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Περίληψη 

Οι κυτταρικοί και µοριακοί µηχανισµοί που ελέγχουν την ικανότητα του 

ανοσοποιητικού συστήµατος να πραγµατοποιήσει µια απόκριση ενάντια σε κάποιο 

παθογόνο, αλλά παράλληλα να αποφύγει µια παθολογική απάντηση σε αντιγόνα του 

εαυτού, παραµένουν ένα θεµελιώδες ερώτηµα για τους ανοσολόγους. Στην παρούσα 

εργασία ασχοληθήκαµε µε τη µελέτη  των λειτουργικών αποκρίσεων των Τ λεµφοκυττάρων  

σε ένα διαγονιδιακό µοντέλο ανοσολογικής ανοχής σε ιστοειδικά εκφραζόµενο αντιγόνο 

στο ποντίκι. Η εργασία χωρίζεται σε τρία µέρη. Στο πρώτο µέρος γίνεται η ανάλυση 

διαφόρων διαγονιδιακών ζώων σε ότι αφορά την έκφραση του αντιγόνου (NP) και του 

υποδοχέα που το αναγνωρίζει (F5) στις σειρές pNP31, pNP4.3L, pNP4.2 και F5/pNP31, 

F5/pNP4.3L. Στο δεύτερο µέρος εξετάζουµε το ρόλο του TNF στην ανάπτυξη ινσουλίτιδας 

στο στέλεχος C57/BL10 και TNF-/-, ύστερα από χορήγηση του φαρµάκου streptozotocin. 

Στο τρίτο µέρoς ασχολούµαστε µε τη δηµιουργία γονιδιακών κατασκευών που περιέχουν το 

γονίδιο της DsRed πρωτεΐνης για την περαιτέρω δηµιουργία διαγονιδιακών ζώων που θα 

µας επιτρέπουν να παρακολουθούµε τα Τ λεµφοκύτταρα και κατεπέκταση να µελετήσουµε 

τους µηχανισµούς µε τους οποίους αυτά λειτουργούν. 
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1. Εισαγωγή 

 

Η επιβίωση ενός ατόµου, εξαρτάται από πολλαπλούς παράγοντες, από τους 

οποίους ένας ιδιαίτερα σηµαντικός, είναι η προστασία ενάντια σε παράσιτα και 

µολύνσεις. Στον οργανισµό, έχει αναπτυχθεί το ανοσοποιητικό σύστηµα, το οποίο έχει 

αναλάβει αυτόν τον προστατευτικό ρόλο διακρίνοντας τα µόρια του εαυτού από εξωγενή 

µόρια, αποµακρύνοντας εποµένως καθετί ξένο. 

Το ανοσοποιητικό σύστηµα, προκειµένου να προσαρµόσει την ανοσολογική 

απόκριση σε κάθε «ξένο» εισβολέα, διαθέτει υψηλή ευελιξία και πολυπλοκότητα από 

όλες τις απόψεις. Συνεπώς, αποτελείται από αρκετούς διαφορετικούς κυτταρικούς 

τύπους και συστατικά στοιχεία, τα οποία αλληλεπιδρούν µεταξύ τους µε περίπλοκα 

σηµατοδοτικά µονοπάτια µέσω διαλυτών µορίων (επίκτητη ανοσία) αλλά και µέσω 

κυτταρικής επαφής (έµφυτη ανοσία). 

Όλα τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος, διαφοροποιούνται από ένα κοινό 

αρχέγονο πρόδροµο, από τον οποίο προκύπτουν δύο κύριες εξελικτικές γραµµές: η 

λεµφοειδής, η οποία παράγει τα λεµφοκύτταρα και η µυελοειδής η οποία παράγει τα 

κοκκιοκύτταρα και τα µακροφάγα. Τα λευκοκύτταρα αποτελούν τη σηµαντικότερη 

κυτταρική σειρά του ανοσοποιητικού συστήµατος και διακρίνονται στα λεµφοκύτταρα 

που συµµετέχουν στην επίκτητη ανοσία και στα µακροφάγα τα οποία είναι υπεύθυνα 

για την έµφυτη ανοσία (Janeway C.2001). 

Τα λεµφοκύτταρα βρίσκονται σε µεγάλους αριθµούς στο αίµα και σε ειδικά  

λεµφικά όργανα όπως ο θύµος, η σπλήνα και οι λεµφαδένες. Τα Τ κύτταρα που 

διαφοροποιούνται στο θύµο είναι υπεύθυνα για την κυτταροµεσολαβητική ανοσία, ενώ 

τα Β κύτταρα τα οποία αναπτύσσονται στο εµβρυϊκό συκώτι ή στο µυελό των οστών στα 

ώριµα άτοµα, είναι αυτά που παράγουν αντισώµατα.  Τα Τ κύτταρα χωρίζονται σε δύο 

κύριες κατηγορίες, τους Τ βοηθούς (T helpers-TH) και τα Τ κυτταροτοξικά (T cytotoxic-

Tc). Ο ρόλος των TH (CD4+CD8-) έγκειται στην ενεργοποίηση άλλων κυττάρων του 

ανοσοποιητικού συστήµατος, ενώ ο ρόλος των Tc (CD4-CD8+) έγκειται στη θανάτωση των 

κυττάρων στόχων (Janeway C.2001). 

H λειτουργία των κυττάρων αυτών, βασίζεται στην αναγνώριση αντιγόνων τα οποία 

βρίσκονται συνδεδεµένα µε µεµβρανικούς υποδοχείς στην επιφάνεια ειδικών 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (Antigen presenting cells-APC’s). Οι υποδοχείς 

αυτοί είναι τα λεγόµενα µόρια του κυρίου συµπλόκου ιστοσυµβατότητας ή αλλιώς του 

µείζονος συµπλόκου ιστοσυµβατότητας (ΜΣΙ), εκφράζονται στα κύτταρα όλων των 

ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισµών. Πρωτοβρέθηκαν στα ποντίκια όπου ονοµάστηκαν 
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Η-2 αντιγόνα (histocompatability-2 antigens). Τα αντίστοιχα ανθρώπινα µόρια 

ονοµάζονται HLA αντιγόνα (human-leycocyte-associated antigen)  (Alberts).  

 

Υπάρχουν δύο κυρίαρχες τάξεις των µορίων ΜΣΙ 

Οι πρωτεΐνες Τάξης Ι και Τάξης ΙΙ του ΜΣΙ έχουν πολύ όµοιες γενικές δοµές. Είναι 

και οι δύο διαµεµβρανικά ετεροδιµερή, των οποίων οι εξωκυτταρικές αµινοτελικές 

περιοχές προσδένουν το αντιγόνο για την παρουσίαση του στα Τ λεµφοκύτταρα. 

Πρόκειται για επιφανειακά γλυκοπρωτεϊνικά µόρια των οποίων ο κύριος ρόλος έγκειται 

στην παρουσίαση ξένων προς τον οργανισµό πρωτεϊνών στα αντιγονοπαρουσιαστικά 

κύτταρα (APCs-Antigen Presenting Cells). Τα µόρια αυτά συµµετέχουν τόσο στη 

χυµική όσο και στην κυτταροµεσολαβητική απόκριση ενός οργανισµού (Alberts). 

 

Ανοχή. Μια χαρακτηριστική λειτουργική απόκριση των Τ κυττάρων. 

 

Οι κυτταρικοί και µοριακοί µηχανισµοί που ελέγχουν την ικανότητα του 

ανοσοποιητικού συστήµατος να πραγµατοποιήσει µια απόκριση ενάντια σε κάποιο 

παθογόνο, αλλά παράλληλα να αποφύγει µια παθολογική απάντηση σε αντιγόνα του 

εαυτού, παραµένουν ένα θεµελιώδες ερώτηµα για τους ανοσολόγους. 

Η ανοχή είναι µια φυσιολογική διαδικασία η οποία περιορίζει τα  Τ και τα Β 

λεµφοκύτταρα και διακρίνεται σε κεντρική και περιφερική ανοχή. Οι µηχανισµοί  της 

ανοχής έχουν σχεδιαστεί ώστε να εξαλείφονται τα αυτοδραστικά Β και Τ λεµφοκύτταρα, 

µια διαδικασία που για τα Τ λεµφοκύτταρα συµβαίνει στο θύµο (κεντρική ανοχή). 

Συγκεκριµένα, αντιγόνα του εαυτού παρουσιάζονται στα Τ λεµφοκύτταρα και 

εξαλείφονται οι κλώνοι εκείνοι που αναγνωρίζουν ισχυρά αντιγόνο του εαυτού. Ωστόσο, 

λόγω “αδυναµίας” παρουσίασης όλων των αντιγόνων εαυτού στο θύµο, κάποιοι κλώνοι 

λεµφοκυττάρων και εν δυνάµει αυτοδραστικοί, διαφεύγουν στην περιφέρεια. Οι κλώνοι 

αυτοί αποτελούν έναν “φυσιολογικό” πληθυσµό  της περιφέρειας των λεµφοκυττάρων 

των οργανισµών και το ανοσοποιητικό σύστηµα χρησιµοποιεί διάφορους µηχανισµούς 

ελέγχου και περιορισµού, προκειµένου να αποτραπούν φαινόµενα αυτοανοσίας 

(περιφερική ανοχή). Παρόµοιοι µηχανισµοί διαµορφώνονται και κατά την ανάπτυξη των 

Β λεµφοκυττάρων. 

Η ειδικότητα των αντιγονικών υποδοχέων των Β και των Τ λεµφοκυττάρων είναι το 

αποτέλεσµα τυχαίου ανασυνδυασµού πολλών γονιδίων µιας γενωµικής περιοχής 

(ανασυνδυασµός V,D,J). Θεωρητικά, µέσω της διαδικασίας αυτής µπορούν να 
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δηµιουργηθούν 109 διαφορετικοί υποδοχείς των Τ κυττάρων (TCR’s), 

συµπεριλαµβανοµένων και αυτών που αναγνωρίζουν πιθανά αυτοαντιγόνα 

(αυτοδραστικά Τ κύτταρα) (Janeway C.2001) .  

Εποµένως, η ανοχή (κεντρική και περιφερική) αποτελεί µια πολύ σηµαντική 

διαδικασία που σε περιπτώσεις µειωµένης ενεργότητας µπορεί να οδηγήσει σε 

αυτοανοσία (Kamradt, 2001).  

 

Κεντρική ανοχή: 

 

Πιο αναλυτικά, ο κύριος µηχανισµός της κεντρικής ανοχής είναι η απαλοιφή των 

αυτοδραστικών Τ κυττάρων στο θύµο. Τα ανώριµα Τ κύτταρα µεταναστεύουν από το 

µυελό των οστών στο θύµο, όπου έρχονται σε επαφή µε διάφορα αντιγόνα. Τα Τ 

λεµφοκύτταρα τα οποία έχουν υποδοχέα που αναγνωρίζει µε χαµηλή συγγένεια το 

σύµπλοκο πεπτιδίου-ΚΣΙ (Κύριο Σύµπλοκο Ιστοσυµβατότητας), πεθαίνουν λόγω 

άγνοιας, ενώ τα κύτταρα τα οποία έχουν υψηλή συγγένεια αυτοαντιγόνου-ΚΣΙ δέχονται 

σήµα για απόπτωση και πεθαίνουν. Τα κύτταρα εκείνα τα οποία έχουν ενδιάµεση 

συγγένεια πεπτιδίου-ΚΣΙ,  δέχονται σήµα για θετική επιλογή, ωριµάζουν στο θύµο και 

στη συνέχεια µεταφέρονται στην περιφέρεια. 

 

Περιφερική ανοχή: 

Η περιφερική ανοχή λειτουργεί σύµφωνα µε τους παρακάτω κύριους 

µηχανισµούς: 

        1)  Άγνοια (Ignorance):  

• Όταν το επίπεδο του αυτοαντιγόνου είναι κάτω από το κατώφλι ενεργοποίησης 

των Τ κυττάρων. 

• Όταν υπάρχει φυσικός διαχωρισµός µεταξύ των αυτοαντιγόνων και των 

αυτοδραστικών Τ κυττάρων (πχ. αιµατοεγκεφαλικός φραγµός). 

        2) Απαλοιφή (deletion) των Τ κυττάρων:  

•  Όταν γίνεται η αντιγονοπαρουσίαση παρουσία υψηλής συγκέντρωσης 

αυτοαντιγόνου, µε την κατάλληλη συµπληρωµατική σηµατοδότηση.                                                 

         3) Ρύθµιση:  

• Ανέργεια (Anergy):  Όταν γίνεται η αντιγονοπαρουσίαση (υπάρχει αλληλεπίδραση 

TCR µε πεπτίδιο-MHC), αλλά δεν υπάρχει σηµατοδότηση από συνδιεγερτικά µόρια 

όπως πχ. το CD28. 
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• Αναστολή (Inhibition): ενεργοποιούνται κατασταλτικά µόρια τα οποία οδηγούν σε 

αναστολή της ενεργοποίησης των Τ κυττάρων όπως το CTLA-4. 

• Καταστολή ή απόκλιση (Suppression or Deviation): ρυθµιστικά Τ κύτταρα 

(Tregs-T regulatory cells) µπορούν να αναστείλουν ή να καταστείλουν άλλα Τ κύτταρα 

µέσω της παραγωγής ανασταλτικών κυτοκινών όπως η IL-10 και ο  TGF-β.  

Οι βασικοί µηχανισµοί ανοχής που αναφέρθηκαν παραπάνω, εξαρτώνται σε 

πολλές περιπτώσεις και από το γενετικό υπόβαθρο του κάθε οργανισµού (Davidson, 

2001).  

Το ανοσοποιητικό σύστηµα πολλές φορές δεν µπορεί να λειτουργήσει σωστά λόγω 

διαφόρων καταστάσεων που οφείλονται τόσο σε γενετικούς όσο και σε περιβαλλοντικούς 

παράγοντες. Έτσι λοιπόν προκύπτουν διάφορες παθολογικές καταστάσεις και 

αυτοάνοσα νοσήµατα όπως ο σακχαρώδης διαβήτης. 

 

1.1 Σακχαρώδης διαβήτης τύπου Ι (Type I Diabetes Mellitus) 

 

Ο διαβήτης τύπου Ι είναι µια κλασική µορφή ινσουλινο-εξαρτώµενου διαβήτη. 

Αναπτύσσεται εξαιτίας µιας πολύπλοκης αλληλεπίδρασης ανάµεσα σε περιβαλλοντικούς 

παράγοντες και της γενετικής προδιάθεσης για την ασθένεια (Bach J.F. ,1995). Πολλές 

φορές θεωρείται ότι προκύπτει από µια αυτοάνοση καταστροφή των παγκρεατικών β 

νησιδίων, τα οποία αποτελούν τα κύτταρα παραγωγής ινσουλίνης. Με την καταστροφή 

τους δηµιουργείται µια ανεπάρκεια τόσο στη σύνθεση όσο και στην παραγωγή της 

ινσουλίνης. Η αυτοάνοση καταστροφή των β νησιδίων µπορεί να διαρκέσει για µεγάλο 

χρονικό διάστηµα πριν τη διάγνωση της ασθένειας, αλλά η απώλεια των β κυττάρων 

πολλές φορές επιταχύνεται αρκετά γρήγορα. Η αυτοάνοση απόκριση µπορεί να 

οφείλεται σε πολλούς λόγους τους οποίους µπορούµε να διαχωρίσουµε περιληπτικά σε 

5 κατηγορίες (Anderson, 2000): 

Α.  Σε µόλυνση η οποία δεν έχει εντοπιστεί. Στην περίπτωση αυτή το 

ανοσοποιητικό σύστηµα κατευθύνεται ενάντια σε ξένο παθογόνο, καταστρέφοντας 

παράλληλα το προσβεβληµένο όργανο. 

Β. Μοριακός µιµητισµός. Ορισµένα αντιγόνα στην επιφάνεια των β κυττάρων 

µπορούν να αναγνωριστούν από αντισώµατα τα οποία δρουν ενάντια σε ξένα αντιγόνα 

(π.χ. αντισώµατα ενάντια στον ιό Coxsackie B µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε 

πρωτεΐνες των β κυττάρων  όπως οι GAD). 
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Γ. Ανεξέλεγκτος κυτταρικός θάνατος. Μπορεί να προκληθεί από µη τοξικούς 

παράγοντες ή από µεταλλαγές σε ένα από τα πολλά γονίδια που ελέγχουν τον 

προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο και να ενεργοποιήσει το ανοσοποιητικό σύστηµα. 

∆.  Ελαττωµατική ρύθµιση της ανοσολογικής απόκρισης, γεγονός που µπορεί να 

αλλάξει το κανονικό πρότυπο παραγωγής κυτοκινών και αντισωµάτων του ιστού. 

Ε. Η ανοσολογική απόκριση µπορεί να είναι η συνέπεια και όχι η αιτία 

πρόκλησης κυτταρικής βλάβης. Παρόλο που µπορεί να υπάρχουν αυτοαντισώµατα δεν 

παίζουν κανένα ρόλο στην παθογένεια της ασθένειας. Στην περίπτωση αυτή τα 

αυτοαντισώµατα χρησιµοποιούνται ως διαγνωστικοί µάρτυρες. 

 

1.2  Κυτοκίνες 

Τα διηθούµενα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος παράγουν και 

απελευθερώνουν φλεγµονώδεις παράγοντες, όπως για παράδειγµα κυτοκίνες που 

µπορεί να συνεισφέρουν στη δυσλειτουργία των β κυττάρων καθώς και το θάνατό τους. 

Οι περισσότερες κυτοκίνες δρουν τοπικά, αλλά υπάρχουν και άλλες όπως για 

παράδειγµα οι IL-1β, IL-6 και ο TNF-α, που έχουν γενικότερη δράση. Στα ζωικά 

µοντέλα του διαβήτη τύπου 1 εκφράζονται διάφορες κυτοκίνες και το πρότυπο 

λειτουργίας τους είναι αρκετά περίπλοκο. Μια συγκεκριµένη κυτοκίνη µπορεί είτε να 

ενισχύσει είτε να επηρεάσει τη δράση άλλων κυτοκινών (Thorvaldson, 2003). Επιπλέον, 

η δράση των κυτοκινών µπορεί να είναι εξαρτώµενη από το χρόνο και τη συγκέντρωσή 

τους (Christen,2001). 

 

1.3 ΤΗ1 και ΤΗ2 

Η καταστροφή των β κυττάρων στον τύπου Ι διαβήτη  σχετίζεται µε τις κυτοκίνες 

που παράγονται από τα Τ κύτταρα. Η ισορροπία µεταξύ των κυτοκινών που παράγονται 

από τα ΤΗ1 και ΤΗ2 λεµφοκύτταρα, θεωρείται ότι επηρεάζει την έκβαση της ασθένειας. 

Στον τύπου Ι διαβήτη µια ΤΗ1 απόκριση (παραγωγή κυτοκινών όπου κυριαρχούν οι 

TNF-α, IFN-γ, IL-2 και IL-12) θεωρείται ότι σχετίζεται µε την ινσουλίτιδα που 

προκαλείται από την καταστροφή των β κυττάρων. Αντίθετα µια ΤΗ2 απόκριση 

σχετίζεται µε µια µη καταστροφική ινσουλίτιδα και προστασία ενάντια στην καταστροφή 

των β κυττάρων που προκαλείται από την ΤΗ1 απόκριση  (Thorvaldson, 2003) . 

Η κυτοκίνη TNF-α επάγει την παραγωγή ορισµένων άλλων κυτοκινών όπως η IL1-β 

και η IL-6. Η έλλειψη της p55 µορφής του υποδοχέα του TNF-α, έχει δειχθεί ότι 

λειτουργεί προστατευτικά στην περίπτωση του διαβήτη στα NOD ποντίκια, αλλάζοντας 

την ικανότητα των Τ κυττάρων που αλληλεπιδρούν µε τα νησίδια να επάγουν 
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ινσουλίτιδα και να προκαλέσουν την καταστροφή αυτών (Pakala,1999). Αναστολή του  

TNF-α έχει ως αποτέλεσµα την πρόληψη της υπεργλυκαιµίας και της ινσουλίτιδας σε 

ορισµένα µοντέλα διαβητικών ποντικών (Holstad 2001, Rothe 1990), ωστόσο σε κάποια 

άλλα έχει αναφερθεί αύξηση της παραγωγής του. 

 

 

     
 εικόνα 1 Ισορροπία ΤΗ1-ΤΗ2 

 

 

Οι αυτοάνοσες διαδικασίες που σχετίζονται µε το διαβήτη τύπου Ι και µε άλλες 

ασθένειες, έχουν σαν αρχικό ερέθισµα ένα φλεγµονώδες γεγονός. Σε αυτή την αρχική 

φάση πολύ σηµαντικό ρόλο παίζουν διαµεσολαβητικά µόρια όπως ο TNF-α και συνήθως 

επάγουν παρά αναστέλλουν την έκβαση της ασθένειας. Συγκεκριµένα ο TNF-α έχει 

δειχθεί σε διάφορες περιπτώσεις ότι λειτουργεί ως ανοσορυθµιστικό µόριο 

αναστέλλοντας τον πολλαπλασιασµό των Τ κυττάρων και την παραγωγή κυτοκινών 

καθώς και αποτρέποντας την ανάπτυξη αυτοαντιδραστικών Τ κυττάρων. Εποµένως 

πρέπει να σηµειώσουµε πως οι φλεγµονώδεις κυτοκίνες υπάρχουν σε µια ευαίσθητη 

ισορροπία µέσα στον οργανισµό (Christen,2001) (εικόνα1). 

 

1.4. ΤΝF παράγοντας νέκρωσης όγκων 

Ο παράγοντας νέκρωσης όγκων (tumor necrosis factor –TNF) είναι µία κυτοκίνη 

που έχει χαρακτηριστεί από το 1975 (Carswell, 1975). Ο ΤΝF υπάρχει τόσο σε διαλυτή 

όσο και σε µεµβρανική µορφή και είναι βιολογικά ενεργή όταν οµοτριµερίζεται 
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(Jones,1989). Οι δραστικότητες του ΤΝF µεσολαβούνται από δύο κύριους υποδοχείς 

ΤΝFRI (p55) και TNFRII (p75), οι οποίοι διαφέρουν όσον αφορά την κατανοµή τους 

στους διάφορους κυτταρικούς πληθυσµούς, καθώς και στη συγγένεια τους για τον ΤΝF 

(Heller, 1994). Ο ΤΝF είναι µία πλειοτροπική κυτοκίνη µε πληθώρα λειτουργιών 

συµπεριλαµβανοµένων της κυτταροτοξικότητας, της ανάπτυξης του ανοσοποιητικού 

συστήµατος, της προστασίας από τις µολύνσεις, της ανοσορρύθµισης και της κυτταρικής 

διαφοροποίησης (Barbara,1996/ Baxter,1996). Η ανακάλυψη όσον αφορά τον ΤΝF, ότι 

δεν επάγει µόνο φλεγµονώδεις ανοσολογικές αποκρίσεις αλλά φέρει και  σηµαντική 

ανοσοκατασταλτική δράση, άλλαξε δραστικά τα δεδοµένα σε ότι αφορούσε την 

καθιερωµένη αντίληψη ότι οι προ-φλεγµονώδεις κυτοκίνες προάγουν τα αυτοάνοσα 

νοσήµατα ενώ οι ρυθµιστικές τα καταστέλλουν (O Shea,2001). Μάλιστα, πιο πρόσφατες 

λεπτοµερείς µελέτες υποδεικνύουν ότι τόσο η στιγµή όσο και η διάρκεια έκφρασής του 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στον καθορισµό του παθογενετικού έναντι του προστατευτικού 

ρόλου του TNF (Green,2000/Cope,1997). 

Στόχος του εργαστηρίου είναι να αναπτύξει ένα ζωικό µοντέλο για τον ανθρώπινο 

διαβήτη, προκειµένου να µπορέσουµε, ύστερα από τις κατάλληλες πειραµατικές 

διαδικασίες, να βρούµε στοιχεία για να αντιµετωπίσουµε αυτή την ασθένεια.  Για το 

λόγο αυτό έχουν δηµιουργηθεί διαγονιδιακές σειρές ζώων που εκφράζουν ένα 

συγκεκριµένο πεπτίδιο (ΝΡ) και ένα συγκεκριµένο TCR υποδοχέα που αναγνωρίζει το 

πεπτίδιο αυτό. Το ΝΡ πεπτίδιο που βλέπουν οι υποδοχείς αυτοί είναι ιστοειδικά 

εκφραζόµενο στο πάγκρεας. Μπορούµε έτσι και µελετάµε την ανοσολογική απόκριση 

των ζωικών µοντέλων που διαθέτουµε (ενθέσεις του ΝΡ γονιδίου  διαφορετικές σε 

αριθµό στις διάφορες σειρές ποντικών), ελέγχοντας τον πολλαπλασιασµό, τη σύστασή 

τους (CD8+ CD4+), καθώς και την ιστοειδική τους έκφραση (θύµος, λεµφαδένες, 

πάγκρεας) και το βαθµό έκφρασης στους ιστούς αυτούς.  

Για την παρακολούθηση των Τ λεµφοκυττάρων προχωρήσαµε στη δηµιουργία 

µιας  γονιδιακής κατασκευής (construct), η οποία θα περιέχει το γονίδιο µιας  

φθορίζουσας πρωτεΐνης. Η πρωτεΐνη DsRed, φθορίζει στην περιοχή του κόκκινου στο 

φάσµα του φωτός και θα µας επιτρέπει να παρακολουθούµε τα Τ λεµφοκύτταρα στην 

κυτταροµετρία ροής, χωρίς να τα βάψουµε µε ειδικά αντισώµατα που φέρουν άλλες 

χρωστικές, γιατί θα εκφράζουν  ενδογενώς αυτή που εµείς θα τους προσθέσουµε. 

 

DsRed: 

H πρωτεΐνη DsRed express, είναι µια παραλλαγή της πρωτεΐνης των Discosoma 

sp. και φθορίζει στο κόκκινο. Περιέχει 9 αµινοξικές αλλαγές, οι οποίες µειώνουν 
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δραστικά το χρόνο από την επιµόλυνση µέχρι τον εντοπισµό του κόκκινου φθορισµού 

και µειώνουν επίσης την εκποµπή πράσινου φθορισµού (Gross et al,2000) 

(Baird,2000).  

Όταν η DsRed express εκφράζεται σε κυτταροκαλλιέργειες θηλαστικών, τα 

κύτταρα που εκπέµπουν κόκκινο φως µπορούν να εντοπιστούν µέσα σε 8-12 ώρες µε 

µικροσκόπιο φθορισµού είτε µε FACS. Ο µέγιστος φθορισµός συνήθως αποκτάται 

µέσα σε 24-30 ώρες. 

 

 

 Εφαρµογές: 

 

Λόγω της ιδιότητας της αυτής, να φθορίζει αρκετά γρήγορα, µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί σαν µάρτυρας προκειµένου να εκτιµήσουµε την αποδοτικότητα των 

επιµολύνσεων που κάνουµε, καθώς επίσης και σαν µάρτυρας για να εντοπίσουµε την 

ενεργοποίηση της δραστικότητας των υποκινητών. Μπορεί επίσης να  χρησιµοποιηθεί 

σε συνδυασµό µε την EGFP ή την HcRed, για να παρακολουθήσουµε την γονιδιακή 

έκφραση από διαφορετικούς υποκινητές. 

 

χαρακτηριστικά DsRed-Express 

Μέγιστο διέγερσης(nm) 557 

Μέγιστο εκποµπής (nm) 579 

Ένταση 17100 

Χρόνος εντοπισµού 8-12ώρες 

Τριτοταγής δοµή Τετραµερές 

 

Εφαρµογές µαζί µε άλλες χρωστικές : 

Μικροσκοπία φθορισµού ++ 

Κυτταροµετρία ροής ++ 

 (µπορεί να διεγερθεί µε  laser  στα 488nm) 

 

Οι φθορίζουσες πρωτεΐνες γενικότερα, µε χαρακτηριστικό παράδειγµα την GFP, 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν για in vivo απεικόνιση (imaging). Ένα µειονέκτηµα της 

GFP είναι ότι το µήκος εκποµπής της είναι αρκετά χαµηλό, ώστε να επικαλύπτεται µε 

τον κυτταρικό αυτοφθορισµό. Αυτός είναι ένας λόγος για τον οποίο αναζητήθηκαν νέες 

πρωτεΐνες µε παρόµοιες ιδιότητες, όπως η DsRed που χρησιµοποιούµε εµείς. Οι 
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φθορίζουσες πρωτεΐνες δεν χρειάζονται συµπαράγοντες, ούτε άλλες χηµικές 

τροποποιήσεις πριν την απεικόνιση. Έτσι λοιπόν µπορούµε να παρακολουθήσουµε την 

αύξηση ενός όγκου, τη δηµιουργία µετάστασης, καθώς επίσης και έκφραση διαφόρων 

γονιδίων µε τη χρήση των πρωτεϊνών αυτών (Ntziachristos,2002). 

 
Αντικείµενο µελέτης 
 
Στην παρούσα εργασία ασχοληθήκαµε µε τη µελέτη  των λειτουργικών αποκρίσεων 

των Τ λεµφοκυττάρων  σε ένα διαγονιδιακό µοντέλο ανοσολογικής ανοχής σε ιστοειδικά 

εκφραζόµενο αντιγόνο στο ποντίκι. Η εργασία χωρίζεται σε τρία µέρη. Στο πρώτο µέρος 

γίνεται η ανάλυση διαφόρων διαγονιδιακών ζώων σε ότι αφορά την έκφραση του 

αντιγόνου (NP) και του υποδοχέα που το αναγνωρίζει (F5) στις σειρές pNP31, pNP4.3L, 

pNP4.2 και F5/pNP31, F5/pNP4.3L. Στο δεύτερο µέρος εξετάζουµε το ρόλο του TNF 

στην ανάπτυξη ινσουλίτιδας στο στέλεχος C57/BL10 και TNF-/-, ύστερα από χορήγηση 

του φαρµάκου streptozotocin. Στο τρίτο µέρoς ασχολούµαστε µε τη δηµιουργία 

γονιδιακών κατασκευών που περιέχουν το γονίδιο της DsRed για την περαιτέρω 

δηµιουργία διαγονιδιακών ζώων που θα µας επιτρέπουν να παρακολουθούµε τα Τ 

λεµφοκύτταρα και κατεπέκταση να µελετήσουµε τους µηχανισµούς µε τους οποίους 

αυτά λειτουργούν. 
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2. Υλικά και µέθοδοι 
 

Ποντίκια : Tα ποντίκια που διαθέτουµε είναι Α) αυτά που εκφράζουν τον ΤCR 

υποδοχέα από έναν κυτταροτοξικό κλώνο (F5), ο οποίος αναγνωρίζει ένα πεπτίδιο από 

µια νουκλεοπρωτεΐνη Α/ΝΤ/60/68 ΝΡ του ιού της γρίπης (ΝΡ→ 366-374). Ο 

υποδοχέας F5 χρησιµοποιεί  τις Vα4 και Vβ11 µεταβλητές περιοχές των α και β 

αλυσίδων. Η πλειονότητα των CD8+ T κυττάρων από τα διαγονιδιακά ζώα,  εκφράζουν 

τον υποδοχέα αυτό και αναγνωρίζουν το αντιγόνο µαζί µε το αντίστοιχο µόριο 

ιστοσυµβατότητας I. Είναι λοιπόν MHC I περιορισµένα (Mamalaki, 1992). Β) 

διαγονιδιακά για τον ΝΡ επίτοπο, Γ) Knockout για τον TNF (Pasparakis G. 1995), ∆) 

knockout για την ρεκοµπινάση 1 (Rag1) ώστε να µη φέρουν καθόλου λεµφοκύτταρα 

(Spanopoulou E.1994) και οι διασταυρώσεις αυτών (Αν διασταυρωθούν µε F5 ποντίκια 

(F5/Rag1-/-) έχουν µόνο CD8 T λεµφοκύτταρα που εκφράζουν όλα τον F5 υποδοχέα) 

και Ε) C57BL/10 ζώα αγρίου τύπου (H-2b). 

 Τα ζώα που είναι διαγονιδιακά για τον επίτοπο NP έχουν δηµιουργηθεί µε τέτοιο 

τρόπο ώστε να έχουµε ιστοειδική έκφραση του πεπτιδίου στο πάγκρεας. Για το λόγο 

αυτό χρησιµοποιήσαµε τον υποκινητή του γονιδίου pdx-1, ο οποίος κατευθύνει την 

έκφραση διαγονιδίων στα β παγκρεατικά κύτταρα. 

PDX1 promoter NP gene SV40

BglII BglII

B
am

H
I

B
am

H
I

960bp

5’ 3’

3621bp 1269bp

Τρόπος ένθεσης

HEAD TO TAIL

TAIL TO HEAD

TAIL TO TAIL

5’ 5’

5’ 5’

5’ 5’

3’3’

3’

3’3’

probe

6040bp
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εικόνα 2: construct σύµφωνα µε το οποίο κατασκευάστηκαν τα ΝΡ διαγονιδιακά ζώα που 

εκφράζουν την ΝΡ πρωτεΐνη στο πάγκρεας. Το µέγεθος όλου του ενθέµατος είναι 6040bp και 

έχει την ικανότητα να µπει στο γονιδίωµα σε πολλαπλά αντίγραφα και µε οποιοδήποτε τρόπο . 

 

Kυτταροκαλλιέργειες : Οι σπλήνες, οι θύµοι και οι λεµφαδένες που αφαιρούνται 

από τα ποντίκια, τοποθετούνται σε 1Χ HBSS -5% FΒS, 10 mM HEPES (Gibco BRL), 2 

mM L-γλουταµίνη, 100u/ml πενικιλλίνη-στρεπτοµυκίνη (Gibco BRL) και διαχωρίζονται 

µε κυτταρικούς διαχωριστές διαµέτρου 40 µm (Falcon). Προκειµένου να 

αποµακρυνθούν τα ερυθροκύτταρα από τη σπλήνα ακολουθείται η διαδικασία της 

αιµόλυσης. Κατά τη διαδικασία αυτή, τα σπληνοκύτταρα κατακρηµνίζονται (cfg 1200 

rpm 10min) και λύνονται µε στιγµιαίο υποτονικό σοκ, προσθέτοντας 900 µl H2O 

ακολουθούµενo από 100 µl 10Χ HBSS και 10ml 1X HBSS -5% FBS, 10 mM HEPES 

ανά σπλήνα. 

 

Σήµανση µε CFSE και  µεταφορά κυττάρων (adoptive transfer): Για τη 

σήµανση µε CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester), τα κύτταρα 

επαναιωρούνται σε πυκνότητα 100*10
6
/ml σε 1X PBS-HEPES, και αναµιγνύονται µε 

ίσο όγκο 1Χ PBS-HEPES συγκέντρωσης 20 µΜ σε CFSE (Molecular Probes). Τα 

κύτταρα επωάζονται για ~12 min στους 37
ο 

C και η αντίδραση σήµανσης σταµατά µε 

προσθήκη παγωµένου HBSS 5% FBS και επώαση για 5 min σε πάγο. Ακολούθως τα 

κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 1200rpm για 10 min και αποµακρύνεται το υπερκείµενο. 

O παραπάνω κύκλος πλυσίµατος επαναλαµβάνεται άλλες δύο φορές µε HBSS χωρίς 

ορρό. Πριν τη µεταφορά τα κύτταρα µετρούνται και τελικά επαναδιαλύονται σε 

κατάλληλο όγκο HBSS-ΗΕPΕS. 

 

Κυτταροµετρία ροής (FACS): Τα αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα, 

anti-CD8-FITC, anti-CD8-PE, anti-CD4-FITC, anti-CD4-PE, anti-CD3-βιοτίνη (BD 

Pharmigen) και anti-Vβ11-βιοτίνη (Serotec) µε streptavidin-Red (Gibco BRL). Για την 

ανάλυση έκφρασης επιφανειακών µαρτύρων, 106 κύτταρα επωάζονται µε τα κατάλληλα 

αντισώµατα σε 50 µl ρυθµιστικού διαλύµατος χρώσεων (1Χ PBS, 1% BSA, 0.02% NaN3) 

για 30 min στους 40C τα anti-CD8-PE, anti-CD4-FITC και 40 min τα anti-CD3-βιοτίνη 

και anti-Vβ11- βιοτίνη, πλένονται µία φορά µε 1Χ PBS, 0.02% NaN3. H κυτταροµετρία 

ροής πραγµατοποιήθηκε στο FACSCalibur και η ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε το 

λογισµικό CellQuest. 
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Proliferation: Με τη διαδικασία αυτή λαµβάνονται οι κυτταρικοί πληθυσµοί της 

σπλήνας των εξεταζόµενων ζώων. Στη συνέχεια µπαίνουν σε καλλιέργεια µε διάλυµα RPMI 

1640 (Gibco BRL), 10% FCS, 10 mM HEPES, 100u/ml πενικιλλίνη-στρεπτοµυκίνη, 2 

mΜ L-γλουταµίνη και 50 µΜ β-µερκαπτοαιθανόλη. Τα κύτταρα αυτά επωάζονται 

παρουσία ή απουσία IL-2, καθώς και µε διάφορες συγκεντρώσεις πεπτιδίου NP. Στη 

συνέχεια εξετάζεται ο πολλαπλασιασµός των κυττάρων αυτών µε τη χρήση ραδιενεργής 

θυµιδίνης και µέτρηση αυτής σε ειδικό µετρητή (B-Counter-BD). Με τη µέθοδο αυτή 

µπορούµε να διαπιστώσουµε το βαθµό ενεργοποίησης καθώς και τη δυνατότητα επαν-

ενεργοποίηση των αυτοδραστικών F5Τ λεµφοκυττάρων in vitro +/-ΙL2.  

 

Southern:  Για την ταυτοποίηση κάθε πειραµατόζωου που χρησιµοποιήθηκε σε 

κάθε διαδικασία, ακολουθήθηκε η µέθοδος αυτή, σύµφωνα µε την οποία ένας 

ραδιενεργός ιχνηθέτης (probe) επωάζεται µε το γενετικό υλικό του κάθε ζώου. Ο 

ιχνηθέτης αυτός αντιστοιχεί σε γονίδια του ενδιαφέροντός µας όπως το γονίδιο NP, το 

γονίδιο της ρεκοµπινάσης και το γονίδιο του TNF. Από το αποτέλεσµα της διαδικασίας 

µπορούσαµε να διαχωρίσουµε τα διαγονιδιακά ζώα από τα µη διαγονιδιακά και να 

ελέγξουµε το γονότυπο κάθε πειραµατόζωου. 

 

GTT (glucose tolerance test - τεστ ανοχής στη γλυκόζη): Τα πειραµατόζωα 

έµειναν νηστικά για 12-15 ώρες. Στη συνέχεια ενέθηκε σε αυτά υδατικό διάλυµα 

περιεκτικότητας 5% σε γλυκόζη. Τα επίπεδα της γλυκόζης µετρήθηκαν σε δείγµατα 

αίµατος από την ουρά των ζώων µε τη βοήθεια ενός µετρητή γλυκόζης (Ascensia ELITE-

Bayer Health care) πριν την ένεση της γλυκόζης καθώς και 15, 30, 60, 120 λεπτά µετά. 

Ως παθολογικές τιµές στην καµπύλη αυτή θεωρούµε τιµή άνω των 300mg/dL στα 15 

λεπτά και τιµή άνω των 200mg/dL να παραµένει στα 120 λεπτά. Γενικά, ως 

παθολογικές τιµές ορίζουµε τιµές άνω των 200mg/dL. 

 

Streptozotocin: Σύµφωνα µε τις αναφορές των Like και Rossini το 1976, 

πολλαπλές καθηµερινές δόσεις του φαρµάκου αυτού, µε ενδοπεριτοναϊκή ή ενδοφλέβια 

χορήγηση, προκαλούν παγκρεατική ινσουλίτιδα µε καταστροφή των β κυττάρων και 

εµφάνιση σακχαρώδη διαβήτη (εικόνα 3).  
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εικόνα 3 σχεδιαγραµµατικά τρόπος χορήγησης streptozotocin 
 

 

Μία µόνο δόση του φαρµάκου σε υψηλή συγκέντρωση (≥180mg/kg) προκαλεί 

νέκρωση των β κυττάρων µέσα σε 4 ώρες µετά τη χορήγηση του φαρµάκου και η 

υπεργλυκαιµία αναπτύσσεται γρήγορα. Στην αντίθετη περίπτωση όπου οι δόσεις είναι 

χαµηλότερης συγκέντρωσης (50mg/kg), προκαλούν µια σταδιακή αύξηση των επιπέδων 

γλυκόζης σε διάφορες σειρές ποντικών. Το µοντέλο αυτό φαίνεται να εξαρτάται τόσο από 

την άµεση τοξικότητα της STZ στα β παγκρεατικά κύτταρα όσο και από αυτοάνοσα 

συνιστώντα µέρη. 

    εικόνα4 δοµή streptozotocin 
 

Tο µόριο της streptozotocin διαθέτει εκτός των υπολοίπων οµάδων κι ένα 

κατάλοιπο γλυκόζης, το οποίο ενδέχεται να διευκολύνει την µεταφορά του από την 

κυτταρική µεµβράνη στο κυτταρόπλασµα των β κυττάρων, µέσω πρωτεϊνών µεταφορέων. 

Έχει µικρό χρόνο ηµιζωής in vivo 5-15 λεπτά.  
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DsRed: Οι πειραµατικές διαδικασίες  στις οποίες προχωρήσαµε για να 

πραγµατοποιήσουµε τη γονιδιακή κατασκευή (construct), είναι βασισµένες στα 

πρωτόκολλα της: 

- Nucleobond High-copy Plasmid purification (pg.19-22, 03/2002) για 

maxipreps, και της 

- QIAGEN, Quick gel extraction (pg23-24), για την αποµόνωση των DNA 

τµηµάτων από τα gel αγαρόζης. 

- Οι διαδικασίες της συγκόλλησης, του µετασχηµατισµού και των minipreps είναι 

βασισµένες στα συνήθη πρωτόκολλα.  

- Τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν είναι της εταιρείας Minotech. 

 

Iστοχηµεία:  Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε για την εξέταση των 

παγκρεατικών ιστών των πειραµατοζώων και τη µελέτη των χαρακτηριστικών τους. 

Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή πραγµατοποιείται µια σταδιακή αφυδάτωση του ιστού ώστε 

να φτάσει σε ένα τελικό στάδιο όπου εµβαπτίζεται σε παραφίνη. Ακολουθούν τοµές του 

ιστού και στη συνέχεια γίνεται χρώση µε αιµατοξυλίνη-ηωσίνη. Η αιµατοξυλίνη βάφει 

τους πυρήνες των κυττάρων ενώ η ηωσίνη βάφει το κυτταρόπλασµα.  
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3.Αποτελέσµατα 

 

Μέρος Α  

  

Στο πρώτο µέρος της εργασίας ασχοληθήκαµε µε την ταυτοποίηση και φαινοτυπική 

ανάλυση των κυτταρικών υποπληθυσµών στον θύµο αδένα και τα περιφερικά λεµφικά 

όργανα στις διαγονιδιακές σειρές pNP31, pNP4.3L, pNP4.2 και F5/pNP31, F5/pNP4.3L  

και τη σύγκριση µεταξύ τους. 

Οι σειρές που διαθέτουµε ταυτοποιούνται µε τη µέθοδο Southern. Ενδεικτικά 

παρουσιάζεται το πρότυπο εµφάνισης 3 διαγονιδιακών σειρών ποντικών που έχουν το 

γονίδιο ΝΡ στο γονιδίωµά τους , καθώς και η έκφρασή του στο πάγκρεας (ο εντοπισµός 

αυτός έχει γίνει µε τη µέθοδο RT-PCR µε ειδικούς primer για το ΝΡ γονίδιο).  

 

pN
P3

1
pN

P3
1

5100bp

2000bp

925bp

5100bp 51000bp

1200bp

925bp 925bp

960bp

960bp 960bp

4890bp
4890bp

4890bp

1269bp

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Εικόνα 5  µεγέθη µπαντών µε τη µέθοδο southern στις σειρές pNP31, pNP4.3L και 
pNP4.2.  
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Εικόνα 6  RT-PCR για την ανίχνευση της έκφρασης του γονιδίου ΝΡ στο πάγκρεας 

(πργµατοποιήθηκε από τη διδακτορικό Φουστέρη Γεωργία).  
 

 Για να διαπιστώσουµε κατά πόσο τα F5 κύτταρα όταν µεταφερθούν σε δέκτες που 

εκφράζουν το αντιγόνο, µπορούν να το δουν και να ανταποκριθούν σε αυτό, 

πραγµατοποιήσαµε µια σειρά πειραµάτων παθητικής µεταφοράς. 

 Αρχικά ξεκινήσαµε µε ένα πείραµα παθητικής µεταφοράς µη ενεργοποιηµένων 

(naïve) κυττάρων από αρσενικούς F5 δότες τα οποία σηµάνθηκαν µε CFSE, σε 

διάφορους αρσενικούς δέκτες. Οι δέκτες αυτοί ήταν ένα C57BL/10 ζώο το οποίο δεν 

εκφράζει το αντιγόνο ΝΡ πουθενά, ένα ζώο της σειράς pNP31 και 2 της σειράς pNP4.2 

τα οποία εκφράζουν το αντιγόνο.  Από το πείραµα αυτό περιµένουµε να δούµε κατά 

πόσον τα F5 κύτταρα µπορούν να εντοπίσουν το αντιγόνο στους δέκτες και αν αντιδρούν 

σε αυτό. Αυτό το παρακολουθούµε µε την τεχνολογία FACS εντοπίζοντας την 

φθορίζουσα χρωστική CFSE.  Πράγµατι παρατηρούνται κυτταρικές διαιρέσεις γεγονός 

που σηµαίνει ότι τα F5 κύτταρα µπορούν να εντοπίσουν το αντιγόνο, να αντιδράσουν σε 

αυτό και να διαιρεθούν (εικόνα 7). Κυτταρικές διαιρέσεις παρατηρούνται και στην 

περίπτωση όπου οι αποδέκτες είναι ζώα της σειράς pNP4.3L, πε’ιραµα που έχει 

πραγµατοποιηθεί από τη διδακτορικό Φουστέρη Γεωργία. 
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F5 to pNP31 F5 to  pNP4.2 F5  to  pNP4.2* F5 to C57/BL10

 
Εικόνα 7: κυτταρικές διαιρέσεις  naïve F5 κυττάρων σηµασµένων µε CFSE ύστερα από 

αιµοληψίες 1,3 και 5 ηµερών.  
 

Από την παραπάνω εικόνα διαπιστώνουµε ότι την πρώτη ηµέρα µετά τη µεταφορά 

δεν έχει διαιρεθεί κανένας κυτταρικός πληθυσµός. Τα F5 κύτταρα που έχουν 

µεταφερθεί στο B10 παραµένουν αδιαίρετα ακόµα και µετά από 5 µέρες ενώ όλα τα 

υπόλοιπα διαιρούνται. Τα F5 που µετεφέρθηκαν στο pΝΡ31 διαιρούνται περισσότερο 

από όλα και στις 5 ηµέρες έχουν διαιρεθεί σχεδόν όλα. 

Συνεχίζουµε να παρακολουθούµε τα ζώα αυτά σε βάθος χρόνου, µε τη χρήση της 

τεχνικής GTT. Εφόσον τα F5 κύτταρα µπορούν να δουν το αντιγόνο, όταν αυτό 

εκφράζεται στο πάγκρεας, θα πραγµατοποιήσουν την κυτταροτοξική τους δράση µε 

ενδεχόµενες βλαβερές συνέπειες για τον παγκρεατικό ιστό. Στα παρακάτω διαγράµµατα 

φαίνονται τα αποτελέσµατα που πήραµε ύστερα από 1 και 2,5 µήνες µετά την παθητική 

κυτταρική µεταφορά. 
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∆ιάγραµµα 1: στο διάγραµµα αυτό  παρουσιάζεται το GTT που πραγµατοποιήθηκε 1 µήνα µετά 

την παθητική µεταφορά κυττάρων. Με µαύρο εµφανίζεται η φυσιολογική καµπύλη  του 

στελέχους C57/BL10 η οποία έχει προκύψει από στατιστική επεξεργασία. 
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∆ιάγραµµα 2: στο διάγραµµα αυτό  παρουσιάζεται το GTT που πραγµατοποιήθηκε 2,5 µήνες µετά 

την παθητική µεταφορά κυττάρων. Με µαύρο εµφανίζεται η φυσιολογική καµπύλη  του 

στελέχους C57/BL10 η οποία έχει προκύψει από στατιστική επεξεργασία. 
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Από τα διαγράµµατα 1 και 2 διαπιστώνουµε πως το pNP31 ζώο εµφανίζει 

παθολογική καµπύλη γλυκόζης, τόσο σε σχέση µε τις  φυσιολογικές τιµές (normal 

curve) όσο και σε σχέση µε τα υπόλοιπα ζώα. Αυτό σηµαίνει ότι κύτταρα τα οποία δεν 

είχαν έρθει ποτέ σε επαφή µε το αντιγόνο, όταν το εντόπισαν ενεργοποιήθηκαν και 

αποκρίθηκαν σε αυτό. Μετά τους 2,5 µήνες όµως η καµπύλη του ζώου αυτού πλησίασε 

την φυσιολογική, γεγονός που µπορεί να σηµαίνει ότι αναπτύσσεται κάποιος 

µηχανισµός ανοχής. Χρειάζονται βέβαια και περαιτέρω µετρήσεις και τεστ ανοχής στη 

γλυκόζη στους 3 και 4 µήνες.  

Ύστερα από RT-PCR που έγινε στα ζώα της σειράς pNP4.2, βρέθηκε ότι δεν 

εκφράζουν το ΝΡ γονίδιο στο πάγκρεας. Έτσι λοιπόν η σειρά αυτή των ζώων θανατώθηκε 

και δεν γίνονται άλλες µελέτες  που να αφορούν τη σειρά αυτή. 

 

 

  Προκειµένου να µελετήσουµε τους µηχανισµούς λειτουργίας των Τ 

λεµφοκυττάρων και τον τρόπο ανάπτυξης της ανοσολογικής ανοχής, προχωρήσαµε στη 

συγκριτική µελέτη των κυττάρων στο σπλήνα και το θύµο στα F5 και στα διπλά 

διαγονιδιακά ζώα (F5pnp31-εκφράζουν ταυτόχρονα και τον υποδοχέα F5 και το 

αντιγόνο που αυτός αναγνωρίζει ΝΡ) τα οποία βρίσκονται όλα σε Rag1-/- γενετικό 

υπόβαθρο. Στο Rag1-/- γενετικό υπόβαθρο δεν υπάρχουν καθόλου λεµφοκύτταρα και 

τα µόνα κύτταρα που υπάρχουν είναι τα F5 που εµείς εκφράζουµε διαγονιδιακά. Με 

τον τρόπο αυτό εξειδικεύουµε περισσότερο την αναγνώριση υποδοχέα/αντιγόνο, και 

αποφεύγουµε τυχόν σφάλµατα στα αποτελέσµατά µας. Στον παρακάτω πίνακα 

φαίνονται συνοπτικά τα ζώα που χρησιµοποιήθηκαν και τα αποτελέσµατα. 

 

 

        σπλήνας θύµος 
Νο gender genotype age total 

(M) 
total CD8VB11 (M) total (M) total CD8 (M) 

1 female F5pnp31Rag1-/- 3,5mo 39,6 *40,80% = 16 256,25 *8,77% = 22,5 
2 male F5pnp31Rag1-/- 3,5mo 21,5 *25,37% = 5,5 107,5 *7,36% = 8 
3 male F5Rag1-/- 3,5mo 29 *82,71% = 24 210,65 *7,72% = 16,3 
4 male F5Rag1-/- 3,5mo 30 *87,02% = 26 139,5 *11,14% = 15,5 
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CD8
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S

Vb11

SP
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N
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8

F5pnp31Rag1-/- No1 F5pnp31Rag1-/- No2 F5Rag1-/- No3 F5Rag1-/- No4

F5pnp31Rag1-/- No1 F5pnp31Rag1-/- No2 F5Rag1-/- No3 F5Rag1-/- No4

3.54 78.86

8.778.83

4.11

17.03

71.50

7.36

2.59 65.24

24.45 7.72

5.45 67.99

15.43 11.14

 

 
εικόνα 8: φαινοτυπική ανάλυση των κυτταρικών πληθυσµών θυµικών και σπλενικών κυττάρων 

στα F5pnp31Rag1-/- και  F5Rag1-/- διαγονιδιακά ζώα. 
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Εικόνα 9: σχηµατική αναπαράσταση των επιπέδων του Vb11 υποδοχέα στους κυτταρικούς 
πληθυσµούς της σπλήνας και του θύµου στα F5pnp31Rag1-/- και  F5Rag1-/- διαγονιδιακά ζώα. 

 

Συγκρίνοντας τα F5pnp31Rag1-/- µε τα F5Rag1-/- παρατηρούµε πως στο θύµο 

υπάρχει κάποια µικρή απαλοιφή (deletion) σε ότι αφορά το συνολικό πληθυσµό των 

κυττάρων στο ζώο Νο2. Το ίδιο παρατηρούµε και στον πληθυσµό των CD8 κυττάρων. Σε 

ότι αφορά τη σπλήνα υπάρχει απαλοιφή των CD8 κυττάρων στα F5pnp31Rag1-/- η 

οποία είναι εµφανής και από τα αποτελέσµατα του FACS, καθώς επίσης και µείωση του 

επιπέδου του CD8 όπως και του επιπέδου του Vβ11. Tο γεγονός αυτό, συµφωνεί µε τα 

δεδοµένα που είναι ως τώρα γνωστά και συγκαταλέγουν τη µείωση των επιπέδων των 

υποδοχέων αυτών, ως ένα µηχανισµό ανοχής (tolerance).   

 Στο κοµµάτι αυτό ασχολούµαστε µε την ανάλυση της σειράς pNP4.3L. Για να 

διαπιστώσουµε τους µηχανισµούς λειτουργίας των Τ κυττάρων στη σειρά αυτή,  

πραγµατοποιήσαµε πειράµατα παθητικής µεταφοράς κυττάρων από F5 δότες σε 

pNP4.3L αποδέκτες. Όταν τα κύτταρα των δοτών είναι βαµµένα µε CFSE υπάρχει η 

δυνατότητα παρακολούθησης τους στο FACS. Τα κύτταρα αυτά φαίνεται να βλέπουν το 

αντιγόνο και να αντιδρούν σε αυτό, όπως έχει ήδη αναφερθεί. 

 Στο συγκεκριµένο πείραµα έγινε µεταφορά F5 κυττάρων (35Μ CD8) 

ενεργοποιηµένων 36 ώρες in vivo (µε ενδοπεριτοναϊκή ένεση του πεπτιδίου) και µη 

ενεργοποιηµένων. Μετά από 1 µήνα µετά τη µεταφορά των κυττάρων κάναµε ένα τεστ 

ανοχής στη γλυκόζη του οποίου τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στο  παρακάτω 

διάγραµµα. 

GTT 1month F5 to pnp4.3L
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διάγραµµα 3: τεστ ανοχής στη γλυκόζη 1 µήνα µετά την παθητική µεταφορά F5 κυττάρων 

ενεργοποιηµένων και µη σε pNP4.3L αποδέκτες. Με µαύρο εµφανίζεται η φυσιολογική καµπύλη  

του στελέχους C57/BL10 η οποία έχει προκύψει από στατιστική επεξεργασία. 

 

Η καµπύλη γλυκόζης δεν φαίνεται να είναι γενικά παθολογική, παρά µόνο για ένα 

ζώο στο οποίο έχει γίνει µεταφορά µη ενεργοποιηµένων κυττάρων (naïve) και η τιµή 

γλυκόζης στα 15 λεπτά έχει φτάσει τα 335 mg/dL. Ένας µήνας όµως δεν είναι αρκετός 

για να βγάλουµε οριστικά αποτελέσµατα. Χρειάζονται και άλλα τέτοια τεστ τους 

επόµενους µήνες καθώς και επανάληψη του πειράµατος µε µεγαλύτερο αριθµό ζώων. 

Σαν επόµενη προσέγγιση προχωρήσαµε στην ανάλυση διπλά διαγονιδιακών ζώων 

για τον F5 υποδοχέα και για την πρωτεΐνη. Συνοπτικά στον παρακάτω πίνακα 

εµφανίζονται τα ζώα που αναλύθηκαν µε FACS και τα αποτελέσµατα της ανάλυσης. 

        thymus spleen LN 
Νο gender Genotype age total M total CD8(M) total M total 

CD8/Vb11 
total 
M 

total 
CD8/Vb11 

1 male F5  8 wk 105,6 *19,90%=21 127 *36,19%=46 43,6 *47,5%=20,7 
2 male F5 pnp4.3L 8 wk 124,2 *13,10%=16,3 89,5 *9%=8 31,6 *20,68%=6,5 
3 female F5  8 wk 286 *15,82%=45 142 *27,05%=38,5 35,6 *48,22%=17 
4 female F5 pnp4.3L 8 wk 225 *17,32%=39 141,5 *19,86%=28 31,6 *37,78%=12 
5 female F5  8 wk 137 *15,93%=22 170,5 *35,54%=60 42,8 *61,23%=26 
6 female F5 pnp4.3L 8 wk 265,5 *17,7%=47 135,5 *25,28%=34 26,4 *49,27%=13 
7 female F5 pnp4.3L 8 wk 212, 25 *15,50%=33 132,5 *16,97%=22,5 34,8 *25,59%=9 
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Εικόνα 10: Α) σχηµατική αναπαράσταση των επιπέδων του Vb11 υποδοχέα στους κυτταρικούς 

πληθυσµούς της σπλήνας και του θύµου στα F5 και  F5pnp4.3l  διαγονιδιακά ζώα. Β) 

φαινοτυπική ανάλυση των κυτταρικών πληθυσµών θυµικών και σπλενικών κυττάρων στα F5 και  

F5pnp4.3l  διαγονιδιακά ζώα. 
 

Από την ανάλυση των ζώων αυτών ως γενική παρατήρηση µπορούµε να πούµε πως 

υπάρχει µερική κυτταρική απαλοιφή η οποία είναι πιο έντονη στo αρσενικό σε ότι 

αφορά τον κυτταρικό πληθυσµό της σπλήνας (8 εκατοµµύρια κύτταρα CD8/Vb11). 

Επίσης, από την εικόνα 10Β παρατηρούµε πως τα ποσοστά των CD8 κυττάρων στον 

πληθυσµό της σπλήνας είναι αρκετά µειωµένα Αυτό ενδεχοµένως να µαρτυρά κάποια 

µεταβλητότητα µέσα στον πληθυσµό, γεγονός που χρίζει περαιτέρω µελέτης για 

εξακρίβωση. Στο θύµο δεν παρατηρείται κάποια αξιοσηµείωτη µεταβολή. Σε ότι αφορά 

τα επίπεδα του υποδοχέα Vb11 φαίνεται πως είναι µικρότερα στα F5pnp4.3L σε σχέση 

µε τα F5  στη σπλήνα ενώ στο θύµο δεν παρατηρείται κάποια αξιοσηµείωτη µεταβολή 

(εικόνα10Α). 
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Τα κύτταρα από τις σπλήνες των ζώων αυτών χρησιµοποιήθηκαν για τη µέθοδο του 

proliferation (πραγµατοποιήθηκε από τη διδακτορικό Φουστέρη Γεωργία) για να µελετήσουµε το 

βαθµό ενεργοποίησης καθώς και τη δυνατότητα επαν-ενεργοποίησης των αυτοδραστικών 

F5Τ λεµφοκυττάρων in vitro +/-ΙL2 και µε διαφορετικές συγκεντρώσεις του πεπτιδίου. 

Τα αποτελέσµατα φαίνονται αναλυτικά στα παρακάτω διαγράµµατα. 
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διάγραµµα 4: ικανότητα απάντησης των σπλένικών κυττάρων σε διαφορετικές συγκ τρώσεις 

πεπτιδίου απουσία IL2. 
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διάγραµµα 5: ικανότητα απάντησης των σπλένικών κυττάρων σε διαφορετικές συγκ τρώσεις 

πεπτιδίου παρουσία  IL2. 
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Από τα παραπάνω διαγράµµατα 4 και 5 µπορούµε να δούµε πως όλα τα κύτταρα 

απαντούν στο πεπτίδιο και πιο συγκεκριµένα στις ψηλότερες συγκεντρώσεις αυτού. Η 

απάν

 

Μέρος Β (streptozotocin)

τηση στο πεπτίδιο είναι εντονότερη παρουσία IL-2.   

 
Η streptozotocin είναι µια χηµική ουσία που χρησιµοποιείται συχνά σε ζωικά 

µοντέ , αρχικά όµως χρησιµοποιούνταν ως αντιβιοτικό. Η 

ουσία

ς C57/BL10 και αφετέρου αν ο TNF έχει κάποιο ρόλο 

στη 

ossini 1976). O ρόλος του θανάτου 

των β

τόκολλο υψηλής δόσης streptozotocin

λα για τη µελέτη του διαβήτη

 αυτή αποµονώθηκε από τον οργανισµό Streptomyces achromogenes τη δεκαετία 

του 1960. Aποτελεί ένα αντιβιοτικό φάρµακο ευρέως φάσµατος καθώς επίσης κι ότι 

διαθέτει ιδιότητες ενάντια σε όγκους, ιδιότητες πρόκλησης διαβήτη και ογκογονικές 

ιδιότητες (Like Rossini,1976). 

Στην παρούσα εργασία θέλουµε να διαπιστώσουµε αν το φάρµακο αυτό αφενός 

προκαλεί διαβήτη στο στέλεχο

διαδικασία αυτή. Με τον τρόπο αυτό µπορούµε να αποκτήσουµε ένα χρήσιµο 

εργαλείο στη µελέτη του µηχανισµού της ανάπτυξης του αυτοάνοσου διαβήτη µε τη 

χρήση της streptozotocin και να καθορίσουµε αν το φαινοµένο αυτό σχετίζεται άµεσα 

µε µηχανισµούς λειτουργίας των Τ λεµφοκυττάρων. 

Από τα βιβλιογραφικά δεδοµένα προκύπτει ότι το φάρµακο αυτό προκαλεί την 

καταστροφή των β παγκρεατικών κυττάρων (Like, R

 κυττάρων στην ανάπτυξη του αυτοάνοσου διαβήτη δεν είναι γνωστός. Αυτό που 

είναι γνωστό είναι ότι  µε το θάνατο των β κυττάρων αυξάνεται η αντιγονοπαρουσίαση 

των αυτοαντιγόνων των β κυττάρων στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Υπάρχει επίσης 

και η πιθανότητα παρουσίασης νεο-αντιγόνων (Zhang, 2002). H µελέτη αυτού του 

συστήµατος θα µας επιτρέψει να διαπιστώσουµε τη συµµετοχή των Τ λεµφοκυττάρων 

στη διαδικασία αυτή. Αυτό µπορούµε να το κάνουµε σε Rag1-/- υπόβαθρο. Αν λοιπόν 

χορηγήσουµε το φάρµακο σε pnp31Rag1-/- ή pnp4.3LRag1-/- για παράδειγµα και 

στη συνέχεια µεταφέρουµε F5 κύτταρα στα ζώα αυτά και παρακολουθήσουµε το 

φαινόµενο, µπορούµε να βγάλουµε χρήσιµα συµπεράσµατα για το ρόλο των Τ κυττάρων 

στη διαδικασία αυτή. 

 

 Πρω  

ια να ελέγξουµε αν διαθέτει ή όχι την ικανότητα το φάρµακο αυτό να προκαλέσει 

διαβήτη στα ζώα προχωρήσαµε αρχικά στη 

Γ

 που διαθέτουµε (C57BL/10, TNF-/- ), 
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χορήγηση υψηλής δόσης του φαρµάκου (180mg/kg σε διάλυµα 1xSSC pH 4.2) σε 2 

αρσενικά C57BL/10 και 2 αρσενικά TNF-/-, αφού πρώτα έµειναν νηστικά για 4 ώρες. 

Στη συνέχεια τα ζώα αυτά ελέγχθηκαν για τα επίπεδα γλυκόζης στο αίµα τους. Οι 

µετρήσεις έγιναν σε διάφορα χρονικά διαστήµατα και τα αποτελέσµατα φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα : 

 

high dose protocol stz 180mg/kg 
2 male TNF-/-  

2 male C57/BL10  
r 3 days  after 10 day

B10 
481 

164 138 292 121 
    

B10 B10 
07 22 25 16 

294 141 232 148 

έ
155 

221 135   

 τιµές ς γλ τη  έ

afte s  
B10 TNF-/- TNF-/- 
406 170 175 

after 6 days  after 13 days  
TNF-/- TNF-/- 

4 2 4 2

    
after 8 days    

B10 TNF-/- Οι τιµ ς της  γλυκόζης 
410 αντιστοιχούν  σε mg/dL 

 

Από τις  αυτές τη υκόζης παρα ρούµε πως το να από τα δύο Β10 ζώα 

εµφανίζει  υψηλή τιµή η οποία διατηρείται πάνω από τα 400 mg/dL. Το δεύτερο Β10 

ζώο ανεβάζει και αυτό τα επίπεδα της γλυκόζης του αλλά σταδιακά. Αυτό  µπορεί να 

οφείλεται στο ότι η ένεση µε το φάρµακο σε αυτό έγινε πιο µετά γιατί οι ενέσεις 

πραγµατοποιούνται διαδοχικά. Ο παράγοντας χρόνος είναι πάρα πολύ σηµαντικός σε 

αυτή την πειραµατική µέθοδο. Λόγω της αστάθειας του φαρµάκου το οποίο όπως έχει 

αναφερθεί έχει χρόνο ηµιζωής 5-15 λεπτά και είναι και φωτοευαίσθητο. Σε αντίθεση µε 

τα Β10, τα TNF-/- ζώα δεν εµφανίζουν παθολογικές τιµές (>200 mg/dL )σε καµία από 

τις µετρήσεις. Παρακάτω φαίνεται η πορεία των ζώων αυτών στο χρόνο σε ότι αφορά τα 

επίπεδα γλυκόζης τους.  
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high glucose protocol
STZ 180mg/kg
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διάγραµµα 6: επίπεδα γλυκόζης στο αίµα ζώων στα οποία έχει γίνει χορήγηση streptozotocin 

180mg/dL. Οι φυσιολογικές τιµές γλυκόζης κυµαίνονται κάτω από τα 200mg/dL. 

 

Το Β10 ζώο που εµφάνιζε σταθερές τιµές πάνω από 400 mg/dL, θανατώθηκε 

καθώς επίσης και ένα Β10 ζώο αντίστοιχης ηλικίας το οποίο δεν είχε δεχθεί καµία 

φαρµακευτική αγωγή ως control. Οι ιστοί των ζώων αυτών (θύµος, σπλήνα, λεµφαδένες, 

πυλωρικοί λεµφαδένες) αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής, και το πάγκρεας 

διατηρήθηκε για να ακολουθήσει τη διαδικασία χρώσης µε αιµατοξυλίνη-ηωσίνη. 

Συνεχίσαµε να παρακολουθούµε τα TNF-/- ζώα, τα οποία εµφάνισαν υψηλή τιµή 

γλυκόζης στα 385 mg/dL, η οποία έπεσε όµως στα 238 και µετά από 2 µήνες στα 193 

mg/dL.  

Στην κυτταροµετρία ροής τα κύτταρα που αποµονώθηκαν αναλύθηκαν µε τη 

χρήση των αντισωµάτων anti-CD8-FITC, anti-CD4-PE και anti-CD3-βιοτίνη. Στον 

παρακάτω πίνακα φαίνονται συνοπτικά ο συνολικός κυτταρικός πληθυσµός για κάθε 

ιστό. 
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  thymus spleen LN pyloric 
No genotype age total 

M 
total CD8(M) total 

M 
total CD8/CD3(M) total 

M 
total 

CD8/CD3(M) 
total 

M 
total 

CD8/CD3(M) 
1 B10+stz♂ 8wk 56 *3,19%=2 51 *12,06%=6 22 *17,25%=4 3 *25,19%=0,75 

2 B10♂ 8wk 134,5 *4,27%=6 87,5 *13,81%=12 16,4 *24,52%=4 1,45 *23,8%=0,34 

No genotype age total 
M 

total CD4(M) total 
M 

total CD4/CD3(M) total 
M 

total 
CD4/CD3(M) 

total 
M 

total 
CD4/CD3(M) 

1 B10+stz♂ 8wk 56 *10,54%=5,9 51 *19,16%=9,8 22 *24,45%=5,34 3 *37,58%=1,13 

2 B10♂ 8wk 134,5 *7,72%=10,4 87,5 *22,49%=19,7 16,4 *29,64%=4,9 1,45 *31,28%=0,45 

No genotype age total 
M 

total 
CD4/CD8(M) 

      

1 B10+stz♂ 8wk 56 *69,45%=38,9       

2 B10♂ 8wk 134,5 *83,07%=111,7       
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εικόνα 11:  πληθυσµοί κυττάρων από τους ιστούς της σπλήνα,ς του θύµο,υ των λεµφαδένων και 

των πυλωρικών λεµφαδένων. ∆ιακρίνουµε δύο πληθυσµούς Α και Β. Το Νο1 είναι το ζώο µε τις 

παθολογικές τιµές γλυκόζης και το Νο2 είναι το φυσιολογικό που δεν έχει streptozotocin. 

 

Η βασική διαφορά που παρατηρούµε και είναι ιδιαίτερα εµφανής είναι ο 

συνολικός αριθµός των κυττάρων στους ιστούς και πιο συγκεκριµένα στο θύµο. Στην 

περίπτωση αυτή τα κύτταρα στο ζώο µε τις παθολογικές τιµές γλυκόζης (Νο1) είναι 3 

φορές λιγότερα απ’ ότι στο φυσιολογικό (Νο2). Το γεγονός αυτό εξηγείται και από τα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα στα οποία αναφέρεται τοξικότητα του φαρµάκου µε 

αποτέλεσµα ατροφία στο θύµο και σε άλλους περιφερικούς λεµφικούς ιστούς (Joslin’s 
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13th edition) . Επίσης ο αριθµός των DP κυττάρων στο θύµο είναι σχετικά µειωµένος στο 

ζώο που έχει εµφανίσει υπεργλυκαιµία σε σχέση µε το φυσιολογικό. Ο αριθµός των 

κυττάρων επηρεάζει κατ’ επέκταση και τις υπόλοιπες µετρήσεις, ωστόσο σε ότι αφορά τα 

ποσοστά των κυττάρων για τους πληθυσµούς CD4+  και CD8+  είναι περίπου τα ίδια.  

Σε ότι αφορά τα επίπεδα του CD3 στο θύµο µέσα στον πληθυσµό των CD8+  

κυττάρων είναι σχεδόν διπλάσιος στο Νο1 απ΄ότι στο Νο2. Το ίδιο ισχύει και για τον 

πληθυσµό των CD4+  κυττάρων ενώ για τα DP κύτταρα η κατανοµή του CD3 είναι 

περίπου ίδια. Τα  επίπεδα του CD3 στον κυτταρικό πληθυσµό της σπλήνας είναι λίγο 

λιγότερα τόσο στον πληθυσµό των CD4+  όσο και στον πληθυσµό των CD8+  κυττάρων. Το 

ίδιο συµβαίνει και στον κυτταρικό πληθυσµό των λεµφαδένων, ενώ στον πληθυσµό των 

πυλωρικών λεµφαδένων συµβαίνει το αντίθετο.  
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εικόνα 12: φαινοτυπική ανάλυση των κυτταρικών πληθυσµών της σπλήνας, του θύµου, των 

λεµφαδένων και των πυλωρικών λεµφαδένων. 

 

Από την εικόνα της κυτταροµετρίας ροής (εικόνα 10) φαίνεται πως υπάρχουν 2 

πληθυσµοί κυττάρων οι οποίοι όµως δεν επηρεάζουν το συνολικό χαρακτηρισµό του 

ιστού. Οι διαφορές που υπάρχουν µεταξύ τους αφορούν χαµηλότερα ποσοστά CD4+  και 

CD8+   κυττάρων στον πληθυσµό Α απ’ ότι στον πληθυσµό Β. Ωστόσο στην περίπτωση 

των πυλωρικών λεµφαδένων ο πληθυσµός Β υπάρχει µόνο στο ζώο Νο1 ενώ στο Νο2 δεν 

εµφανίζεται καθόλου. Μεταξύ των 2 αυτών πληθυσµών στο ζώο µε την υπεργλυκαιµία 

(Νο1) εµφανίζεται διπλάσιος αριθµός CD8+  και CD4+  κυττάρων στον πληθυσµό Β απ’ 

ότι στον Α. H ύπαρξη αυτών των δύο πληθυσµών µπορεί να οφείλεται στο ότι τα κύτταρα 

του πληθυσµού Α βρίσκονται σε απόπτωση γεγονός που χρειάζεται περαιτέρω µελέτη 

για τον εντοπισµό των επιπέδων αννεξίνης. 
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εικόνα 13: σχηµατική αναπαράσταση των επιπέδων του CD3 υποδοχέα στους κυτταρικούς 

πληθυσµούς της σπλήνας, του θύµου, των λεµφαδένων και των πυλωρικών λεµφαδένων. 

 

Τα επίπεδα του CD3 όπως προκύπτουν από την εικόνα 13 φαίνεται να είναι λίγο 

πιο ψηλά στο θύµο του B10+STZ, ενώ σε όλους τους άλλους ιστούς παραµένουν 

υψηλότερα στο φυσιολογικό ζώο. Αυτό συντείνει µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα τα οποία 

αναφέρουν τοξικότητα του φαρµάκου streptozotocin στους περιφερικούς λεµφικούς 

ιστούς. 

 

Ιστολογικά δεδοµένα:  από την ιστολογική ανάλυση του παγκρέατος των δύο ζώων, 

παρατηρήσαµε πολύ λιγότερα παγκρεατικά νησίδια στο παθολογικό ζώο σε σχέση µε το 

φυσιολογικό, καθώς επίσης και αυτά τα λίγα που υπήρχαν ήταν αισθητά συρρικνωµένα 

σε σχέση µε τα φυσιολογικά (εικόνα 14). Το γεγονός αυτό εξηγείται και από τα 

βιβλιογραφικά δεδοµένα αφού το φάρµακο streptozotocin οδηγεί τα β κύτταρα σε 

αποπτωτικό θάνατο (Like Rossini,1976). 
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εικόνα 14: Χρώση µε αιµατοξυλίνη ηωσίνη του παγκρεατικού ιστού του ζώου µε τις παθολογικές 

τιµές γλυκόζης (Νο1) και ενός φυσιολογικού ζώου ίδιας ηλικίας και στελέχους (Νο2) που δεν έχει 

δεχθεί το φάρµακο. Τα παγκρεατικά νησίδια στο Νο2 όπου υπάρχουν, έχουν χάσει τη 

µορφολογία τους και έχουν συρρικνωθεί σε σύγκριση µε τα φυσιολογικά. 

 

 

 Πρωτόκολλο χαµηλής δόσης streptozotocin 

Για να δηµιουργήσουµε ένα µοντέλο σακχαρώδη διαβήτη στα στελέχη C57/BL10  

και TNF-/- προχωρήσαµε στην εφαρµογή του πρωτοκόλλου χορήγησης χαµηλής δόσης 
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του φαρµάκου. Με βάση το πρωτόκολλο αυτό, προχωρήσαµε στη χορήγηση χαµηλής 

δόσης streptozotocin  (50 mg/kg σε διάλυµα 1x SSC pH 4.2) σε 3 αρσενικά C57BL/10 

και 3 αρσενικά TNF-/-, αφού πρώτα έµειναν νηστικά για 4 ώρες. Είχαµε επίσης ως 

control 3 αρσενικά C57BL/10 και 3 αρσενικά TNF-/- στα οποία έγινε ένεση µόνο µε το 

διάλυµα 1x SSC pH 4.2. Στη συνέχεια τα ζώα αυτά ελέγχθηκαν για τα επίπεδα 

γλυκόζης στο αίµα τους. Οι µετρήσεις έγιναν σε διάφορα χρονικά διαστήµατα και τα 

αποτελέσµατα φαίνονται στον παρακάτω πίνακα.  

Αρχικά ξεκινήσαµε µε τις τιµές της γλυκόζης στο αίµα πριν την έναρξη 

οποιασδήποτε διαδικασίας ώστε να αποκλείσουµε την περίπτωση κάποιο ζώο να 

βρίσκεται  ήδη σε κάποια παθολογική κατάσταση για οποιοδήποτε λόγο. 

 

 

 

 low dose stz protocol 
  50mg/kg   

B10 before ssc 
buffer 

  TNF-/- before ssc 
buffer 

59   105 
167   134 
137   55 

B10 before STZ   TNF-/- before STZ 
144   137 
154   146 
163   127 

15 days 
B10 + SSC buffer   TNF-/- + SSC buffer 

170   167 
181   137 
174   151 

B10 + STZ   TNF-/- + STZ 
210   253 
147   286 
150   328 

30 days 
B10 + SSC buffer   TNF-/- + SSC buffer 

132   124 
144   113 
150   112 

B10 + STZ   TNF-/- + STZ 
166   219 
136   229 
129   275 
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37 days 
B10 + SSC buffer   TNF-/- + SSC buffer 

107   107 
142   115 
164   124 

B10 + STZ   TNF-/- + STZ 
145   155 
115   211 
117   351 

44 days 
B10 + SSC buffer   TNF-/- + SSC buffer 

137   135 
147   152 
180   132 

B10 + STZ   TNF-/- + STZ 
148   233 
122   256 
113   325 

 

Παρακάτω φαίνεται διαγραµµατικά η πορεία των ζώων αυτών στο χρόνο σε ότι 

αφορά τα επίπεδα γλυκόζης τους.  
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∆ιάγραµµα: στον άξονα Χ εµφανίζονται οι µέρες κατά τις οποίες έγιναν οι µετρήσεις της 

γλυκόζης και στον άξονα Υ εµφανίζονται οι µέσοι όροι των τιµών γλυκόζης για κάθε συνθήκη. 

 

Από το παραπάνω διάγραµµα παρατηρούµε ότι τα TNF-/- ζώα στα οποία 

χορηγήθηκε το φάρµακο εµφάνισαν υπεργλυκαιµία ενώ από τα υπόλοιπα ζώα δεν 

εµφάνισαν κάποια τέτοια ένδειξη. 
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Μέρος Γ  ( κατασκευή DsRed construct) 

 
Στην µελέτη της απόκρισης των Τ λεµφοκυττάρων και των µηχανισµών λειτουργίας 

τους, εστιάζεται το τρίτο µέρος της εργασίας αυτής, του οποίου ένα µέρος 

πραγµατοποιήθηκε κατά την εκπόνηση της πρακτικής άσκησης (rotation). Σκοπός  της 

εργασίας αυτής είναι η δηµιουργία  κατάλληλης κατασκευής (construct), η οποία θα 

περιέχει το γονίδιο  µιας φθορίζουσας πρωτεΐνης καθώς και όλες τις απαραίτητες 

ρυθµιστικές περιοχές που απαιτούνται για την έκφραση αυτής στα Τ λεµφοκύτταρα. Η 

πρωτεΐνη αυτή, DsRed,  φθορίζει στην περιοχή του κόκκινου στο φάσµα του φωτός. Μέσω 

της πρωτεΐνης αυτής θα έχουµε τη δυνατότητα να παρακολουθούµε τα Τ λεµφοκύτταρα 

στην κυτταροµετρία ροής, χωρίς να τα βάψουµε µε ειδικά αντισώµατα που φέρουν άλλες  

φθορίζουσες οµάδες, γιατί θα εκφράζουν  ενδογενώς αυτή που εµείς θα τους προσθέσουµε  

(Marchant.2001). 

Τέτοιου είδους διαγονιδιακά ζώα έχουν πολλές προοπτικές για το µέλλον. Μπορούν 

να χρησιµοποιηθούν σε τεχνικές in vivo απεικόνισης (imaging) (Ntziahristos,2002), όπου 

θα µπορούµε να παρακολουθούµε τα κύτταρα που εκφράζουν τις πρωτεΐνες αυτές π.χ 

GFP, DsRED κλπ. οπουδήποτε και αν βρίσκονται µέσα στον οργανισµό in vivo 

(Cahalan,2003), πως αυτά αποκρίνονται σε ένα ερέθισµα καθώς και πως 

συµπεριφέρονται υπό φυσιολογικές συνθήκες. Ήδη έχουν δηµιουργηθεί διαγονιδιακά ζώα 

για την πρωτεΐνη GFP που µελετώνται µε τη µέθοδο αυτή και έχουν δώσει ενθαρυντικά 

αποτελέσµατα. 
Τα  ζώα που χρησιµοποιούµε είναι C57BL/10. Η πλασµιδιακή κατασκευή που 

θέλουµε να δηµιουργήσουµε βασίζεται στην ανθρώπινη CD2-minigene κασσέττα  η οποία 

διαθέτει όλα τα απαραίτητα στοιχεία και ρυθµιστικές περιοχές ώστε να έχουµε έκφραση 

των γονιδίων στα Τ λεµφοκύτταρα και µόνο. 

Η ανθρώπινη CD2-minigene κασσέττα έχει χρησιµοποιηθεί και στο παρελθόν για 

την έκφραση διαφόρων γονιδίων αναφοράς στα Τ λεµφοκύτταρα σε διαγονιδιακά ζώα. Μια 

τροποποιηµένη µορφή αυτής, χρησιµοποιούµε στην προσπάθειά µας να δηµιουργήσουµε 

διαγονιδιακά ζώα τα οποία θα περιέχουν το γονίδιο του ενδιαφέροντός µας (DsRed) και 

θα το εκφράζουν αποκλειστικά και µόνο στα Τ λεµφοκύτταρα.  

Η τροποποιηµένη µορφή της κασσέττας περιέχει 5kb 5’  και  5.5kb 3’ πλευρικές 

αλληλουχίες, οι οποίες περιέχουν αντίστοιχα τον υποκινητή και την locus control region 

(LCR) του ανθρώπινου CD2 γονιδίου. H LCR περιοχή προσφέρει έκφραση, η οποία 
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εξαρτάται από τον αριθµό των γονιδίων που έχουν εισαχθεί, αλλά είναι ανεξάρτητη της 

θέσης εισαγωγής των γονιδίων. Η κασσέττα περιέχει µια θέση έναρξης της µεταγραφής , το 

πρώτο ιντρόνιο του αθρώπινου CD2 γονιδίου, καθώς και 2 σήµατα πολυαδενυλίωσης στην 

3’ µη-µεταφραζόµενη περιοχή του CD2 γονιδίου (Zhumabekov et al,1995). 

Για τη δηµιουργία του επιθυµητού construct, αποφασίσαµε να κόψουµε µε τα 

περιοριστικά ένζυµα BamH1 και Not1 τo πλασµίδιo pDsRed-Express (3,3Kb) και µε 

Sma1 τον hCD2-minigene vector. Έπειτα ακολούθησαν προσπάθειες σύνδεσης αυτών 

των τµηµάτων µεταξύ τους και µετασχηµατισµός αυτών σε βακτηριακά κύτταρα Ε.coli. 

Αποµονώσαµε τις θετικές αποικίες και στη συνέχεια πραγµατοποιήσαµε δοκιµαστικές 

πέψεις, προκειµένου να διαπιστώσουµε αν το ένθεµα έχει µπει σωστά στον  φορέα 

(vector). 

Προχωρούµε σε καλλιέργειά τους και αποµόνωση DNA, µε βάση τη διαδικασία 

αποµόνωσης της εταιρείας Nucleobond. Ακολούθησαν διαγνωστικές πέψεις σε αυτά τα 

maxi prep ώστε να ταυτοποιήσουµε την ποιότητά τους. Το θετικό δείγµα στη συνέχεια 

δόθηκε για αλληλούχιση (sequencing). Χαρακτηριστικά µπορούµε να δούµε το χάρτη 

αυτής της πλασµιδιακής κατασκευής. 
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Το πλασµίδιο αυτό στη συνέχεια κόπηκε µε τα ένζυµα Xba-XhoI και ενέθηκε σε 

πειραµατόζωα του στελέχους C57/BL10. Τα ζώα αυτά καθώς και οι  απόγονοί τους 

εξετάστηκαν µε τη µέθοδο Southern για το αν διαθέτουν το διαγονίδιο ή όχι. Για το 

λόγο αυτό κατασκευάσαµε ένα ραδιενεργό ιχνηθέτη ο οποίος είναι το ίδιο το γονίδιο 

της DsRed πρωτεΐνης το οποίο το αποµονώνουµε από το πλασµίδιο pDsRed express 

ύστερα από πέψη µε τα ένζυµα BamH1-Not1. Το γενωµικό DNA τον πειραµατοζώων 

ελέγχεται µε τη µέθοδο Southern αφού πρώτα κοπεί µε το ένζυµο Pst1. Όταν ο 

ραδιενεργός ιχνηθέτης υβριδοποιηθεί µε το γονίδιο της DsRed πρωτεΐνης µέσα στο 

γονιδίωµα, τότε θα έχουµε θετικό σήµα στην αυτοραδιογραφία στα αναµενόµενα 

µεγέθη (5793bp και 4095 bp). Το αποτέλεσµα αυτής της διαδικασίας φαίνεται 

παρακάτω:  
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DsRED Southern: στην παραπάνω εικόνα παρουσιάζεται ενδεικτικά το αποτέλεσµα της 
εφαρµογής της µεθόδου Southern µε τη χρήση ραδιενεργού ανιχνευτή για το γονίδιο DsRED σε 6
(Νο1-6) δείγµατα. Ως θετικό control έχουµε µια ποσότητα από το DNA που χρησιµοποιήθηκε για

τη δηµιουργία των διαγονιδιακών ζώων και ως αρνητικό control ένα C57/BL10. Τα Νο5 και 2 είναι 
αρνητικά ενώ τα Νο1,3,4 και 6 είναι θετικά .
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Προχωρώντας περαιτέρω στην ανάλυση των ζώων αυτών, θελήσαµε να δούµε κατά 

πόσον εκφράζουν την πρωτεΐνη DsRED µε την τεχνική FACS καθώς και αν µπορούµε να 

εντοπίσουµε τα κύτταρα αυτά µε χρήση της µικροσκοπίας Confocal. 

 

LN

thymus

Οπτικό πεδίο Κύτταρα που φθορίζουν στο ίδιο οπτικό πεδίο

Οπτικό πεδίο Κύτταρα που φθορίζουν στο ίδιο οπτικό πεδίο

 

 

εικόνα 15 confocal:  Τ λεµφοκύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη DsRED στον ιστό του θύµου και 

των λεµφαδένων. Στο οπτικό πεδίο βρίσκεται κυτταρικό διάλυµα από τον ιστό του θύµου και των 

λεµφαδένων από ένα διαγονιδιακό για την DsRED πρωτεΐνη ζώο. 

 

Από την εικόνα 15 παρατηρούµε πως υπάρχει φθορισµός τόσο στα κύτταρα του 

θύµου όσο και στα κύτταρα των λεµφαδένων, ωστόσο ο φθορισµός δεν αντιστοιχεί σε όλο 

τον κυτταρικό πληθυσµό. 
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εικόνα 16 :  χρήση της τενικής FACS για τον εντοπισµό των κυττάρων που εκφράζουν την πρωτεΐνη 

DsRED στους ιστούς του θύµου, των λεµφαδένων και της σπλήνας. Με την τεχνική αυτή φαίνεται 

να εντοπίζονται καλύτερα τα Τ λεµφοκύτταρα που εκφράζουν την πρωτεΐνη στον ιστό των 

λεµφαδένων. 

 
Από τα παραπάνω δεδοµένα προκύπτει ότι πράγµατι τα Τ λεµφοκύτταρα εκφράζουν 

την πρωτεΐνη DsRED, φαινόµενο όµως που είναι περισσότερο ευδιάκριτο στον ιστό των 

λεµφαδένων (εικόνα 16). Παρατηρούµε επίσης από τα αποτελέσµατα του FACS (εικόνα 

16) όπου φαίνονται τα λεµφοκύτταρα βαµµένα µε το αντίσωµα anti-CD3 παράλληλα µε 

τη DsRED, πως αφενός η DsRED εκφράζεται εξειδικευµένα στα Τ λεµφοκύτταρα 

αφετέρου δεν εκφράζεται από όλα. Το γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται είτε σε µη καλή 

χρώση µε το αντίσωµα anti-CD3, είτε σε κάποιο άλλο παράγοντα που έχει σχέση µε τη 

δυνατότητα έκφρασης της πρωτεΐνης αυτής από τα Τ λεµφοκύτταρα. Είναι απαραίτητο 

λοιπόν να γίνουν περαιτέρω µελέτες για να διαπιστωθούν οι ακριβείς συνθήκες έκφρασης 

της DsRED πρωτεΐνης. 
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4. Συζήτηση 
 
Οι  κυτταρικοί και µοριακοί µηχανισµοί που διέπουν τη φυσιολογική λειτουργία του 

ανοσοποιητικού συστήµατος δεν έχουν µελετηθεί πλήρως και εξακολουθούν να 

παραµένουν βασικό ερώτηµα για τους ανοσολόγους. Η µελέτη των µηχανισµών αυτών 

είναι αναγκαία για την κατανόηση της λειτουργίας τους και της διατήρησης της 

φυσιολογικής κατάστασης του οργανισµού. 

Στην εργασία αυτή χρησιµοποιούµε ένα µοντέλο ανοσολογικής ανοχής το οποίο 

βασίζεται σε έναν F5 TCR υποδοχέα (MHCI restricted) και σε ένα αντιγόνο ΝΡ που αυτός 

αναγνωρίζει. Στο πρώτο µέρος της εργασίας ασχοληθήκαµε µε την ταυτοποίηση και 

φαινοτυπική ανάλυση των κυτταρικών υποπληθυσµών στον θύµο αδένα και τα 

περιφερικά λεµφικά όργανα στις διαγονιδιακές σειρές pNP31, pNP4.3L, pNP4.2 και 

F5/pNP31, F5/pNP4.3L  και τη σύγκριση µεταξύ τους. Με τη µελέτη αυτή επιδιώκουµε 

να πάρουµε πληροφορίες για τον τρόπο λειτουργίας του µηχανισµού κυτταροτοξικότητας.  

Αρχικά θελήσαµε να διαπιστώσουµε κατά πόσο τα F5 κύτταρα όταν µεταφερθούν σε 

δέκτες που εκφράζουν το αντιγόνο, µπορούν να το δουν και να ανταποκριθούν σε αυτό.Με 

πειράµατα παθητικής µεταφοράς κυττάρων, δείξαµε ότι ο F5 υποδοχέας είναι ικανός να 

δει το ΝΡ αντιγόνο σε όποια από τις παραπάνω σειρές ελέγξαµε και να αποκριθεί σε αυτό.  

Στη συνέχεια για να διαπιστώσουµε αν η κυτταροτοξική δράση των F5 κυττάρων 

προκαλεί κάποια βλάβη στον παγκρεατικό ιστό, όπου εκφράζεται το αντιγόνο, 

πραγµατοποιήσαµε τεστ ανοχής στη γλυκόζη. Τα τεστ αυτά έδειξαν ότι σε κάποια ζώα 

(pNP31, pNP4.3L) είχαµε παθολογική καµπύλη γλυκόζης η οποία σε ότι αφορά το pNP31 

παρουσίασε κάµψη µετά τους 2,5 µήνες. Αυτό µπορεί να σηµαίνει ότι έχει ενεργοποιηθεί 

κάποιος µηχανισµός ανοχής στον οργανισµό, γεγονός που για να διαπιστωθεί χρειάζεται 

περαιτέρω µελέτη µε µεγαλύτερο αριθµό ζώων και τεστ ανοχής στη γλυκόζη ακόµα 

περισσότερους µήνες µετά την παθητική µεταφορά κυττάρων.  

Προκειµένου να µελετήσουµε τους µηχανισµούς λειτουργίας των Τ λεµφοκυττάρων 

και τον τρόπο ανάπτυξης της ανοσολογικής ανοχής, προχωρήσαµε στη συγκριτική 

µελέτη των κυττάρων στο σπλήνα και το θύµο στα F5 και στα διπλά διαγονιδιακά ζώα 

(F5/pnp31-εκφράζουν ταυτόχρονα και τον υποδοχέα F5 και το αντιγόνο που αυτός 

αναγνωρίζει ΝΡ) τα οποία βρίσκονται όλα σε Rag1-/- γενετικό υπόβαθρο. Από τη µελέτη 

των αποτελεσµάτων αυτών, προέκυψε µείωση του επιπέδου του CD8 υποδοχέα όπως 

και του επιπέδου του Vβ11 στον ιστό της σπλήνας. Tο γεγονός αυτό, συµφωνεί µε τα 
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δεδοµένα που είναι ως τώρα γνωστά και συγκαταλέγουν τη µείωση των επιπέδων των 

υποδοχέων αυτών, ως ένα µηχανισµό ανοχής (tolerance).   

Εκτενέστερα ασχοληθήκαµε µε την ανάλυση της σειράς pNP4.3L. Για να 

διαπιστώσουµε τους µηχανισµούς λειτουργίας των Τ κυττάρων στη σειρά αυτή,  

πραγµατοποιήσαµε πειράµατα παθητικής µεταφοράς κυττάρων από F5 δότες σε pNP4.3L 

αποδέκτες. Από το τεστ ανοχής στη γλυκόζη που πραγµατοποιήσαµε 1 µήνα µετά, ένα 

µόνο ζώο εµφάνισε παθολογική καµπύλη η οποία όµως µετά τα 120 λεπτά, επανήλθε στο 

φυσιολογικό. Για να µπορέσουµε να βγάλουµε πιο σαφή συµπεράσµατα χρειάζεται να 

επαναλάβουµε το τεστ 2,3,4 µήνες µετά, αλλά και να πραγµατοποιήσουµε νέα πειράµατα 

µε µεγαλύτερο αριθµό ζώων. 

Σαν επόµενη προσέγγιση προχωρήσαµε στην ανάλυση διπλά διαγονιδιακών ζώων για 

τον F5 υποδοχέα και για την πρωτεΐνη (F5 και F5/pNP4.3L). Σε ότι αφορά τη 

φαινοτυπική ανάλυση των ζώων αυτών, ως γενική παρατήρηση µπορούµε να πούµε πως 

υπάρχει µερική κυτταρική απαλοιφή η οποία είναι πιο έντονη στo αρσενικό σε ότι αφορά 

τον κυτταρικό πληθυσµό της σπλήνας. Το γεγονός αυτό, µαρτυρά κάποια ενδεχόµενη 

µεταβλητότητα µέσα στον πληθυσµό, µεταξύ αρσενικών και θυληκών ατόµων 

παρατήρηση που πρέπει να εξεταστεί εκτενέστερα µε περισσότερα πειράµατα. 

Για να µελετήσουµε το βαθµό ενεργοποίησης καθώς και τη δυνατότητα επαν-

ενεργοποίησης των αυτοδραστικών F5Τ λεµφοκυττάρων in vitro +/-ΙL2 και µε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις του πεπτιδίου, εφαρµόσαµε τη µέθοδο του proliferation. Όλα 

τα κύτταρα απαντούν στο πεπτίδιο και πιο συγκεκριµένα στις ψηλότερες συγκεντρώσεις 

αυτού. Η απάντηση στο πεπτίδιο είναι εντονότερη παρουσία IL-2.  Εποµένως, όλα τα 

κύτταρα παρουσιάζουν ικανότητα επαν-ενεργοποίησης, γεγονός που µαρτυρά ότι δεν 

βρίσκονται σε άνεργη κατάσταση.  

Στη συνέχεια θελήσαµε  να διαπιστώσουµε αν το φάρµακο streptozotocin αφενός 

προκαλεί διαβήτη στο στέλεχος C57/BL10 και αφετέρου αν ο TNF έχει κάποιο ρόλο στη 

διαδικασία αυτή. Με τον τρόπο αυτό µπορούµε να αποκτήσουµε ένα χρήσιµο εργαλείο 

στη µελέτη του µηχανισµού της ανάπτυξης του αυτοάνοσου διαβήτη µε τη χρήση της 

streptozotocin και να καθορίσουµε αν το φαινοµένο αυτό σχετίζεται άµεσα µε 

µηχανισµούς λειτουργίας των Τ λεµφοκυττάρων. Πράγµατι το φάρµακο αυτό είναι 

λειτουργικό στα στελέχη C57/BL10 και TNF-/-, στο πρώτο όταν χορηγείται σε υψηλή 

δόση και στο δεύτερο όταν χορηγείται σε χαµηλή δόση.  Αυτό  µπορεί να οφείλεται στο ότι 

οι ενέσεις πραγµατοποιούνται διαδοχικά στα ζώα. Ο παράγοντας χρόνος είναι πάρα πολύ 

σηµαντικός σε αυτή την πειραµατική µέθοδο, λόγω της αστάθειας του φαρµάκου το οποίο 
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όπως έχει αναφερθεί έχει χρόνο ηµιζωής 5-15 λεπτά και είναι και αρκετά  

φωτοευαίσθητο. Για να διαπιστωθεί εποµένως αν όντως ισχύει κάτι τέτοιο, το πείραµα θα 

πρέπει να επαναληφθεί µε µεγαλύτερο αριθµό ζώων και η σειρά τον ενέσεων να 

εναλλάσσεται µεταξύ ενός C57/BL10 και ενός TNF-/-. 

Τα δεδοµένα που προκύπτουν από τη φαινοτυπική ανάλυση των κυτταρικών 

πληθυσµών της σπλήνας, του θύµου, των λεµφαδένων και των πυλωρικών λεµφαδένων, 

του ζώου που έχει εµφανίσει υπεργλυκαιµία σε σύγκριση µε ένα φυσιολογικό που δεν 

έχει δεχθεί το φάρµακο, συµφωνούν µε αυτά της βιβλιογραφίας στα οποία αναφέρεται η 

τοξική δράση της streptozotocin στον κυτταρικό πληθυσµό του θύµου και  περιφερικών 

λεµφικών οργάνων (Joslin’s diabetes mellitus 13th edition).  

H µελέτη αυτού του συστήµατος θα µας επιτρέψει να διαπιστώσουµε τη συµµετοχή 

των Τ λεµφοκυττάρων στη διαδικασία ανάπτυξης του σακχαρώδη διαβήτη και να 

εφαρµόσουµε το µοντέλο αυτό στη µελέτη του µηχανισµού της κυτταροτοξικότητας στο 

µοντέλο του υποδοχέα F5TCR  και του αντιγόνου NP.  

Στην µελέτη της απόκρισης των Τ λεµφοκυττάρων και των µηχανισµών λειτουργίας 

τους, εστιάστηκε το τρίτο µέρος της εργασίας αυτής, του οποίου ένα µέρος 

πραγµατοποιήθηκε κατά την εκπόνηση της πρακτικής άσκησης (rotation). Σκοπός  της 

εργασίας αυτής είναι η δηµιουργία  κατάλληλης κατασκευής (construct), η οποία θα 

περιέχει το γονίδιο µιας φθορίζουσας πρωτεΐνης (DsRED) καθώς και όλες τις απαραίτητες 

ρυθµιστικές περιοχές που απαιτούνται για την έκφραση αυτής στα Τ λεµφοκύτταρα. Τα 

διαγονιδιακά ζώα που προέκυψαν και είχαν την κατασκευή αυτή αναλύθηκαν µε τη 

µέθοδο FACS και τη µικροσκοπία confocal για να διαπιστωθεί η έκφραση της πρωτεΐνης 

αυτής και σε ποια κύτταρα. Το αποτέλεσµα της διαδικασίας ήταν θετικό. Τα Τ 

λεµφοκύτταρα φαίνεται να εκφράζουν την πρωτεΐνη αυτή ωστόσο δεν φαίνεται να την 

εκφράζουν όλα. Από την κυτταροµετρία ροής και τη µικροσκοπία confocal, πιο 

ευδιάκριτα είναι τα κύτταρα των λεµφαδένων, σε ότι αφορά την έκφραση της πρωτεΐνης 

DsRED. 

Τα διαγονιδιακά αυτά ζώα που εκφράζουν την πρωτεΐνη DsRED στα Τ 

λεµφοκύτταρα, αποτελούν ένα πολύ χρήσιµο εργαλείο για τη µελέτη των µηχανισµών 

λειτουργίας των Τ λεµφοκυττάρων. Τέτοιου είδους διαγονιδιακά ζώα έχουν πολλές 

προοπτικές για το µέλλον. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν σε τεχνικές in vivo 

απεικόνισης,  όπου µπορούµε να παρακολουθούµε τα Τ λεµφοκύτταρα  οπουδήποτε  και  

αν  βρίσκονται  µέσα  στον οργανισµό in vivo, πως αυτά αποκρίνονται σε ένα ερέθισµα 

καθώς και πως συµπεριφέρονται υπό φυσιολογικές συνθήκες. 
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