόφθςθσ ςε ςχζςθ με 
υπερκείμενα καλλιεργειών ςτα οποία δεν προςτζκθκε IFN-γ (control) . 

 

Ππωσ φαίνεται ςτο Διάγραμμα 7, θ IFN-γ επάγει τθν ζκκριςθ των τάξθσ ΙΙ μετά από 

τθν 12-ωρθ και 18-ωρθ καλλιζργεια, γεγονόσ που μπορεί να εξθγιςει τθν μείωςθ των  

ενδοκυττάριων επιπζδων Θ-2Α που ανιχνεφκθκαν ςτα πειράματα του ανοςοφκοριςμοφ. 

Επιπλζον, τα αποτελζςματα που παρουςιάηονται δείχνουν ότι θ IFN-γ επάγει τθν παραγωγι 

TNF-α, μόνο μετά από 48-ωρθ επϊαςθ. 

0% 

50% 

100% 

150% 

200% 

12hrs IFN-γ  18hrs IFN-γ  24hrs IFN-γ  48hrs IFN-γ  

TNF-α IFN-γ 

sMHC II IFN-γ 



Σελίδα 46 
 

3.4 Μελέτη του προφίλ έκφραςησ των Η2-Α, Η2-Ο και Η2-Μ 

ςτην κυτταρική ςειρά BV-2 μετά από επαγωγή με 

ιντερλευκίνη-4. 

Ο τελευταίοσ επαγωγζασ που μελετικθκε ιταν θ IL-4, θ οποία φαίνεται να 

εμπλζκεται ςτθν ρφκμιςθ των τάξθσ ΙΙ αντιγόνων ιςτοςυμβατότθτασ ςτα μικρογλοιακά 

κφτταρα.  

3.4.1 Κυτταρικόσ πολλαπλαςιαςμόσ ςε BV-2 κφτταρα υπό τθν 
επίδραςθ IL-4 

Οι βζλτιςτεσ ςυνκικεσ για τθν χριςθ τθσ IL-4 ελζγχκθκαν ςε πειράματα κυτταρικοφ 

πολλαπλαςιαςμοφ.  Ζτςι, 10 U/ml, 20 U/ml, 40 U/ml, 80 U/ml, 160 U/ml, 320 U/ml και 640 

U/ml του παράγοντα επωάςτθκαν με 50.000, 100.000 και 200.000 cells/ml ΒV-2 κφτταρα για 

48 h ςε serum-free ςυνκικεσ καλλιζργειασ. Ππωσ και ςτθν περίπτωςθ του LPS και τθσ IFN-γ, 

παρατθρείται μείωςθ του κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ παρουςία τθσ IL-4, θ οποία είναι 

πιο ζντονθ ςτθ ςυγκζντρωςθ των 10 U/ml (Διάγραμμα 10).  

 

 

Διάγραμμα 8: Μζτρθςθ κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ BV-2 κυττάρων μετά από επαγωγι με IL-4. 

 

Από τα αποτελζςματα αυτά παρατθρείται ότι θ IL-4 καταςτζλλει ςε μικρότερο 

βακμό ςε ςχζςθ με τθν IFN-γ τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό των BV-2 κυττάρων (θ 

καταςτολι που παρατθρείται  κυμαίνεται από 93% ζωσ 9% ςε ςχζςθ με τον αρνθτικό 

μάρτυρα απουςία IL-4). Από τα πειράματα αυτά κεωρικθκε ότι θ ςυγκζντρωςθ των 80 

U/ml αποτελεί τθ βζλτιςτθ δόςθ .  
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3.4.2 Ανίχνευςθ των Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ  με κυτταρομετρία ροισ 
ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2 μετά από επαγωγι με IL-4 

Τα επίπεδα ζκφραςθσ των πρωτεϊνικϊν μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο, Θ2-Μ και CD11b ςε BV-

2 κφτταρα μετά από επαγωγι  με IL-4 (80 U/ml) ςε serum-free ςυνκικεσ καλλιζγειασ για 24 

και 48 ϊρεσ μελετικθκαν με κυτταρομετρίασ ροισ (Διάγραμμα 9). Τα αποτελζςματα 

ζδειξαν ότι και ςε αυτι τθ περίπτωςθ υπάρχει μείωςθ τθσ ζκφραςθσ των τάξθσ ΙΙ αντιγόνων 

ιςτοςυμβατότθτασ. Ειδικότερα παρατθρείται 89% (p<0.001) και 24% (p<0.005) μείωςθ 

ζκφραςθσ ςτο μεμβρανικό  και ενδοκυττάριο Θ-2Α αντίςτοιχα μετά από 48-ωρθ επϊαςθ με 

τθν IL-4, ενϊ υπάρχει μια αφξθςθ τθσ τάξεωσ του 19% ςτθν ζκφραςθ του H-2O.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 9: Ζκφραςθ των μεμβρανικών μορίων Θ2-Α και CD11b και ενδοκυττάριων μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο και 
Θ2-Μ μετά από επαγωγι με IL-4. μετά από 24 και 48 ώρεσ. 
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Θ ανάλυςθ των αποτελεςμάτων κυτταρομετρίασ ροισ υπό μορφι ιςτογράμματοσ ενόσ 

ενδεικτικοφ πειράματοσ παρουςιάηονται ςτισ  Εικόνεσ 9 και 10. 

 

 

 

 

 

Εικόνα 17: Ανίχνευςθ των μεμβρανικών μορίων Θ2-Α και CD11b μετά από επαγωγι με IL-4 μετά από 24 και 48 ώρεσ, με τθν χριςθ 
κυτταρομετρίασ ροισ ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 

 

Εικόνα 18: Ενδοκυτταρικι ανίχνευςθ των μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ μετά από επαγωγι με IL-4 μετά από 24 και 48 ώρεσ, με τθν χριςθ 
κυτταρομετρίασ ροισ ςτθν κυτταρικι ςειρά BV-2. 
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3.4.3 Ανίχνευςθ διαλυτών MHC II μορίων και TNF-α ςε υπερκείμενα 
καλλιζργειασ BV-2 κυττάρων από επαγωγι με IL-4 

Μετά τθν επαγωγι των BV-2 κυττάρων με IL-4 (80 U/ml),  τα υπερκείμενα 

καλλιεργειϊν μελετικθκαν  προκειμζνου να ερευνθκεί θ ζκκριςθ διαλυτϊν MHC II μορίων 

και TNF-α μετά από 24 και 48 ϊρεσ serum-free καλλιζργειασ (Διάγραμμα 10).  

 Ποςοςτιαία αφξθςθ βάςει του control 

 sMHC II TNF-α 

24hrs IL-4 11% 20% 

48hrs IL-4 0% 0% 

 

 

Διάγραμμα 10: Ανίχνευςθ διαλυτών ΜΘCII και TNF-α ςε υπερκείμενα καλλιεργειών BV-2 κυττάρων παρουςία 
IL-4 (80 U/ml). Σα αποτελζςματα εκφράηονται ςαν ποςοςτό αφξθςθσ τθσ απορρόφθςθσ ςε ςχζςθ με 
υπερκείμενα καλλιεργειών ςτα οποία δεν προςτζκθκε IL-4 (control) . 

 

Ππωσ φαίνεται ςτο Διάγραμμα 10, θ IL-4 προκαλεί  ζκκριςθ των τάξθσ ΙΙ μετά από 

τθν 24-ωρθ καλλιζργεια, γεγονόσ που ςυμφωνεί και με τθν μείωςθ των  ενδοκυττάριων 

επιπζδων Θ-2Α που ανιχνεφκθκαν ςτα πειράματα του ανοςοφκοριςμοφ. Επίςθσ, θ 24-ωρθ 

επϊαςθ με IL-4 επάγει τθν παραγωγι TNF-α ςε χαμθλά επίπεδα. 
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4.Συζήτηςη 

Θ μελζτθ των μικρογλοιακϊν κυττάρων τα τελευταία χρόνια ζχει γίνει αντικείμενο 

ζρευνασ κακϊσ με τθν ενεργοποίθςθ τουσ τα μικρογλοιακά κφτταρα μποροφν να 

προωκιςουν τόςο τθν προςταςία των νευρικϊν κυττάρων όςο και τον νευροεκφυλιςμό. 

Επιπλζον ςε πολλζσ νευροεκφυλιςτικζσ καταςτάςεισ, όπωσ θ γιρανςθ, θ νόςοσ του 

Parkinson, θ νόςοσ του Alzheimer, θ νόςοσ του Huntington και τθ ςχιηοφρζνια ζχει δειχκεί 

ότι θ απορρφκμιςθ των μθχανιςμϊν ενεργοποίθςθσ τθσ μικρογλοίασ παίηει πολφ ςθμαντικό 

ρόλο ςτθν ανάπτυξθ πακολογικϊν φαινομζνων. Θ ενεργοποίθςθ των μικρογλοιακϊν 

κυττάρων ζχει ςυνδεκεί με τθν ζκφραςθ τάξθσ ΙΙ μορίων του Μείηονοσ Συμπλόκου 

Ιςτοςυμβατότθτασ. Ραρόλα αυτά μζχρι τϊρα οι ερευνθτικζσ μελζτεσ που ζχουν 

πραγματοποιθκεί ζχουν εςτιάςει το ενδιαφζρον τουσ αποκλειςτικά ςτθν μελζτθ των 

επιφανειακϊν τάξθσ ΙΙ μορίων. Μζχρι τϊρα δεν ζχει  μελετθκεί το μονοπάτι ωρίμανςθσ 

τουσ και οι μθχανιςμοί που εμπλζκονται ςτθ μετανάςτευςι τουσ από το ενδοπλαςματικό 

δίκτυο ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ. 

 Ο ςκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι θ  μελζτθ  του προφίλ ζκφραςθσ 

μεμβρανικϊν και ενδοκυτταρικϊν  κλαςικϊν MHC II μορίων (Θ2-Α), θ ζκφραςθ των 

ενδοκυτταρικϊν μθ κλαςικϊν MHC II μορίων Θ2-Ο και Θ2-Μ κακϊσ και θ ζκφραςθ του 

CD74 ςε διαφορετικά ςτάδια ενεργοποίθςθσ τθσ μικρογλοίασ. Θ κυτταρικι ςειρά που 

χρθςιμοποιικθκε  είναι θ μικρογλοιακι κυτταρικι ςειρά BV-2, θ οποία προζκυψε μζςω 

διαμόλυνςθσ πρωτογενοφσ καλλιζργειασ μικρογλοίασ ποντικιοφ με ρετροϊό ο οποίοσ ζφερε 

το ογκογονίδιο v-raf/v-myc (J2) (Blasi et al., 1990).  Θ κυτταρικι ςειρά BV-2 διατθρεί τα 

περιςςότερα φαινοτυπικά και λειτουργικά χαρακτθριςτικά πρωτογενοφσ μικρογλοίασ 

χρθςιμοποιείται ςαν μοντζλο για τθν μελζτθ αυτϊν των κυττάρων. 

Αρχικά μελετικθκε θ ζκφραςθ των επιφανειακϊν τάξθσ ΙΙ μορίων Θ2-Α και θ 

ζκφραςθ του CD11b, ο οποίοσ αποτελεί επιφανειακό μάρτυρα των μικρογλοιακϊν 

κυττάρων, κακϊσ και θ ενδοκυτταρικι ζκφραςθ των τάξθσ ΙΙ Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ με τθν 

τεχνικι τθσ κυτταρομετρίασ ροισ. Θ χρϊςθ των κυττάρων ζγινε με τθ μζκοδο του 

εξωτερικοφ και εςωτερικοφ ανοςοφκοριςμοφ όπωσ περιγράφθκε νωρίτερα ςτθν ενότθτα 

2.2. Από το ςφνολο των πειραμάτων του ανοςοφκοριςμοφ προκφπτει ότι το ποςοςτό 

ζκφραςθσ του μεμβρανικοφ Θ2-Α ανζρχεται ςτο 29,55% και ο επιφανειακόσ μάρτυρασ 

CD11b εκφράηεται ςε υψθλά επίπεδα, ςε ποςοςτό 80,07%. Πςων αφορά ςτο προφίλ τθσ 
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ενδοκυτταρικισ ζκφραςθσ των τάξθσ II μορίων, το Θ2-Α εκφράηεται ςε ποςοςτό 70,79%, 

ενϊ τα Θ2-Ο και Θ2-Μ εκφράηονται ςε ποςοςτό 40,86% και 52,39% αντίςτοιχα.  

Τα αποτελζςματα αυτά επιβεβαιϊκθκαν μζςω  ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ όπου θ 

ζκφραςθ μεμβρανικϊν τάξθσ ΙΙ μορίων ςυνεντοπίηεται με τον επιφανειακό μάρτυρα CD11b. 

Επίςθσ παρατθρικθκε ενδοκυτταρικι ζκφραςθ των κλαςικϊν και μθ κλαςικϊν τάξθσ ΙΙ 

μορίων Θ2-Α, Θ2-Ο και Θ2-Μ θ οποία εντοπίςτθκε ςε ςυγκεκριμζνα ςθμεία του 

κυτταροπλάςματοσ τα οποία πικανϊσ αποτελοφν ενδοςωμικά κυςτίδια όπωσ προκφπτει 

από άλλεσ μελζτεσ που ζχουν γίνει ςε αντιγονοπαρουςιαςτικά κφτταρα. 

Θ ζκφραςθ του CD74 μελετικθκε ςε μεταγραφικό επίπεδο με πειράματα RT-PCR  

όπου φάνθκε ότι όντωσ θ κυτταρικι ςειρά BV-2 εκφράηει τουλάχιςτον ςε μεταγραφικό 

επίπεδο τον παράγοντα.  

Συνεπϊσ από τα παραπάνω δεδομζνα των πειραμάτων κυτταρομετρίασ ροισ, 

ςυνεςτιακισ μικροςκοπίασ και RT-PCR ςυμπεραίνουμε ότι θ κυτταρικι ςειρά BV-2 εκφράηει 

όλα τα απαραίτθτα μόρια για τθν μετα-μεταφραςτικι ρφκμιςθ των τάξθσ ΙΙ για τθν 

μεταφορά τουσ ςτθν κυτταρικι μεμβράνθ. 

Βιβλιογραφικζσ μελζτεσ δείχνουν ότι τα επίπεδα ζκφραςθσ των MHC II μορίων 

επθρεάηεται από το ςτάδιο ενεργοποίθςθσ των μικρογλοιακϊν κυττάρων BV-2. Για το 

ςκοπό αυτό μελετιςαμε τθν ζκφραςθ των τάξθσ ΙΙ κάτω από τθν επίδραςθ του LPS, τθσ 

προ- φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ IFN-γ και τθσ αντι- φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ IL-4. Αρχικά 

πραγματοποιϊντασ πειράματα ενςωμάτωςθσ ραδιενεργισ κυμιδίνθσ ελζγχκθκε ο 

πολλαπλαςιαςμόσ των BV-2 κυττάρων υπό τθν επίδραςθ  του LPS, τθσ IFN-γ και τθσ IL-4 

προκειμζνου να επιλεχκεί ςε κάκε περίπτωςθ θ βζλτιςτθ δόςθ παράγοντα για τθν ςυνζχεια 

των πειραμάτων μασ. Συγκεκριμζνα χρθςιμοποιικθκαν διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ των 

παραπάνω παραγόντων (ενότθτα 2.4) και διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ καλλιζργειασ BV-2 

κυττάρων και ακολοφκωσ μετρικθκε θ ενςωμάτωςθ ραδιενεργισ κυμιδίνθσ μετά από 48h 

καλλιζργειασ. Από τα αποτελζςματα των πειραμάτων μασ προκφπτει ότι ο LPS καταςτζλλει 

ςε μεγάλο βακμό τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό των BV-2 κυττάρων (97% ζωσ 45% ςε 

ςχζςθ με τον αρνθτικό μάρτυρα απουςία LPS). Θ βζλτιςτθ δόςθ για τθν ςυνζχεια των 

πειραμάτων μασ κεωρικθκε θ ςυγκζντρωςθ  των 500 ng/ml εφόςον παρουςιάηει τθ 

ελάχιςτθ καταςτολι ςτθ μζγιςτθ κυτταρικι ςυγκζντρωςθ που ελζγχκθκε, τθν οποία 

χρθςιμοποιιςαμε για τθ ςυνζχεια των πειραμάτων μασ. Θ ΙFN-γ επίςθσ μειϊνει τον 

πολλαπλαςιαςμό τον κυττάρων (96% ζωσ 27% ςε ςχζςθ με τον αρνθτικό μάρτυρα απουςία 

IFN-γ). Από τα πειράματα αυτά κεωρικθκε ότι θ ςυγκζντρωςθ των 12,5 U/ml αποτελεί τθ 

βζλτιςτθ δόςθ εφόςον παρουςιάηει τθ ελάχιςτθ ποςότθτα του παράγοντα που προκαλεί 
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ςθμαντικι καταςτολι κυτταρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ ςτθ μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ που 

ελζγχκθκε (200.000 cells/ml). Τζλοσ θ IL-4 καταςτζλλει ςε μικρό βακμό τον κυτταρικό 

πολλαπλαςιαςμό των BV-2 κυττάρων (93% ζωσ 9% ςε ςχζςθ με τον αρνθτικό μάρτυρα 

απουςία IL-4). Από τα πειράματα αυτά κεωρικθκε ότι θ ςυγκζντρωςθ των 80 U/ml 

αποτελεί τθ βζλτιςτθ δόςθ.  

Ρειράματα ανοςοφκοριςμοφ και ανάλυςθ με κυτταρομετρίασ ροισ ζδειξαν ότι το 

LPS δεν προκαλεί αξιοςθμείωτθ διαφορά ςτα επίπεδα ζκφραςθσ των τάξθσ ΙΙ μορίων 

ςυγκριτικά με το προφίλ ζκφραςθσ που ελζγχκθκε αρχικά ςτα BV-2 κφτταρα. Θ πλζον 

ςθμαντικι διαφοροποίθςθ που παρατθρικθκε αφοροφςε ςτθν μείωςθ τθσ ζκφραςθσ των 

μεμβρανικϊν τάξθσ ΙΙ μορίων κατά 27% μετά από 48-ωρθ επϊαςθ με LPS, θ οποία  

ςυνοδευόταν από ταυτόχρονθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ του Θ2-Μ κατά 20%. Το γεγονόσ αυτό 

ςυμφωνεί με βιβλιογραφικά δεδομζνα τα οποία δείχνουν ότι ο LPS προκαλεί τθν 

ενεργοποίθςθ των μικρογλοιακϊν κυττάρων ωςτόςο όμωσ δεν επάγει τθν ζκφραςθ 

μεμβρανικϊν τάξθσ ΙΙ μορίων  θ οποία απαιτεί τθν ζκφραςθ τθσ ςτακερισ αλυςίδασ Ii  και 

του μεταγραφικοφ παράγοντα CIITA (Butovsky et al., 2005). Ωςτόςο ενδιαφζρον είναι να 

παρατθριςουμε ότι θ 48-ωρθ επϊαςθ με LPS ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ 

ζκφραςθσ του επιφανειακοφ μάρτυρα CD11b κατά 14%, γεγονόσ που υποδθλϊνει τθν 

αφξθςθ των μακροφαγικϊν ικανοτιτων των κυττάρων αυτϊν υπό τθν επίδραςθ του 

ςυγκεκριμζνου παράγοντα. Θ αφξθςθ αυτι παρουςιάηει ενδιαφζρον διότι με τα μζχρι τϊρα 

βιβλιογραφικά δεδομζνα θ αντιγονοπαρουςιαςτικι ικανότθτα των μακροφάγων φαίνεται 

να ενιςχφεται από τθν αφξθςθ των επιπζδων τάξθσ ΙΙ αντιγόνων ιςτοςυμβατότθτασ, κάτι 

που ζρχεται ςε αντίκεςθ με τα πειραματικά μασ δεδομζνα.    

Ρειράματα ELISA ςε υπερκείμενα καλλιεργειϊν μετά από 24-ωρθ και 48-ωρθ 

επϊαςθ με LPS ζδειξαν ότι ο παράγοντασ αυτόσ δεν επθρεάηει τθν ζκκριςθ των  διαλυτϊν 

MHC II μορίων, ενϊ αυξάνει ςθμαντικά  τθν ζκκριςθ TNF-α (αφξθςθ κατά 45%) μετά από 48 

ϊρεσ καλλιζργειασ. Ζχει άλλωςτε δειχκεί ςε μελζτεσ ότι θ ενεργοποίθςθ των μικρογλοιακϊν 

κυττάρων ςχετίηεται με τθν παραγωγι TNF-α θ οποία οδθγεί ςε νευροτοξικότθτα και 

απϊλεια νευρικϊν κυττάρων (Butovsky et al., 2005). 

Θ επίδραςθ τθσ IFN-γ ςτα BV-2 κφτταρα ζδειξε μείωςθ τθσ ζκφραςθσ των τάξθσ ΙΙ 

αντιγόνων ιςτοςυμβατότθτασ, γεγονόσ που αντιβαίνει ςτθ μζχρι τϊρα επαγωγικι δράςθ 

του παράγοντα. Μετά από 48 h επϊαςθ με ΙFN-γ παρατθρικθκε μείωςθ κατά 66% 

(p<0.001), 24% (p<0.005), 37% (p<0.005) και 36% (p<0.005) ςτθν ζκφραςθ των μεμβρανικϊν 

Θ-2Α, ενδοκυττάριων Θ-2Α, Θ-2Ο και Θ-2Μ αντίςτοιχα. Στθν περίπτωςθ όμωσ αυτι θ IFN-γ 

φάνθκε να επάγει τθν ζκκριςθ των τάξθσ ΙΙ μετά από τθν 12-ωρθ και 18-ωρθ καλλιζργεια, 
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γεγονόσ που μπορεί να εξθγιςει τθν μείωςθ των  ενδοκυττάριων επιπζδων Θ-2Α που 

ανιχνεφκθκαν ςτα πειράματα του ανοςοφκοριςμοφ μετά από 24 και 48 ϊρεσ επϊαςθσ με 

τον παράγοντα. Επιπλζον, τα αποτελζςματα ζδειξαν ότι 48-ωρθ επϊαςθ με IFN-γ επάγει 

τθν παραγωγι TNF-α ςε χαμθλά επίπεδα. 

Τζλοσ, μελετικθκε το προφίλ ζκφραςθσ των τάξθσ ΙΙ μορίων κάτω από τθν 

επίδραςθσ τθσ αντι-φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ IL-4. Θ μελζτθ τθσ ζκφραςθσ των μορίων 

αυτϊν με ανοςοφκοριςμό ζδειξε μείωςθ τθσ ζκφραςθσ των τάξθσ ΙΙ αντιγόνων 

ιςτοςυμβατότθτασ. Ραρατθρείται 89% (p<0.001) και 24% (p<0.005) μείωςθ ζκφραςθσ ςτο 

μεμβρανικό  και ενδοκυττάριο Θ-2Α αντίςτοιχα μετά από 48-ωρθ επϊαςθ με τθν IL-4, ενϊ 

υπάρχει μια αφξθςθ τθσ τάξεωσ του 19% ςτθν ζκφραςθ του H-2O.  Ππωσ ζχει ιδθ 

αναφερκεί, θ ζκφραςθ του Θ2-Ο ζχει ςυνδεκεί με τθν απουςία μεμβρανικϊν τάξθσ ΙΙ 

μορίων, είτε μόνιμα, όπωσ ςτθν περίπτωςθ των τροφοβλαςτικϊν κυττάρων, είτε ανάλογα 

με το  ςτάδιο ενεργοποίθςθσ, όπωσ ςτα  Β λεμφοκφτταρα και  ςε ςτα δενδριτικά κφτταρα. 

Μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ IL-4 προκαλεί τθν ενεργοποίθςθ των μικρογλοιακϊν κυττάρων 

αλλά καταςτζλλει τθν ζκφραςθ μεμβρανικϊν τάξθσ ΙΙ μορίων (Suzumura et al., 1994) 

γεγονόσ που ςυμφωνεί με τα αποτελζςματα μασ και πικανϊσ οφείλεται ςε ρφκμιςθ θ 

οποία περιλαμβάνει τθν ταυτόχρονθ αφξθςθ του Θ2-Ο θ οποία αποτρζπει τθν ζκφραςθ των 

Θ2-Α ςτθν μεμβράνθ. Θ παρατθροφμενθ μείωςθ των επιπζδων των μεμβρανικϊν τάξθσ ΙΙ 

ςυνοδεφεται από αφξθςθ των εκκρινόμενων τάξθσ ΙΙ μορίων, όπωσ αυτό ανιχνεφτθκε με 

πειράματα ELISA ςτα υπερκείμενα των καλλιεργειϊν μετά από 24 ϊρεσ επϊαςθσ με IL-4. 

Επίςθσ θ 24-ωρθ επϊαςθ με IL-4 επάγει τθν παραγωγι TNF-α ςε χαμθλά επίπεδα γεγονόσ 

που ςυμφωνεί με τα βιβλιογραφικά δεδομζνα όπου θ IL-4 φαίνεται να προωκεί τθν 

προςταςία των νευρικϊν κυττάρων (Butovsky et al., 2005). 

Τα μικρογλοιακά κφτταρα τα οποία αποτελοφν τα κφτταρα του ανοςοποιθτικοφ 

ςυςτιματοσ ςτο κεντρικό νευρικό ςφςτθμα ζχουν τθ δυνατότθτα να αντιλαμβάνονται 

γριγορα τισ αλλαγζσ του   μικροπεριβάλλοντοσ του εγκεφάλου ςτο οποίο βρίςκονται με 

αποτζλεςμα τθν γριγορθ ενεργοποίθςθ τουσ, ςυνοδευόμενθ από μορφολογικζσ και 

λειτουργικζσ αλλαγζσ. Από το ςφνολο των αποτελεςμάτων που παρουςιάηονται φαίνεται 

ότι ανάλογα με το ερζκιςμα που δζχεται ο κυτταρικόσ αυτόσ πλθκυςμόσ προκφπτει 

διαφορετικόσ τφποσ ενεργοποίθςθσ. Ππωσ ςυηθτικθκε και παραπάνω θ ενεργοποίθςθ τθσ 

μικρογλοίασ από τον  LPS φαίνεται να μθν επθρεάηει ςθμαντικά τθν ζκφραςθ των τάξθσ ΙΙ 

μορίων αλλά φαίνεται να επθρεάηει τθν ζκκριςθ TNF-α, προωκϊντασ με τον τρόπο αυτό τθν 

νευροτοξικότθτα και τθν απϊλεια νευρικϊν κυττάρων ςτο περιβάλλον του εγκεφάλου.  

Επίςθσ ο LPS φαίνεται να αυξάνει τθν φαγοκυττωτικι ικανότθτα των μικρογλοιακϊν 
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κυττάρων παρά τθν ταυτόχρονθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ των τάξθσ ΙΙ μορίων κάτι που ζρχεται 

ςε αντίκεςθ με τα μζχρι τϊρα βιβλιογραφικά δεδομζνα. Πςων αφορά ςτθν ενεργοποίθςθ 

των μικρογλοιακϊν κυττάρων υπό τθν επίδραςθ τθσ προ-φλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ IFN-γ, 

φαίνεται ότι ςε αντίκεςθ με τα βιβλιογραφικά δεδομζνα, θ ζκφραςθ των τάξθσ ΙΙ μορίων 

μειϊνεται μεν, αλλά παράλλθλα παρατθρείται ζκκριςθ των μορίων αυτϊν ςε διαλυτι 

μορφι. Σε άλλα κυτταρικά ςυςτιματα, θ ζκκριςθ των διαλυτϊν τάξθσ ΙΙ μορίων αποτελεί 

μζροσ του μθχανιςμοφ ρφκμιςθσ των μορίων αυτϊν (Ranella et al., 2006) κακϊσ ζχει δειχκεί 

ότι  τα διαλυτά τάξθσ ΙΙ μόρια επθρεάηουν αρνθτικά τθ λειτουργία των Τ λεμφοκυττάρων, 

εξυπθρετϊντασ ζτςι μθχανιςμοφσ ανοςοκαταςτολισ (Sardis et al., 2010). Ταυτόχρονα, ςτθν 

περίπτωςθ επαγωγισ με IFN-γ δεν παρατθρείται παραγωγι TNF-α, γεγονόσ που 

υποδθλϊνει ενεργοποίθςθ διαφορετικϊν μονοπατιϊν ρφκμιςθσ τθσ μικρογλοίασ. Τζλοσ, θ 

μείωςθ των μεμβρανικϊν και ενδοκυτταρικϊν μορίων Θ2-Α που παρατθρείται παρουςία 

τθσ αντιφλεγμονϊδουσ κυτοκίνθσ IL-4, ςυνοδευόμενθ από τθν ταυτόχρονθ αφξθςθ μθ 

κλαςικϊν Θ2-Ο, πικανόν να εξυπθρετεί τθν καταςτολι τθσ ζκφραςθσ μεμβρανικϊν τάξθσ ΙΙ 

μορίων με ςτόχο τθ προςταςία των νευρικϊν κυττάρων. Στο περιβάλλον του εγκεφάλου 

κεωρείται ότι υπάρχουν ςυνεχϊσ ενεργοποιθμζνα αυτοδραςτικά Τ λεμφοκφτταρα 

(Schwartz and Ziv, 2008). Θ αναγνϊριςθ τάξθσ ΙΙ μορίων του Μείηονοσ Συμπλόκου 

Ιςτοςυμβατότθτασ ςυνδεδεμζνων με πεπτίδια του εαυτοφ ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν 

παραγωγι αυξθτικϊν παραγόντων οι οποίοι είναι απαραίτθτοι για τθ διατιρθςθ τθσ 

ομοιόςταςθσ. Ρικανϊσ θ ενεργοποίθςθ τουσ από διαλυτά τάξθσ ΙΙ μόρια, τα οποία 

παράγονται από ενεργοποιθμζνα μικρογλοιακά κφτταρα, να ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν 

παραγωγι IL-4,  γεγονόσ που ςυμβάλλει ςτθ θ προςταςία των νευρικϊν κυττάρων 

(Butovsky et al. 2005). 
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