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ΠΕΡΙΛΘΨΘ 

Οι διαλυτζσ μορωζσ των μορίων του μείηονοσ ςυμπλόκου ιςτοςυμβατότθτασ 
(Major Histocompatibility Complex, MHC), τάξθσ Ι και τάξθσ ΙΙ, κακϊσ και των 
υποδοχζων T λεμωοκυττάρων (T cell receptor, TCR), ζχουν περιγραωεί με το 
πζραςμα των χρόνων και ανιχνεφονται ςε όλα ςχεδόν τα υγρά του ςϊματοσ. Με 
ςτόχο να βρεκεί μια κατάλλθλθ πθγι ζκωραςθσ του διαλυτοφ TCR (soluble TCR, 
sTCR), που κα επιτρζπει τθν απομόνωςθ και περεταίρω μελζτθ του, 
πραγματοποιικθκαν προςπάκειεσ ανίχνευςισ του ςε κολπικό υγρό, ςπζρμα και 
εντερικό υγρό, αλλά τα ποςοςτά ζκωραςθσ του sTCR ιταν αποκαρρυντικά. 
Ρειράματα που ζγιναν ςτθ ςυνζχεια ςε in vitro και in vivo ςυςτιματα ανοχισ, ιρκαν 
να επιβεβαιϊςουν τθν κεωρία των ανοςολόγων του παρελκόντοσ ότι θ καταςτολι 
μεςολαβείται από τουσ διαλυτοφσ παράγοντεσ TsF1 και TsF2, οι οποίοι κεωρικθκε 
ότι αντιςτοιχοφν ςτο sMHC και sTCR αντίςτοιχα. Με βάςθ το λειτουργικό ςφςτθμα 
ανοχισ, δθμιουργικθκαν Τ υβριδϊματα από κφτταρα ςπλινασ in vivo 
ανοχοποιθμζνου ποντικιοφ, προκειμζνου να ξεκινιςει μια διαδικαςία παραγωγισ 
κλϊνων που κα εκκρίνουν τον επικυμθτό sTCR ςε μεγάλεσ ποςότθτεσ. Υπερκείμενα 
καλλιζργειασ από τουσ πρϊτουσ κλϊνουσ που ξεχϊριςαν, εμωάνιςαν αυξθμζνα 
ποςοςτά ανίχνευςθς sTCRab και sTCRgd. Ρειραματικζσ δοκιμαςίεσ με τα 
υπερκείμενα αυτά, οδιγθςαν ςτθν υπόκεςθ ότι ο sTCR ςχθματίηει ςφμπλοκο με το 
sMHC του υπερκειμζνου. Θ φπαρξθ των μορίων sTCR είναι αναμωιςβιτθτθ και 
προωανϊσ ζχουν τθν ικανότθτα να ρυκμίηουν τθν ανοςολογικι απόκριςθ, γι’ αυτό 
και θ μελζτθ τουσ κα ςυμβάλλει ςθμαντικά ςτο μζλλον τθσ ανοςοκεραπείασ. 
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ABSTRACT 

The soluble forms of the major histocompatibility complex (MHC), class I or 
class II, as well as T cell receptor (TCR), have already been described and detected in 
almost all body fluids. In order to find an appropriate source of soluble TCR (sTCR) 
expression, which will allow its isolation and further study, attempts were made to 
detect it in vaginal fluid, sperm and intestine fluids, but the results were 
disappointing. Following experiments in in vivo and in vitro tolerance systems, 
confirmed the theory of older immunologists that suppression is mediated by the 
soluble factors TsF1 and TsF2, which are considered to represent sMHC and sTCR 
respectively. Under the same functional tolerance system, T hybridomas were 
created for the beginning of a clone selection process in favor of those who will 
excrete the desirable sTCR amounts. Culture supernatants, from the first clones that 
were selected, showed increased amounts of sTCRab and sTCRgd. Experiments on 
these supernatants, lead to the hypothesis that sTCR forms a complex with the 
sMHC molecule of the supernatant. The existence of sTCR molecules is undeniable 
and apparently they have the ability to regulate immune response, this is why their 
study will contribute to the future of immunotherapy. 
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1. ΕΙ΢ΑΓΩΓΘ 

1.1 Σα κφρια ςυςτατικά του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ 

Το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα εξελίχκθκε για να μασ προςτατεφει από 
πακογόνουσ παράγοντεσ και θ υψθλι του διακριτικι ικανότθτα είναι θ βάςθ τθσ 
επιβίωςθσ. Τα κθλαςτικά ωσ κερμόαιμα ηϊα με μακρφ χρόνο ηωισ διακζτουν 
πολυδιάςτατουσ διαπλεκόμενουσ αμυντικοφσ μθχανιςμοφσ ανοςίασ ςτουσ οποίουσ 
ςυμμετζχει μια τεράςτια ποικιλία κυττάρων και διαλυτϊν μορίων ικανϊν για τθν 
ειδικι αναγνϊριςθ ξζνων ειςβολζων.  

Τα λευκοκφτταρα διαδραματίηουν τον κφριο ρόλο ςε όλεσ τισ ανοςολογικζσ 
αποκρίςεισ και διακρίνονται ςε μονοκφτταρα - μακροωάγα, πολυμορωοπφρθνα 
κοκκιοκφτταρα (θωςινόωιλα, ουδετερόωιλα, βαςεόωιλα), ςιτευτικά κφτταρα, 
ωυςικοί ωονιάδεσ και λεμωοκφτταρα (εικόνα 1.1). 
- Τα μονοκφτταρα μετατρζπονται ςε μακροωάγα τα οποία αποτελοφν τθν 
ςθμαντικότερθ ομάδα ωαγοκυττάρων. Τα κφτταρα αυτά προζρχονται από τα 
μυελικά αρχζγονα προγονικά κφτταρα και θ λειτουργία τουσ ςυνίςταται ςτο  να 
εγκολπϊνουν ςωματίδια, ςυμπεριλαμβανομζνων των μολυςματικϊν παραγόντων, 
να τα ειςάγουν ςτο εςωτερικό τουσ και να τα καταςτρζωουν.  
- Τα ουδετερόωιλα είναι μία άλλθ ςθμαντικι ομάδα ωαγοκυττάρων. 
- Τα θωςινόωιλα  αποτελοφν μια εξειδικευμζνθ ομάδα λευκοκυττάρων που ζχουν 
τθν ικανότθτα να βλάπτουν μεγάλα εξωκυτταρικά παράςιτα.  
- Τα βαςεόωιλα μαηί με τα ςιτευτικά κφτταρα διακζτουν κοκκία τα οποία 
εμπεριζχουν διαμεςολαβθτζσ που προκαλοφν ωλεγμονι. 
- Τα μεγάλα κοκκιϊδθ λεμωοκφτταρα, γνωςτά και ωσ ωυςικοί ωονιάδεσ, 
ειδικεφονται ςτο να αναγνωρίηουν τισ μεταβολζσ που ςυμβαίνουν ςτθν επιωάνεια 
διαωόρων νεοπλαςματικϊν κυττάρων και κυττάρων μολυςμζνων από ιοφσ. 
- Τα Β λεμωοκφτταρα και Τ λεμωοκφτταρα είναι εξ ολοκλιρου υπεφκυνα για τθν 
ειδικι αναγνϊριςθ των αντιγόνων. Τα λεμωοκφτταρα αποτελοφν το 20%-40% των 
λευκοκυττάρων του οργανιςμοφ και το 99% των κυττάρων τθσ λζμωου. 
Κυκλοωοροφν ςυνεχϊσ ανάμεςα  ςτο αίμα και ςτθ λζμωο και μποροφν να 
μεταναςτεφουν ςε διάωορουσ ιςτοφσ και τα λεμωικά όργανα, κακιςτϊντασ το 
ανοςοποιθτικό ςφςτθμα ςε υψθλό βακμό ζνα ενιαίο ςφνολο. Πλα τα λεμωοκφτταρα 
προζρχονται από τα μυελικά αρχζγονα προγονικά κφτταρα, αλλά ςτθ ςυνζχεια τα Β 
λεμωοκφτταρα ωριμάηουν ςτον μυελό των οςτϊν, ενϊ τα Τ λεμωοκφτταρα  
ωριμάηουν ςτον κφμο αδζνα. Κάκε Β λεμωοκφτταρο είναι γενετικά 
προγραμματιςμζνο να εκωράςει ζναν επιωανειακό υποδοχζα, ειδικό για ζνα 
ςυγκεκριμζνο αντιγόνο. Αυτόσ ο υποδοχζασ αντιγόνων καλείται αντίςωμα. Πταν ζνα 
Β λεμωοκφτταρο ενεργοποιείται παράγει και εκκρίνει μεγάλεσ ποςότθτεσ του 
υποδοχζα ςε διαλυτι μορωι. Από τθν άλλθ, τα Τ λεμωοκφτταρα εκωράηουν 
υποδοχείσ που αναγνωρίηουν τα αντιγόνα ςτθν επιωάνεια άλλων κυττάρων και 
επιωζρουν τα αποτελζςματά τουσ είτε απελευκερϊνοντασ διαλυτζσ πρωτεΐνεσ που 
ονομάηονται κυτταροκίνεσ και οι οποίεσ λειτουργοφν ωσ μθνφματα ςε άλλα 
κφτταρα, είτε με άμεςεσ διακκυταρικζσ αλλθλεπιδράςεισ[1]. 
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Εικόνα 1.1 Ραρουςιάηονται τα ςθμαντικότερα ςυςτατικά του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ 
και τα κφτταρα που ςυνκζτουν τουσ διαλυτοφσ διαμεςολαβθτζσ (Male et al., 2006) 

 

 

1.2 Χυμικι και κυτταρομεςολαβθτικι ανοςία 

Οι ανοςολογικζσ αποκρίςεισ μποροφν να διακρικοφν ςε χυμικζσ και 
κυτταρομεςολαβθτικζσ (εικόνα 1.2). Ο όροσ χυμικι ανοςία οωείλεται ςτο ότι τα 
παραγόμενα προϊόντα αυτοφ του μθχανιςμοφ ανοςίασ, δθλαδι τα αντιςϊματα, 
μποροφν να κυκλοωοροφν ςτα υγρά του ςϊματοσ (χυμοί), όπωσ είναι το αίμα, το 
εξωκυττάριο υγρό και διάωορεσ εκκρίςεισ οργάνων. Θ χυμικι ανοςία περιλαμβάνει 
τθν αλλθλεπίδραςθ των Β λεμωοκυττάρων με το αντιγόνο και τον επακόλουκο 
πολλαπλαςιαςμό και τθ διαωοροποίθςι τουσ ςε πλαςματοκφτταρα τα οποία 
εκκρίνουν αντιςϊματα. Το αντίςωμα λειτουργεί ωσ το δραςτικό ςυςτατικό τθσ 
χυμικισ απόκριςθσ, με δζςμευςι του ςτο αντιγόνο και τθν επακόλουκθ 
εξουδετζρωςθ ι τον περιοριςμό του. Πταν ζνα αντιγόνο καλφπτεται με αντίςωμα, 
μπορεί να περιοριςτεί με διάωορουσ τρόπουσ. Για παράδειγμα, το αντίςωμα μπορεί 
να διαςταυρωκεί με διάωορα αντιγόνα, ςχθματίηοντασ ςυμπλζγματα που μποροφν 
να ωαγοκυτταρωκοφν πιο εφκολα. Επίςθσ θ δζςμευςθ του αντιςϊματοσ ςε ζνα 
αντιγόνο μικροοργανιςμοφ μπορεί να προκαλζςει τθν ενεργοποίθςθ του 
ςυςτιματοσ του ςυμπλθρϊματοσ με αποτζλεςμα τθ λφςθ του ξζνου οργανιςμοφ. Το 
αντίςωμα μπορεί ακόμθ να εξουδετερϊνει τοξίνεσ ι ιικά ςωματίδια καλφπτοντάσ 
τα, εμποδίηοντασ ζτςι τθ ςφνδεςι τουσ ςε κφτταρα του ξενιςτι. 

 Θ προςταςία που προςωζρουν τα αντιςϊματα ιςχφει ςτον χϊρο εκτόσ των 
κυττάρων. Ο βαςικόσ ρόλοσ τθσ κυτταρομεςολαβθτικισ ανοςίασ ςυνίςταται ςτθν 
αναγνϊριςθ και καταςτροωι κυττάρων που είτε περιζχουν ενδοκυττάρια 
πακογόνα, είτε εκωράηουν αντιγόνα που δεν χαρακτθρίηουν τα ωυςιολογικά 
κφτταρα, λόγω υωιςτάμενθσ γενετικισ τροποποίθςθσ, όπωσ για παράδειγμα τα 
καρκινικά κφτταρα. Υπάρχουν δφο κατθγορίεσ κυττάρων που ςυμμετζχουν ςτον  
μθχανιςμό τθσ κυτταρομεςολαβθτικισ ανοςίασ. Στθν κατθγορία των μθ ειδικϊν 
κυττάρων ςυμπεριλαμβάνονται οι ωυςικοί ωονιάδεσ κακϊσ και μθ λεμωοειδι 
κφτταρα όπωσ τα μακροωάγα, τα ουδετερόωιλα και τα θωςινόωιλα. Στθν κατθγορία 
των  ειδικϊν κυττάρων ανικουν τα Τ λεμωοκφτταρα με τουσ υποπλθκυςμοφσ τουσ. 
Στο ςτάδιο τθσ ωρίμανςθσ, κάκε Τ κφτταρο αρχίηει να εκωράηει ςτθν μεμβράνθ του  
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ζνα μοναδικό αντιγονο-ςυνδεόμενο μόριο που ονομάηεται υποδοχζασ Τ 
λεμωοκυττάρων (T Cell Receptor, TCR). O TCR αναγνωρίηει αντιγόνο ςυνδεδεμζνο ςε 
μεμβρανικζσ γλυκοπρωτεΐνεσ που ονομάηονται μόρια του μείηονοσ ςυμπλζγματοσ 
ιςτοςυμβατότθτασ (Major Histocompatibility Complex, MHC). Υπάρχουν δφο κφριοι 
τφποι μορίων MHC: τα MHC τάξθσ Ι που εκωράηονται ςε όλα τα εμπφρθνα κφτταρα 
των ςπονδυλωτϊν και ςυνίςτανται από μια βαριά αλυςίδα ςυνδεδεμζνθ με β2-
μικροςωαιρίνθ, και τα MHC τάξθσ ΙΙ που αποτελοφνται από μια α και μια β 
γλυκοπρωτεϊνικι αλυςίδα και εκωράηονται ςτα αντιγονοπαρουςιαςτικά κφτταρα. 
Τα κλαςςικά MHC τάξθσ Ι κωδικοποιοφνται από τα B, C, A γονίδια ςτο HLA 
ςφμπλεγμα ςτον άνκρωπο και από τα K, D γονίδια ςτο ςφμπλεγμα H-2 ςτο ποντίκι.  
Τα κλαςςικά MHC τάξθσ ΙΙ κωδικοποιοφνται από τα από τα DP, DQ, DR γονίδια ςτο 
HLA ςτον άνκρωπο και από τα ΙΑ, ΙΕ γονίδια ςτο H-2 ςτο ποντίκι. 

Υπάρχουν δφο κακιερωμζνοι υποπλθκυςμοί Τ κυττάρων: τα Τ βοθκθτικά (T 
helper, ΤH) και τα Τ κυτταροτοξικά (T cytotoxic, TC). Γενικά, τα Τ κφτταρα που 
εκωράηουν ςτθν επιωάνειά τουσ το μεμβρανικό γλυκοπρωτεϊνικό μόριο CD4 
λειτουργοφν ωσ ΤΘ και αναγνωρίηουν αντιγόνα ςυνδεδεμζνα με μόρια MHC τάξθσ ΙΙ. 
Ενϊ τα Τ κφτταρα που εκωράηουν ςτθν επιωάνειά τουσ το μεμβρανικό 
γλυκοπρωτεϊνικό μόριο CD8 λειτουργοφν ωσ ΤC και αναγνωρίηουν αντιγόνα 
ςυνδεδεμζνα με μόρια MHC τάξθσ Ι. Πταν ζνα ΤH κφτταρο αναγνωρίςει και 
αλλθλεπιδράςει με ζνα ςφμπλοκο αντιγόνου-MHC τάξθσ  II, ενεργοποιείται και 
εκκρίνει κυτταροκίνεσ. Οι εκκρινόμενεσ κυτταροκίνεσ παίηουν ςθμαντικό ρόλο  ςτθν 
ενεργοποίθςθ των Β κυττάρων, των ΤC  και των μακροωάγων. Κάτω από τθν 

Εικόνα 1.2 
Επιςκόπθςθ 
χυμικισ και 
κυτταρικισ 
ανοςίασ 
(Goldsby et 
al., 2003). 
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επίδραςθ των κυτταροκινϊν, ζνα  ΤC  που αναγνωρίηει ςφμπλοκο αντιγόνου-MHC 
τάξθσ  I, πολλαπλαςιάηεται και διαωοροποιείται ςε δραςτικό κφτταρο που λζγεται 
κυτταροτοξικό Τ λεμωοκφτταρο (cytotoxic T lymphocyte, CTL). Σε αντίκεςθ με το  ΤH 

κφτταρο, το CTL γενικά δεν εκκρίνει πολλζσ κυτταροκίνεσ[2]. 
 
 

1.3 Θ δομι του TCR και τα επικουρικά μεμβρανικά μόρια των Σ 

κυττάρων 

 Ο TCR είναι ζνα ετεροδιμερζσ γλυκοπρωτεϊνικό μόριο. Ο TCRαβ αποτελείται 
από μια α αλυςίδα (49kDa) ςυνδεδεμζνθ μζςω διςουλωιδικοφ δεςμοφ με μια β 
αλυςίδα (43kDa), ενϊ ο TCRγδ αποτελείται από μια γ αλυςίδα (40-55kDa) 
ςυνδεδεμζνθ μζςω διςουλωιδικοφ δεςμοφ με μια δ αλυςίδα (45kDa). Δομζσ TCRαδ 
ι TCRγβ δεν ζχουν βρεκεί ςτθ ωφςθ.  Θ δομι του υποδοχζα είναι εντυπωςιακά 
όμοια με τθν αντίςτοιχθ των ανοςοςωαιρινϊν, γιϋαυτό ανικει ςτθν υπεροικογζνειά 
τουσ. Θ κάκε αλυςίδα ενόσ TCR μορίου διακζτει δφο επικράτειεσ, μία αμινοτελικι 
που ονομάηεται μεταβλθτι (V) και παρουςιάηει  αξιοςθμείωτθ ποικιλία ωσ προσ τθν 
ακολουκία τθσ, και μια ςτακερι (C) θ οποία χαρακτθρίηεται από ςυντθρθτικότθτα. 
Κάκε επικράτεια εμπεριζχει ζναν δια-αλυςιδικό διςουλωιδικό δεςμό ο οποίοσ 
εκτείνεται ςε μικοσ 65-70 αμινοξζων (εικόνα 13). Οι μεταβλθτζσ επικράτειεσ ζχουν 
3 περιοχζσ που κακορίηουν τθν ςυμπλθρωματικότθτα (Complementary Determining 
Regions, CDR): CDR1, CDR2 CDR3. Οι CDRs ςυνακροίηονται προκειμζνου να 
ςχθματίςουν τθν περιοχι πρόςδεςθσ του αντιγόνου. Υπάρχει μία πρόςκετθ περιοχι 
υπερμεταβλθτότθτασ (Hypervariavle 4, HV4) ςτισ β και γ αλυςίδεσ, θ οποία 
ωυςιολογικά δεν ζρχεται ςε επαωι με το αντιγόνο κι ζτςι δε κεωρείται CDR. 
 

 

 
 

Εικόνα 1.3 Σχθματικό διάγραμμα του ςυμπλζγματοσ TCRαβ-CD3 (Goldsby et al., 2003). 
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Εκτόσ από τθ ςτακερι επικράτεια, κάκε αλυςίδα του TCR  περιζχει μια 
μικροφ μικουσ ακολουκία ςφνδεςθσ ςτθν οποία ζνα κατάλοιπο κυςτεΐνθσ 
ςχθματίηει διςουλωιδικό δεςμό με τθν άλλθ αλυςίδα του ετεροδιμεροφσ. Μετά τθν 
ακολουκία ςφνδεςθσ υπάρχει το διαμεμβρανικό κομμάτι  μικουσ 21-22 αμινοξζων 
το οποίο αγκυροβολεί τθν κάκε αλυςίδα ςτθν πλαςματικι μεμβράνθ. Οι 
διαμεμβρανικζσ επικράτειεσ και των δφο αλυςίδων παρουςιάηουν το αςυνικιςτο 
χαρακτθριςτικό να περιζχουν κετικά ωορτιςμζνα αμινοξικά κατάλοιπα. Αυτά τα 
κατάλοιπα  κακιςτοφν ικανζσ τισ αλυςίδεσ του TCR να αλλθλεπιδροφν με τισ 
αλυςίδεσ του ςυμπλζγματοσ μεταγωγισ μθνυμάτων CD3. 

Τα αβ ι γδ ετεροδιμερι πρζπει να ςυνδεκοφν μθ ομοιοπολικά με ζνα 
ςφνολο πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων οι οποίεσ ςυνολικά ονομάηονται ςφμπλεγμα 
CD3, ϊςτε να ςχθματιςτεί ζνασ πλιρθσ λειτουργικόσ υποδοχζασ με ικανότθτα 
μεταγωγισ ςιματοσ μετά τθν πρόςδεςθ του αντιγόνου. Το CD3 είναι ζνα 
ςφμπλεγμα πζντε αμετάβλθτων πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων (γ, δ, ε, η, θ) που 
ςυνδζονται ϊςτε να ςχθματίςουν τρία διμερι. Γενικά, το ςφμπλεγμα CD3 που 
ςυγκεντρϊνεται γφρω από τον TCRαβ ςτον άνκρωπο ι ςτο ποντίκι αποτελείται από 
ζνα CD3δε ετεροδιμερζσ, ζνα ετεροδιμερζσ CD3γε κι ζνα ομοδιμερζσ CD3ηη. Σε 
κάποιεσ περιπτϊςεισ ζνα ετεροδιμερζσ CD3ηθ αντικακιςτά το ομοδιμερζσ CD3ηη. Το 
ςφμπλεγμα CD3 ςτον TCRγδ του ανκρϊπου αποτελείται από ζνα ετεροδιμερζσ 
CD3δε, ζνα ετεροδιμερζσ CD3γε κι ζνα ομοδιμερζσ CD3ηη, ενϊ του ποντικιοφ 
αποτελείται από δφο ετεροδιμερι CD3γε κι ζνα ομοδιμερζσ CD3ηη . Οι 
κυτταροπλαςματικζσ ουρζσ των αλυςίδων του μορίου CD3 εμπεριζχουν μία 
ακολουκία γνωςτι ωσ πρότυπο ενεργοποίθςθσ αναςοχποδοχζα βαςιηόμενο ςτθν 
τυροςίνθ (Immunoreceptor Tyrosine-based Avtivation Motif, ITAM). Οι ακολουκίεσ 
ITAM αλλθλεπιδροφν με κινάςεσ τυροςίνθσ που είναι ςυνδεμζνεσ με τισ 
κυτταροπλαςματικζσ ουρζσ των ςυνυποδοχζων CD4/CD8, και παίηουν ςθμαντικό 
ρόλο ςτθ ςθματοδότθςθ. Στο μόριο CD3 κακεμία από τισ αλυςίδεσ γ, δ και ε 
περιζχει ζνα αντίγραωο ITAM, ενϊ θ η και θ περιζχουν 3 αντίγραωα[2][3]. 

Ραρόλο που θ αναγνϊριςθ του ςυμπλόκου αντιγόνο-MHC μεςολαβείται από 
το ςφμπλεγμα TCR-CD3, υπάρχουν και διάωορα άλλα μεμβρανικά μόρια ςτα Τ 
κφτταρα με ςθμαντικό επικουρικό ρόλο ςτθν αναγνϊριςθ του αντιγόνου και ςτθν 
ενεργοποίθςι τουσ. Οι ςυνυποδοχείσ CD4 και CD8 ςυνδζουν το εξωκυτταρικό τουσ 
τμιμα με τισ ςυντθρθμζνεσ περιοχζσ των μορίων MHCII και MHCI αντίςτοιχα  
ςυμβάλλοντασ ςτθν μεταγωγι ςιματοσ. Θ βζλτιςτθ κατάςταςθ για τθν 
ενεργοποίθςθ ενόσ Τ-λεμωοκυττάρου απαιτεί επιπλζον ςιματα από ςυνδιεγερτικά 
μόρια, όπωσ το CD45 (που λειτουργεί ωσ ωωςωατάςθ τυροςίνθσ πρωτεϊνϊν), το 
CD28 και το CTLA-4 (CD152). Τα δφο τελευταία μόρια  μποροφν να προςδζνονται 
ςτουσ B7-1 ι Β7-2 (CD80 ι CD86) υποδοχείσ των αντιγονοπαρουςιαςτικϊν 
κυττάρων και παρόλο που αποτελοφν γλυκοπρωτεΐνεσ με παρόμοια χθμικι δομι, θ 
δράςθ τουσ είναι ανταγωνιςτικι, με το μεν CD28 να διεγείρει των πολλαπλαςιαςμό 
και τθν ενεργοποίθςθ των Τ κυττάρων και το δε CTLA4 να τθν καταςτζλλει. Το CD28 
εκωράηεται ςτα Τ κφτταρα τόςο ςε κατάςταςθ θρεμίασ όςο και ςε κατάςταςθ 
διζγερςθσ, ενϊ το CTLA-4 δεν ανιχνεφεται κακόλου ςε κφτταρα που βρίςκονται ςε 
θρεμία[4]. 
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1.4 Οργάνωςθ και αναδιάταξθ των γονιδίων του TCR 

Τα γονίδια που κωδικοποιοφν τισ αλυςίδεσ του TCR ςυντίκενται από V και C 
εξϊνια, όπου τα V εξϊνια αποτελοφνται από V(D)J (Variable-Diversity-Joining)  
τμιματα. Τα λειτουργικά  TCR γονίδια παράγονται από τθν αναδιάταξθ V και J 
τμθμάτων για τισ αλυςίδεσ α και γ, και από τθν αναδιάταξθ V, D και J τμθμάτων για 
τισ αλυςίδεσ β και δ. Στο ποντίκι τα γονίδια των α, β και γ αλυςίδων εδράηονται ςτα 
χρωμοςϊματα 14, 6 και 13 αντίςτοιχα (εικόνα 1.4). Τα γονίδια τθσ δ αλυςίδασ 
εδράηονται ςτο χρωμόςωμα 14 μεταξφ των τμθμάτων Vα και Ja. Θ κζςθ των 
γονιδίων τθσ δ αλυςίδασ είναι ςθμαντικι: αναδιάταξθ των γονιδιακϊν τμθμάτων 
τθσ α αλυςίδασ διαγράωει τθν ζκωραςθ του τμιματοσ Cδ ζτςι ϊςτε ςε ζνα 
δεδομζνο Τ κφτταρο να μθν επιτρζπεται θ ταυτόχρονθ ζκωραςθ του TCR αβ και γδ. 
 
 

 
 

Εικόνα 1.4 Οργάνωςθ των γονιδιακϊν τμθμάτων των TCR αλυςίδων ςε κφτταρα 
ςπερματικισ ςειράσ ςτο ποντίκι (Goldsby et al., 2003). 

 
 
 Στον μθχανιςμό VDJ αναδιάταξθσ του TCR παίηουν ςθμαντικό ρόλο κάποιεσ 
ςυντθρθτικζσ 7μερείσ ι 9ερείσ αλλθλουχίεσ ςθματοδότθςθσ αναςυνδυαςμοφ 
(Recombinant Signal Sequences, RSS) οι οποίεσ περιζχουν διαχωριςτικζσ (spacer) 
αλλθλουχίεσ μικουσ 12 ηευγϊν βάςεων (1 ςτροωι) ι 23 ηευγϊν βάςεων (2 
ςτροωζσ). Οι RSS βρίςκονται πλευρικά κακενόσ από τα V, D, J γονιδιακά τμιματα 
και ιςχφει ο κανόνασ ςυνδυαςμοφ μίασ ςτροωισ/δφο ςτροωϊν δθλαδι RSS που 
ζχουν 1 ςτροωι ςυνδυάηονται μόνο με RSS που ζχουν 2 ςτροωζσ. Το ζνηυμο 
ρεκομπινάςθ RAG-1/2 (Recombinant Activating Genes) αναγνωρίηει τισ 
προαναωερκείςεσ 7μερείσ ι 9ερείσ αλλθλουχίεσ και καταλφει τθ ςφνδεςθ των V-J 
και V-D-J τμθμάτων. Ριο ςυγκεκριμζνα θ RAG-1/2 ειςάγει μία κραφςθ ανάμεςα ςτθν 
αλλθλουχία κωδικοποίθςθσ και τθν RSS. Στθ ςυνζχεια καταλφει μια αντίδραςθ μετα-
εςτεροποίθςθσ που καταλιγει ςτον ςχθματιςμό ωουρκζτασ ςτθν αλλθλουχία 
κωδικοποίθςθσ και τθ κραφςθ τθσ διπλισ ζλικασ με ζντονα ωωςωορυλιωμζνο  5’ 
άκρο ςτθν RSS. Σε κυμοκφτταρα ζχουν βρεκεί προϊόντα κυκλικισ εκτομισ που 
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προζρχονται από διαδικαςίεσ δθμιουργίασ και αποκοπισ κθλιϊν και τελικά 
εξάλειψθσ κατά τισ αναδιατάξεισ του TCR γονιδίου[5, 6].  
 
 

1.5 Οι διακριτζσ λειτουργίεσ των TCRαβ και TCRγδ 

Οι δφο τφποι TCR τείνουν να βρίςκονται ςε μεγαλφτερθ ςυγκζντρωςθ ςε 
κάποιουσ ιςτοφσ και κεωρείται ότι επιτελοφν διαωορετικζσ λειτουργίεσ. Ο TCRαβ 
είναι ο κυρίαρχοσ υποδοχζασ των Τ κυττάρων ςτον άνκρωπο και ςτο ποντίκι. Ο 
υποδοχζασ αυτόσ αλλθλεπιδρά με πεπτιδικά αντιγόνα τα οποία επεξεργάηονται και 
ζπειτα παρουςιάηονται μζςω των μορίων MHCI ι MHCII ςτθν επιωάνεια των 
αντιγονοπαρουςιαςτικϊν κυττάρων. Ο TCRγδ ςυναντάται ςτθν μειονότθτα των Τ 
κυττάρων του περιωερικοφ αίματοσ (2-10% των CD3+ T κυττάρων), αλλά υπερτερεί 
ςτα Τ κφτταρα των επικθλιακϊν επιωανειϊν του δζρματοσ, τθσ αναπαραγωγικισ 
οδοφ, του πνεφμονα και του εντζρου[7]. Σε αντίκεςθ με τουσ TCRαβ, πζρα από το 
ςυμβατικό ςφμπλοκο αντιγονικοφ πεπτιδίου-MHC, οι TCRγδ μποροφν επιπλζον να 
προςδζνουν αντιγόνα διαωορετικισ ωφςεωσ όπωσ λιπίδια ι ωωςωοαντιγόνα 
προερχόμενα από μικρόβια. Ακόμα δεν ζχει διατυπωκεί μία ενιαία κεωρία για τθν 
ακριβι ωφςθ των αντιγόνων που αναγνωρίηουν τα γδ Τ λεμωοκφτταρα. Ωςτόςο θ 
ικανότθτα των γδ Τ λεμωοκυττάρων να ςπάνε τον κανόνα και να μθν απαιτοφν τθν 
MHC αντιγονοπαρουςίαςθ για να αλλθλεπιδράςουν, πικανότατα να οωείλεται ςτθν 
εξζλιξθ μίασ ελαωρϊσ διαωορετικισ γωνίασ άρκρωςθσ, τθσ γωνίασ δθλαδι που 
ςχθματίηεται μεταξφ του επιμικουσ άξονα των V και C περιοχϊν του TCRγδ. Ππωσ 
υποδεικνφουν οι κρυςταλλογραωικζσ αναλφςεισ, ςτθν περίπτωςθ του TCRγδ θ 
γωνία άρκρωςθσ είναι 111ο ενϊ του TCRαβ είναι 149ο με αποτζλεςμα τα δφο μόρια 
να ζχουν διαωορετικά ςχιματα. Ρζραν αυτϊν των λειτουργικϊν διαωορϊν μεταξφ 
TCRαβ και TCRγδ, θ βαςικι τουσ βιοχθμεία παραμζνει ςχετικά ίδια[8.9]. 

Θ μοναδικι ικανότθτα των γδ Τ λεμωοκυττάρων από τθ μία να αναγνωρίηουν 
τθν φπαρξθ ωλεγμονισ και από τθν άλλθ να αναγνωρίηουν αντιγόνα χωρίσ τουσ 
περιοριςμοφσ τθσ επεξεργαςίασ του αντιγόνου από MHC, μπορεί να τουσ επιτρζπει 
να ςυμμετζχουν ςτθν ανοςορρφκμιςθ. Ειδικότερα, τα γδ Τ κφτταρα μπορεί να 
καταςτζλλουν δυνθτικά καταςτροωικζσ ωλεγμονϊδεισ διεργαςίεσ παρζχοντασ 
ανοςολογικι προςταςία, είτε όταν θ λειτουργία των MHC μορίων ζχει καταςταλεί 
(όπωσ ςε περίπτωςθ ιικϊν λοιμϊξεων οι οποίεσ μειϊνουν τθν ζκωραςθ MHC), είτε 
ςε μικρι θλικία όταν θ λειτουργία των αβ Τ κυττάρων είναι ανϊριμθ και θ 
διαδικαςία επεξεργαςίασ και επιλογισ των αντιγόνων δεν είναι ακόμα ϊριμθ. 

 
 

1.6 Ωρίμανςθ και κυμικι επιλογι του ρεπερτορίου των Σ κυττάρων 

Πταν τα προγονικά Τ κφτταρα τθσ λεμωοειδοφσ ςειράσ ωτάνουν από τον 
μυελό των οςτϊν ςτον κφμο, δεν εκωράηουν κανζναν από τουσ επιωανειακοφσ 
δείκτεσ όπωσ ο TCR, το ςφμπλεγμα CD3 ι οι ςυνυποδοχείσ CD4, CD8. Tα Τ κφτταρα 
γίνονται CD4+CD8+ (διπλά κετικά, Double Positive, DP), CD3+ και πραγματοποιείται θ 
επιτυχισ αναδιάταξθ και ζκωραςθ των γονιδίων του TCRαβ μετά τθν 17θ θμζρα τθσ 
κφθςθσ ςτο ποντίκι. Σε ζνα μικρό ποςοςτό (λιγότερο από 5%) κυμοκυττάρων, 
γίνεται επιτυχισ αναδιάταξθ των γονιδίων τθσ γ και δ αλυςίδασ του TCR ςε CD4-CD8- 
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(διπλά αρνθτικά) CD3+ γδ κυττάρων. Αυτόσ ο υποπλθκυςμόσ ςτο ποντίκι είναι 
ανιχνεφςιμοσ από τθν 14θ μζρα τθσ κφθςθσ, ωτάνει ςτο μζγιςτο κατά τθν 18θ μζρα 
και ςτθ ςυνζχεια μειϊνεται ωσ τθν γζννθςθ[2]. 
Tα αναπτυςςόμενα Τ κφτταρα ςτον κφμο πολλαπλαςιάηονται και διαωοροποιοφνται 
μζςω διαδικαςιϊν επιλογισ ϊςτε να παραχκοφν οι λειτουργικά διαωορετικοί 
υποπλθκυςμοί ϊριμων Τ κυττάρων. Θ μία επιλεκτικι διαδικαςία είναι θ κετικι 
επιλογι θ οποία επιτρζπει τθν επιβίωςθ των κυμοκυττάρων που ωζρουν υποδοχείσ 
με ικανότθτα ςφνδεςθσ ςε εαυτά μόρια MHC. Είναι ςυνεπϊσ υπεφκυνθ για τθ 
δθμιουργία ενόσ ρεπερτορίου Τ κυττάρων με περιοριςμό MHC. Τα κυμοκφτταρα 
που δεν επιλζγονται κατά τθ διαδικαςία αυτι, πεκαίνουν μεσ ςτον κφμο με 
απόπτωςθ. Ο πλθκυςμόσ των κυμοκυττάρων που καταωζρνουν να επιβιϊςουν από 
τθ κετικι επιλογι περιλαμβάνει οριςμζνα κφτταρα με TCR που ζχουν χαμθλι 
ςυγγζνεια προσ εαυτά μόρια MHC ςε ςυνδυαςμό με TCR χαμθλισ ςυγγζνειασ προσ 
αυτά. Θ άλλθ επιλεκτικι διαδικαςία είναι θ αρνθτικι επιλογι κατά τθν οποία 
καταςτρζωονται τα κυμοκφτταρα που ζχουν υψθλι ςυγγζνεια για ςφνδεςθ με 
εαυτά μόρια MHC χωρίσ αντιγόνο ι με εαυτά αντιγόνα που παρουςιάηονται με 
εαυτά μόρια MHC (εικόνα 1.5). Είναι ςθμαντικι για τθν παραγωγι Τ κυττάρων με 
αυτοανοχι θ οποία προςτατεφει τον οργανιςμό από το να εξαπολφςει μια 
ανοςολογικι επίκεςθ ζναντι των δικϊν του αντιγόνων[10]. Ρολλοί διαωορετικοί 
μθχανιςμοί που ςχετίηονται με τθν αρνθτικι επιλογι ζχουν περιγραωεί, όπωσ θ 
ζκωραςθ των γονιδίων ορμονικϊν υποδοχζων Nurr77, Nor1, Nurr1, RORg κακϊσ και 
των γονιδίων ρφκμιςθσ του κυτταρικοφ κφκλου cdK2 and Bcl2[11]. 
 

 
 

Εικόνα 1.5 Το μοντζλο ςυνάωειασ τθσ κυμικισ επιλογισ (Klein et al., 2009). 

 

 
Το κόςτοσ τθσ ωρίμανςθσ των Τ κυττάρων είναι υψθλό για τον ξενιςτι. 

Υπολογίηεται ότι το 98% των του ςυνόλου των κυμοκυττάρων δεν ωριμάηουν, αλλά 
πεκαίνουν με απόπτωςθ μεσ ςτον κφμο, είτε διότι δεν επιτεφχκθκε ςε αυτά 
παραγωγικι αναδιάταξθ των γονιδίων του TCR, είτε διότι δεν κατόρκωςαν να 
περάςουν επιτυχϊσ από τθ διαδικαςία τθσ επιλογισ. Τα CD4+CD8+ κυμοκφτταρα 
που εκωράηουν το ςφμπλεγμα TCR-CD3 και κατορκϊνουν να επιβιϊςουν, 
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εξελίςςονται προσ μονά κετικά CD4+ ι μονά κετικά CD8+ κφτταρα που περνοφν ςτθν 
κυκλοωορία. 

 

1.7 Ανοςολογικι ανοχι 

 Θ ανοςολογικι ανοχι αποτελεί μια ενεργι κατάςταςθ μθ απόκριςθσ ςε 
ςυγκεκριμζνο αντιγόνο. H ιςορροπία μεταξφ τθσ ανοςολογικισ απόκριςθσ ζναντι 
πακογόνων και τθσ ανοχισ ςε ςτοιχεία του εαυτοφ είναι απαραίτθτθ για τθν 
διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ του οργανιςμοφ. Θ ανοχι διαχωρίηεται ςε κεντρικι και 
περιωερικι. Θ κεντρικι ανοχι λαμβάνει χϊρα κατά τθν ωρίμανςθ ςτον μυελό των 
οςτϊν για τα Β κφτταρα και ςτον κφμο για τα Τ κφτταρα. Ο κφριοσ μθχανιςμόσ 
δράςθσ τθσ κεντρικισ ανοχισ που αωορά ςτα Τ κφτταρα περιλαμβάνει τθ διαγραωι 
των κλϊνων μζςω απόπτωςθσ. Ρρόκειται για τθν αρνθτικι επιλογι, όπωσ 
αναωζρεται και ςτθν ενότθτα 1.7, κατά τθν οποία διαγράωονται οι κλϊνοι που 
ζχουν υποδοχείσ που αναγνωρίηουν αυτοαντιγόνα με υψθλι ςυνάωεια. Ραρά  τθν 
επιλογι ςτο κφμο, κάποια αυτοαντιδρϊντα Τ κφτταρα δε διαγράωονται και 
ςυναντϊνται ςτθν περιωζρεια. Δφο είναι οι παράγοντεσ οι οποίοι ςυνειςωζρουν ςε 
αυτό, είτε δεν εκωράηονται όλα τα εαυτά αντιγόνα ςτον κφμo όπου ςυμβαίνει θ 
αρνθτικι επιλογι, είτε κάποιοι αςκενϊσ αυτοαντιδρϊντεσ κλϊνοι βρίςκονται 
οριακά ςτο κατϊωλι τθσ υψθλισ ςυγγζνειασ με το αντιγόνο-MHC κατά τθν επιλογι 
και επιβιϊνουν[12]. Θ περιωερικι ανοχι που αωορά ςτα Τ κφτταρα, λαμβάνει χϊρα 
ςτα δευτερογενι λεμωικά όργανα και περιλαμβάνει τουσ εξισ μθχανιςμοφσ: 
καταςτροωι των Τ κυττάρων με απόπτωςθ, ανζργεια (μθ απόκριςθ) των Τ 
κυττάρων και δράςθ των Τ ρυκμιςτικϊν κυττάρων. 
 
 

1.8  Ζνασ ακόμθ υποπλθκυςμόσ Σ κυττάρων, τα Σ ρυκμιςτικά κφτταρα 

 Σιμερα οι ανοςολόγοι ξεχωρίηουν κι ζναν επιπλζον υποπλθκυςμό Τ 
κυττάρων, τα λεγόμενα Τ ρυκμιςτικά κφτταρα (T regulatory, Treg). Αυτά δρουν ςε 
δευτερογενείσ λεμωικοφσ ιςτοφσ και ςε ςθμεία ωλεγμονισ, και μζςω 
αλλθλεπιδράςεων του TCR αναγνωρίηουν ςυγκριμζνα αντιγόνα του εαυτοφ ι ξζνα 
αντιγόνα. Τα Treg μποροφν να παραχκοφν είτε ωυςικά ςτον κφμο (natural Treg, nTreg) 
ωσ μια εναλλακτικι ςτθν τφχθ των αυτοαντιδρϊντων Τ κυττάρων, είτε ςτθν 
περιωζρεια από ςυμβατικά ϊριμα Τ κφτταρα που εκτίκενται ςε κυτταροκίνεσ μετά 
τθν επαγωγι από αντιγόνο (induced Treg, iTreg). Μερικοί επιςτιμονεσ διαχωρίηουν 
τον ρόλο τουσ, εκτιμϊντασ από τθ μία πωσ τα nTreg ρυκμίηουν τθν απόκριςθ ςε 
αυτοαντιγόνα για να περιορίςουν αυτοάνοςεσ αςκζνειεσ, κι από τθν άλλθ πωσ τα 
iTreg ελζγχουν αντιδράςεισ κατά των αβλαβϊν ξζνων αντιγόνων ςε βλεννογόνουσ 
ιςτοφσ όπου το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα βρίςκεται ςε ςυνεχι επαωι με τον ζξω 
κόςμο.  
 Από το 1995 ξεκινοφν οι αναωορζσ ςτθν ανακάλυψθ των Treg θ οποία 
κεωρείται ςθμαντικότατθ για τθν ανοςορρφκμιςθ. Ζνασ CD4+ T κυτταρικόσ 
πλθκυςμόσ που βρζκθκε ςτον άνκρωπο και ςτο ποντίκι αποδείχκθκε να διαωζρει 
ςτο επιωανειακό του προωίλ και ςτο προωίλ παραγωγισ κυτταροκινϊν από τα TH 

και είχε τθν ικανότθτα να καταςτζλλει in vivo τισ λειτουργίεσ των CD4+ TH και να 
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μπλοκάρει τθν αυτοανοςία[13-17]. Μεταξφ των διαωόρων επιωανειακϊν μορίων που 
βρίςκονται ςτα CD4+ Treg, όπωσ το CTLA-4, Foxp3 (forkhead winged-helix 
transcription factor box P3), CD5, CD45RB, CD25, CD62L και CD38, θ ζκωραςθ του 
CD25 είναι θ πιο βαςικι για τθν προςταςία από αυτοανοςίεσ[18]. Τα CD4+CD25+ Treg 
μποροφν να προζρχονται από καλλιζργεια CD4+ T κυττάρων με ειδικό αντιγόνο, με 
αντιγονοπαρουςιαςτικά κφτταρα και με IL-10. Υπό αυτζσ τισ ςυνκικεσ τα Treg 
παράγουν IL-10, IL-4, TGF-b και χαμθλά επίπεδα IFN-γ[17, 19, 20]. Θ καταςταλτικι 
δράςθ των CD4+CD25+ Τ κυττάρων είναι αντιγονο-ειδικι και μεςολαβείται από τθν 
αποτροπι τθσ μεταγραωισ τθσ IL-2 ςτα CD4+CD25- Τ κφτταρα. Θ καταςτολι απαιτεί 
κυτταρικι επαωι μεταξφ των δφο πλθκυςμϊν, ενεργοποίθςθ μζςω του TCR και 
μπορεί να ξεπεραςτεί με επίδραςθ από IL-2 ι αντί-CD28. Άρα τα CD4+CD25+ Treg 
χρειάηονται IL-2 και CD28 ςυνδιζγερςθ για τθν ανάπτυξι τουσ, και λειτουργοφν με 
ςυνδιζγερςθ από το CTLA-4 για να παράγουν IL-10 και TGF-β[21-23]. Επιπρόςκετεσ 
ζρευνεσ περιγράωουν τθν φπαρξθ καταςταλτικϊν CD8+CD28- Treg, κακϊσ και CD8- 
κυττάρων με MHC I περιοριςμό ικανά να καταςτείλουν τα CD8-CD28- CTL.

[24].   
 
 

1.9 Tα Ts του παρελκόντοσ και τα Treg του παρόντοσ 

 Θ αναςοκαταςτολι, όντασ υπεφκυνθ για τθ διατιρθςθ υγείασ και τθν 
πρόκλθςθ αςκζνειασ, είναι πικανότατα το ςθμαντικότερο κομμάτι του 
ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. Διατθρϊντασ  τθν ανοχι, θ ανοςοκαταςτολι διατθρεί 
τθ ωυςιολογικι λειτουργία του οργανιςμοφ, ενϊ θ ανάπτυξι τθσ κατά τθ διάρκεια 
ςοβαρϊν πακολογικϊν καταςτάςεων, όπωσ ο καρκίνοσ ι θ ςιψθ, χειροτερεφει τθν 
αςκζνεια και οδθγεί τον οργανιςμό ςτθν κατάρρευςθ. Οι γνϊςεισ μασ για τθν 
ανοςοκαταςτολι είναι ακόμθ περιοριςμζνεσ, με τισ ςθμερινζσ μελζτεσ να 
επικεντρϊνονται ςτα Treg. Ραλαιότερεσ μελζτεσ τθσ δεκαετίασ του ’70 και ’80, οι 
οποίεσ αναωζρονται ςτα Τ καταςταλτικά κφτταρα (Τ suppressor, Ts), αποδείχτθκαν 
πολφ περίπλοκεσ και αποκάρρυναν τουσ επιςτιμονεσ να ςυνεχίςουν τθν ζρευνά 
τουσ. Ωςτόςο οι γνϊςεισ που είχαν αποκτθκεί τότε, ςε ςυνδυαςμό με τισ πιο 
πρόςωατεσ ανακαλφψεισ, μποροφν να προςωζρουν ςθμαντικζσ απαντιςεισ για τθν 
αντιγονο-ειδικι ανοςοκαταςτολι. 
 Οι περιςςότερεσ από τισ μελζτεσ του παρελκόντοσ διακρίνουν τρεισ 
πλθκυςμοφσ Ts: Ts1 (ι Ts inducer, Tsi), Ts2 (ι Ts transducer, Tst) και Ts3 (ι Ts 
effector, Tse). Οι Ts1 και Τs2 ζχουν ςυηθτθκεί το περιςςότερο. O Ts1 πλθκυςμόσ 
περιείχε CD4+, I-J+ (ςιμερα MHC τάξθσ ΙΙ), Qa-1+ (MHC τάξθσ I), ιδιοτυπικά κφτταρα 
με ικανότθτα πρόςδεςθσ ςε αντιγόνο και παραγωγισ του διαλυτοφ παράγοντα TsF1 
(Ts Factor 1). Ο παράγοντασ αυτόσ αποτελοφνταν από δφο πολυπεπτιδικζσ αλυςίδεσ 
ενωμζνεσ με διςουλωιδικό δεςμό[25, 26] . Θ μία αλυςίδα παρουςίαηε MHCΙΙ 
περιοριςμό, ενϊ θ άλλθ αλυςίδα ιταν αντιγονο-ειδικι αωοφ προςδζνονταν ςτο 
αντιγόνο. Ραρόλο που ο TsF1 δεν ιταν αντίςωμα, είχε παρόμοιουσ ιδιοτυπικοφσ 
κακοριςτζσ με εκείνουσ που εκωράηονταν ςτα αντιςϊματα τα οποία παράγονταν 
εναντίον των ςυγκεκριμζνων αντιγόνων. Επιπλζον, ο παράγοντασ αυτόσ είχε τθν 
ικανότθτα να επάγει τθν διαωοροποίθςθ των Ts2 κυττάρων[27, 28]. Τα Ts2 κφτταρα 
είχαν αντι-ιδιοτυπικοφσ αντιγονο-ειδικοφσ κακοριςτζσ και παριγαγαν τον διαλυτό 
παράγοντα TsF2 (Ts Factor 2)[29, 30]. O TsF2 ιταν κι αυτόσ ζνα ετεροδιμερζσ του 
οποίου θ μία αλυςίδα είχε MHC κακοριςτζσ (χωρίσ απόδειξθ ότι είναι ο I-J 
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κακοριςτισ), αλλά ςε αντίκεςθ με τον TsF1 δεν προςδζνονταν ςε αντιγόνο οφτε είχε 
αντιγονικοφσ κακοριςτζσ. Το ενδιαωζρον είναι πωσ ο TsF2 μποροφςε να προςδζςει 
ιδιοτυπικοφσ κακοριςτζσ και ζτςι χαρακτθρίςτθκε ωσ αντι-ιδιοτυπικόσ παράγοντασ 
που του λείπουν ωςτόςο κακοριςτζσ τθσ C περιοχισ τθσ ανοςοςωαιρίνθσ οι οποίοι 
περιγράωονται ςτον TsF1[31]. Τζλοσ, τα Ts3 κφτταρα ιταν CD8+, I-J+ και ωάνθκαν να 
είναι τα δραςτικά (effector) κφτταρα τθσ καταςτολισ. Το κφτταρο ςτόχοσ αυτοφ του 
μονοπατιοφ ιταν το CD4+, I-J-, Qa-1- ΤH, το οποίο όταν καταςτζλλονταν μποροφςε να 
μπλοκάρει τθν περεταίρω ενεργοποίθςθ τθσ χυμικισ ι κυτταρικισ απόκριςθσ[32, 33]. 
 Συνδυάηοντασ τισ πιο πρόςωατεσ γνϊςεισ με αυτζσ του παρελκόντοσ, τα 
CD4+CD25+ κφτταρα μπορεί να αντιςτοιχοφν ςτα Ts1 κφτταρα, τα CD8- με περιοριςμό 
MHC I ςτα Τs2 κφτταρα και τα CD8+CD28- Treg ςτα Ts3. Με βάςθ αυτόν τον 
παραλλθλιςμό, τα Τreg αποτελοφν αντιγονο-ειδικά Ts. τα οποία κατά τθν ειδικι 
αναγνϊριςθ του αντιγόνου δρουν μζςω του ςυνδιεγζρτθ CTLA-4 για να 
καταςτείλουν τθν ενεργοποίθςθ των Τ κυττάρων. Θ δράςθ τουσ ςτα CD8- κφτταρα 
πικανόν να επάγει τθν διαωοροποίθςθ και παραγωγι CD8+CD28- κυττάρων που 
μποροφν να καταςτζλλουν τα CD8+CD28+ κφτταρα (εικόνα 1.6).  

Σφμωωνα με το παλιό μοντζλο, θ παρουςία του CD4+ Ts είναι 
προαπαιτοφμενθ για τθν ανάπτυξθ και διαωοροποίθςθ του CD8+ Ts. Τα ευριματα     
  
 

 
 

Εικόνα 1.6 Συνδυαςτικι γνϊςθ των δεκαετιϊν ’70 και ’90 για το κφκλωμα καταςταλτικϊν 
και ρυκμιςτικϊν Τ κυττάρων. Οι μεγάλοι κφκλοι δείχνουν τα Ts υποςφνολα του ’70, όπου το 
Ts1 (CD4+, I-J+, Qa-1+) παράγει τον TsF1 και διεγείρει τον Ts2 πλθκυςμό να εκκρίνει τον TsF2, 
να διαωοροποιθκεί ςε Ts3(CD8+, I-J+) και να καταςτείλει τα TH (CD4+, I-J-, Qa-1-). Οι μικροί 
κφκλοι δείχνουν τα Τreg του ’90, όπου τα CD4+CD25+CD28- κφτταρα καταςτζλλουν τα  
CD4+CD25-CD28+ κφτταρα, ενϊ τα CD8- κφτταρα πικανόν να επάγει τα CD8+CD28- κφτταρα 
να καταςτείλουν τα CD8+CD28+ κφτταρα (Athanassakis et al., 2002). 
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του ςιμερα δεν επιτρζπουν ακόμα τθν ςφνδεςθ μεταξφ των CD4+CD25+CD28- και 
CD8+CD28- κυττάρων. Με βάςθ τισ βαςικζσ γνϊςεισ ανοςολογίασ, θ διαωοροποίθςθ 
του προ-ΤC ςε ΤC χρειάηεται ειδικά CD4+ TH. Ζτςι μποροφμε να υποκζςουμε ότι οι 
παράγοντεσ των CD4+CD25+ κυττάρων επιτρζπουν τθν ωρίμανςθ των CD8- TS ςε 
CD8+CD28- TS. Τα CD8+CD28+ κφτταρα δεν εμωανίηονται ωσ ςτόχοσ του παλιοφ 
κυκλϊματοσ των TS. Εωόςον όμωσ θ καταςτολι του CD4+ TH ςτόχου αποτρζπει όχι 
μόνο τθν χυμικι απόκριςθ (Β κφτταρα) αλλά και τθν κυτταρικι απόκριςθ (ΤC), οι 
ερευνθτζσ τθσ εποχισ δεν επιχείρθςαν να αναγνωρίςουν κανζναν CD8+ κυτταρικό 
ςτόχο. Ππωσ ιδθ προαναωζρκθκε, τα CD4+CD25+ κφτταρα απαιτοφν κυτταρικι 
επαωι για να αςκιςουν τθν καταςταλτικι τουσ δράςθ. Ραρόμοια κυτταρικι επαωι 
κα μποροφςε να υπάρξει και ςτα TS του παρελκόντοσ μζςω των ιδιοτυπικϊν/αντι-
ιδιοτυπικϊν αλλθλεπιδράςεων[34]. 
 
 

1.10 Σα διαλυτά μόρια MHC και TCR 

 Θ διατιρθςθ του MHC πολυμορωιςμοφ ςτα είδθ είναι μία κεμελιϊδθσ 
ωυςικι διαδικαςία που εξαςωαλίηει τθν επιβίωςθ και τθν εξζλιξθ των 
οργανιςμϊν[35, 36]. Είναι κοινϊσ αποδεκτό ότι τα μόρια MHC τάξθσ Ι και τάξθσ ΙΙ, 
κακϊσ και οι υποδοχείσ τουσ, TCRαβ και TCRγδ, αποτελοφν διαμεμβρανικζσ 
κυτταρικζσ πρωτεΐνεσ. Ωςτόςο τα μόρια αυτά ζχουν βρεκεί και ςε διαλυτι μορωι 
ςτα υγρά του ςϊματοσ, χωρίσ όμωσ ο ρόλοσ και θ προζλευςι τουσ να ζχουν 
ξεκακαριςτεί. Υπάρχουν ζντονεσ ενδείξεισ για τθν ζκωραςθ των διαλυτϊν MHC ι 
TCR (soluble MHC/TCR, sMCH/sTCR) ςτουσ αναπαραγωγικοφσ ιςτοφσ και τα 
περιβάλλοντα υγρά[37], κακϊσ και ςτον ορό του αίματοσ[38-41].  

Θ πρόςδεςθ του MHC μορίου ςτον TCR επιτυγχάνεται από δφο διαωορετικζσ 
κζςεισ αναγνϊριςθσ (εικόνα 1.7): θ πρϊτθ περιλαμβάνει τθν κατάλλθλθ 
αλλθλεπίδραςθ εαυτοφ MHC/TCR, αναωζρεται ωσ histotope-resitope αναγνϊριςθ 
 

 
 
Εικόνα 1.7 MCH-TCR αλλθλεπίδραςθ. Ο TCR αλλθλεπιδρά με το MHC μζςω τθσ resitope 
περιοχισ του, και με το αντιγόνο μζςω τθσ paratope  περιοχισ του. Αντίςτοιχα το MHC 
αναγνωρίηει τo resitope μζςω τθσ histotope περιοχισ του, και το αντιγόνο μζςω τθσ 
desetope περιοχισ του. Τζλοσ, το αντιγόνο αλλθλεπιδρά με τον TCR μζςω τθσ epitope 
περιοχισ του, και με το MHC μζςω τθσ agretope περιοχισ του (Lewis et al., 2003). 
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και είναι ανεξάρτθτθ από το αντιγονικό πεπτίδιο, ενϊ θ δεφτερθ περιλαμβάνει τθν 
αλλθλεπίδραςθ αντιγονικοφ επιτόπου/TCR, αναωζρεται ωσ epitope-paratope 
αναγνϊριςθ και εξαρτάται από το αντιγονικό πεπτίδιο που ωορτϊνει το MHC. 
Επομζνωσ, ςτο πλαίςιο του MHC περιοριςμοφ, θ αλλθλεπίδραςθ histotope-resitope 
ςυμβαίνει ανεξάρτθτα από το αντιγονικό πεπτίδιο. Μποροφμε επομζνωσ να 
υποκζςουμε ότι ανεξαρτιτωσ του πεπτιδίου που ωορτϊνεται ςτο sMHC, το δεφτερο 
κα μπορεί να αλλθλεπιδράςει με τον TCR με χαμθλι ςυνάωεια[42, 43}. Δεδομζνα 
δείχνουν ότι τα sMCHII μόρια αςκοφν καταςταλτικι δράςθ ςε CD4+ TH,  όπου όταν 
ςυνδεκοφν ςτον μεμβρανικό TCRαβ διεγείρουν καταςταλτικά μονοπάτια ςτα 
κφτταρα (εικόνα 1.8)[44]. Με παρόμοιο ςκεπτικό, οι sTCRαβ and sTCRγδ κα 
μποροφςαν να ρυκμίηουν τθν πακοωυςιολογία του οργανιςμοφ αλλθλεπιδρϊντασ 
και καλφπτοντασ μεμβρανοςφνδετα ι διαλυτά μόρια MHC. 
 
 

 
 
Εικόνα 1.8 Διαωορετικά ςθματοδοτικά γεγονότα ςυμβαίνουν ςε CD4+ κφτταρα από τθ 
δράςθ του μεμβρανικοφ μορίου MHCII ςυγκριτικά με του sMHCII μορίου: Ραρουςία 
αντιγονοπαρουςιαςτικοφ κυττάρου, θ αλλθλεπίδραςθ του μεμβρανικοφ μορίου MHCII με 
το CD4+ κφτταρο ενιςχφεται από τισ αλλθλεπιδράςεισ των CD4, CD28/CTLA-4/B7, CD2/LFA3 
or LFA1/ICAM1 και οδθγεί ςτθν αυξθμζνθ ζκωραςθ του CD28 και IL-2. Απουςία 
αντιγονοπαρουςιαςτικοφ κυττάρου και ςυνεπϊσ απουςία ανοςολογικισ απόκριςθσ, το 
sMHCII αλλθλεπιδρά με τα CD4+ κφτταρα και οδθγεί ςε ζκωραςθ του CTLA-4 και τθσ IL-10 
(Bakela et al., 2015). 

 
 

Αν αποδειχκεί ότι τα Ts αποτελοφν πράγματι τα ςθμερινά Treg, θ πιο 
ςθμαντικι ίςωσ ςυνειςωορά των παλαιότερων πειραμάτων είναι θ περιγραωι 
ειδικϊν διαλυτϊν καταςταλτικϊν παραγόντων[38]. Αυτό διότι ο TsF1 κα μποροφςε 
να αντιπροςωπεφει τον sTCR, ενϊ ο TsF2 κα μποροφςε να αντιπροςωπεφει το 
sMHCII. Ρράγματι ο TCR αβ ι γδ είναι ζνα ετεροδιμερζσ με ιδιοτυπικοφσ κακοριςτζσ 
και αλλθλεπιδρά με το ςφμπλοκο αντιγόνο-MHCΙΙ όπωσ ακριβϊσ περιγράωθκε για 
τον TsF1. Ακόμθ, οι sMHCII πρωτεΐνεσ ωορτϊνονται ιςχυρά με τον αντιγονικό 
επίτοπο κατά τθν διαδικαςία τθσ αντιγονοπαρουςίαςθσ, αποτρζποντασ ζτςι τθν 
οποιαδιποτε άλλθ πρόςδεςθ ελεφκερου αντιγόνου, ενϊ ταυτόχρονα 
αναγνωρίηονται από τον TCR, όπωσ ακριβϊσ περιγράωθκε για τον TsF2. 
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Στθν προςπάκειά τουσ  να κατανοιςουν τον ρόλο του TCR, πολλά 
εργαςτιρια ζχουν καταςκευάςει διαλυτζσ μορωζσ του υποδοχζα προκειμζνου να 
χρθςιμοποιθκοφν κυρίωσ ςτθν κεραπεία κατά του καρκίνου[45]. Ωςτόςο ζχει δειχκεί 
ότι sTCR μόρια μποροφν να παραχκοφν ωυςιολογικά ςτον οργανιςμό και προωανϊσ 
ζχουν τθν ικανότθτα να ρυκμίηουν τθν ανοςολογικι απόκριςθ. Επομζνωσ είναι 
απαραίτθτο να καταλάβουμε τουσ μθχανιςμοφσ δράςθσ του ωυςικοφ sTCR, προτοφ 
να είμαςτε ςε κζςθ να εωαρμόςουμε με κεραπευτικό ςκοπό τον sTCR που 
καταςκευάηεται τεχνθτά μζςω γενετικισ τροποποίθςθσ. 
 

 

1.11 ΢κοπόσ τθσ εργαςίασ 

 Θ αλλθλεπίδραςθ του υποδοχζα των T λεμωοκυττάρων (T cell receptor, TCR) 
με το μείηον ςφμπλοκο ιςτοςυμβατότθτασ (Major Histocompatibility Complex, 
MHC), τάξθσ Ι και τάξθσ ΙΙ, και το αντιγόνο που αυτό ωορτϊνει, καταλαμβάνει 
κεντρικι κζςθ ςτθν ανοςολογικι απόκριςθ, ρυκμίηοντασ τθν κατάςταςθ υγείασ και 
αςκζνειασ. Οι διαλυτζσ (soluble) μορωζσ αυτϊν των μορίων, sTCRαβ, sTCRγδ, sMHCI 
και sMHCII, ζχουν περιγραωεί με το πζραςμα των χρόνων και ανιχνεφονται ςε όλα 
ςχεδόν τα υγρά του ςϊματοσ. Θ παροφςα μελζτθ επικεντρϊνεται ςτθν αναηιτθςθ 
των sTCRαβ και sTCRγδ τόςο in vivo προζλευςθσ ςε ςωματικά υγρά, όςο και in vitro 
προζλευςθσ από λεμωικά κφτταρα, κακϊσ και ςτον ρόλο που οι υποδοχείσ 
διαδραματίηουν ςτθν ανοςολογικι ρφκμιςθ. Βαςικόσ ςτόχοσ είναι να βρεκεί μια 
κατάλλθλθ πθγι, όπου ο sTCR ανιχνεφεται ςε επίπεδα τζτοια που να επιτρζπουν 
τθν απομόνωςι του ςε επαρκείσ και αξιοποιιςιμεσ ποςότθτεσ. Θ διακεςιμότθτα 
του ωυςικισ προζλευςθσ sTCR ςε μία τζτοια κλίμακα, δίνει τθ δυνατότθτα 
μελλοντικά να μελετθκεί ςε βάκοσ θ δομι του και θ λειτουργικι του δράςθ ςτισ 
διάωορεσ καταςτάςεισ που το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα κρίνεται να αντιμετωπίςει. 
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2. ΤΛΙΚΑ & ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Πειραματικι προςζγγιςθ  

 Αρχικά, ςυλλζχκθκε κολπικό υγρό ανκρϊπινθσ προζλευςθσ (όλα τα επόμενα 
αωοροφν το ποντίκι) και ςπερματικό πλάςμα προσ αναηιτθςθ του sTCR. 
Απομονϊκθκε επίςθσ λεπτό ζντερο από το οποίο ελζγχκθκε το υγρό και το 
υπερκείμενο τθσ in vitro καλλιζργειασ του ιςτοφ για τθν φπαρξθ sTCR. 
 Στθ ςυνζχεια ακολοφκθςαν πειράματα ανοχοποίθςθσ με χοριγθςθ hsa 
(human serum albumin) τόςο in vitro ςε κφτταρα ςπλινασ όςο και in vivo 
ενδοπεριτοναικά προσ αναηιτθςθ του sTCR ςτο υπερκείμενο και ςτον ορό 
αντίςτοιχα. 
 Τζλοσ, πειραματικζσ δοκιμζσ πραγματοποιικθκαν ςε υπερκείμενα από τθν 
in vitro καλλιζργεια Τ λεμωοκυττάρων ςπλινα, τα οποία προζρχονταν από in vivo 
ανοχοποιθμζνα ποντίκια, μετά από ςφντθξι τουσ με κφτταρα τθσ λεμωικισ ςειράσ 
BW5147α-β-. 
 Ακολουκεί λεπτομερισ ανάλυςθ όλων των χειριςμϊν και των τεχνικϊν που 
χρθςιμοποιικθκαν. 
 
 

2.2 Πειραματόηωα 

Για τθν πραγματοποίθςθ των πειραμάτων χρθςιμοποιικθκαν ποντίκια 
BALB/c (Mus musculus), θλικίασ 8-12 εβδομάδων, του εργαςτθρίου Ανοςοβιολογίασ, 
θ εκτροωι των οποίων ζγινε ςτο ηωοτροωείο του τμιματοσ Βιολογίασ του 
Ρανεπιςτθμίου Κριτθσ. Τα ποντίκια εκτρζωονται ςε ςτακερζσ ςυνκικεσ 
κερμοκραςίασ (18-24οC) και υγραςίασ (-50%) και 12ωρθ ωωτοπερίοδο (07:00  ζωσ 
19:00) με ελεφκερθ πρόςβαςθ ςε τροωι και νερό. Ο χειριςμόσ των πειραματοηϊων 
ζγινε ςφμωωνα με τισ ιςχφουςεσ νομικζσ διατάξεισ και τουσ διεκνείσ κανονιςμοφσ 
βιοθκικισ. 
 
 

2.3 Ανίχνευςθ του sTCR ςε ςωματικά υγρά 

2.3.1 Συλλογι κολπικοφ υγροφ 

 Για τθν διεξαγωγι των πειραμάτων χρθςιμοποιικθκαν δείγματα από 
κολπικζσ πλφςεισ γυναικϊν αναπαραγωγικισ θλικίασ (με ζμμθνο ρφςθ) ςτθ ωάςθ 
τθσ ωορρθξίασ. Θ διαδικαςία πραγματοποιικθκε από γυναικολόγο και θ κάκε 
πλφςθ ζγινε με 5mL ωυςιολογικό ορό. Ζπειτα τα δείγματα ωυγοκεντρικθκαν (1200  
rpm, 6 min) ςτο εργαςτιριο και τα υπερκείμενα που ςυλλζχκθκαν ωυλάχκθκαν 
ςτουσ -20οC. 
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2.3.2 Συλλογι ςπερματικοφ πλάςματοσ 

 Για τθ ςυλλογι του ςπζρματοσ χρθςιμοποιικθκαν αρςενικά ποντίκια που 
είχαν ελεγχκεί πρόςωατα για τθν γονιμοποιθτικι τουσ ικανότθτα. Μετά από 
ευκαναςία του ηϊου αωαιρζκθκε προςεκτικά θ κάκε επιδιδυμίδα από τουσ όρχεισ. 
Στθ ςυνζχεια με τθ βοικεια ςτερεοςκοπίου, απομακρφνκθκε προςεκτικά ο λιπϊδθσ 
ιςτόσ και τα αιμοωόρα αγγεία. Το ςπερματικό υγρό εξζρχεται πιζηοντασ με ιπιεσ 
κινιςεισ κατά μικοσ τθσ επιδιδυμίδασ με τθν χριςθ λυγιςμζνθσ βελόνασ, μζςα  ςε 
τρυβλίο ςε 1 mL PBS (Phosphate Buffered Saline). Το υγρό ωυγοκεντρικθκε (3000  
rpm, 6 min) και το υπερκείμενο που ςυλλζχκθκε ωυλάχκθκε ςτουσ -20οC. 
 
 
2.3.3 Συλλογι εντερικοφ υγροφ 

 Για τθ ςυλλογι του εντερικοφ υγροφ, μετά από ευκαναςία του ηϊου, ζγινε 
απομόνωςθ τμθμάτων του λεπτοφ εντζρου ποφ ιταν ελεφκερα από προϊόντα του 
ςτομάχου. Στα τμιματα αυτά πραγματοποιικθκαν πλφςεισ ςτο εςωτερικό με τθ 
χριςθ ςφριγγασ  θ οποία επιτρζπει τθν είςοδο 500 μL PBS με πίεςθ. To υγρό των 
πλφςεων ωυγοκεντρικθκε (3000 rpm, 6 min) και το υπερκείμενο που ςυλλζχκθκε 
ωυλάχκθκε ςτουσ -20οC. 
 
 
2.3.4 Ενηυμοςφνδετθ Ανοςοπροςροωθτικθ Δοκιμι – ELISA (Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay) 

 Θ ανίχνευςθ του sTCR ςτα παραπάνω υγρά του ςϊματοσ ζγινε με τθν τεχνικι 
τθσ ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay). Θ ELISA είναι μια ενηυμικι 
μζκοδοσ ανίχνευςθσ μορίων, με τθ χριςθ αντιςωμάτων, ενηυμο-ςυηευγμζνων 
αντιςωμάτων και χρωμογόνων υποςτρωμάτων, κατά τθν οποία θ ςυγκζντρωςθ του 
εξεταηόμενου μορίου προςδιορίηεται από τθν απορρόωθςθ του ωωτόσ που 
επθρεάηεται από τθν ποςότθτα του ζγχρωμου προϊόντοσ παραγόμενο από τθν 
αντίδραςθ ενηφμου-υποςτρϊματοσ. Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκε θ 
ζμμεςθ ELISA κατά τθν οποία τα δείγματα επιςτρϊνονται ςε ςτερει επιωάνεια με 
ςκοπό τθν πρόςδεςθ και ακινθτοποίθςθ των αντιγόνων και ςτθ ςυνζχεια 
επωάηονται με ζνα πρϊτο αντίςωμα ειδικό ωσ προσ το αντιγόνο, κι ζνα δεφτερο 
αντίςωμα ςυηευγμζνο με υπεροξειδάςθ ειδικό ωσ προσ το πρϊτο αντίςωμα. Μετά 
από τθν προςκικθ του υποςτρϊματοσ θ ζνταςθ του χρϊματοσ που αναπτφςςεται 
είναι ανάλογθ προσ τθ ςυγκζντρωςθ του αντιγόνου ςτο δείγμα. 
 
Διαδικαςία: 
Πλοι οι χειριςμοί ζγιναν ςε κερμοκραςία δωματίου και τα πλυςίματα ζγιναν με 
200μL PBS-Tween 20 (Tween 20, synthesis grade, Scharlau Chemie, Tw0020). 

 Ξεπάγωμα των δειγμάτων ςε κερμοκραςία δωματίου και αραίωςι τουσ ςε 
coating buffer (0.05M NaHCO3, 0.05 Na2CO3, pH 9.6). Επίςτρωςθ 100 μL κάκε 
δείγματοσ ςε 96-well flat bottom plate και επϊαςθ για 18 h ςτουσ 4οC. 

 Αωαίρεςθ τθσ περίςςειασ δείγματοσ από τα πθγάδια και τριπλι πλφςθ. 
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 Επϊαςθ με 150 μL/πθγάδι PBS-BSA 2% για 2 h, με ςκοπό τον αποκλειςμό τθσ 
μθ ειδικισ πρόςδεςθσ των αντιςωμάτων που κα ακολουκιςουν, και τριπλι 
πλφςθ. 

 Επϊαςθ με 100 μL/πθγάδι με το πρϊτο αντίςωμα για 1h και 30 min και 
τριπλι πλφςθ. 

 Επϊαςθ με 100 μL/πθγάδι με το δεφτερο αντίςωμα για 1 h και τριπλι 
πλφςθ. 

 Επϊαςθ με 100 μL/πθγάδι με το χρωμογόνο υπόςτρωμα (Pierce TMB 
substrate kit, Thermo Scientiic) για 15 min. 

 Ρροςκικθ 50 μL/πθγάδι Θ2SO4 1M για τθν λιξθ τθσ αντίδραςθσ. 

 Θ οπτικι απορρόωθςθ των δειγμάτων μετρικθκε ςε 450nm ςε χρονικό 
εφροσ 5 λεπτϊν από τθν προςκικθ του Θ2SO4. 

 
Θ αραίωςθ των δειγμάτων ςε coating buffer ιταν 1:2 για το κολπικό υγρό, 1:50 για 
το ςπερματικό πλάςμα και 1:2 για το εντερικό υγρό. 
Τα αντιςϊματα αραιϊκθκαν 0,1 μg/mL ςε PBS-BSA 0,1%. Για το ανκρϊπινο δείγμα 
ωσ πρϊτα αντιςϊματα χρθςιμοποιικθκαν τα Purified anti-human TCR α/β Antibody, 
Biolegend και Purified anti-human TCR γ/δ Antibody, Biolegend και ωσ δεφτερο το 
Anti-mouse IgG HRP. Για τα δείγματα από ποντίκι ωσ πρϊτα αντιςϊματα 
χρθςιμοποιικθκαν τα Purified anti-mouse TCR α/β Antibody, Biolegend και Purified 
anti-mouse TCR γ/δ Antibody, Biolegend και ωσ δεφτερο το Anti-hamster IgG HRP. 
 
 

2.4 Aνίχνευςθ του sTCR ςε υπερκείμενο καλλιζργειασ εντερικοφ ιςτοφ 

 Ο κακαρόσ ιςτόσ που απομονϊκθκε και ζμεινε από τθν διαδικαςία των 
πλφςεων του λεπτοφ εντζρου χρθςιμοποιικθκε για καλλιζργεια. Οι παρακάτω 
χειριςμοί ζγιναν ςε ςτείρεσ ςυνκικεσ. Αρχικά τα εντερικά τμιματα από κάκε ποντίκι 
κομματιάςτθκαν ςε ακόμθ μικρότερα και ςτθ ςυνζχεια επωάςτθκαν για 5 min ςε 
διάλυμα κρυψίνθσ (Trypsin-EDTA 1X, Biosera) 1 mL ςτουσ 37οC. Θ κρυψίνθ είναι ζνα 
πρωτεολυτικό ζνηυμο με ικανότθτα να διαςπά τισ πρωτεϊνικζσ διαςυνδζςεισ μεταξφ 
των κυττάρων του ιςτοφ. Θ απενεργοποίθςθ τθσ δράςθσ τθσ κρυψίνθσ ζγινε με 
αραίωςι τθσ ςε 3 mL DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, high glucose, 
Biosera) με 10% FBS (Fetal Bovine Serum, Biosera). Ακολοφκθςε ωυγοκζντρθςθ του 
δείγματοσ (1200  rpm, 6 min) και αωαίρεςθ του υπερκειμζνου. Τα κφτταρα 
καλλιεργικθκαν ςε κρεπτικό μζςο DMEM με 10% FBS ςτουσ 37οC και ςε 5 % CO2. 
Μετά από 48 h, θ καλλιζργεια ςυλλζχκθκε, ωυγοκεντρικθκε (1200  rpm, 6 min) και 
τα υπερκείμενα που ςυλλζχκθκαν ωυλάχκθκαν ςτουσ -20οC.  

Στθ ςυνζχεια θ ανίχνευςθ των sTCRαβ και sTCRγδ ςτα αντίςτοιχα 
υπερκείμενα ζγινε με τθν τεχνικι τθσ ELISA όπωσ περιγράωθκε ςτθν ενότθτα 2.3.4. 
Θ αραίωςθ των δειγμάτων ςε coating buffer ιταν 1:2. Ωσ πρϊτα αντιςϊματα 
χρθςιμοποιικθκαν τα Purified anti-mouse TCR α/β Antibody, Biolegend και Purified 
anti-mouse TCR γ/δ Antibody, Biolegend και ωσ δεφτερο το Anti-hamster IgG HRP. 
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2.5 Απομόνωςθ sTCRγδ από ςπερματικό πλάςμα 

Το απομονωμζνο υπερκείμενο ςπζρματοσ χρθςιμοποιικθκε για τθν 
επιλεκτικι απομόνωςθ του sTCRγδ από τα υπόλοιπα ςυςτατικά του δείγματοσ. 
Αυτό πραγματοποιικθκε με ανοςοκατακριμνιςθ τθσ πρωτεΐνθσ με ςωαιρίδια. 
 Θ ανοςοκατακριμνιςθ είναι μία απλι, γριγορθ και ευαίςκθτθ μζκοδοσ που 
χρθςιμοποιείται για απομόνωςθ πρωτεϊνϊν από οροφσ, υπερκείμενα ι 
εκχυλίςματα. Ειδικότερα, θ πειραματικι αυτι τεχνικι βαςίηεται ςτθν ικανότθτα των 
αντιςωμάτων να προςδζνονται ςε ςυγκεκριμζνα πρωτεϊνικά μόρια με μεγάλθ 
ακρίβεια και εξειδίκευςθ. Ραραμαγνθτικά ςωαιρίδια (beads) που ζχουν ςτθν 
επιωάνειά τουσ προςκολλθμζνα δεφτερα αντιςϊματα, αν ςυνδυαςτοφν με πρϊτα 
αντιςϊματα εδικά για τθν πρωτεΐνθ ενδιαωζροντοσ, είναι ιδανικά για τθν κετικι 
επιλογι τθσ τελευταίασ από ζνα ςφνολο διαωορετικϊν πρωτεϊνϊν. Τα πρϊτα 
αντιςϊματα ςχθματίηουν, μζςω του Fc τμιματοσ τουσ, ομοιοπολικι ςφνδεςθ με τα 
δεφτερα αντιςϊματα, το ςφμπλοκο πρϊτο αντίςωμα – πρωτεΐνθ κατακρατείται κι 
ζτςι γίνεται εωικτι θ απομόνωςθ τθσ πρωτεΐνθσ, φςτερα από αποκόλλθςι τθσ από 
τα πρϊτα αντιςϊματα. 
 
Διαδικαςία 

1) Αρχικά απαιτείται θ ακινθτοποίθςθ του πρϊτου αντιςϊματοσ ςτα ςωαιρίδια 
(κάκε πλφςιμο περιλαμβάνει αωαίρεςθ του tube από τον μαγνιτθ και 
επαναδιάλυςθ των beads ςε 2 mL PBS, τοποκζτθςθ του tube ξανά ςτον μαγνιτθ και 
απομάκρυνςθ του υγροφ αωότου μαγνθτιςτοφν όλα τα beads): 

 Ρροςκικθ 4*107 beads ςε 1 mL PBS ςε tube (χωρθτικότθτασ 5 mL), 
τοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ, απομάκρυνςθ του PBS αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads, και διπλι πλφςθ. 

 Επϊαςθ των beads με 1 mL πρϊτο αντίςωμα/PBS για 1 h υπό ανάδευςθ 
ςτουσ 4οC. 

 Tοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ, απομάκρυνςθ του υγροφ αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads, και διπλι πλφςθ. 

 Επαναδιάλυςθ των beads ςε 1 mL triethanolamine (0,2Μ ςε dH2O , pH 8,2) , 
τοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ και απομάκρυνςθ του υγροφ αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads. 

 Επϊαςθ των beads με 1 mL 00.1 gr dimethyl pimelimidate dihydrochloride 
(DMP, Pierce)/Triethanolamine για 30 min υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία 
δωματίου. Το DMP είναι αυτό που εξαςωαλίηει το cross linking μεταξφ των 
δφο αντιςωμάτων. 

 Tοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ, απομάκρυνςθ του υγροφ αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads και επϊαςθ των beads με 1 mL Tris buffer 
(50mM ςε dH2O , pH 7,5) για 5 min υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία 
δωματίου. 

 Tοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ, απομάκρυνςθ του υγροφ αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads, και διπλι πλφςθ. 

 Επαναδιάλυςθ των beads ςε 1 mL PBS και διατιρθςθ ςτουσ 4οC. 
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Τα ςωαιρίδια που χρθςιμοποιικθκαν ιταν τα Dynabeads anti-Rat IgG, Μ-450, 
Invitrogen και το πρϊτο αντίςωμα (3 μg ςτα 4*107 beads) το Purified hamster anti-
mouse TCR γ/δ Antibody, Biolegend εωόςον υπάρχει cross reactivity μεταξφ rat και 
hamster. 
 
2) Αωοφ τα ςωαιρίδια ζχουν ςυνδεκεί με το επικυμθτό, και ειδικό για τθν πρωτεΐνθ 
του ενδιαωζροντοσ αντίςωμα, ακολουκεί θ διαδικαςία τθσ ανοςοκατακριμνιςθσ 
(κάκε πλφςιμο περιλαμβάνει αωαίρεςθ του tube από τον μαγνιτθ και 
επαναδιάλυςθ των beads ςε 2 mL PBS, τοποκζτθςθ του tube ξανά ςτον μαγνιτθ και 
απομάκρυνςθ του υγροφ αωότου μαγνθτιςτοφν όλα τα beads): 

 Τοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ, απομάκρυνςθ του PBS αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads, και διπλι πλφςθ. 

 Επϊαςθ των beads με 500 mL του αραιωμζνου δείγματοσ που περιζχει τθν 
πρωτεΐνθ ενδιαωζροντοσ για 2 h υπό ανάδευςθ ςτουσ 4οC. 

 Tοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ, απομάκρυνςθ του υγροφ αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads, και διπλι πλφςθ. 

 Επϊαςθ του ςυμπλόκου beads-πρωτεΐνθ με 500 mL NaCl 1M για 20 min υπό 
ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου. Αυτό εξαςωαλίηει τθν ζκλουςθ τθσ 
επικυμθτισ πρωτεΐνθσ. 

 Τοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ, ςυλλογι του υγροφ το οποίο περιζχει 
τθν επικυμθτι πρωτεΐνθ και ωφλαξι του ςτουσ 4οC. 

  Διπλι πλφςθ των beads, επαναδιάλυςθ ςε 1 mL PBS και διατιρθςθ ςτουσ 
4οC ϊςπου να ξαναχρθςιμοποιθκοφν (ωσ 5 ωορζσ το πολφ). 

 
Το υπερκείμενο του ςπζρματοσ ξεπάγωςε ςε κερμοκραςία δωματίου και ζγινε 
αραίωςθ 1:2 με PBS πριν τθν επϊαςθ ςτα beads. Το δείγμα αυτό επωάςτθκε 
ςυνολικά 3 ωορζσ με τα beads οπότε το τελικό διάλυμα κακαρισ πρωτεΐνθσ ιταν 
1.5 mL. Για τον λόγο αυτό τα 1.5 mL ςυμπυκνϊκθκαν μετά από ωυγοκζντρθςθ (3000 
rpm, 5 min, ςτουσ 4οC) με τθ χριςθ ωίλτρου (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit 
Nominal Molecular Weight Limit-NMWL 10,000, Millipore) ςτα 500 μL. 
 
 

2.6 Ανάλυςθ του sTCRγδ με βάςθ το μοριακό βάροσ 

 Μετά τθ διαδικαςία απομόνωςθσ του sTCRγδ από το ςπερματικό πλάςμα, 
ακολοφκθςε ποιοτικόσ ζλεγχοσ του διαλυτοφ υποδοχζα ο οποίοσ βαςίςτθκε ςτον 
διαχωριςμό με βάςθ το μοριακό του βάροσ. 

2.6.1 Θλεκτροωόρθςθ πρωτεϊνϊν ςε πθκτι πολυακρυλαμίδθσ (SDS-PAGE) 

Θ πολυακρυλαμίδθ είναι ζνα πολυμερζσ το οποίο αναλόγωσ τθ ςυγκζντρωςι 
του ςχθματίηει πόρουσ ποικίλου μεγζκουσ κατά τον πολυμεριςμό του. Οι πρωτεΐνεσ 
του δείγματοσ που υπόκεινται ςε θλεκτροωόρθςθ, κινοφνται ανάμεςα ςτουσ 
πόρουσ του πθκτϊματοσ ανάλογα με το μζγεκοσ τουσ. Θ ταυτοποίθςθ του μοριακοφ 
βάρουσ γίνεται με οδθγό (marker) μετά τθν εμωάνιςθ τουσ χρθςιμοποιϊντασ μία 
μζκοδο χρϊςθσ. Οι θλεκτροωοριςεισ πραγματοποιικθκαν ςε αποδιατακτικζσ 
ςυνκικεσ, για να μθν διατθροφνται τυχϊν ςφμπλοκα, και ςε πικτωμα 
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πολυακρυλαμίδθσ που αποτελείται από ζνα Stacking  gel, πυκνότθτασ 4% ςε 
ακρυλαμίδθ και pH 6,8  το οποίο βοθκά ςτο πακετάριςμα των δειγμάτων, πάνω από 
ζνα, μεγαλφτερου μεγζκουσ, Running gel 12% ςε ακρυλαμίδθ και pH 6,8, μζςα ςτο 
οποίο διαχωρίηονται οι πρωτεΐνεσ. 
 
Υλικά 
 

- Για τα πθκτϊματα:  

 
Θ προςκικθ του APS και του TEMED γίνεται ςτο τελευταίο βιμα προκειμζνου να 
ξεκινιςει ο πολυμεριςμόσ. 
 
- Για το δείγμα: 
5Χ loading buffer: 0,0625M Tris, 5% β-mercaptethanol, 2% SDS, 20% Glycerol, 0,1% 
Bromophenol blue 
 
- Για τθν θλεκτροωόρθςθ: 
1X Running buffer: 0,025M Tris, 0,192M Glycine, 0,1%w/v SDS 
 
Διαδικαςία 

 Τοποκζτθςθ ςτθν ςυςκευι του gel ανάλυςθσ (running gel) και κάλυψθ με 
αικανόλθ για να προκφψει ενιαίο το gel.  

 Ρροςκικθ του gel πακεταρίςματοσ (stacking gel) και από πάνω  το ειδικό 
χτενάκι για να δθμιουργθκοφν οι κζςεισ για τα δείγματα. 

 Ρροετοιμαςία των δειγμάτων  ςτον επικυμθτό όγκο και προςκικθ 
αντίςτοιχθσ ποςότθτασ 5Χ loading buffer (ϊςτε να αποτελεί το 1/5 του 
ςυνολικοφ όγκου). Βραςμόσ τουσ ςτουσ 95oC για 5 min ϊςτε να 
αναδιαταχτοφν οι πρωτεΐνεσ. 

 Τοποκζτθςθ των δειγμάτων ςτισ κζςεισ μαηί με κατάλλθλο οδθγό (marker) 
και πραγματοποίθςθ θλεκτροωόρθςθσ ςε τάςθ 120-150 V. 

 Μετά το τζλοσ τθσ διαδικαςίασ ακολουκεί θ χρϊςθ του running gel για 
οπτικοποίθςθ των ηωνϊν. Κάκε ηϊνθ ςυγκρίνεται με τισ ηϊνεσ του marker 
γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ, ϊςτε να προςδιοριςτεί το μοριακό βάροσ τθσ 
κακεμίασ. 

 

 

 

Αντιδραςτιριο Running Gel 12% (10ml) Stacking Gel 4% (5ml) 

ddH2O 3,35ml 1,6 

Acrylamide 4ml 2ml 

SDS 10% 100λ 50λ 

Tris – HCl 2,5ml 1,25ml 

Temed 50λ 30λ 

APS 10% 100λ 50λ 
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2.6.2 Χρϊςθ με νιτρικό άργυρο (silver staining) 

Θ μζκοδοσ αυτι είναι πολφ ευαίςκθτθ ςτον εντοπιςμό μικρϊν πρωτεϊνικϊν 
ςυγκεντρϊςεων (2–5 ng/band). Συγκεκριμζνα, είναι πολφ πιο ευαίςκθτθ από τθν 
χρϊςθ με coomassie blue. Θ μοριακι βάςθ τθσ χρϊςθσ είναι θ εξισ: τα ιόντα 
αργφρου δεςμεφονται ςτισ αρνθτικά ωορτιςμζνεσ πλευρικζσ αλυςίδεσ των 
πρωτεϊνϊν, θ περίςςεια ιόντων αργφρου ξεπλζνεται με νερό και ςτο τελικό ςτάδιο 
τα ιόντα αργφρου ανάγονται ςε ςτοιχειακό άργυρο με προςκικθ αλκαλικισ 
ωορμαλδεψδθσ. Αυτό κθλιδϊνει τισ κζςεισ όπου υπάρχουν πρωτεΐνεσ, με χρϊμα 
καωζ ωσ μαφρο. Θ ζνταςθ τθσ χρϊςθσ εξαρτάται από τθν πρωταρχικι δομι τθσ 
πρωτεΐνθσ. 
 
Διαδικαςία 

 Μονιμοποίθςθ των πρωτεϊνϊν ςτο gel ςε 50% methanol, 5% CH3COOH για 
τουλάχιςτον 20 min υπό ανάδευςθ. 

 Ρλφςθ με 50% methanol για 10 min υπό ανάδευςθ. 

 Ενυδάτωςθ με ddH2O για 10 min υπό ανάδευςθ. 

 Ευαιςκθτοποίθςθ του gel ςε Sodium Triosulfate (Na2S2O3•5H2O) 0,02%  για 1 
min υπό ανάδευςθ. 

 Ρλφςθ με ddH2O για 1 min υπό ανάδευςθ. 

 Χρϊςθ με ΑgΝΟ3  0,1% (pre-chilled) για 20 min ςτουσ 4o C υπό ανάδευςθ. 

 Ρλφςθ με ddH2O για 1 min υπό ανάδευςθ. 

 Εμωάνιςθ με το διάλυμα εμωάνιςθσ εμωάνιςθσ (Na2CΟ3 2%, 0,04% 
ωορμαλδεψδθ) υπό ανακίνθςθ και τερματιςμόσ τθσ αντίδραςθσ με 5% 
CH3COOH. 

 Διατιρθςθ ςε 1% CH3COOH. 
 
 

2.7 Πρωτόκολλα ανοχοποίθςθσ 

 Για τθν in vitro ανοχοποίθςθ ζγινε απομόνωςθ των κυττάρων τθσ ςπλινασ τα 
οποία ςτθ ςυνζχεια καλλιεργικθκαν με ςυγκζντρωςθ 106 κφτταρα/mL DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium, high glucose, Biosera) με 10% FBS (Fetal 
Bovine Serum, Biosera) παρουςία hsa (human serum albumin) ςυγκζντρωςθσ 10 
μg/mL. Μετά από 3 μζρεσ και 6 μζρεσ, κάκε καλλιζργεια ςυλλζχκθκε, 
ωυγοκεντρικθκε (1200  rpm, 6 min) και τα υπερκείμενα που ςυλλζχκθκαν 
ωυλάχκθκαν ςτουσ -20οC για τθν μετζπειτα ανίχνευςθ των sTCRαβ, sTCRγδ, sMHCI 
και sMHCII με τθν τεχνικι τθσ ELISA όπωσ περιγράωθκε ςτθν ενότθτα 2.3.4. 
Ραράλλθλα τα κφτταρα κάκε καλλιζργειασ επεξεργάςτθκαν για ανάλυςθ με 
κυτταρομετρία ροισ για τθν ανίχνευςθ των επιωανειακϊν παραγόντων CD28, CTLA-
4, TCRαβ και TCRγδ. 
 Για τθν in vivo ανοχοποίθςθ ζγινε ενδοπεριτοναϊκι χοριγθςθ hsa 100 μg ανά 
ποντίκι και τα ηϊα ευκανατϊνονταν μετά από 6 μζρεσ και μετά από 12 μζρεσ (με 
μία ενδιάμεςθ επαναχοριγθςθ 100 μg hsa τθν 6θ μζρα). Ρριν τθν ευκαναςία το 
αίμα ςυλλζχκθκε με καρδιακι παρακζντθςθ υπό αναιςκθςία. Τα δείγματα αίματοσ 
τοποκετικθκαν για 30 min ςε κερμοκραςία δωματίου και ο ορόσ ςυλλζχκθκε και 
ωυλάχτθκε ςτουσ -20οC για τθν μετζπειτα ανίχνευςθ των sTCRαβ, sTCRγδ, sMHCI και 
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sMHCII με τθν τεχνικι τθσ ELISA όπωσ περιγράωθκε ςτθν ενότθτα 2.3.4. Μετά τθν 
ευκαναςία ζγινε απομόνωςθ τθσ ςπλινασ, τα κφτταρα τθσ οποίασ επεξεργάςτθκαν 
για ανάλυςθ με κυτταρομετρία ροισ για τθν ανίχνευςθ των επιωανειακϊν 
παραγόντων CDA, CD25, CTLA-4, TCRαβ και TCRγδ. 
 
 

2.8 Ανίχνευςθ επιφανειακών παραγόντων ςε κφτταρα ςπλινα 

 Θ απομόνωςθ των ςπλενοκυττάρων ζγινε με μθχανικό τρόπο, με ελαωριά 
πίεςθ από λυγιςμζνθ βελόνα ιςνουλίνθσ και τθν διζλευςι τουσ από μία μικρι οπι 
που δθμιουργικθκε ςτθν άκρθ του ςπλινα, για τθν απελευκζρωςι τουσ ςε 
διάλυμα HBSS (Hank’ s Balanced Salt Solution, Gibco). Το διάλυμα των κυττάρων 
ωυγοκεντρικθκε (1200  rpm, 6 min), απομακρφνκθκε το υπερκείμενο και 
ςυλλζχκθκαν τα κφτταρα. Αν τα κφτταρα αυτά προορίηονταν για καλλιζργεια όλοι οι 
χειριςμοί γίνονταν ςτείρεσ ςυνκικεσ. Επιπλζον, τα κφτταρα καλλιεργικθκαν πρϊτα 
ςε τρυβλίο petri για 18 h, ςε κρεπτικό μζςο DMEM με 10% FBS ςτουσ 37οC και ςε 5 
% CO2, προκειμζνου να προςκολλθκοφν και να απομακρυνκοφν τα μακροωάγα. Αν 
τα κφτταρα  δεν προορίηονταν για καλλιζργεια, οι ςτείρεσ ςυνκικεσ δε χρειάςτθκαν, 
οφτε θ απομάκρυνςθ των μακροωάγων.  
 Θ ανίχνευςθ των επιωανειακϊν παραγόντων ζγινε με τθν μζκοδο του 
ανοςοωκοριςμοφ. Ο ανοςοωκοριςμόσ είναι μια διαδικαςία κατά τθν οποία 
χρθςιμοποιοφνται ωκορίηοντα αντιςϊματα για τθν ανίχνευςθ και εντόπιςθ 
αντιγόνων ι άλλων αντιςωμάτων ςε ιςτοφσ και κφτταρα. Μετά τθν χρϊςθ 
ακολοφκθςε κυτταρομετρία ροισ (FACScan, Becton Dickinson) και τα αποτελζςματα 
αναλφκθκαν με το πρόγραμμα FCS Express V3 Software (De Novo Software). 
  
Διαδικαςία 
Για να αποωευχκεί θ δθμιουργία ςυμπλόκων όλοι οι χειριςμοί που ακολοφκθςαν 
ζγιναν ςτον πάγο. Τα αντιςϊματα αραιϊκθκαν 1 μg/mL ςε PBS-BSA 1% και ιταν είτε 
PE-conjugated είτε FITC-conjugated. 

 Τριπλι πλφςθ των κυττάρων με PBS (ωυγοκζντρθςθ 1200  rpm, 6 min και 
απόρριψθ υπερκειμζνου) και προςκικθ 1 mL lysing RC Lysing RC 
(Ammonium chloride 0,83g, Sodium hydrogen Carbonate 0,1g, EDTA 0,032g, 
ddH2O 100ml, pH 7,4) για τθν διάρρθξθ των ερυκροκυττάρων. 

 Τριπλι πλφςθ των κυττάρων με PBS (ωυγοκζντρθςθ 1200  rpm, 6 min και 
απόρριψθ υπερκειμζνου) και επϊαςι τουσ με 1 mL PFA 4% για 20 min για 
μονιμοποίθςθ. 

 Τριπλι πλφςθ των κυττάρων με PBS (ωυγοκζντρθςθ 1200  rpm, 6 min και 
απόρριψθ υπερκειμζνου) και επϊαςι τουσ με 1 mL PBS-BSA 3% για 20 min 
με ςκοπό τον αποκλειςμό τθσ μθ ειδικι πρόςδεςθσ των αντιςωμάτων που 
κα ακολουκιςουν. 

 Τριπλι πλφςθ των κυττάρων με PBS (ωυγοκζντρθςθ 1200  rpm, 6 min και 
απόρριψθ υπερκειμζνου) και επϊαςι τουσ με τα αντιςϊματα 100 μL/πθγάδι 
ςε 96-well V bottom plate για 30 min. 

 Τριπλι πλφςθ των κυττάρων με PBS (ωυγοκζντρθςθ 1300  rpm, 8 min και 
απόρριψθ υπερκειμζνου) και κυτταρομετρία ροισ για τθν ανίχνευςθ του 
ςιματοσ.  
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2.9 Πρωτόκολλο δθμιουργίασ T υβριδωμάτων 

2.9.1 Ανάπτυξθ των κυττάρων BW5147α-β- 

 Θ κυτταρικι ςειρά BW5147α-β- προζρχεται από κφμωμα και το όνομά τθσ 
υποδθλϊνει ότι τα κφτταρα δεν εκωράηουν τον TCRαβ. 
 
Διαδικαςία 

 Ξεπάγωμα του 1 mL διαλφματοσ BW5147α-β- κυττάρων από τουσ -80οC 
ςτουσ 37οC. 

 Στάγδθν προςκικθ 9 mL DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, high 
glucose, Biosera) με 10% FBS (Fetal Bovine Serum, Biosera). 

 Φυγοκζντρθςθ (1200  rpm, 6 min) και απόρριψθ υπερκειμζνου. 

 Επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε 5 mL DMEM 20% FBS και μεταωορά ςε 
ωλάςκα ςτουσ 37οC και ςε 5 % CO2. 

 Σταδιακι μετάβαςθ των κυττάρων ςε DMEM 10% FBS και μοίραςμα των 
κυττάρων τθσ μίασ ωλάςκασ ςε δφο μόλισ ο πλθκυςμόσ αρχίηει να 
καταλαμβάνει τον μζγιςτο δυνατό χϊρο ανάπτυξθσ μεσ ςτθν ωλάςκα. 

 
2.9.2 Απομόνωςθ κακαροφ πλθκυςμοφ Τ λεμωοκυττάρων ςπλινα  

 Θ απομόνωςθ των ςπλενοκυττάρων ζγινε όπωσ περιγράωθκε ςτθν ενότθτα 
2.7, και ο ςπλινασ προιλκε από in vivo ανοχοποιθμζνα ποντίκια όπωσ περιγράωθκε 
ςτθν ενότθτα 2.6. Μετά τθν προςκόλλθςθ των μακροωάγων, το κυτταρικό 
εναιϊρθμα ωυγοκεντρικθκε (1200  rpm, 6 min), απομακρφνκθκε το υπερκείμενο 
και ακολοφκθςε αρνθτικι επιλογι των Β λεμωοκυττάρων από το ςφνολο των 
κυττάρων με τθ χριςθ παραμαγνθτικϊν ςωαιριδίων. 
 
Διαδικαςία 

 Επϊαςθ των κυττάρων με 2 mL anti-mouse CD45R (ImmunoTools) PBS-BSA 
0.1% για 40 min ςτουσ 4οC. 

 Ρροςκικθ 2 mL PBS, ωυγοκζντρθςθ (1200  rpm, 6 min) και απόρριψθ του 
υπερκειμζνου. 

 Επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε 1 mL PBS, μεταωορά ςε tube 
(χωρθτικότθτασ 5 mL) και επϊαςθ με 30 μL Dynabeads anti-mouse IgG, Μ-
280, Invitrogen για 30 min ςτουσ 4οC υπό ανάδευςθ. 

 Tοποκζτθςθ του tube ςτον μαγνιτθ και ςυλλογι του υγροφ αωότου 
μαγνθτιςτοφν όλα τα beads. Τα Β λεμωοκφτταρα ςυνδζονται ςτα beads και 
ζτςι ςτο υγρό μζνουν μόνο τα Τ λεμωοκφτταρα. 

 Φυγοκζντρθςθ (1200  rpm, 6 min) και απόρριψθ του υπερκειμζνου. 

 Επαναδιάλυςθ των Τ κυττάρων ςε DMEM 10% FBS και μεταωορά ςε petri 
ςτουσ 37οC και ςε 5 % CO2 για 16 h. 

 
2.9.3 Σφντθξθ κυττάρων BW5147α-β- με Τ λεμωοκφτταρα 

 Θ ςφντθξθ των Τ λεμωοκυττάρων με κφτταρα BW5147α-β- δθμιοφργθςε 
υβριδϊματα. Το καρκινικό κφτταρο BW5147α-β- προςδίδει ςτο υβρίδωμα τθν 
ικανότθτα τθσ άπειρθσ διαίρεςθσ, ενϊ το Τ λεμωοκφτταρο δίνει τθν ικανότθτα τθσ 
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ζκωραςθσ TCRαβ και TCRγδ ειδικοφ για το ςφςτθμα ανοχοποίθςθσ απ’ το οποίο 
προιλκε. Επομζνωσ, το υβρίδωμα μπορεί να διατθρθκεί επϋ αόριςτο ςε 
καλλιζργεια, παράγοντασ ςυνεχϊσ μεγάλο αρικμό TCR με τθν ίδια πάντοτε 
ειδικότθτα. 
 
Διαδικαςία 
Πλοι οι χειριςμοί πραγματοποιικθκαν ςε ςτείρεσ ςυνκικεσ και όλα τα διαλφματα 
που χρθςιμοποιικθκαν ιταν αποςτειρωμζνα.  

 Συλλογι των καλλιεργειϊν των κυττάρων BW5147α-β- και των Τ 
λεμωοκυττάρων, ωυγοκζντρθςθ (1200  rpm, 6 min) και απόρριψθ του 
υπερκειμζνου. 

 Επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε τελικό όγκο 20 mL DMEM μετά από ζνωςι 
τουσ ςε αναλογία 1 BW5147α-β- : 4 Τ κφτταρα. 

 Φυγοκζντρθςθ (1200  rpm, 6 min) και απόρριψθ του υπερκειμζνου. 

 Απαλό χτφπθμα για ιπια ανάδευςθ τθσ κυτταρικισ πελλζτασ  και  προςκικθ, 
με ιπιο τρόπο, 2 mL διαλφματοσ PEG (Polyethylene Glycol 1000, Serva) 40% 
ςε DMEM, με ταυτόχρονθ ανάδευςθ για 2 min. H PEG δρα ωσ παράγοντασ 
αωυδάτωςθσ και οδθγεί ςε ςφντθξθ των κυτταρικϊν μεμβρανϊν με τυχαίο 
τόπο. 

 Στάγδθν προςκικθ 20 mL DMEM. Θ διαδικαςία διιρκθςε τουλάχιςτον 5 min. 

 Φυγοκζντρθςθ (1200  rpm, 6 min) και απόρριψθ του υπερκειμζνου. 

 Απαλό χτφπθμα για ιπια ανάδευςθ τθσ κυτταρικισ πελλζτασ  και  προςκικθ 
25 mL DMEM 20% FBS. 

 Μεταωορά του κυτταρικοφ εναιωριματοσ ςε τρυβλίο και επϊαςθ για 1-3 h 
ςτουσ 37οC και ςε 5 % CO2. 

 Φυγοκζντρθςθ (1200  rpm, 6 min), απόρριψθ του υπερκειμζνου και 
επαναδιάλυςθ των υβριδωμάτων ςε διάλυμα HAT (50x Hypoxanthine, 
Aminopterine, Thymidine, Sigma) 1x DMEM 10% FBS. 

 Μοίραςμα ςε 24-well flat bottom plate με ςυγκζντρωςθ 106 κφτταρα/mL. 
 
H αμινοπτερίνθ μπλοκάρει τθν de novo ςφνκεςθ του DNA θ οποία είναι απολφτωσ 
απαραίτθτθ για τθν κυτταρικι διαίρεςθ. Ωςτόςο, θ υποξανκίνθ και θ κυμιδίνθ 
παρζχουν τθ δυνατότθτα ςτο κφτταρο να αποωφγει αυτό το μπλοκάριςμα, 
προχποκζτοντασ όμωσ ότι το κφτταρο διακζτει τo κατάλλθλo ζνηυμo Hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT). Εωόςον τα Τ κφτταρα ζχουν το ζνηυμο 
αυτό και ςυντικονται με κφτταρα BW5147α-β-, ζχουν μεταβιβάςει αυτό το 
χαρακτθριςτικό ςτα υβριδοποιθμζνα κφτταρα. Άρα ςε μζςο καλλιζργειασ HAT τα 
υβριδοποιθμζνα κφτταρα επιβιϊνουν, τα Τ λεμωοκφτταρα που δε ςυντιχκθκαν με 
κφτταρα BW5147α-β- πεκαίνουν ζτςι κι αλλιϊσ λόγω τθσ ωφςθσ τουσ (δθλαδι του 
περιοριςμζνου αρικμοφ κυτταρικϊν διαιρζςεων τουσ) και τζλοσ, τα κφτταρα 
BW5147α-β- που δε ςυντιχκθκαν με Τ κφτταρα πεκαίνουν λόγω τθσ ευαιςκθςίασ 
τουσ ςτο HAT 
Μετά από 2 εβδομάδεσ το μζςο καλλιζργειασ άλλαξε ςε HT 1x DMEM 10% FBS και 

από τθν 5θ εβδομάδα κι ζπειτα ςε ςκζτο DMEM 10% FBS. Στθ ςυνζχεια γίνεται 

ςταδιακι επιλογι των επικυμθτϊν κλϊνων που επιβιϊνουν και αυξάνονται, και 

αυτοί υποκλωνοποιοφνται. 
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Τα υπερκείμενα από κάκε πθγάδι καλλιζργειασ Τ υβριδωμάτων ςυλλζγονταν 
ανά διαςτιματα προκειμζνου να ελεγχκεί θ ζκκριςθ sTCRαβ και sTCRγδ και να γίνει 
θ επιλογι των κλϊνων με τθν μεγαλφτερθ ζκωραςθ του υποδοχζα ςτο υπερκείμενό 
τουσ. Θ ανίχνευςθ ζγινε με τθν τεχνικι τθσ ELISA όπωσ περιγράωθκε ςτθν ενότθτα 
2.3.4. Θ αραίωςθ των δειγμάτων ςε coating buffer ιταν 1:2. Ωσ πρϊτα αντιςϊματα 
χρθςιμοποιικθκαν τα Purified anti-mouse TCR α/β Antibody, Biolegend και Purified 
anti-mouse TCR γ/δ Antibody, Biolegend και ωσ δεφτερο το Anti-hamster IgG HRP. 
 
 

2.10 Δοκιμαςίεσ ανταγωνιςμοφ (competition assays) 

 Τα υπερκείμενα από τισ καλλιζργειεσ των Τ υβριδωμάτων όπου 
ανιχνεφονταν οι sTCRαβ και sTCRγδ, χρθςιμοποιικθκαν για τθν ανίχνευςθ τθσ 
αλλθλεπίδραςισ τουσ με τα μόρια MHC. Ριο ςυγκεκριμζνα, ελζγχκθκε αν οι sTCR 
του υπερκειμζνου ανταγωνίηονται τα anti-MHC αντιςϊματα για τισ κζςεισ 
πρόςδεςθσ είτε ςε διαλυτό μόριο MHC είτε ςε διαμεμβρανικό μόριο MHC 
ςπλενοκυττάρου. Για τισ δοκιμαςίεσ αυτζσ ζγινε ςυμπφκνωςθ 14 mL υπερκειμζνου 
μετά από ωυγοκζντρθςθ (3000 rpm, 5 min, ςτουσ 4οC) με τθ χριςθ ωίλτρου (Amicon 
Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Nominal Molecular Weight Limit-NMWL 10,000, 
Millipore) ςτο 1 μL. 

Θ δοκιμαςία ανταγωνιςμοφ sTCR-αντιςϊματοσ για τισ κζςεισ πρόςδεςθσ ςε 
sMHC μοιάηει με τθν τθν τεχνικι τθσ ELISA όπωσ περιγράωθκε ςτθν ενότθτα 2.3.4, 
με τθν διαωορά ότι το δείγμα που επιςτρϊκθκε αυτι τθ ωορά ιταν τα sMHCI και 
sMHCII ςε ποςότθτα 1 μg ανά 100 mL coating buffer. Επίςθσ, προςτζκθκε ζνα 
επιπλζον βιμα επϊαςθσ με 100 μL υπερκείμενο καλλιζργειασ υβριδωμάτων 
αραιωμζνο 1:2  ςε PBS-BSA 0,1% για 1 h, πριν τθν επϊαςθ με τα αντιςϊματα. Ωσ 
πρϊτα αντιςϊματα χρθςιμοποιικθκαν τα anti-mouse Ν22 Antibody και anti-mouse 
ΘΒ159 Antibody και ωσ δεφτερο το αnti-mouse IgG HRP. 
 Θ δοκιμαςία ανταγωνιςμοφ sTCR-αντιςϊματοσ για τισ κζςεισ πρόςδεςθσ ςε 
διαμεμβρανικό MHCΙ και ΜΘCII κυττάρων ςπλινασ μοιάηει με τθν τεχνικι του 
ανοςοωκοριςμοφ όπωσ περιγράωθκε ςτθν ενότθτα 2.7 με τθν προςκικθ ενόσ 
επιπλζον βιματοσ επϊαςθσ με 100 μL υπερκείμενο καλλιζργειασ υβριδωμάτων 
αραιωμζνο 1:2  ςε PBS-BSA 0,1% για 1 h, πριν τθν επϊαςθ με τα αντιςϊματα. 
 
 

2.11 ΢τατιςτικι ανάλυςθ 

 Θ ςτατιςτικι ανάλυςθ των δεδομζνων ζγινε με το πρόγραμμα GraphPad 
Prism 6.01. Για τθν αξιολόγθςθ τθσ ςφγκριςθσ μεταξφ διαωορετικϊν χειριςμϊν 
χρθςιμοποιικθκε το two-tailed Unpaired  Student’s T-test. Τιμζσ P value<0.05 
κεωρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ. 
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3. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 

3.1 Θ ανίχνευςθ του sTCR ςτα ςωματικά υγρά 

Με ςκοπό να εντοπιςτεί μία κατάλλθλθ πθγι που κα επιτρζπει τθν 
απομόνωςθ του sTCR, αρχικά ζγιναν προςπάκειεσ ανίχνευςθσ του υποδοχζα ςτα 
εξισ ςωματικά υγρά: κολπικό υγρό, πλάςμα ςπζρματοσ και εντερικό υγρό, με μία 
επιπλζον προςπάκεια ανίχνευςθσ ςτο υπερκείμενο τθσ εντερικισ καλλιζργειασ. 

3.1.1 Ανίχνευςθ του sTCR ςε κολπικό υγρό 

Μελζτθ του παρελκόντοσ που αωοροφςε κολπικό υγρό ποντικιϊν τα οποία 
βρίςκονταν ςε οίςτρο, ζδειξε αυξθμζνθ ζκωραςθ κυρίωσ sTCRγδ, με παράλλθλθ 
μειωμζνθ ζκωραςθ των sMHC[37]. Με βάςθ τθ μελζτθ αυτι, ζγινε ςτροωι ςτθν 
ανίχνευςθ των διαλυτϊν αυτϊν μορίων ςε ανκρϊπινα κολπικά υγρά. Για τον ςκοπό 
αυτό χρθςιμοποιικθκαν κολπικά δείγματα από γυναίκεσ ςε αναπαραγωγικι θλικία 
(με ζμμθνο ρφςθ) ςτθ ωάςθ τθσ ωορρθξίασ. 

Τα ποςοςτά των διαλυτϊν μορίων που βρζκθκαν με τθν τεχνικι τθσ ELISA 
ςτα κολπικά υγρά ιταν χαμθλά. Βζβαια, τα sMHCI και ο sTCRγδ ανιχνεφονται ςε 
μεγαλφτερα ποςοςτά (εικόνα 3.1). 
 
 

 
 

Εικόνα 3.1 Ροςοςτά ανίχνευςθσ των sMHCI, sMHCII, sTCRab και sTCRgd ςε κολπικό υγρό 
από γυναίκεσ ςε αναπαραγωγικι θλικία (με ζμμθνο ρφςθ) ςτθ ωάςθ τθσ ωορρθξίασ με τθν 
τεχνικι τθσ ELISA. Τα αποτελζςματα αντιπροςωπεφουν τον μζςο όρο από ςυνολικά 5  
άτομα και εκωράηονται ωσ ποςοςτό αφξθςθσ οπτικισ πυκνότθτασ ςε ςχζςθ με το coating 
buffer. 
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3.1.2 Ανίχνευςθ του sTCR ςτο ςπζρμα 

Με βάςθ τθν παλαιότερθ ζρευνα που προαναωζρκθκε κατά τθν οποία 
ωάνθκε θ φπαρξθ του sTCR και ςτο πλάςμα του ποντικίςιου ςπζρματοσ[37], ζνα 
επόμενο βιμα αποτζλεςε τθν απομόνωςθ ςπζρματοσ από αρςενικά ποντίκια που 
είχαν ελεγχκεί πρόςωατα για τθν γονιμοποιθτικι τουσ ικανότθτα. 

Στθν προςπάκεια ανίχνευςθσ του sTCR ςτο ςπζρμα με τθν τεχνικι τθσ ELISA, 
προζκυψε sTCRαβ ελάχιςτα πιο αυξθμζνοσ από τον sTCRγδ (εικόνα 3.2). 
 
 

 
Εικόνα 3.2 Ροςοςτά ανίχνευςθσ των sTCRab και sTCRgd με τθν τεχνικι τθσ ELISA, ςε ςπζρμα 
από αρςενικά ποντίκια που είχαν ελεγχκεί πρόςωατα για τθν γονιμοποιθτικι τουσ 
ικανότθτα. Τα αποτελζςματα αντιπροςωπεφουν τον μζςο όρο από ςυνολικά 4 ποντίκια και 
εκωράηονται ωσ ποςοςτό αφξθςθσ οπτικισ πυκνότθτασ ςε ςχζςθ με το coating buffer. 
 
 

3.1.2 Ανίχνευςθ του sTCR ςτον εντερικό ιςτό 

 Κακϊσ το ζντερο βρίςκεται κατά ζναν μεγάλο βακμό εκτεκειμζνο ςε πικανά 
πακογόνα, τα Τ λεμωοκφτταρα ςτο επικιλιό του παίηουν πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθν 
προςταςία από μολφνςεισ[46]. Λόγω του ότι πάνω από το 50% των Τ κυττάρων του 
εντζρου εκωράηουν τον γδ υποδοχζα[47], ζγιναν προςπάκειεσ ανίχνευςθσ τθσ 
διαλυτισ του μορωισ ςτο υγρό που προζρχεται από πλφςεισ λεπτοφ εντζρου. 
Επίςθσ, ο εντερικόσ ιςτόσ διαςπάςτθκε ςε μοναδιαία κφτταρα τα οποία 
καλλιεργικθκαν για 48 h και το υπερκείμενο τθσ καλλιζργειάσ τουσ ελζγχκθκε  για 
τθν φπαρξθ sTCRγδ. 

Τα ποςοςτά των διαλυτϊν μορίων που βρζκθκαν με τθν τεχνικι τθσ ELISA 
τόςο ςτο εντερικό υγρό όςο και ςτο υπερκείμενο από τθν καλλιζργεια του ιςτοφ 
ωαίνονται ςτθν εικόνα 3.3. Ριο ςυγκεκριμζνα, ο sTCRγδ ανιχνεφεται ςε μεγαλφτερο 
ποςοςτό ςτο εντερικό υγρό απ’ ότι ςτο υπερκείμενο τθσ καλλιζργειασ. 
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Εικόνα 3.3 Ροςοςτά ανίχνευςθσ των sTCRgd ςε υπερκείμενο καλλιζργειασ λεπτοφ εντζρου 
και ςε εντερικό υγρό με τθν τεχνικι τθσ ELISA. Τα αποτελζςματα αντιπροςωπεφουν τον 
μζςο όρο από ςυνολικά 3 ποντίκα και εκωράηονται ωσ ποςοςτό αφξθςθσ οπτικισ 
πυκνότθτασ ςε ςχζςθ με το coating buffer. 

 
 

3.2 Απομόνωςθ sTCRγδ από το ςπζρμα 

 Από τα παραπάνω ςωματικά υγρά που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ανίχνευςθ 
του sTCR, το ςπζρμα εμωάνιςε τισ υψθλότερεσ τιμζσ του διαλυτοφ υποδοχζα. Για 
τον λόγο αυτό ζγινε εςτίαςθ ςε αυτό, και αρχικά ακολοφκθςαν διαδικαςίεσ 
απομόνωςθσ του sTCRγδ από το ςπζρμα με τθ βοικεια παραμαγνθτικϊν 
ςωαιριδίων. Στθν ςυνζχεια θ θλεκτροωόρθςθ του απομονωμζνου sTCRγδ ςε 
πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ και θ μετζπειτα χρϊςθ του πθκτϊματοσ με νιτρικό 
άργυρο ζκαναν εμωανι μία πρωτεϊνικι μπάντα λίγο χαμθλότερθ από 65 kDa 
(εικόνα 3.4). Ζτςι προζκυψε το ςυμπζραςμα ότι ο sTCR παρζμεινε ετεροδιμερζσ 
μόριο παρόλεσ τισ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ που προθγικθκαν. Είναι γνωςτό ότι 
ςτον διαμεμβρανκό υποδοχζα θ αλυςίδα γ ζχει μοριακό βάροσ 40-55kDa και θ 
αλυςίδα δ 45kDa, οπότε αναμζνονταν το ετεροδιμερζσ μόριο του sTCR να 
εμωανίςει ζνα μοριακό βάροσ περίπου 95kDa. Θ μικρότερθ τιμι του μοριακοφ 
βάρουσ sTCR που παρατθρικθκε, πικανόν να οωείλεται ςτθν απουςία των 
αμινοξζων του διαμεμβρανικοφ και ενδοκυττάριου τμιματοσ, τα οποία κατά πάςα 
πικανότθτα δεν είναι απαραίτθτα για τθ λειτουργία του υποδοχζα ςε διαλυτι 
μορωι. 
   Το γεγονόσ ότι θ ποςότθτα του ςπζρματοσ ςυνδζεται κάκε ωορά με τθν 
ποιότθτά του, αποτελεί αποτρεπτικό παράγοντα από το να χρθςιμοποιθκεί ωσ μζςο 
για τθν παραγωγι του sTCR ςε ςτακερά και ικανοποιθτικά επίπεδα. Επομζνωσ δεν 
ζγιναν περεταίρω προςπάκειεσ να απομονωκεί επιπλζον και ο sTCRαβ από ςπζρμα. 
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Εικόνα 3.4 Απεικόνιςθ του πθκτϊματοσ πολυακρυλαμίδθσ μετά από χρϊςθ με νιτρικό 
άργυρο. Αριςτερά ωαίνονται οι πρωτεϊνικζσ μπάντεσ του marker. Δεξιά είναι εμωανισ μία 
μπάντα κοντά ςτα 65 kDa θ οποία αντιςτοιχεί ςτον απομονωμζνο sTCRgd από το ςπζρμα. 
Το δείγμα προζρχεται από ζνα ποντίκι. 

 

 

3.3 Ανίχνευςθ του sTCR ςε ςφςτθμα in vitro και in vivo ανοχοποίθςθσ 

 Θ ανοςολογικι ανοχι ςτον οργανιςμό ςυντθρείται μζςω τθσ καταςτολισ του 
ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. Με τθν υπόκεςθ ότι θ καταςτολι μπορεί να 
μεςολαβείται από τον sTCR, προκλικθκε in vitro και in vivo ανοχι ςτο ποντίκι με 
αντιγόνο τθν hsa (human serum albumin) βάςει αποδεδειγμζνου πρωτοκόλλου 
ανοχοποίθςθσ[48], για τθν ανίχνευςθ του sTCR από αυτά τα ςυςτιματα. 

3.3.1 Ανίχνευςθ του sTCR ςε ςφςτθμα in vitro ανοχοποίθςθσ 

 Το ςφςτθμα τθσ in vitro ανοχοποίθςθσ περιελάμβανε τθν καλλιζργεια 
κυττάρων ςπλινα παρουςία hsa 10 μg/mL για ζνα διάςτθμα 3 θμερϊν και 6 
θμερϊν. Τα υπερκείμενα των καλλιεργειϊν ςυλλζχκθκαν και χρθςιμοποιικθκαν για 
τθν ανίχνευςθ των sMHCI, sMHCII, sTCRab και sTCRgd με τθν τεχνικι τθσ ELISA. Από 
τα αποτελζςματα που προζκυψαν (εικόνα 3.5) ωαίνεται να υπάρχει μια ςτατιςτικά 
ςθμαντικι αφξθςθ κατά 27,4 (p=0,0419) ςτο sTCRab των 3 θμερϊν ανοχισ ςε ςχζςθ 
με το control. Επίςθσ, υπάρχει μια ςτατιςτικά ςθμαντικι αφξθςθ κατά 53,2 
(p=0,0251) ςτο sTCRgd των 3 θμερϊν ανοχισ ςε ςχζςθ με το control. 
 Τα κφτταρα από τισ καλλιζργειεσ των 3 και 6 θμερϊν ανοχοποίθςθσ 
απομονϊκθκαν, ακολοφκθςε θ διαδικαςία του ανοςοωκοριςμοφ και θ μζτρθςι τθσ 
ζνταςθσ του με κυτταρομετρία ροισ για τθν ανίχνευςθ των επιωανειακϊν 
παραγόντων CD28, CTLA-4, TCRab, TCRgd. Από τα αποτελζςματα που προζκυψαν 
(εικόνα 3.6) ωαίνεται να υπάρχει μια ςτατιςτικά ςθμαντικι αφξθςθ κατά 6,5 
(p=0,021) ςτον TCRab των 3 θμερϊν ανοχισ ςε ςχζςθ με το control και κατά 6,5 
(p=0,0031) ςτον TCRab των 6 θμερϊν ανοχισ ςε ςχζςθ με το control. Επίςθσ, 
παρατθρείται μια ςτατιςτικά ςθμαντικι διαωορά 11 (p=0,0158) ςτο TCRgd  μεταξφ 
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των control 3 θμερϊν και 6 θμερϊν. Στατιςτικά ςθμαντικι διαωορά 11,6 (p=0,0017) 
ωαίνεται να υπάρχει ςτο TCRgd και μεταξφ των 3 και 6 θμερϊν ανοχισ. 
 
 

 
 
Εικόνα 3.5 In vitro ανοχοποίθςθ κυττάρων ςπλινα με hsa 10 μg/mL για ζνα διάςτθμα 3 
θμερϊν και 6 θμερϊν. Απεικονίηονται τα ποςοςτά ανίχνευςθσ των sMHCI, sMHCII, sTCRab 
και sTCRgd ςτο υπερκείμενο των καλλιεργειϊν με τθν τεχνικι τθσ ELISA. Τα αποτελζςματα 
αντιπροςωπεφουν τον μζςο όρο από ςυνολικά 3 πειραματικζσ επαναλιψεισ και 
εκωράηονται ωσ ποςοςτό αφξθςθσ οπτικισ πυκνότθτασ ςε ςχζςθ με το coating buffer. 

 
 
 

 
 
Εικόνα 3.6 In vitro ανοχοποίθςθ κυττάρων ςπλινα με hsa 10 μg/mL για ζνα διάςτθμα 3 
θμερϊν και 6 θμερϊν. Μετά τθν απομόνωςθ των κυττάρων από τθν καλλιζργεια, 
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πραγματοποιικθκε ανοςοωκοριςμόσ και αξιολόγθςθ με κυτταρομετρία ροισ. 
Απεικονίηονται τα ποςοςτά ωκοριςμοφ των επιωανειακϊν παραγόντων CD28, CTLA-4, 
TCRab, TCRgd ςτα ςπλενοκφτταρα. Τα αποτελζςματα αντιπροςωπεφουν τον μζςο όρο από 
ςυνολικά 3 πειραματικζσ επαναλιψεισ. 
 
 

3.3.1 Ανίχνευςθ του sTCR ςε ςφςτθμα in vivo ανοχοποίθςθσ 

 Το ςφςτθμα τθσ in vivo ανοχοποίθςθσ περιελάμβανε τθν ενδοπεριτοναϊκι 
χοριγθςθ hsa 100 μg ανά ποντίκι και τθν ευκαναςία του ηϊου μετά από 6 μζρεσ και 
μετά από 12 μζρεσ (με μία ενδιάμεςθ επαναχοριγθςθ 100 μg hsa τθν 6θ μζρα ςτθ 
διάρκεια των 12 θμερϊν). Ρραγματοποιικθκε ςυλλογι του οροφ αίματοσ για τθν 
ανίχνευςθ των sTCRαβ, sTCRγδ, sMHCI και sMHCII με τθν τεχνικι τθσ ELISA. Από τα 
αποτελζςματα που προζκυψαν (εικόνα 3.7) ωαίνεται να υπάρχει μια ςτατιςτικά 
ςθμαντικι αφξθςθ κατά 1116 (p=0,0058) ςτο sTCRab των 6 θμερϊν ανοχισ ςε ςχζςθ 
με το control, κακϊσ και ςτατιςτικά ςθμαντικι αφξθςθ κατά 884,8 (p=0,0027) ςτο 
sTCRgd των 12 θμερϊν ανοχισ ςε ςχζςθ με το control. 
 
 

 
 

Εικόνα 3.7 In vivo ανοχοποίθςθ με ενδοπεριτοναϊκι χοριγθςθ hsa 100 μg ανά ποντίκι για 
ζνα διάςτθμα 6 θμερϊν και 12 θμερϊν. Απεικονίηονται τα ποςοςτά ανίχνευςθσ των sMHCI, 
sMHCII, sTCRab και sTCRgd ςτον ορό του αίματοσ με τθν τεχνικι τθσ ELISA. Τα 
αποτελζςματα αντιπροςωπεφουν τον μζςο όρο από ςυνολικά 3 πειραματικζσ επαναλιψεισ 
και εκωράηονται ωσ ποςοςτό αφξθςθσ οπτικισ πυκνότθτασ ςε ςχζςθ με το coating buffer. 
 
 

Επίςθσ, απομονϊκθκε ο ςπλινασ τα κφτταρα του οποίου επεξεργάςτθκαν 
για ανάλυςθ με κυτταρομετρία ροισ για τθν ανίχνευςθ των επιωανειακϊν 
παραγόντων CDA, CD25, CTLA-4, TCRαβ και TCRγδ. Από τα ποςοςτά που 
προκφπτουν (εικόνα 3.8) ωαίνεται ότι οι επιωανειακοί παράγοντεσ των κυττάρων 
που προζρχονται από ανοχοποιθμζνα ποντίκια δεν ζχουν κάποια ςτατιςτικι 
ςθμαντικι διαωορά ςε ςχζςθ με τα κφτταρα που προζρχονται από control ποντίκια. 
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Εικόνα 3.8 In vivo ανοχοποίθςθ με ενδοπεριτοναϊκι χοριγθςθ hsa 100 μg ανά ποντίκι για 
ζνα διάςτθμα 6 θμερϊν και 12 θμερϊν. Μετά τθν απομόνωςθ των κυττάρων του ςπλινα, 
πραγματοποιικθκε ανοςοωκοριςμόσ και αξιολόγθςθ με κυτταρομετρία ροισ. 
Απεικονίηονται τα ποςοςτά ωκοριςμοφ των επιωανειακϊν παραγόντων CD4, CD25, CTLA-4, 
TCRab, TCRgd ςτα ςπλενοκφτταρα. Τα αποτελζςματα αντιπροςωπεφουν τον μζςο όρο από 
ςυνολικά 3 πειραματικζσ επαναλιψεισ. 

 
 
 Τελικά, οι ποςότθτεσ των sTCRαβ και sTCRγδ που προκφπτουν τόςο από το in 
vitro όςο και από το in vivo ςφςτθμα ανοχοποίθςθσ ςτο ποντίκι είναι μεν 
ανιχνεφςιμεσ, αλλά δεν είναι αρκετζσ γι’ αυτό το οποίο επιηθτείται. 
 
 

3.4 Ανίχνευςθ του sTCR που παράγεται από Σ υβριδώματα 

 Στθν προςπάκεια να βρεκεί ζνασ τρόποσ παραγωγισ του sTCR ςε επικυμθτά 
επίπεδα, δθμιουργικθκαν υβριδϊματα μζςω τθσ ςφντθξθσ κυττάρων τθσ λεμωικισ 
ςειράσ BW5147a-b- με Τ λεμωοκφτταρα από ςπλινα in vivo ανοχοποιθμζνου 
ποντικιοφ μετά από ενδοπεριτοναϊκι χοριγθςθ hsa 100 μg  για ζνα διάςτθμα 6 
θμερϊν και 12 θμερϊν. Γνωρίηοντασ ότι τα κφτταρα που προζρχονται από in vivo 
ανοχοποίθςθ εκκρίνουν ανιχνεφςιμα ποςοςτά sTCR, θ ςφντθξι τουσ με καρκινικά 
κφτταρα προςδίδει ςτα πρϊτα τθν ιδιότθτα των απεριόριςτων κυτταρικϊν 
διαιρζςεων. Ζτςι, θ καλλιζργεια υβριδωμάτων δίνει τθν δυνατότθτα να αναπτυχκεί 
απεριόριςτοσ αρικμόσ κυττάρων ικανϊν να εκκρίνουν τον sTCR ςτο υπερκείμενο. 
 Τα υβριδϊματα που δθμιουργικθκαν με τον παραπάνω τρόπο, 
καλλιεργικθκαν με ςκοπό τθν απομόνωςθ και τον πολλαπλαςιαςμό των κλϊνων 
εκείνων που εκκρίνουν τον sTCR ςε μεγαλφτερο βακμό. Στθν εικόνα 3.9 
απεικονίηονται τα ποςοςτά ανίχνευςθσ sTCRab και sTCRgd ςτο υπερκείμενο τθσ 
καλλιζργειασ υβριδωμάτων (hsa 6 θμζρεσ) ανά τετράδα πθγαδιϊν με το πζραςμα 
των εβδομάδων. Ωσ αρχι τθσ πρϊτθσ εβδομάδασ κεωρείται θ θμζρα που 
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πραγματοποιικθκε θ ςφντθξθ. Θ ανίχνευςθ ζγινε με τθν τεχνικι τθσ ELISA και τα 
ποςοςτά εκωράηονται ωσ ποςοςτό αφξθςθσ οπτικισ πυκνότθτασ ςε ςχζςθ με το 
coating buffer. Στα πθγάδια 1-4 παρατθρείται αρχικά μείωςθ των sTCRab και 
sTCRgd, με τον sTCRgd να ςτακεροποιείται ςε ζνα χαμθλό ποςοςτό ςτισ 3-5 
εβδομάδεσ και τον sTCRab να παρουςιάηει ςυνεχόμενθ μείωςθ από τθν 1θ ωσ τθν 5θ 
εβδομάδα. Στα πθγάδια 5-8 παρατθρείται μείωςθ των sTCRab και sTCRgd τισ 
πρϊτεσ εβδομάδεσ, θ οποία ςτακεροποιείται για τον sTCRgd ςτισ 3-5 εβδομάδεσ και 
ςτθν ςυνζχεια παρουςιάηει αφξθςθ και για τα δφο μόρια ωσ τθν 6θ εβδομάδα. Στα 
πθγάδια 9-12 παρατθρείται αρχικά μείωςθ των sTCRab και sTCRgd, με τον sTCRgd 
να ςτακεροποιείται ςτισ 5-6 εβδομάδεσ και τον sTCRab να παρουςιάηει αφξθςθ ςτισ 
5-6 εβδομάδεσ. 
 Στθν εικόνα 3.10 απεικονίηονται τα ποςοςτά ανίχνευςθσ sTCRab και sTCRgd 
ςτο υπερκείμενο τθσ καλλιζργειασ υβριδωμάτων (hsa 12 θμζρεσ) ανά τετράδα 
πθγαδιϊν με το πζραςμα των εβδομάδων. Στα πθγάδια 1-4 παρατθρείται αρχικά 
αφξθςθ των sTCRab και sTCRgd ωσ τθν 5θ εβδομάδα, όμωσ το ποςοςτό μειϊνεται ωσ 
τθν 6θ εβδομάδα. Τθν ίδια ακριβϊσ πορεία ακολουκοφν και οι κλϊνοι ςτα πθγάδια 
5-8 όπου υπάρχει και πάλι αφξθςθ των sTCRab και sTCRgd ωσ τθν 5θ εβδομάδα, με 
το ποςοςτό μειϊνεται ωσ τθν 6θ εβδομάδα. Στα πθγάδια 9-12 ο sTCRgd ανιχνεφεται 
με μια ςυνεχϊσ αυξανόμενθ πορεία κακόλθ τθν διάρκεια των 6 εβδομάδων. Ενϊ ο 
sTCab ανιχνεφεται ςχετικά ςτακερόσ τισ 3 πρϊτεσ εβδομάδεσ, ςυνεχίηει με αυξθτικι 
πορεία ωσ τθν 5θ εβδομάδα θ οποία τείνει να ςτακεροποιείται ωσ τθν 6θ εβδομάδα.  
 Γίνεται λοιπόν αντιλθπτι μία αυξομείωςθ ςτα ποςοςτά ανίχνευςθσ των 
sTCRab και sTCRgd ςτο υπερκείμενο τθσ καλλιζργειασ υβριδωμάτων. Είναι λογικό 
και αναμενόμενο ςτθν αρχι τθσ ανάπτυξθσ να πεκαίνουν τα κφτταρα και τα οποία 
δεν ζχουν υβριδοποιθκεί και επομζνωσ να εμωανίηεται μείωςθ και του προϊόντοσ 
τουσ, δθλαδι του sTCR. Στθν ςυνζχεια οι κλϊνοι που καταωζρνουν να επιβιϊςουν, 
μαηί και ο sTCR που εκκρίνουν, αυξάνονται ωσ ζναν μζγιςτο βακμό και τελικά θ 
ανάπτυξθ ςτακεροποιείται ςε ζνα ςυγκεκριμζνο επίπεδο. Σε επόμενο βιμα γίνεται 
διαλογι κατά τθν οποία από τουσ κλϊνουσ αυτοφσ επιλζγονται όςοι εκωράηουν τον 
επικυμθτό sTCR ςε μεγαλφτερο ποςοςτό. Οι κλϊνοι που εξαρχισ εμωανίηουν 
πτωτικι τάςθ ςτθν ανάπτυξθ ι μειωμζνα επίπεδα ζκκριςθσ sTCR απορρίπτονται. 
 
 

3.6 Ανίχνευςθ αλλθλεπίδραςθσ του sTCR με το MHC 

 Θ επιλογι των κλϊνων που εκωράηουν το επικυμθτό προϊόν από τισ 
καλλιζργειεσ των υβριδωμάτων είναι μια χρονοβόρα διαδικαςία. Ωςτόςο, μετά από 
μία πρϊτθ προςπάκεια επιλογισ των πθγαδιϊν που ωάνθκαν να ςτακεροποιοφνται 
οι κλϊνοι τουσ, ςυλλζχκθκε υπερκείμενο τθσ καλλιζργειασ ςτθν οποία βρίςκονταν 
και ςυμπυκνϊκθκε. Το ςυμπυκνωμζνο αυτό υπερκείμενο, το οποίο περιζχει sTCRab 
και sTCRgd, χρθςιμοποιικθκε για τθν ανίχνευςθ τθσ αλλθλεπίδραςισ τουσ με τα 
μόρια MHC. Για τον ςκοπό αυτό πραγματοποιικθκαν δοκιμαςίεσ ανταγωνιςμοφ 
(competition assays), όπου κεωρικθκε ότι τα μόρια sTCR κα μποροφςαν να 
ανταγωνίηονται τα anti-MHC αντιςϊματα για τισ κζςεισ πρόςδεςθσ είτε ςε διαλυτό 
μόριο MHC είτε ςε διαμεμβρανικό μόριο MHC ςπλενοκυττάρου, ϊςτε τελικά να 
μειϊνεται το ςιμα ανίχνευςθσ του anti-MHC αντιςϊματοσ ςτθν εκάςτοτε 
δοκιμαςία. 
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Εικόνα 3.9 Απεικόνιςθ των ποςοςτϊν ανίχνευςθσ sTCRab και sTCRgd ςτο υπερκείμενο τθσ 
καλλιζργειασ υβριδωμάτων (hsa 6 θμζρεσ) ανά 4 πθγάδια με το πζραςμα των εβδομάδων. 
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Εικόνα 3.10 Απεικόνιςθ των ποςοςτϊν ανίχνευςθσ sTCRab και sTCRgd ςτο υπερκείμενο τθσ 
καλλιζργειασ υβριδωμάτων (hsa 12 θμζρεσ) ανά 4 πθγάδια με το πζραςμα των εβδομάδων. 
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 Τα αποτελζςματα τθσ δοκιμισ του ανταγωνιςμοφ που ζγιναν με sMHCI και 
sMHCII, δείχνουν αφξθςθ, και όχι τθν αναμενόμενθ μείωςθ, ςτθν ανίχνευςθ των 
anti-MHC αντιςωμάτων. Ριο ςυγκεκριμζνα τα sMHCI oπου ζγινε προςκικθ 
υπερκειμζνου με sTCR, δείχνουν ςτατιςτικά ςθμαντικι αφξθςθ (p=0,0006) 
ςυγκριτικά με τα sMHCI χωρίσ υπερκείμενο. Ραρομοίωσ, τα sMHCIΙ oπου ζγινε 
προςκικθ υπερκειμζνου με sTCR, δείχνουν ςτατιςτικά ςθμαντικι αφξθςθ 
(p=0,0003) ςυγκριτικά με τα sMHCIΙ χωρίσ υπερκείμενο (εικόνα 3.11). 

Τα αποτελζςματα τθσ δοκιμισ του ανταγωνιςμοφ που ζγιναν με 
ςπλενοκφτταρα τα οποία επιωανειακά εκωράηουν MHCI και MHCII, δείχνουν για 
ακόμθ μία ωορά αφξθςθ, και όχι τθν αναμενόμενθ μείωςθ, ςτθν ανίχνευςθ των 
anti-MHC αντιςωμάτων. (εικόνα 3.12). Θ αφξθςθ αυτι γίνεται περιςςότερο 
αντιλθπτι ςτα ςπλενοκφτταρα τα οποία εκωράηουν MHCII ςε ςχζςθ με αυτά που 
εκωράηουν MHCI ςτθν επιωάνειά τουσ. 

Θ αφξθςθ των anti-MHC αντιςωμάτων που προκφπτει ςε αντίκεςθ με τθν 
μείωςθ που αναμζνονταν, πικανόν να οωείλεται ςτο ςχθματιςμό ςυμπλόκου 
μεταξφ των sTCR και των sMHC μορίων που πικανόν υπάρχουν ςτο υπερκείμενο τθσ 
καλλιζργειασ των υβριδωμάτων. 
 
 

 
 

Εικόνα 3.11 Απεικονίηονται τα ποςοςτά ανίχνευςθσ των anti-MHCI και anti-MHCII 
αντιςωμάτων κατά τθν δοκιμι ανταγωνιςμοφ που ζγινε με sMHCI και sMHCII. Τα 
αποτελζςματα εκωράηονται ωσ ποςοςτό αφξθςθσ οπτικισ πυκνότθτασ ςε ςχζςθ με το 
coating buffer. 
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Εικόνα 3.12 Απεικονίηονται τα ποςοςτά ανίχνευςθσ των anti-MHCI και anti-MHCII 
αντιςωμάτων κατά τθν δοκιμι ανταγωνιςμοφ που ζγινε με ςπλενοκφτταρα που εκωράηουν 
επιωανειακά MHCI και MHCII. 
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4. ΢ΤΗΘΣΘ΢Θ 

 Ζνα από τα κυρίαρχα ςυςτατικά τθσ προςαρμοςτικισ ανοςίασ είναι τα Τ 
λεμωοκφτταρα. Ο ρόλοσ τουσ περιλαμβάνει τθν άμεςθ κανάτωςθ των κυττάρων 
που ζχουν προςβλθκεί από κάποιο πακογόνο, τθν ενεργοποίθςθ άλλων κυττάρων 
του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ, τθν παραγωγι κυτταροτοκινϊν και τθν ρφκμιςθ 
τθσ ανοςολογικισ απόκριςθσ. Μζςω του υποδοχζα τουσ, τα Τ κφτταρα 
αλλθλεπιδροφν με το MHC, τάξθσ Ι και τάξθσ ΙΙ, και το αντιγόνο που αυτό ωορτϊνει, 
ρυκμίηοντασ καταςτάςεισ υγείασ και αςκζνειασ. Είναι κοινϊσ αποδεκτό ότι τα μόρια 
MHC τάξθσ Ι και τάξθσ ΙΙ, κακϊσ και οι υποδοχείσ τουσ, TCRαβ και TCRγδ, αποτελοφν 
διαμεμβρανικζσ κυτταρικζσ πρωτεΐνεσ. Ωςτόςο μια ςειρά από ζρευνεσ αποδεικνφει 
πλζον τθν φπαρξθ των μορίων αυτϊν και ςε διαλυτι μορωι ςτα υγρά του ςϊματοσ. 
 Οι ανοςολόγοι του παρελκόντοσ είχαν περιγράψει ότι τα Τ καταςταλτικά 
κφτταρα τθσ εποχισ ιταν υπεφκυνα για τθν διατιρθςθ τθσ ανοχισ. Μεταξφ των 3Τ 
καταςταλτικϊν πλθκυςμϊν, ανζωεραν ότι ο πλθκυςμόσ Ts1 που είναι CD4+ εκκρίνει 
τον παράγοντα TsF1 o οποίοσ δρα ςε ζναν δεφτερο πλθκυςμό Ts2. Mε τθ ςειρά του, 
ο Ts2 παράγει ςε επόμενο χρονικό ςτάδιο τον παράγοντα TsF2 ο οποίοσ ενεργοποιεί 
τον πλθκυςμό Ts3 που τελικά είναι αυτόσ που δρα καταςταλτικά. Συνδυάηοντασ τισ 
γνϊςεισ του τότε με τισ ςθμερινζσ, δθμιουργικθκε θ υπόκεςθ ότι ο TsF1 κα 
μποροφςε να αντιπροςωπεφει τον sTCR, ενϊ ο TsF2 κα μποροφςε να 
αντιπροςωπεφει το sMHC. 
 Το μεγάλο ενδιαωζρον που προκφπτει από τθν ανακάλυψθ τθσ φπαρξθσ των 
sTCR μορίων ςτον οργανιςμό, αποτζλεςε κινθτιριο δφναμθ για τθν εφρεςθ μιασ 
κατάλλθλθσ πθγισ, όπου ο sTCR κα ανιχνεφεται ςε επίπεδα τζτοια που να 
επιτρζπουν τθν απομόνωςι του ςε επαρκείσ και αξιοποιιςιμεσ ποςότθτεσ. Για τον 
ςκοπό αυτό ζγιναν προςπάκειεσ ανίχνευςθσ ςτο κολπικό υγρό, ςτο ςπζρμα και ςτο 
εντερικό υγρό. Ραρόλο που οι sTCRab και sTCRgd ανιχνεφτθκαν ςε αυτά τα 
ςωματικά υγρά, οι ποςότθτζσ τουσ δεν ιταν αρκετά υψθλζσ άρα δε κα μποροφςαν 
να αποτελζςουν καλι πθγι. Ενδιαωζρον βζβαια προκαλεί θ ανάλυςθ του μοριακοφ 
βάρουσ του sTCR που απομονϊκθκε από το ςπζρμα. Στο πικτωμα 
πολυακρυλαμίδθσ με αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ ωαίνεται πωσ ο sTCR διατθρείται ςε 
ετεροδιμερι μορωι και μάλιςτα ζχει μοριακό βάροσ μικρότερο τθσ αντίςτοιχθσ 
διαμεμβρανικισ του μορωισ. Θ πλθροωορία αυτι δίνει ςτοιχεία για τθν δομι του 
sTCR από τθν οποία πικανόν να απουςιάηουν το διαμεμβρανικό και ενδοκυττάριο 
τμιμα. 
 Στο πλαίςιο τθσ δεφτερθσ προςπάκειασ που ζγινε για τθν εφρεςθ πθγισ 
sTCR, χρθςιμοποιικθκε ζνα λειτουργικό ςφςτθμα ανοχισ κατά το οποίο 
εμωανίηεται καταςτολι ςε 2 χρονικζσ ςτιγμζσ. Από τθν in vivo ανοχοποίθςθ 
ςυμπεραίνεται ότι ςτθν αρχι τθσ καταςτολισ (θμζρα 6) αυξάνεται ςθμαντικά ο 
sTCRab, ενϊ ςε επόμενο χρόνο (θμζρα 12) αυξάνεται ςθμαντικά ο sTCRgd. Το 
επίπεδο κυττάρων όμωσ δεν άλλαξε ςθμαντικά από τθν ανοχοποίθςθ, πράγμα που 
ςθμαίνει ότι δεν είναι ουςιαςτικά τα κφτταρα αυτά που δρουν ςτθν καταςτολι, 
αλλά τα προϊόντα τουσ όπωσ ακριβϊσ περιγράωθκε από τουσ ανοςολόγουσ του 
παρελκόντοσ. Από τθν in vitro ανοχοποίθςθ παρατθρείται ςθμαντικά αυξθμζνοσ 
πλθκυςμόσ TCRab και ςτισ δφο χρονικζσ ςτιγμζσ τθσ ανοχισ που με τθν ίδια λογικι 
δεν ςχετίηεται με ςτθν καταςτολι. Τθν καταςτολι επιωζρουν, όπωσ προειπϊκθκε, 
τα προϊόντα sTCRab και sTCRgd τα οποία ανιχνεφονται ςε ςθμαντικά ποςοςτά. 
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To παραπάνω ςφςτθμα ανοχισ επιβεβαίωςε ωυςικά τθν φπαρξθ του sTCR 
και ζδωςε κάποιεσ λειτουργικζσ πλθροωορίεσ, αλλά τα επίπεδα ανίχνευςθσ του 
υποδοχζα είναι χαμθλά και δεν επιτρζπουν τθν απομόνωςθ και περεταίρω μελζτθ 
του. Θ τρίτθ προςπάκεια, κατά τθν οποία δθμιουργικθκαν Τ υβριδϊματα από 
αρχικά Τ κφτταρα ςπλινασ ανοχοποιθμζνου ηϊου, ωαίνεται πωσ κα μποροφςε να 
αποτελζςει μια καλι πθγι ζκωραςθσ sTCR μορίων. Πμωσ θ διαδικαςία επιλογισ των 
ςτακερϊν κλϊνων με δυνατότθτα επιβίωςθσ και ζκκριςθσ του επικυμθτοφ 
προϊόντοσ απαιτεί πολφ χρόνο και είναι ζνα αρκετά δφςκολο εγχείρθμα. Ωςτόςο ςε 
ζνα πρωταρχικό βιμα που ζγινε, προζκυψαν κάποια λειτουργικά αποτελζςματα. 
Συγκεκριμζνα, από τισ δοκιμαςίεσ ανταγωνιςμοφ παρατθρείται ζνα 
επαναλαμβανόμενο αποτζλεςμα αφξθςθσ των anti-MCH αντιςωμάτων. Ενϊ θ 
αρχικι υπόκεςθ υποςτιριηε ότι τα μόρια sTCR ανταγωνίηονταν τα anti-MHC 
αντιςϊματα για τισ κζςεισ πρόςδεςθσ είτε ςε διαλυτό μόριο MHC είτε ςε 
διαμεμβρανικό μόριο MHC ςπλενοκυττάρου, και επομζνωσ κα αναμζνονταν μείωςθ 
των anti-MHC αντιςωμάτων. Ζτςι προκφπτει το ςυμπζραςμα ότι ςχθματίηεται 
ςφμπλοκο μεταξφ των sTCR και των sMHC μορίων που πικανόν υπάρχουν ςτο 
υπερκείμενο τθσ καλλιζργειασ των υβριδωμάτων. Αν ο sTCR βρίςκεται ιδθ ςε 
ςφμπλοκο με το sMHC, δε μπορεί να μπει καν ςτθ διαδικαςία να ανταγωνιςτεί το 
anti-MHC αντίςωμα. Ωσ ςφμπλοκο όμωσ, μπορεί να προςδϊςει επιπλζον μόρια 
MHC τα οποία και ανιχνεφονται. Ζτςι δικαιολογείται θ αφξθςθ των anti-MHC 
αντιςωμάτων ςτο πρωτεϊνικό επίπεδο δοκιμαςίασ ανταγωνιςμοφ. Επίςθσ, λόγω του 
ότι ο sTCR είναι ςε κζςθ να αντιδράςει παράπλευρα με το CD4 ι CD8, μπορεί να 
προςδζνεται ςτα κφτταρα που ωζρουν αυτοφσ του παράγοντεσ και να τουσ 
προςωζρει επιπλζον μόρια MHC. Ζτςι δικαιολογείται θ αφξθςθ των anti-MHC 
αντιςωμάτων ςτο κυτταρικό επίπεδο δοκιμαςίασ ανταγωνιςμοφ. Μία ακόμθ 
παρατιρθςθ είναι ότι το πικανό ςφμπλοκο sTCR-sMHC δε ςυνδζεται ιςχυρά, αωοφ 
θ μοναδικι πρωτεϊνικι μπάντα που εμωανίςτθκε ςτθν ανάλυςθ του sTCR 
απομονωμζνου από το ςπζρμα, δεν ξεπερνά τα 65 kDa. Αν υπιρχαν και τα δφο 
μόρια του ςυμπλόκου μεσ ςτο πικτωμα κα είχαν εμωανιςτεί διαωορετικά μοριακά 
βάρθ. Ρικανι εξιγθςθ ςε περίπτωςθ που υπάρχει το ςφμπλοκο πριν τθν 
απομόνωςθ με ςωαιρίδια, είναι ότι λόγω των αςκενϊν ιοντικϊν δυνάμεων μεταξφ 
των δφο, μορίων το sMHC αποςπάται κατά τθν ζκλουςθ του sTCR από τα ςωαιρίδια. 

Θ ανίχνευςθ του TCR ςε διαλυτι μορωι ανοίγει ζναν νζο δρόμο για τθν 
ζρευνα που αωορά ςτθν ανοςορρφκμιςθ ςε αςκζνειεσ και κεραπείεσ. Διακζτοντασ 
τισ κατάλλθλεσ ποςότθτεσ των sTCRab και sTCRgd, κα μπορζςουμε να ερευνιςουμε 
τον ρόλο τουσ και να οδθγιςουμε τθν ανοςοκεραπεία προσ επιλεγμζνα μονοπάτια 
ενεργοποίθςθσ. 
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