
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ 

ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ 

 
 

∆ιδακτορική ∆ιατριβή 
 

Ιωάννης Γ. Χατζηδάκης 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Οµοιοστατικοί µηχανισµοί κυτταροτοξικών Τ λεµφοκυττάρων 

σε µοντέλα διαγονιδιακών και ελλειµατικών ποντικιών 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΗΡΑΚΛΕΙΟ, ΣΕΠΤΕΜΒΡΙΟΣ 2002 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Η εργασία αυτή έγινε υπό την καθοδήγηση της ∆ρ. Κλ. Μαµαλάκη 

Η επταµελής επιτροπή αξιολόγησης ήταν: 

1. Παπαµατθαιάκης Ιωσήφ, Καθηγητής (Επιβλέπων) 

2. Ανάγνου Νικόλαος, Καθηγητής 

3. Μπούµπας ∆ηµήτριος, Καθηγητής 

4. Σαββάκης Χαράλαµπος, Καθηγητής 

5. ∆εληδάκης Χρήστος, Αναπληρωτής Καθηγητής 

6. Καραγωγέως ∆όµνα, Αναπληρωτής Καθηγητής 

7. Μαυροθαλασσίτης Γεώργιος, Αναπληρωτής Καθηγητής 

 



                     1
 
 

 

 

Εισαγωγή 8 

1. Το ανοσοποιητικό σύστηµα 8 

2. Ανάπτυξη και επιβίωση Τ κυττάρων 13 

3. Ενεργοποίηση Τ κυττάρων 19 

4. Κύτταρα τελεστές 24 

5. Ανοχή Τ κυττάρων 25 

5.1 Κεντρική Ανοχή 26 

5.2 Περιφερική ανοχή Τ κυττάρων 27 

5.2.1 Μηχανισµοί και µοντέλα περιφερικής ανοχής 27 

5.2.2 Το µοριακό υπόβαθρο της περιφερικής ανοχής 29 

6. Ο παράγοντας νέκρωσης όγκων (TNF) 31 

6.1 Σηµατοδότηση µέσω των TNFRs 32 

6.2 O ρόλος του TNF στα Τ κύτταρα 35 

6.2.1 Ο ρόλος του TNF στον AICD 36 

6.2.2 TNF και αυτοάνοσες ασθένειες που µεσολαβούνται από Τ κύτταρα 37 

7. Fas και Τ κύτταρα 38 

 

Αποτελέσµατα 

 

41 

1. Mελέτες πάνω στην ανοχή CD8 Τ κυττάρων σε µοντέλο διπλά  

διαγονιδιακών ποντικιών  

41 

1.0 Ερωτήµατα-Προσεγγίσεις 

1.1 Η ανοχή στα διπλά διαγονιδιακά F5/ΝΡ ποντίκια οφείλεται σε κλωνική  

απαλοιφή και ανάπτυξη ανέργειας στην περιφέρεια 

41 

42 

1.2 Το υπεραντιγόνο SEA προκαλεί τον πολλαπλασιασµό των άνεργων F5/ΝΡ  

CD8  Τ κυττάρων in vitro και in vivo 

47 

 

1.3 Προσπάθειες εύρεσης γονιδίων που σχετίζονται µε την επαγωγή ή/και την 

διατήρηση του άνεργου φαινοτύπου 

52 

1.3.1 Σύγκριση µεταγραφικού προτύπου παρθένων και άνεργων CD8  Τ κυττάρων 52 

1.3.2 Το προϊόν Τ.52.76 εκφράζεται διαφορικά σε άνεργα F5/ΝΡ CD8 Τ κύτταρα 56 

1.3.3 Σύγκριση µεταγραφικού προτύπου µεταξύ άνεργων CD8 Τ κυττάρων και 

κυττάρων µε αναστροφή του άνεργου φαινοτύπου 

60 



                     2
 
 

 

2. ∆ιαµόρφωση αποκρίσεων των CD8 Τ κυττάρων από τον ενδογενή TNF  

2.0 Ερωτήµατα-Προσεγγίσεις 

 

62 

62 

2.1 Μειωµένοι αριθµοί περιφερικών F5 Τ κυττάρων και ελαττωµατικοί µηχανισµοί 

οµοιόστασης απουσία ενδογενούς TNF 

63 

2.2 Η απουσία του ενδογενούς TNF δε µεταβάλλει τη θετική επιλογή των F5 

θυµοκυττάρων, επηρεάζει όµως µερικώς την απόκρισή τους στο πεπτίδιο-αγωνιστή 

67 

2.3 Χαµηλότερες αποκρίσεις των F5/TNF-/- Τ κυττάρων µετά από αντιγονική 

διέγερση 

70 

2.4 Το φαινόµενο της µικρότερης ενεργοποίησης των TNF-/- Τ κυττάρων είναι 

πολυκλωνικό 

75 

2.5 Ελαττωµένη ενεργοποίηση των NF-κΒ και NF-AΤp στα F5/TNF-/-  Τ κύτταρα  75 

2.6 Η εγγύς σηµατοδότηση µέσω Τ υποδοχέα δεν επηρεάζεται ποιοτικά στα   F5/TNF-

/- Τ κύτταρα 

81 

2.7 Η περιφερική ανοχή απουσία ενδογενούς TNF είναι ελαττωµατική στα διπλά 

διαγονιδιακά F5/ΝΡ ποντίκια 

82 

2.8 Η αφύσικα µικρή απαλοιφή των F5/TNF-/- Τ κυττάρων µετά από χρόνια έκθεση σε 

αντιγόνο είναι χαρακτηριστικό που εξαρτάται µόνο από τα Τ κύτταρα 

82 

2.9 Ελαττωµατική επαγωγή ανέργειας στα F5 Τ κύτταρα µετά από χρόνια έκθεση σε 

αντιγόνο εν απουσία του TNF  

86 

3. Ο ρόλος του ενδογενούς Fas σε αποκρίσεις των CD8 Τ κυττάρων 88 

3.1 Η lpr µεταλλαγή υποβαθµίζει την ικανότητα επιβίωσης των F5 Τ κυττάρων σε νέα 

ποντίκια 

88 

3.2 Φυσιολογική περιφερική ανοχή απουσία λειτουργικού ενδογενούς Fas στα διπλά 

διαγονιδιακά F5/ΝΡ ποντίκια 

88 

3.3 Η σύγχρονη ανενεργοποίηση των σηµατοδοτικών µονοπατιών που εκπορεύονται 

από Fas και ΤNFRs δεν είναι αρκετή για την εξάλειψη του AICD των F5 CD8 Τ 

κυττάρων in vivo. 

91 

 

Συζήτηση  

 

 93 

Υλικά-Μέθοδοι 106 

Βιβλιογραφία 119 

 

 



                     3
 
 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Το ανοσοποιητικό σύστηµα έχει αναπτύξει µηχανισµούς για την αντιµετώπιση των 

παθογόνων µικροοργανισµών. Παράλληλα µε αυτούς αναπτύχθηκαν και οµοιοστατικοί 

µηχανισµοί που επαναφέρουν το σύστηµα κοντά στην αρχική του κατάσταση και επιπλέον 

µηχανισµοί αποτρέπουν την ανοσοαπάντηση εναντίον συστατικών του εαυτού. Η δεύτερη 

αυτή οµάδα µηχανισµών ονοµάζεται συνολικά ανοσολογική ανοχή. Η ανοχή των Τ 

λεµφοκυττάρων µπορεί να εγκαθιδρυθεί είτε στο θύµο (κεντρική ανοχή) ή/και στα 

περιφερικά λεµφοειδή όργανα (περιφερική ανοχή).  

Για να µελετήσουµε την περιφερική ανοχή των CD8 Τ λεµφοκυττάρων 

χρησιµοποιήσαµε ποντίκια διαγονιδιακά για την πρωτεΐνη ΝΡ του ιού της γρίπης.  Επίσης 

χρησιµοποιήσαµε ποντίκια διαγονιδιακά για έναν συγκεκριµένο Τ υποδοχέα, τον F5, που 

αναγνωρίζει έναν επίτοπο της πρωτεΐνης ΝΡ παρουσιαζόµενο από το τάξης Ι ΜΗC µόριο 

Db. Επίσης χρησιµοποιήθηκαν διπλά διαγονιδιακά ποντίκια F5/ΝΡ. Στα F5/ΝΡ ποντίκια δεν 

παρατηρείται αυξηµένη αρνητική επιλογή των F5 θυµοκυττάρων (κεντρική ανοχή). 

Αντίθετα υπάρχει έκδηλη κλωνική απαλοιφή των F5 CD8 Τ κυττάρων στα περιφερικά 

λεµφοειδή όργανα των F5/ΝΡ ποντικιών. Επιπλέον τα εναποµείναντα CD8 Τ κύτταρα είναι 

άνεργα µιας και δεν πολλαπλασιάζονται σε δεύτερη διέγερση στο ΝΡ αντιγόνο in vitro. Η 

υποδραστικότητα των F5/ΝΡ CD8 Τ λεµφοκυττάρων οφείλεται τουλάχιστον εν µέρει στην 

ανικανότητά τους να αυξήσουν τα επίπεδα του υποδοχέα της ΙL-2 ώστε να µη µπορούν να 

αξιοποιήσουν επαρκώς την IL-2, κάτι που πιθανώς εξηγεί την µερική µόνο αναστροφή του 

άνεργου φαινοτύπου µετά την προσθήκη εξωγενούς ΙL-2. Επιβεβαιωτικό του ότι η ανέργεια 

των F5 Τ λεµφοκυττάρων επάγεται πράγµατι στην περιφέρεια είναι πως περιφερικά 

παρθένα F5 κύτταρα που µεταφέρονται σε ΝΡ αποδέκτες καθίστανται άνεργα µετά από 

κάποια χρονική περίοδο. Στα παραπάνω µοντέλα δείξαµε ότι πριν την επαγωγή ανέργειας 

έχει προηγηθεί ενεργοποίηση των F5 CD8 Τ κυττάρων όπως υποδηλώνουν οι αυξηµένοι 

µάρτυρες ενεργοποίησης αλλά και η κλωνική επέκταση των F5 Τ κυττάρων στα πειράµατα 

µεταφοράς. Έτσι, η επαγωγή ανέργειας στα παραπάνω µοντέλα προέρχεται κυρίως από 

παρατεταµένη έκθεση στο αντιγόνο που παρουσιάζεται από κύτταρα αντιγονοπαρουσιαστές  

(APCs) και όχι από έλλειψη συνδιέγερσης. 

Προσπαθήσαµε να ταυτοποιήσουµε νέα γονίδια που να εµπλέκονται στην εγκαθίδρυση 

ή/και στην επαγωγή της ανέργειας στα F5/ΝΡ CD8 Τ κύτταρα. Για το λόγο αυτό 

χρησιµοποιήσαµε την τεχνολογία του mRNA Differential Display σε RNAs από παρθένα F5 

CD8 Τ κύτταρα και άνεργα F5/ΝΡ CD8 Τ κύτταρα. Μετά από µια σχετικά εκτεταµένη 
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αναζήτηση βρήκαµε ότι ένα µετάγραφο που αντιστοιχεί στο γονίδιο SLP-65 εκφράζεται σε 

πολύ µεγαλύτερο βαθµό στα άνεργα F5/ΝΡ CD8 Τ κύτταρα σε σχέση µε τα παρθένα F5. 

Περαιτέρω, θελήσαµε να µελετήσουµε  το ρόλο των πρωτεϊνών TNF και Fas της 

TNF/ΤΝFR υπεροικογένειας στο προσαρµόσιµο ανοσοποιητικό σύστηµα και συγκεκριµένα 

στα CD8 Τ κύτταρα. Έτσι χρησιµοποιώντας τα παραπάνω συστήµατα  διαγονιδιακών 

ποντικιών σε συνδυασµό µε ποντίκια µε ανενεργό το tnf ή fas γονίδιο µελετήσαµε την 

επίδραση του TNF και του Fas στις κλωνοτυπκές αποκρίσεις των CD8 Τ κυττάρων σε 

αντιγόνα αλλά και τη συνεισφορά τους στην επιβίωση και εν γένει στην οµοιόσταση των 

CD8 Τ κυττάρων. 

Συγκεκριµένα, δείξαµε ότι η ανυπαρξία ενδογενούς TNF έχει σαν αποτέλεσµα 

µειωµένους αριθµούς περιφερικών F5 κυττάρων καθώς και ελαττωµένη ικανότητα τους για 

οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό µετά από µεταφορά τους σε λεµφοπενικούς αποδέκτες. 

Μάλιστα αυτή η ικανότητα επηρεάζεται από την ικανότητα έκφρασης TNF από τα Τ 

λεµφοκύτταρα και όχι από  τον αποδέκτη. 

Επιπλέον, δείξαµε ότι τα F5/TNF-/- CD8 Τ κύτταρα αποκρίνονται σε µικρότερο βαθµό 

στο αντιγόνο τόσο in vitro όσο και in vivo σε σχέση µε F5, δηλαδή διαιρούνται µε 

µικρότερο ρυθµό και εκφράζουν σε χαµηλότερο βαθµό χαρακτηριστικούς επιφανειακούς 

µάρτυρες ενεργοποίησης. Αυτή η µειωµένη ενεργοποίηση των F5/TNF-/- Τ κυττάρων 

συνοδεύεται και από µειωµένο αποπτωτικό θάνατο που επάγεται από την ενεργοποίηση 

τους (AICD). Η επίδραση της TNF µεταλλαγής δεν περιορίζεται στον F5 κλώνο καθώς και 

TNF-/- Τ κύτταρα έχουν µειωµένη ικανότητα πολλαπλασιασµού και αποπτωτικού θανάτου 

όταν διεγερθούν πολυκλωνικώς µε a-CD3. Οι ελαττωµατικές αποκρίσεις των TNF-/- Τ 

κυττάρων µετά από διέγερση του TCR συνδέονται µε τη µειωµένη ενεργοποίηση των 

µεταγραφικών παραγόντων ΝF-κB και ΝF-AΤp που ανιχνεύσαµε σε F5/TNF-/- κύτταρα. 

Τα αποτελέσµατά µας έδειξαν ότι ο TNF έχει έναν σηµαντικό ρόλο στην περιφερική 

ανοχή των CD8 Τ λεµφοκυττάρων. Ειδικότερα, παρουσιάζεται µειωµένη κλωνική απαλοιφή 

των εν δυνάµει αυτοδραστικών F5/ΝΡ Τ κυττάρων στο TNF-/- υπόβαθρο. Επιπλέον τα 

F5/ΝΡ/TNF-/- CD8+ Τ κύτταρα έχουν σηµαντικά αυξηµένη δραστικότητα σε επαναδιέγερσή 

τους µε αντιγόνο in vitro σε σχέση µε τα οµόλογά τους από F5/ΝΡ ζώα. Επιβεβαιωτικά, σε 

πειράµατα µεταφοράς παρθένων F5 κυττάρων σε ΝΡ αποδέκτες  παρουσία ή απουσία TNF, 

η επαγωγή ανέργειας ήταν λιγότερο αποτελεσµατική στη δεύτερη περίπτωση.  

Συνολικά λοιπόν τα πειραµατικά µας δεδοµένα δείχνουν ότι ο ενδογενής TNF µπορεί 

να διαµορφώνει µια πλειάδα λειτουργιών των CD8 Τ κυττάρων και αυτό οφείλεται στο ότι 
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ενισχύει την  TCR σηµατοδότηση τόσο για συνδέτες χαµηλής όσο και για συνδέτες υψηλής 

συγγένειας. 

Τα πειράµατά µας µε lpr ποντίκια (µεταλλαγή που καθιστά ανενεργό το γονίδιο fas) 

έδειξαν ότι ο Fas έχει έναν ρόλο, αν και µικρό, στην συντήρηση του φυσιολογικού αριθµού 

περιφερικών F5 CD8 Τ κυττάρων σε νεαρά ποντίκια και µάλιστα η  σύγχρονη έλλειψη TNF 

και Fas δρα προσθετικά στην µείωση των περιφερικών F5 CD8 Τ λεµφοκυττάρων.  

Η έλλειψη του Fas, δεν επηρεάζει τον αποπτωτικό θάνατο που επάγεται από 

ενεργοποίηση στα F5 Τ κύτταρα in vivo όπως έδειξαν πειράµατα µεταφοράς 

λεµφοκυττάρων σε ΝΡ αποδέκτες. Μάλιστα δεν γίνεται ορατός κάποιος ρόλος του Fas στον 

θάνατο αυτό   ακόµα και όταν ελλείπει συγχρόνως και ο TNF. Επίσης, ο ενδογενής Fas δεν 

έχει κάποιο εµφανή ρόλο στην κλωνική απαλοιφή των F5/ΝΡ CD8 Τ κυττάρων αλλά ούτε 

και στον άνεργο φαινότυπο των εναποµείναντων κυττάρων. 
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SUMMARY 
 

Vertebrates have developed complex immune systems comprised of cells, molecules 

and mechanisms capable to cope with invading microorganisms. It is equally important that 

mechanisms assuring immune system homeostasis and protection of self-tissues from 

immune reactivity are developed too. The latter group of mechanisms is collectively called 

immunologigal tolerance. T cell tolerance can be established either in the thymus (central 

tolerance) or/and in the peripheral lymphoid organs (peripheral tolerance). 

To study the peripheral CD8 T cell tolerance we used transgenic mice expressing the NP 

nucleoprotein of an influenza virus. We also used TCR transgenic mice expressing the F5 T 

cell receptor, which is able to recognize an NP epitope in the context of the Db MHC I 

molecule, and double transgenic F5/NP mice. There is no negative selection (central 

tolerance) observed in F5/NP thymocytes. However, there is a marked clonal deletion of F5 

CD8 T cells in the periphery of F5/NP mice. Moreover, F5 cells that escaped clonal deletion 

have become severely hyporeactive to a second challenge with antigen in vitro, a state that is 

termed T cell anergy. F5/NP CD8 T cells hyporeacivity is at least partly due to low IL-2 

receptor expression following stimulation and that probably explains the partial reversion of 

the anergic phenotype after addition of exogenous IL-2, since anergic F5/NP T cells can not 

properly utilize this cytokine. More evidence that tolerance induction in F5/NP mice takes 

place in the periphery is the fact that naïve F5 T cells transferred to NP expressing recipients 

are soon rendered anergic in host’s tissues. Using the models described above, we showed 

that anergy induction of F5 T cells is preceded by activation as judged by high expression of 

surface activation markers and clonal expansion of F5 T cells in transfer experiments. This 

indicates that in our models anergy is induced by chronic exposure to antigen presented by 

APCs and not by lack of costimulation. 

We tried to identify novel genes that are involved in the induction and/or the persistence 

of anergy in F5/NP CD8 T cells. To do so we used the mRNA Differential Display 

technology on RNA populations from purified naïve F5 and anergic F5/NP CD8 T cells.  

After an extensive pursuit we ended up with one differentially expressed transcript 

corresponding to the SLP-65 gene, which is upregulated in the anergic F5/NP T cells 

compared to the naïve F5.   
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In this study, we also tried to assess the role of TNF and Fas, two members of the 

TNF/TNFR superfamily, on the adaptive immune system and specifically on CD8 T cells. 

In particular, we showed that lack of endogenous TNF results to lower numbers of 

peripheral F5 cells as well as to reduced homeostatic proliferation after adoptive transfer to 

lymphopenic hosts. It is of interest that T cell derived rather than host derived TNF has the 

major contribution to homeostatic expansion of transferred F5 T cells.  

Furthermore we showed that F5/TNF-/- CD8 T cells respond to the antigen, in vitro and in 

vivo, in a lesser extent compared to F5 ones. Namely, they exhibit a lower division rate and 

express lower levels of surface activation markers after encountering the antigen. The lower 

degree of activation is accompanied and can be correlated with lower activation induced cell 

death (AICD). This influence of TNF mutation is not restricted to the F5 T cell clone but is 

rather polyclonal since a-CD3 activation of TNF-/- T cells results to less activation and 

AICD compared to TNF+/+ T cells. These defective TNF-/- T cell responses can be well 

attributed, at least partly, to defective NF-κB and NF-ATp activation that we have identified 

in F5/TNF-/- T cells. 

Our results showed that TNF plays a non-compensatory role in CD8 T lymphocyte 

tolerance. Potentially autoreactive F5/NP T cells undergo decreased clonal deletion in a 

TNF-/- background. In addition F5/NP/TNF-/- cells that escaped clonal deletion are 

considerably reactive after rechallenge with NP antigen in vitro compared to F5/NP. On top 

of that, anergy induction is compromised when transferring naïve F5 CD8 T cells in NP 

recipients the absence of TNF. 

Overall our results point out to a pivotal role of TNF on modulating CD8 T cell functions 

by enhancing TCR signaling for both low and high affinity ligands. 

Our results with lpr mice (a mutation that renders fas gene inactive) showed that Fas has 

a minor role in the maintenance of normal populations of peripheral naïve F5/CD8 T cells in 

young mice. Moreover, there is an additive effect of the Fas mutation to the TNF mutation 

as far as it concerns numbers of peripheral F5 CD8 T cells. 

There is no obvious participation of Fas to activation induced apoptosis of F5 T cells in 

vivo as judged by transfer experiments in NP expressing mice. In addition, there was no 

discernible role of Fas in this type of experiments even if F5 T cells were unable to produce 

both TNF and Fas. 

There is also not an apparent role of endogenous Fas either to F5/NP CD8 T cells clonal 

deletion or to the establishment of their anergic phenotype. 
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       1. Το ανοσοποιητικό σύστηµα  

 

Οι ανοσοαπαντήσεις απαρτίζονται από συνδυασµένες αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

κυττάρων του οργανισµού και των προστατευτικών µορίων που παράγουν µετά από την 

συνάντησή τους µε παθογόνους µικροοργανισµούς ή αντιγόνα. Ο σκοπός τους είναι να 

αποτρέψουν τις επικίνδυνες για την ακεραιότητα του οργανισµού εισβολές και κατόπιν να 

αποκαταστήσουν την οµοιόσταση. Το ανοσοποιητικό σύστηµα δεν έχει να αντιµετωπίσει 

µόνο τις εξωτερικής προέλευσης εισβολές που προέρχονται κυρίως από µικροοργανισµούς, 

αλλά και τις πιθανές εκ των έσω επιθέσεις από καρκινικά κύτταρα  ή τις επιθέσεις από ίδιες 

αµυντικές δυνάµεις δηλαδή  περιπτώσεις κατά τις οποίες το ανοσοποιητικό σύστηµα 

στρέφεται εναντίον κυττάρων ή ιστών του εαυτού (αυτοανοσία).  

Υπάρχει µεγάλη πολυπλοκότητα σε αυτές τις ανοσοαπαντήσεις και κατά  επέκταση στο 

ανοσοποιητικό σύστηµα. Η πολυπλοκότητά του προέκυψε από τη ανάπτυξη 

προσαρµοστικών µηχανισµών στους ιούς, βακτήρια, και άλλα παράσιτα για να 

παρακάµψουν την ανοσοαπάντηση του ξενιστή. Συνεπακόλουθα,  κατάλληλοι  µηχανισµοί 

εξελίχθηκαν και  στους ξενιστές για να παραµείνουν ικανοί στην αντιµετώπιση των 

εισβολέων. 

Σε µία ολοκληρωµένη  ανοσοαπάντηση συµµετέχουν δύο επιµέρους συστήµατα: Το 

σύστηµα της πρωταρχικής (innate) και µη ειδικής ανοσίας και το σύστηµα της 

προσαρµόσιµης (adaptive) και ειδικής ανοσίας. Το σύστηµα της πρωταρχικής ανοσίας 

παρέχει µια γενική, πάντα διαθέσιµη και άµεση απόκριση απέναντι σε εισβολείς. Οι 

καταβολές της πρωταρχικής ανοσίας βρίσκονται στα ασπόνδυλα και περιλαµβάνει 

µηχανισµούς φαγοκύττωσης, χηµειοτακτισµού, κυτταρικής κίνησης και συντονισµένης 

δράσης. Στο σύστηµα πρωταρχικής ανοσίας των θηλαστικών περιλαµβάνονται και 

προστατευτικές πρωτεΐνες του πλάσµατος, ειδικά φαγοκύτταρα (κοκκιώδη ή 

κοκκιοκύτταρα) και φυσικοί φραγµοί όπως το δέρµα και οι βλεννογόνοι. Ένα σηµαντικό 

χαρακτηριστικό της ανοσοαπάντησης είναι ο τρόπος µε  τον οποίο το πρωταρχικό και το 

προσαρµόσιµο σύστηµα αλληλεπιδρούν. Στην αλληλεπίδραση αυτή παίζουν µείζονα ρόλο 

δύο τύποι κυττάρων, τα δενδριτικά κύτταρα (DC), και οι φυσικοί φονείς (Natural Killers, 

ΝΚ). Τα δενδριτικά κύτταρα είναι τοποθετηµένα σε στρατηγικά σηµεία στο σώµα των 

λλλλλ 
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Κοινός λυµφοειδής Μυελοειδής πρόγονος
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Μαστοκύτταρο Μακροφάγ

Κύτταρα τελεστές 

Πλασµατοκύτταρο
Ενεργοποιηµένο

Τ κύτταρο 

Ερυθροβλάστη

Εικόνα A. Κυττταρικά συστατικά του αίµατος. Απεικονίζονται οι διάφοροι κυτταρικοί τύποι του αίµατος καθώς και 
τα στάδια διαφοροποίησής τους σε αδρές γραµµές 

Πολυµορφοπύρηνα 

Μεγακαρυοκύτταρο
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θηλαστικών όπως στο δέρµα (όπου ονοµάζονται κύτταρα Langerhans), τους πνεύµονες το 

ήπαρ και τους νεφρούς όπου δεσµεύουν και «πέπτουν» τους εισβολείς. Η είσοδος ενός 

µολυσµατικού παράγοντα επάγει µια φλεγµονώδη απόκριση, που µεσολαβείται από άλλα 

κύτταρα της πρωταρχικής ανοσίας, η οποία οδηγεί στην ενεργοποίηση των δενδριτικών 

κυττάρων. Τότε,  τα DC που έχουν προσλάβει το αντιγόνο το µεταφέρουν στα περιφερικά 

λεµφοειδή όργανα  όπου και το παρουσιάζουν σε ειδικά Β και Τ λεµφοκύτταρα για να 

ξεκινήσει η ειδική, προσαρµόσιµη ανοσοαπάντηση. Τα ΝΚ κύτταρα µεσολαβούν και αυτά 

την σύνδεση του πρωταρχικού µε το προσαρµόσιµο σύστηµα, παράγουν κυττοκίνες που 

ρυθµίζουν τη δραστικότητα διάφορων κυτταρικών τύπων και επιπλέον µπορούν να 

σκοτώσουν καρκινικά ή κύτταρα µολυσµένα µε ιό.  

Όλα τα κυτταρικά συστατικά του ανοσοποιητικού συστήµατος είναι µυελογενούς 

προέλευσης. ∆ύο είναι οι πρόγονοι κυτταρικοί τύποι που µπορούν να ανασυστήσουν ένα 

πλήρες ανοσοποιητικό σύστηµα., ο µυελοειδής  πρόγονος και ο κοινός λεµφοειδής 

πρόγονος. Ο µυελοειδής πρόγονος είναι ο πρόδροµος των κοκκιοκυττάρων (ή 

πολυµορφοπύρηνα) και των µακροφάγων (τύπος φαγοκυττάρων κατανεµηµένα σε όλο το 

σώµα). Υπάρχουν τρεις τύποι κοκκιοκυττάρων: Τα ουδετερόφιλα, που είναι και αυτά 

φαγοκύτταρα, και αποτελούν το πιο πολυάριθµο και σηµαντικό κυτταρικό συστατικό της 

πρωταρχικής ανοσίας. Τα  εωσινόφιλα   που είναι σηµαντικά κυρίως στην άµυνα εναντίον 

παρασίτων. Τα βασεόφιλα  που συµµετέχουν στην προστασία των βλεννωδών επιφανειών 

του σώµατος και απελευθερώνουν ισταµίνη κατά τις αλλεργικές αντιδράσεις, κάτι που 

κάνουν και τα µαστοκύτταρα. (Εικόνα Α). Ο κοινός λεµφοειδής πρόγονος είναι ο 

πρόδροµος των λεµφοκυττάρων. Υπάρχουν δύο κύριοι τύποι λεµφοκυττάρων τα Β κύτταρα 

και τα Τ κύτταρα  Τα λεµφοκύτταρα  είναι υπεύθυνα για την εξειδίκευση της 

ανοσοαπάντησης και περίπου 2x1012 από αυτά  απαρτίζουν το ώριµο λεµφοειδές σύστηµα 

στον άνθρωπο. Αν και, τόσο τα Β όσο και τα Τ κύτταρα  έχουν καταβολές στο µυελό των 

οστών µόνο τα Β κύτταρα  ωριµάζουν εκεί, ενώ τα πρόδροµα Τ κύτταρα µεταναστεύουν 

στο θύµο για την ωρίµανσή τους. Μετά την ωρίµανση των λεµφοκυττάρων στα κεντρικά 

λεµφοειδή όργανα (µυελό των οστών και θύµο) φεύγουν από αυτά και είναι πλεόν ικανά για 

να αποκριθούν στα αντιγόνα που µπορούν να αναγνωρίσουν. Αν και τα παθογόνα µπορούν 

να εισέλθουν στον οργανισµό από πολλές πύλες, τα αντιγόνα και τα λεµφοκύτταρα θα 

συναντηθούν κυρίως στα δευτερεύοντα ή περιφερικά λεµφοειδή όργανα (σπλήνα, 

λεµφαδένες, πλάκες του Peyer, αµυγδαλές, σκωληκοειδής απόφυση). Οι λεµφαδένες είναι 

στρατηγικά τοποθετηµένα σηµεία σύγκλισης ενός εκτεταµένου συστήµατος λεµφαγγείων 

ξξξ 
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(Εικόνα Β) που συλλέγουν και µεταφέρουν εξωκυττάριο υγρό από τους ιστούς και το 

επιστρέφουν στο αίµα. Έτσι τα λεµφαγγεία µπορούν να µεταφέρουν αντιγόνα από το σηµείο 

της µόλυνσης στα περιφερικά  λεµφοειδή όργανα, ή να µεταφέρουν κύτταρα που έχουν 

µολυνθεί από παθογόνα ή τα έχουν ενδοκυττώσει (όπως στην περίπτωση των DC, 

ουδετερόφιλων και µακροφάγων). Αυτό µαζί µε το γεγονός ότι και τα λεµφοκύτταρα 

µπορούν να κυκλοφορούν µεταξύ λέµφου και αίµατος αυξάνει την πιθανότητα συνάντησης 

«αντιγόνου»-λεµφοκυττάρου Η εξειδίκευση που παρουσίαζουν τα Β και Τ κύτταρα για το 

αντιγόνο οφείλονται στους αντιγονικούς υποδοχείς που φέρουν στην επιφάνειά τους (Β 

υποδοχέας BCR: B Cell Receptor, Τ υποδοχέας TCR: T Cell Receptor). Κάθε Τ ή Β 

κύτταρο φέρει κατά κανόνα υποδοχείς µόνο µίας ειδικότητας που έχουν µεγάλη εξειδίκευση 

για ένα δεδοµένο δοµικό µοτίβο, και ανήκουν στην υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών. 

Οι υποδοχείς αυτοί έχουν δηµιουργηθεί κατά τα στάδια ανάπτυξης των λεµφοκυττάρων 

µέσω µιας µοναδικής διαδικασίας ανασυνδυασµού των γενετικών τόπων των δύο αλυσίδων 

τους γνωστής σαν V(D)J  ανασυνδυασµός. Μετά τη συνάντηση του ώριµων Β ή Τ 

κυττάρων µε το αντιγόνο και υπό κατάλληλες συνθήκες, αυτά διεγείρονται και αρχίζει η 

προσαρµόσιµη ανοσοαπάντηση. Στα τελικά στάδια της διέγερσης τους τα Β κύτταρα  

µετατρέπονται σε πλασµατοκύτταρα και παράγουν µεγάλες ποσότητες διαλυτών 

αντισωµάτων IgG που µπορούν να αδρανοποιήσουν πρωτεΐνες των παθογόνων 

µικροοργανισµών, ή να προάγουν τη λύση και τη φαγοκυττάρωση βακτηρίων ή κυττάρων 

του ξενιστή µολυσµένων µε ιό µε τη συµµετοχή φαγοκυττάρων και µορίων του 

συµπληρώµατος (οµάδα πρωτεϊνών του πλάσµατος). Σε αντίθεση µε τα Β, τα Τ κύτταρα δεν 

µπορούν να αναγνωρίσουν «γυµνά» αντιγόνα, αλλά µόνο µικρά πεπτίδια τα οποία τους 

παρουσιάζονται στην επιφάνεια κυττάρων-αντιγονοπαρουσιαστών (Antigen Presenting 

Cells:APC) συνδεδεµένα µε µόρια του µείζονος συµπλόκου ιστοσυµβατότητας (Major 

Histocompatibility Complex:MHC). Τα τάξης ΙΙ MHC µόρια που βρίσκονται στην 

επιφάνεια των «επαγγελµατιών» κυττάρων-αντιγονοπαρουσιαστών (Β κύτταρα, δενδριτικά, 

µακροφάγα), παρουσιάζουν τα αντιγονικά πεπτίδια µέσα σε µία κοιλότητά τους στα Τ 

βοηθητικά κύτταρα (ΤH ή CD4). Τα TH κύτταρα  χαρακτηρίζονται από τον CD4 

συνυποδοχέα ο οποίος έρχεται σε επαφή µε µία µη µεταβλητή περιοχή του τάξης ΙΙ µορίου 

του APC. Τα τάξης Ι MHC µόρια υπάρχουν σε όλα τα εµπύρηνα κύτταρα  και δεσµεύουν 

πεπτίδια από πρωτεϊνες-εαυτού ή από ενδοκυττάρια παθογόνα όπως ιούς και µερικά  

βακτήρια. Τα πεπτίδια αυτά παρουσιάζονται στα Τ κυτταροτοξικά κύτταρα (ΤC, ή CTL ή 

CD8).  Αυτά  χαρακτηρίζονται από τον CD8 συνυποδοχέα  που έρχεται σε επαφή µε µία µη 

µεταβλητή περιοχή του τάξης Ι µορίου (1, 2). 
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Τα ώριµα Τ κύτταρα αποκρίνονται στη διέγερση του αντιγονικού τους υποδοχέα TCR 

οδηγούµενα σε πολλαπλασιασµό (κλωνική επέκταση:clonal expansion),  διαφοροποίηση και 

έκκριση κυττοκινών. Tα CD4 κύτταρα χωρίζονται σε δύο υποκατηγορίες ανάλογα µε το 

πρότυπο έκκρισης κυττοκινών. Τα Th1 (Τ helper 1), που  εκκρίνουν κυρίως ιντερλευκίνη 2 

(IL-2) και ιντερφερόνη γ (IFNγ), και  τα Τh2 (T helper 2) που  εκκρίνουν κυρίως ΙL-4, IL-5, 

IL-6 και ΙL-10. Oι κυττοκίνες τύπου Ι βοηθούν στον έλεγχο ιικών µολύνσεων 

ενεργοποιώντας τα ΝΚ και τα CD8 κύτταρα, ενώ οι κυττοκίνες τύπου ΙΙ, και κύρια οι IL-4, 

IL-5, σχετίζονται µε ανοσοαπαντήσεις σε εξωκυτταρικά παράσιτα και µε την εκδήλωση 

αλλεργιών, καθώς επάγουν την παραγωγή IgE αντισωµάτων από τα Β κύτταρα και 

ενισχύουν την ανάπτυξη των µαστοκυττάρων (1). 

 

2. Ανάπτυξη και επιβίωσηΤ κυττάρων 

 

΄Οπως αναφέρθηκε η ανάπτυξη των Τ κυττάρων γίνεται στο θύµο τα οποία ενόσω 

βρίσκονται στο όργανο αυτό ονοµάζονται θυµοκύτταρα . Ο θύµος αποτελείται από 

πολυάριθµα λοβίδια  που το καθένα αποτελείται από δύο διακριτές µοίρες. Τη φλοιική 

(cortex) και τη µυελική (medulla). O θύµος ενός νεαρού ζώου περιέχει πολλούς πρόδροµους 

Τ κυττάρων που κείτονται σε ένα επιθηλιακό δίκτυο, το στρώµα του θύµου. Αυτό περιέχει 

και µεγάλο αριθµό κυττάρων µυελογενούς προέλευσης. Ο φλοιός περιέχει άωρα 

θυµοκύτταρα, διάσπαρτα µακροφάγα και φλοιϊκά επιθηλιακά κύτταρα,  ενώ ο µυελός 

περιέχει πιο ώριµα θυµοκύτταρα  µαζί µε δενδριτικά κύτταρα και µακροφάγα (Εικόνα Γ).  Ο 

ρυθµός παραγωγής Τ κυττάρων από το θύµο µικραίνει σηµαντικά µετά την εφηβεία και 

αυτό συνοδεύεται από  συρρίκνωση του θύµου (3).  

Τα πρόδροµα κύτταρα όταν  φθάνουν στο θύµο από το µυελό των οστών δεν φέρουν τα 

περισσότερα από τα µόρια επιφανείας που χαρακτηρίζουν τα ώριµα  Τ κύτταρα, ανάµεσα σε 

αυτά και τον TCR. Σε αυτό το στάδιο µπορούν να δώσουν είτε δενδριτικά κύτταρα του 

θύµου ή αβ ή γδ θυµοκύτταρα. Οι αλληλεπιδράσεις τους µε το στρώµα του θύµου επάγουν 

διαφοροποίηση, πολλαπλασιασµό και την έκφραση των πρώτων µορίων ειδικών για Τ 

κύτταρα, όπως το CD2. Στο τέλος αυτής της φάσης φέρουν, µάρτυρες χαρακτηριστικούς της 

Τ σειράς (lineage), αλλά δεν εκφράζουν καµία αλυσίδα του Τ υποδοχέα, ούτε κανέναν από 

τους συνυποδοχείς CD4, CD8. Λόγω της έλλειψης  και των δύο συνυποδοχέων, τα 

θυµοκύτταρα στο στάδιο αυτό ονοµάζονται διπλά αρνητικά. Τα διπλά αρνητικά κύτταρα  

αντιπροσωπεύουν το 5% των συνολικών θυµοκυττάρων και είναι αρκετά ετερογενή. Το 

ηηηηη 
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Εικόνα Γ. Η κυτταρική οργάνωση του θύµου. Ο θύµος βρίσκεται πάνω από την καρδιά και αποτελείται από 
πολυάριθµα λοβίδια που το καθένα περιέχει διακριτές φλοιϊκές και µυελικές περιοχές. 
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20% των είναι κύτταρα που έχουν ανασυνδυάσει και εκφράσει στην επιφάνειά τους τις 

αλυσίδες του γδ Τ υποδοχέα και ένα άλλο 20% φέρει αβ Τ υποδοχείς µικρής ποικιλότητας. 

Το υπόλοιπο 60% που είναι και τα «κλασσικά» διπλά αρνητικά κύτταρα  δίνουν τελικά 

ώριµα  γδ και κυρίως αβ Τ κύτταρα  (1, 2).  

Ένα από τα πρώιµα γεγονότα στην ωρίµανση των διπλά αρνητικών θυµοκυττάρων 

είναι ο ανασυνδυασµός της β-αλυσίδας του Τ υποδοχέα. Στην Εικόνα ∆ φαίνονται τα στάδια 

ανασυνδυασµού και έκφρασης των α και β αλυσίδων του Τ υποδοχέα και δίπλα  τα 

αντίστοιχα αναπτυξιακά στάδια των θυµοκυττάρων. Τα Dβ γονιδιακά τµήµατα 

ανασυνδυάζονται µε τα  Jβ και κατόπιν τα Vβ µε τα DJβ. Ο ανασυνδυασµός των τµηµάτων 

της β αλυσίδας αλλά και της α και των γ, δ, και των βαριών και ελαφριών αλυσίδων των 

ανοσοσφαιρινών µεσολαβείται κυρίως από τις λεµφοειδικές πρωτεϊνες Rag-1 και  Rag-2. 

Αν δεν µπορέσει να συντεθεί λειτουργική β αλυσίδα από κανένα από τα δύο οµόλογα 

χρωµοσώµατα του κυττάρου τότε αυτό θα πεθάνει εκτός και αν ανασυνδυάσει επιτυχώς τις 

γ και δ αλυσίδες του.  

Αν έχει δηµιουργηθεί λειτουργική β αλυσίδα, αυτή συνεκφράζεται στην επιφάνεια του 

κυττάρου µε τη µη µεταβλητή αλυσίδα pΤα  (pre-T-cell receptor α chain) σχηµατίζοντας 

έτσι τον πρώιµο TCR (pre-TCR). H κυτταρική σηµατοδότηση που εκπορεύεται από τον pre-

TCR καθορίζει εν µέρει την διαφοροποίηση προς την α:β Τ σειρά  (σε σχέση µε γ:δ), 

σταµατά  τον ανασυνδυασµό της β αλυσίδας στο άλλο αλληλόµορφο (αλληλικός 

αποκλεισµός) και προάγει την επιβίωση των θυµοκυττάρων. Αυτά γίνονται µέσω 

κινητοποίησης Ca2+ και ενεργοποίησης των παραγόντων NF-κΒ και NF-AT (4, 5). O 

κυτταρικός πολλαπλασιασµός είναι έντονος στο στάδιο αυτό και οδηγεί στην παραγωγή των 

πρώιµων CD4+CD8+ θυµοκυττάρων (διπλά θετικά θυµοκύτταρα, DP: Double Positive). 

Ακολουθεί ο Vα-Jα ανασυνδυασµός στον γενετικό τόπο της α αλυσίδας και αν 

δηµιουργηθεί λειτουργική α αλυσίδα  τα κύτταρα θα εκφράσουν τον τυπικό αβ υποδοχέα 

στην επιφάνεια τους, σε χαµηλό όµως επίπεδο (CD4+CD8+ αβ ΤCRlow). Tα κύτταρα αυτά θα 

µπορέσουν να επιβιώσουν για λίγο µόνο χρόνο, εκτός αν επιλεχθούν θετικά.. Η θετική 

επιλογή των θυµοκυττάρων διασφαλίζει ότι ο οργανισµός θα διαθέτει «χρήσιµα»  ώριµα Τ 

κύτταρα µε  ικανότητα αναγνώρισης πεπτιδίων παρουσιαζοµένων από MHC µόρια. Τα 

CD4+CD8+ αβ ΤCRlow θυµοκύτταρα που θα αναγνωρίσουν σύµπλοκα ΜΗC/πεπτίδιο πάνω 

σε φλοιϊκά επιθηλιακά κύτταρα και θα δεχθούν σήµα «µέτριου επιπέδου» θα επιβιώσουν 

και είναι υποψήφια για να διαφοροποιηθούν σε ώριµα  µονά θετικά (SP:Single Positive), 

CD4 ή CD8, θυµοκύτταρα. Η σηµατοδότηση τούτη µεσολαβείται από τον TCR και  

γγγγγγγγ 
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Έκφραση pre-TCR
-επαγωγή CD4/CD8
-λήξη ανασυνδυασµού
β αλυσίδας

-κυτταρικός πολ/σµός
-µεταγραφή α αλυσιδας

Ανασυνδυασµός Vα-Jα
-έκφραση α:β:CD3
-έναρξη επιλογών

Ωριµάζων CD4-CD8-

θυµοκύτταρο

CD25+CD44low 

θυµοκύτταρα

CD25+CD44low 

θυµοκύτταρα

επιφανε
ιακή

επιφανε
ιακή

Εικόνα ∆ . Τα στάδια ανασυνδυασµού και έκφρασης των α, β αλυσίδων του Τ υποδοχέα (TCR). ∆είχνεται 
η αλληλουχία ανασυνδυαστικών γεγονότων, τα  αναπτυξιακά  στάδια  που γίνονται αυτά καθώς και τα 
επιφανειακά µόρια που χαρακτηρίζουν κάθε στάδιο.
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υποβοηθείται από τους συνυποδοχείς CD4 ή CD8 που δεσµεύουν µη πολυµορφικές 

περιοχές των τάξης ΙΙ και Ι MHC µορίων αντίστοιχα. Τα θυµοκύτταρα που ο TCR τους 

αναγνωρίζει πεπτίδια πάνω σε τάξης ΙΙ MHC µόρια θα διαφοροποιηθούν προς CD4+ T 

κύτταρα  ενώ αυτά που ο TCR τους τους αναγνωρίζει πεπτίδια πάνω σε τάξης Ι MHC µόρια 

θα διαφοροποιηθούν προς CD8+. Τα πεπτίδια που είναι κατάλληλα για να παρέχουν το 

«µέτριου επιπέδου» σήµα  για τη θετική επιλογή είναι κυρίως πεπτίδια-ανταγωνιστές και όχι 

αγωνιστές οι οποίοι παρέχουν ισχυρότερο σήµα. Η θετική επιλογή των ανώριµων 

CD4+CD8+ θυµοκυττάρων µέσω χαµηλής συγγένειας αλληλεπιδράσεων ΜΗC/πεπτίδια, και 

µε βάση πειραµατικά δεδοµένα ότι τέτοιες αλληλεπιδράσεις δεν διεγείρουν τα ώριµα Τ 

κύτταρα, υπονοεί ότι τα DP θυµοκύτταρα είναι πιο ευαίσθητα σε συνδέτες (ligands) 

χαµηλής συγγένειας σε σχέση µε τους ώριµους απογόνους τους (αν και κάτω από ορισµένες 

συνθήκες και τα ώριµα Τ κύτταρα αποκρίνονται σε χαµηλής συγγένειας συνδέτες π.χ. 

οµοιστατικός πολλαπλασιασµός) (6). Σηµαντικό είναι ότι περίπου το 95% των  CD4+CD8+ 

θυµοκυττάρων δεν  έχουν αρκετή συνάφεια (avidity) για σύµπλοκα ΜΗC/πεπτίδιου, και 

πεθαίνουν από αµέλεια (neglect) µέσω αποπτωτικού θανάτου (1-3). 

Η αρνητική επιλογή είναι σχεδιασµένη για να αφαιρεί από το ρεπερτόριο των Τ 

κυτττάρων, εκείνους τους κλώνους µε υψηλή δραστικότητα  για συστατικά του εαυτού. 

Τούτο είναι αναγκαίο για την επαγωγή ανοχής (κεντρική ανοχή) και την αποτροπή 

αυτοάνοσων ασθενειών. Έτσι, κατά την αρνητική επιλογή απαλείφονται, επίσης µε 

απόπτωση, τα κύτταρα που δέχονται ισχυρή σηµατοδότηση µέσω του TCR, κάτι που 

σηµαίνει ότι προκαλείται κυρίως από πεπτίδια-αγωνιστές και όχι µερικώς αγωνιστές ή 

ανταγωνιστές. Η περιοχή του θύµου στην οποία επιτελείται η αρνητική επιλογή δεν είναι 

ξεκαθαρισµένη αλλά µάλλον γίνεται κύρια στη µυελική αλλά και στη φλοιϊκή µοίρα. Τα 

ώριµα  πλέον θυµοκύτταρα παραµένουν στο µυελό του θύµου για κάποιο επιπλέον 

διάστηµα (για αδιευκρίνιστους λόγους) και κατόπιν ελευθερώνονται στο εξωθυµικό 

περιβάλλον (1, 2). 

Μετά την επιλογή και ωρίµανση των Τ κυττάρων στο θύµο τα κύτταρα που 

εισέρχονται στην περιφέρεια ονοµάζονται παρθένα (naïve) (επειδή δεν έχουν συναντήσει το 

πεπτίδιο-αγωνιστή) και κυκλοφορούν µεταξύ των δευτερευόντων λεµφοειδών οργάνων 

µέχρι να συναντήσουν το αντιγόνο. Η οργάνωση των πολλών κυτταρικών τύπων που 

απαρτίζουν το ανοσοποιητικό σύστηµα απαιτεί πολύπλοκους οµοιοστατικούς µηχανισµούς 

για να διασφαλιστεί η παρουσία του κάθε κυτταρικού τύπου σε κατάλληλους αριθµούς ώστε 

να διατηρείται η φυσιολογική λειτουργία του συστήµατος. Τέτοιοι µηχανισµοί µπορεί να 

ελέγχουν την παραγωγή λεµφοκυττάρων, την δραστικότητα και διαίρεση των ώριµων 
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λεµφοκυττάρων και τέλος των θάνατό τους. Οι πληθυσµοί των Β και Τ λεµφοκυττάρων 

φαίνεται να ρυθµίζονται ανεξάρτητα (7). Τα πειράµατα που γίνονται για την εξαγωγή 

τέτοιων συµπερασµάτων περιλαµβάνουν µεταφορά Β ή Τ κυττάρων ή και των δύο τύπων σε 

αποδέκτες που δεν έχουν Β ή Τ ή καθόλου λεµφοκύτταρα (λεµφοπενικοί), σε διαφορετικούς 

συνδυασµούς (adoptive transfer experiments). Η δεξαµενή των περιφερικών Τ κυττάρων 

αποτελείται κυρίως  από παρθένα Τ κύτταρα και κύτταρα-µνήµης τα οποία έχουν έρθει σε 

επαφή µε το αντιγόνο στο παρελθόν. Υπάρχουν ενδείξεις ότι οι υποδεξαµενές των 

παρθένων και των κυττάρων µνήµης  υπόκεινται σε ξεχωριστή ρύθµιση. Έτσι,  µετά από 

µεταφορά κυττάρων µνήµης σε ποντίκια-αποδέκτες ελλειµµατικά για Τ κύτταρα, τα 

κύτταρα µνήµης αυξάνουν σε αριθµό (οµοιοστατικός πολλαπλασιασµός) µέχρι να γίνουν 

ίσα µε αυτά ενός φυσιολογικού ποντικιού. Επιπλέον, δεν είναι δυνατόν να αυξηθεί τεχνητά 

η υποδεξαµενή των Τ κυττάρων µνήµης µε µεταφορά µεγάλου αριθµού κυττάρων µνήµης. 

Η ντετερµινιστική εξήγηση για τις δύο ανεξάρτητες υποδεξαµενές είναι ότι από τη µια δεν 

πρέπει να εκτοπίζονται τα παρθένα κύτταρα ώστε να εξασφαλίζεται η ποικιλοµορφία του 

ρεπερτορίου των Τ κυττάρων, και από την άλλη πρέπει να υπάρχει ένας επαρκής αριθµός  Τ 

κυττάρων µνήµης ώστε να εξασφαλίζονται αποτελεσµατικές ανοσοαποκρίσεις.(8).  

Αν και τα CD4 και CD8 κύτταρα αναγνωρίζουν διαφορετικά MHC µόρια και επιτελούν 

διαφορετικές λειτουργίες, φαίνεται να υπάρχει επικάλυψη στη ρύθµιση των περιφερικών 

υποδεξαµενών τους. Έτσι, οι αριθµοί των ολικών Τ κυττάρων είναι σχετικά φυσιολογικοί σε 

ποντίκια ελλειµµατικά σε τάξης Ι ή τάξης ΙΙ MHC ή στους συνυποδοχείς CD4, CD8. 

Επιπλέον, η µεταφορά µικρού αριθµού Τ κυττάρων σε αποδέκτες χωρίς Τ κύτταρα, οδηγεί 

σε επέκτασή τους (expansion), η οποία καταστέλλεται από συν-µεταφορά µεγάλου αριθµού 

CD4 ή CD8 T κυττάρων (9, 10) Επίσης σε ποντίκια διαγονιδιακά για TCR που η µεγάλη 

πλειοψηφία των  Τ  κυττάρων τους είναι CD4 ή CD8 (ανάλογα µε τον TCR, εξαιτίας του 

αλληλικού αποκλεισµού) ο ολικός τους αριθµός είναι σχεδόν φυσιολογικός. Όµως σίγουρα 

υπάρχει κάποια διάκριση µεταξύ των CD4 και CD8 υποδεξαµενών αφού η αναλογία 

CD4:CD8 είναι αυστηρά ρυθµισµένη στα φυσιολογικά ποντίκια  και µετά από µεταφορά 

µεγάλου αριθµού CD4 ή CD8 λεµφοκυττάρων επιστρέφει  στα φυσιολογικά επίπεδα (11). 

Όµως ποιοι είναι οι µηχανισµοί που ρυθµίζουν την επιβίωση και την ικανότητα 

ανανέωσης των παρθένων Τ κυττάρων στην περιφέρεια; Πολλές ερευνητικές οµάδες 

έδειξαν ότι τα MHC µόρια είναι απαραίτητα για τη διατήρηση της περιφερικής δεξαµενής 

των παρθένων  Τ κυττάρων αλλά όχι και των Τ κυττάρων µνήµης (12). Σε διάφορα 

πειραµατικά συστήµατα , τα παρθένα CD4 Τ κύτταρα απαιτούν την παρουσία των τάξης ΙΙ 

MHC µορίων για τη µακροχρόνια επιβίωσή τους (13-15). Σε µία από αυτές τις αναφορές 
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δείχθηκε ότι για τούτο αρκεί ή έκφραση του τάξης ΙΙ MHC µορίου µόνο σε δενδριτκά 

κύτταρα  (15). Αντιστοίχως και τα περιφερικά  παρθένα CD8 T κύτταρα απαιτούν την 

παρουσία τάξης Ι MHC µορίων για τη µακροχρόνια επιβίωσή τους. Έτσι, σε πειράµατα 

µεταφοράς παρθένων CD8 Τ κυττάρων, διαγονιδιακών για TCR, σε αποδέκτες 

ελλειµµατικούς για MHC Ι µόρια, τα κύτταρα  αυτά γρήγορα απέκλιναν σε αριθµό (16, 17). 

Μάλιστα η επιβίωσή τους φαίνεται να εξαρτάται αυστηρά από το συγκεκριµένο MHC I 

αλληλόµορφο που µεσολάβησε τη θετική επιλογή στο θύµο (17). Πρόσφατα όµως υπήρξε 

µια αναφορά ότι η επιβίωση παρθένων CD4 Τ κυττάρων δεν συνδέεται άµεσα µε την 

αλληλεπίδραση του TCR τους µε  MHC µόρια  (18) κάτι που αλλάζει την αντίληψη για την 

επιβίωση των παρθένων Τ κυττάρων και δηµιούργησε µία επιστηµονική διχογνωµία. (19). 

Τελευταία δείχθηκε ότι και κυττοκίνες, όπως η IL-7, εµπλέκονται τόσο στην επιβίωση όσο 

και στον οµοιστατικό πολλαπλασιασµό παρθένων CD8 T κυττάρων (20). Τα µοριακά 

µονοπάτια που διέπουν την επιβίωση των παρθένων Τ  κυττάρων φαίνεται να είναι εν µέρει  

διαφορετικά από αυτά που διέπουν τον οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό, καθώς η έλλειψη 

λειτουργικής Lck (βλ.επόµενη παράγραφο) επηρεάζει µόνο τον οµοιοστατικό 

πολλαπλασιασµό αλλά όχι και την επιβίωση των παρθένων Τ κυττάρων (21).  

 Οι παραπάνω απαιτήσεις των CD8 κυττάρων  για ΜΗC Ι µόρια δεν είναι αναγκαίες 

για την επιβίωση των CD8 Τ κυττάρων µνήµης. Για παράδειγµα, CD8+ T κύτταρα µνήµης 

µπορούν να επιβιώνουν και να πολλαπλασιάζονται οµοιοστατικά σε λεµφοπενικούς 

αποδέκτες ακόµα και χωρίς την έκφραση MHC Ι µορίων (16, 17), γεγονός που υπονοεί ότι η 

επιβίωσή τους δεν απαιτεί σηµατοδότηση µέσω TCR. Τουλάχιστο για τα CD8 Τ κύτταρα 

µνήµης, υπάρχουν ενδείξεις ότι η οµοιόστασή τους (επιβίωση και πολλαπλασιασµός 

απουσία αντιγόνου) ρυθµίζεται θετικά   από την IL-15 (22, 23), µια κυττοκίνη που 

παράγεται από πολλούς κυτταρικούς τύπους αλλά όχι από Τ κύτταρα.(24). Επιπλέον για τη 

δηµιουργία και την επιβίωση CD8 Τ κυττάρων µνήµης σηµαντικό ρόλο παίζει η IL-7 (20). 

 

3. Ενεργοποίηση Τ κυττάρων 

 

Όπως προαναφέρθηκε η ενεργοποίηση του Τ κυττάρου από το αντιγόνο γίνεται µέσω 

της αλληλεπίδρασης των  Τ υποδοχέων µε συνδέτες αποτελούµενους από πεπτιδικά 

αντιγόνα (πεπτίδια-αγωνιστές) και µόρια του µείζονος συµπλόκου ιστοσυµβατότητας. Για 

να διασφαλιστεί όµως ο πολλαπλασιασµός και η διαφοροποίηση των Τ κυττάρων, πρέπει 

µια ποικιλία βοηθητικών µορίων και µορίων προσκόλλησης των Τ κυττάρων να 

αλληλεπιδράσει µε τους αντίστοιχους υποδοχείς στα APC. Όλες αυτές οι πρωτεΐνες 
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οργανώνονται, µε  υψηλό βαθµό οργάνωσης, σε ένα σχηµατισµό στη ζώνη επαφής των δύο 

κυττάρων που ονοµάζεται ανοσολογική σύναψη (25). Η ανοσολογική σύναψη 

χαρακτηρίζεται από την µεγάλη συσσώρευση επιφανειακών µορίων σε οµόκεντρες ζώνες 

σχηµατίζοντας µια µορφή σαν «µάτι», διαµέτρου αρκετών µm (26) (Εικόνα 5). 

 Για τη δηµιουργία της απαιτείται η σύνδεση ΤCR µε MHC-πεπτίδιο και η επακόλουθη 

σηµατοδότηση µέσω TCR. Η δηµιουργία  της λοιπόν, δεν φαίνεται να είναι προϋπόθεση για 

την ΤCR-σηµατοδότηση αλλά  µάλλον σταθεροποιεί τη σηµατοδότηση αυτή για το 

παρατεταµένο διάστηµα που απαιτείται για την ενεργοποίηση της γονιδιακής έκφρασης 

(25). Στα Τ κύτταρα πολλοί κυτταροπλασµατικοί και µεµβρανικοί µεσολαβητές σήµατος 

(όπως Lck, Fyn LAT,CD4) αλλά όχι και το σύµπλοκο TCR/CD3, βρίσκονται κυρίως σε 

domains της κυτταρικής µεµβράνης που ονοµάζονται λιπιδιακές σχεδίες (lipid rafts). Μετά 

την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων, και άλλα µόρια συσσωρεύονται στις σχεδίες οι οποίες 

φαίνεται να µεσολαβούν µεταξύ της TCR-σηµατοδότησης και της αναδιοργάνωσης του 

κυττοσκελετού ακτίνης. Έτσι, τα κέντρα οργάνωσης µικροσωληνίσκων προσανατολίζονται 

προς το σηµείο επαφής του Τ κυττάρου µε το APC φτιάχνοντας την «υποδοµή» για τη 

δηµιουργία της ανοσολογικής σύναψης (27) και πολώνουν (polarize) το κύτταρο έτσι ώστε 

να εστιάζεται η απελευθέρωση δραστικών µορίων προς το κύτταρο-στόχο, όπως στην 

περίπτωση των CD8 Τ κυττάρων.  κκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκκ 

 

Εικόνα E. Η ανοσολογική σύναψη. Παρουσιάζεται  αναλυτικά η πλευρική όψη καθώς και σχηµατικά η κάτοψη της 
σύναψης που σχηµατίζεται µεταξύ ενός Τ κυττάρου και ενός κυττάρου-αντιγονοπαρουσιαστή (APC). ∆ιακρίνονται οι 
οµόκεντρες ζώνες που σχηµατίζονται από τις επιφανειακές πρωτεΐνες που παρουσιάζονται στο υπόµνηµα.

Εικόνα E. Η ανοσολογική σύναψη. Παρουσιάζεται  αναλυτικά η πλευρική όψη καθώς και σχηµατικά η κάτοψη της 
σύναψης που σχηµατίζεται µεταξύ ενός Τ κυττάρου και ενός κυττάρου-αντιγονοπαρουσιαστή (APC). ∆ιακρίνονται οι 
οµόκεντρες ζώνες που σχηµατίζονται από τις επιφανειακές πρωτεΐνες που παρουσιάζονται στο υπόµνηµα.
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ΙΤΑΜ

-Υ

καλσινευρίν

αποφωσφορυλιωµένος
           NFAT 

Πυρήνας

ενεργός ΝF-κΒ

Εικόνα ΣΤ. Σηµατοδοτικά µονοπάτια που συνδέονται µε ενεργοποίηση των Τ κυττάρων. Παρατίθενται 
τα κυριότερα µονοπάτια της µεταγωγής σήµατος που εκπορεύεται από διέγερση του TCR. ∆ιακρίνεται 
η αλληλουχία των φωσφορυλιώσεων σε τυροσίνες που έχει σαν αποτέλεσµα την ενεργοποίηση 
µεταγραφικών παραγόντων και την είσοδό τους στον πυρήνα. 
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Ο αβTCR δε µπορεί αφ’ εαυτού να µετάγει σήµα στο εσωτερικό του Τ κυττάρου µετά 

τη δέσµευση του σε ΜHC-πεπτίδιο συνδέτη. Σε γειτνία µε αυτόν βρίσκεται το σύµπλοκο 

των CD3 αλυσίδων που αποτελείται από τις αλυσίδες CD3γ, CD3δ, CD3ε και CD3ζ. Οι 

αλυσίδες αυτές είναι µέλη της οικογένειας των υποµονάδων µεταγωγής σήµατος από 

ανοσοϋποδοχείς και περιέχουν ένα σηµαντικό µοτίβο σηµατοδότησης γνωστό σαν ΙΤΑΜ 

(Ιmmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). H συντηρηµένη αλληλουχία σε κάθε 

ΙΤΑΜ είναι ΥΧΧL(X)6-8YXXL. Οι CD3-γ, -δ και –ε αλυσίδες περιέχουν από ένα ΙΤΑΜ 

ενώ η CD3ζ περιέχει τρία. Οι CD3 αλυσίδες οργανώνονται σαν διµερή γ/ε, δ/ε και ζ/ζ. Οι 

δύο τυροσίνες καθενός ΙΤΑΜ της CD3ζ αλυσίδας φωσφορυλιώνονται από κινάσες της Src 

οικογένειας (την Lck και/ή την Fyn) δίνοντας τις φωσφορυλιωµένες µορφές p23 και p21 

που παρατηρούνται κυρίως σε ενεργοποιηµένα και µη, Τ κύτταρα αντίστοιχα (28). Τα 

θυµοκύτταρα ποντικιών ελλειµατικών σε CD3ε είναι καθηλωµένα στο διπλά αρνητικό 

στάδιο και δεν υπάρχουν ώριµα αβ Τ κύτταρα στην περιφέρεια (29), και το ίδιο περίπου 

συµβαίνει και σε ποντίκια ελλειµατικά για τη  CD3γ αλυσίδα (30)  επειδή οι αλυσίδες αυτές 

είναι απαραίτητα συστατικά του pre-TCR συµπλόκου. Στα ποντίκια που είναι ελλειµατικά 

για την CD3δ αλυσίδα τα θυµοκύτταρα δεν µπορούν να αναπτυχθούν πέρα από το διπλά 

αρνητικό στάδιο (30),  ενώ η έλλειψη της ζ αλυσίδας επηρεάζει την ωρίµανση και την 

επιλογή των θυµοκυττάρων (31) αλλά όχι στον ίδιο βαθµό καθώς βρίσκεται και µικρός 

αριθµός ώριµων Τ κυττάρων στην περιφέρεια των ζώων. Παρά τις µεγάλες διαταραχές που 

προκαλούνται στην ανάπτυξη των Τ κυττάρων από την έλλειψη των CD3 αλυσίδων δεν 

συµβαίνει το ίδιο όταν έχουν επιλεκτικά «καταστραφεί» τα ΙΤΑΜs της κάθε υποµονάδος. 

Έτσι σε ποντίκια µε «κατεστραµµένα» όλα τα ΙΤΑΜs της  CD3ζ αλυσίδας γίνεται 

φυσιολογική ανάπτυξη λειτουργικών Τ κυττάρων αλλά πιθανώς επηρεάζεται το ρεπερτόριο 

τους και οι αποκρίσεις τους σε χαµηλές δόσεις πεπτιδίου (32, 33). Οµοίως, σε ποντίκια µε  

µη λειτουργικό το  ΙΤΑΜ της CD3ε δείχθηκε ότι η µεταγωγή σήµατος από αυτό δεν 

απαιτείται για την ωρίµανση των Τ κυττάρων αλλά συνεισφέρει ποσοτικά στην 

ενεργοποίησή τους, και επιδρά  εκλεκτικά στην επιβίωση στην περιφέρεια ορισµένων Τ 

κλώνων  επηρεάζοντας έτσι το ρεπερτόριο τους (34). Eνώ η µη λειτουργικότητα 

ανεξάρτητων ΙΤΑΜs δεν είναι καταστροφική για τις αποκρίσεις των Τ κυττάρων, φαίνεται 

να υπάρχει κάποιο κατώφλι, κάτω από το oπoίο δεν µπορεί να µειωθεί ο αριθµός των 

λειτουργικών ΙΤΑΜs, χωρίς να βλαφτεί σηµαντικά η σηµατοδότηση (32) κάτι που 

συνηγορεί υπέρ ενός ποσοτικού µοντέλου σχέσης σηµατοδότησης-βιολογικού 

αποτελέσµατος. 
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Μετά τη φωσφορυλίωση των ΙΤΑΜs, η ZAP-70, µία κινάση τυροσίνης πρωτεϊνών, 

στρατολογείται στη κυτταροπλασµατική ουρά της CD3ζ, όπου και φωσφορυλιώνεται από 

τις κινάσες Lck ή Fyn (35). Μετά την ενεργοποίησή της η ZAP-70 κινάση φωσφορυλιώνει 

τις πρωτεϊνες LAT (Linker of Activation in T cells) και SLP-76. Η φωσφορυλιωµένη σε 

τυροσίνες LAT στρατολογεί κρίσιµα σηµατοδοτικά µόρια στη µεµβράνη όπως την PLCγ,  

την κινάση της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης-3, τη Grb2 και τις Sos, Cbl,  SLP-76, Vav που 

αλληλεπιδρούν µε την Grb2. Η LAT είναι απαραίτητη για την ενεργοποίηση των ΝFAT, 

AP1 (Nuclear Factor of Activated T cells, Activating-Protein 1) και για την σύζευξη του 

ΤCR µε τα µονοπάτια σηµατοδότησηςτων PLCγ-Ca2+ και Ras. H SLP-76 συνεισφέρει, και 

αυτή, στη βέλτιστη ενεργοποίηση των σηµατοδοτικών µονοπατιών Ca2+ και Ras (28) 

(Εικόνα ΣΤ). Οι ενεργοποιηµένοι, από τα παραπάνω µονοπάτια, µεταγραφικοί παράγοντες 

ΝF-κB, NF-AT, AP1, Egr και άλλοι, εισέρχονται στον πυρήνα όπου και συµµετέχουν στην 

µεταγραφή πλήθους πρωτεϊνών (περίπου 70, µε σηµαντικότερη την IL-2) που σχετίζονται 

µε κυτταρική διαίρεση, έκκριση κυττοκινών και διαφοροποίηση των Τ κυττάρων προς 

κύτταρα-τελεστές. 

Αν και η δέσµευση του συµπλόκου ΜΗC/αντιγόνου στον TCR είναι αναγκαία, δεν 

είναι και επαρκής για τη βέλτιστη ενεργοποίηση των Τ κυττάρων. Για αυτήν χρειάζονται 

και αρκετά βοηθητικά µόρια στην επιφάνεια του Τ κυττάρου. Έγινε ήδη αναφορά στον 

επικουρικό  ρόλο των συνυποδοχέων CD8 και CD4 στην αναγνώριση του συνδέτη. Αυτά, 

µαζί και µε τον βοηθητικό υποδοχέα CD45 συµµετέχουν και σε άµεση σηµατοδότηση. 

Υπάρχουν και άλλα επιφανειακά µόρια που ενισχύουν  την προσκόλληση του Τ κυττάρου 

στο ΑPC αλλά έχουν και συνδιεγερτικό (costimulatory) ρόλο στις αποκρίσεις των Τ 

κυττάρων στο αντιγόνο. Η ενεργοποίηση των Τ κυττάρων µπορεί να περιγραφεί σύµφωνα 

µε το µοντέλο των δύο σηµάτων, όπου το σήµα 1 περιγράφει τα σήµατα που εκπορεύονται 

µόνο από τον TCR ενώ το σήµα 2 αναφέρεται στα σήµατα που προέρχονται από 

συνδιεγερτικά µόρια. Έτσι, σαν συνδιεγερτικά ορίζονται από πολλούς τα µόρια που 

ενισχύουν την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων χωρίς να αλλάζουν το σήµα 1 αν και η 

διάκριση δεν είναι πάντα ξεκάθαρη. 

To LFA-1 (Leucocyte Function-associated Antigen-1), πάνω στα Τ κύτταρα, 

δεσµεύεται µε τα ICAM-1, -2, -3 (InterCellular Adhesion Molecules) στα APC, ενώ το CD2 

µόριο των Τ κυττάρων δεσµεύεται στα LFA-3/CD58 ή CD48 των APC (1). Οι 

αλληλεπιδράσεις LFA-1-ICAM-1 και CD2-CD48 ενισχύουν την ενεργοποίηση  T κυττάρων 

σε χαµηλές συγκεντρώσεις αντιγόνου µε παρόµοιους µηχανισµούς, και µάλιστα   µε 

προσθετικό τρόπο. O ρόλος τους είναι κυρίως ενισχυτικός της προσκόλλησης και κατά 
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δεύτερο λόγο συνδιεγερτικός (36). Το CD28 επιφανειακό µόριο κυττάρων είναι το πιο 

αποτελεσµατικό και καλά µελετηµένο συνδιεγερτικό µόριο των Τ κυττάρων. Οι συνδέτες 

του πάνω στους «επαγγελµατίες» APCs είναι τα µόρια CD80/B7.1 και CD86/B7.2. Η 

σηµατοδότηση από το CD28 γίνεται µέσω της κινάσης της φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης-3 και 

οδηγεί στην επαγωγή IL-2 και άλλων κυττοκινών, καθώς και της Bcl-xL που είναι 

αντιαποπτωτική πρωτεΐνη (37). Επίσης, η σύνδεση του  CD28 µε τα Β7 επιµηκύνει τις 

αποκρίσεις των Τ κυττάρων και ενισχύει την διακυτταρική προσκόλληση (38). Πρόσφατα, 

χαρακτηρίστηκαν δύο νέα συνδιεγερτικό µόρια. Το ICOS, που ο συνδέτης του είναι το Β7h, 

και η διέγερση του έχει παρόµοια αποτελέσµατα µε αυτή του CD28, µε εξαίρεση την 

επαγωγή της IL-2 (39). Το 4-1ΒΒ/CD137, µε συνδέτη το 4-1ΒΒL, είναι ένα µέλος της 

TNFR υπεροικογένειας και βρέθηκε να έχει συνδιεγερτικό ρόλο στα CD4 και στα CD8 

κύτταρα επάγοντας µεταξύ άλλων πολλαπλασιασµό, έκκριση ΙL-2 και ΙFNγ (40, 41). O 

κατάλογος των συνδιεγερτικών µορίων στην ενεργοποίηση των Τ κυττάρων βαίνει 

αυξανόµενος κάτι που δικαιολογεί και τον πλεονασµό (redundancy) στη λειτουργία τους. 

 

4. Κύτταρα τελεστές 

Ο συνδυασµός αντιγόνου και συνδιεγερτικών µορίων κινητοποιεί, όπως περιγράφηκε, 

πλήθος σηµατοδοτικών µηχανισµών στο παρθένο, έως τότε, Τ κύτταρο. Κάποιοι από αυτούς 

οδηγούν στην έκφραση της IL-2 και του υποδοχέα της, IL-2R. H IL-2 επάγει την κλωνική 

επέκταση του Τ κυττάρου και τη διαφοροποίηση των απογόνων του. Μετά από 4-5 ηµέρες 

έντονου πολλαπλασιασµού τα Τ κύτταρα διαφοροποιούνται προς κύτταρα τελεστές που 

συνθέτουν όλες τις απαιτούµενες πρωτεΐνες για την εξειδικευµένη λειτουργία τους σαν 

βοηθητικά ή κυτταροτοξικά. 

Ένα CD4 T κύτταρο που πολλαπλασιάζεται µπορεί να διαφοροποιηθεί σε Th1 ή Th2. 

Σηµαντικό ρόλο σε αυτήν την αναπτυξιακή απόφαση παίζουν οι κυττοκίνες IL-4 και IL-12, 

που παράγονται από κύτταρα που συµµετέχουν στη πρωταρχική ανοσία. Η IL-4 ευνοεί τη 

διαφοροποίηση προς Τh2, ενώ η IL-12 και η IFNγ τη διαφοροποίηση προς Τh1. Οι δύο 

αυτοί κυτταρικοί τύποι εκκρίνουν, όπως περιγράφηκε παραπάνω, διαφορετικές κυττοκίνες. 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσµα η παραγωγή κυρίως Τh1 κυττάρων να οδηγεί σε επικράτηση της 

κυτταρικής ανοσίας ενώ τα Τh2 να οδηγούν σε επικράτηση της χυµικής ανοσίας (1). Τα 

δραστικά µόρια που παράγονται από CD8 κύτταρα τελεστές διακρίνονται σε δύο 

κατηγορίες: Τις κυττοκίνες και διάφορες  µεµβρανικές πρωτεϊνες όπως η IFNγ,  ΙL-2, IL-

2R, CD44, CD69, CD2, LFA-1 (42), και τις κυττοτοξίνες. 
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Oι κυττοτοξίνες περιλαµβάνουν την περφορίνη, τις γκρανζύµες (granzymes) 

(πρωτεάσες σερίνης), τον ΤΝF και τον FasL. H περφορίνη και οι γκρανζύµες, που 

µεσολαβούν τους κύριους κυτταροτοξικούς µηχανισµούς των CD8 Τ κυττάρων, βρίσκονται 

προαποθηκευµένες σε λυτικά κοκκία. Τα κοκκία αυτά απελευθερώνουν το περιεχόµενό 

τους, µε Ca2+-εξαρτώµενο τρόπο µετά την αναγνώριση του αντιγόνου στο κύτταρο στόχο. Η 

απελευθέρωση γίνεται αυστηρά µόνο στο σηµείο επαφής των δύο κυττάρων αποτρέποντας 

έτσι την θανάτωση γειτονικών κυττάρων από τα δραστικά µόρια που απελευθερώνονται. Η 

περφορίνη µπορεί µέσω πολυµερισµού, να σχηµατίσει διαµεµβρανικούς πόρους στη 

κυτταρική µεµβράνη του κυττάρου-στόχου που επιτρέπουν σε γκρανζύµες, νερό και άλατα 

να διέλθουν στο εσωτερικό του µε αποτέλεσµα τη γρήγορη θανάτωσή του. Οι γκρανζύµες, 

και ειδικά η γκρανζύµη  Β, δρουν µέσω ενεργοποίησης ανενεργών µορφών των κασπασών. 

Τελικά, ενεργοποιείται η CAD (CAD:Caspase-Activated Deoxyribonuclease) νουκλεάση 

που οδηγεί στην αποικοδόµηση του DNA του κυττάρου-στόχου (χαρακτηριστικό γεγονός 

της απόπτωσης). Σε απόπτωση, µέσω παρόµοιου µονοπατιού ενεργοποίησης κασπασών, 

µπορούν να οδηγήσουν και οι πρωτεΐνες TNF (Tumor Necrosis Factor) και FasL που 

εκκρίνονται από τους κυτταροτοξικούς τελεστές και δεσµεύονται σε αντίστοιχους υποδοχείς 

στα κύτταρα-στόχους. Τα CD8 κύτταρα-τελεστές δεν απαιτούν συν-διέγερση για να 

δράσουν και η ταχύτητα δράσης τους είναι εντυπωσιακά µεγάλη- 5min είναι αρκετά για να 

«προγραµµατίσουν» τον θάνατο του κυττάρου-στόχου(1, 43). 

 

5. Ανοχή Τ κυττάρων 

Είδαµε πόσο αποτελεσµατικές και γρήγορες είναι οι απαντήσεις του ανοσοποιητικού 

συστήµατος σε είσοδο ξένων αντιγόνων, για παράδειγµα µετά από µία µόλυνση, και αυτό 

είναι πολύ σηµαντικό για την εξασφάλιση της οµοιόστασης και ακεραιότητάς του 

οργανισµού. Οι ανοσοαπαντήσεις µεταξύ άλλων περιλαµβάνουν και θεαµατική επέκταση 

συγκεκριµένων κλώνων (clonal expansion) T και B κυττάρων που αποκτούν και δράση 

τελεστών. 

Εξίσου σηµαντικά είναι α) η επαναφορά  του ανοσολογικού συστήµατος στην αρχική 

του κατάσταση (µε εξαίρεση τα νέα κύτταρα-µνήµης) διότι η ύπαρξη µεγάλου αριθµού 

συγκεκριµένων κλώνων συναγωνίζεται τις άλλες ειδικότητες και θα µείωνε την ικανότητα 

απάντησης του ανοσοποιητικού σε έναν νέο εισβολέα και επιπλέον τα κύτταρα-τελεστές 

µπορούν να διεγείρουν παράπλευρα (by-stander) άλλες ειδικότητες µε ανεπιθύµητες 

συνέπειες β) η εξάλειψη ή η ανενεργοποίηση κλώνων που µπορούν λόγω της ειδικότητας 
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του υποδοχέα τους να «επιτεθούν» εναντίον κυττάρων ή ιστών του εαυτού, που εκφράζουν 

συγκεκριµένα αντιγόνα που αναγνωρίζονται από τους αντίστοιχους υποδοχείς. 

 

5.1 Κεντρική Ανοχή 

Η ανοχή εαυτού (self-tolerance) είναι µια φυσιολογική κατάσταση που χαρακτηρίζεται 

από την ανικανότητα του οργανισµού για ανοσοαπάντηση έναντι ιδίων συστατικών και 

επιτυγχάνεται µε πολλούς διαφορετικούς «κεντρικούς» και «περιφερικούς» µηχανισµούς 

που αλληλοσυµπληρώνονται. Ο όρος κεντρική ανοχή αναφέρεται σε µία κατάσταση που 

εγκαθιδρύεται µέσω µηχανισµών που λειτουργούν κατά την ανάπτυξη και διαφοροποίηση 

των λεµφοκυττάρων στα κεντρικά λεµφοειδή όργανα και αποτρέπουν  τα άωρα  

λεµφοκύτταρα που φέρουν αντιγονικούς υποδοχείς µε µεγάλη συγγένεια για αντιγόνα-

εαυτού να γίνουν ώριµα (εν δυνάµει αυτοδραστικά) περιφερικά λεµφοκύτταρα. 

Όσο αφορά τα Τ λεµφοκύτταρα η µηχανισµοί που οδηγούν στην κεντρική ανοχή 

λαµβάνουν χώρα, όπως αναφέρθηκε, στο θύµο και µάλιστα κυρίως κατά την αρνητική 

επιλογή. Στη κεντρική ανοχή των Τ κυττάρων παίζουν ρόλο το αναπτυξιακό στάδιο των 

θυµοκυττάρων, το είδος των αντιγονοπαρουσιαστών, η συγκέντρωση και ο τρόπος 

παρουσίασης του αντιγόνου. Όσο αφορά το αναπτυξιακό στάδιο, φαίνεται ότι τα 

θυµοκύτταρα µπορούν  να επιλεγούν αρνητικά σε όλα τα στάδια από την έκφραση του TCR 

έως την ωρίµανσή τους σε SP T κύτταρα (44-47). Τα κύτταρα που µεσολαβούν την 

αρνητική επιλογή φαίνεται να είναι κυρίως επαγγελµατίες APCs, αλλά έχουν αναφερθεί και 

φλοϊικά και µυελικά επιθηλιακά κύτταρα του θύµου και ακόµα και τα ίδια τα θυµοκύτταρα 

αν και υπάρχουν αντικρουόµενα αποτελέσµατα (48-51). Η συγκέντρωση του αντιγόνου και 

η πρόσβαση του στο θύµο είναι µια σηµαντική παράµετρος για την αποτελεσµατικότητα της 

αρνητικής επιλογής. Σε  αρκετά συστήµατα µε διαφορετικά αντιγόνα έχει δειχθεί ότι µικρές 

συγκεντρώσεις αντιγόνου στο θύµο δεν είναι αρκετές για την επαγωγή πλήρους κεντρικής 

ανοχής. Αυτό είναι σηµαντικό, γιατί πολλά αντιγόνα δεν εκφράζονται ή δεν έχουν 

πρόσβαση στο θύµο ή ανιχνεύονται εκεί σε µικρές µόνο ποσότητες και έτσι ειδικότητες Τ 

κυττάρων µε µεγάλη συγγένεια προς αυτά µπορούν να παρακάµψουν την αρνητική επιλογή 

και να εξέλθουν ως ώριµα στην περιφέρεια του ζώου.  

Η σηµατοδότηση µόνο µέσω TCR δεν είναι αρκετή για την απαλοιφή των 

θυµοκυττάρων και άρα κάποιου είδους συνδιέγερση πρέπει να απαιτείται κατά την αρνητική 

επιλογή τους. Αν και αρχικές µελέτες έδειξαν ότι για την συνδιέγερση είναι αναγκαία η 

αλληλεπίδραση CD28-B7, τα CD28-/- ποντίκια  παρουσίαζαν ελαφρά µόνο ελαττωµένη  

αρνητική επιλογή. ∆ύο άλλα µόρια µε συνδιεγερτικές ιδιότητες στα ώριµα Τ κύτταρα, τα 
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CD2 και LFA-1, δεν φαίνεται να ενισχύουν την αρνητική επιλογή (52). Οι επιφανειακές 

πρωτεΐνες CD5, CD43 έχουν κάποια συνδιεγερτική ικανότητα στην αρνητική επιλογή µετά 

από ένεση µικρών δόσεων υπεραντιγόνων σε CD5-/- και  CD43-/- ποντίκια. Να σηµειωθεί ότι 

τα τελευταία αποτελέσµατα αφορούν την απαλοιφή ηµιώριµων (semimature) µυελικών 

HSAhiCD4+CD8- (HSA:Heat Stable Antigen) θυµοκυττάρων, ενώ για την  απαλοιφή των 

CD4+CD8+ κυττάρων τα µόρια CD5 και CD43 δεν παίζουν κανένα ρόλο (46) ενώ αντίθετα 

το CD40L έχει κάποιο συνδιεγερτικό ρόλο (53). Τα παραπάνω υπονοούν ότι η αρνητική 

επιλογή απαιτεί συνδυασµένη δράση συνδιεγερτικών µορίων, κάτι που περιγράφηκε 

παραπάνω και για τη ενεργοποίηση των ώριµων παρθένων Τ κυττάρων. 

Ασαφή αποτελέσµατα έχουν αναφερθεί για τα µόρια που µεσολαβούν τον αποπτωτικό 

θάνατο των αρνητικά επιλεγµένων θυµοκυττάρων όσο αφορά το Fas (47, 54, 55) και τους 

υποδοχείς του ΤΝF (TNFRs) (56). Είναι ακόµα πιθανό ο θάνατος των CD4+CD8+ κυττάρων 

που παρουσιάζεται µετά από ένεση του πεπτιδίου-αγωνιστή  σε ποντίκια διαγονιδιακά για 

TCR, να οφείλεται εν πολλοίς σε παράπλευρο αποτέλεσµα από τις κυττοκίνες που 

εκκρίνονται από τη διέγερση των περιφερικών Τ κυττάρων ή από κορτικοστεροειδή  που 

είναι τοξικά για τα CD4+CD8+ κύτταρα (57).  

 

5.2 Περιφερική Ανοχή Τ κυττάρων 

5.2.1 Μηχανισµοί και Μοντέλα Περιφερικής Ανοχής  

Τα αυτοδραστικά, λοιπόν, Τ κύτταρα µπορεί να απαλοιφούν στο θύµο, µε τις 

προϋποθέσεις που αναφέρθηκαν, αλλά υπάρχουν και άλλοι µηχανισµοί που διασφαλίζουν 

ανοχή απέναντι στα αντιγόνα που εκφράζονται εκτός θύµου. 

Μερικά από αυτά τα αντιγόνα µπορεί να µην παρουσιάζονται σε κατάλληλη µορφή και 

να αγνοούνται από το ανοσοποιητικό σύστηµα. Η αιτία της κλωνικής άγνοιας (clonal 

ignorance) µπορεί να είναι ότι δεν διεγείρεται το πρωταρχικό ανοσοποιητικό σύστηµα ή/και 

δεν υπάρχει έκφραση του σήµατος 2, ή το αντιγόνο είναι ανατοµικά αποµονωµένο από τα Τ 

λεµφοκύτταρα (58).  

Ένας δεύτερος µηχανισµός ανοχής αυτοδραστικών Τ κυττάρων είναι η κλωνική 

απαλοιφή (59, 60). H απαλοιφή αυτή µπορεί να παρουσιαστεί και σε έλλειψη του σήµατος 

2. Έτσι αν Τ κύτταρα εκτεθούν σε αντιγόνο είτε παρουσία ανταγωνιστών του Β7 είτε  αν 

προέρχονται από CD28-/- ποντίκια πεθαίνουν µε απόπτωση (58). 

H περιφερική κλωνική απαλοιφή δεν είναι σχεδόν ποτέ πλήρης. Συχνά όµως 

εναποµείναντα αυτοδραστικά Τ κύτταρα έχουν υποστεί αρκετές αλλαγές που τα έχουν 

οδηγήσει σε µια υποδραστική λειτουργική κατάσταση. Παρόµοιας λειτουργικής κατάστασης 
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Τ κύτταρα µπορούν να προκύψουν µε πολλούς τρόπους (βλ. παρακάτω) και 

κατηγοριοποιούνται όλα υπό τον όρο «άνεργα Τ κύτταρα» (κλωνική ανέργεια). Η επαγωγή 

της ανέργειας σε ώριµα Τ κύτταρα έχει γίνει αντικείµενο έρευνας για αρκετά χρόνια και 

πολλά πειραµατικά πρωτόκολλα έχουν δοκιµαστεί λόγω των αναµενόµενων εφαρµογών σε 

αυτοάνοσα νοσήµατα και σε µεταµοσχεύσεις. Έτσι, επαγωγή περιφερικής ανοχής T 

κυττάρων µπορεί να επιτευχθεί κάνοντας επαναλαµβανόµενες ενέσεις σε ποντίκια µε µεγάλες 

ή µικρές δόσεις διαλυτού  αντιγόνου ενδοφλέβια ή ενδοπεριτοναιϊκά, ενώ οι εφάπαξ δόσεις 

συνήθως  δεν είναι αποτελεσµατικές (61, 62). Αντίθετα οι υποδερµικές ενέσεις προάγουν την 

ανοσία και όχι την ανοχή (63) και µάλλον αυτό οφείλεται στην πρόσληψη του αντιγόνου από 

τα κύτταρα Langerhans που είναι πολύ αποτελεσµατικοί αντιγονοπαρουσιαστές, ενώ στην 

περίπτωση της ενδοφλέβιας εισόδου του αντιγόνου η παρουσίαση γίνεται κυρίως από τα 

παρθένα B κύτταρα της σπλήνας που είναι ανίκανα για συνδιέγερση. Σηµαντικό σε αυτά τα 

πρωτόκολλα είναι να γίνεται η ένεση απουσία ενισχυτικού (adjuvant) (64), ενώ η επαγωγή 

ανέργειας µπορεί να υποβοηθηθεί από συν-ένεση αντι-CD4+ αντισωµάτων (60). Σε ένα άλλο 

πειραµατικό σύστηµα ποντικιών µε διαγονιδιακό TCR, η ενδοθυµική ένεση αντιγόνου είχε 

σαν αποτέλεσµα την απαλοιφή των θυµοκυττάρων και την επαγωγή µακροχρόνιας ανέργειας 

στα περιφερικά CD4+ Τ κύτταρα (65). `Σε άλλα πρωτόκολλα επαγωγής ανοχής, η ανέργεια 

των Τ κυττάρων επιτυγχάνονταν ταΐζοντας τα ζώα µε αντιγόνο, και για αυτό ονοµάστηκε 

ανοχή από του στόµατος (oral tolerance) (66). Επιπλέον,  ανέργεια  T κυττάρων µπορεί να 

επαχθεί και µε ενέσεις βακτηριακών  υπεραντιγόνων σε ποντίκια (67). 

Άλλα µοντέλα µελέτης περιφερικής ανοχής Τ κυττάρων περιλαµβάνουν ποντίκια 

διαγονιδιακά για έναν TCR και συγχρόνως διαγονιδιακά για το αντιγόνο που αναγνωρίζει 

αυτός ο υποδοχέας . Σε τέτοια µοντέλα µπορεί να υπάρχει εµφανής ή όχι αρνητική επιλογή 

στο θύµο (κεντρική ανοχή), όµως εµφανίζεται και ένας µικρός κατά κανόνα αριθµός 

περιφερικών Τ κυττάρων που φέρουν τον «αυτοδραστικό» TCR λόγω µη πλήρους κλωνικής 

απαλοιφής στην περιφέρεια. Tα κύτταρα αυτά δεν πολλαπλασιάζονται σε απόκριση στο 

αντιγόνο, in vitro και in vivo, και έχουν µειωµένες λειτουργίες κυττάρων- τελεστών 

(κυτταροτοξικότητα και έκκριση κυττοκινών), είναι δηλαδή άνεργα (60, 68, 69). Παρόµοια 

µορφής ανέργεια παρατηρείται και σε πειράµατα µεταφοράς, διαγονιδιακών για  ΤCR, CD4 ή 

CD8 κυττάρων σε ποντίκια που εκφράζουν το αντίστοιχο αντιγόνο (59, 60). Στα παραπάνω 

µοντέλα, µε εξαίρεση ίσως αυτό των διπλά διαγονιδιακών ποντικιών, προηγείται 

πολλαπλασιασµός των Τ κυττάρων, µετά την είσοδο του αντιγόνου ή τη µεταφορά των 

λεµφοκυττάρων και ακολουθεί η εµφάνιση της ανέργειας.  
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5.2.2 Το Μοριακό Υπόβαθρο της Περιφερικής Ανοχής 

Τα αίτια της επαγωγής της ανέργειας δεν είναι τελείως σαφή και οριοθετηµένα. Υπάρχει 

πάντως η γενική αντίληψη ότι η διέγερση του TCR από το αντιγόνο (σήµα 1) απουσία 

συνδιέγερσης (σήµα 2) in vivo και in vitro οδηγεί στην εµφάνιση ανέργειας που 

χαρακτηρίζεται και από ανικανότητα παραγωγής IL-2 (70, 71). Υπάρχουν όµως και αναφορές 

επαγωγής ανέργειας σε CD8 T κύτταρα in vitro (72)  και in vivo [Tanchot, 1998 #137] 

παρουσία και των δύο σηµάτων και τότε η ανέργεια εξηγείται σαν ένα είδος 

απευαισθητοποίησης των Τ κυττάρων λόγω της διαρκούς παρουσίας του αντιγόνου ( 

χαρακτηρίζεται σαν «antigen persistence» ή σαν «chronic exposure to antigen»). H άνεργη 

κατάσταση µπορεί να αναστραφεί µερικώς, αν κατά την επαναδιέγερση των κυττάρων 

προστεθεί εξωγενής IL-2 (που αποκαθιστά το σήµα 2) (60, 61) αν και υπάρχουν συστήµατα 

που δεν παίζει κανένα ρόλο (73). Το γεγονός ότι η ΙL-2 συχνά δεν αναστρέφει τον άνεργο 

φαινότυπο µπορεί να συσχετιστεί µε την αδυναµία έκφρασης του υποδοχέα µε  υψηλή 

συγγένεια για ΙL-2 (δηλαδή του υποδοχέα IL-2R που φέρει και την α αλυσίδα (CD25) µετά 

την αντιγονική ενεργοποίηση των κυττάρων (73, 74). 

 Είναι πλέον καλά χαρακτηρισµένο ότι η ανικανότητα παραγωγής IL-2 οφείλεται σε 

ελάττωµα στο επίπεδο της µεταγραφής. Η µοριακή βάση του ελαττώµατος τούτου είναι η 

ελαττωµένη ενεργοποίηση κάποιων ΜAPK (Μitogen-Activatad Protein Kinases) µετά από 

διέγερση άνεργων Τ κυττάρων . Τόσο η ERK-1 όσο και JNK-1, -2 κινάσες επηρεάζονται όχι 

ως προς την ποσότητά τους αλλά ως προς την ενεργότητά τους (75-77) και µάλλον αυτό 

οφείλεται σε αναστολή της ενεργοποίησης του Ras (77). Η µειωµένη ERK ενεργότητα έχει 

σαν αποτέλεσµα τη µειωµένη µεταγραφή των c-Fos, FosB και JunB και συνεπακόλουθα 

µειωµένα σύµπλοκα ΑP-1 (Fos-Jun) που µεσολαβούν την µεταγραφή του γονιδίου της IL-2 

(78). Σε άλλα in vitro συστήµατα τα άνεργα CD4 Τ κύτταρα είχαν αυξηµένη 

φωσφορυλιωµένη PLCγ1 και ελλαττωµένο ενδοκυτταρικό Ca2+ µετά από διέγερση (79). Σε in 

vivo µοντέλα ανέργειας CD8 Τ κυττάρων έχει επίσης βρεθεί ελαττωµένη κινητοποίηση Ca2+ 

µετά από ενεργοποίηση τους,  αν και τα αποτελέσµατα ήταν αντίθετα ως προς τα 

ενδοκυτταρικά του επίπεδα προ της ενεργοποίησης (61, 73). Πάντως φαίνεται ότι το πρότυπο, 

της επαγόµενης από  TCR, εγγύς φωσφορυλίωσης σε τυροσίνες (δηλαδή στα CD3ε, CD3ζ, 

ΖΑP-70) δεν σχετίζεται µε την επαγωγή ανέργειας από πεπτίδια-αγωνιστές ή µερικά 

αγωνιστές (80). 

Σε άλλα πειραµατικά µοντέλα ανέργειας είναι µειωµένο το επίπεδο έκφρασης του TCR  

(59, 69, 81) ή και του συνυποδοχέα (59) και ο φαινότυπος της µικρής ικανότητας απόκρισης 

των Τ κυττάρων είχε αποδοθεί κυρίως σε αυτό. 
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Πρόσφατα καταδείχθηκε ότι σηµαντικό ρόλο στην επαγωγή άνεργου φαινοτύπου σε T 

κύτταρα µετά από ενεργοποίησή τους, παίζουν επαγόµενα επιφανειακά µόρια των Τ 

κυττάρων, όπως η CTLA-4 και η PD-1, που αλληλεπιδρούν µε µέλη της Β7 οικογένειας. Tα 

CTLA-4-/- ποντίκια αναπτύσσουν µια θανατηφόρο λεµφοϋπερπλαστική ασθένεια µε 

πολυοργανική λεµφοκυτταρική διήθηση δείχνοντας το ρόλο της CTLA-4 στη διατήρηση της 

οµοιόστασης των Τ κυττάρων (82). Η συγγένεια των Β7.1 και Β7.2  µε την CTLA-4 είναι 20-

50 φορές υψηλότερη από την αντίστοιχη µε το CD28 (83). H CTLA-4 εκφράζεται στην 

επιφάνεια Τ κυττάρων µετά την ενεργοποίησή τους, µε µέγιστο στις 48 ώρες (84), ενώ η 

έκφραση και ο ρόλος της στα παρθένα Τ κύτταρα είναι αµφιλεγόµενα. Η CTLA-4 έχει ένα 

αναγκαίο ρόλο στην επαγωγή ανέργειας in vivo, καθώς CTLA-4-/- CD4 T κύτταρα µε 

διαγονιδιακό ΤCR δεν µπορούν να καταστούν άνεργα όταν τους δοθεί κατάλληλο ερέθισµα 

που ανεργοποιεί τα αντίστοιχα CTLA-4+/+. Επιπλέον, η αντίσταση των CTLA-4-/- T 

κυττάρων στην ανάπτυξη ανοχής δεν συσχετίζεται µε ελάττωµα τους για αποπτωτικό θάνατο 

επαγόµενο  από ενεργοποίηση (AICD:Activation Induced Cell Death) (85). Η δέσµευση της 

CTLA-4 στους συνδέτες της µειώνει την ικανότητα πολλαπλασιασµού των Τ κυττάρων µετά 

απο επαναδιέγερση και την παραγωγή IL-2, IL-4 και IFNγ από αυτά. Τα παραπάνω φαίνεται 

να είναι το αποτέλεσµα ρύθµισης του κυτταρικού κύκλου από τη CTLA-4 (µπλοκάρει την 

µετάβαση από G1 σε S φάση επηρρεάζοντας την έκφραση και δραστικότητα cdk κινασών και 

τη φωσφορυλίωση της Rb) καθώς και της εξασθένισης της δραστικότητας των AP-1, NF-AT 

και NF-κB µεταγραφικών παραγόντων στα ενεργοποιηµένα Τ κύτταρα µετά τη σύνδεση της 

CTLA-4 (85, 86). 

H PD-1 είναι µια µεµβρανική πρωτεΐνη µε δοµικές οµοιότητες µε τη CTLA-4, που η 

έκφρασή της επάγεται µεταγραφικά σε ενεργοποιηµένα Τ και Β λεµφοκύτταρα. Tα PD-1-/- 

ποντίκια αναπτύσσουν συµπτώµατα παρόµοια µε του λύκου (lupus), όπως αρθρίτιδα και 

σπειραµατονεφρίτιδα. Επιπρόσθετα, σε PD-1-/- ποντίκια διαγονιδιακά για έναν TCR µε 

ειδικότητα ενάντια στο H-2Ld αναπτυσσόταν χρόνια και συστηµική ασθένεια τύπου 

αντίδρασης µοσχεύµατος κατά ξενιστή (graft-versus-host disease)  όταν αυτά βρίσκονταν στο 

H-2b/d  γενετικό υπόβαθρο. Παρόλο που η αρνητική επιλογή στο θύµο ήταν εµφανής, 

περιφερικά CD8 T κύτταρα από τα ποντίκια αυτά εµφάνιζαν φαινότυπο κυττάρων-µνήµης 

και διηθούσαν αρκετούς ιστούς (87). Πρόσφατα, ταυτοποιήθηκε ο συνδέτης του PD-1, o PD-

L1, που ανήκει στην Β7 οικογένεια αλλά έχει διαφορετικό πρότυπο έκφρασης από τα Β7.1 

και Β7.2, και δείχθηκε ότι η σύνδεσή  PD-1 µε PD-L1 αναστέλλει τον πολλαπλασιασµό T 

κυττάρων και την έκκριση κυττοκινών από αυτά (88). 
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Ένας άλλος µηχανισµός επαγωγής και διατήρησης της περιφερικής ανοχής είναι η 

ανοσοκαταστολή µέσω ρυθµιστικών (κατασταλτικών) Τ κυττάρων. Καλά χαρακτηρισµένα 

τέτοια κύτταρα είναι ένας θυµικής προέλευσης CD4+CD25+ πληθυσµός που εµφανίζεται 

τόσο στα ποντίκια όσο και στον άνθρωπο και χαρακτηρίζεται σαν άνεργος µιας και 

«αποκρίνεται» λίγο σε διέγερση όπως µε αντι-CD3 και αντι-CD28. Tα κύτταρα αυτά 

µπορουν και παράγουν IL-10 και TGF-β, που θεωρούνται κυττοκίνες κατασταλτικές για Τ 

κύτταρα, αν και είναι αβέβαιο αν αυτές µεσολαβούν τις κατασταλτικές τους ιδιότητες. Τα 

CD4+CD25+ Τ κύτταρα άπαξ και διεγερθούν µέσω TCR µπορούν να καταστείλουν την 

ενεργοποίηση άλλων Τ κυττάρων και αυτό έχει µελετηθεί κυρίως σε µικτές αντιδράσεις 

λευκοκυττάρων (MLR:Mixed Leukocyte Reaction) και σε µοντέλα επαγωγής αυτοάνοσων 

καταστάσεων µετά από πειράµατα µεταφοράς Τ λεµφοκυττάρων (89). Κατασταλτική δράση 

άνεργων CD4+  T έχει αναφερθεί και σε άλλο σύστηµα όπου τα άνεργα, ρυθµιστικά CD4+ T 

δηµιουργήθηκαν  µετά από συνεχείς αντιγονικές διεγέρσεις και µπορούσαν να καταστείλουν 

τις ανοσοαποκρίσεις παρθένων Τ κυττάρων (90). 

 

6. O Παράγοντας Νέκρωσης Όγκων (TNF) 

O ανθρώπινος TNF είναι µια κυττοκίνη που αποτελείται από 157 αµινοξέα. Υπάρχει σε 

διαλυτή µορφή ή σε µορφή δεσµευµένη σε µεµβράνη που περιέχει 76 επιπλέον αµινοξέα η 

οποία µπορεί να υδρολυθεί από µεταλλοπρωτεϊνάσες. Στη βιολογικά ενεργή του µορφή ο 

TNF είναι οµοτριµερής και στην τρισδιάστατη απεικόνισή του έχει µορφή τριγωνικής 

πυραµίδας. 

Ο TNF παράγεται κυρίως από µονοκύτταρα και ενεργοποιηµένα µακροφάγα. Άλλες 

πηγές του είναι τα ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα, τα µαστοκύτταρα, τα ουδετερόφιλα, τα 

κερατινοκύτταρα, τα αστροκύτταρα, τα κύτταρα µικρογλοίας, τα κύτταρα λείων µυϊκών ινών, 

κάποια εντερικά κύτταρα και καρκινικά κύτταρα. Ο TNF µπορεί να δράσει σε ιστούς µακριά 

από το σηµείο παραγωγής του («ορµονική» δράση) ή τοπικά, σε γειτονικά κύτταρα 

(παρακρινής δράση) (91). Πολλά είναι τα ερεθίσµατα που επάγουν την παραγωγή του TNF, 

και συµπεριλαµβάνουν τον λιποπολυσακχαρίτη  LPS (που είναι και το ισχυρότερο ερέθισµα), 

τους εστέρες φορβόλης, τα µιτογόνα,  και τις κυττοκίνες IL-1, IL-2, CSF-1, GM-CSF και τον 

ίδιο τον TNF (92). Οι πολλαπλές δράσεις του TNF µεσολαβούνται από δύο διαφορετικούς, 

υψηλής συγγένειας, υποδοχείς, τον TNFR55/TNFRI/p55/CD120a και τον 

TNFR75/TNFRII/p75/CD120b µε τον δεύτερο να είναι υψηλότερης συγγένειας στο ποντίκι 

(91), και επιπλέον να είναι ο κύριος υποδοχέας για τον µεµβρανικό TNF (93). Ο TNF και οι 

υποδοχείς του ανήκουν στην υπεροικογένεια TNF/TNFR και χαρακτηρίζονται από αυτή τη 
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συµµετρία 3ης τάξης που καθορίζει και τη στοιχειοµετρία τους. Οι συνδέτες στην οικογένεια 

αυτή είναι πρωτεΐνες τύπου 2, που βρίσκονται τόσο σε πρόδροµη µεµβρανική µορφή όσο και 

σε ώριµη διαλυτή µορφή. Και οι δύο µορφές είναι βιολογικά ενεργές όταν οµοτριµεριστούν 

(94). Σηµαντικό είναι να αναφερθεί ότι άλλο ένα µέλος των συνδετών αυτής της οικογένειας, 

η LΤα (Lymphotoxin α), µπορεί να δεσµευθεί στους TNFRI και ΤΝFRII µε παρόµοιο τρόπο 

µε τον TNF (σαν οµοτριµερές) αλλά και στον υποδοχέα ΗVEM (Ηerpes simplex Virus Entry 

Mediator) ή στον υποδοχέα LTαβR σαν ετεροτριµερές µε την LTβ (95). 

Ο TNF θεωρείται σαν µια ισχυρή προφλεγµονώδης (proinflammatory) κυττοκίνη που 

εµπλέκεται στην παθογένεση χρόνιων τοπικών ή συστηµικών  φλεγµονών. Έτσι µεταξύ 

άλλων, προάγει  την  ενεργοποίηση και διαφοροποίηση των µακροφάγων, την συσσώρευση 

µονοπύρηνων σε αγγεία, την εµφάνιση πυρετού (µέσω απελευθέρωσης προσταγλανδινών 

στον υποθάλαµο), και την παραγωγή των πρωτεϊνών οξείας φάσης (acute phase proteins) 

(92).  

Ο TNF παίζει σηµαντικό ρόλο και  στο σηπτικό σοκ που επάγεται από βακτήρια (που 

περιέχουν µεγάλες ποσότητες LPS), στο οποίο υπάρχει σηµαντική έκκριση TNF από τα 

ενεργοποιηµένα µακροφάγα στο συκώτι, σπλήνα και αλλού. Η συστηµατική απελευθέρωση 

TNF προκαλεί  απώλεια πλάσµατος λόγω αυξηµένης αγγειακής διαπερατότητας, και 

ανώµαλη ενδοαγγειακή πήξη του αίµατος που οδηγεί σε θροµβώσεις µικρών αγγείων σε 

ζωτικά όργανα,  κάτι που συνήθως είναι θανατηφόρο (1). 

 

 

6.1 Σηµατοδότηση µέσω των TNFRs 

Ο TNF έχει και κυτταροτοξικές ιδιότητες έναντι µεγάλης ποικιλίας ανθρώπινων και 

ποντικίσιων κυττάρων και σειρών που ενισχύονται από αναστολείς της µεταγραφής ή της 

µετάφρασης, κάτι που είναι ένδειξη για την ύπαρξη προστατευτικών παραγόντων. Ο ρόλος 

των υποδοχέων του TNF στην κυτταροτοξικότητα του TNF είναι αµφιλεγόµενος και έτσι 

είναι αβέβαιο ποιος υποδοχέας είναι ο κύριος µεσολαβητής της. Το µεγάλο εύρος των 

δράσεων του TNF εξηγείται εν µέρει από την έκφραση των TNFRs σε σχεδόν όλα τα 

εµπύρηνα κύτταρα. Αν και τα περισσότερα κύτταρα εκφράζουν TNFRI και TNFRII, η 

έκφραση των γονιδίων αυτών ρυθµίζεται διαφορικά σε διαφορετικούς κυτταρικούς τύπους. 

Το γονίδιο TNFRI φαίνεται  να ελέγχεται από ένα µη επαγόµενο υποκινητή που µόνο ελαφρά 

ενεργοποιείται από ερεθίσµατα όπως ο TNF, η  IL-1, και οι εστέρες φορβόλης. Αντίθετα ο 

ΤΝFRII εκφράζεται σε πολύ διαφορετικά επίπεδα (έως 100 φορές διαφορά) ανάµεσα σε 

κυτταρικούς τύπους και σειρές. Έτσι η έκφραση του TNFRII αυξάνει  στα Β και Τ 
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λεµφοκύτταρα από  µιτογόνα, στα µακροφάγα από LPS και στα ΝΚ από IL-2, ενώ δεν 

επηρεάζεται από αυτά η έκφραση του TNFRI (96). O TNFRI υποδοχέας (όπως και άλλοι της 

TNF/TNFR υπεροικογένειας) φέρει ένα µοτίβο στην κυτταροπλασµατική του ουρά που 

ονοµάζεται «επικράτεια θανάτου» (DD:Death Domain).  Αρχικά επικρατούσε η αντίληψη ότι 

οι υποδοχείς της οικογένειας τριµερίζονταν κατόπιν της δέσµευσης του συνδέτη και ο 

τριµερισµός ήταν το έναυσµα για τη σηµατοδότηση µέσω αυτών. Όµως πρόσφατες ενδείξεις 

οδηγούν στην αντίληψη ότι τα τριµερή TNFRΙ σύµπλοκα είναι σχηµατισµένα πριν τη 

δέσµευση του συνδέτη, και ότι η δέσµευσή του επάγει µια αλλαγή στον προσανατολισµό των 

αλυσίδων του υποδοχέα στο τριµερές σύµπλοκο, που διευκολύνει τη µεταγωγή σήµατος (97). 

Το προσχηµατισµένο σύµπλοκο των υποδοχέων TNFRI δεν µπορεί να σηµατοδοτήσει  επειδή 

είναι δεσµευµένη σε αυτό η πρωτεΐνη SODD (Silencer Of Death Domains), που 

απελευθερώνεται µόνο µετά από την σύνδεση µε TNF (98). 

Mετά την ενεργοποίηση του TNFRI, η DD προσελκύει την πρωτεϊνη-προσαρµοστή 

ΤRADD, και οι δύο πρωτεϊνες αλληλεπιδρούν µέσω των DD τους (Εικόνα Ζ). Όµοια, µέσω 

DD-DD επαφών, αλληλεπιδρά η TRADD µε τη FADD. Τελικά η στρατολόγηση της 

κασπάσης-8 ή –10 µέσω της FADD αποτελεί το έναυσµα της σειράς ενζυµικών αντιδράσεων 

που οδηγούν στην απόπτωση. Σε αυτό συνηγορούν και αποτελέσµατα µε FADD-/- και 

κασπάση-8-/- κύτταρα που είναι ανθεκτικά σε θανάτωση µε TNF (99). Στο σύµπλοκο 

σηµατοδότησης του TNFRI , η ενεργοποίηση του υποδοχέα µπορεί να οδηγήσει στη 

στρατολόγηση των RIP και TRAF2 µέσω του TRADD. H RIP είναι µια κινάση που περιέχει 

DD και  είναι κρίσιµη για την ενεργοποίηση του NF-κΒ (µέσω αλληλεπίδρασης µε IKKγ 

(100)) ενώ η TRAF2 ενεργοποιεί το µονοπάτι των ΜΑΡK που οδηγεί και σε ενεργοποίηση 

του AP-1 (101). Η έλλειψη της RIP ή της TRAF2 οδηγεί σε υπερευαισθησία στην 

 

Εικόνα 8. Η σηµατοδότηση που εκπορεύεται από τους TΝFR υποδοχείς.

Apoptosis 

Εικόνα Ζ. 
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κυτταροτοξικότητα επαγόµενη από TNF (99). Έτσι ο TNFRI υποδοχέας µπορεί να οδηγήσει 

σε αποκρίσεις επιβίωσης/ενεργοποίησης/φλεγµονής ή σε απόπτωση µέσω διαφορετικών 

πρωτεϊνών-προσαρµοστών (Εικόνα Ζ). 

Ο υποδοχέας TNFRII, δεν έχει κυτταροπλασµατική DD αλλά περιέχει ένα συντηρηµένο 

µοτίβο που επιτρέπει τη δέσµευση των TRAF πρωτεϊνών. Η διέγερση του TNFRII από τον 

συνδέτη του οδηγεί στην στρατολόγηση των TRAF1, TRAF2  και των cIAP1, cIAP2 

(IAP:Inhibitors of Apoptosis Proteins). To σύµπλοκο TRAF1-TRAF2-cIAP1-cIAP2 µπορεί 

να στρατολογηθεί και στο σύµπλοκο σηµατοδότησης του TNFRI προσδίδοντας 

αντιαποπτωτικές λειτουργίες αφού καταστέλλει την ενεργοποίηση της κασπάσης-8 (102) 

(Εικόνα Ζ). 

Αν και, όπως αναφέρθηκε, το µονοπάτι σηµατοδότηση που εκπορεύεται από τον TNFRII 

δεν καταλήγει άµεσα σε απόπτωση, εν τούτοις η σύνδεσή του µπορεί να αποτελέσει το 

έναυσµα για αποπτωτικό θάνατο (103, 104). Μια υπόθεση ήταν ότι o ΤΝFRII µπορεί να 

ενισχύει το θάνατο που επάγεται από TNFRI µε το να δεσµεύει πρώτος τον TNF (λόγω 

µεγαλύτερης συγγένειας) και κατόπιν να τον «περνάει» στον TNFRI (“ligand-passing” 

model) (105). Όµως υπάρχουν περιπτώσεις θανάτωσης κυττάρων µε αντισώµατα ειδικά για  

TNFRII ή µε µεταλλαγµένο TNF που µπορεί να δεσµευτεί µόνο στον TNFRII και έτσι το 

µοντέλο «µεταβίβασης του συνδέτη» δεν µπορεί να είναι καθολικό (104). Υπάρχουν 

πειραµατικά δεδοµένα ότι η σηµατοδότηση µέσω TNFRΙΙ  οδηγεί σε αποικοδόµηση του 

TRAF2, κάτι που µετατοπίζει τη σηµατοδότηση του TNFRI από την ενεργοποίηση των 

ΜΑΡΚ στο θάνατο, παρά την αύξηση του ενεργού NF-κΒ. Επιπλέον, η στρατολόγηση 

TRAF2 στον TNFRII στερεί τον TNFRI από TRAF2 συνεισφέροντας περαιτέρω στο 

παραπάνω αποτέλεσµα (106). 

Και για τους δύο υποδοχείς έχει δειχθεί ότι µπορούν να εκκρίνονται τόσο in vivo όσο και 

in vitro (διάχυση υποδοχέων: receptor shedding) και συνεπώς υπάρχουν στον οργανισµό σε 

δύο µορφές, τη διαλυτή και τη µεµβρανική. H διάχυση του TNFRII είναι πιο συχνή από του 

TNFRI. Ανάµεσα στους παράγοντες που επάγουν τη διάχυση αυτών των δύο υποδοχέων είναι 

οι εστέρες φορβόλης, ο TNF, οι θειόλες και τα ρετινοειδή. Αν και η πρωτεάση που ευθύνεται 

για τη διάχυσή τους δεν έχει ταυτοποιηθεί, φαίνεται να είναι µια µεταλλοπρωτεάση (107). 

Είναι αυτονόητο ότι η ρύθµιση της διάχυσης των TNF υποδοχέων έχει µεγάλη σηµασία για 

το αποτέλεσµα της δράσης του TNF καθώς υπάρχει συναγωνισµός για τον συνδέτη µεταξύ 

της µεµβρανικής και της διαλυτής µορφής των υποδοχέων. Τούτο καταδεικνύεται σε κάποιες 

αυτοφλεγµονώδεις ασθένειες που οφείλονται σε µεταλλαγές στο TNFRI γονίδιο, και στις 

οποίες υπάρχει ελλατωµατική διάχυση και κατά συνέπεια χαµηλότερα επίπεδα διαλυτού 
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TNFRI υποδοχέα αλλά αντίθετα  αυξηµένα επίπεδα µεµβρανικού (108). Οι αριθµός των 

διαφορετικών, πιθανών εκβάσεων της  αλληλεπιδρασης  TNF-ΤΝFRs γίνεται ακόµα 

µεγαλύτερος  αν λάβουµε υπόψη πρόσφατα δεδοµένα που συνηγορούν στο ότι ο µεµβρανικός 

TNF µπορεί και αυτός να µετάγει σήµα στο εσωτερικό του κυττάρου. Έτσι, σε ανθρώπινα 

µονοκύτταρα και µακροφάγα η σηµατοδότηση µέσω του µεµεβρανικού TNF αναστέλλει την 

παραγωγή IL-1, IL-6, IL-10 και TNF που παράγονται µετά από επαγωγή µε LPS (109). Η 

κυτταροπλασµατική επικράτεια του µεµβρανικού TNF έχει ένα µοτίβο για φωσφορυλίωση 

από τύπου Ι κινάση καζεϊνης. Τούτο το µοτίβο φωσφορυλιώνεται µετά από κατεργασία µε 

LPS ενώ αποφωσφορυλιώνεται από διαλυτό TNFRI µε σύγχρονη αύξηση του 

ενδοκυτταρικού ασβεστίου (110). 

 

 

6.2 Ο ρόλος του TNF στα  Τ κύτταρα 

Εκτός από τις καλά χαρακτηρισµένες ιδιότητες του TNF ως προφλεγµονώδη κυττοκίνη, 

σχετικά πρόσφατα έχουν συσσωρευτεί ενδείξεις, ότι παίζει άµεσο ρόλο στη ρύθµιση του 

προσαρµοστικού ανοσοποιητικού συστήµατος, και ειδικά των Τ κυττάρων. Πολλές εργασίες 

δείχνουν ότι οι αλληλεπιδράσεις TNF/TNFRs εµπλέκονται στον πολλαπλασιασµό, στις 

λειτουργίες και  στον αποπτωτικό θάνατο των Τ κυττάρων που επάγεται από ενεργοποίηση 

(AICD) αν και πολλά αποτελέσµατα είναι, τουλάχιστον φαινοµενικώς, αντιφατικά. Αρχικά 

λοιπόν, δείχθηκε ότι διαλυτός TNF µπορεί να ενισχύσει τον πολλαπλασιασµό ανθρώπινων 

CD4 και CD8 Τ κυττάρων  όταν διεγείρονται µε χαµηλές δόσεις αντι-CD3 in vitro και τον 

πολλαπλασιασµό των CD4 Τ κυττάρων σε υποβέλτιστες συνθήκες παρουσίασης αντιγόνου 

(111). Παροµοίως, προσθήκη διαλυτού TNF (ή λεµφοτοξίνης α (LTα), που ανήκει στην TNF 

οικογένεια) σε ανθρώπινη MLR αντίδραση ενίσχυε τον πολλαπλασιασµό των Τ κυττάρων 

(112). Αργότερα, δείχθηκε ότι εξωγενής TNF ή αντισώµατα εναντίον του TNFRII µπορούν 

να ενισχύσουν τον πολλαπλασιασµό ανθρώπινων θυµοκυττάρων ή περιφερικών Τ κυττάρων 

όταν διεγείρονται µε κονκαβαλίνη A (ConA), κάτι που δεν επιτυγχάνεται µε αντι-TNFRI 

αντισώµατα. Μάλιστα σε αυτή την εργασία δείχθηκε ότι και η LTα µπορεί να διεγείρει τον 

πολλαπλασιασµό θυµοκυττάρων µέσω δέσµευσης στον  TNFRII (113). Από άλλες 

ερευνητικές οµάδες δείχθηκε επίσης η ενισχυτική δράση του εξωγενούς TNF σε ανθρώπινα T 

κύτταρα όταν διεγερθούν από αντι-CD3 ή PMA (εστέρας φορβόλης) και επιπλέον αντι-ΤΝF 

αντισώµατα που εξουδετέρωναν τον ενδογενή TNF, µπορούσαν να παρεµποδίσουν τον 

πολλαπλασιασµό των Τ κυττάρων καθώς και την έκφραση της IL-2Rα αλυσίδας και την 

ενεργοποίηση του NF-κΒ των (114). Ο in vivo ρόλος του TNFRI σε αποκρίσεις  
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αλλοδραστικότητας (alloreactivity) T κυττάρων δείχθηκε σε πειράµατα µε ποντίκια 

ελλειµατικά για αυτή την πρωτεϊνη. Έτσι, TNFRI-/- T κύτταρα µεταφερόµενα σε αποδέκτες 

κατάλληλου MHC απλοτύπου δεν µπορούσαν να επάγουν ασθένεια µοσχεύµατος-κατά-δότη 

τόσο αποτελεσµατικά όσο τα αντίστοιχα προερχόµενα από αγρίου τύπου ή TNFRII-/- ποντίκια 

και επιπλέον εµφάνιζαν µειωµένη παραγωγή  ΙFNγ και TNF. Τα TNFRI-/- T κύτταρα σε ΜLR 

αντίδραση in vitro, πολλαπλασιάζονταν λιγότερο έντονα, παρουσίαζαν µικρή 

κυτταροτοξικότητα  και παρήγαγαν λιγότερη IL-2 και IFNγ , ενώ παραδόξως σε  διέγερσή 

τους µε αντι-CD3 και αντι-CD28 δεν παρουσίαζαν ελαττωµατικό πολλαπλασιασµό (το ίδιο 

ίσχυε και για διέγερση µε Con A) ή παραγωγή IL-2 και επιπλέον παρήγαγαν πολύ 

µεγαλύτερη του φυσιολογικού ποσότητα IFNγ (115). 

Πιο πρόσφατα βιβλιογραφικά δεδοµένα έδειξαν ότι η ουδετεροποίηση του TNF in vivo 

σε µοντέλο ασθένειας µοσχεύµατος-κατά-δότη σε ποντίκια, εµποδίζει την επαγωγή 

κυτταροτοξικότητας CD8 Τ κυττάρων επειδή µειώνεται η παραγωγή ΙFNγ από αυτά και 

συνεπακόλουθα η επαγωγή Fas από τα Β λεµφοκύτταρα στόχους (116). Επίσης, in vitro 

πειράµατα µε TNFRII-/- Τ κύτταρα έδειξαν ότι τόσο τα CD8 όσο και τα CD4 κύτταρα 

πολλαπλασιάζονται σε µικρότερο βαθµό όταν διεγερθούν µε αντι-CD3 σε σχέση µε τα αγρίου 

τύπου. Ο µικρότερος πολλαπλασιασµός των TNFRII-/- CD8 Τ κυττάρων συνοδευόταν από 

χαµηλότερη έκφραση των µαρτύρων ενεργοποίησης CD69 και CD25 και µικρότερη 

παραγωγή ΙFNγ και IL-2. H µειωµένη ικανότητά τους για πολλαπλασιασµό σε σχέση µε τα 

αγρίου τύπου ανακτώταν µερικώς, αν η διέγερση µε αντι-CD3 συνοδεύονταν από 

συνδιέγερση µε αντι-CD28 (117). 

 

6.2.1 Ο ρόλος του TNF στον AICD 

Η προσθήκη εξωγενούς TNF σε ποντικίσιους ή ανθρώπινους βλάστες Τ κυττάρων 

προάγει την απόπτωσή τους κάτι που συµβαίνει και µε την προσθήκη LT τουλάχιστο όσο 

αφορά τους ανθρώπινους βλάστες. Στο ίδιο σύστηµα, αντισώµατα εναντίον ταυτόχρονα και 

των δύο TNFRs είχαν παρόµοιο αποτέλεσµα (118). Σε πειράµατα µε Τ κύτταρα από TNFRI-/-

, TNFRII-/-, ή TNFRI-/-TNFRII-/- ποντίκια δείχθηκε ότι ο TNF συνεισφέρει  στον AICD κύρια 

των CD8 T κυττάρων µέσω του TNFRII, ενώ ο FasL µεσολαβεί τον AICD των CD4 µετά 

από διέγερση µε αντι-CD3 in vitro (119). Σε πειράµατα µε ποντίκια διαγονιδιακά για TCR 

και ελλειµµατικά για Fas, (lpr/lpr),η ένεση του πεπτιδίου αγωνιστή προκαλεί µειωµένο 

αποπτωτικό θάνατο στα CD4 T κύτταρα σε σχέση µε τα ποντίκια αγρίου τύπου, µόνο αν στο 

ποντίκι ενεθεί εξουδετερωτικό  αντίσωµα για TNF, το οποίο όµως παρουσία λειτουργικού  

Fas δεν έχει καµµία επίδραση (120). Μελέτες των αποκρίσεων CD8 T κυττάρων έγιναν σε 
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διαγονιδιακά για ΤCR, TNFRI-/- ποντίκια. Μετά από ενέσεις χαµηλών δόσεων πεπτιδίου τα 

TNFRI-/- CD8 T κύτταρα αποπίπτουν µε αργότερους ρυθµούς από τα αντίστοιχα TNFRI+/+ 

(στις υψηλές συγκεντρώσεις δεν υπάρχουν διαφορές), παρόλο που δεν φαίνονται διαφορές 

στη φάση της ενεργοποίησης τους. ∆ιαφορές δεν διαπιστώθηκαν ούτε και στην επαγωγή 

ανέργειας που εκδηλώνεται µερικές µέρες µετά τη φάση ενεργοποίησης (121). Σε άλλο 

πειραµατικό σύστηµα, µε υπερδιέγερση CD8 T κυτταρικών σειρών δείχθηκε ότι ο AICD τους 

µεσολαβείται από σηµατοδότηση µέσω TNFRII που οδηγεί και σε µείωση της Bcl-2 (122).  

Eνώ η καθεστηκυία άποψη ήταν ότι ο AICD των Τ κυττάρων µεσολαβείται κυρίως από 

Fas ή/και TNFRs υπάρχουν διάφορα πειραµατικά δεδοµένα που εξασθενίζουν αυτή την 

αντίληψη. Τέτοια προέκυψαν από την µελέτη του AICD των Τ κυττάρων σε lpr/lpr, TNFRI-/- 

και TNFRII-/- ποντίκια µετά από ένεση υπεραντιγόνων όπου δεν ανιχνεύθηκαν διαφορές στον 

AICD ανάµεσα στους διάφορους γονοτύπους (123). Επιπρόσθετα, η απαλοιφή TCR-

διαγονιδιακών CD8 T κυττάρων ειδικών για LCMV (Lymphocytic Choriomeningitis Virus) 

µετά από διαµόλυνση των ποντικιών µε τον ιό δεν εξαρτάται από TNF και Fas (σε πειράµατα 

µε TNF-/-, TNFRI-/- ή/και lpr/lpr ποντίκια) και το ίδιο συµβαίνει και µετά από ενέσεις 

αντιγόνου ενώ αν ενεθούν µικρές ποσότητες αντιγόνου εµφάνιζεται ελαφρώς ελαττωµατικός 

AICD στα lpr/lpr ζώα (124). Πολύ παρόµοια πειράµατα έδειξαν επίσης ότι ούτε ο  ΤΝFRI 

ούτε ο Fas απαιτούνται για την απαλοιφή CD8 T κυττάρων µετά από µόλυνση µε ιό ή ένεση 

µεγάλης δόσης αντιγόνου, αλλά η συνδυασµένη απουσία τους ή η απουσία µόνο του TNFRI  

από τα Τ κύτταρα είναι υπεύθυνη για την µειωµένη επαγωγή ανοχής σε αυτά µετά από 

ενέσεις αντιγονικού πεπτιδίου (125). 

 

 

 

6.2.2 TNF και αυτοάνοσες ασθένειες που µεσολαβούνται από Τ κύτταρα 

Τα τελευταία χρόνια έχουν συσσωρευθεί πολλές ενδείξεις ότι ο TNF εµπλέκεται στην 

παθογένεση αρκετών αυτοάνοσων ασθενειών όπως η ρευµατοειδής αρθρίτιδα (RA), η 

σκλήρυνση κατά πλάκας (MS), και ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου Ι (IDDM:Insulin 

Dependent Diabetes Mellitus). O ρόλος του δεν είναι ξεκάθαρος µιας και η απορύθµιση της 

παραγωγής του µπορεί να είναι προστατευτική ή παθογόνος για την πρόοδο της ασθένειας. Οι 

αντιτιθέµενες δράσεις του TNF έχουν δειχθεί σε αρκετά πειραµατικά µοντέλα ασθενειών σε 

ζώα (126), και σε αυτοάνοσες άνθρώπινες ασθένειες (92). Έτσι, η διαγονιδιακή έκφραση του 

TNF και συνδιεγερτικών µορίων στα β κύτταρα των νησίδων του Langerhans οδηγεί σε 

αυτοάνοσο IDDM σε στελέχη ποντικιών που δεν έχουν γενετική προδιάθεση (127, 128). Έχει 
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επίσης περιγραφεί ότι η διαγονιδιακή έκφραση του TNF στο πάγκρεας  οδηγεί σε µειωµένες 

αποκρίσεις ειδικών  CD4 T κυττάρων και επαγωγή ανοχής σε παγκρεατικό αντιγόνο (129). 

Παραδόξως, σε µη-παχύσαρκα-διαβητικά-ποντίκια (NOD:Non Obese Diabetic), που έχουν 

γενετική προδιάθεση για την εµφάνιση IDDM, η έκφραση του TNF στις νησίδες του 

Langerhans αποτρέπει την ανάπτυξη της νόσου (αν και εκδηλώνεται ινσουλίτιδα) στα 

ενήλικα ποντίκια (130), ενώ επιταχύνει την εξέλιξη προς διαβήτη στα νεογνά (131). 

Επιπλέον, επαναλαµβανόµενες ενέσεις TNF σε ενήλικα NOD ποντίκια καταστέλλουν την 

εµφάνιση IDDM (132), ενώ η ίδια διαδικασία σε νεογνά NOD ενισχύει τις αποκρίσεις B και 

Τ κυττάρων και αυξάνει την εµφάνιση και τη σοβαρότητα της ασθένειας (133).  Πρόσφατα 

προτάθηκε ότι η διάρκεια της έκφρασης του TNF στη φλεγµονή και όχι η κατάσταση 

ωριµότητας του ανοσοποιητικού συστήµατος , είναι σηµαντική για την έκβαση της ασθένειας 

αυτής σε ένα σύστηµα επαγόµενης έκφρασης διαγονιδιακού TNF στις νησίδες του 

Langerhans που συνέκφραζαν B7.1 (134). Αντικρουόµενα είναι και τα αποτελέσµατα 

θεραπείας αυτοάνοσων ασθενειών σε ανθρώπους και µοντέλα ποντικιών. Οι ενέσεις 

εξουδετερωτικών αντι-TNF είναι ωφέλιµες σε ασθενείς µε RA ή χρόνια φλεγµονώδη 

ασθένεια των εντέρων (bowel disease) (126). Aν και ο ρόλος του TNF στην εξέλιξη της MS 

είναι επιβλαβής (135), η θεραπεία µε εξουδετερωτικά αντι-TNF οδηγεί σε ανοσοδιέγερση και 

αύξηση βλαβών στους ασθενείς (136). Οι ενδείξεις από διάφορα µοντέλα ζώων για MS είναι 

ότι ο TNF έχει ένα παθογόνο ρόλο στην ασθένεια (126), ενώ πρόσφατα αποκαλύφθηκε µια 

ανοσοκατασταλτική δράση του ενδογενούς TNF στην πειραµατική αυτοάνοση 

εγκεφαλοµυελίτιδα (ΕΑΕ: Experimental Acute Encephalomyelitis). Συγκεκριµένα, η 

δραστικότητα των ειδικών για µυελίνη Τ κυττάρων υποχωρούσε µε αφύσικα αργούς ρυθµούς 

σε TNF-/- ποντίκια οδηγώντας σε επιδείνωση της ασθένειας (137). 

 

7. Fas και Τ κύτταρα 

O υποδοχέας Fas/CD95/Apo-1 είναι µια διαµεµβρανική γλυκοπρωτεϊνη τύπου Ι που 

ανήκει στην υπεροικογένεια TNFR και αποτελείται από 319 αµινοξέα. Μια περιοχή 80 

αµινοξέων της ενδοκυτταρικής του επικράτειας αποτελεί την επικράτεια θανάτου και είναι 

σηµαντική (όπως είδαµε και για τον TNFRI) για την κυτταρική σηµατοδότηση που οδηγεί 

σε απόπτωση. Ο συνδέτης του υποδοχέα Fas ονοµάζεται FasL και είναι µια τριµερής 

µεµεβρανική πρωτεϊνη τύπου ΙΙ που οµοιάζει µε τον TNF, και µπορεί και αυτή να υπάρξει 

σε διαλυτή µορφή µετά τη δράση µεταλλοπρωτεϊνασών (138). Η πρωτεΐνη Fas εκφράζεται 

κυρίως σε ενεργοποιηµένα Τ κύτταρα, στο θύµο, στο ήπαρ, στις ωοθήκες, στους πνεύµονες 

και στην καρδιά (139).  
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Η in vivo λειτουργία του Fas ορίστηκε αρχικά από την φυσική υπολειπόµενη µεταλλαγή 

lpr που προκαλεί συστηµική αυτοανοσία και λεµφοϋπερπλασία σε ποντίκια. Η µεταλλαγή 

αυτή οφείλεται στην ένθεση ενός µεταθετού στοιχείου που αδρανοποιεί την µεταγραφή του 

Fas. Παρόµοιο αυτοάνοσο σύνδροµο παρατηρείται σε ποντίκια και από τη φυσική 

υπολειπόµενη µεταλλαγή gld του FasL γονιδίου (140). 

Ο φαινότυπος των lpr/lpr ποντικιών εξαρτάται κατά πολύ από το γενετικό υπόβαθρο της 

σειράς των ποντικιών. Έτσι τα MRL  ποντίκια που είναι οµόζυγα για την lpr µεταλλαγή 

(MRL-lpr/lpr) παράγουν διάφορα αυτοαντισώµατα συµπεριλαµβανοµένων των αντι-ds 

DNA και αντι-IgG τα οποία έχουν σαν αποτέλεσµα την δηµιουργία ανοσοσυµπλόκων που 

προκαλούν νεφρίτιδα και τα ζώα οδηγούνται σε θάνατο σε ηλικία περίπου 6 µηνών. Επίσης 

αναπτύσσουν συστηµική  φλεγµονή των αγγείων και αρθρίτιδα. Επιπλέον, µετά την 6η 

περίπου εβδοµάδα τα ποντίκια αυτά αναπτύσσουν λεµφαδενοπάθεια (λεµφοϋπερπλασία) 

λόγω συσσώρευσης ενός ασυνήθιστου πληθυσµού CD4-CD8-TCRαβ+CD3+ T κύτταρα που 

εκφράζουν επίσης και την πρωτεΐνη Β220, που φυσιολογικά είναι µάρτυρας των Β 

κυττάρων (139). Αντίθετα στο «φυσιολογικό» υπόβαθρο των C57bl/6 ποντικιών η ασθένεια 

είναι πολύ πιο ήπια, µε µικρότερου βαθµού λεµφοϋπερπλασία, καθυστερηµένη παραγωγή 

αυτοαντισωµάτων και καθόλου ή ελάχιστες ιστοπαθολογικές εκδηλώσεις (141). 

Τα CD4-CD8-TCRαβ+CD3+ T κύτταρα που συσσωρεύονται στα lpr/lpr ποντίκια δεν 

πολλαπλασιάζονται ενεργά και µάλιστα δεν διεγείρονται προς πολλαπλασιασµό in vitro µε 

αντι-CD3 και IL-2 (139). 

Ο Fas έχει αρκετά διαφορετικές λειτουργίες ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο του 

ανοσοποιητικού συστήµατος. Ενώ κάποια αποτελέσµατα έδειξαν ότι αντι-Fas αντισώµατα 

µπορούν να επάγουν την απόπτωση διπλά θετικών θυµοκυττάρων in vitro (142), αρκετές 

οµάδες έδειξαν in vivo ότι ποντίκια ελλειµµατικά σε Fas ή FasL φέρουν φυσιολογικά σε 

πέρας την αρνητική επιλογή των θυµοκυττάρων τους (55, 120), αν και µια άλλη οµάδα 

χρησιµοποιώντας µια ευαίσθητη µέθοδο ανίχνευσης αποπτωτικών θυµοκυττάρων 

αποφάνθηκε ότι ο Fas προάγει την αρνητική επιλογή (54). 

Ο ρόλος του Fas στον ΑΙCD των Τ κυττάρων δεν είναι τελείως ξεκάθαρος. Φαίνεται να 

έχει κάποιο ρόλο στην απόπτωση ενεργοποιηµένων CD4 Τ κυττάρων in vitro και in vivo 

(55, 58, 119), αλλά κατά άλλους αυτό αµφισβητείται (120). Όσο αφορά τα CD8 Τ κύτταρα, 

ο Fas δεν παίζει κάποιο σηµαντικό ρόλο στην απαλοιφή τους µετά από ενεργοποίηση (119, 

124, 125), ενώ έχει ρόλο στην απαλοιφή αυτοδραστικών CD8 Τ κυττάρων που επάγεται από 

διασταυρούµενη παρουσίαση (cross-presentation) αυτοαντιγόνων (143). 
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Από παλιά ήταν γνωστό ότι αντισώµατα για Fas µπορούσαν να παρέχουν συνδιεγερτικά 

σήµατα για ανθρώπινα Τ κύτταρα in vitro. Πιο πρόσφατα δείχθηκε ότι η αδρανοποίηση του 

Fas in vitro αναστέλλει τη διέγερση Τ κυττάρων ενώ ο FasL προάγει τον πολλαπλασιασµό Τ 

κυττάρων και την έκκριση IL-2 σε απόκριση σε υποβέλτιστες συγκεντρώσεις αντι-CD3. 

Άλλες ενδείξεις που συνδέουν τον Fas µε τον πολλαπλασιασµό των Τ κυττάρων 

προέρχονται από FADD-/- Τ κύτταρα τα οποία παρουσιάζουν σοβαρά ελαττωµένο 

πολλαπλασιασµό µετά από διέγερση του TCR τους (138). 
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1. Μελέτες πάνω στην ανοχή CD8+ Τ κυττάρων σε µοντέλο διπλών διαγονιδιακών 

ποντικιών  

1.0 Ερωτήµατα-Προσεγγίσεις  

Περιγράφηκαν στην Εισαγωγή οι µηχανισµοί ανοχής Τ λεµφοκυττάρων. Η σηµασία της 

κατανόησης τους είναι απαραίτητη όχι µόνο για την κατανόηση της βιολογίας των Τ 

λεµφοκυττάρων αλλά  και για το σχεδιασµό παρεµβάσεων σε πολλά αυτοάνοσα νοσήµατα 

και  στην ανοχή µοσχευµάτων. 

Ένα από τα κύρια ερωτήµατα της παρούσας διατριβής ήταν η µελέτη της ανοχής 

αυτοδραστικών κυτταροτοξικών Τ κυττάρων, δηλαδή η προσπάθεια αποσαφήνισης 

λειτουργιών και µηχανισµών που σχετίζονται µε την µη «επίθεση» κυτταροτοξικών Τ 

κύτταρων ενάντια σε αντιγόνα εαυτού, παρά την ικανότητα αναγνώρισης τους.  

Για τη µελέτη της ανοχής σε αντιγόνα εαυτού χρησιµοποιήσαµε ένα µοντέλο διπλά 

διαγονιδιακών ποντικιών που εκφράζουν έναν TCR ορισµένης ειδικότητας, και συγχρόνως 

την πρωτεΐνη της οποίας ένας επίτοπος αναγνωρίζεται από αυτόν τον TCR. O TCR 

προέρχεται από έναν κυτταροτοξικό κλώνο, τον F5, και αναγνωρίζει ένα εννιαµερές 

πεπτίδιο (αα 366-374) από τη νουκλεοπρωτεΐνη του ιού της γρίππης Α/ΝΤ/60/68 

παρουσιαζόµενο από το Db ΜΗC Ι µόριο. O F5 TCR φέρει τα Vα4 και Vβ11 µέλη των 

γονιδιακών οικογενειών των µεταβλητών περιοχών των α και β αλυσίδων αντίστοιχα. Τα 

cDNAs και των δύο αλυσίδων βρίσκονταν στην ίδια κατασκευή υπό τον έλεγχο του 

υποκινητή του ανθρώπινου CD2 γονιδίου. Η πλειοψηφία των CD8 T κυττάρων των 

διαγονιδιακών ποντικιών  εκφράζει τον διαγονιδιακό ΤCR και αποκρίνονται στο αντιγόνο in 

vivo και in vitro (144) . Επίσης, στα ποντίκια αυτά παρατηρείται πολύ µεγάλο ποσοστό 

CD8 Τ κυττάρων στη περιφέρεια αλλά και CD8 SP κυττάρων στο θύµο (skewing) (144) 

κάτι που έχει περιγραφεί και σε άλλα ποντίκια διαγονιδιακά για TCR που εκφράζεται σε 

CD8 κύτταρα. Όλα τα πειράµατα έγιναν µε ποντίκια που ήταν οµόζυγα για την ένθεση των 

γονιδίων των  α και β αλυσίδων του F5 TCR (F5 ποντίκια), εκτός ενός πειράµατος που 

χρησιµοποιήθηκαν και ετερόζυγα ποντίκια  (F5 het). 
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Tα ΝΡ διαγονιδιακά ποντίκια εκφραζουν την νουκλεοπρωτεΐνη της γρίπης υπό τον έλεγχο 

του τάξης ΜΗC Ι H-2Kb υποκινητή και το mRNA ανιχνεύεται τουλάχιστον στη σπλήνα και 

στο θύµο µε RT-PCR (Steve Pascolo, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα).  

Συνεπώς στα διπλά διαγονιδιακά F5/ΝΡ ποντίκια µπορούν να υπάρξουν εν δυνάµει 

αυτοδραστικοί κλώνοι κυτταροτοξικών Τ κυττάρων και έτσι τα ποντίκια αυτά αποτελούν 

ένα σηµαντικό εργαλείο για να µελετήσουµε τις οµοιοστατικές διαδικασίες που συγκροτούν 

την ανοχή των Τ κυττάρων, δηλαδή την κλωνική απαλοιφή και την κλωνική ανέργεια. 

Επίσης, χρησιµοποιώντας το παραπάνω µοντέλο ποντικιών προσπαθήσαµε να 

ταυτοποιήσουµε γονίδια που σχετίζονται µε τον άνεργο φαινότυπο Τ λεµφοκυττάρων, 

επειδή  ελάχιστα ήταν γνωστά για τις διαφορές άνεργων και παρθένων Τ κυττάρων σε 

µεταγραφικό επίπεδο. 

 

1.1 Η ανοχή στα διπλά διαγονιδιακά F5/NP ποντίκια οφείλεται σε κλωνική απαλοιφή και 

ανάπτυξη ανέργειας στην περιφέρεια 

 

Εξετάζοντας τα περιφερικά λεµφικά τους όργανα βρίσκουµε ότι τα F5/NP ποντίκια 

περιέχουν σηµαντικά µικρότερο ποσοστό και αριθµό CD8+Vβ11+ Τ κυττάρων (δηλαδή F5 Τ 

κυττάρων) σε σχέση µε τα F5 ποντίκια. Συγκεκριµένα, ο αριθµός των F5 T κυττάρων στη 

σπλήνα των  F5 ζώων είναι κατά µέσο όρο 22.3x106 και το ποσοστό τους επί των 

σπληνοκυττάρων 28.5%, ενώ στα F5/ΝΡ ζώα οι αντίστοιχοι αριθµοί είναι 4.5x106 και 7.2% 

(Εικόνα 1Α). Παρόµοιες διαφορές βρίσκονται και µεταξύ των F5/Rag1-/- και F5/NP/Rag1-/- 

ζώων όπου το σύνολο των Τ κυττάρων φέρουν τον F5 TCR επειδή δεν µπορούν να 

ανασυνδυαστούν οι ενδογενείς α και β αλυσίδες. Τα περιφερικά F5/ΝΡ Τ κύτταρα έχουν 

µειωµένη επιφανειακή έκφραση του F5 TCR ενώ η επιφανειακή έκφραση του συνυποδοχέα 

CD8 δεν φαίνεται να έχει επηρεαστεί ((69) και προσωπικές παρατηρήσεις). Τα F5/ΝΡ Τ 

κύτταρα  εκφράζουν στη µεγάλη πλειοψηφία τους τον µάρτυρα ενεργοποίησης CD44/pgp1 

που αποτελεί ένδειξη ότι έχουν αναγνωρίσει και αποκριθεί στο αντιγόνο-εαυτού  ΝΡ, κάτι 

που σηµαίνει ότι η νουκλεοπρωτεΐνη παράγεται, επεξεργάζεται (processed) κανονικά και το 

9µερές πεπτίδιο παρουσιάζεται από το Db ΜΗC I µόριο. Υπάρχει επίσης µεγαλύτερος 

πληθυσµός F5/ΝΡ T κυττάρων που εκφράζει τον πρώιµο µάρτυρα ενεργοποίησης CD69. Τα 

CD69+ F5/NP Τ κύτταρα είναι πολύ λιγότερα από τα αντίστοιχα CD44+ F5/NP και αυτό 

πιθανά οφείλεται στο ότι ο CD69 µάρτυρας αυξάνει παροδικά µετά τη συνάντηση µε το 

αντιγόνο και κατόπιν επιστρέφει στα αρχικά του επίπεδα (Εικόνα 1Β).  
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Eικόνα 1. Μειωµένη συχνότητα F5 Τ κυττάρων στα διπλά διαγονιδιακά ποντίκια F5/NP.
A. Σπληνοκύτταρα από F5 και F5/NP ποντίκια ηλικίας 6-10 εβδοµάδων αναλύονται µε
κυτταροµετρία ροής για την έκφραση των CD8 και Vβ11. Τα ποσοστά αναφέρονται στη
συχνότητα των CD8+Vβ11+ κυττάρων στη σπλήνα του κάθε ζώου. Β. Ανάλυση µε κυτταροµετρία
ροής της επιφανειακής έκφρασης των µαρτύρων ενεργοποίησης CD44 και CD69 στα CD8+Vβ11+

κύτταρα από F5/Rag1-/- και F5/NP/Rag1-/- ποντίκια. Τα ποσοστά δηλώνουν τη συχνότητα των F5
κυττάρων που εκφράζουν αυτούς τους µάρτυρες και το MFI την µέση ένταση φθορισµού των
θετικών κυττάρων. 
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Τα διπλά διαγονιδιακά ποντίκια F5/NP ποντίκια δεν εµφανίζουν αυξηµένη αρνητική 

επιλογή στο θύµο όσο αυτό κρίνεται από τα ποσοστά και τους απόλυτους αριθµούς των DP 

και SP υποπληθυσµών τους σε σχέση µε τα F5 (Εικόνα 2Α). Συνεπώς δεν υπάρχει έκδηλη 

κεντρική ανοχή στα F5/ΝΡ ποντίκια και ώριµα εν δυνάµει αυτοδραστικά CD8 T εξέρχονται 

στην περιφέρεια των ζώων. Όµως τα F5/ΝΡ  CD8 SP θυµοκύτταρα εκφράζουν µάρτυρες 

ενεργοποίησης σε υψηλότερο βαθµό από τα αντίστοιχα F5 (Εικόνα 2Β).  

Τα F5/ΝΡ CD8 T κύτταρα που έχουν επιβιώσει της κλωνικής απαλοιφής στη περιφέρεια 

δοκιµάστηκαν  ως προς την ικανότητά τους για πολλαπλασιασµό µετά από διέγερσή τους µε 

NP68 πεπτίδιο  in vitro. Στην Eικόνα 3Α φαίνεται µια τυπική τέτοια δοκιµασία που δείχνει 

ότι  σε όλες τις συγκεντρώσεις ΝΡ68 που χρησιµοποιήθηκαν, τα F5/NP CD8 T 

λεµφοκύτταρα είναι ανίκανα για πολλαπλασιασµό µετά από αντιγονική διέγερση κάτι που 

είναι χαρακτηριστικό της κλωνικής ανέργειας. Η ανέργεια αυτή µόνο µερικώς µπορεί να 

αναστραφεί µετά από προσθήκη εξωγενούς IL-2 (Εικόνα 3Β) κάτι που οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι ο άνεργος φαινότυπος δεν  µπορεί να οφείλεται µόνο σε ελαττωµατική 

παραγωγή IL-2. Χαρακτηριστικά τα άνεργα F5/ΝΡ CD8 T κύτταρα δεν επάγουν σε µεγάλο 

βαθµό την α αλυσίδα του υποδοχέα της IL-2 µετά από διέγερσή τους µε NP68 in vitro σε 

σύγκριση µε τα παρθένα F5 κάτι που πιθανώς σηµαίνει ότι δεν µπορούν να αξιοποιήσουν  

επαρκώς την IL-2 (Εικόνα 3Γ). 

H υποδραστικότητα των F5/ΝΡ CD8+ Τ κυττάρων δεν παρατηρείται ήδη από το θύµο 

καθώς τα F5/ΝΡ/Rag1-/- θυµοκύτταρα ενσωµατώνουν συγκρίσιµες ποσότητες θυµιδίνης µε 

τα F5/Rag1-/- σε in vitro δοκιµασία πολλαπλασιασµού µετά από διέγερση µε NP68 (Εικόνα 

4). 
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Εικόνα 2. Αυξηµένα επίπεδα µαρτύρων ενεργοποίησης στα CD8 SP θυµοκύτταρα των F5/ΝΡ
ποντικιών,χωρίς να συνοδεύονται από αυξηµένη αρνητική επιλογή. Α. Με αριθµούς απεικονίζονται τα
ποσοστά των DN (κάτω αριστερά), DP (πάνω δεξιά), CD4 SP (πάνω αριστερά) και CD8 SP (κάτω δεξιά)
θυµοκυττάρων από F5/Rag1-/- και F5/ΝΡ/Rag1-/- ποντίκια. Β. Ανάλυση µε κυτταροµετρία ροής της
επιφανειακής έκφρασης των µαρτύρων ενεργοποίησης CD44 και CD69 στα CD8+ SP θυµοκύτταρα από
F5/Rag1-/- και F5/NP/Rag1-/- ποντίκια. Τα ποσοστά δηλώνουν τη συχνότητα των CD8+ SP θυµοκυττάρων
που εκφράζουν αυτούς τους µάρτυρες . 
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Εικόνα 3. Τα F5/NP CD8 T κύτταρα αποκρίνονται σε αντιγονική διέγερση πολύ λιγότερο από τα
F5. A.Σπληνοκύτταρα από F5 και F5/NP ζώα που περιέχουν ίσο αριθµό CD8 T κυττάρων
διεγείρονται µε ακτινοβοληµένα σπληνοκύτταρα C57bl/10 που έχουν προεπωαστεί µε διάφορες
συγκεντρώσεις πεπτιδίου ΝΡ68. Μετά από 2 ηµέρες καλλιέργειας επωάστηκαν για 6 επιπλέον
ώρες µε 3Η-dTTP και µετρήθηκε η ενσωµατωµένη στα κύτταρα ραδιενέργεια Β.Τα κύτταρα του
προηγούµενου πειράµατος καλλιεργήθηκαν σε µέσο εµπλουτισµένο (5%) µε υπερκείµενο
καλλιέργειας κυττάρων που παράγουν IL-2. Γ. Σε F5 και F5/NP CD8 T κύτταρα που
διεγέρθηκαν µε τον τρόπο της εικόνας Α (1µΜ ΝΡ68), έγινε FACS ανάλυση στην έκφραση του
IL-2Rα µορίου (CD25). 

IL-2Rα 
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1.2 Το υπεραντιγόνο SEA προκαλεί τον πολλαπλασιασµό των άνεργων F5/NP CD8 T 

κυττάρων in vitro και in vivο. 

 

Τα υπεραντιγόνα είναι µικροβιακές τοξίνες που προκαλούν µαζική ενεργοποίηση των Τ 

κυττάρων, απελευθέρωση κυττοκινών και συστηµικό σοκ στον οργανισµό. Πολύ µικρές 

ποσότητες (της τάξης των fg) υπεραντιγόνου είναι ικανές να διεγείρουν τον 

πολλαπλασιασµό T κυττάρων in vitro. Η βακτηριακή τοξίνη SEA εκκρίνεται από τα Gram-

θετικά βακτήρια Staphylococcus aureus και µπορεί να διεγείρει τα ποντικίσια Τ κύτταρα 

που φέρουν τις Vβ11 και Vβ3 µεταβλητές περιοχές της β αλυσίδας του TCR µε ταυτόχρονη 

δέσµευσή της σε αυτές τις µεταβλητές περιοχές και στα τάξης ΙΙ MHC µόρια (145). 

Όπως αναφέρθηκε τα F5/NP CD8 T κύτταρα δεν πολλαπλασιάζονται σε απόκριση στο 

πεπτίδιο NP68 τόσο in vitro όσο και in vivo µετά από ενδοπεριτοναϊκή ένεσή του σε 

ποντίκια (69). Αντίθετα ενδοπεριτοναϊκές ενέσεις SEA σε F5/NP/Rag1-/-ποντίκια οδηγούν 

στην ενεργοποίηση των F5/NP CD8 Τ κυττάρων που γίνεται αντιληπτή µε τη βλαστοποίηση  

Εικόνα 4. Τα F5/ΝΡ θυµοκύτταρα πολλαπλασιάζονται στον ίδιο βαθµό µε τα F5 σε απόκριση στο

ΝΡ68 in vitro. Ίσοι αριθµοί θυµοκυττάρων από F5/Rag1-/- και F5/ΝΡ/Rag1-/- ποντίκια διεγείρονται µε

ακτινοβοληµένα C57bl/10 σπληνοκύτταρα που έχουν προεπωαστεί µε τις αναγραφόµενες

συγκεντρώσεις ΝΡ68. Μετά από 40 h συγκαλλιέργειας επωάστηκαν για 6 επιπλέον ώρες µε 3Η-dTTP

και µετρήθηκε η ενσωµατωµένη στα κύτταρα ραδιενέργεια. 

0

2

4

6
8

10

12

14

16

0 20pM 100pM 100nM 1µΜ 10µΜ

F5/Rag1-/-
F5NP/Rag1-/-

NP68 

cp
m

(x
10

-3
)



                     48
 
 

και τον πολλαπλασιασµό τους. Έτσι στην Εικόνα 5Α βλέπουµε ότι µετά την ελάττωση των 

αποκρινόµενων F5 κυττάρων την µέρα 1 (φαινόµενο σύνηθες µετά από ενέσεις αντιγόνων ή 

υπεραντιγόνων) ακολουθεί αύξηση του αριθµού τους στη σπλήνα του ζώου τουλάχιστον 

µέχρι την µέρα 4 που συνοδεύεται και µε αύξηση του µεγέθους τους (σχηµατισµός 

βλαστών) (Εικόνα 5Β). Στα ποντίκια που ενίονται µε SEA απαλείφεται σχεδόν η ολότητα 

των DP θυµοκυττάρων τους και η πλειοψηφία των CD8 SP (Εικόνα 6Α, Β). Tα F5 T 

κύτταρα που ανακτώνται από σπλήνες F5/NP ποντικιών ενεµένων µε SEA µπορούν να 

πολλαπλασιαστούν σε απόκριση στο πεπτίδιο NP68 in vitro (Steve Pascolo, αδηµοσίευτα 

δεδοµένα) κάτι που είναι χαρακτηριστικό αναστροφής του άνεργου χαρακτήρα τους.  

Η SEA µπορεί να οδηγήσει σε πολλαπλασιασµό τα  F5/NP κύτταρα και in vitro όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 7 (αν και σε µικρότερο βαθµό από ότι τα παρθένα F5), κάτι που δεν 

συµβαίνει όταν τα κύτταρα αυτά διεγερθούν µε το ΝP68. 
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Εικόνα 5. Ένεση SEA σε F5/NP ποντίκια προκαλεί την βλαστοποίηση και τον πολλαπλασιασµό
των F5 κυττάρων. Α. F5/NP/Rag1-/- ποντίκια που δεν ενέθηκαν (w/o) ή ενέθηκαν µε 90 µg
SEA επί 1, 2, 3, ή 4 ηµέρες θυσιάστηκαν και τα σπληνοκύτταρα τους µετρήθηκαν σε
µικροσκόπιο και αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής µε αντισώµατα για CD8 και Vβ11. Στο
διάγραµµα απεικονίζονται οι απόλυτοι αριθµοί F5 T κυττάρων σε συνάρτηση µε το
πρωτόκολλο ενέσεων.Κάθε κύκλος αντιστοιχεί σε ένα ποντίκι και τα ευθύγραµµα τµήµατα
αντιπροσωπεύουν τις µέσες τιµές Β. Απεικονίζεται η µεταβολή στο µέγεθος (FS:Forward
Scatter) των F5 Τ κυττάρων µετά τις ενέσεις µε SEA επί 2 ηµέρες. 
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Εικόνα 6. Ένεση SEA σε F5/NP ποντίκια οδηγεί σε απαλοιφή των απλά θετικών (SP)
και διπλά θετικών (DP) θυµοκυττάρων. Α. 6-10 εβδοµάδων F5/NP/Rag1-/- ποντίκια
ενίονταν  ενδοπεριτοναϊκά µε 90 µg SEA επί 2 ηµέρες, και κατόπιν κυτταρικά
εναιωρήµατα θυµων αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής για τα επιφανειακά µόρια
CD4 και CD8.    Β. Με συνδυασµό µικροσκοπικής καταµέτρησης κυττάρων και
κυτταροµετρίας ροής υπολογίστηκαν οι απόλυτοι αριθµοί των διαφορετικών
υποπληθυσµών στο θύµο. Ως δείγµατα ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν ποντίκια ίδιου
γονοτύπου και ηλικίας που δεν ενέθηκαν µε SEA. Οι στήλες απικονίζουν τις µέσες
τιµές ενώ οι µπάρες είναι ίσες µε µία τυπική απόκλιση. Το πείραµα είναι ένα τυπικό
από αρκετά παρόµοια και περιλαµβάνει 4 ζώα από κάθε είδος. 
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Εικόνα 7. Το υπεραντιγόνο SEA µπορεί να προκαλέσει πολλαπλασιασµό των F5/NP T
κυττάρων in vitro. 6-10 εβδοµάδων F5 και F5/NP ποντίκια θυσιάστηκαν και σπληνοκύτταρά 
τους που περιείχαν ίσο αριθµό CD8 Τ κυττάρων καλλιεργήθηκαν παρουσία των παραπάνω 
ποσοτήτων SEA. Μετά από 2 ηµέρες επωάστηκαν για 6 επιπλέον ώρες µε 3Η-dTTP και 
µετρήθηκε η ενσωµατωµένη στα κύτταρα ραδιενέργεια 
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1.3 Προσπάθειες εύρεσης γονιδίων που σχευίζονται µε την επαγωγή ή/και τη διατήρηση του 

άνεργου φαινοτύπου. 

 

1.3.1  Σύγκριση µεταγραφικού προτύπου παρθένων και  άνεργων CD8 T κυττάρων  

 

Θέλαµε  περαιτέρω να συγκρίνουµε το πρότυπο της γονιδιακής έκφρασης µεταξύ των 

παρθένων F5 CD8 Τ κυττάρων και των άνεργων F5/NP CD8 T κυττάρων. O βασικός 

σκοπός ήταν η ανίχνευση νέων, αχαρακτήριστων γονιδίων που να εµπλέκονται στην 

επαγωγή ή/και διατήρηση του άνεργου φαινοτύπου CD8 T κυττάρων. 

Η µεθοδολογία που χρησιµοποιήθηκε ήταν µία βελτιωµένη εκδοχή της µεθόδου του 

mRNA Differential Display που αναπτύχθηκε στο εργαστήριό µας (146). Για την εφαρµογή 

της τεχνικής αυτής είναι απαραίτητος ο καθαρισµός F5 Τ κυττάρων από σπλήνες ποντικιών 

και η αποµόνωσή τους επειδή το RΝΑ από άλλoυς κυτταρικούς τύπους θα αλλοίωνε τα 

αποτελέσµατά µας. Για τούτο το λόγο αποµονώθηκαν CD8+ T κύτταρα είτε επιλέγοντας τα 

θετικά µε αντίσωµα που αναγνωρίζει το CD8 µόριο είτε αρνητικά χρησιµοποιώντας µίγµα 

αντισωµάτων που αναγνωρίζει όλα τα µη-Τ κύτταρα µιας σπλήνας (βλέπε Υλικά-Μέθοδοι). 

Στις µελέτες µας χρησιµοποιήθηκαν κυρίως ποντίκια στο Rag-1-/- γενετικό υπόβαθρο ώστε 

όλα τα CD8 T κύτταρα να εκφράζουν τον  F5 TCR  (τα F5/NP ζώα στο Rag-1+/+  υπόβαθρο 

εκτός από άνεργα F5 CD8 κύτταρα έχουν και παρθένα CD8 κύτταρα άλλων ειδικοτήτων). 

Με τις παραπάνω µεθόδους λαµβάνονταν κυτταρικοί πληθυσµοί καθαρότητας 80%-98% σε 

CD8 T κύτταρα.  

Από αυτούς τους CD8+ πληθυσµούς των δύο ζώων γίνεται παρασκευή ολικου RNA, 

κατεργασία του µε Dnάση για αποµάκρυνση του γενωµικού DNA, και ακολούθως 

ανάστροφη µεταγραφή µε χρήση ενός πλήρως εκφυλισµένου (degenerate) εξανουκλεοτιδίου 

σαν εκκινητή. Στο cDNA που προκύπτει γίνεται PCR µε αυθαίρετους, αλλά όχι 

εκφυλισµένους δεκαµερείς εκκινητές και χρησιµοποιώντας [α-35S]-dATP. Tα προϊόντα της 

PCR ηλεκτροφορούνται σε πηκτή πολυακρυλαµίδης και µετά από αυτοραδιογραφία 

αναλύεται το πρότυπο ζώνωσης που προέκυψε από τους πληθυσµούς των παρθένων και 

άνεργων CD8 Τ κυττάρων (Εικόνα 8Α). Ζώνες που εµφανίζονται διαφορικά αποκόπτονται 

από την πηκτή, εκλούονται σε νερό και µετά από νέα PCR µε τους αρχικούς εκκινητές και 

ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης, κλωνοποιούνται σε πλασµιδιακό φορέα κλωνοποίησης 
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προϊόντων PCR και αναλύεται µια σειρά βακτηριακών κλώνων µε τρόπο που εξηγείται 

παρακάτω. Ο σχεδιασµός των εκκινητών έγινε µε βάση τους παρακάτω περιορισµούς: ο 

εκκινητής να είναι δεκαµερής, να έχει περιεκτικότητα σε GC 60%-70% να µην περιέχει αν 

είναι  δυνατόν κωδικόνια λήξης, να µην έχει κωδικόνια που αντιστοιχούν σε γλυκίνη (για να 

µην πολλαπλασιάζονται τα ευρέως απαντώµενα mRNA των κολλαγόνων), και λαµβάνοντας 

υπόψη τη χρήση των κωδικονίων (codon usage) στο ποντίκι (147). 

Τα πρότυπα ζώνωσης αυτών των RT-PCR αντιδράσεων δεν είναι απολύτως 

αναπαραγώγιµα και το πρότυπο διαφέρει εν µέρει ανάλογα µε την παρασκευή του 

υποστρώµατος (matrix), το µηχάνηµα θερµικών κύκλων κ.ά., πέραν του γεγονότος ότι τόσο 

ευαίσθητες µέθοδοι είναι επιδεκτικές σε µολύνσεις. Επίσης αρκετά συχνό είναι µία ζώνη να 

αντιπροσωπεύει πάνω από ένα προϊόν. Για το λόγο αυτό διαφορετικοί κλώνοι προερχόµενοι 

από την ίδια ζώνη µεταφέρονται κατά Southern εις διπλούν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

και υβριδοποιούνται µε τα ολικά προϊόντα της αρχικής PCR. Μετά την αυτοραδιογραφία 

απορρίπτονται εκείνοι οι κλώνοι που υβριδοποιούνται και µε τους δύο ιχνηθέτες (Εικόνα 

8Β). 

 Αναλύθηκαν τα πρότυπα ζώνωσης που προέκυψαν από 60 διαφορετικούς συνδυασµούς 

εκκινητών και αποκόπηκαν, κλωνοποιήθηκαν  και βρέθηκε η αλληλουχία 20 διαφορετικών 

ζωνών. Η πιστοποίηση της διαφορικής έκφρασης των αλληλουχιών αυτών έγινε µε 

διάφορες κατά περίπτωση τεχνικές όπως ανάλυση Northern, ηµιποσοτική PCR,  και 

δοκιµασίες προστασίας από Rnάση. Tα περισσότερα προϊόντα που ελέγχθηκαν και 

φαίνονταν να εκφράζονται διαφορικά στο πήκτωµα αγαρόζης αποδείχθηκε ότι ήταν ψευδώς 

θετικά (ή απλώς δεν αποδείχθηκε ότι ήταν αληθώς θετικά). 

Από το πρότυπο που προέκυψε από τον συνδυασµό εκκινητών BS52 και BS76  

παρατηρείται µία αδύναµη  ζώνη µήκους 344 bp (που ονοµάστηκε T.52.76) στα προϊόντα 

PCR που προέρχονται από CD8 T κύτταρα F5/NP/Rag1-/- ποντικιών αποµονωµένα µε 

θετικό (MACS)  ή αρνητικό (R&D) τρόπο ενώ δεν παρατηρείται στα cDNA από CD8 T 

κύτταρα F5/Rag1-/- ποντικιών. Επίσης ανιχνεύεται σε υπόστρωµα από F5/NP ποντίκια και  

λιγότερο σε υπόστρωµα από F5 ποντίκια. Το προϊόν κλωνοποιήθηκε στον φορέα pCR 2.1  

(Invitrogen) (Εικόνα 9) και βρέθηκε η αλληλουχία του που είναι η παρακάτω 
1     CTGGTCACAC TCCATCATGA ACAAAGTCAG GATCGGAACT CAAGGTCATG GAGGCATGTT 

61    ACTACGTACT GGCTTGCTCC TCAGGCAAGC TTAGCCTGCT CTCTTATAGC AGCCAGGATC 

121   ACCCTCATCA ATTATCAATC AAGAAAACAC CCCCAGGCTT TGCCCACGGG GCCAATGTGG 

181   TGGTGACATT TTTCTCAGTT GAGGTTCCCT CTTCCCCGAT GACTCTATCG GGTTTCATGA 

241   AGCCCTTCAG CACACTAGGC AAGGGTTCTA CTATTGAGTT ACATTCACAG ACACAGAAAT 

301 TGTCTGTTCA ATGATGGGTA TGGAACCAGC ATGTACCTCG CTTG  

νννννννννννννννννννννν 
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F5 ιχνηθέτης F5/ΝΡ ιχνηθέτης 

360 bp 

Β

Εικόνα 8.  Αποµόνωση του προϊόντος Τ52.76. Α. Αυτοραδιογραφία, µετά από ηλεκτροφόρηση σε 
πηκτή πολυακρυλαµίδης, προϊόντων RT-PCR σε υποστρώµατα από F5 και F5/ΝΡ CD8+ κύτταρα 
ποντικιών Rag1-/- ή Rag1+/+ αποµονωµένα µε θετικό (MACS) ή αρνητικό τρόπο (R&D). Με βέλος 
επισηµαίνεται η ζώνη που παραλήφθηκε και αποκόπηκε µετά την PCR µε εκκινητές BS52 και BS76. 
B. Μετά την κοπή της ζώνης και κλωνοποίηση των προϊόντων της σε φορέα pCR2.1, τα ενθέµατα 
απελευθερώθηκαν µε EcoRI και ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης. Τα παραπάνω έγιναν εις 
διπλούν και οι δύο πηκτές στυπώθηκαν κατά Southern. H µία µεµβράνη υβριδοποιήθηκε µε ιχνηθέτη 
τα ολικά προϊόντα της RT-PCR µε τους προαναφερθέντες εκκινητές και υπόστρωµα από F5/Rag1-/-

cDNA(αντιστοιχεί στην 3η σειρά της εικόνας Α), ενώ η άλλη µε υπόστρωµα από F5/ΝΡ/Rag1-/-

cDNA(αντιστοιχεί στην 4η σειρά της εικόνας Α). Παρουσιάζονται 6 κλώνοι από τους οποίους οι 5 και 
6 εµφανίζουν µεγάλη διαφορά στην ένταση σήµατος µεταξύ των δύο υποστρωµάτων και αποδείχθηκε 
ότι έχουν την ίδια αλληλουχία (Τ52.76) 
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T.52.76 

Εικόνα 9. Χάρτης του πλασµιδιακού φορέα pCR2.1 µε το ένθεµα Τ.52.76 
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και στην οποία κανένα από τα 6 πλαίσια ανάγνωσης δεν είναι ανοιχτό. Σύγκριση της 

αλληλουχίας του µε τις καταχωρηµένες στις βάσεις δεδοµένων, χρησιµοποιώντας τα 

προγράµµατα FASTA και BLAST,  δεν έδειξε ταυτότητα ή σηµαντική οµοιότητα µε κάποια 

άλλη αλληλουχία. 

 

1.3.2 Το προϊόν Τ52.76 εκφράζεται διαφορικά σε άνεργα F5/NP CD8 T κύτταρα 

 

Για να εξεταστεί αν πράγµατι το γονίδιο που αντιστοιχεί στην αλληλουχία Τ.52.76 

εκφράζεται διαφορικά, χρησιµοποιήθηκε αρχικά ολικό RNA από σπλήνες F5/Rag1-/- και 

F5/NP/Rag1-/- ποντικιών σε ανάλυση Northern χωρίς όµως να ανιχνευθεί οποιοδήποτε 

σήµα. Παρόµοιο ήταν το αποτέλεσµα και όταν χρησιµοποιήθηκε poly(A+)RNA από 

σπληνοκύτταρα των παραπάνω ποντικιών. Χρησιµοποιώντας poly(A+)RNA από σπλήνα 

C57bl/10 ποντικιών ανιχνεύθηκε µια ζώνη που αντιστοιχεί σε RNA µεγαλύτερο από 10 kb 

(Εικόνα 10Α).  

Επειδή δεν ανιχνεύονταν κάποια ζώνη στη σύγκριση F5/Rag1-/- και F5/NP/Rag1-/- µε 

ανάλυση Northern, εφαρµόστηκε η δοκιµασία προστασίας από Rnάση που είναι πιο 

ευαίσθητη µέθοδος. Έτσι, το Τ52.76 υποκλωνοποιήθηκε στον φορέα Bluescript KS+ στη 

θέση EcoRI (Εικόνα 11Α). Επειδή η φορά µεταγραφής του γονιδίου που αντιστοιχεί στο 

Τ.52.76 ήταν άγνωστη η κατασκευή αυτή πέφθηκε είτε µε XhoI είτε µε NotI ώστε να 

προκύψουν δύο διαφορετικά ευθύγραµµα µόρια. Χρησιµοποιώντας µεγάλες ποσότητες 

ολικού RNA από σπλήνες F5/Rag1-/- και F5/NP/Rag1-/- ποντικιών σε υβριδοποίηση µε το 

σηµασµένο RNA που µεταγραφόταν από τον T7 υποκινητή (δηλαδή από την κατασκευή 

που είχε πεφθεί  µε XhoI ) ανιχνεύθηκε µια αχνή ζώνη στο RNA από σπλήνες F5/NP/Rag1-/- 

ποντικιών και που ήταν σηµαντικά ασθενέστερη στο RNA από σπλήνες F5/Rag1-/-  ζώων  

(Εικόνα 10Β). Αντίθετα, στα δείγµατα που υβριδοποιήθηκαν µε το σηµασµένο RNA από 

τον Τ3 υποκινητή δεν ανιχνεύθηκε καµία ζώνη (δεν δείχνεται). 

Όµως επειδή στο πείραµα προστασίας από Rnάση χρησιµοποιήθηκε RNA από ολόκληρη 

σπλήνα µπορεί και άλλοι κυτταρικοί τύποι πέραν των Τ κυττάρων να συνεισέφεραν  στη 

διαφορική αυτή ένταση ζώνωσης, και συνεπώς  ήταν αναγκαίο να πιστοποιήσουµε ότι το 

προϊόν  Τ.52.76 εκφράζεται στα άνεργα CD8+ Τ κύτταρα πολύ περισσότερο από ότι στα  

αντίστοιχα παρθένα. Για το λόγο αυτό έγινε ηµιποσοτική PCR σε cDNA από αποµονωµένα 

παρθένα και άνεργα CD8+ T κύτταρα. Σαν γονίδιο εσωτερικού ελέγχου χρησιµοποιήθηκε το 

Db που εκφράζεται σε όλους τους κυτταρικούς τύπους της σπλήνας, και οι κύκλοι στους  

jjjjj 
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Εικόνα 10. Το προϊόν Τ.52.76 που αντιστοιχεί στο SLP-65 γονίδιο εκφράζεται διαφορικά στα άνεργα F5/ΝΡ 
CD8+ Τ κύτταρα. Α. Ανάλυση Northern σε 20 γ  polyA+ RNA από σπλήνες C57bl/10 ποντικιών.
Β. ∆οκιµασία προστασίας από Rnάση χρησιµοποιώντας 150 γ ολικού RNA από σπλήνες F5/Rag1-/- και 
F5/ΝΡ/Rag1-/- ποντικιών και ιχνηθέτη Τ52.76 antisense RNA. Γ.Ηµιποσοτική PCR σε cDNAs και RNAS
από διάφορους τύπους αποµονωµένων CD8+ κυττάρων µε εκκινητές ειδικούς για το Τ.52.76 και το Db. Oι
αριθµοί είναι µονάδες έντασης σήµατος της Τ52.76 ζώνης κανονικοποιηµένες ως προς την ένταση σήµατος 
της Db ζώνης. ∆. Ανάλυση Northern σε ιστούς και αποµονωµένα CD8+ Τ κύτταρα από F5/Rag1-/- και 
F5/ΝΡ/Rag1-/- ποντίκια µε ιχνηθέτη το cDNA του γονιδίου SLP-65 ή τµήµα του cDNA της β-ακτίνης. 
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 Εικόνα 11. Πλασµιδιακοί χάρτες. A.Η αλληλουχία Τ.52.76 κλωνοποιηµένη στον 
πλασµιδιακό φορέα pBluescript II KS+. H αρχή του µπλε  βέλους είναι το νουκλεοτίδιο +1 
της αλληλουχίας Τ52.76.  Τα µαύρα βέλη αντιπροσωπεύουν τους Τ3 και Τ7 υποκινητές. 
B. Παρουσιάζεται η κωδική περιοχή του SLP-65 κλωνοποιηµένη στον πλασµιδιακό φορέα 
κλωνοποίησης pCR2.1. Το βέλος ενδεικνύει το πλαίσιο ανάγνωσης του SLP-65. 
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οποίους έγινε η αντίδραση επιλέχθηκαν σε πιλοτικά πειράµατα ώστε η ποσότητα και των 

δύο προϊόντων να συναρτάται εκθετικά από τον αριθµό των κύκλων. Παρατηρούµε ότι τόσο 

σε ποντίκια ετερόζυγα για TCR (F5het) όσο και σε οµόζυγα (F5), τα άνεργα F5/NP CD8+ T 

κύτταρα εκφράζουν πολύ περισσότερο T52.76 προϊόν από ότι  τα παρθένα F5 CD8+ T 

κύτταρα (Εικόνα 10Γ) αν  τα παραπάνω αποτελέσµατα ποσοτικοποιηθούν σε 

phosphoimager και κανονικοποιηθούν ως προς την έκφραση του Db. Οι ζώνες αυτές 

προέρχονται από cDNA και όχι από γενωµικό DNA, καθώς ίση ποσότητα δειγµάτων  στα 

οποία δεν είχε γίνει ανάστροφη µεταγραφή  δεν έδινε κάποιο προϊόν (Εικόνα 10Γ). 

Περαιτέρω, και θέλοντας να αντλήσουµε περισσότερες πληροφορίες για την αλληλουχία 

του διαφορικά εκφραζόµενου µεταγράφου, προσπαθήσαµε να λάβουµε ένα µεγαλύτερο 

τµήµα του µε πειράµατα RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends). Έγινε πειράµατα 5’ 

RACE και 3’ RACE. Εν συντοµία, για τα πειράµατα αυτά χρησιµοποιήθηκε Marathon-

Ready cDNA από σπλήνες αρσενικών ποντικιών Balb/c (Clontech) που είναι συνδεδεµένο 

στα άκρα του µε κατάλληλους προσαρµοστές (adaptors). Xρησιµοποιώντας εκκινητές  πάνω 

στο Τ.52.76 και εκκινητές  πάνω στους προσαρµοστές µπορούν να πολλαπλασιαστούν 

εκλεκτικά τµήµατα του cDNA που µας ενδιαφέρει πολύ µεγαλύτερα από το αρχικό. 

Κάνοντας 3’ RACE στο Τ.52.76 και ακολούθως re-PCR µε εσωτερικούς εκκινητές 

καταφέραµε να κλωνοποιήσουµε ένα προϊόν µήκους 1112 bp που βρέθηκε η αλληλουχία 

του.  Αυτή σε συνδυασµό µε την Τ.52.76 δίνει ένα contig µήκους 1270 βάσεων που 

ονοµάστηκε Τ4 και η αλληλουχία του είναι η παρακάτω: 

 
1     GCCGCCCGGG CAGGTGAAAA AAGAAAAAGA ACATAAAACA TACATAGACA GGGAGACACA 

61    CACAATTGCA CATCATAAAT CCCATAAAAC ACAAAGTCAG AAACCCATAA TACATCAGCA 

121   AAAGACCTAT AAGGGTACAA AAGTCCTCAG ACAAAGCATG ATGAGACAAA AAATCTCCCA 

181   AAATATCATT GAGTTCGCTT TGTGTTGGCC ATCTACTGTT GGGCATGAGG TCCGTCCTTA 

241   AGTGTGGATA ATTAGTTTGA TAGTACAAAT AAGTTCCTGA TATTCTAGGG AAAGGGAAAT 

301   TTTGTTTCTC CCCATAGTGA AATGATAACT GTTTAAGGAG ACTCTAGCAT TTGGCCTAAT 

361   GTGAACCCTA TACGATGTAT ACATACATGT ATTAAATGCA ACATGGACCC CATACATATG 

421   TTCAACCTTA TGCGTCAGTT GAAATGAAAA TGCATTATAT TTATTTTTAA TAGACTCAAA 

481   TATTGAACAT ATTTCTGGGG CAGCACCTGT ATACACACAT CTATTAGGTA GAAGATGCAA 

541   GGCCAAGATG GCTGCAATTG TATAAATTAG ATGATTCTCT GTGCATCAGC CTTCCAACGT 

601   TGGGCAGTTG TTTAAAGGAA TGTTATTAGT GAAGACTGGA ATTAAGACAA GCATTTTTTA 

661   GTACTGTTTC CATAATACCT TCCATGGGTA CTACAGTACA GTCACGTGTA CTACATGGGT 

721   CTACTATTAC AGGACCTTGT CGCTGTTTCT TTCTCACTGT AGCCTTTCCG ACCTTCAAGC 

781   CTACAGATGC CATTGCTCTT TTATCTTCTC TGTAGCTTTC CCTTCTCCAC AGTGTCGGGT 

841   ACACTGTTGG AGTCAGATAG TACATAAACT TTTTAAATGA GCTTTTCTTT TTCTCTTGGC 

901   ATATATTTTA ATGTAACATA GTCATTGGTC ACACTCCATC ATGAAGAAAG TGCCATCGGA 

961   ACTCAAGGTC ATGGAGGCAT GTTACATACG TAACTGGCTT GCTCCTCAAT GGCAAGCTTA 

1021  GCCTGCTCTC TTATAGCAGC CAGGATCACC CGCATCAATT ATCAATCAAG AAAACACCCC 
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1081  CAGGCTTCCG CACGGGGCCA ATGTGGTGGT GACATTTTTC TCAGTTGAGG TTCCCTCTTC 

1141  CCCGATGACT CTATCGGGTT TCATGAAGCC CTTCAGCACA CTAGGCAAGG GTTCTACTAT 

1201  TGAGTTACAT TCACAGACAC AGAAATTGTC TGTTCAATGA TGGGTATGGA ACCAGCATGT 
1261  ACCTCGCTTG 
 

 

Με µπλέ γράµµατα απεικονίζεται η περιοχή που αντιστοιχεί στο αρχικά κλωνοποιηµένο 

Τ.52.76 προϊόν ενώ µε το βέλος απεικονίζεται η περιοχή του Τ4 στην οποία σχεδιάστηκε ο 

εσωτερικός εκκινητής της re-PCR. Το παραπάνω µόριο επίσης δεν βρέθηκε αρχικά να έχει 

σηµαντική οµολογία µε κάποιο καταχωρηµένο στις βάσεις δεδοµένων, την περίοδο που 

βρέθηκε η αλληλουχία του. Πρόσφατα, σύγκριση µε µεταγενέστερες καταχωρήσεις έδειξε 

ότι  η αλληλουχία  Τ4 αντιστοιχεί στο γονίδιο SPL-65 του ποντικιού (97% ταυτότητα). To 

SLP-65 έχει χαρακτηριστεί σαν µία πρωτεΐνη προσαρµοστής που εκφράζεται κύρια σε B 

λεµφοκύτταρα, και λιγότερο στο θύµο, και συµµετέχει στην σηµατοδότηση που 

εκπορεύεται από τον BCR (B Cell Receptor) (148). Όµως η περιοχή που το προϊόν Τ4 

συµπίπτει µε το SLP-65 είναι οι βάσεις 23489 έως 24729 του γονιδίου SLP-65 που 

περιέχονται εξ’ ολοκλήρου στο 1ο ιντρόνιο του.  

Για να πιστοποιήσουµε ότι πράγµατι το γονίδιο SLP-65 εκφράζεται διαφορικά στα 

άνεργα F5/NP CD8 T κύτταρα πολλαπλασιάσαµε µε PCR την κωδική περιοχή του SLP-65 

µε εκκινητές που σχεδιάστηκαν στα άκρα της.  Το µόριο  που παραλήφθηκε είχε το 

προβλεπόµενο µέγεθος (1374 bp), κλωνοποιήθηκε σε φορέα pCRII (Εικόνα 11Β) και έγινε 

διαγνωστική πέψη µε SacI που έδωσε αναµενόµενο µέγεθος (δεν δείχνεται). Το 

κλωνοποιηµένο SLP-65 χρησιµοποιήθηκε σαν ιχνηθέτης σε ανάλυση Northern. Για 

κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων χρησιµοποιήθηκε η έκφραση της β-ακτίνης στην ίδια 

ανάλυση (Εικόνα 10∆). Μετά από την ποσοτικοποίηση της έντασης των ζωνών και την 

κανονικοποίηση ως προς την ένταση του σήµατος της ακτίνης βρέθηκε ότι το mRNA του 

SLP-65 είναι ~5.1 φορές περισσότερο στα αποµονωµένα άνεργα F5/ΝΡ CD8+ Τ κύτταρα 

από ότι στα αντίστοιχα παρθένα F5.  

 

1.3.3 Σύγκριση µεταγραφικού προτύπου µεταξύ άνεργων CD8+ Τ κυττάρων και κυττάρων 

µε αναστροφή του άνεργου φαινοτύπου 

Οι ενέσεις SEA στα F5/NP ποντίκια είναι ένα καλό εργαλείο για την µελέτη της 

κατάρρευσης του άνεργου φαινοτύπου Τ λεµφοκυττάρων. Για αυτό προχωρήσαµε σε 

προσπάθειες ταυτοποίησης γονιδίων που να συσχετίζονται µε την αναστροφή της ανέργειας 

CD8 T λεµφοκυττάρων. Έτσι, εφαρµόσαµε την προαναφερθείσα µέθοδο του mRNA 

Differential Display συγκρίνοντας cDNAs από F5/NP/Rag1-/- σπληνοκύτταρα και από  
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σπληνοκύτταρα ζώων του ίδιου γονοτύπου που είχαν ενεθεί µε SEA επί 2 ηµέρες. Κάθε 

ζεύγος εκκινητών δοκιµάζονταν ταυτόχρονα σε τρία διαφορετικά cDNAs από το κάθε είδος 

ζώου ώστε να αποφευχθεί η άσκοπη ενασχόλησή µας µε ψευδώς θετικές ζώνες. Έγιναν 

αντιδράσεις PCR µε περίπου 80 διαφορετικούς συνδυασµούς εκκινητών χωρίς να υπάρξει 

τουλάχιστον µία ζώνη που να αντιστοιχεί σε διαφορικά εκφραζόµενο RNA. 
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2. ∆ιαµόρφωση αποκρίσεων των CD8+ Τ κυττάρων από τον ενδογενή TNF.  

2.0 Ερωτήµατα-Προσεγγίσεις 

Τα περισσότερα ερωτήµατα που θίγονται στη διατριβή αυτή µπορούν να µπουν κάτω 

από τον γενικότερο υπέρτιτλο «οµοιόσταση κυτταροτοξικών Τ λεµφοκυττάρων». Ένας από 

τους βασικούς µηχανισµούς µε τους οποίους επιτυγχάνεται η οµοιόσταση των CD8 Τ 

κυττάρων (και αυτό ισχύει γενικά για τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος) είναι ο 

κυτταρικός θάνατος και αυτός µπορεί να συµβαίνει είτε στην κεντρική ανοχή είτε στην 

περιφερική ανοχή είτε µετά την ενεργοποίηση µετά από επαφή µε αντιγόνα.  

Η κυττοκίνη TNF περιγράφηκε στην Εισαγωγή σαν ένας παράγοντας που µπορεί να 

προκαλέσει απόπτωση Τ κυττάρων και έτσι τέθηκαν ερωτήµατα κατά πόσο µπορεί να 

συνεισφέρει στους διάφορους αποπτωτικούς (και όχι µόνο) οµοιοστατικούς µηχανισµούς 

των κυτταροτοξικών Τ λεµφοκυττάρων. Στην Ενότητα 6 της εισαγωγής αναφέρθηκαν 

κάποια δεδοµένα για το ρόλο του TNF στις λειτουργίες των Τ κυττάρων. Κάποια από αυτά 

τα δεδοµένα είναι αντιφατικά ενώ αρκετές ενδείξεις έχουν προκύψει από in vitro πειράµατα 

και µάλιστα συχνά µε προσθήκη εξωγενούς διαλυτού TNF σε ποσότητες µάλλον 

διαφορετικές από τις φυσιολογικές. Επίσης µε αυτό τον τρόπο δεν µπορεί να ελεγχθεί ο 

ρόλος του µεµβρανικού TNF. Επιπλέον τα περισσότερα πειράµατα έγιναν µε ποντίκια 

ελλειµµατικά για έναν από τους TNFRs κάθε φορά, κάτι που µπορεί να δηµιουργήσει 

τεχνητή υπερστρατολόγηση κάποιων πρωτεϊνών στον εναποµείναντα λειτουργικό υποδοχέα, 

και τέλος αποσαφηνίζοντας τη δράση ενός υποδοχέα δε γνωρίζουµε σε ποιο ποσοστό 

συνεισφέρει σε αυτήν η δράση της LΤα,  που µπορεί επίσης να δεσµευθεί και στους δύο 

TNFR υποδοχείς. 

Έτσι λοιπόν κρίθηκε σκόπιµο να µελετήσουµε το ρόλο του ενδογενούς TNF σε διάφορες 

λειτουργίες των Τ κυττάρων, και για να το πράξουµε χρησιµοποιήσαµε TNF-/- ποντίκια 

(149). Για να µπορέσουµε να παρακολουθήσουµε τις κλωνοτυπικές αποκρίσεις TNF-/- Τ 

κυττάρων χρησιµοποιήσαµε το F5 µοντέλο διαγονιδιακών ποντικιών. Έτσι εστιαστήκαµε 

κύρια στα CD8 Τ κύτταρα κάτι που ήταν επιθυµητό και λόγω του συσχετισµού του TNF µε 

τον αποπτωτικό θάνατο µετά από ενεργοποίηση (ΑΙCD) των CD8 και όχι των CD4 Τ 

κυττάρων (119-122). Επιπλέον το µοντέλο των διπλά διαγονιδιακών ποντικιών, F5/ΝΡ, που 

είχε αρκετά καλά χαρακτηριστεί (βλ. Αποτελέσµατα) χρησιµοποιήθηκε σε συνδυασµό µε τα 

TNF-/- ποντίκια για την αποσαφήνιση του ρόλου του ενδογενούς TNF στην περιφερική 

ανοχή των κυτταροτοξικών Τ λεµφοκυττάρων 
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2.1 Μειωµένοι αριθµοί περιφερικών F5 Τ κυττάρων και ελαττωµατικοί µηχανισµοί 

οµοιόστασης σε κατάσταση λεµφοπενίας απουσία ενδογενούς TNF.  

Για να µελετηθούν οι κλωνοτυπικές αποκρίσεις CD8+ Τ κυττάρων απουσία ενδογενούς 

TNF, διασταυρώθηκαν F5 ποντίκια µε TNF-/-. Η πρώτη ένδειξη για τον φυσιολογικό ρόλο 

του TNF στη διατήρηση της περιφερικής δεξαµενής κυτταροτοξικών Τ κυττάρων, προήρθε 

από την φαινοτυπική ανάλυση F5/TNF-/- ποντικιών. Ανάλυση µε κυτταροµετρία ροής 

(ανάλυση FACS) σπληνοκυττάρων από F5/TNF-/- ποντίκια έδειξε µείωση του αριθµού των 

περιφερικών CD8+Vβ11+ T κυττάρων µεγαλύτερη από 50% σε σχέση µε τον αντίστοιχο 

αριθµό στα F5 ποντίκια. Μείωση των F5 Τ κυττάρων απουσία του TNF παρατηρήθηκε και 

στο γενετικό υπόβαθρο Rag1-/- αν και σε µικρότερο βαθµό (Εικόνα 12).  

Για να διαπιστωθεί αν οι µειωµένοι αριθµοί F5 Τ κυττάρων στην περιφέρεια των 

F5/TNF-/- ποντικιών οφείλονται σε µειωµένη ικανότητα επιβίωσής τους, σπληνοκύτταρα 

από F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-/TNF-/- ποντίκια µεταφέρθηκαν σε καλλιέργεια και 

παρακολουθήθηκε η βιωσιµότητά των F5 Τ κυττάρων µε τη χρήση ιωδιούχου προπιδίου 

(ΡΙ)  µε την πάροδο του χρόνου. Παρατηρήθηκε (Εικόνα 13) ότι συστηµατικά στα F5/Rag-/-

/TNF-/- σπληνοκύτταρα υπάρχουν  υψηλότερα ποσοστά PI+ CD8+ κυττάρων που δηλώνει 

την µικρότερη ικανότητα επιβίωσης των F5 Τ κυττάρων in vitro απουσία ενδογενούς TNF. 

Όπως αναφέρθηκε, στα Τ κύτταρα έχουν αναπτυχθεί οµοιοστατικοί µηχανισµοί που 

διασφαλίζουν την διατήρηση του αριθµού τους στην περιφερική δεξαµενή του ζώου. Ένας 

από αυτούς είναι ο οµοιοστατικός πολλαπλασιασµός των Τ κυττάρων που ενεργοποιείται 

µετά από καταστροφή τους π.χ. από ιϊκές λοιµώξεις, κυτταροτοξικά φάρµακα από 

ακτινοβολίες, ή, προσοµοιάζοντας αυτό, µετά από µεταφορά τους σε λεµφοπενικούς 

αποδέκτες (150). Για να µελετηθεί ο φυσιολογικός ρόλος του TNF στον οµοιοστατική 

κλωνική επέκταση των F5 Τ κυττάρων, συγκρίθηκε η ανάκτηση µεταφερθέντων F5 Τ 

κυττάρων σε λεµφοπενικούς αποδέκτες σε συνθήκες επάρκειας ή πλήρους ανεπάρκειας σε 

TNF. Βρέθηκε ότι 26 ηµέρες µετά τη µεταφορά, λιγότερο από το 50% των F5 Τ κυττάρων 

ανακτώνται όταν τόσο οι δότες όσο και οι αποδέκτες δεν µπορούν να παράγουν TNF σε 

σχέση µε όταν και οι δύο µπορούν (Ρ<0.001) (Εικόνα 14Α, στήλες Α και Β). Για να 

διαπιστωθεί αν αυτή η διαφορά οφείλεται στον αποδέκτη που δεν µπορεί να παράγει TNF ή 

στα κύτταρα του δότη, συµπεριλήφθηκε στο προηγούµενο πειραµατικό σχήµα η σύγκριση 

της ανάκτησης F5 και F5/TNF-/- Τ κυττάρων κατόπιν µεταφοράς τους σε TNF-/- και TNF+/+ 

λεµφοπενικούς αποδέκτες αντίστοιχα (Εικόνα 14Α, στήλες Γ και ∆). Βρέθηκε ότι η  

hhhhhhh 
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Εικόνα 12. Μειωµένη συχνότητα και απόλυτοι αριθµοί F5 σπληνοκυττάρων στην απουσία ενδογενούς TNF.
Α.Σπληνοκύτταρα από F5 ή F5/TNF-/- ποντίκια επωάστηκαν µε a-CD8 και a-Vβ11 αντισώµατα και
αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Παρουσιάζονται τα ποσοστά CD8+Vβ11+ κυττάρων. Β. Με
συνδυασµό µικροσκοπικής απαρίθµησης και ανάλυσης FACS υπολογίστηκαν οι απόλυτοι αριθµοί των
CD8+Vβ11+ σπληνοκυττάρων στα F5 και F5/TNF-/- ποντίκια τόσο στο Rag1+/+ όσο και στο Rag1-/- γενετικό
υπόβαθρο.Κάθε τρίγωνο αντιστοιχεί σε ένα ποντίκι και οι παύλες σε µέσους όρους.Τα αποτελέσµατα
αναπαριστούν µια συλλογή από 3 τουλάχιστο διαφορετικά πειράµατα. 
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Εικόνα 13. Μειωµένη in vitro επιβίωση F5 Τ κυττάρων απουσία ενδογενούς TNF. F5/Rag1-/- ή
F5/Rag1-/-/TNF-/- σπληνοκύτταρα µεταφέρονται σε καλλιέργεια. Το ποσοστό των νεκρών CD8+

λεµφοκυττάρων µε τη πάροδο του χρόνου ελέγχεται µε τη χρώση PI που βάφει µόνο νεκρά κύτταρα.
∆είχνονται δύο ανεξάρτητα πειράµατα. 
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Εικόνα 14. Ελαττωµατική οµοιoστατική επέκταση F5/TNF-/- CD8+ Τ κυττάρων.Σπληνοκύτταρα από
F5/Rag1-/- και F5/TNF-/-/Rag1-/- ποντίκια, που περιείχαν 3x106 CD8+ κύτταρα, µεταφέρθηκαν σε TNF+/+ ή
TNF-/- λεµφοπενικούς αποδέκτες όπως δείχνεται παραπάνω. Α. Οι αποδέκτες θυσιάστηκαν την 26η ηµέρα
και υπολογίστηκαν οι αριθµοί των CD8+Vβ11+ κυττάρων µε µικροσκοπική απαρίθµηση και κυτταροµετρία
ροής. Κάθε τρίγωνο αντιστοιχεί σε ένα ποντίκι και οι παύλες δηλώνουν µέσες τιµές.           Β. Ανάλυση µε
κυτταροµετρία ροής των σηµασµένων µε CFSE CD8+Vβ11+ κυττάρων την 7η ηµέρα µετά τη µεταφορά
τους στους λεµφοπενικούς αποδέκτες. Οι αριθµοί κάτω από τις µπάρες δηλώνουν τα ποσοστά των
CD8+Vβ11+ Τ κυττάρων που βρίσκονται στις υποκείµενες κορυφές και έχουν διαιρεθεί αντίστοιχες φορές. 
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ανεπάρκεια  TNF µόνο στα κύτταρα των δοτών είναι αρκετή για να οδηγήσει σε σηµαντική 

µείωση της ανάκτησής  τους από τους ξενιστές (Ρ<0.023) και η επιπλέον απουσία TNF από 

τους ξενιστές δεν οδηγεί σε περαιτέρω µείωση (Ρ>0.1). 

Για να εξεταστεί άµεσα αν η ανάκτηση λιγότερων F5/TNF-/- Τ κυττάρων οφείλεται σε 

ελαττωµατική ικανότητά τους για οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό, προσδιορίστηκε το 

πρότυπο πολλαπλασιασµού F5 Τ κυττάρων σηµασµένων µε CFSE  µετά από µεταφορά τους 

σε κατάλληλους αποδέκτες. Έτσι στην Εικόνα 14Β φαίνεται ότι στα δείγµατα ελέγχου, όπου 

τόσο τα ποντίκια-δότες όσο και τα ποντίκια-αποδέκτες είναι TNF+/+, ανιχνεύονται τέσσερις 

τουλάχιστο διαιρέσεις στα ανακτώµενα CD8+ Τ κύτταρα µε πολύ λίγα  να είναι αδιαίρετα. 

Από την άλλη όταν ο TNF απουσιάζει από τους δότες και τους αποδέκτες ο 

πολλαπλασιασµός των µεταφερθέντων CD8+ Τ κυττάρων είναι σηµαντικά καθυστερηµένος, 

όπου ελάχιστα κύτταρα έχουν ολοκληρώσει την τρίτη τους διαίρεση και ένα σηµαντικό 

ποσοστό έχουν παραµείνει αδιαίρετα. 

 

 

 

2.2 Η απουσία του ενδογενούς TNF δεν µεταβάλει την θετική επιλογή των F5 

θυµοκυττάρων , επηρεάζει όµως  µερικώς την απόκριση τους στο πεπτίδιο-αγωνιστή 

 

Οι µειωµένοι αριθµοί περιφερικών F5/TNF-/- CD8 Τ κυττάρων µπορεί να οφείλονται είτε 

σε ελαττωµατική οµοιόστασή τους στην περιφέρεια του ζώου ή/και σε ελαττωµατική θετική 

επιλογή στο θύµο. Για να εξεταστεί η δεύτερη πιθανότητα, λήφθηκαν θύµοι από F5 και 

F5/TNF-/- ποντίκια σε Rag1-/- ή Rag1+/+ γενετικό υπόβαθρο και τα θυµοκύτταρα 

αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής για τα ποσοστά και τους απόλυτους αριθµούς των DP 

και SP υποπληθυσµών. ∆εν παρατηρήθηκε καµία στατιστικά σηµαντική διαφορά στον 

αριθµό ή στην αναλογία DP και SP θυµοκυττάρων µεταξύ F5 και F5/TNF-/- ποντικιών 

(Εικόνα 15Α, Β). Αυτό αποτελεί σηµαντική ένδειξη ότι η µείωση στον αριθµό των 

περιφερικών F5 Τ κυττάρων απουσία του TNF δεν οφείλεται κύρια σε διαφορετική θετική 

επιλογή στο θύµο. 

Για να δούµε αν η έλειψη έκφρασης TNF στο θύµο µπορεί να επηρεάσει την αρνητική 

επιλογή των διπλά θετικών θυµοκυττάρων in vitro, F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-/TNF-/- 

θυµοκύτταρα επωάστηκαν σε καλλιέργεια  παρουσία διαλυτού ΝΡ68 πεπετιδίου και η τύχη 

τους παρακολουθήθηκε µε κυτταροµετρία ροής. Παρατηρείται ότι µετά από 16 ώρες  

jjjjjjjjjj 
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Εικόνα 15. Η TNF µεταλλαγή δεν επηρεάζει τα ποσοστά και τους απόλυτους αριθµούς των CD8 SP
θυµοκυττάρων στα F5 ποντίκια. Α.Με αριθµούς απεικονίζονται τα ποσοστά των DN (κάτω αριστερά),
DP (πάνω δεξιά), CD4 SP (πάνω αριστερά) και CD8 SP (κάτω δεξιά) θυµοκυττάρων από F5 και
F5/TNF-/- ποντίκια. Β. Παρουσιάζονται οι ολικοί αριθµοί CD8 SP θυµοκυττάρων όπως προέκυψαν από
µικροσκοπική απαρίθµηση και κυτταροµετρία ροής σε θύµους F5 και F5/TNF-/- ζώων σε γενετικό
υπόβαθρο Rag1+/+ (αριστερά) και Rag1-/- (δεξιά). Κάθε κύκλος αντιπροσωπεύει ένα ζώο και οι παύλες
τους µέσους όρους. Παρουσιάζεται ένα πείραµα από τρία για κάθε τύπο ζώων. 
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Εικόνα 16. Μειωµένη in vitro “αρνητική επιλογή” αλλά φυσιολογικός πολλαπλασιασµός των F5/TNF-/-

θυµοκυττάρων σε απόκριση στο πεπτίδιο-αγωνιστή. Α. Θυµοκύτταρα από F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-/TNF-/-

ποντίκια επωάζονται παρουσία ή απουσία διαλυτού ΝΡ68 και 16 h αργότερα αναλύονται µε
κυτταροµετρία ροής για την έκφραση των συνυποδοχέων CD4 και CD8 . Τα ποσοστά στο πάνω και κάτω
µέρος κάθε γραφήµατος αναφέρονται στο ποσοστό των DP και CD8 SP θυµοκυττάρων αντίστοιχα. Β.
∆οκιµασία πολλαπλασιασµού σε F5 και F5/TNF-/- θυµοκύτταρα που διεγείρονται µε ακτινοβοληµένα
σπληνοκύτταρα C57bl/10 που έχουν προεπωαστεί µε διάφορες συγκεντρώσεις πεπτιδίου ΝΡ68.  
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καλλιέργειας παρουσία ή απουσία  1 nM διαλυτού ΝΡ68, το ποσοστό των διπλά θετικών 

F5/TNF-/- θυµοκυττάρων παραµένει ίδιο. Αντίθετα στα δείγµατα ελέγχου, F5 θυµοκύτταρα, 

το ποσοστό των διπλά θετικών θυµοκυττάρων µειώθηκε κατά περίπου 45% όταν αυτά 

επωάστηκαν παρουσία του πεπτιδίου (Εικόνα 16Α).  

Επιπλέον θελήσαµε να δούµε την ικανότητα πολλαπλασιασµού των F5/TNF-/-  

θυµοκυττάρων σε απόκριση σε ΝΡ68 που παρουσιάζεται από ακτινοβοληµένα C57bl/10 

σπληνοκύτταρα. Το σκεπτικό είναι ότι µε αυτό τον τρόπο θα πολλαπλασιαστούν κυρίως τα 

ώριµα SP F5 θυµοκύτταρα ενώ τα υπόλοιπα θα πεθάνουν. Αυτό συµβαίνει γιατί τα 

θυµοκύτταρα που δεν έχουν ολοκληρώσει τα στάδια επιλογών τους στο θύµο έχουν 

χαµηλότερη ουδό στις αποκρίσεις µετά από TCR-σηµατοδότηση, και πεθαίνουν όταν 

διεγερθούν µε το πεπτίδιο-αγωνιστή. Στην Εικόνα 16Β παρατηρούµε ότι η ενσωµάτωση 

θυµιδίνης από τα F5/Rag1-/-TNF-/- θυµοκύτταρα γίνεται στον ίδιο βαθµό µε τα ποντίκια 

µάρτυρες F5/Rag1-/-.  

 

 

   2.3 Χαµηλότερες αποκρίσεις των  F5/ΤΝF-/- Τ κυττάρων µετά από αντιγονική διέγερση. 

 

Για να εξεταστεί κατά πόσο η ελαττωµατική επιβίωση των παρθένων F5/TNF-/- Τ 

κυττάρων συνοδεύεται και από άλλες λειτουργικές δυσλειτουργίες µελετήθηκαν οι ιδιότητές 

τους µετά από ενεργοποίηση. Για αυτό F5/Rag1-/-/TNF-/- και F5/Rag1-/- Τ κύτταρα 

σηµάνθηκαν µε CFSE και διεγέρθηκαν in vitro µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του 

πεπτιδίου ΝΡ68. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 17Α , απουσία ενδογενούς TNF τα F5 Τ 

κύτταρα πολλαπλασιάζονται σαφώς λιγότερο έντονα. Επιβεβαιωτικά, σε πειράµατα 

µέτρησης ενσωµάτωσης 3Η-θυµιδίνης (δοκιµασίες πολλαπλασιασµού) αυτή ενσωµατώνεται 

σε µεγαλύτερο βαθµό στα αγρίου τύπου F5 T κύτταρα (Εικόνα 17Β). Επιπλέον, οι µάρτυρες 

ενεργοποίησης CD44, CD69 καθώς και η IL-2Rα αλυσίδα επάγονται λιγότερο  στα 

ενεργοποιηµένα F5/TNF-/- κύτταρα, καθώς τόσο το ποσοστό των θετικών για αυτά 

κυττάρων όσο και το επίπεδο έκφρασης επηρεάζεται σηµαντικά από την TNF µεταλλαγή 

(Εικόνα 17Γ). Επίσης, τα F5/TNF-/- Τ κύτταρα έχουν µικρότερη ικανότητα σχηµατισµού 

βλαστών µετά από την αντιγονική διέγερση (Εικόνα 17∆). Παρόµοια αποτελέσµατα 

λαµβάνονται και µε υψηλότερες δόσεις πεπτιδίου αλλά και την τρίτη µέρα καλλιέργειας 

(δεν δείχνεται). Η προσθήκη εξωγενούς ΙL-2 δεν αποκατέστησε την ενεργοποίηση όσο 

jjjjjjjj 
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Εικόνα 17.  Μειωµένη ενεργοποίηση και αποπτωτικός θάνατος των F5/TNF-/- CD8 Τ κυττάρων in
vitro.Σπληνοκύτταρα από τα ποντίκια που αναφέρονται παρακάτω συγκαλλιεργούνται µε ακτινοβοληµένα 
C57bl/10 σπληνοκύτταρα που είχαν προεπωαστεί µε διάφορες συγκεντρώσεις του πεπτιδίου ΝΡ68 και οι 
καλλιέργειες αναλύονται την 2η ηµέρα. Α. Παρουσιάζεται το προφίλ της CFSE στα CD8+ Τ κύτταρα από 
F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-/TNF-/- ποντίκια. Τα ποσοστά δηλώνουν το κλάσµα των CD8+ Τ κυττάρων που έχουν 
διαιρεθεί τουλάχιστο µία φορά Β. ∆οκιµασία πολλαπλασιασµού σε F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-/TNF-/-

σπληνοκύτταρα που περιέχουν ίσους αριθµούς CD8+ κυττάρων παρουσία ακτινοβοληµένων C57bl/10 
σπληνοκυττάρων προεπωασµένων µε διάφορες συγκεντρώσεις ΝΡ68. Γ. Τα παραπάνω CD8+ Τ κύτταρα 
αναλύθηκαν για την έκφραση των επιφανειακών µορίων CD44 και IL-2Rα. Το MFI τη µέση ένταση 
φθορισµού των κυττάρων που είναι θετικά για το υπό εξέταση µόριο. ∆.Σύγκριση του µεγέθους (FS) των 
F5/Rag1-/- (σκιασµένα ιστογράµµατα) και F5/Rag1-/-/TNF-/- (ασκίαστα) Τ κυττάρων µετά από διέγερση. Ε. 
Επίδραση εξωγενούς ΙL-2 στην έκφραση του IL-2Rα πάνω στα ενεργοποιηµένα CD8+ κύτταρα από τα εν 
λόγω ποντίκια. Τα σκιασµένα ιστογράµµατα αντιστοιχούν στις καλλιέργειες που προστέθηκε IL-2. ΣΤ. 6-10
εβδοµάδων F5 και F5/TNF-/- ποντίκια θυσιάστηκαν και σπληνοκύτταρά τους που περιείχαν ίσο αριθµό CD8 Τ 
κυττάρων καλλιεργήθηκαν παρουσία των παραπάνω ποσοτήτων SEA. Μετά από 2 ηµέρες επωάστηκαν για 6 
επιπλέον ώρες µε 3Η-dTTP και µετρήθηκε η ενσωµατωµένη στα κύτταρα ραδιενέργεια. 
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αφορά τους αντιστοίχους µάρτυρες (δείχνεται µόνο ο IL-2Rα), κάτι που σηµαίνει ότι ο   

µειωµένος πολλαπλασιασµός δεν οφείλεται δεν οφείλεται αποκλειστικά σε ελαττωµατική 

παραγωγή IL-2 (Εικόνα 17Ε)  Καθώς σε αυτά τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν C57bl/10 

(TNF+/+) σπληνοκύτταρα σαν αντιγονοπαρουσιαστές, φαίνεται ότι ο TNF που προέρχεται 

από τα T κύτταρα (διαλυτός ή µεµβρανικός) είναι αυτός που απαιτείται για τη βέλτιστη 

ενεργοποίηση των κυτταροτοξικών Τ κυττάρων. 

Επιπλέον, και όταν  η διέγερση των F5 T κυττάρων γίνει µε το βακτηριακό υπεραντιγόνο 

SEA, οι διαφορές στον πολλαπλασιασµό F5 και F5/TNF-/- Τ κυττάρων είναι παρόµοια 

µεγάλες (Εικόνα 17ΣΤ). Αν και µε την SEA διεγείρονται όλα τα Vβ11+ και Vβ3+ Τ κύτταρα 

εν τούτοις σε ποντίκια διαγονιδιακά για F5 TCR η συντριπτική πλειοψηφία των T κυττάρων 

που αποκρίνονται στην SEA έχει την F5 ειδικότητα.  

Για να µελετηθεί ο φυσιολογικός ρόλος του TNF στη διαδικασία του κυτταρικού 

θανάτου που επάγεται από ενεργοποίηση (AICD), παρακολουθήθηκε ο αποπτωτικός 

θάνατος ενεργοποιηµένων in vitro F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-/TNF-/- Τ κυττάρων από 

αυξανόµενες συγκεντρώσεις πεπτιδίου ΝΡ68. Για τούτο, έγινε κυτταροµετρία ροής µε 

αννεξίνη V και ιωδιούχο προπίδιο (ΡΙ). Η αννεξίνη V µπορεί να δεσµεύει 

φωσφατιδυλοσερίνη, ένα φωσφολιπίδιο που εκτίθεται στην εξωτερική πλευρά της 

κυτταρικής µεµβράνης σαν πρώιµο γεγονός στον αποπτωτικό θάνατο. Το PI µπορεί να 

δεσµευθεί στο DNA του κυττάρου και η είσοδός του στον πυρήνα γίνεται µόνο σε 

νεκρωτικά κύτταρα. Στην Εικόνα 18 φαίνονται τα αποτελέσµατα από ένα τέτοιο πείραµα, 

µετά από διέγερση 1 και 5 ηµερών. Παρατηρείται ότι στα F5 και στα F5/TNF-/- Τ κύτταρα η 

αναλογία των πρώιµα αποπτωτικών Τ κυττάρων (αννεξίνη V+ PI-) αυξάνει κατά 

δοσοεξαρτώµενο τρόπο µε επακόλουθη µείωση των ζωντανών κυττάρων (αννεξίνη V- ΡΙ-). 

Όµως, σε όλες τις συγκεντρώσεις του NP68 που ελέγχθηκαν, το ποσοστό των ζωντανών 

CD8+ T κυττάρων ήταν υψηλότερο απουσία του. 

Από τα παραπάνω συµπεραίνεται ότι εµφανίζεται µειωµένος θάνατος επαγόµενος από 

ενεργοποίηση (AICD) στα Τ κύτταρα που ελλείπουν TNF. Όµως, επειδή η ενεργοποίηση 

των F5/TNF-/- Τ κυττάρων είναι επίσης µειωµένη, δεν είναι ξεκάθαρο αν ο µειωµένος AICD 

οφείλεται καθαρά  στην ελαττωµατική ενεργοποίηση ή αν σε αυτόν συνεισφέρει και η 

σηµατοδότηση που εκπορεύεται από τους TNFRs και οδηγεί σε θάνατο µε άµεσο τρόπο.  



                     74
 
 

 

 

 

 

PI

Αννεξίνη V

F5/Rag1-/ -

F5/Rag1-/ -/TNF-/ -
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391+36 24
391+ 31 28
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401+ 23 31

451+23 31
451+

47 29
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47 29

231+51 21

271+51 21

271+64 16

191+64 16

191+9 4

852+9 4

852+

0 100 pM 1 nM 100 nM

1 ηµέρα 

5 ηµέρες 

Εικόνα 18. Μειωµένος αποπτωτικός θάνατος των F5/TNF-/- CD8 Τ κυττάρων µετά από διέγερσή τους in
vitro. Σπηνοκύτταρα από F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-TNF-/- ποντίκια  καλλιεργούνται παρουσία διαφόρων 
συγκεντρώσεων ΝΡ68 πεπτιδίου. Στις µέρες 1 και 5, τα ολικά CD8+ Τ κύτταρα αναλύθηκαν για δέσµευση 
αννεξίνης V και χρώση µε ΡΙ. Οι αριθµοί στους  σταυρούς δηλώνουν ποσοστά στις ανάλογες περιοχές. 
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2.4 To φαινόµενο της µικρότερης ενεργοποίησης των TNF-/- T κυττάρων είναι 

πολυκλωνικό 

 

Για να διαπιστωθεί κατά πόσο οι ελαττωµατικές αποκρίσεις των F5/TNF-/- CD8 T 

κυττάρων σε αντιγόνο είναι ίδιον της F5 ειδικότητας ή και άλλες ή όλες οι ειδικότητες των 

Τ κυττάρων επηρεάζονται από την TNF-µεταλλαγή ήταν σκόπιµη η πολυκλωνική διέγερση 

Τ κυττάρων προερχόµενων  από C57bl/10 (TNF+/+) και ΤΝF-/- ποντίκια. Για το λόγο αυτό 

προσδέθηκαν διάφορες συγκεντρώσεις a-CD3ε αντισώµατος σε τρυβλία καλλιέργειας στα 

οποία κατόπιν καλλιεργήθηκαν τα κύτταρα για 2 ή 3 ηµέρες. Στην Εικόνα 19A 

παρατηρούµε ότι για όλες τις συγκεντρώσεις a-CD3, τόσο τα CD8 όσο και τα CD4 Τ 

κύτταρα που προέρχονται από σπλήνες TNF-/- ποντικιών πολλαπλασιάζονται σε µικρότερο 

βαθµό από τα αντίστοιχα των TNF+/+ . H λιγότερο έντονη κυτταρική διαίρεση των CD8 

TNF-/- κυττάρων συνοδεύεται και από µικρότερη βλαστοποίηση τους (Εικόνα 19Β).  

Θέλοντας και εδώ να συγκρίνουµε την απόπτωση των TNF+/+ και TNF-/-  CD8 Τ 

κυττάρων µετά από την ενεργοποίηση µε a-CD3ε, έγινε χρώση τους µε αννεξίνη V. Στην 

Εικόνα  19Γ παρατηρούµε ότι και στα δύο είδη ζώων, τα ζωντανά CD8 κύτταρα που 

δεσµεύουν αννεξίνη V είναι κυρίως αυτά που έχουν διαιρεθεί. Αυτό προκύπτει αν 

συγκρίνουµε τις περιοχές R5 και R6 του κάθε γραφήµατος, (βλ. λεζάντα) ενώ η περιοχή R7 

περιέχει αποκλειστικά νεκρωτικά κύτταρα όπως προκύπτει από ανεξάρτητη χρώση µε PI 

(δεν δείχνεται) . Σηµαντικό είναι ότι για όλες τις συγκεντρώσεις του a-CD3 το ποσοστό των 

ζωντανών, µη αποπτωτικών CD8 T κυττάρων είναι µεγαλύτερο όταν αυτά προέρχονται από 

TNF-/- ποντίκια (ορθογώνια R5) Συµπερασµατικά, η ανικανότητα για βέλτιστη αντιγονική 

διέγερση και επακόλουθο προγραµµατισµένο θάνατο σε απουσία ενδογενούς ΤΝF δεν 

περιορίζεται µόνο στον F5 κλώνο αλλά επεκτείνεται και στα υπόλοιπα CD8 (και CD4) Τ 

κύτταρα. 

 

 

2.5 Ελαττωµένη ενεργοποίηση των NF-κΒ και ΝF-ATp στα F5/TNF-/- Τ κύτταρα 

 

Ακολούθως θελήσαµε  να µελετήσουµε τους βιοχηµικούς µηχανισµούς που διέπουν τις 

παρατηρούµενες επιδράσεις της έλλειψης του ενδογενούς TNF στις αποκρίσεις των Τ 

κυττάρων. Ο ΝF-κΒ µεταγραφικός παράγοντας παίζει ένα θετικό ρόλο στην ανάπτυξη και 

ξξξ 



                     76
 
 

 
CD8+ 

CD4+

TNF+/+

TNF+/+

TNF-/-

TNF-/-

CFSE 

A 
0 0.5 2 5 a-CD3ε 

Β

0 2 5 

FS

TNF+
TNF-

a-

CD8+

 M1:98 
M2:1 
M3:0 
M4:0 

M1:83 
M2:5 
M3:6 
M4:4 

M1:47
M2:16
M3:21
M4:14

M1:17 
M2:20 
M3:36 
M4:24 

M1:98 
M2:1 
M3:0 
M4:0 

M1:93
M2:4 
M3:2 
M4:1 

M1:76
M2:11
M3:10
M4:3 

M1:54 
M2:19 
M3:21 
M4:6 

M1:99 
M2:1 
M3:0 
M4:0 

M1:81 
M2:13 
M3:6 
M4:1 

M1:48 
M2:27 
M3:21 
M4:4 

M1:34
M2:33
M3:30
M4:4 

M1:99 
M2:1 
M3:0 
M4:0 

M1:90 
M2:8 
M3:2 
M4:0 

M1:68
M2:22
M3:9 
M4:1 

M1:59 
M2:26 
M3:14 
M4:1 



                     77
 
 

7

6

1

5

3

1

6

2

1 4

6

3

7

6

1

6

1

2

3

3

2

1

5

3

Εικόνα 19. Μειωµένη ενεργοποίηση και ΑICD σε TNF-/- T κύτταρα µετά από πολυκλωνική διέγερση µε a-
CD3ε. Σπληνοκύτταρα αποµονώνονται από ΤΝF+/+ ή ΤΝF-/- ποντίκια, σηµαίνονται µε CFSE και τα Τ τους
κύτταρα διεγείρονται επί 2 ηµέρες  µε τις αναφερόµενες ποσότητες a-CD3ε  (µg/ml) προσδεµένου στα
τρυβλία καλλιέργειας. Α.Ανάλυση FACS του προτύπου CFSE στα CD8+ ή στα CD4+ σπληνοκύτταρα των
TNF+/+ και TNF-/-. Οι αριθµοί δίπλα από τα Μ1, Μ2, Μ3 και Μ4 αναφέρονται στα ποσοστά των ζωντανών
κυττάρων που έχουν διαιρεθεί 0, 1, 2 ή 3 φορές αντίστοιχα. Β.Απεικόνιση του σχηµατισµού βλαστών στα
CD8+ κύτταρα µετά από διέγερση µε τις αναφερόµενες ποσότητες a-CD3ε. Τα σκιασµένα γραφήµατα
απεικονίζουν τα TNF+/+ CD8+ Τ κύτταρα, ενώ τα µη σκιασµένα τα TNF-/-.
Γ. Απεικόνιση της συσχέτισης πολλαπλασιασµού και απόπτωσης στα TNF+/+ και TNF-/- CD8+ T κύτταρα
που ενεργοποιήθηκαν  µε a-CD3ε. Το ορθογώνιο R5 περιέχει µόνο ζωντανά, µη αποπτωτικά CD8+ Τ
κύτταρα, το ορθογώνιο R7 περιέχει νεκρωτικά κύτταρα (PI+), ενώ το ορθογώνιο R6 περιέχει κυρίως
πρώιµα αποπτωτικά CD8+ T κύτταρα. Οι αριθµοί µέσα στα ορθογώνια αναφέρονται στα ποσοστά των
CD8+ T κυττάρων στο κάθε ένα από αυτά. 
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στις λειτουργίες των Τ κυττάρων (151, 152), αλλά και προστατευτικό ρόλο απέναντι στην 

απόπτωση που επάγεται από TNF (153, 154). Ο NF-κB κατακρατείται στο κυτταρόπλασµα 

των µη διεγερµένων T κυττάρων  και µεταναστεύει στον πυρήνα τους µετά  

 από διάφορα ερεθίσµατα που περιλαµβάνουν τον TNF και τη διέγερση του TCR (152, 155, 

156). Για να προσδιοριστεί αν η απουσία του TNF επηρεάζει την ενεργοποίηση του NF-κΒ 

µετά από αντιγονική διέγερση, χρησιµοποιήσαµε δοκιµασίες υστέρησης ηλεκτροφορητικής 

κινητικότητας σε πηκτή (EMSA:Electrophoretic Mobility Shift Assay), συγκρίνοντας  την 

ικανότητα πρόσδεσης NF-κΒ σε κατάλληλο ολιγονουκλεοτίδιο, από πυρηνικά εκχυλίσµατα 

F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-TNF-/- σπληνοκυττάρων που εκτέθηκαν σε πεπτίδιο in vitro. Στην 

Εικόνα 20Α και 20Β φαίνεται ότι η πρόσδεση του NF-κB είναι συστηµατικά λιγότερη στα 

πυρηνικά εκχυλίσµατα από  ενεργοποιηµένα F5/Rag1-/-/TNF-/- T κύτταρα σε όλες τις 

συγκεντρώσεις NP68 πεπτιδίου και σε όλα τα χρονικά σηµεία που ελέγχθηκαν. 

Οι NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) είναι µια άλλη οικογένεια επαγόµενων 

µεταγραφικών παραγόντων, που παίζουν έναν κεντρικό ρόλο στη µεταγραφή γονιδίων µετά 

από επίδραση µιτογόνων ερεθισµάτων σε Τ κύτταρα, ενώ δεν υπάρχουν ενδείξεις για 

ενεργοποίησή του από τον TNF. Ο ΝF-ATp/NF-AT1/NF-ATc2 µετά από διέγερση µέσω 

TCR ή από ιονοφόρα ασβεστίου αποφωσφορυλιώνεται πολύ γρήγορα και εισέρχεται στον 

πυρήνα του T κυττάρου (157). Η επίδραση της έλλειψης ΤΝF στην ενεργοποίηση του NF-

ATp προσδιορίστηκε µε πειράµατα EMSA σε θυµοκύτταρα από F5/Rag1-/-/TNF-/- ποντίκια 

µετά από διέγερση µε πεπτίδιο. Χρησιµοποιήθηκαν θυµοκύτταρα αντί για σπληνοκύτταρα 

επειδή στα δεύτερα ανιχνεύονταν δύσκολα η πρόσδεση του NF-ATp. Παρατηρείται ότι σε 

όλες τις συγκεντρώσεις πεπτιδίου που δοκιµάστηκαν (Εικόνα 21) η ειδική δέσµευση του 

πυρηνικού NF-ATp, στο κατάλληλο ολιγονουκλεοτίδιο, ήταν συστηµατικά λιγότερο 

ανιχνεύσιµη στα εκχυλίσµατα από F5/Rag1-/-/TNF-/- θυµοκύτταρα σε σχέση µε τα F5/Rag1-/-

. Τα παραπάνω αποτελέσµατα προτείνουν ότι ο ενδογενής TNF έχει την ικανότητα να 

ρυθµίζει µονοπάτια σηµατοδότησης που ενεργοποιούνται µετά από διέγερση του TCR. 
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Εικόνα 20. Μειωµένη ποσότητα ενεργοποιηµένου NF-κΒ σε F5/TNF-/- Τ κύτταρα.
Α. 3x107  σπληνοκύτταρα από F5/Rag1-/- (WT) και F5/Rag1-/-TNF-/- (KO) ποντίκια
διεγείρονται από διάφορες συγκεντρώσεις διαλυτού πεπτιδίου NP68  για 4h in vitro. Από
τα κύτταρα αυτά φτιάχτηκαν πυρηνικά εκχυλίσµατα που χρησιµοποιήθηκαν σε
πειράµατα EMSA µε σηµασµένα ολιγονουκλεοτίδια που προσδένουν NFκB ή ΑΡ2 η
οποία βρίσκεται συστατικά στη σπλήνα. Για την ταυτοποίηση του NFκB
χρησιµοποιήθηκαν α-p50 και α-p65(δεν δείχνεται) αντισώµατα δείχνοντας ότι στο
σύµπλοκο που ανιχνεύοµε υπάρχει p50 αλλά όχι p65. Β.Σύγκριση ενεργοποιηµένου
πυρηνικού NF-κΒ στα παραπάνω κύτταρα µετά από διέγερση µε 100nM ΝΡ68 για
διάφορα χρονικά διαστήµατα. 
 

Β 
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WT  KO WT  KO WT  KOWT  KO WT  KOWT  KO

100nM 10µΜ 100nM 1nM100pMw/o 

+a-NF-ATp 

Εικόνα 21. Μειωµένη ποσότητα ενεργοποιηµένου NF-ATp  σε F5/TNF-/- θυµοκύτταρα.4x107 θυµοκύτταρα 
αποµονώθηκαν από F5/Rag1-/-(WT)  ή F5/Rag1-/-TNF-/- (KO) ποντίκια και καλλιεργήθηκαν για 30 min
απουσία ή παρουσία των αναγραφόµενων συγκεντρώσεων NP68. Ίση ποσότητα πρωτεΐνης, από τα πυρηνικά 
εκχυλίσµατα που παρασκευάσθηκαν, επωάσθηκε µε τη θέση δέσµευσης NF-AT του υποκινητή της IL-4.
Αντίσωµα εναντίον του NF-AΤp επιβεβαίωσε ότι αυτός είναι ένα από τα συστατικά του επαγόµενου 
συµπλόκου. Η δέσµευση του Sp1 σε κατάλληλο ολιγονουκλεοτίδιο χρησιµοποιήθηκε για την 
κανονικοποίηση των αποτελεσµάτων. ∆είχνεται ένα αντιπροσωπευτικό πείραµα από τρία. 

Sp1 

NF-ATp 
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   2.6 Η εγγύς σηµατοδότηση µέσω Τ υποδοχέα δεν επηρεάζεται ποιοτικά στα F5/ΤΝF-/- Τ 

κύτταρα 

 

Αφού βρέθηκε ότι υπάρχουν οι παραπάνω  διαφορές στην TCR-σηµατοδότηση απουσία 

του TNF, θεωρήθηκε σκόπιµο να ελεγχθεί αν οι καταβολές των διαφορών αυτών 

βρίσκονται στην εγγύς TCR-σηµατοδότηση. Όπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή, από τα 

πρώτα γεγονότα στη µετάδοση του σήµατος που εκπορεύεται από τον TCR είναι οι 

φωσφορυλιώσεις, σε τυροσίνες, των αλυσίδων CD3ε, CD3ζ και της πρωτεϊνης ZAP-70 από 

κινάσες της Src οικογένειας. Για να δούµε αν η απουσία του ενδογενούς TNF επηρεάζει 

µεταξύ άλλων και αυτή τη σηµατοδότηση, ελέγξαµε το πρότυπο φωσφορυλίωσης σε 

τυροσίνες των παραπάνω µορίων σε F5 και F5/TNF-/- κύτταρα µετά από ενεργοποίησή τους. 

Παρατηρείται στην Εικόνα 22 ότι τόσο στα διεγερµένα   περιφερικά Τ λεµφοκύτταρα 

ανιχνεύουµε φωσφορυλιωµένη CD3ε, ZAP-70 και υπερφωσφορυλιωµένη CD3ζ, 

ανεξαρτήτως αν τα κύτταρα προέρχονται από F5 ή F5/TNF-/- ζώα. Τα παραπάνω 

αποτελέσµατα δεν είναι ποσοτικά γιατί ενώ τα δείγµατα έχουν κανονικοποιηθεί ως προς 

ολική πρωτεΐνη, εν τούτοις έχουν διαφορετικά ποσοστά F5 και Τ κυττάρων. Σε άλλα 

πειράµατα µε πρωτεΐνη από ίσους αριθµούς F5 T κυττάρων (δεν δείχνονται) δεν υπήρχαν 

συστηµατικές διαφορές στην ένταση ζωνών των φωσφορυλιωµένων πρωτεϊνών και ως εκ 

τούτου δεν υπάρχει κάποια σηµαντική διαφορά στην εγγύς TCR-σηµατοδότηση µεταξύ 

διεγερµένων F5 και F5/TNF-/- Τ κυττάρων.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

WT  KO WT  KOWT  KO 

100nM 12΄100nM 4΄ w/o 12΄ ΝΡ68 

ΤΝF 

ZAP-70 

CD3ε
CD3ζ 

IgH 

IgL 

Εικόνα 22.  Παρόµοια πρότυπα φωσφορυλίωσης στις τυροσίνες των πρωτεϊνών που γειτνιάζουν µε 
TCR µεταξύ F5 κaι F5/TNF-/- Τ κυττάρων. Α. 6.5x107 σπληνοκύτταρα από F5 ή F5/TNF-/- ποντίκια 
καλλιεργούνται παρουσία ή απουσία NP για τους ενδεικνυόµενους χρόνους. Παρασκευάστηκαν 
ολικά κυτταρικά εκχυλίσµατα που ανοσοκατακρηµνίστηκαν µε α-CD3ε αντίσωµα. ∆είγµατα που 
αντιστοιχούν σε ίσες ποσότητες ποσότητες πρωτεϊνης διαχωρίστηκαν σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 
12% µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη που υβριδοποιήθηκε µε αντίσωµα εναντίον φωσφοτυροσίνης. 
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2.7 H περιφερική ανοχή απουσία ενδογενούς ΤΝF είναι ελαττωµατική στα διπλά 

διαγονιδιακά F5/NP ποντίκια 

 

Το γεγονός ότι τα αποτελέσµατά µας αποκάλυψαν ελαττώµατα σε διάφορες αποκρίσεις 

των F5/TNF-/- T κυττάρων, και επειδή όπως αναφέρθηκε υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα 

που συσχετίζουν τον TNF µε περιφερική ανοχή µας οδήγησαν στη διερεύνηση της πιθανής 

εµπλοκής του ενδογενούς ΤΝF στην περιφερική ανοχή των F5 Τ κυττάρων. Για το λόγο 

αυτό αναλύθηκαν τα διπλά διαγονιδιακά F5/NP ποντίκια, που αποτελούν µοντέλο 

περιφερικής ανοχής, σε γενετικό υπόβαθρο TNF-/-. Στην Εικόνα 23Α φαίνεται ότι η 

περιφερική κλωνική απαλοιφή των F5 Τ κυττάρων εξαιτίας του αυτοαντιγόνου συµβαίνει 

σε σαφώς µικρότερο βαθµό στα TNF-/- ποντίκια. Έτσι, στο γενετικό υπόβαθρο Rag1-/- 

παρατηρείται µείωση 70% στα F5 σπληνοκύτταρα µεταξύ  F5 και F5/ΝΡ ποντικιών ενώ 

αντίστοιχη µείωση µεταξύ F5/TNF-/- και F5/ΝΡ/TNF-/- ποντικιών είναι µόλις 24%. Η 

έκφραση των επιφανειακών µαρτύρων ενεργοποίησης CD44 και CD69 είναι λιγότερο 

έντονη στα περιφερικά Τ κύτταρα από τα F5/ΝΡ/Rag1-/-/TNF-/- ποντίκια σε σχέση µε αυτά 

από τα F5/NP/Rag1-/- (Εικόνα 23Β), κάτι που σηµαίνει ότι αποκρίθηκαν µε διαφορετικό 

τρόπο στη συνάντησή τους µε το αυτοαντιγόνο στους ιστούς του ζώου. Αυτό έγινε πιο 

έκδηλο όταν εξετάστηκε η επίδραση της TNF µεταλλαγής στην ανάπτυξη του άνεργου 

φαινότυπου των F5/ΝΡ CD8 Τ κυττάρων. Μετά, λοιπόν, από διέγερση µε ΝΡ68 πεπτίδιο  in 

vitro τα F5 κύτταρα που προέρχονται από F5/ΝΡ/Rag1-/-/TNF-/- ζώα, µπορούν να 

πολλαπλασιαστούν σε σηµαντικό βαθµό ενώ αυτά που προέρχονται από τα F5/NP/Rag1-/- 

δεν πολλαπλασιάζονται σχεδόν καθόλου (Εικόνα 23Γ). Πάντως τα F5/ΝΡ/Rag1-/-/TNF-/- Τ 

κύτταρα παραµένουν υπο-δραστικά αν συγκριθούν µε τα  F5/Rag1-/-/TNF-/-. 

 

2.8 Η αφύσικα µικρή απαλοιφή των F5/TNF-/-  κυττάρων µετά από χρόνια έκθεση σε 

αντιγόνο είναι χαρακτηριστικό που εξαρτάται µόνο από τα Τ κύτταρα. 

 

Για να αναλυθεί περαιτέρω η επίδραση του TNF στην κλωνική απαλοιφή, ένα 

απαραίτητο συστατικό  ανοχής, χρησιµοποιήθηκαν πρωτόκολλα µεταφοράς F5/Rag1-/- ή 

F5/Rag1-/-/TNF-/- Τ κυττάρων σε ποντίκια-αποδέκτες που εκφράζουν ενδογενώς το ΝΡ. Με 

αυτό τον τρόπο ήταν εφικτό να παρακολουθήσουµε την αρχική φάση, της κλωνικής 

επέκτασης, και κατόπιν την φθίση της ανοσοαπάντησης, την κλωνική απαλοιφή. Στην 

λλλλλλ 
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Εικόνα 23. Η κλωνική απαλοιφή και η ανέργεια των αυτοδραστικών T κυττάρων είναι ελαττωµατικές στα
F5/NP/TNF-/- ποντίκια.Α. Οι απόλυτοι αριθµοί CD8+Vβ11+ σπληνοκυττάρων υπολογίστηκαν µε
µικροσκοπική καταµέτρηση και κυτταροµετρία ροής σε F5, F5/ΝΡ, F5/TNF-/- και F5/ΝΡ/TNF-/- ποντίκια
σε Rag1-/- και Rag1+/+ γενετικά υπόβαθρα. Κάθε τρίγωνο αντιπροσωπεύει ένα ποντίκι και οι παύλες
δηλώνουν µέσες τιµές. Β. ∆είχνεται η έκφραση των µαρτύρων ενεργοποίησης CD44 και CD69 πάνω στα
CD8 κύτταρα.H τιµή MFI δηλώνει τη µέση ένταση φθορισµού  των θετικών κυττάρων και τα ποσοστά
αναφέρονται στα CD44+ και CD69+ κύτταρα του CD8+ πληθυσµού. Γ ∆οκιµασία πολλαπλασιασµού σε
σπληνοκύτταρα από ποντίκια F5/NP/Rag1-/-, F5/NP/Rag1-/-/TNF-/- και από ποντίκια «ελέγχου» F5/Rag1-/-
/TNF-/- παρουσία ακτινοβοληµένων C57bl/10 σπληνοκυττάρων προεπωασµένων µε διάφορες
συγκεντρώσεις ΝΡ68. Τα δείγµατα κανονικοποιήθηκαν για ίσους αριθµούς CD8+ κυττάρων. Το πείραµα
έγινε τουλάχιστον τρεις φορές µε παρόµοια αποτελέσµατα. 
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 Εικόνα 24Α δείχνεται ο in vivo πολλαπλασιασµός Τ κυττάρων σηµασµένων µε CFSE, 

στους αποδέκτες που εκφράζουν τo NP, 40 ώρες µετά τη µεταφορά τους. Τα αποτελέσµατά 

µας δείχνουν ότι η απουσία του ΤΝF από τους δότες και από τους δέκτες οδηγεί σε 

σηµαντική καθυστέρηση του πολλαπλασιασµού των F5 T κυττάρων, κάτι που βρίσκεται σε 

συµφωνία µε τα προηγούµενα αποτελέσµατα µας σε διέγερση των F5/TNF-/- Τ κυττάρων in 

vitro. 

Για να προσδιοριστεί ο ρόλος του TNF στην περιφερική κλωνική απαλοιφή των F5 Τ 

κυττάρων, µετρήθηκαν τα F5 T κύτταρα που ανακτήθηκαν 26 ηµέρες µετά τη µεταφορά 

τους στους ΝΡ-αποδέκτες. Στατιστικώς σηµαντικά περισσότερα F5 κύτταρα ανακτώνται 

απουσία του TNF µετά από την παραπάνω περίοδο (Εικόνα 24Β στήλες Β,∆, Ρ<0.013). 

Φαίνεται λοιπόν πως η απαλοιφή που έπεται της χρόνιας έκθεσης στο ενδογενές αντιγόνο 

είναι ελαττωµατική στην απουσία του TNF, κάτι που επιβεβαιώνει ότι ο αυξηµένος αριθµός 

CD8+Vβ11+ κυττάρων στις F5/ΝΡ/TNF-/- σπλήνες αποδίδεται κύρια σε αναποτελεσµατική 

περιφερική απαλοιφή, και όχι σε συµµετοχή του θύµου.  

Περαιτέρω θελήσαµε να διαπιστώσουµε κατά πόσο οι παρατηρούµενες διαφορές στην 

παραπάνω απαλοιφή εξαρτώνται από τον γονότυπο των Τ κυττάρων ή του αποδέκτη ή και 

των δύο. Για τούτο, µεταφέρθηκαν F5 σπληνοκύτταρα σε αποδέκτες αντίθετου γονοτύπου 

ως προς TNF, δηλαδή F5/Rag1-/- κύτταρα µεταφέρθηκαν σε ΝΡ/Rag1-/-TNF-/- αποδέκτες και 

F5/Rag1-/-TNF-/- κύτταρα, µεταφέρθηκαν σε ΝΡ/Rag1-/- αποδέκτες. Στην Εικόνα 24B 

φαίνεται ότι ο µέγιστος AICD συµβαίνει όταν τα F5 Τ κύτταρα είναι ικανά να παράγουν 

TNF. Έτσι, η µείωση του αριθµού των F5 κυττάρων, αγρίου τύπου ως προς TNF, είναι 

παρόµοια ανεξάρτητα από το αν οι αποδέκτες ήταν TNF+/+ ή TNF-/- (Εικόνα 22Β στήλες 

Α,Β σε αντιπαραβολή µε τις Ε, ΣΤ). Αντίστροφα, ο ελαττωµατικός AICD των F5/Rag1-/-

TNF-/- Τ κυττάρων σε απόκριση στο ενδογενές αντιγόνο συµβαίνει στον ίδιο βαθµό 

ανεξάρτητα της παρουσίας λειτουργικού TNF στον αποδέκτη (Εικόνα 24Β στήλες Γ, ∆ σε 

αντιπαραβολή µε τις Ζ, Η).  

Συµπερασµατικά τα παραπάνω δείχνουν ότι η µειωµένη απαλοιφή των F5 T κυττάρων 

µετά από χρόνια έκθεση στο ενδογενές αντιγόνο οφείλεται µάλλον σε ελάττωµα του TNF-/- 

Τ κυττάρου παρά σε ελάττωµα των TNF-/- APC. To ελάττωµα είναι πιθανώς είτε η 

ανικανότητα των διεγερµένων F5/TNF-/- T κυττάρων να παράγουν TNF (ενεργοποιηµένα Τ 

κύτταρα παράγουν σηµαντικές ποσότητες µεµβρανικού και διαλυτού TNF) ή είναι οι 

αλλαγές στις αποκρίσεις τους σε αντιγόνα που θεµελιώθηκαν κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης και παραµονής τους στα TNF-/- ποντίκια.   
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Εικόνα 24. Ελαττωµατικός πολλαπλασιασµός και επακόλουθη µειωµένη απαλοιφή των F5 T κυττάρων
απουσία του TNF µετά από χρόνια έκθεση σε ενδογενές αντιγόνο.Σπληνοκύτταρα από F5/Rag1-/- ή F5/Rag1-/-

TNF-/- ποντίκια-δότες, που περιέχουν 3x106 CD8+ κύτταρα µεταφέρθηκαν σε λεµφοπενικούς αποδέκτες που
εξέφραζαν ενδογενώς το ΝΡ σε TNF+/+ και TNF-/- γενετικό υπόβαθρο. Α. Ανάλυση FACS στα CD8+

σπληνοκύτταρα που είχαν σηµανθεί µε CFSE και ανακτήθηκαν από τους αποδέκτες την ηµέρα 2 µετά τη
µεταφορά.Τα ποσοστά δείχνουν το µέρος των ανακτηµένων CD8+ που είχαν διαιρεθεί τουλάχιστον µία φορά.
Β.Οι αποδέκτες αναλύθηκαν για αριθµό CD8+Vβ11+ σπληνοκυττάρων 26 ηµέρες µετά τη µεταφορά. Σαν
ποντίκια ελέγχου χρησιµοποιήθηκαν αποδέκτες που δεν εξέφραζαν το αντιγόνο. Κάθε τρίγωνο δηλώνει ένα
ποντίκι και οι παύλες αντιπροσωπεύουν µέσους όρους. Τα αποτελέσµατα αναπαριστούν µια συλλογή από
τουλάχιστον 3 ανεξάρτητα πειράµατα. 
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2.9 Ελαττωµατική επαγωγή ανέργειας στα F5 T κύτταρα από χρόνια έκθεση στο αντιγόνο εν 

απουσία του TNF.  

 

Για να εξετάσουµε το ρόλο του TNF κατά την εγκαθίδρυση του άνεργου φαινοτύπου στα 

Τ κύτταρα, µετά από χρόνια έκθεση στο αντιγόνο, ίσοι αριθµοί F5  Τ κυττάρων από 

F5/Rag1-/- και F5/Rag1-/-/TNF-/- σπληνοκύτταρα µεταφέρθηκαν σε ΝΡ/Rag1-/- και ΝΡ/Rag1-

/-/TNF-/- ποντίκια-αποδέκτες αντίστοιχα. Η τύχη των µεταφερµένων F5 Τ κυττάρων στους 

αποδέκτες, παρακολουθήθηκε µετρώντας το ποσοστό των CD8+Vβ11+ κυττάρων στο αίµα 

των αποδεκτών µε την πάροδο του χρόνου, και ο βαθµός απόκρισης των ανακτηθέντων 

κυττάρων στο πεπτίδιο δοκιµάστηκε in vitro 26 ηµέρες µετά την µεταφορά τους. Στην 

Εικόνα 25A δείχνεται η µεταβολή των ποσοστών των µεταφερµένων F5 Τ κυττάρων στο 

αίµα σε διάφορα χρονικά σηµεία σε σχέση µε την ηµέρα 1. Σε συµφωνία µε τα 

προηγούµενα πειράµατα η κλωνική επέκταση των F5 Τ κυττάρων στα αρχικά στάδια της 

ανοσοαπάντησης είναι σηµαντικά ελαττωµένη στο TNF-/- γενετικό υπόβαθρο. Η επίδραση 

της TNF µεταλλαγής είναι πιο έκδηλη στο ρυθµό φθίσης της ανοσοαπάντησης, που 

καθυστερεί αφύσικα στα F5/Rag1-/-/TNF-/- CD8 Τ κύτταρα σε σχέση µε τα F5/Rag-/-, 

δηλαδή στα πρώτα η κλωνική απαλοιφή είναι λιγότερο έντονη. Τα F5 Τ κύτταρα που 

επιβίωσαν της κλωνικής απαλοιφής µετά τη χρόνια έκθεση στο αντιγόνο, δοκιµάστηκαν για 

την ικανότητά τους για πολλαπλασιασµό µετά από δεύτερη «συνάντηση» µε το αντιγόνο in 

vitro. Όπως ήταν αναµενόµενο από τη βιβλιογραφία (59, 60), η χρόνια έκθεση στο αντιγόνο 

είχε οδηγήσει τα  F5 Τ κύτταρα σε µια κατάσταση που έµοιαζε µε άνεργη, δηλαδή είναι  

υπο-δραστικά αν συγκριθούν µε ίσο αριθµό παρθένων F5 Τ κυττάρων (Εικόνα 25Β). 

Μάλιστα η κατάσταση αυτή έχει ήδη αρχίσει να εγκαθιδρύεται τουλάχιστον από την όγδοη 

µέρα µετά τη µεταφορά (δε δείχνεται). 

Τα ανακτηµένα F5/Rag1-/-/TNF-/- Τ κύτταρα ήταν (σε συµφωνία µε τα προηγούµενα 

αποτελέσµατα µας ) περισσότερα από τα αντίστοιχα F5/Rag1-/- και επιπλέον η ικανότητα 

τους, ανά κύτταρο, για πολλαπλασιασµό ήταν αξιοσηµείωτα µεγαλύτερη αν και παρέµεναν 

λιγότερο δραστικά από τα παρθένα F5 T κύτταρα (Εικόνα 25Β). 
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Εικόνα 25. Η κλωνική επέκταση, η κλωνική απαλοιφή και η ανέργεια που επάγονται από ενδογενές
αντιγόνο είναι ελαττωµατικές στην απουσία του TNF. Α. Σπληνοκύτταρα από F5/Rag1-/- ή F5/Rag1-/-

/TNF-/- ποντίκια-δότες, που περιέχουν 6x106 CD8+ κύτταρα, µεταφέρονται αντίστοιχα σε ΝΡ/Rag1-/- ή
ΝΡ/Rag1-/-/TNF-/- ποντίκια-αποδέκτες. Τις ηµέρες 1, 2, 3, 7, 14 και 26, λήφθηκε αίµα από τους
αποδέκτες και αναλύθηκε ως προς το ποσοστό των CD8+Vβ11+ κυττάρων. Τα αποτελέσµατα
εκφράζονται ως «φορές αύξησης του ποσοστού των CD8+Vβ11+ κυττάρων»=(%-%1ης ηµέρας)/%1ης
ηµέρας. ∆είχνονται έξι ποντίκια από κάθε είδος, ενός από δύο τέτοια πειράµατα. Οι παύλες δηλώνουν
µέσες τιµές. Β.Την 26η ηµέρα µετά τη µεταφορά, τα ποντίκια θυσιάζονται και σπληνοκύτταρα από τα
δύο είδη αποδεκτών που περιέχουν ίσους αριθµούς CD8+ κυττάρων υποβάλλονται σε δοκιµασία
πολλαπλασιασµού σε απόκριση στο ΝΡ68 in vitro. Κάθε σηµείο αντιπροσωπεύει τη µέση τιµή από
πέντε ζώα και οι ράβδοι την τυπική απόκλιση. Ίσος αριθµός CD8+ κυττάρων από µία F5/Rag1-/- σπλήνα
χρησιµοποιήθηκε σαν δείγµα ελέγχου. 
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3. Ο ρόλος του ενδογενούς Fas σε αποκρίσεις των CD8+ Τ κυττάρων 

 

3.1 Η lpr µεταλλαγή υποβαθµίζει την ικανότητα επιβίωσης των F5 Τ κυττάρων σε νέα 

ποντίκια  

 
Αρχικά, διασταυρώθηκαν ποντίκια lpr/lpr µε F5 και συγκρίθηκαν οι αριθµοί των 

CD8+Vβ11+ σπληνοκυττάρων τους ως µέτρο των περιφερικών F5 Τ κυττάρων. Καθότι, 

όπως αναφέρθηκε, η κατάργηση της σηµατοδότησης του TNF έχει σαν αποτέλεσµα 

µειωµένους αριθµούς F5 κυττάρων ήταν λογικό να εξετάσουµε αν η έλλειψη 

σηµατοδότησης µέσω ενός άλλου µέλους της ίδιας οικογένειας έχει παρόµοια 

αποτελέσµατα. Στην Εικόνα 26 βλέπουµε ότι η έλλειψη λειτουργικού Fas οδηγεί σε µια 

ήπια µείωση των F5 Τ κυττάρων σε νεαρά  F5/lpr/lpr ποντίκια µικρότερου βαθµού από ότι 

προκαλεί η έλλειψη του TNF. Επιπροσθέτως, η σύγχρονη έλλειψη ενδογενούς TNF και Fas 

έχει σαν αποτέλεσµα την δραµατικότερη µείωση F5 Τ κυττάρων (περίπου στο 20% αυτών 

του αγρίου τύπου). Στα  ηλικιωµένα F5 ζώα (Εικόνα 26) παρατηρείται αύξηση του αριθµού 

των  CD8+Vβ11+ σπληνοκυττάρων (~2.3 φορές) σε σχέση µε τα νέα, ενώ στα F5/lpr/lpr η 

αύξηση είναι µεγαλύτερη (~3.2 φορές) ώστε τελικά οι διαφορές στους αριθµούς των F5 Τ 

κυττάρων που παρατηρούνταν στα νέα ποντίκια λόγω της lpr/lpr µεταλλαγής να έχουν 

εξαλειφτεί στα ηλικιωµένα. 

 

3.2 Φυσιολογική περιφερική ανοχή απουσία λειτουργικού ενδογενούς Fas στα διπλά 

διαγονιδιακά F5/ΝΡ ποντίκια. 

 

Καθώς ο Fas έχει εµπλακεί σε θανάτωση Τ κυττάρων µετά από διέγερσή τους µε 

αντιγόνο  θελήσαµε να ελέγξουµε την πιθανή συµµετοχή του στην κλωνική απαλοιφή που 

είναι έκδηλη στα περιφερικά F5 κύτταρα των F5/ΝΡ ποντικιών. Για τούτο διασταυρώθηκαν 

F5/ΝΡ ποντίκια µε lpr/lpr και συγκρίθηκε ο αριθµός των CD8+Vβ11+ σπληνοκυττάρων από 

F5/ΝΡ/lpr/lpr µε αυτόν  από F5/lpr/lpr ποντίκια. Στην Εικόνα 27Α φαίνεται ότι η απαλοιφή 

των F5 Τ κυττάρων απουσία Fas σηµατοδότησης είναι εξίσου αποτελεσµατική µε αυτήν 

στα αγρίου τύπου ως προς Fas ποντίκια κάτι που σηµαίνει ότι στο συγκεκριµένο µοντέλο 

περιφερικής ανοχής η πρωτεΐνη Fas δεν έχει κάποιο εµφανή ρόλο στην κλωνική απαλοιφή 

των εν δυνάµει αυτοδραστικών κυττάρων.  

Tα ειδικά για ΝΡ, Τ κύτταρα που επιβιώνουν από την κλωνική απαλοιφή στην 

περιφέρεια των F5/ΝΡ/lpr/lpr ποντικιών ελέγχθηκαν για την ικανότητά τους να 

κκκκκκκκκκκ 
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Εικόνα 26.  Μειωµένοι αριθµοί F5 Τ σπληνοκυττάρων σε νεαρά F5/lpr/lpr και F5/TNF-/-lpr/lpr ποντίκια.
6-12 εβδοµάδων ποντίκια (νεαρά) ή 20-24 εβδοµάδων (ηλικιωµένα) θυσιάζονται και τα σπληνοκύτταρα 
τους απαριθµούνται στο µικροσκόπιο και αναλύονται µε κυτταροµετρία ροής για την έκφραση των 
επιφανειακών µορίων CD8, CD4 και Vβ11. Κάθε τρίγωνο ή τετράγωνο αντιστοιχεί σε ένα ποντίκι και οι 
παύλες αναπαριστούν τις µέσες τιµές. Τα τρίγωνα συµβολίζουν διαφορετικό πείραµα από τα τετράγωνα. 
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Εικόνα 27. Η περιφερική ανοχή των F5/ΝΡ Τ κυττάρων δεν επηρεάζεται από την lpr µεταλλαγή.
Α. Ποντίκια 9-11 εβδοµάδων θυσιάζονται και τα σπληνοκύτταρά τους αναλύονται µε µικροσκοπική
απαρίθµηση και κυτταροµετρία ροής για τον υπολογισµό του αριθµού των CD8+Vβ11+ κυττάρων τους.
Παρουσιάζεται συλλογή αποτελεσµάτων από δύο ανεξάρτητα πειράµατα, µε δύο ζώα (κύκλοι) και τρία
ζώα (ρόµβοι). Οι παύλες και οι αριθµοί δηλώνουν µέσους όρους. Β. ∆οκιµασία πολλαπλασιασµού σε
σπληνοκύτταρα των παραπάνω ζώων που περιέχουν ίσους αριθµούς CD8+ Τ κυττάρων, παρουσία
ακτινοβοληµένων C57bl/10 σπληνοκυττάρων προεπωασµένων µε διάφορες συγκεντρώσεις ΝΡ68.
Γ. Σπληνοκύτταρα από F5, F5/ΝΡ, F5/lpr/lpr, F5/ΝΡ/lpr/lpr και F5/lpr/lpr/TNF-/- ποντίκια που περιείχαν
ίσο αριθµό CD8 Τ κυττάρων καλλιεργήθηκαν παρουσία των παραπάνω ποσοτήτων SEA. Μετά από 2
ηµέρες επωάστηκαν για 6 επιπλέον ώρες µε 3Η-dTTP και µετρήθηκε η ενσωµατωµένη στα κύτταρα
ραδιενέργεια 
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αποκρίνονται στο πεπτίδιο NP68 in vitro. Στην Εικόνα 27Β παρατηρούµε ότι τα 

F5/ΝΡ/lpr/lpr σπληνοκύτταρα συµπεριφέρονται όπως ακριβώς τα αγρίου τύπου ως προς 

Fas, F5/ΝΡ, δηλαδή δεν πολλαπλασιάζονται πρακτικά καθόλου όπως αυτό κρίνεται από τις 

χαµηλές τιµές ενσωµατωµένης θυµιδίνης.  

Επιπλέον ελέγχθηκε η απόκριση των F5/ΝΡ/lpr/lpr Τ κυττάρων  στο υπεραντιγόνο SEA 

που όπως αναφέρθηκε µπορεί να αναστρέψει, αλλά όχι πλήρως, τον άνεργο φαινότυπο των 

F5/ΝP Τ κυττάρων in vitro. Παρατηρείται στην Εικόνα 27Γ ότι  η διέγερση των 

F5/ΝΡ/lpr/lpr Τ κυττάρων από το υπεραντιγόνο SEA τα οδηγεί σε παρόµοιο βαθµό 

πολλαπλασιασµού µε τα F5/ΝΡ (Εικόνα 27 Γ). 

 Συµπερασµατικά η lpr µεταλλαγή δεν επηρεάζει ούτε την κλωνική απαλοιφή ούτε τον 

άνεργο φαινότυπο των F5/ΝΡ CD8 Τ κυττάρων. Συνεπώς σε αυτό το µοντέλο ποντικιών ο 

Fas δεν έχει κανένα εµφανή ρόλο στην περιφερική ανοχή αυτοδραστικών Τ κυττάρων στο 

αυτοαντιγόνο.  

 

3.3 Η σύγχρονη ανενεργοποίηση σηµατοδοτικών µονοπατιών που εκπορεύονται από Fas 

και TNFRs δεν είναι αρκετή για την εξάλειψη του ΑΙCD των F5 CD8 T κυττάρων in 

vivo. 

 

Σύµφωνα µε την βιβλιογραφία, υπάρχουν ενδείξεις ότι τόσο ο Fas όσο και ο TNF 

εµπλέκονται στον θάνατο των Τ κυττάρων που επάγεται από ενεργοποίηση. Έτσι, 

µελετήσαµε το φαινόµενο του ΑΙCD των F5 κυττάρων in vivo όταν αυτά δεν µπορούν να 

παράγουν  Fas και TNF πρωτεΐνες. 

Για το λόγο αυτό µεταφέραµε F5, F5/lpr/lpr, και F5/TNF-/-/lpr/lpr σπληνοκύτταρα που 

περιείχαν ίσους αριθµούς CD8+ Τ κυττάρων  σε ποντίκια-αποδέκτες ΝΡ/Rag1-/-, και 

προσδιορίσαµε τους ολικούς αριθµούς F5 Τ κυττάρων  στις σπλήνες των αποδεκτών την 7η 

και την 26η ηµέρα µετά την µεταφορά. Βρέθηκε ότι ο βαθµός απαλοιφής των διεγερµένων 

και πολλαπλασιασµένων Τ κυττάρων µεταξύ της 7ης και της 26ης ηµέρας είναι παραπλήσιος 

για κάθε γονότυπο Τ κυττάρων από τους παραπάνω (Εικόνα 28). Παρατηρούµε βέβαια ότι η 

απόκλιση  των ανακτηθέντων F5 κυττάρων από ΝΡ ζώα την 7η ηµέρα είναι µεγάλη και 

επιπλέον εκ των υστέρων διαπιστώθηκε ότι ο  αριθµός των F5 κυττάρων είναι  µέγιστος την 



                     92
 
 

3η ή 4η ηµέρα και όχι την 7η (βλέπε εικόνα 25Α), και συνεπώς η 7η ηµέρα δεν είναι καλό 

σηµείο αναφοράς για να ποσοτικοποιηθεί ο AICD. Πάντως µπορούµε σίγουρα  να 

συµπεράνουµε ότι ο ΑΙCD των F5 κυττάρων in vivo δεν εξαρτάται µόνο από τους Fas και 

TNF καθώς ο αριθµός των F5/TNF-/-/lpr/lpr CD8+ Τ κυττάρων που ανιχνεύονται την 26η 

ηµέρα είναι µόλις το 20% του αντίστοιχου αριθµού της 7ης ηµέρας.  
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Εικόνα 28. Η σύγχρονη έλλειψη των Fas και TNF δεν καταργεί τον θάνατο που επάγεται στα F5 Τ 
κύτταρα µετά από ενεργοποίηση (AICD) in vivo. Σπληνοκύτταρα από F5, F5/lpr/lpr, και
F5/TNF-/-/lpr/lpr ποντίκια που περιείχαν 3x106 CD8+ κύτταρα ενέθηκαν ενδοφλέβια σε 
λεµφοπενικούς αποδέκτες Rag1-/- που εξέφραζαν ή όχι την πρωτεϊνη ΝΡ. Οι αποδέκτες 
θυσιάστηκαν την 7η και την 26η ηµέρα µετά την ένεση, και προσδιορίστηκε ο αριθµός των 
CD8+Vβ11+ κυττάρων στη σπλήνα τους.Οι στήλες  αντιπροσωπεύουν τις µέσες τιµές ενώ οι µπάρες 
είναι ίσες µε µία τυπική απόκλιση. Για κάθε είδος ΝΡ/Rag1-/- ζώου που αναλύθηκε 
χρησιµοποιήθηκαν τρία ποντίκια ανά χρονικό σηµείο ενώ για τα Rag1-/- ζώα χρησιµοποιήθηκαν δύο 
από αυτά.
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Η περιφερική ανοχή των Τ κυττάρων είναι ένα σύνολο µηχανισµών που διασφαλίζουν 

ότι τα επιλεγµένα στο θύµο, ώριµα, εν δυνάµει αυτοδραστικά Τ κύτταρα δεν θα 

προκαλέσουν ανοσοαπάντηση σε ίδια συστατικά του οργανισµού (αυτοαντιγόνα). Η µελέτη 

και κατανόηση αυτών των µηχανισµών είναι αναγκαία για την ερµηνεία ανάπτυξης και 

εξέλιξης αυτοάνοσων ασθενειών και για θεραπευτική παρέµβαση σε αυτές. 

Θέλοντας να διελευκάνουµε διαδικασίες που µεσολαβούν την επαγωγή και εγκαθίδρυση 

της περιφερικής ανοχής κυτταροτοξικών CD8 Τ κυττάρων απέναντι σε αυτοαντιγόνο 

χρησιµοποιήσαµε µοντέλα ποντικιών που έχουν κύρια ή µόνο µια ειδικοτητα CD8 Τ 

κυττάρων εξαιτίας της διαγονιδιακής έκφρασης του F5 TCR. Επιπλέον, χρησιµοποιήσαµε 

διαγονιδιακά  ποντίκια που εκφράζουν την πρωτεΐνη ΝΡ του ιού της γρίππης, της οποίας 

έναν επίτοπο αναγνωρίζει ο F5 TCR, καθώς και ποντίκια  F5/ΝΡ που εκφράζουν και τα δύο. 

∆είξαµε ότι στα διπλά διαγονιδιακά F5/ΝΡ ποντίκια ο αριθµός των εν δυνάµει 

αυτοδραστικών Τ κυττάρων στα περιφερικά λεµφιοειδή όργανά τους έχει µειωθεί 

σηµαντικά, µια  διαδικασία που ονοµάζεται κλωνική απαλοιφή (Εικόνα 1). Η µείωση αυτή 

λαµβάνει χώρα µετά την ανάπτυξη των κυττάρων στο θύµο αφού δεν υπάρχει έκδηλη 

φαινοµενολογία αρνητικής επιλογής. Συνεπώς, η κλωνική απαλοιφή των F5/ΝΡ CD8 Τ 

κυττάρων συµβαίνει είτε σε δευτερεύοντα λεµφοειδή όργανα, είτε σε ιστούς που εκφράζεται 

το αντιγόνο, είτε σε κάποια σηµεία της λεµφικής κυκλοφορίας.  

Ο θάνατος ώριµων Τ κυττάρων µετά από συνάντηση µε αυτοαντιγόνο µπορεί να 

οφείλεται σε παρουσίασή του µε έλλειψη συνδιέγερσης από κύτταρα που δεν είναι 

αντιγονοπαρουσιαστές (58). Όµως µπορεί να οφείλεται στην παρουσίασή του από 

επαγγελµατίες-αντιγονοπαρουσιαστές (ΑPCs) που το προσέλαβαν από άλλα κύτταρα, να το 

επεξεργάστηκαν και να το παρουσίασαν, που σηµαίνει ότι υπό ορισµένες συνθήκες η 

παρουσίαση αντιγόνου από APCs (κυρίως δενδριτικά κύτταρα) µπορεί να είναι ανοχογόνος 

(tolerogenic) (158). Αν και στη περίπτωση αυτή τα Τ κύτταρα ενεργοποιούνται και 

οδηγούνται σε πολλαπλασιασµό, η συνάντηση τους µε το αντιγόνο οδηγεί σε ανοχή και όχι 

σε αυτοανοσία (159, 160). 

Στην περίπτωση των F5/ΝΡ Τ κυττάρων δεν είναι ξεκαθαρισµένο αν το αντιγόνο 

παρουσιάζεται από APCs, άλλα κύτταρα ή και από τα δύο. Φαίνεται όµως η παρουσίαση 

από APCs να παίζει κάποιο ρόλο. Αυτό γιατί τα F5/ΝΡ CD8+  Τ κύτταρα εκφράζουν το 

µάρτυρα ενεργοποίησης CD44, και αρκετά από αυτά τον µάρτυρα ενεργοποίησης CD69 



                     94
 
 

(Εικόνα 2 Β). Επίσης είδαµε ότι αν µεταφερθούν παρθένα F5 Τ κύτταρα σε ΝΡ-αποδέκτες 

αυτά διαιρούνται έντονα και ο αριθµός τους αυξάνει δραµατικά κάτι που συνηγορεί υπέρ 

µιας αντιγονοπαρουσίασης από APCs (Εικόνες 24Α και 25Α). Επιπλέον σε αυτά τα 

πειράµατα µεταφοράς ο µάρτυρας ενεργοποίησης CD44 εκφράζεται σε υψηλό βαθµό από 

τα περισσότερα κύτταρα ενώ ο CD69 ανεβαίνει παροδικά και την 3η ηµέρα από την 

µεταφορά έχει επανέλθει στα αρχικά του επίπεδα (δεν δείχνεται). Τα παραπάνω συνηγορούν 

υπέρ του ότι η επαγωγή ανοχής στα F5/ΝΡ Τ κύτταρα µεσολαβείται, τουλάχιστον εν µέρει, 

από την παρουσίαση του ΝΡ αντιγόνου από APCs.  

Στο θύµο των F5/ΝΡ ζώων εκφράζεται η πρωτεϊνη ΝΡ. Όµως δεν είναι εµφανής η 

αρνητική επιλογή πιθανώς λόγω της µικρής του έκφρασης (ανιχνεύεται µόνο µε RT-PCR) 

(Steve Pascolo, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). Παρόλα αυτά υπάρχει ένα µικρό ποσοστό 

F5/ΝΡ CD8 SP θυµοκυττάρων που εκφράζουν τον µάρτυρα ενεργοποίησης CD44, ο οποίος 

δεν εκφράζεται στα F5 CD8 SP. Παρόµοια, το ποσοστό των CD69+ CD8 SP θυµοκυττάρων 

είναι σηµαντικά µεγαλύτερο στα F5/ΝΡ ποντίκια σε σχέση µε τα F5. Αυτά σηµαίνουν ότι 

τουλάχιστο κάποια από τα CD8 SP θυµοκύτταρα που εξέρχονται ως ώριµα στην περιφέρεια 

των F5/ΝΡ ποντικιών  έχουν ήδη «αποκριθεί» στο αντιγόνο στο θύµο κάτι που όµως  δεν 

φαίνεται να τα εµποδίζει να πολλαπλασιαστούν  όταν ξανασυναντήσουν το αντιγόνο in vitro 

(Εικόνα 4). 

Τα F5 κύτταρα που δεν απαλείφονται και ανακτώνται από την περιφέρεια των F5/ΝΡ 

ζώων δεν µπορούν να πολλαπλασιαστούν σε δευτερογενή διέγερσή τους  από το αντιγόνο in 

vitro. Αυτό δηλώνει ότι τα κύτταρα έχουν περιέλθει σε άνεργη κατάσταση. Αν και σε 

ορισµένες περιπτώσεις άνεργων Τ κυττάρων η προσθήκη IL-2 αναστρέφει την 

υποδραστικότητά τους (60, 61), στην περίπτωση των F5/ΝΡ αυτό συµβαίνει µόνο σε πολύ 

µικρό βαθµό. Χαρακτηριστικό των άνεργων F5/ΝΡ Τ κυττάρων είναι η ανικανότητά τους, 

µετά την συνάντησή τους µε αντιγόνο, να αυξήσουν τα επίπεδα της IL-2Rα αλυσίδας 

(Εικόνα 3) που είναι καθοριστική για το σχηµατισµό του υποδοχέα υψηλής συγγένειας για 

IL-2. Τούτα συνηγορούν στο ότι τα F5/ΝΡ Τ κύτταρα έχουν υποστεί τέτοιες τροποποιήσεις 

ώστε να µην µπορούν να χρησιµοποιήσουν επαρκώς την IL-2 και σε αυτό µερικώς  να 

οφείλεται ο άνεργος φαινότυπός τους (73, 74).  

Αν στα παραπάνω προσθέσουµε ότι σε πειράµατα µεταφοράς F5/ΝΡ θυµοκυττάρων 

κυττάρων σε ΝΡ-αποδέκτες αυτά διαιρούνται σε µεγάλο βαθµό (Σ. Αλεξάκη, αδηµοσίευτα 

αποτελέσµατα) τότε η εικόνα που αναδύεται για τον τρόπο επαγωγής της ανέργειας των Τ 

κυττάρων στο F5/ΝΡ µοντέλο είναι η παρακάτω: Από το θύµο εξέρχονται ώριµα F5/ΝΡ Τ 

κύτταρα ικανά για απάντηση στο ΝΡ68, αυτό τους παρουσιάζεται στα περιφερικά λεµφικά 



                     95
 
 

όργανα από APCs, και εξαιτίας αυτού τα Τ κύτταρα πολλαπλασιάζονται και απαλείφονται. 

Τα εναποµείναντα F5/ΝΡ CD8+ Τ κύτταρα είναι άνεργα γιατί η προηγούµενη «επαφή» τους 

µε το αντιγόνο αύξησε την ουδό επανεργοποίησής τους προκαλώντας τους ένα είδος 

απευαισθητοποίησης. ∆εν γνωρίζουµε ποια µονοπάτια ενεργοποίησης των F5/ΝΡ Τ 

κυττάρων έχουν τροποποιηθεί αλλά υποψήφιο είναι το µονοπάτι που οδηγεί στην έκφραση 

της ΙL2-Rα αλυσίδας, και που πιθανά εµπλέκει την ενεργοποίηση του NF-ATp (161). 

Θελήσαµε να ταυτοποιήσουµε γονίδια που να εκφράζονται διαφορικά µεταξύ παρθένων 

και άνεργων Τ κυττάρων µε σκοπό να µελετήσουµε το ρόλο τους στην επαγωγή ή/και 

διατήρηση του άνεργου φαινοτύπου. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε µια βελτιωµένη 

εκδοχή της τεχνολογίας του mRNA Differential Display που είχε αποδειχτεί γρήγορη, 

φτηνή και αξιόπιστη (146). Χρησιµοποιήθηκαν 60 διαφορετικοί συνδυασµοί  εκκινητών 

που για τον καθένα λαµβάνονται 20-30 διακριτές ζώνες, ώστε συνολικά να 

πολλαπλασιάστηκαν, κατ’ εκτίµηση, 1000-1600 διαφορετικά cDNAs (δεν µπορούµε να 

υπολογίσουµε τον ακριβή βαθµό αλληλεπικάλυψης των προϊόντων µεταξύ διαφορετικών 

ζευγών εκκινητών). Από τα προϊόντα αποκόπηκαν και αναλύθηκαν 20 περίπου ζώνες, που 

όµως για τις οποίες οι διαφορές µεταξύ των δύο τύπων κυττάρων δεν ήταν του τύπου «όλα-

ή-τίποτα». Όλες, πλην µιας, αποδείχθηκαν ψευδώς θετικές. Τα αίτια της µερικής αυτής 

αποτυχίας είναι τα εξής: 1) Συγκρίνονται δύο πολύ παρόµοιοι πληθυσµοί κυττάρων, είναι 

δηλαδή και οι δύο ποντικίσια CD8+ Τ κύτταρα. Ο άνεργος φαινότυπος µπορεί κάλλιστα να 

διαφοροποιείται από τον παρθένο λόγω της διαφορικής έκφρασης µόλις 5-10 γονιδίων και 

χωρίς κατά ανάγκη οι διαφορές στην έκφρασή τους να είναι πολύ µεγάλες. Επιβεβαιωτικό 

αυτής της υπόθεσης είναι τα αποτελέσµατα από πειράµατα µε µικροσυστοιχίες µε cDNAs 

από παρθένα CD4+ TCR-HA Τ κύτταρα και άνεργα Τ κύτταρα από TCR-HA/IgHA διπλά 

διαγονιδιακά ποντίκια, ένα µοντέλο παρόµοιο µε το F5/ΝΡ. Συγκρίθηκε η έκφραση 1157 

γονιδίων και µόνο σε 8  βρέθηκαν  να υπάρχουν διαφορές στην έκφραση πάνω από 5 φορές. 

Μάλιστα και τα 8 υπερεκφράζονταν στα άνεργα TCR-HA/IgHA κύτταρα. Ανάµεσα σε αυτά 

τα γονίδια ήταν τα PD-1 και CTLA-4 που έχουν ανοσοκατασταλτικό ρόλο και επάγονται 

µετά από ενεργοποίηση, όπως περιγράφηκε στην Εισαγωγή. Επίσης σε αυτά 

συγκαταλέγονται το SOCS-1 (Silencer Of Cytokine Signaling-1) και η IL-10 που και αυτά 

µετέχουν στην αρνητική ανάδραση της ανοσοαπάντησης (162). 

 2) Ένας άλλος περιορισµός είναι ότι τα κύτταρα που χρησιµοποιούνται έπρεπε να 

καθαρίζονται από τα άλλα σπληνοκύτταρα. Τα κύτταρα που χρησιµοποιούσαµε ήταν 

καθαρότητας 80%-98% σε CD8+, µε τα F5/ΝΡ να είναι λιγότερο καθαρά διότι το αρχικό 

ποσοστό τους στη σπλήνα είναι περίπου 5 φορές µικρότερο από αυτό των F5. Έτσι, αν µετά 
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τον καθαρισµό έχουµε F5 κύτταρα καθαρότητας π. χ. 97% και F5/ΝΡ κύτταρα καθαρότητας 

85%, ένα γονίδιο που δεν εκφράζεται καθόλου σε Τ κύτταρα αλλά εκφράζεται σε άλλα 

σπληνοκύτταρα θα εµφανίζει ψευδώς 5 φορές ισχυρότερη ζώνωση στο F5/ΝΡ cDNA σε 

σχέση µε το F5. Παρόµοιοι συλλογισµοί µπορούν να οδηγήσουν στο ότι κάποια αληθώς 

διαφορικά εκφραζόµενα γονίδια δεν ανιχνεύθηκαν για τον ίδιο λόγο. 

Μια ζώνη που προέκυψε από τον συνδυασµό εκκινητών BS52, ΒS76 αποδείχθηκε να 

είναι υπερεκφραζόµενη στα F5/ΝΡ CD8+ Τ κύτταρα και αντιστοιχούσε στο γονίδιο SLP-65. 

Το αξιοπερίεργο είναι ότι µε τη µέθοδο του Differential Display ανιχνεύθηκε τµήµα του 

RNA που περιέχεται εξ’ ολοκλήρου σε ιντρόνιο του SLP-65 κάτι που εξηγεί τη δυσκολία 

που αντιµετωπίσαµε στην διερεύνηση των προτύπων έκφρασής του, πριν κλωνοποιήσουµε 

το cDNA. Αν και δεν είναι σύνηθες να ανιχνεύονται hnRNA εν τούτοις αν χρησιµοποιηθούν 

αρκετά ευαίσθητες µέθοδοι ή/και µεγάλες ποσότητες RNA τούτο δεν είναι απίθανο. Στην 

περίπτωη του Τ4 µετάγραφου αυτό ανιχνεύθηκε µε ραδιενεργή RT-PCR, µε 20 µg 

poly(A+)RNA και 150 µg RNA στη δοκιµασία προστασίας από Rnάση.   

H πρωτεΐνη SLP-65 χαρακτηρίστηκε πρόσφατα σαν πρωτεΐνη-προσαρµοστής του 

σύµπλοκου σηµατοδότησης των Β κυττάρων που εκπορεύεται από τον BCR (B Cell 

Receptor) και µάλιστα γίνεται ενεργή µόνο σε κύτταρα που εκφράζουν BCR (148). H SLP-

65 παρουσιάζει δοµικές και λειτουργικές οµοιότητες µε την SLP-76 πρωτεΐνη (148, 163) 

που είναι µέρος του αντίστοιχου σηµατοδοτικού συµπλόκου στα Τ κύτταρα και µάλιστα 

αλληλεπιδρούν µε τις ίδιες πρωτεΐνες όπως PLCγ, Btks, Vav και Nck (95). Σύµφωνα µε τη 

βιβλιογραφία είναι µια πρωτεΐνη που εκφράζεται κύρια στα Β και όχι σε Τ κύτταρα, 

εκφράζεται όµως λίγο στο θύµο (148). Πώς θα µπορούσε άραγε η αύξηση της SLP-65 να 

συνεισφέρει στην εγκαθίδρυση του άνεργου φαινοτύπου; Ένα πιθανό σενάριο είναι ότι η 

αυξηµένη ποσότητα SLP-65 συναγωνίζεται και εκτοπίζει την SLP-76 από το 

προαναφερόµενο σύµπλοκο στα άνεργα Τ κύτταρα καθιστώντας το ανίκανο για 

σηµατοδότηση, και κατ’ επέκταση ανίκανα τα Τ κύτταρα για πολλαπλασιασµό µετά από 

διέγερση του TCR. Πιθανώς η έκτοπη υπερέκφραση του SLP-65 στα Τ κύτταρα F5  

ποντικιών και η επακόλουθη διέγερσή τους θα αποσαφήνιζε το λειτουργικό του ρόλο στον 

άνεργο φαινότυπο. 

 

Χρησιµοποιώντας τα διαγονιδιακά για ΤCR, F5 ποντίκια σε συνδυασµό µε τα TNF-/- 

ποντίκια δείξαµε ότι ο ενδογενής TNF ρυθµίζει την ουδό αποκρίσεων των Τ κυττάρων σε 

συνδέτες (ligands) είτε είναι πλήρως αγωνιστές είτε όχι. Ειδικότερα παρατέθηκαν στοιχεία 

για ένα καινοφανή  ρόλο του TNF στη περιφερική οµοιόσταση των παρθένων 
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κυτταροτοξικών Τ κυττάρων, στις αντιγονικές τους  αποκρίσεις, αλλά και στην επαγωγή 

περιφερικής ανοχής σε αυτά.  

∆είχθηκε ότι η TNF µεταλλαγή έχει σαν αποτέλεσµα µειωµένους αριθµούς περιφερικών 

F5 Τ κυττάρων. Η επιβίωση των παρθένων Τ κυττάρων εξαρτάται σηµαντικά από την 

σηµατοδότηση µέσω ΤCR µετά από αλληλεπίδρασή του µε ΜΗC µόρια που φέρουν 

πεπτίδια µερικώς-αγωνιστές ή ανταγωνιστές (12). Η εξάρτηση της επιβίωσης των Τ 

κυττάρων από ΤCR-σηµατοδότηση είναι πιο έντονη για τα CD8+ Τ κύτταρα όπως έδειξαν 

πειράµατα επαγώµενης κατάργησης του ΤCR (164). Έτσι είναι λογικό ότι αλλαγµένη ή 

«µειωµένη» σηµατοδότηση που εκπορεύεται από τον TCR θα οδηγήσει σε µειωµένο χρόνο 

ζωής παρθένων CD8+ T κυττάρων, και, αντίστροφα, µειωµένη ικανότητα επιβίωσης CD8+ T 

κυττάρων είναι πολύ πιθανό να έχει τα αίτιά της σε ανεπαρκή TCR σηµατοδότηση. 

Aξιοσηµείωτο είναι ότι στα TNF-/- ποντίκια που δεν είναι διαγονιδιακά για F5 δεν 

παρατηρούνται µειωµένοι αριθµοί περιφερικών CD8 Τ κυττάρων (δικές µας παρατηρήσεις 

και (165)). Έτσι, η επιβίωση των παρθένων  F5 Τ κυττάρων µπορεί να εξαρτάται από την 

παρουσία του TNF στην περιφέρεια ή/και κατά την  ανάπτυξη τους, ενώ η επιβίωση άλλων 

κλώνων όχι.  Αυτό µπορεί να εξηγηθεί µε την παραδοχή ότι κάποιοι κλώνοι δεσµεύονται µε 

µεγαλύτερη συγγένεια µέσω του TCR µε συνδέτες-εαυτού (self-ligands) από ότι άλλοι (34) 

και έτσι είναι λιγότερο ευάλωτοι σε σηµατοδοτικές δυσλειτουργίες που µπορεί να επιφέρει 

η έλλειψη ενός παράγοντα όπως ο TNF. Συνέπεια αυτού είναι ότι το ρεπερτόριο των 

παρθένων περιφερικών T κυττάρων θα είναι διαφορετικό µεταξύ των TNF-/- και TNF+/+ 

ποντικιών λόγω διαφορετικής περιφερικής επιλογής (peripheral selection). H υπόθεση αυτή 

µπορεί να ελεγχθεί πειραµατικά µε ανάλυση των ανασυνδυασµένων γονιδίων της α και β 

αλυσίδας του TCR και σύγκριση των συχνοτήτων κάθε α και κάθε β αλυσίδας των TCRs 

των Τ κύτταρων  µεταξύ  TNF-/- και TNF+/+ ποντικιών. 

Πολλές µελέτες έχουν δείξει ότι τα ώριµα παρθένα Τ κύτταρα διαιρούνται και 

συσσωρεύονται µετά την µεταφορά τους σε αποδέκτες που δεν έχουν Τ κύτταρα 

(«οµοιοστατικός πολλαπλασιασµός») αναδεικνύοντας έτσι έναν οµοιοστατικό µηχανισµό 

για τη διατήρηση του αριθµού των περιφερικών παρθένων Τ κυττάρων. Ο οµοιστατικός 

πολλαπλασιασµός επίσης απαιτεί  σηµατοδότηση µέσω ΤCR που επάγεται από δέσµευση σε 

αυτόν MHC µορίων µε συνδέτες-εαυτού (6, 10, 166, 167). ∆είξαµε ότι η µέγιστη 

συσσώρευση F5 Τ κυττάρων σε λεµφοπενικούς αποδέκτες απαιτεί ενδογενή TNF και 

επιπλέον η παρουσία TNF στους αποδέκτες δεν είναι επαρκής για την µέγιστη ανάκτηση 

F5/Rag1-/-/TNF-/- Τ κυττάρων (Εικόνα 14Α) . Όµως δεν είναι ξεκάθαρο αν στα παραπάνω 

εµπλέκεται η διαλυτή, η µεµβρανική ή και οι δύο µορφές του TNF. Επιπλέον, δείχθηκε ότι 
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η µειωµένη συσσώρευση των F5/TNF-/- Τ κυττάρων οφείλεται, τουλάχιστον εν µέρει, σε 

µειωµένους ρυθµούς διαίρεσης όπως φάνηκε από πειράµατα µε κύτταρα σηµασµένα µε  

CFSE (Εικόνα 14 Β). 

Αν και τα µοριακά µονοπάτια που διέπουν τον οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό και την 

επιβίωση των περιφερικών Τ κυττάρων διαφοροποιούνται ήδη από πρώιµα σηµατοδοτικά 

στάδια (21) τα  παραπάνω ευρήµατά µας σε συνδυασµό µε τη µειωµένη συχνότητα και τους 

απόλυτους αριθµούς των F5 Τ κυττάρων που απαντώνται στην περιφέρεια των F5/TNF-/- 

ζώων δείχνουν ότι ο ενδογενής TNF εµπλέκεται και στους δύο αυτούς διακριτούς 

µηχανισµούς που συντηρούν το περιφερικό ρεπερτόριο των παρθένων Τ κυττάρων. 

Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι τα F5 Τ κύτταρα από TNF-/- ποντίκια έχουν 

ελαττωµατική απόκριση στο αντιγόνο (πεπτίδιο-αγωνιστής). Έτσι, απαιτείται µεγαλύτερη 

συγκέντρωση αντιγόνου για να  έχουν παρόµοια απόκριση µε τα αγρίου τύπου F5 Τ 

κύτταρα, δηλαδή η απώλεια του ενδογενούς TNF ανεβάζει την ουδό απόκρισης των F5 Τ 

κυττάρων σε αντιγόνο. Στις in vitro µελέτες µας χρησιµοποιήθηκαν TNF+/+ (C57bl/10) 

αντιγονοπαρουσιαστές, κάτι που συνηγορεί για έναν σηµαντικό ρόλο της έλειψης του TNF  

κυρίως  από τα Τ κύτταρα για τη ελαττωµατική  αντιγονική τους διέγερση. Έτσι το 

φαινόµενο που παρατηρούµε δεν οφείλεται αποκλειστικά στην γνωστή επίδραση του TNF 

στα τάξης Ι ΜΗC µόρια ή σε άλλα µόρια των APCs (168, 169) αν και αυτή σίγουρα 

συνεισφέρει καθώς  η αντιγονοπαρουσίαση από TNF-/-/Rag1-/- σπληνοκύτταρα έχει σαν 

αποτέλεσµα µικρότερου βαθµού πολλαπλασιασµό F5 κυττάρων in vivo (δε δείχνεται) αλλά 

και in vitro (Σ. Αλεξάκη, αδηµοσίευτα αποτελέσµατα), αν και δεν γνωρίζουµε αν αυτό 

οφείλεται σε ελαττωµατική αντιγονοπαρουσίαση per se ή σε διαφορετικές συχνότητες 

κυτταρικών τύπων στις Rag1-/- και Rag1-/-/TNF-/- σπλήνες. Παρόλα αυτά η ανυπαρξία 

λειτουργικού TNF  στα Τ κύτταρα είναι κρίσιµη καθώς όταν τα TNF-/- Τ κύτταρα όταν 

διεγερθούν από αντι-CD3 αντίσωµα (δηλαδή απουσία αντιγονοπαρουσιαστών κυττάρων) 

πολλαπλασιάζονται σε µικρότερο βαθµό από τα αντίστοιχα TNF+/+ (Εικόνα 16Α). ∆είχθηκε 

επίσης ότι η  µειωµένη ενεργοποίηση των TNF-/- Τ κυττάρων συνοδεύεται από µειωµένο 

αποπτωτικό θάνατο που επάγεται από την ενεργοποίησή τους (ΑΙCD). Αυτό ισχύει όχι µόνο 

για τα F5/TNF-/- Τ κύτταρα όταν διεγείρονται µε ΝΡ68 αλλά και για τα CD8+ TNF-/- Τ 

κύτταρα σαν σύνολο όταν διεγερθούν µε διάφορες συγκεντρώσεις αντι-CD3. O µικρότερου 

βαθµού AICD των TNF-/- T κυττάρων µπορεί να είναι παρεπόµενο της µικρότερης 

ικανότητας ενεργοποίησης τους καθώς απαιτείται η υπέρβαση µιας ουδού ενεργοποίησης 

για να εκδηλωθεί ο ΑICD. 
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Περιγράψαµε ότι ο ενδογενής TNF είναι αναγκαίος για την µέγιστη ΝF-κΒ ενεργότητα 

στα F5 CD8 Τ κύτταρα όταν αυτά διεγερθούν µέσω του ΤCR τους. Ο φαινότυπος των 

F5/TNF-/- ποντικιών είναι παρόµοιος µε φαινότυπο ποντικιών που έχει ανασταλεί µερικώς η 

ενεργότητα του ΝF-κΒ, έχουν δηλαδή φυσιολογική ανάπτυξη στο θύµο αλλά µειωµένη 

CD8/CD4 αναλογία στην περιφέρεια αυξηµένη αυθόρµητη απόπτωση σε καλλιέργεια  και 

µειωµένη πολλαπλασιαστική ικανότητα των Τ κυττάρων µετά από αντιγονική διέγερση. 

Όµως στα ποντίκια αυτά βρέθηκαν φυσιολογικά επίπεδα IL-R2α, και αυξηµένος AICD 

(151) σε αντίθεση µε τα ευρήµατα µας στα F5/TNF-/- CD8+ Τ κύτταρα. Μια πιθανή εξήγηση 

για αυτές τις διαφορές είναι ότι ενώ ο ενεργός ΝF-κΒ είναι σηµαντικός για την επιβίωση, 

τον οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό και την ενεργοποίηση των CD8+ Τ κυττάρων  ο ρόλος 

του στον AICD καθίσταται ασαφής όταν απουσιάζει ένας συνδέτης που επάγει θάνατο, 

όπως ο TNF. 

Η σύνδεση µεταξύ της ενεργοποίησης των Τ κυττάρων και της απόπτωσής τους έχει 

συσχετιστεί µε διάφορα µόρια και µονοπάτια. Η υπερέκφραση ενός τέτοιου µορίου, του 

CD44, είναι µειωµένη στα ενεργοποιηµένα F5/TNF-/- Τ κύτταρα. Το CD44, που 

περιγράφηκε στα Αποτελέσµατα σαν µάρτυρας ενεργοποίησης, συνεισφέρει το ίδιο στην 

ενεργοποίηση των Τ κυττάρων (170). Έτσι, συνδέεται συστατικά µε τα µόρια lck και fyn 

και ενισχύει τον πολλαπλασιασµό όπως και την απόπτωση των ενεργοποιηµένων Τ 

κυττάρων κυρίως µε το να ενισχύει την µεταγωγή σήµατος µέσω του ΤCR (171). 

Ένας άλλος κοινός κρίκος µεταξύ της ενεργοποιήσης των Τ κυττάρων και του 

αποπτωτικού τους θανάτου είναι το καλά χαρακτηρισµένο µονοπάτι σηµατοδότησης        

ΙL-2/IL-2R. Tόσο η IL-2 όσο και η IL-2Rα επάγονται στα Τ κύτταρα µετά την 

ενεργοποίησή τους. Η σηµατοδότηση µέσω ΙL-2/IL-2Rα µπορεί να διευκολύνει την 

κλωνική επέκταση των Τ κυττάρων που επάγεται από αντιγόνο, αλλά επίσης παίζει 

σπουδαίο ρόλο στον τερµατισµό αυτής της απάντησης µε κλωνική απαλοιφή µε ένα 

µηχανισµό αρνητικής ανάδρασης (155). Σε συµφωνία µε προηγούµενα πειράµατα σε 

ανθρώπινα Τ λεµφοκύτταρα (114), δείξαµε ότι ο ενδογενής TNF ρυθµίζει την επιφανειακή 

έκφραση του υψηλής συγγένειας υποδοχέα IL-2R στα ενεργοποιηµένα Τ κύτταρα 

ποντικιών, κάτι που µπορεί να αιτιολογήσει τουλάχιστον µερικώς τον δυαδικό ρόλο του 

TNF στην ενεργοποίηση και στον θάνατο των F5 Τ κυττάρων (155). Η έλλειψη του 

ενδογενούς TNF επηρεάζει την ενεργοποίηση του NF-AΤp µετά την αντιγονική διέγερση 

θυµοκυττάρων. Είναι καλά χαρακτηρισµένο ότι o NF-ATp ρυθµίζει µε θετικό τρόπο την 

έκφραση της IL-2Rα αλυσίδας (161), κάτι που µπορεί να εξηγεί τη µειωµένη της έκφραση 

στα F5/TNF-/- CD8+ Τ κύτταρα. Έτσι λοιπόν ο TNF µπορεί να «συνοµιλεί» µε µονοπάτια 
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διαφορετικά από εκείνα που έχουν περιγραφεί για τη σηµατοδότηση µέσω TNFRs. 

Χρειάζονται και άλλες µελέτες για να καθορισθεί η ιεραρχία των γεγονότων που 

µεσολαβούν τη δράση του TNF στις αποκρίσεις των CD8+ Τ κυττάρων, καθώς και τα µόρια 

ή µονοπάτια που αποτελούν συνδετικούς κρίκους µεταξύ της σηµατοδότησης από TNFRs 

και από TCR. 

Tα παρατιθέµενα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η έλλειψη του TNF στα F5/ΝΡ ποντίκια 

οδηγεί σε ελαττωµατική περιφερική ανοχή των CD8+ Τ λεµφοκυττάρων. Έτσι, τα 

αποτελέσµατα µας έδειξαν µια µείωση της κλωνικής απαλοιφής των εν δυνάµει 

αυτοδραστικών F5/ΝΡ Τ κυττάρων της τάξης του 65% στο TNF-/- γενετικό υπόβαθρο. 

Επιπλέον, τα F5/ΝΡ/TNF-/- περιφερικά CD8 Τ κύτταρα αποκρίνονται σε επαναδιέγερσή 

τους µε το αντιγόνο in vitro κάτι που δεν συµβαίνει καθόλου µε τα  F5/ΝΡ/TNF+/+ Τ 

κύτταρα, αν και τα πρώτα παραµένουν λιγότερο δραστικά από τα παρθένα F5/TNF-/- που 

δεν έχουν συναντήσει προηγουµένως το αντιγόνο στους ιστούς του ζώου. Συνεπώς δύο 

βασικά «συστατικά»  της περιφερικής ανοχής των Τ κυττάρων είναι αλλοιωµένα απουσία 

του ενδογενούς TNF: Η περιφερική κλωνική απαλοιφή και η ανέργεια. Αν σε αυτά 

συνυπολογίσουµε και τον µειωµένο ΑΙCD in vitro και in vivo (Εικόνες 18-19Γ και 25 

αντίστοιχα) γίνεται αντιληπτό ότι ο ενδογενής TNF έχει έναν σφαιρικό ρόλο στην 

περιφερική ανοχή των CD8 Τ λεµφοκυττάρων. Στη βιβλιογραφία έχει περιγραφεί ότι η 

περιφερική απαλοιφή CD8 Τ κυττάρων µετά από ενέσεις του πεπτιδίου-αγωνιστή ήταν 

µειωµένη σε διαγονιδιακά για ΤCR TNFRI-/- ποντίκια (121). Όµως σε πρόσφατες µελέτες, 

µε  µεγαλύτερες δόσεις του ίδιου πεπτιδίου ή µε ιϊκή διαµόλυνση ή µε µεταφορά κυττάρων 

που εκφράζουν το αντιγόνο δεν βρέθηκε να εµπλέκεται ο TNF στην περιφερική απαλοιφή 

των CD8+ Τ κυττάρων (124, 125). Παρόλα αυτά δεν υπάρχουν προηγούµενες αναφορές για 

τον φυσιολογικό   ρόλο των TNF/ΤΝFRs σε κυτταροτοξικά κύτταρα που έχουν αναπτύξει 

ανοχή σε ενδογενώς εκφραζόµενο αντιγόνο. Έτσι για πρώτη φορά προτείνεται ότι ο 

ενδογενής TNF µπορεί να ρυθµίσει την ενεργότητα εν δυνάµει αυτοδραστικών Τ κυττάρων. 

Επιπλέον δείχθηκε σε πειράµατα µεταφοράς ότι η φυσιολογική  απαλοιφή των F5 Τ 

κυττάρων  εξαρτάται µόνο  από τον γονότυπο των Τ κυττάρων (TNF+/+ ή TNF-/-) και όχι 

από των αποδεκτών (Εικόνα 22). Με τα παραπάνω αποτελέσµατα δεν µπορεί να 

προσδιορισθεί αν τούτο το φαινόµενο συνδέεται άµεσα µε την ανικανότητα των Τ κυττάρων 

να εκφράζουν TNF ή αν η απουσία του TNF κατά την ανάπτυξη των Τ κυττάρων είχε σαν 

αποτέλεσµα τη µειωµένη ικανότητα τους για απόκριση σε αντιγόνα. 

Περιγράφηκε ότι τα F5/TNF-/- Τ κύτταρα είναι ελαττωµατικά όσο αφορά την αρχική 

κλωνική τους επέκταση και τον επακόλουθο AICD µετά από τη συνάντησή τους µε το 
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ενδογενές αντιγόνο σε πειράµατα µεταφοράς (Εικόνα 25Α). Όµως η απουσία του TNF 

οδηγεί τα εναποµείναντα F5 Τ κύτταρα σε σηµαντικά µεγαλύτερη δραστικότητα απέναντι 

στο αντιγόνο σε σχέση µε τα αγρίου τύπου (Εικόνα 25Β). Είναι λοιπόν  αξιοσηµείωτο ότι ο 

TNF  έχει έναν θετικό ρόλο στις αρχικές αποκρίσεις των CD8+ Τ κυττάρων απέναντι στο 

ενδογενές αντιγόνο ενώ σε µεταγενέστερα στάδια, µετά από παρατεταµένη έκθεση στο 

αντιγόνο, αποκτά έναν ανοσοκατασταλτικό ρόλο που εκδηλώνεται στα TNF-/- F5 Τ κύτταρα 

τόσο µε υπερδραστικότητα όσο και µε µειωµένη κλωνική απαλοιφή. Παρόµοιοι διακριτοί 

ρόλοι του TNF έχουν περιγραφεί κατά την εξέλιξη αυτοανοσίας σε ένα TNF-/- ΕΑΕ 

(Experimental Autoimmune Encephalomyelitis: Πειραµατική Αυτοάνοση 

Εγκεφαλοµυελίτιδα) µοντέλο όπου ο ενδογενής TNF εµφανίζεται να συνεισφέρει στην 

καταστροφή της µυελίνης στην οξεία φάση της ασθένειας µε το να ενισχύει τις αποκρίσεις 

των Τ κυττάρων ενάντια στην MBP (Myelin Basic Protein:Βασική Πρωτεΐνη της 

Μυελίνης), και επίσης  ο TNF απαιτείται για την  υποχώρηση αυτής της δραστικότητας και 

την ελάττωση των αποκρίσεων των Τ κυττάρων ενάντια στην MBP στα όψιµα στάδια της 

ασθένειας (137). 

Συνολικά µπορούµε να πούµε ότι ο ενδογενής  TNF µπορεί να ρυθµίσει ένα εύρος 

αποκρίσεων των CD8 Τ κυττάρων κυρίως µε το να ενισχύει την ένταση του σήµατος που 

εκπορεύεται από τον TCR. Ο συνδέτης σε όλες τις περιπτώσεις είναι ΜΗC I µόριο που 

φέρει κάποιο πεπτίδιο το οποίο µπορεί να είναι αγωνιστής, ανταγωνιστής ή µερικώς 

αγωνιστής. Αναφέρθηκε ότι τόσο η επιβίωση όσο και η ενεργοποίηση των CD8 Τ κυττάρων 

εξαρτάται από την ένταση της σηµατοδότησης που προέρχεται από το σύµπλοκο TCR-

συνδέτη. Επιπλέον, η ένταση αυτή καθορίζει και το βαθµό στον οποίο τα ενεργοποιηµένα 

CD8 Τ κύτταρα θα πεθάνουν ή θα καταστούν άνεργα. 

 Στην Εικόνα 29 βλέπουµε ένα µοντέλο που συσχετίζει την συνολική ένταση 

σηµατοδότησης µε την συνάφεια του συνδέτη. Σαν συνάφεια συνδέτη (avidity) ονοµάζουµε 

τη «συνολική σύνδεση» TCR-συνδέτη που είναι ανάλογη της συγγένειας σύνδεσης TCR-

συνδέτη, της συγκέντρωσης του συνδέτη και του αριθµού των TCRs ανά κύτταρο. Επίσης 

στο συγκεκριµένο µοντέλο αντιστοιχίζεται άµεσα η συνολική ένταση σηµατοδότησης µε 

την βιολογική της έκβαση στα CD8 Τ κύτταρα. Έτσι, για µια συγκεκριµένη συνάφεια 

συνδέτη (σχετικά χαµηλή),  τα παρθένα TNF+/+ CD8+ Τ κύτταρα σηµατοδοτούν µε µια 

συγκεκριµένη ένταση που έχει σαν αποτέλεσµα την φυσιολογική επιβίωσή τους (επίπεδο 

Π).                                                                                                                                                                        

Για την ίδια συνάφεια συνδέτη τα TNF-/- CD8+ Τ κύτταρα σηµατοδοτούν µε µικρότερη 

40ένταση (πιο αχνό χρώµα στην ταινία «συνολική ένταση σηµατοδότησης») κάτι που 
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οδηγεί σε µικρή ικανότητα επιβίωσης (επίπεδο Πµ). Τ κλώνοι που φέρουν TCR µε µικρή 

συνάφεια για συνδέτες-εαυτού οδηγούνται σε θάνατο από αµέλεια ( επίπεδο ΑΘ) όταν 

βρίσκονται στο TNF-/- γενετικό υπόβαθρο. 

Με παρόµοια συλλογιστική, ίση συνάφεια συνδέτη θα οδηγήσει σε µικρότερη 

ενεργοποίηση (δηλ. χαµηλότερα στο επίπεδο Ε) τα  TNF-/- CD8+ Τ κύτταρα σε σχέση µε τα 

TNF+/+, λόγω µικρότερης έντασης σηµατοδότησης κάτι που οδηγεί τελικά και σε 

µικρότερου βαθµού ΑΙCD. Για τον ίδιο λόγο έχουµε αυξηµένους αριθµούς άνεργων F5 

CD8 Τ κυττάρων απουσία TNF µετά από διέγερσή τους, και επιπλέον αυτά είναι πιο 

δραστικά από τα αντίστοιχα TNF+/+, γιατί η ένταση σηµατοδότησης των πρώτων είναι 

σχετικά χαµηλά στο επίπεδο Α (µικρότερος βαθµός ανέργειας). Πράγµατι, αν και θα 

µπορούσε να υποστηριχτεί ότι  η εγκαθίδρυση του άνεργου φαινοτύπου βασίζεται 

περισσότερο σε ποιοτικές παρά σε ποσοτικές διαφοροποιήσεις εν τούτοις µόρια  που 

ευθύνονται  άµεσα για  την επαγωγή ανέργειας, όπως η CTLA-4, συσσωρεύονται στα Τ 

κύτταρα σε βαθµό ανάλογο της έντασης της TCR-σηµατοδότησης (172). 

Το µοντέλο τούτο της ποσοτικής αντιστοίχησης σήµατος-βιολογικού αποτελέσµατος 

είναι σύµφωνο µε όλα τα πειραµατικά δεδοµένα που παρατέθηκαν και αφορούν τον 

φαινότυπο των TNF-/- CD8 Τ κυττάρων και καταδεικνύει (µαζί µε τα αποτελέσµατα των 

βιοχηµικών πειραµάτων) ότι η συνολική σηµατοδότηση των CD8 Τ κυττάρων, που έχει 

αφόρµηση την αλληλεπίδραση TCR/MHC, είναι µειωµένη απουσία ενδογενούς TΝF, και 

αυτό έχει σαν αποτέλεσµα να επηρεαστεί η επιβίωση, η ικανότητα ενεργοποίησης και η 

ανοχή των περιφερικών CD8 Τ λεµφοκυττάρων. 

Θελήσαµε να διαπιστώσουµε κατά πόσο η σύγχρονη κατάργηση δύο µονοπατιών που 

είχαν σχετιστεί µε θάνατο Τ κυττάρων επαγόµενο από ενεργοποίηση (AICD) έχει µεγάλη 

επίπτωση στην οµοιόσταση των CD8 T κυττάρων µετά από αντιγονική διέγερση. 

Οι πρώτες όµως παρατηρήσεις µας αφορούσαν τους αριθµούς των F5 CD8+ T κυττάρων 

κκκκκ 
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Εικόνα 29. Μοντέλο απεικόνισης της επίδρασης
του ενδογενούς TNF στις αποκρίσεις Τ κυττάρων
µέσω µείωσης της ουδού σηµατοδότησης. 
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που ανακτούσαµε από τις σπλήνες των F5/lpr/lpr ζώων. Από τις σπλήνες των νεαρών 

F5/lpr/lpr ποντικιών ανακτούσαµε περίπου 25% λιγότερα F5 CD8+ Τ κύτταρα σε σχέση µε 

F5 που είχαν ακέραιο το γονίδιο Fas. Παρόµοια, η lpr µεταλλαγή επιτείνει το φαινότυπο της 

TNF-/- µεταλλαγής καθώς από τα  νεαρά F5/TNF-/-/lpr/lpr ποντίκια ανακτώνται 40% 

λιγότερα F5 CD8+ Τ σπληνοκύτταρα σε σχέση µε τα F5/TNF-/- (Εικόνα 26). Έτσι φαίνεται 

ότι η έλλειψη των πρωτεϊνων Fas και TNF δρα προσθετικά στην µείωση των περιφερικών 

F5 CD8+ Τ λεµφοκυττάρων (τουλάχιστον στο Rag1+/+ γενετικό υπόβαθρο). Αν και στην 

βιβλιογραφία (και προσωπικές παρατηρήσεις) δεν έχουν περιγραφεί µειωµένοι αριθµοί 

CD8+ Τ κυττάρων στα Β6-lpr/lpr ποντίκια είναι όµως πιθανό να επηρρεάζεται εκλεκτικά η 

επιβίωση µερικών κλώνων µε χαµηλή συγγένεια για αντιγόνο όταν οι συνθήκες είναι 

υποβέλτιστες. Εναλλακτικά, δεν µπορεί να αγνοηθεί η πιθανότητα οι µειωµένοι αριθµοί 

περιφερικών F5/lpr/lpr CD8+ Τ κυττάρων να οφείλονται σε ελλάτωµα θυµικής προέλευσης 

που έχει σαν αποτέλεσµα µειωµένους ρυθµούς  εκροής F5 T κυττάρων στην περιφέρεια. Σε 

αυτό συνηγορεί και η εξάλειψη της παρατηρούµενης διαφοράς σε ηλικιωµένα ζώα όταν 

πλέον ο θύµος υπό φυσιολογικές συνθήκες δεν συνεισφέρει σηµαντικά στη διατήρηση της 

περιφερικής δεξαµενής των Τ λεµφοκυττάρων. 

Aπό την επόµενη σειρά πειραµάτων µας φαίνεται ότι στο F5/NP µοντέλο περιφερικής 

ανοχής, δεν υπάρχει κάποιος εµφανής ρόλος για τον υποδοχέα Fas. Πράγµατι, τόσο η 

κλωνική απαλοιφή των περιφερικών  F5/ΝP/lpr/lpr CD8+ Τ κυττάρων όσο και η ικανότητά 

τους για επαναπόκριση in vitro στο αντιγόνο είναι συγκρίσιµες µε τις αντίστοιχες των 

F5/ΝΡ CD8+ Τ κυττάρων (Εικόνα 27). Αξίζει να παρατηρηθεί ότι στα πειράµατα αυτά η 

έλλειψη του Fas σχετιζόταν συστηµατικά µε µικρότερες αποκρίσεις των παρθένων CD8+ T 

κυττάρων στα αντιγόνα κάτι που συνάδει µε τον ρόλο του Fas ως συνδιεγερτικό µόριο 

(138). 

Τέλος δείξαµε ότι η σύγχρονη ανενεργοποίηση δύο µονοπατιών που οδηγούν σε θάνατο 

ενεργοποιηµένα Τ κύτταρα δεν είναι αρκετή για να µειώσει δραµατικά αυτό το φαινόµενο 

της κλωνικής απαλοιφής. Έτσι, όταν µεταφερθούν σπληνοκύτταρα από F5/TNF-/-/lpr/lpr 

ποντίκια σε ΝΡ-αποδέκτες ο θάνατος των CD8+Vβ11+ κυττάρων τους που έπεται της 

κλωνικής τους επέκτασης συµβαίνει σε αρκετά παρόµοιο βαθµό µε αυτόν των F5 (Εικόνα 

28). 

Aν και ο Fas είχε συνδεθεί µε τον AICD κύρια των CD4 Τ κυττάρων (119, 120) υπήρχαν 

αναφορές και για την ύπαρξη ρόλου του στα CD8 Τ κύτταρα (143). Όµως σχετικά 

πρόσφατες εργασίες, σύγχρονες µε τις παρατηρήσεις µας, έδειξαν την ύπαρξη µόνο ενός 

δευτερεύοντα ρόλου για τον Fas στον AICD και την περιφερική ανοχή των CD8 T 
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κυττάρων (124, 125). Όµως, ποια µονοπάτια εκτός αυτών των δύο µονοπατιών «θανάτου» 

µπορεί να συµµετέχουν στον ΑICD των Τ κυττάρων; Σε ένα πειραµατικό σύστηµα έχει 

δειχθεί ότι ο ΑΙCD των Τ λεµφοκυττάρων µπορεί να προκληθεί από δραστικά οξυγονούχα 

µόρια (Reactive Oxygen Species:ROS) όπως το υπεροξείδιο του υδρογόνου, µέσω 

µηχανισµού που περιλαµβάνει κασπάσες και απώλεια του διαµεµβρανικού δυναµικού των 

µιτοχονδρίων (123). Επίσης, η περφορίνη φαίνεται να έχει ένα σηµανικό ρόλο στην 

οµοιοστατική επαναφορά των CD8 T κυττάρων στους αρχικούς αριθµούς µετά από 

αντιγονική διέγερση µε διαφορους τρόπους (173, 174) καθώς και η IFNγ (174). Είναι 

φανερό ότι δεν υπάρχει µόνο ένα µονοπάτι από το οποίο να εκπορεύεται ο επαγόµενος από 

ενεργοποίηση αποπτωτικός θάνατος των CD8  T κυττάρων αλλά υπάρχει µεγάλος 

πλεονασµός (redundancy) µορίων και µονοπατιών. Είναι πολύ πιθανό όλα τα παραπάνω 

µόρια να έχουν κάποια συνεισφορά στο θάνατο αυτό, και ανάλογα µε το πειραµατικό 

σύστηµα (in vivo, in vitro, είδος αντιγόνου, τρόπος εισόδου του κλπ) κάποιο (ή κάποια) από 

τα µονοπάτια να συνεισφέρει περισσότερο από τα άλλα και να γίνεται το κυρίαρχο, άρα και 

το παρατηρήσιµο. 
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Παρασκευή RNA 

 

Το RNA παρασκευάστηκε µε τη µέθοδο της όξινης φαινόλης από ιστούς ή από κύτταρα  

που βρίσκονταν σε Solution D (θειοκυανικό γουανίνιο 4Μ, κιτρικό νάτριο 25 mM pH=7, 

0,5% σαρκοσύλιο). Σε αυτό προστίθεται πριν από τη χρήση του 0,72% (v/v) 

µερκαπτοαιθανόλη 11,1Μ. 

Οι ιστοί ή τα κύτταρα οµογενοποιούνται  µε σύριγγα και βελόνη, και προστίθενται  κατά 

σειρά 1/10 όγκοι οξικού αµµωνίου 2Μ, 1 όγκος φαινόλης µε pH=4 και 0,2 όγκοι Sevaq 

(χλωροφόρµιο και ισοαµυλική αλκοόλη σε αναλογία 24:1). Ακολουθεί επώαση 15 min σε 

πάγο και φυγοκέντριση σε 10.000 g για 20 min σε ψυχόµενη φυγόκεντρο. Το υπερκείµενο 

εκχυλίζεται µε ίσο όγκο φαινόλης pH=7,5. Στο νέο υπερκείµενο προστίθεται ίσος όγκος 

ισοπροπανόλης και τοποθετείται στους –20 0C για περισσότερη από µία ώρα. Κατόπιν 

φυγοκεντρείται για ~20 min σε ψυχόµενη µικροφυγόκεντρο στις 14.000 rpm, 

αποµακρύνεται το υπερκείµενο και η πελλέτα εκπλένεται µε 700λ αιθανόλης 75%. 

Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και η πελλέτα στεγνώνεται από τα ίχνη αλκοόλης και 

επαναδιαλύεται σε 30-200λ dd H2O που περιέχει Rnasin (40u/λ, Promega) που είναι 

αναστολέας της RΝάσης Α. 

Μετά την πλήρη επαναιώρησή του το RNA ποσοτικοποιείται µε φωτοµέτρηση στα 260 

nm και η ποιότητά του ελέγχεται µε ηλεκτροφόρηση 0,5γ-1,0γ σε µη αποδιατακτική πηκτή 

αγαρόζης 2%. 

 

Kατεργασία µε DΝάση και ανάστροφη µεταγραφή 

 
2-10γ RNA επωάζονται µε 1λ DNαση (10u/λ, απηλλαγµένη από RNάση), 5Χ ρυθµιστικό 

DNάσης και 0,5λ  Rnasin (40u/λ, Promega) σε τελικό όγκο 130λ, στους 370C για µία ώρα. 

(όπου 5Χ ρυθµιστικό DNάσης: 200 mM Tris.Cl, pH=8, 50 mM NaCl, 30 mM MgCl2) 



                     107
 
 

Μετά την επώαση γίνεται εκχύλιση µε ίσο όγκο µίγµατος φαινόλης / χλωροφορµίου / 

ισοαµυλικής αλκοόλης (25/24/1). Στο υπερκείµενο προστίθονται 3,5 όγκοι µίγµατος 

απόλυτης αιθανόλης/οξικού αµµωνίου 7,5 Μ (6/1), επωάζεται στους –800C για 20 min και 

φυγοκεντρείται σε µικροφυγόκεντρο για 20 min στις 14.000 rpm. Αποµακρύνεται το 

υπερκείµενο και η πελλέτα εκπλένεται µε 700λ αιθανόλης 75%. Μετά την αποµάκρυνση 

του υπερκείµενου και το στέγνωµα, η πελλέτα επαναιωρείται σε 20λ ddH2O που περιέχει 

Rnasin. 

Για την ανάστροφη µεταγραφή χρησιµοποιούνται 2γ RNA κατεργασµένου µε DNαση. Σε 

αυτά προστίθενται 2λ τυχαίοι εξαµερείς εκκινητές (Pd(6), 100pm/λ, Pharmigen), και ddH2O 

σε τελικό όγκο 27,5λ και επωάζονται στους 650C για χρόνο >5 min. Στο µίγµα προστίθενται 

8λ  ρυθµιστικό διάλυµα 5Χ ΜΜLV RT (Promega), 2λ MMLV Reverse Transcriptase Rnase 

H- (200u/λ, Promega), 0,5λ Rnasin και 2 λ µίγµατος των τεσσάρων dNTPs συγκέντρωσης 

10 mM για το καθένα, και ακολουθεί επώαση στους 370C για δύο ώρες. Προστίθονται ξανά 

2λ MMLV Reverse Transcriptase Rnase H-, και ακολουθεί νέα επώαση στους 370C για δύο 

ώρες. Κατόπιν προστίθεται  1λ Rnase H και επωάζεται στους 370C για 30 min. 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) για Differential Display 

 

H αντίδραση γίνεται σε τελικό όγκο 20λ και περιέχει 2λ 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα PCR, 

1λ MgCl2 25 mM, 0,2λ από µίγµα των τεσσάρων dNTPs 200 µΜ το καθένα (Promega), 0,5λ 

[α- 35S]-dATP, 1λ από κάθε εκκινητή 6,7 pM, 12,3λ ddH2O και 1λ από το κατάλληλο cDNA 

(~50 ng). Τα σωληνάκια της αντίδρασης  σκεπάζονται µε δύο σταγόνες παραφινέλαιο για να 

µην εξατµίζεται το περιεχόµενο κατά τη διάρκεια των θερµικών κύκλων. Σε κάθε αντίδραση 

προστίθεται 1λ από µίγµα Τaq pol (5u/λ, Amplitaq)/ddH2O, όταν πλέον η θερµοκρασία στη 

µηχανή θερµικών κύκλων έχει φτάσει τους 940C (hot start). Κάθε κύκλος απαρτίζεται από 

τα εξής τµήµατα: 45 sec αποδιάταξη στους 940C, 2 min υβριδοποίηση στους 400C, και 45 

sec στάδιο αντιγραφής στους 720C. Ο αριθµός των κύκλων είναι 40. 

 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν είναι: 

BS52: 5΄-CAAGCGAGGT-3´                     BS59: 5΄-GAGCTATGGC-3´ 

BS54: 5΄-AACGCGCAAC-3´                     BS70: 5΄-GAGCTATGGC-3´ 

BS55: 5΄-GTGGAAGCGT -3´                    BS73: 5΄-AGCCTGTGTC -3´ 

BS57: 5΄-GGAAGCAGCT-3´                     BS76: 5΄-CTGGTCACAC -3´ 

BS58: 5΄-CAGTGAGCGT-3´                      BS78: 5΄-CACAGTGAGC -3´ 
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BS80: 5’-CATGCGATGG-3’                      BS81: 5’-CAAGCGCAAG-3’ 

BS82: 5’-AGACTGCGTG-3’                      BS83: 5’-CTCGATTGCC-3’ 

BS84: 5’-AGCAGCAGTG-3’                     BS85: 5’-CTACATGCGC-3’ 

 

Υπόλοιπες PCRs 

 SLP65 sens: 5’-ATGGACAAGCTGAATAAGATAACTG-3’ 

SLP-65 anti: 5’-TTATGAAACCTTCACAGCATATTTC-3’ 

TNFα 148S: 5’-AACCAGGCAGGTTCTGTCCC-3’ 

TNFα 149A: 5’-CTCTTGCTTATCCCCTCTTCC-3’ 

FAS12FX: 5’-ACAGCATAGATTCCATTTGCTGCT-3’ 

FAS12REV:5’-TGAGTAATGGGCTCAGTGCAGCA-3’ 

FASZ8XTR: 5’-CAAATTTTATTGTTGCGACACCA-3’ 

 

 

 

Κλωνοποίηση προϊόντων PCR αντιδράσεων 

 

Όλα τα προϊόντα PCR κλωνοποιήθηκαν στο φορέα pCR  2.1 (Invitrogen), το οποίο είναι 

ένα ανοικτό πλασµίδιο 3,9 κιλοβάσεων  που έχει δύο εξέχοντα 3΄-Τ  άκρα. Τα PCR 

προϊόντα που έχουν δηµιουργηθεί µε Τaq πολυµεράση, φέρουν εκατέρωθεν 3΄-Α εξέχοντα 

άκρα και έτσι µπορούν να κλωνοποιηθούν στον παραπάνω φορέα. Η αντίδραση σύνδεσης 

γίνεται σε όγκο 10λ και περιέχει 1λ PCR προϊόν, κατευθείαν από την αντίδραση, 2λ pCR 

2.1 φορέα (25 ng/λ), 1λ 10Χ ρυθµιστικό διάλυµα σύνδεσης (60 mM Tris-ΗCl, pH=8,3 σε 

420C, 60 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 1mg/ml αλβουµίνη βόειου ορού, 70 mM 2-

µερκαπτοαιθανόλη, 1 mM ATP, 20 mM διθειοτριϊτόλη, 10 mM σπερµιδίνη), 1λ Τ4 DNA 

λιγάση (4u/λ) και 5λ ddH2O. Το όλο µίγµα επωάζεται στους 140C για τουλάχιστον τεσσερις 

ώρες. Με το µίγµα της αντίδρασης µετασχηµατίζονται επιδεκτικά (competent) βακτήρια E-

coli DH5 µε θερµικό σοκ 45 sec στους 420C, και απλώνονται σε τρυβλία LB µε αµπικιλλίνη 

(1/10.000 w/v), στα οποία προστίθεται X-Gal (5,βρωµο-4,χλωρο-3,ινδοϋλο-β-D-

γαλακτοζίτης). Τα πιάτα επωάζονται στους 370C για 18 περίπου ώρες. 

 

Προσδιορισµός αλληλουχίας ( sequencing) πλασµιδιακού DNA 
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5 γ πλασµιδιακού DNA αποδιατάσσονται σε διάλυµα 0,2 M NaOH, µε επώαση 5 min 

στους 850C. Προστίθονται 1/10 όγκοι CH3COONH4 2 M µε pH=4, και 2,5 όγκοι απόλυτης 

αλκοόλης, και ακολουθεί επώαση στους -800C για 15 λεπτά, κατακρήµνιση µε 

φυγοκέντρηση και έκπλυση µε 75% αλκοόλη. Στη πελλέτα του DNA προστίθεται εκκινητής 

σε τελική περιεκτικότητα 1ng/λ και σε διάλυµα 40mM Tris-HCl µε pH=7,5, 20 mM MgCl2, 

50 mM NaCl (5X Sequenase buffer). Το όλον επωάζεται για 15 λεπτά στους 370C, και για 

άλλα 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Εν τω µεταξύ σε πιάτο 96 πηγαδιών µοιράζονται 

από 2,5λ κάθε µίγµατος  ddNTP (80 µΜ σε καθένα από τα dNTPs, και 8 µΜ από το 

ddNTP). Στο µίγµα µε το DNA προστίθονται σε τελικές συγκεντρώσεις 0,018 Μ DTT 

(διθειοτριϊτόλη), 3 µΜ dCTP, 3 µΜ dGTP, 3 µΜ dΤTP, 0,5λ [α35S]-dΑΤΤ, και 6,5 u 

Sequenase (τροποποιηµένη T7 DNA πολυµεράση, Amersham). Το ¼ του τελευταίου 

µίγµατος προστίθεται σε κάθε πηγάδι µε µίγµα ddNTP, και επωάζονται στους 370C για 5-15 

λεπτά. Η αντίδραση σταµατάει µε προσθήκη διαλύµατος φορµαµιδίου 95%, 0,05% κυανούν 

της βρωµοθυµόλης, 0,05% κυανόλης του ξυλενίου και 20 mM EDTA. Οι αντιδράσεις 

ηλεκτροφορούνται, αφού πρώτα αποδιαταχτούν για 5 λεπτά στους 1000C, σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης 55, µε διάλυµα ηλεκτροφόρησης 1X TBE (10X TBE: 1M Tris, 1M 

βορικό οξύ, 25 mM EDTA). Η πηκτή στεγνώνεται υπό κενό και εκτίθεται µε φιλµ 

αυτοραδιογραφίας KODAK-XOMAT. 

 

Παρασκευή ιχνηθέτη (probe) 

 

Ο ιχνηθέτης παρασκευάσθηκε µε τη µέθοδο της µετάφρασης εγκοπής (nick translation).  

Η αντίδραση γίνεται µε 100 ng DNA σε 10 mM Tris-ΗCl, pH=7,5 σε  420C, 5 mM MgCl2, 

7,5 mM διθειοτριϊτόλη, 100 µΜ από dGTP, dΤTP,  [α32Ρ]-dΑΤΡ, [α32Ρ]-d CTP, 10 u DNA 

pol I ( E.coli), και 1/430.000 από διάλυµα DNάσης 10 mg/ml. Το µίγµα επωάζεται στους 

160C για µια ώρα και διηθείται από στήλη Sephadex-G50. 

 

Μεταφορά δεοξυριβονουκλεϊνικών οξέων κατά Southern και υβριδοποίησή τους  

 
Το πλασµιδιακό DNA ηλεκτροφορείται σε πηκτή αγαρόζης υπό κλίση τάσης 6V/cm. 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή κατεργάζεται υπό ανάδευση, αρχικά µε 0,125 

Ν ΗCl 20 min, για να µπορούν να µεταφερθούν τα µεγάλα µόρια DNA, κατόπιν το  DNA 

αποδιατάσσεται µε συνεργασία της πηκτής µε διάλυµα 0,5 N NaOH-1,5 M NaCl, και τελικά 

ουδετεροποιείται σε διάλυµα 0,5 M Tris-Cl pH=7,4, 1,5 M NaCl. Η πηκτή τοποθετείται 
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πάνω σε γέφυρα χαρτιού 3MM Whatmann που τα άκρα της ακουµπούν σε διάλυµα 20X 

SSC (3M NaCl, 0,3 Μ κιτρικό νάτριο). Πάνω στην πηκτή τοποθετούνται διαδοχικά, 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran Nitrocelluloze, Schleicher & Schuell) που είχε 

εµβαπτισθεί σε 2X SSC για τουλάχιστον 20min, 2 χαρτιά 3MM Whatmann, αρκετές 

χειροπετσέτες και τέλος βάρος 1kg. Το DNA αφήνεται να µεταφερθεί από την πηκτή  στη 

µεµβράνη 12-18 ώρες. Μετά, σηµειώνονται οι θέσεις των πηγαδιών πάνω στη µεµβράνη, 

ξεπλένεται σε διάλυµα 6Χ SSC και ψήνεται τουλάχιστον  δύο ώρες σε φούρνο 800C, για 

µονιµοποίηση του DNA.  

Η µεµβράνη εµβαπτίζεται σε διάλυµα 2X SSC και επωάζεται υπό ανακίνηση στους 650C 

σε διάλυµα υβριδοποίησης (3X SSC, 0,1% SDS, 0,2% Ficoll, 0,2% 

πολυβινυλοπυρολλιδόνη, 10% w/v θειϊκή δεξτράνη, 120 µg/ml αποδιαταγµένου DNA 

σπέρµατος σολωµού) για τουλάχιστον δύο ώρες (προϋβριδοποίηση). Μετά προστίθεται ο 

αποδιαταγµένος ιχνηθέτης και αφήνεται για υβριδοποίηση 12-18 ώρες. 

Η µεµβράνη ξεπλένεται στους 650C διαδοχικά µε διαλύµατα 3X SSC-0,1% SDS, 0,3X 

SSC-0,1% SDS, 0,1X SSC-0,1% SDS (για κάθε διάλυµα γίνονται δύο ξεπλύµατα από µισή 

ώρα) και εκτίθεται µε φιλµ αυτοραδιογραφίας KODAK-XOMAT. 

 

Παρασκευή πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα 

        

Από καλλιέργεια 2 ml που αναπτύχθηκε περίπου 18 ώρες σε LB µε 100 µg/ml 

αµπικιλλίνη λαµβάνονται 1,2 ml τα οποία φυγοκεντρούνται 2 min σε 14000 rpm. Η πελλέτα 

επαναιωρείται, σε αυτήν προστίθενται 300 µl STET (Σακχαρόζη 8%, Tris-HCl 10 mM pH 

8.0, EDTA (αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ) 50 mM, Triton-X 0.5%) και 25 µl λυσοζύµη 

(10 mg/ml), και επωάζεται στον πάγο για 5 min. Κατόπιν βράζεται στους 100 οC για 2 min, 

αφήνεται για λίγο στον πάγο και φυγοκεντρείται για 30 min στις 14000 rpm σε ψυχόµενη 

φυγόκεντρο. Στο υπερκείµενο της φυγοκέντρησης προστίθεται 1 ml µίγµατος 

αιθανόλης/οξικού αµµωνίου 7.5 Μ (σε αναλογία 6:1), αφήνεται για 20 min στους –80οC σε 

ψυχόµενη φυγόκεντρο. Η πελλέτα πλύνεται µε αιθανόλη 75% και στεγνώνεται υπό κενό και 

επαναδιαλύεται σε 30-50 µl TE. 

 

Μεταφορά, τύπου Northern, RNA σε µεµβράνη και υβριδοποίηση 

 

10 µg ολικού RNA ηλεκτροφορούνται υπό κλίση δυναµικού 6 V/cm για 3 περίπου ώρες, 

σε πηκτή αγαρόζης 1.2 % όγκου 150 ml (15 ml 10ΧMOPS, 22.5 ml HCHO 37%, 112.5 ml 
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dH2O). Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης η πηκτή κατεργάζεται διαδοχικά µε διαλύµατα 

50 mM NaOH-0.1 Μ ΝaCl, 0.1 M Tris-HCl pH 7.6, 2X SSC, επί 20 min για το καθένα. Τα 

νουκλεϊκά οξέα µεταφέρονται (όπως στο Southern) σε µεµβράνη Genescreen (DuPont). 

Κατόπιν η µεµβράνηξεπλύνεται σε 2Χ SSC, και το RNA µονιµοποιείται στη µεµβράνη µε 

έκθεση σε UV 254nm επί 2 λεπτά και ψήσιµο για 2 ώρες στους 80 οC. Ακολουθούν δύο 

ώρες προϋβριδοποίηση σε διάλυµα 50 % φορµαµίδιο, 5Χ SSC, 1X Denhards (100X 

Denhards: 2% Ficoll, 2% βόειος αλβουµίνη ορού, 2% πολυβινυλοπυρολιδόνη), 20 mM από 

ρυθµιστικό διάλυµα Νa2ΗPO4/NaH2PO4 pH 6.8, 0.4% SDS, και 10 % (w/v) θειϊκή δεξτράνη 

και αφού προστεθούν διάλυµα αποδιαταγµένου DNA σπέρµατος σολωµού σε τελική 

συγκέντρωση 120 µg/ml. Κατόπιν προστίθεται ο αποδιαταγµένος ιχνηθέτης και αφήνεται 

για υβριδοποίηση 14-18 ώρες. Η µεµβράνη ξεπλένεται στους 52οC διαδοχικά µε διαλύµατα 

3X SSC-0.1 % SDS, 0.3X SSC-0.1 % SDS, 0.1X SSC-0.1 % SDS και εκτίθεται σε φιλµ 

αυτοραδιογραφίας. 

 
 

 

 

 

 
Σήµανση µε CFSE και κυτταροµετρία ροής.  

 

Για σήµανση µε CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester), τα σπληνοκύτταρα 

επαναιωρούνται  σε πυκνότητα 108/ml σε 1xPBS, και αναµιγνύονται µε ίσο όγκο 1xPBS 

που συγκέντρωσης 20 µΜ σε CFSE (Molecular Probes). Τα κύτταρα επωάζονται για 10 min 

στους 37οC και η αντίδραση σήµανσης σταµατά µε προσθήκη 5 όγκων παγωµένου RPMI 

που περιέχει 10% FCS (Fetal Calf Serum:Εµβρυϊκός Ορός Μοσχαριού) και επώαση για 5 

min σε πάγο. Ακολούθως τα κύτταρα φυγοκεντρούνται σε 400 g για 10 min και 

αποµακρύνεται το υπερκείµενο, και ο παραπάνω κύκλος πλυσίµατος επαναλαµβάνεται 

άλλες δύο φορές. Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα anti-CD8-FITC, anti-

CD8-PE, anti-CD8-APC, anti-CD4-PE, anti-CD69-FITC, anti-CD44-PE, anti-CD25-PE 

(BD Pharningen) και anti-Vβ11-βιοτίνη (Serotec) σε συνδυασµό µε streptavidin-Red670 

(Gibco BRL). Για την ανάλυση έκφρασης επιφανειακών µορίων, 106 κύτταρα επωάζονται 

µε τα κατάλληλα αντισώµατα σε 50 µl ρυθµιστικού διαλύµατος χρώσεων (1xPBS, 1% BSA, 

0.02% NaN3) για 30 min, πλένονται µία φορά µε 1xPBS, 0.02% NaN3. H κυτταροµετρία 
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ροής έγινε είτε σε Coulter Epics Elite ή σε FACSCalibur και η ανάλυση των δεδοµένων µε 

τα πακέτα λογισµικού WinMDI και CellQuest αναλύοντας τουλάχιστον 15000 ζωντανά 

κύτταρα όπως κρίνονταν από το µέγεθος και το κοκκιώδες τους.  

Για την ανάλυση αίµατος σε πειράµατα µεταφοράς, τουλάχιστο 50 µl αίµα συλλέγονταν 

από φλέβες της ουράς σε Eppedorfs που περιείχαν 80 µl ηπαρίνης (90u/ml, Leo). To αίµα 

εκπλένεται δύο φορές και ακολουθούσε χρώση όπως προηγούµενα. Πριν την 

κυτταροµετρία, τα ερυθροκύτταρα λύονται µε επώαση 20 min σε 1xFACSTM Lysing 

Solution (Becton Dickinson) σε θερµοκρασία δωµατίου ακολουθούµενη από δύο εκπλύσεις 

µε 1xPBS, 0.02% NaN3. 

Η δέσµευση της αννεξίνης V σε συνδυασµό µε την χρώση µε ΡΙ έγινε σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή (Immunotech). Εν συντοµία, στα κύτταρα γίνεται αρχικά χρώση 

για επιφανειακά µόρια και κατόπιν επωάστηκαν µε αννεξίνη V-FITC και ΡΙ σε 

1xΡυθµιστικό-διάλυµα-δέσµευσης για 10 min και αµέσως ακολούθησε κυτταροµετρία ροής. 

 

∆ιεγερση των F5 κυττάρων και κυτταροκαλλιέργεια.  

 

Οι σπλήνες αφαιρούνται από τα ποντίκια, τοποθετούνται σε 1xHBSS (Gibco BRL), 5% 

FCS, 10 mM HEPES (Gibco BRL), 2 mM L-γλουταµίνη, 100u/ml πενικιλλίνη-

στρεπτοµυκίνη (Gibco BRL) και ξαίνονται πάνω σε ηθµούς πόρου 40 µm (Falcon). 

Τα σπληνοκύτταρα που προορίζονταν για µεταφορά σε ποντίκια, κατακρηµνίζονταν και 

τα ερυθροκύτταρα λύονταν µε στιγµιαία προσθήκη 900 µl H2O για κάθε σπλήνα  

ακολουθούµενη από 100 µl  10xHBSS και περίσσεια  1xHBSS, 5% FCS, 10 mM HEPES. 

Τα κύτταρα αναλύονταν ως προς ποσοστό CD8+ κυττάρων, επαναιωρούνταν σε πυκνότητα 

15x106 CD8+/ml, και από αυτά ενίονταν 200 µl σε κάθε ποντίκι ενδοφλεβίως από την ουρά. 

Για την in vitro καλλιέργεια τα ερυθροκύτταρα αποµακρύνονταν µε τη βοήθεια 

διαλύµατος διαχωρισµού (Lympholyte-M) µε βάση την πυκνότητα, σύµφωνα µε τις οδηγίες 

του κατασκευαστή. Εν συντοµία, τα κύτταρα αιωρούνται σε πυκνότητα 1-2x107/ml  

εµπύρηνα κύτταρα πάνω από ίσο όγκο Lympholyte-M και φυγοκεντρούνται στα 1000g για 

20 min σε θερµοκρασία δωµατίου. Αποµακρύνεται η µεσόφαση των λεµφοκυττάρων µε 

πιπέτα Pasteur και µεταφέρεται σε νεό δοχείο όπου εκπλένεται µε1xHBSS ,10 mM HEPES 

µία φορά στα 800 g και άλλες δύο στα 400 g. Τελικά τα κύτταρα επαναιωρούνται σε RPMI 

1640 (Gibco BRL), 10% FCS, 10 mM HEPES, 100u/ml πενικιλλίνη-στρεπτοµυκίνη, 2 mΜ 

L-γλουταµίνη και 50 µΜ 2-ΜΕ, σε πυκνότητα 1x106/ml και συγκαλλιεργούνται σε 5% CO2 , 

στους 37οC µε 3x106/ml ακτινοβοληµένα (2000 rad) σπληνοκύτταρα από C57bl/10 ποντίκια 
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που είχαν προεπωαστεί µε τις κατάλληλες συγκεντρώσεις ΝΡ68 για τουλάχιστον µία ώρα 

και εκπλυθεί τρεις φορές. 

 

∆οκιµασία πολλαπλασιασµού 

Μετά την αφαίρεση των σπληνών από τα ζώα, παρασκευάζονταν κυτταρικά 

εναιωρήµατα όπως προηγουµένως και αναλύονταν για το ποσοστό CD8+ κυττάρων µε 

κυτταροµετρία ροής. Οι πυκνότητα των σπληνοκυττάρων προσαρµόζονταν έτσι ώστε να 

περιέχουν ίσους αριθµούς CD8+ κυττάρων (150x103). Τα σπληνοκύτταρα 

συγκαλλιεργούνται στο προαναφερθέν µέσο σε πλάκες 96 οπών µε ακτινοβοληµένα 

C57bl/10 σπληνοκύτταρα, που είχαν προεπωαστεί µε τις κατάλληλες συγκεντρώσεις ΝΡ68 

για τουλάχιστον µία ώρα και εκπλυθεί τρεις φορές, και σε αναλογία C57bl/10:CD8+ ~20. 

Μετά από 40 h καλλιέργειας προστίθεται σε κάθε οπή 1µCi [methyl-3H] θυµιδίνης για 6 h. 

Κατόπιν τα κύτταρα λύονται,το περιεχόµενό τους συλλέγεται σε κατάλληλη συσκευή ( 

INSEL CELL HARVESTER MODEL CH3 H/W), και η ενσωµατωµένη ραδιενέργεια 

µετράται σε µετρητή ακτινοβολιας β µέσα σε σπυνθιριστικό υγρό (τολουόλιο, 0.5% ΡΡΟ, 

0.005% ΡΟΡΟΡ). 

 

Καθαρισµός CD8+ κυττάρων µε µαγνήτη και κολώνες ΜΑCS και R&D. 

 

Σπλήνες που περιέχουν περίπου 2x108 σπληνοκυτταρα αφαιρούνται από τα ποντίκια, 

τοποθετούνται σε 1xHBSS (Gibco BRL), 5% FCS, 10 mM HEPES (Gibco BRL), 2 mM 

L-γλουταµίνη, 100u/ml πενικιλλίνη-στρεπτοµυκίνη (Gibco BRL) και ξαίνονται πάνω σε 

ηθµούς πόρου 40 µm (Falcon). Τα σπληνοκύτταρα φυγοκεντρούνται στα 400g και 

επαναδιαλύονται σε 1.5 ml διαλύµατος 1xPBS, 2 mM EDTA, 0.5% BSA που έχει 

εξαερωθεί σε θερµοκρασία δωµατίου (διάλυµα κολώνας). Ακολουθούν δύο ακόµα 

πλυσίµατα για 2 min σε 2000 rpm σε επιτραπέζια Eppendorf. Αποµακρύνεται το 

υπερκείµενο και τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 900 µl διάλυµα κολώνας, 

αποµακρύνοντας τυχόν συσσωµατώµατα κυτταρων και κυτταρικών υπολειµµάτων. 

Προστίθονται 100 µl anti-CD8 Magnetic MicroBeads (MACS), και ακολουθεί επώαση 

10 min υπό ανάδευση στους 4oC. Μετά την επώαση τα κύτταρα αραιώνονται σε τελικό 

όγκο 6 ml µε διάλυµα κολώνας, και διέρχονται µέσα από LS+ κολώνα διαχωρισµού 

ΜACS που έχει τοποθετηθεί σε κατάλληλο µαγνήτη (MidiMACS) και έχει πλυθεί µε 3 

ml διάλυµα κολώνας. Ακολουθεί έκπλυση της κολώνας τρείς φορές µε 3 ml διάλυµα 

κολώνας, η κολώνα αποµακρύνεται από το µαγνήτη προστίθονται σε αυτήν 5 ml διάλυµα 
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κολώνας και τα οποία διέρχονται βίαια από την κολώνα µε τη χρήση εµβόλου σύριγγας. 

Στο έκλουσµα βρίσκονται τα καθαρισµένα CD8+ κύτταρα και ο εµπλουτισµός του 

δείγµατος σε σχέση µε το αρχικό πιστοποιείται µε ανάλυση FACS.  

Για τον καθαρισµό CD8+ κυττάρων µε κολώνες R&D έγινε αιµόλυση σε δείγµα 

περίπου 2x108 σπληνοκυττάρων (µε διαδοχική προσθήκη 9 όγκων νερού, 1 όγκου 

10xHBSS και συµπλήρωση µε 1xHBSS) και τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 1xδιάλυµα 

κολώνας (R&D). Προστίθεται 1 ml κοκταίηλ αντισωµάτων (R&D) που περιέχει 

αντισώµατα για Β κύτταρα, µονοκύτταρα και CD4 Τ κύτταρα και ακολουθεί επώαση για 

15 min. Τα κύτταρα εκπλένονται 2 φορές µε 10 ml 1xδιάλυµα κολώνας µε 

φυγοκέντρηση στα 300 g επί 10min κάθε φορά και τελικά τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 

2 ml 1xδιαλύµατος κολώνας. Κατόπιν τα κύτταρα αφήνονται να διέλθουν από την 

κολώνα (R&D) που είχε προηγουµένως πλυθεί µε 10 ml 1xδιάλυµα κολώνας. Ο όγκος 

των κυττάρων εκτοπίζει τον προηγούµενο όγκο της έκπλυσης και έτσι τα κύτταρα 

επωάζονται µέσα στην κολώνα για 10 minσε θερµοκρασία δωµατίου. Κατόπιν άλλα 10 

ml 1x διαλύµατος κολώνας αφήνονται να διέλθουν από αυτήν εκλούοντας έτσι τα CD8+ 

κύτταρα. Και εδώ ο βαθµός καθαρότητας του εκλούσµατος προσδιορίζεται µε ανάλυση 

FACS. 

 

Παρασκευή πυρηνικών εκχυλισµάτων και δοκιµασία υστέρησης ηλεκτροφορητικής 

κινητικότητας σε πηκτή (Electrophoretic Mobility Shift Assay:EMSA).  

 

2-6x107 σπληνοκύτταρα ή θυµοκύτταρα κατακρηµνίστηκαν και επαναιωρήθηκαν σε 

ρυθµιστικό διάλυµα λύσης κυττάρων που περιέχει 0.32 Μ σουκρόζη , 3 mM CaCl2, 2 mM 

οξικό µαγνήσιο, 0.1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM διθειοτριϊτόλη, 0.5 mM 

φθοριούχο φαινυλµεθυλσουλφονύλιο, 10 µg/ml απρωτινίνη 0.5% (v/v) Nonidet P-40, και 

επωάστηκαν 3 min σε πάγο. Κατόπιν οι πυρήνες φυγοκεντρούνται στα 500 g για 5 min και 

εκπλένονται µία φορά µε ρυθµιστικό διάλυµα λύσης που δεν περιέχει ΝΡ40. Τελικά οι 

πυρήνες επαναιωρούνται σε 20% γλυκερόλη, 25 mM HEPES pΗ 7.9, 115 mM KCl, 2 mM 

EDTA, 0.1% (v/v) Nonidet-P40, 1 mM διθειοτριϊτόλη, 0.5 mM φθοριούχο 

φαινυλµεθυλσουλφονυλιο, 10 mM NaF και ταµπλέτα µε µίγµα αναστολέων προτεασών 

(complete mini EDTA-free, Roche). Τα πυρηνικά εκχυλίσµατα παγώνουν σε λουτρό ξηρού 

πάγου/αιθανόλης και τήκονται στους 37οC επί τρεις φορές, φυγοκεντρούνται στις 12000 g 

για 15 min και το υπερκείµενο µοιράζεται σε δοκιµαστικούς σωλήνες. 
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Για την παρασκευή του ιχνηθέτη, 100 ng δίκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου σηµάνθηκε σε 

αντίδραση συµπλήρωσης (fill-in) χρησιµοποιώντας [α32Ρ]dCTP, [α32Ρ]dATP (USB 

Amersham) και 13 u Sequenase (USB Amersham) σε 1 x Sequenase Buffer, 10 nM DTT, 

200 nM dGTP, 200 nM dTTP σε όγκο αντίδρασης 20 µl. Η αντίδραση έλαβε χώρα στους 

37οC επί 30 min ακολουθούµενα από προσθήκη 2 nmoles από κάθε dNTP και επιπλέον 

επώαση για 15 min. Τα µη ενσωµατωµένα δεοξυνουκλεοτίδια κατακρατούνται 

χρησιµοποιώντας δύο φορές στήλες G-50, και τελικά ~4 x 104 cpm ιχνηθέτη (3-5 x 105 

cpm/ng) χρησιµοποιούνται σε κάθε αντίδραση σύνδεσης. 

Για την NF-κΒ EMSA, το πυρηνικό πρωτεϊνικό εκχύλισµα επωάστηκε µε το 

ραδιοσηµασµένο DNA για 40 min σε πάγο σε αντίδραση όγκου 15 µl που περιέχει 1 x 

ρυθµιστικό διάλυµα δέσµευσης (10 mM HEPES pH 7.9, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 4 mM 

σπερµιδίνη, 100 ng/ml BSA, 20 nM οξικό ψευδάργυρο, 0.05% Nonidet-P40, 400 µg/ml poly 

dI-dC). Τα σύµπλοκα πρωτεΐνης-DNA διαχωρίζονται από τον ελεύθερο ιχνηθέτη σε 5% µη-

αποδιατακτική πηκτή σε 0.5 x ΤΒΕ ρυθµιστικό διάλυµα. Το ποσό της πρωτεϊνης που 

χρησιµοποιήθηκε σε κάθε αντίδραση προέρχεται από ίσους αριθµούς CD8+ κυττάρων όπως 

προέκυψε από κυτταροµετρία ροής. Σε αντιδράσεις αυξηµένης υστέρησης (supershifts), 0.5 

µg από anti-p50 ή anti-p65 πολυκλωνικά αντισώµατα (Santa Cruz) επωάζονται µε τα 

εκχυλίσµατα στον πάγο για 30 min πριν την προσθήκη του ιχνηθέτη. Για την ΑΡ-2 EMSA 

οι αντιδράσεις έγιναν σε 100 µg/ml poly dI-dC χρησιµοποιώντας την ίδια ποσότητα (µε την 

περίπτωση του NF-κΒ) ολικής πυρηνικής πρωτεΐνης. 

Για την NFAT EMSA τα πυρηνικά εκχυλίσµατα του θύµου επωάζονται µε το 

ραδιοσηµασµένο DNA σε 67 µg/ml poly dI-dC, για 30 min σε θερµοκρασία δωµατίου και 

για επιπλέον 30 min σε πάγο. Για τις αντιδράσεις αυξηµένης υστέρησης, προστέθηκε 0.5 µg 

από µονοκλωνικό NF-ATp αντίσωµα πριν την επώαση στον πάγο. Για την Sp1 EMSA τα 

πυρηνικά εκχυλίσµατα του θύµου επωάστηκαν µε το ραδιοσηµασµένο DNA σε 50 µg/ml 

poly dI-dC, για  30 min σε θερµοκρασία δωµατίου.  

Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν είναι: µια αλληλουχία από τον Igκ 

ενισχυτή (5’-GATCCAGAGGGGACTTTCCGAGAGGCCAT-3’) που περιέχει µια θέση 

δέσµευσης για ΝF-κΒ, ένα δίκλωνο DNA (5’-GGATCGAACTGACCGCCCGCGGC-3’) 

που περιέχει µια θέση δέσµευσης για ΑΡ2, µια αλληλουχία από τον IL-4 υποκινητή  (5’-

TGGATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3’) που περιέχει µια θέση δέσµευσης για NFAT 

και ένα δίκλωνο ολιγονουκλεοτίδιο που περιέχει µια δέσµευσης για Sp1. 
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Παρασκευή ολικών κυτταρικών εκχυλισµάτων, ανοσοκατακρήµνιση και µεταφορά 

πρωτεϊνών τύπου Western. 

 

 Σπληνοκύτταρα απαλλαγµένα ερυθροκυττάρων µε Lympholyte-M διεγείρονται µε 

κατάλληλες συγκεντρώσεις ΝΡ68 για το ενδεδειγµένο χρονικό διάστηµα. Η διέγερση 

διακόπτεται µε προσθήκη τουλάχιστον δύο όγκων παγωµένου 1xPBS. Tα κύτταρα 

εκπλένονται δύο φορές µε παγωµένο 1xPBS. Στα κατακρηµνισµένα κύτταρα προστίθονται 

τουλάχιστον 4 όγκοι ρυθµιστικού διαλύµατος Χ (Lysis Buffer) (25 mM HEPES pH 7.9, 150 

mM KCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP40, 10% γλυκερόλη, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, 10 µg/ml 

απρωτινίνη, 1 mM ορθοβαναδικό νάτριο) και ακολουθεί καλή ανάµιξη. Τα κύτταρα 

παγώνουν σε λουτρό ξηρού πάγου/αιθανόλης και τήκονται στους 37οC  επί τρεις φορές, 

φυγοκεντρούνται στις 12000 g για 15 min και το υπερκείµενο αποτελεί το ολικό πρωτεϊνικό 

εκχύλισµα.  

Το εκχύλισµα µεταφέρεται σε µίγµα ίσων ποσοτήτων  από Protein A Sepharose και 

Protein G Sepharose και τα δείγµατα περιστρέφονται στους 4οC επί 1h, φυγοκεντρούνται 

στους 4οC, σε 5000 rpm επί 3 min και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέους δοκιµαστικούς 

σωλήνες (σε αυτό το στάδιο το δείγµα «καθαρίζεται» από τις πρωτεϊνες που δεσµεύονται µη 

ειδικά στις Protein A/G). 

Στο υπερκείµενο προστίθενται 10 µg a-CD3ε αντισώµατος (κλώνος 2C11, Pharmingen) 

ανά 600-1000 µg πρωτεΐνης, και τα δείγµατα περιστρέφονται στους 4οC επί τουλάχιστον 1 

h. Το δείγµα µεταφέρεται πάλι σε µίγµα ίσων ποσοτήτων  από Protein A Sepharose και 

Protein G Sepharose και τα δείγµατα περιστρέφονται στους 4οC επί τουλάχιστον 7 h. To 

υπερκείµενο απορρίπτεται και η Protein A/G Sepharose εκπλένεται 4-5 φορές µε 1 ml 

ρυθµιστικού διαλύµατος έκπλυσης (25 mM HEPES pH 7.9, 150 mM KCl, 1 mM EDTA, 

0.1% NP40, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, 10 µg/ml απρωτινίνη, 1 mM ορθοβαναδικό νάτριο). 

Μετά την τελευταία έκπλυση προστίθεται ίσος όγκος 2x SDS-ρυθµιστικού  διαλύµατος για 

ηλεκτροφόρηση δειγµάτων σε πηκτή ( 100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 200 mM διθειοτριϊτόλη, 

4% SDS, 0.2% κυανό της βρωµοφαινόλης, 20%γλυκερόλη). Τα δείγµατα 

ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή πολυακρυλαµίδης διπλής σύστασης. Αρχικά το δείγµα 

πεκετάρεται καθώς διέρχεται από το αραιότερο stacking gel 5% υπό τάση 60 V, και κατόπιν 

οι πρωτεΐνες διαχωρίζονται µετά τη διέλευσή τους από τη πηκτή περιεκτικότητας 12% υπό 

τάση 120 V. Μετά την ηλεκτροφόρηση, οι πρωτεϊνες της πηκτής µεταφέρονται σε 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (Protran,0.45 µm). Η µεταφορά γίνεται σε ειδική συσκευή της 

Biorad (Mini Trans-Blot Cell) µε την µεµβράνη εγκλωβισµένη σε Whatmann τα οποία µε τη 
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σειρά τους περιέχονται σε δύο σφουγγαράκια. Το όλον είναι εµβαπτισµένο σε διάλυµα 

µεταφοράς (20% µεθανόλη, 24 mM Tris, 194 mM γλυκίνη) στους 4οC µε ροή ρεύµατος 350 

mA.  

Στη συνέχεια η µεµβράνη διαβρέχεται σε διάλυµα TBST (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 

0.1% (v/v) Tween-20) και επωάζεται για τουλάχιστον 12 h, στους 4οC σε TBST που 

περιέχει 5% σκόνη άπαχου γάλακτος. Η µεµβράνη µεταφέρεται σε ΤBST-5% σκόνη άπαχου 

γάλακτος που περιέχει την κατάλληλη αραίωση του αντισώµατος για φωσφοτυροσίνες 

συζευγµένο µε υπεροξειδάση του ραπανιού , και ακολουθεί επώαση για τουλάχιστον 1h υπό 

ανάδευση. Κατόπιν ξεπλενουµε την µεµβράνη µε TBST τέσσερις φορές επί 15 min και 

άλλες τέσσερις επί 5 min. H δέσµευση του αντισώµατος στις πρωτεϊνες πιστοποιείται µε τη 

χρήση της ενζυµικής αντίδρασης της υπεροξειδάσης πάνω σε κατάλληλο υπόστρωµα 

(µέθοδος χηµειφωταύγειας ) (ECL, AmershamPharmacia). 

 

∆οκιµασία προστασίας από Rnάση. 

 

Η αρχή της µεθόδου είναι η παρασκευή ενός  ριβοιχνηθέτη του οποίου µία αλληλουχία 

θα υβριδοποιηθεί µε το υπό εξέταση RNA ώστε το σχηµατιζόµενο δίκλωνο RNA-RNA να 

προστατεύεται από πέψη µε Rnάση Α. Για να συµβεί αυτό ο ιχνηθέτης πρέπει να είναι το 

antisense RNA. Ο ριβοιχνηθέτης µεταγράφεται από ένα cDNA που έχει κλωνοποιηθεί σε 

πλασµιδιακό φορέα όπως ο Bluescript KS+ που φέρει τους υποκινητές για την Τ3 και την 

Τ7 πολυµεράση. Απαιτείται προσοχή ώστε να µεταγραφεί η σωστή αλυσίδα και να 

παραχθεί το antisense RNA. Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο γίνεται ευθύγραµµο µε πέψη µε 

κατάλληλο ένζυµο που αφήνει 5΄προεξέχοντα άκρα. Αν το ένζυµο αφήνει 3΄προεξέχοντα 

άκρα η µεταγραφή προχωράει και πέρα από την περιοριστική θέση. 

Για την παρασκευή του ριβοιχνηθέτη χρησιµοποιούνται το πολύ 500 ng DNA. H 

αντίδραση γίνεται σε τελικό όγκο 20 µl 1X T3 ή Τ7 ρυθµιστικό διάλυµα (4 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 6 mM MgCl2, 0.2 mM σπερµιδίνη), 500 µΜ για καθένα από τα ΑΤΡ, CTP, GTP, 5 

µΜ UTP, [α32Ρ] UTP 50 µCi, 20 u Rnasin, 20 u T3 ή Τ7 πολυµεράση και επωάζεται στους 

37οC για 1 h. 

Κατόπιν προστίθονται 1 unit RQ Dnase (Promega) και η επώαση συνεχίζεται για 15 

επιπλέον λεπτά. Για τον προσδιορισµό της ενσωµάτωσης της ραδιενέργειας λαµβάνονται 

0.5 µl της αντίδρασης και στα οποία προστίθενται 20 µg tRNA. Η αντίδραση «σποτάρεται» 

σε δύο  χαρτιά GFC-Whatman που το ένα έχει κατεργαστεί µε 10% TCA, και η 

ραδιενέργεια µετριέται και στα δύο χαρτιά. Μετά την πέψη του DNA,προστίθονται στην 
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αντίδραση 200 µl ddΗ2Ο και ακολουθεί εκχύλιση µε φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική 

αλκοόλη (25:24:1). Το  RNA κατακρηµνίζεται µε ίσο όγκο ισοπροπανόλης και σε 1 Ν 

CH3COONH4, µετά από ολονύχτια παραµονή στους –20οC και ακολούθως φυγοκέντρηση, 

ενώ εκπλένεται µε 70% αιθανόλη. O ιχνηθέτης αραιώνεται στα 105 cpm/µl. 

Για ην υβριδοποίηση 30-50 µg ολικού RNA (στην περίπτωση του Τ.52.76 

χρησιµοποιήθηκαν 150 µg) αναµιγνύονται µε 105 cpm ιχνηθέτη και συγκατακρηµνίζονται. 

Μετά από έκπλυση του ιζήµατος και στέγνωµα επί 5 min στους 65οC, αυτό επαναδιαλύεται 

σε 20 µl ρυθµιστικού διαλύµατος υβριδοποίησης (75% φορµαµίδιο (Gibco BRL), 0.5 M 

NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA). To όλον επωάζεται στους 75οC για 15 min 

και ακολούθως στους 45οC για όλη τη νύκτα. 

Την επόµενη µέρα προστίθονται 300 µl ρυθµιστικού διαλύµατος Rνάσης (300 mM NaCl, 

5 mM EDTA) και 10 µl Rnάση Α (1µg/µl) και η αντίδραση επωάζεται στους 20oC για 20-30 

min. Μετά την παραπάνω επώαση προστίθονται 10 µl, πρωτεϊνάση Κ (10 mg/ml), 1.5 µl 

SDS και ακολουθεί επώαση στους 37οC επί 20-30 min. Tελικά, γίνεται 2 φορές εκχύλιση µε 

φαινόλη:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική αλκοόλη (25:24:1) και κατακρήµνιση µε αιθανόλη και 

οξικό νάτριο ως συνήθως.  

Κάθε ίζηµα επαναδιαλύεται σε 2 µl ddH2O και 2 µl ρυθµιστικό διάλυµα 

ηλεκτροφόρησης (95% φορµαµίδιο, 20 mM EDTA, 0.05% κυανό της βρωµοφαινόλης, 

0.05% κυανό του ξυλενίου). Πριν την ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτική πηκτή 

πολυακρυλαµίδης, τα δείγµατα θερµαίνονται στους 80οC για 5 min. 
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