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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Οι µηχανισµοί περιφερικής ανοσολογικής ανοχής είναι σηµαντικοί για τον λειτουργικό περιορισµό αυτοδραστικών 

λεµφοκυττάρων που διαφεύγουν από κεντρικά λεµφικά όργανα. Ο υποδοχέας PD-1 (programmed death-1) 

εκφράζεται σε ενεργοποιηµένα Τ- και Β-λεµφοκύτταρα και πρόσδεσή του από ειδικούς συνδέτες (PD-1 ligands) 

οδηγεί σε µειωµένο πολλαπλασιασµό, µειωµένη παραγωγή κυτταροκινών και ανέργεια. Ευρήµατα σε ποντικούς 

υποδεικνύουν σηµαντικό ρόλο του PD-1 στη διατήρηση της περιφερικής ανοσολογικής ανοχής και διαγονιδιακά 

στελέχη µε γενετική απαλοιφή του PD-1 εµφανίζουν αυτοάνοσες διαταραχές. Ο Συστηµατικός Ερυθηµατώδης Λύκος 

(Σ.Ε.Λ.) είναι το πρότυπο αυτοάνοσης νόσου στον άνθρωπο και χαρακτηρίζεται από αυτοδραστικά λεµφοκύτταρα και 

παραγωγή αυτοαντισωµάτων. Εξετάσαµε τη συχνότητα µονονουκλεοτιδικών πολυµορφισµών του γονιδίου του PD-1 

σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. µε PCR-RFLP, καθώς επίσης την έκφραση του PD-1 σε υποπληθυσµούς περιφερικών 

λεµφοκυττάρων σε ηρεµία και µετά από ενεργοποίηση µε PMA-ionomycin µε κυτταροµετρία ροής. Ο πολυµορφισµός 

PD1.3 (7146G/A) – αλλά όχι ο PD1.5 (7765C/T) – βρέθηκε σε αυξηµένη συχνότητα σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. σε σχέση 

µε υγιείς µάρτυρες (33% έναντι 18%, p=0.005). Ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. και ενεργό νόσο είχαν αυξηµένο ποσοστό 

περιφερικών PD-1+ CD4+ T λεµφοκυττάρων (2.4 ± 0.2% έναντι 1.8 ± 0.2% σε υγιείς µάρτυρες, p=0.029) και αυξηµένο 

ποσοστό ενεργοποιηµένων PD-1+ CD4+CD25+ T λεµφοκυττάρων (3.4 ± 0.4% έναντι 2.1 ± 0.2%, p=0.019) και PD-1+ 

CD4+CD69+ T λεµφοκυττάρων (4.6 ± 0.6% έναντι 3.2 ± 0.3%, p=0.06). Αντιθέτως, η έκφραση του PD-1 ligand 1 σε 

περιφερικά Τ-, Β-λεµφοκύτταρα και µονοκύτταρα δε διέφερε µεταξύ ασθενών µε Σ.Ε.Λ. και υγιών µαρτύρων. 

Ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. που φέρουν τον πολυµορφισµό PD1.3 είχαν µειωµένο ποσοστό PD-1+ CD3+ T 

λεµφοκυττάρων (1.3 ± 0.3% έναντι 2.4 ± 0.5%, p=0.09) και PD-1+ CD19+ B λεµφοκυττάρων (4.2 ± 0.9% έναντι 2.0 ± 

0.6%, p=0.07) σε σχέση µε ασθενείς χωρίς τον πολυµορφισµό. Πειράµατα κινητικής έκφρασης του PD-1 σε 

περιφερικά Τ λεµφοκύτταρα µετά από ενεργοποίηση µε PMA-ionomycin έδειξαν αυξηµένη έκφραση του PD-1 σε 

ασθενείς που φέρουν τον PD1.3 πολυµορφισµό. Η παρούσα εργασία υποστηρίζει σηµαντικό ρόλο για το µονοπάτι 

PD-1/PD-1 ligands στη ρύθµιση της περιφερικής ανοσολογικής ανοχής σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. και αποτελεί αφετηρία 

για τη διερεύνηση πιθανών διαταραχών στην έκφραση και λειτουργία του PD-1 σε ασθενείς µε αυτοανοσία. 



 4

ABSTRACT 
Peripheral immune toleranace is important for the functional restriction of autoreactive lymphocytes that escape from 

central lymphoid organs. Programmed death-1 (PD-1) is expressed on activated T- and B-lymphocytes and results in 

decreased proliferation, cytokine production and anergy upon engagement with its specific ligands (PD-1 ligands). 

Murine studies have indicated a crucial role for PD-1 in maintenance of peripheral tolerance and transgenic strains 

that lack PD-1 (PD-1 knock-out) develop various autoimmune disorders. Systemic lupus erythematosus (SLE) is the 

prototype of autoimmune disease in humans and is characterized by autoreactive lymphocytes and production of 

autoantibodies. We examined the frequency of single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the PD-1 gene in patients 

with SLE by PCR-RFLP, and the expression of PD-1 on peripheral blood mononuclear cells (resting and activated) by 

flow cytometry. An increased frequency of the PD1.3 (7146G/A) – but not the PD1.5 (7765C/T) SNPs was found in 

SLE patients compared to healthy controls (33% versus 18%, p=0.005). Patients with active SLE had increased 

percentage of peripheral PD-1+ CD4+ T lymphocytes (2.4 ± 0.2% versus 1.8 ± 0.2% in healthy controls, p=0.029) and 

increased percentage of activated PD-1+ CD4+CD25+ T lymphocytes (3.4 ± 0.4% versus 2.1 ± 0.2%, p=0.019) and 

PD-1+ CD4+CD69+ T lymphocytes (4.6 ± 0.6% versus 3.2 ± 0.3%, p=0.06). In contrast, expression of PD-1 ligand 1 on 

peripheral Τ-, Β-lymphocytes and monocytes did not differ between SLE patients and healthy controls. SLE patients 

with active disease who carried the PD1.3 polymorphism had decreased percentage of PD-1+ CD3+ T lymphocytes 

(1.3 ± 0.3% versus 2.4 ± 0.5%, p=0.09) and PD-1+ CD19+ B lymphocytes (4.2 ± 0.9% versus 2.0 ± 0.6%, p=0.07), 

compared to patients who did not. Stimulation of peripheral T lymphocytes with PMA-ionomycin demonstrated 

increased expression of PD-1 in SLE patients who carried the PD1.3 polymorphism. Our results indicate an important 

role for the PD-1/PD-1 ligands pathway in regulation of peripheral tolerance in patients with SLE and form the basis 

for the study of possible defects in expression and function of PD-1 in patients with autoimmune disease. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1. Περιφερική ανοσολογική ανοχή και αυτοανοσία 
 
1.1.1. Μηχανισµοί περιφερικής ανοσολογικής ανοχής 
Το ανοσολογικό σύστηµα των θηλαστικών διαθέτει την ικανότητα να αναγνωρίζει οποιαδήποτε χηµική 

δοµή προέρχεται από παθογόνους µικροοργανισµούς/εισβολείς µέσω ειδικών υποδοχέων που 

εκφράζονται στην επιφάνεια των Β– και Τ– λεµφοκυττάρων. Η ποικιλία αυτή στους υποδοχείς των 

λεµφοκυττάρων πηγάζει από τον σωµατικό ανασυνδυασµό των αντίστοιχων γονιδίων που συµβαίνει 

αποκλειστικά στα λεµφοκύτταρα, σε κεντρικά λεµφικά όργανα όπως ο µυελός των οστών (Β κύτταρα) και 

ο θύµος αδένας (Τ κύτταρα). Ακολουθούν διαδικασίες σωµατικής υπερµεταλλαγής (somatic 

hypermutation) που λαµβάνουν χώρα σε περιφερικούς λεµφικούς ιστούς για την τελική τροποποίηση της 

ειδικότητας των υποδοχέων. Ως «παρενέργεια» αυτών των διαδικασιών, ένα σηµαντικό ποσοστό των 

υποδοχέων των λεµφοκυττάρων (20-50% µετά τη διαδικασία ανασυνδυασµού) αναγνωρίζουν δυνητικά 

κάποιο από τα αντιγόνα του ιδίου του οργανισµού (αυτοαντιγόνα) (1). Παρόλα αυτά, το ανοσολογικό 

σύστηµα διαθέτει κατάλληλους µηχανισµούς ελέγχου και περιορισµού των «αυτοδραστικών» 

λεµφοκυττάρων οι οποίοι συνιστούν τη λεγόµενη «ανοσολογική ανοχή». Στις περισσότερες περιπτώσεις 

οι µηχανισµοί ανοσολογικής ανοχής επαρκούν για τον έλεγχο των αυτοδραστικών λεµφοκυττάρων µε 

συνέπεια µόνο το 3-8% του πληθυσµού να εµφανίζει κάποια µορφή αυτοάνοσης νόσου (2). 

 Η ανοσολογική ανοχή αποτελείται από ένα «κεντρικό» και ένα «περιφερικό» σκέλος. Το κεντρικό 

σκέλος (κεντρική ανοσολογική ανοχή) λαµβάνει χώρα σε µείζονα λεµφικά όργανα, όπως ο µυελός των 

οστών (για τα Β κύτταρα) και ο θύµος (για τα Τ κύτταρα). Σε αυτά τα όργανα, ωριµάζουν τα λεµφοκύτταρα 

και έρχονται σε επαφή µε αντιγόνα του εαυτού (αυτοαντιγόνα). Όσοι κλώνοι λεµφοκυττάρων διαθέτουν 

υποδοχείς που αναγνωρίζουν µε υψηλή συγγένεια αυτοαντιγόνα περνούν σε διαδικασία αποπτωτικού 

θανάτου («αρνητική επιλογή»). Ορισµένα αυτοδραστικά Τ κύτταρα στο θύµο αδένα διαφοροποιούνται 

προς «ρυθµιστικά» κύτταρα (regulatory T cells) που διαφεύγουν προς την περιφέρεια και αναστέλλουν 

ανοσολογικές αποκρίσεις προς αντιγόνα του εαυτού (3). 

 Συµπληρωµατικά προς την κεντρική ανοσολογική ανοχή λειτουργούν οι µηχανισµοί της περιφερικής 

ανοχής, που είναι σηµαντικοί για τον λειτουργικό περιορισµό των αυτοδραστικών λεµφοκυττάρων που 

διαφεύγουν από τα κεντρικά λεµφικά όργανα ή αντιδρούν σε ιστικά αντιγόνα που δεν εκφράζονται στο 

θύµο αδένα (4). Οι µηχανισµοί αυτοί περιλαµβάνουν την ανοσολογική «άγνοια», την πρόκληση 

«ανέργειας» (anergy), την απαλοιφή των αυτοδραστικών κυττάρων ή την καταστολή τους από άλλα Τ 

λεµφοκύτταρα (1, 5-7) (Πίνακας 1). Πιο ειδικά, ανοσολογική «άγνοια» προκαλείται από το γεγονός πως 

διάφορα αυτοαντιγόνα βρίσκονται σε ανατοµικά «αποµονωµένες» περιοχές που δεν είναι προσβάσιµες 

στο ανοσοποιητικό σύστηµα παρά µόνο µετά από ιστική βλάβη ή τραυµατισµό. Η πρόκληση «ανέργειας» 

βασίζεται στην υπόθεση πως για την πλήρη (optimal) ενεργοποίηση των CD4+ T λεµφοκυττάρων 
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απαιτείται εκτός από την πρόσδεση του συµπλόκου 

του Τ υποδοχέα (TCR, T-cell receptor) µε το 

αντιγόνο, ένα «δεύτερο σήµα» που προέρχεται από 

την αλληλεπίδραση υποδοχέων στην επιφάνεια των 

λεµφοκυττάρων µε ειδικούς συνδέτες (ligands) που 

εκφράζονται στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. 

Το πλέον καλά χαρακτηρισµένο σύστηµα δεύτερου 

«θετικού» (συνδιεγερτικού, costimulatory) σήµατος 

είναι αυτό που προκύπτει από την πρόσδεση του CD28 στα Τ λεµφοκύτταρα µε τις πρωτεΐνες B7.1 

(CD80) και B7.2 (CD86) στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (Εικόνα 1) (1, 8-10). Παροµοίως, ενίσχυση 

του σήµατος του Τ υποδοχέα προέρχεται από την αλληλεπίδραση του υποδοχέα ICOS (inducible 

costimulator) στα Τ λεµφοκύτταρα µε τον ειδικό συνδέτη ICOS-L (ICOS-ligand ή B7h) στα 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Σε περιπτώσεις που τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα στερούνται 

συνδιεγερτικών µορίων, η παρουσίαση του πεπτιδικού αντιγόνου στα CD4+ T λεµφοκύτταρα οδηγεί σε 

ανέργεια. Ο βαθµός ωρίµανσης των αντιγονοπαρουσιαστικών (ιδίως των δενδριτικών) κυττάρων 

καθορίζει έτσι, εάν ένα αντιγόνο θα προκαλέσει ανοσολογική απόκριση ή ανοχή (4).  

Πίνακας  1. Βασικοί µηχανισµοί περιφερικής 
ανοσολογικής ανοχής 
• Ανοσολογική «άγνοια» (ignorance) 
• Ανέργεια (anergy) 
• Απαλοιφή (deletion) αυτοδραστικών κλώνων 
• Λειτουργικός περιορισµός µέσω ανασταλτικών 

υποδοχέων 
• Καταστολή από ρυθµιστικά Τ λεµφοκύτταρα 

 

 

T T λεµφοκύτταρολεµφοκύτταροΑντιγονοΑντιγονο--
παρουσιαστικόπαρουσιαστικό
κύτταροκύτταρο

CD28B7

ICOSICOSL

TCRMHC

CD3

CTLA-4B7

PD-1PD-L

BTLAHVEM ?

ενεργοποίηση-
συνδιέγερση

αναστολή

T T λεµφοκύτταρολεµφοκύτταροΑντιγονοΑντιγονο--
παρουσιαστικόπαρουσιαστικό
κύτταροκύτταρο

CD28B7

ICOSICOSL

TCRMHC

CD3

CTLA-4B7

PD-1PD-L

BTLAHVEM ?

ενεργοποίηση-
συνδιέγερση

αναστολή

Εικόνα 1. Ρύθµιση της περιφερικής ανοσολογικής ανοχής µέσω
διεγερτικών και ανασταλτικών υποδοχέων των λεµφοκυττάρων. 
Ο βαθµός ενεργοποίησης του Τ λεµφοκυττάρων καθορίζεται από την
ισορροπία µεταξύ «θετικών» (διεγερτικών) σηµάτων που προέρχονται από το
σύµπλοκο του Τ υποδοχέα και τους υποδοχείς CD28 και ICOS, και 
«αρνητικών» (ανασταλτικών) σηµάτων που προέρχονται από τους υποδοχείς
CTLA-4, PD-1 και BTLA. 

 

 Εκτός από τα «θετικά» (συνδιεγερτικά) δεύτερα σήµατα, το Τ-λεµφοκύτταρα είναι δυνατό να δεχθεί 

«αρνητικό» (ανασταλτικό, coinhibitory) σήµα επίσης µέσω µεµβρανικών υποδοχέων που συνδέονται µε 

ειδικούς συνδέτες στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Τέτοιοι υποδοχείς στα λεµφοκύτταρα είναι το 

CTLA-4, το PD-1 και το BTLA που ενεργοποιούνται από ειδικούς συνδέτες που εκφράζονται σε άλλα 

λεµφοκύτταρα ή αντιγονοπαρουσιαστικά κύττααρα. Ενεργοποίηση αυτών των υποδοχέων – αντί των 
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συνδιεγερτικών – κατά την αντιγονοπαρουσίαση µπορεί να οδηγήσει επίσης σε ανοσολογική ανοχή (8, 

11-15). Η ισορροπία µεταξύ θετικών και αρνητικών σηµάτων ενεργοποίησης των λεµφοκυττάρων είναι 

σηµαντική για τη διατήρηση της ανοσολογικής ανοχής (16). 

 Ένας πρόσθετος µηχανισµός περιφερικής ανοσολογικής ανοχής είναι η απαλοιφή (deletion) των 

αυτοδραστικών Τ-λεµφοκυττάρων µέσω προγραµµατισµένου κυτταρικού θανάτου. Στην περίπτωση αυτή, 

η επαναλαµβανόµενη ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων οδηγεί σε έκφραση των υποδοχέων Fas και 

Fas-ligand (FasL) και απόπτωση µέσω κασπάσης 8 και 10 (1, 3).  

 Ιδιαίτερα σηµαντικός µηχανισµός ανοσολογικής ανοχής είναι η καταστολή των αυτοδραστικών 

λεµφοκυττάρων µέσω ρυθµιστικών Τ-λεµφοκυττάρων (regulatory T cells), τα οποία διακρίνονται σε 

CD4+CD25+ και Tr1 ρυθµιστικά κύτταρα (17, 18).  Η προέλευση των ρυθµιστικών κυττάρων είναι τόσο 

από το θύµο αδένα όσο από περιφερικά λεµφικά όργανα. Τα CD4+CD25+ ρυθµιστικά κύτταρα αποτελούν 

το 5-10% των CD4+ Τ λεµφοκυττάρων στον άνθρωπο, χαρακτηρίζονται από υψηλή έκφραση των 

υποδοχέων CD25 (α αλυσίδα του υποδοχέα της IL-2), CTLA-4, OX40, GITR και ελέγχουν τις 

ανοσολογικές αποκρίσεις µέσω άµεσων αλληλεπιδράσεων µε τα κύτταρα-τελεστές. Τα Tr1 ρυθµιστικά 

κύτταρα δρουν µέσω µηχανισµών που περιλαµβάνουν την παραγωγή της IL-10 και του TGF-β (5, 7, 19). 

Ωστόσο, υπάρχουν αρκετά ακόµα ασαφή σηµεία αναφορικά µε τον ρόλο των διάφορων υποπληθυσµών 

των ρυθµιστικών κυττάρων και των µηχανισµών δράσης τους. 

 

1.1.2. ∆ιαταραχή των µηχανισµών περιφερικής ανοσολογικής ανοχής και αυτοανοσία 
Παρά τη σηµασία των µηχανισµών κεντρικής ανοχής στον περιορισµό των αυτοδραστικών 

λεµφοκυτταρικών κλώνων, δεν υπάρχουν επαρκείς ενδείξεις για συµµετοχή τους στην παθογένεση 

αυτοάνοσων διαταραχών στον άνθρωπο ή τον ποντικό. Αντιθέτως, διαταραχές σε µηχανισµούς 

περιφερικής ανοσολογικής ανοχής έχουν συσχετισθεί µε ανάπτυξη αυτοανοσίας. Για παράδειγµα, 

υπερέκφραση των Β7 συνδιεγερτικών µορίων σε β-κύτταρα παγκρεατικών νησιδίων σε πειραµατικό 

πρότυπο αυτοάνοσου διαβήτη επιτείνει τις αυτοάνοσες διαταραχές (6). Στελέχη ποντικών µε γενετική 

απαλοιφή του αρνητικού υποδοχέα CTLA-4 (CTLA-4-/-) πεθαίνουν σε ηλικία 3-5 εβδοµάδων µε 

λεµφοϋπερπλαστική νόσο και διήθηση περιφερικών ιστών από CD4+ T λεµφοκύτταρα (20). Παροµοίως, 

αντιγονο-ειδικά CTLA-4-/- Τ λεµφοκύτταρα είναι ανθεκτικά στην ανάπτυξη ανοχής, ενώ η χορήγηση anti-

CTLA4 αντισωµάτων ενισχύει την αυτοανοσία σε πειραµατικά πρότυπα εγκεφαλοµυελίτιδας (πολλαπλή 

σκλήρυνση) ή διαβήτη (3, 21). Αντίθετα, στην πειραµατική εγκεφαλοµυελίτιδα η χορήγηση anti-ICOS 

µονοκλωνικών αντισωµάτων µετά την 9η ηµέρα οδηγεί σε κλινική ύφεση και µειωµένη παραγωγή IFN-γ 

από τα Τ λεµφοκύτταρα (21).  

 Περαιτέρω ανάδειξη του ρόλου της περιφερικής ανοσολογικής ανοχής στην παθογένεση της 

αυτοανοσίας προέρχεται από σπάνιες συστηµατικές αυτοάνοσες διαταραχές που κληρονοµούνται 

µονογονιδιακά στον άνθρωπο, όπως το σύνδροµο ALPS (autoimmune lymphoproliferative syndrome, 

αυτοάνοσο λεµφοϋπερπλαστικό σύνδροµο) και το φυλοσύνδετο σύνδροµο υπεργαµµασφαιριναιµίας IgM 

(X-linked hyper-IgM syndrome). Στην πρώτη περίπτωση υπάρχει µερική ή πλήρης διαταραχή στη 
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σηµατοδότηση από τον αποπτωτικό υποδοχέα Fas µε συνέπεια τον περιορισµένο θάνατο των Τ 

λεµφοκυττάρων και λεµφοϋπερπλασία (22). Στη δεύτερη περίπτωση, υπάρχει διαταραχή στη 

σηµατοδότηση από τον συνδιεγερτικό υποδοχέα CD40-Ligand µε συνέπεια επίσης την ελλιπή έκφραση 

του Fas στα αυτοδραστικά Β λεµφοκύτταρα (23). 

 Τα ρυθµιστικά Τ λεµφοκύτταρα είναι σηµαντικά στη διατήρηση της ανοσολογικής ανοχής και την 

ανάπτυξη αυτοανοσίας στους ποντικούς ενώ λιγότερες είναι οι ενδείξεις στον άνθρωπο. Για παράδειγµα, 

ρυθµιστικά Τ κύτταρα που παρήχθησαν σε BDC2.5 TCR διαγονιδιακό στέλεχος χρησιµοποιώντας 

δενδριτικά κύτταρα από το στέλεχος NOD, έχουν τη δυνατότητα να καταστείλουν την ανάπτυξη 

αυτοάνοσου διαβήτη (7). Σηµαντικός είναι επίσης ο ρόλος των ρυθµιστικών κυττάρων στην παθογένεια 

της πειραµατικής εγκεφαλοµυελίτιδας σε διαγονιδιακά στελέχη µε CD4+ α-β TCR κύτταρα ειδικά για τη 

βασική πρωτεΐνη µυελίνης (MBP, myelin basic protein). Σε αυτό το πειραµατικό πρότυπο η νόσος 

καταστέλλεται από τη µεταφορά τόσο CD25+ όσο και CD25- CD4+ T λεµφοκυττάρων (7). Στον άνθρωπο 

υπάρχουν µερικές µόνο ενδείξεις για συµµετοχή των ρυθµιστικών Τ λεµφοκυττάρων στην παθογένεια 

αυτοάνοσων νόσων όπως η πολλαπλή σκλήρυνση, η ρευµατοειδής αρθρίτιδα, η αυτοάνοση πολυ-

ενδοκρινοπάθεια τύπου 2, κ.α. (24) Πιο ειδικά, ασθενείς µε ήπια ολιγοαρθρική µορφή νεανικής 

ιδιοπαθούς αρθρίτιδας έχουν αυξηµένο αριθµό CD4+CD25bright Τ ρυθµιστικών κυττάρων στο περιφερικό 

αίµα σε σχέση µε ασθενείς µε την επιθετική πολυαρθρική µορφή της νόσου (25). Πιο πρόσφατα έχει 

περιγραφεί µειωµένος αριθµός ρυθµιστικών Τ κυττάρων στο περιφερικό αίµα ασθενών µε ενεργό 

συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο που ίσως σχετίζεται µε αυξηµένη ευαισθησία σε αποπτωτικά σήµατα 

µέσω του υποδοχέα Fas (26).  

 

 

1.2. Ο ρόλος του υποδοχέα PD-1 στην περιφερική ανοσολογική ανοχή και αυτοανοσία 
 
1.2.1. PD-1 και περιφερική ανοσολογική ανοχή 
 
1.2.1.1. Έκφραση του υποδοχέα PD-1 και των συνδετών του (PD-1 ligands) 
Ο υποδοχέας PD-1 (programmed death-1, CD279) αποµονώθηκε αρχικά σε λεµφοαιµοποιητικές 

κυτταρικές σειρές που υπόκειντο αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο (27), σύντοµα όµως βρέθηκε πως ή 

έκφρασή του δε σχετίζεται µε τον κυτταρικό θάνατο άλλα την ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων (28). Ο 

υποδοχέας PD-1 είναι διαµεµβρανική πρωτεΐνη που ανήκει στην υπεροικογένεια των ανοσοσφαιρινών και 

παρουσιάζει 23% οµολογία µε τον υποδοχέα CTLA-4 (28). Αποτελείται από ένα εξωκυττάριο τµήµα IgV 

και ένα κυτταροπλασµατικό στο οποίο εντοπίζονται ένα µοτίβο ITIM (immunoreceptor tyrosine-based 

inhibiting motif) και ένα ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) τα οποία σχετίζονται µε τη 

δράση του PD-1 ως ανασταλτικός υποδοχέας. Η πρωτεΐνη PD-1 είναι εκτενώς γλυκοζυλιωµένη και η 

οµολογία µεταξύ ανθρώπινης και ποντικίσιας µορφής είναι 60% (29). 
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 Μελέτες σε ποντικούς έχουν δείξει πως ο υποδοχέας PD-1 εκφράζεται σε µικρό ποσοστό 

θυµοκυττάρων, Τ- και Β- λεµφοκυττάρων (28). Μετά από ενεργοποίηση επάγεται η έκφρασή του στην 

επιφάνεια των λεµφοκυττάρων (CD4+, CD8+, B-κύτταρα) και µυελοειδών κυττάρων (28, 30-32). Επίσης, 

αυξηµένη έκφραση του PD-1 παρατηρείται σε ανεργικά Τ λεµφοκύτταρα (33, 34) και CD4+CD25+ T 

ρυθµιστικά κύτταρα (35). 

 Παροµοίως, η έκφραση του PD-1 στα ανθρώπινα µονοπύρηνα κύτταρα είναι ελάχιστη σε φάση 

ηρεµίας αλλά ενισχύεται µετά από ενεργοποίηση από διάφορους διεγέρτες όπως TPA, PHA, 

PMA/ιονοµυκίνη (36-38). Ενεργοποίηση των CD4+ λεµφοκυττάρων µε anti-CD3/anti-CD28 αντισώµατα 

οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση του PD-1 η οποία µεγιστοποιείται στις 48-72 ώρες ενεργοποίησης (36, 39).  

 Οι ειδικοί συνδέτες (ligands) του PD-1 είναι ο PD-L1 (B7-H1) και ο PD-L2 (B7-DC). Ο PD-L1 

εκφράζεται σε Τ−, Β−λεµφοκύτταρα, µονοκύτταρα/µακροφάγα, αλλά και ιστικά παρεγχυµατικά κύτταρα, 

όπως ενδοθηλιακά, ινοβλάστες, κερατινοκύτταρα, µυοκύτταρα, επιθηλιακά κύτταρα νεφρού, παγκρεατικά 

νησιδιοκύτταρα, συγκιτιοτροφοβλάστη πλακούντα κλπ (15, 40-42). Ισχυρό ερέθισµα για την επαγωγή της 

έκφρασης του PD-L1 σε παρεγχυµατικά κύτταρα είναι η IFN-γ αλλά και ο TNF-α. Πιο περιορισµένη είναι η 

έκφραση του PD-L2, σε ενεργοποιηµένα Τ λεµφοκύτταρα και µακροφάγα ή δενδριτικά κύτταρα (31). Η 

ευρεία έκφραση των συνδετών του PD-1 και κυρίως το γεγονός πως µη-λεµφοειδή κύτταρα επίσης 

εκφράζουν PD-L1 µετά από ενεργοποίηση, αποτελούν σηµαντική ένδειξη για το ρόλο του PD-1 στην 

περιφερική ανοσολογική ανοχή.  

 
1.2.1.2. Μηχανισµός δράσης του PD-1 
Σηµαντικό ρόλο στη δράση του PD-1 έχουν δύο κατάλοιπα τυροσίνης που βρίσκονται στο ενδοκυττάριο 

(κυτταροπλασµατικό) τµήµα, το πρώτο κατάλοιπο (αµινοτελικό) στο µοτίβο ITIM και το δεύτερο 

(καρβοξυτελικό) στο µοτίβο ITSM. Πειράµατα σε Β κυτταρικές σειρές ποντικού έχουν δείξει ότι τα 

κατάλοιπα τυροσίνης φωσφορυλιώνονται πολύ γρήγορα (~8’’) µετά την ενεργοποίηση του Β αντιγονικού 

υποδοχέα (BCR) (43). Ταυτόχρονα, υπάρχει αλληλεπίδραση της φωσφατάσης SHP-2 – η οποία επίσης 

φωσφορυλιώνεται – µε τον υποδοχέα PD-1, µε συνέπεια τη µείωση της απελευθέρωσης Ca+2 από 

ενδοκυττάριες αποθήκες και τον περιορισµό της φωσφορυλίωσης (= ενεργοποίησης) σειράς πρωτεΐνών 

και κινασών που είναι σηµαντικές για τη λειτουργία των Β λεµφοκυττάρων, όπως η Igβ, syk, PLCγ2, PI-3-

kinase κλπ (43). Για τη λειτουργία αυτή του PD-1 βρέθηκε πως είναι σηµαντικό το κατάλοιπο τυροσίνης 

που βρίσκεται στο ITSM και όχι αυτό που βρίσκεται στο ITIM. 

 Παρόµοιος είναι ο µηχανισµός δράσης του PD-1 στα T λεµφοκύτταρα. Σε ανθρώπινα φυσιολογικά 

CD4+ T κύτταρα οι φωσφατάσες SHP-1 και SHP-2 αλληλεπιδρούν µε την τυροσίνη στο µοτίβο ITSM (39) 

και παρατηρείται σηµαντική µείωση στη φωσφορυλιωµένη µορφή της ζ αλύσου του συµπλόκου CD3, της 

πρωτεΐνης ZAP70 και των κινασών PKCθ και ERK (44). Ταυτόχρονα, η ενεργοποίηση του PD-1 οδηγεί σε 

µειωµένη µεταγραφή του αντι-αποπτωτικού γονιδίου Bcl-xL, µειωµένη ενεργοποίηση της κινάσης Akt και 

µειωµένο µεταβολισµό γλυκόζης (14). Η τελευταία δράση πραγµατοποιείται µέσω καταστολής της PI-3-

kinase.  
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1.2.1.3. Ο υποδοχέας PD-1 ως ανασταλτικός υποδοχέας της δράσης των λεµφοκυττάρων 
Η δράση του PD-1 ως αρνητικός ρυθµιστής των λεµφοκυττάρων έχει µελετηθεί σε διάφορα πειράµατα in 

vitro. Ενεργοποίηση του PD-1 µέσω του PD-L1 (ή PD-L2) µε ταυτόχρονη διέγερση του TCR µέσω anti-

CD3 στα CD4+ T λεµφοκύτταρα οδηγεί σε µειωµένο πολλαπλασιασµό και έκκριση κυτταροκινών IL-2, IL-

4, IL-10, IL-13, IFN-γ (36, 40, 45-47). Η ανασταλτική δράση του PD-1 περιορίζεται σε περιπτώσεις 

έντονης αντιγονικής διέγερσης µέσω του συµπλόκου TCR/CD3 και βέλτιστης (optimal) συνενεργοποίησης 

(costimulation) µέσω του CD28 (36, 40). Επίσης, η εξωγενής χορήγηση IL-2, IL-7 ή IL-15 περιορίζει την 

ανασταλτική λειτουργία του PD-1 (30, 36). Τα CD8+ Τ λεµφοκύτταρα εµφανίζονται περισσότερο 

«ευαίσθητα» στη λειτουργία του PD-1 σε σχέση µε τα CD4+ κάτι που ίσως δικαιολογείται από την 

αυξηµένη παραγωγή IL-2 και την αυξηµένη έκφραση του υποδοχέα της IL-2 από τα τελευταία (30). 

 Ο ρόλος του PD-1 ως ανασταλτικός υποδοχέας της λειτουργίας των Τ λεµφοκυττάρων έχει αναδειχθεί 

και σε πειράµατα συγκαλλιεργειών (cocultures) µε ενεργοποιηµένα παρεγχυµατικά κύτταρα που 

εκφράζουν PD-L1. Για παράδειγµα, σε καλλιέργειες νεφρικών σωληναριακών επιθηλιακών κυττάρων που 

εκφράζουν PD-L1 µετά από έκθεση σε IFN-γ µε αποµονωµένα Τ κύτταρα, η προσθήκη αντισώµατος που 

αναστέλλει την αλληλεπίδραση µεταξύ PD-1 και PD-L1 οδηγεί σε αυξηµένο πολλαπλασιασµό και 

παραγωγή IL-2 από τα Τ κύτταρα (48-50). Παρόµοια πειράµατα έχουν δείξει πως κύτταρα γλοιόµατος, 

κερατινοκύτταρα ή ενδοθηλιακά κύτταρα καταστέλλουν την ενεργοποίηση των Τ λεµφοκυττάρων µέσω 

του συστήµατος PD-1/PD-L1 (51-54). 

 Λιγότερο µελετηµένη είναι η δράση του PD-1 στα Β λεµφοκύτταρα. Σπληνικά Β κύτταρα ποντικού µε 

γενετική απαλοιφή του PD-1 (PD-1-/-) εµφανίζουν αυξηµένο πολλαπλασιασµό µετά από ενεργοποίηση του 

αντιγονικού υποδοχέα σε σχέση µε τα αγρίου τύπου Β κύτταρα (PD-1+/+) (55). Επίσης σε ποντικούς, 

ενεργοποίηση του υποδοχέα των Β κυττάρων µέσω anti-IgM και του PD-1 µέσω PD-L1 οδηγεί σε µείωση 

του πολλαπλασιασµού τους κατά 30-40% (32). 

 

 

1.2.2. Ο ρόλος του PD-1 στην αυτοανοσία 
 
1.2.2.1. Μελέτες σε ποντικούς 
Ο ρόλος του PD-1 ως αρνητικός ρυθµιστής της ανοσολογικής απόκρισης των λεµφοκυττάρων στην 

περιφερική ανοσολογική ανοχή αναδείχθηκε µέσω των ευρηµάτων σε διαγονιδιακά στελέχη ποντικών µε 

έλλειψη του PD-1 (pdcd1-/-). Έτσι, C57BL/6-pdcd1-/- στελέχη αναπτύσσουν σε ορισµένο ποσοστό και σε 

µεγάλη ηλικία (>8 µήνες) σπειραµατονεφρίτιδα τύπου λύκου και υπερπλαστική αρθρίτιδα, µε εναποθέσεις 

IgG3 και C3 στα νεφρικά σπειράµατα (56). Πιο έντονο φαινότυπο εµφανίζουν τα BALB/c-pdcd1-/- στελέχη 

τα οποία πεθαίνουν από διατατική µυοκαρδιοπάθεια που µεσολαβείται από παραγωγή αυτοαντισωµάτων 

έναντι της καρδιακής τροπονίνης (57, 58). Σε 2C TCR διαγονιδιακά στελέχη που βρίσκονται σε 

αυτοδραστικό γενετικό υπόβαθρο Η-2b/d, τα αυτοδραστικά Τ κύτταρα υφίστανται αρνητική επιλογή στο 
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θύµο αδένα και µόνο λίγα ξεφεύγουν στην περιφέρεια όπου εκφράζουν PD-1 στην επιφάνειά τους και 

έχουν φαινότυπο άωρων κυττάρων. Σε απουσία όµως του PD-1 (2C TCR-pdcd1-/- Η-2b/d) τα 

αυτοδραστικά κύτταρα δεν καταστέλλονται και οι ποντικοί εµφανίζουν θανατηφόρο νόσο τύπου 

µοσχεύµατος-έναντι-ξενιστή στις 10 εβδοµάδες ζωής (56). Επίσης, η απουσία του PD-1 σε γενετικό 

υπόβαθρο NOD αυτοάνοσου διαβήτη, οδηγεί νωρίτερα σε ινσουλινίτιδα και διαβήτη, µε εκτεταµένες 

λεµφοκυτταρικές διηθήσεις των παγκρεατικών νησιδίων (59). Το ίδιο αποτέλεσµα προκαλείται από τη 

χορήγηση αντισωµάτων έναντι του PD-1 ή του PD-L1 (όχι του PD-L2) σε στελέχη NOD (60). 

 Στο πειραµατικό πρότυπο αυτοάνοσης εγκεφαλοµυελίτιδας / πολλαπλής σκλήρυνσης που 

προκαλείται σε στελέχη ποντικών C57Bl/6 µετά από ανοσοποίηση µε γλυκοπρωτεΐνη µυελίνης 

ολιγοδενδροκυττάρων (MOG, myelin oligodendrocyte glycoprotein), ο αποκλεισµός του PD-1 οδηγεί σε 

επιταχυνόµενη και πιο έντονη νόσο (61). ∆ιαπιστώνονται αυξηµένες διηθήσεις στο κεντρικό νευρικό 

σύστηµα, αυξηµένο ποσοστό Τ κυττάρων που παράγουν IFN-γ και αυξηµένα επίπεδα αντισωµάτων anti-

MOG στον ορρό. Επιδείνωση της εγκεφαλοµυελίτιδας παρατηρήθηκε και µετά αποκλεισµό µε αντίσωµα 

του PD-L2 αλλά όχι του PD-L1 (61). 

 Τα παραπάνω ευρήµατα συνεπικουρούνται από αυτά που προέρχονται από διαγονιδιακά στελέχη 

ποντικών µε έλλειψη των γονιδίων του PD-L1 ή/και PD-L2. Στελέχη NOD PD-L1-/- (αλλά όχι NOD PD-L2-/-) 

εµφανίζουν σε µικρότερο χρονικό διάστηµα και πιο έντονο διαβήτη, µε αυξηµένες διηθήσεις στα νησίδια 

και αυξηµένο αριθµό Τ λεµφοκυττάρων που παράγουν IFN-γ σε επιχώριους παγκρεατικούς λεµφαδένες 

(62). Η ίδια ερευνητική οµάδα διαπίστωσε πως η έκφραση του PD-L1 στα β παγκρεατικά κύτταρα – και 

όχι στα λεµφοαιµοποιητικά – ήταν σηµαντική για το λειτουργικό περιορισµό των παθογόνων Τ 

λεµφοκυττάρων και την αναστολή ανάπτυξης διαβήτη, αναδεικνύοντας έτσι το ρόλο του συστήµατος PD-

1/PD-L1 στη διατήρηση της  περιφερικής ανοσολογικής ανοχής (62). 

 

1.2.2.2. Μελέτες σε ανθρώπους 
Λίγες µελέτες έχουν εξετάσει το ρόλο του PD-1 στην ανθρώπινη αυτοανοσία. Σε ασθενείς µε ρευµατοειδή 

αρθρίτιδα υπάρχει αυξηµένη έκφραση του PD-1 σε CD4+ T λεµφοκύτταρα του αρθρικού υγρού σε σχέση 

µε ασθενείς µε οστεοαρθρίτιδα (37). Τα κύτταρα αυτά έχουν ανεργικό φαινότυπο (CD45RBlow CTLA-4+) 

και παράγουν IL-10. Σε ασθενείς µε ελκώδη κολίτιδα το ποσοστό των CD3+ Τ λεµφοκυττάρων του 

περιφερικού αίµατος που ήταν PD-1+ ήταν ~25%, έναντι 6% σε ασθενείς µε νόσο Crohn ή 5% σε υγιείς 

µάρτυρες (63). Εξίσου αυξηµένη έκφραση του PD-1 υπήρχε σε λεµφοκύτταρα που αποµονώθηκαν από 

προσβεβληµένες περιοχές του εντέρου σε αυτούς τους ασθενείς µε φλεγµονώδη εντεροπάθεια. Αυξηµένη 

έκφραση του PD-1 διαπιστώθηκε επίσης σε λεµφοκύτταρα που διηθούν τους σιελογόνους αδένες 

ασθενών µε σύνδροµο Sjogren’s (64, 65).  

 Ισχυρότερες ενδείξεις για συµµετοχή του υποδοχέα PD-1 στην ανθρώπινη αυτοανοσία προέρχονται 

από γενετικές µελέτες συσχέτισης πολυµορφισµών του γονιδίου του PD-1 µε αυτοάνοσες εκδηλώσεις. 

Αρχικά οι Prokunina και συν. (66) περιέγραψαν ορισµένους µονο-νουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς 

(SNPs, single-nucleotide polymorphisms) σε ασθενείς µε συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο (Σ.Ε.Λ.) µε 
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καταγωγή από Βόρεια Ευρώπη και Λατινική Αµερική. Ιδιαίτερα ισχυρή ήταν η συσχέτιση ενός 

πολυµορφισµού στο intron 4 (7146G/A) του γονιδίου του PD-1 µε τον κίνδυνο για Σ.Ε.Λ. (66) και 

νεφρίτιδα του Σ.Ε.Λ. (67). Ο εν λόγω πολυµορφισµός βρέθηκε πως παραλλάσσει µια θέση πρόσδεσης 

του µεταγραφικού παράγοντα RUNX1 στο intron 4 µε πιθανή συνέπεια την τροποποίηση της µεταγραφής 

του γονιδίου του PD-1 (66). Ο ίδιος πολυµορφισµός έχει συσχετιστεί µε νεφρίτιδα του Σ.Ε.Λ. και σε άλλες 

πληθυσµιακές οµάδες (68), όπως επίσης µε σακχαρώδη διαβήτη τύπου 1 (69), ρευµατοειδή αρθρίτιδα 

(67) και σοβαρή ταχέως εξελισσόµενη µορφή πολλαπλής σκλήρυνσης (70). Παράλληλα, έχουν 

περιγραφεί >20 επιπλέον πολυµορφισµοί του γονιδίου του PD-1 (71) που σχετίζονται επίσης µε 

ρευµατοειδή αρθρίτιδα (71-73), νεφρίτιδα Σ.Ε.Λ. (74) και ατοπία (71). 
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

 
2.1. Συστηµατικός ερυθηµατώδης λύκος και διαταραχή των µηχανισµών περιφερικής 

ανοσολογικής ανοχής 
Ο συστηµατικός ερυθηµατώδης λύκος (Σ.Ε.Λ.) αποτελεί το πρότυπο αυτοάνοσο νόσηµα στον άνθρωπο, 

µε συστηµατικές εκδηλώσεις και προσβολή διαφόρων ιστών και οργάνων όπως το δέρµα, οι βλεννογόνοι, 

οι αρθρώσεις, ο αιµοποιητικός ιστός, οι νεφροί και το κεντρικό νευρικό σύστηµα. Βασικά παθογενετικά 

στοιχεία είναι η παρουσία αυτοδραστικών Τ λεµφοκυττάρων στην περιφέρεια, η υπερπαραγωγή 

αυτοαντισωµάτων από τα Β λεµφοκύτταρα και αυξηµένες συγκεντρώσεις από διάφορες κυτταροκίνες 

όπως η IFN-α και η IL-10. ∆ιάφοροι µηχανισµοί περιφερικής ανοσολογικής ανοχής εµφανίζονται να 

δυσλειτουργούν όπως ελαττωµατική κάθαρση αποπτωτικών σωµατιδίων, ενισχυµένη 

αντιγονοπαρουσίαση, αυξηµένη «βοήθεια» από τα Τ– προς τα Β–λεµφοκύτταρα, µειωµένος αριθµός 

ρυθµιστικών Τ λεµφοκυττάρων κλπ (75, 76) (Πίνακας 2). Πιο ειδικά, οι διαταραχές που έχουν περιγραφεί 

στα Τ λεµφοκύτταρα ασθενών µε Σ.Ε.Λ. περιλαµβάνουν αυξηµένα επίπεδα ενδοκυττάριου Ca+2 µετά από 

ενεργοποίηση, µειωµένη έκφραση της ζ αλύσου του TCR, αυξηµένος βαθµός φωσφορυλίωσης, αυξηµένη 

έκφραση των συνδιεγερτικών υποδοχέων CD40L, ICOS, TRAIL και µειωµένη παραγωγή IL-2 µετά από 

ενεργοποίηση (75-81).  

 Αναφορικά µε τα Β λεµφοκύτταρα 

σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ., εκτός από τη 

«βοήθεια» που δέχονται από τα Τ 

κύτταρα, σηµαντική είναι η άµεση 

ενεργοποίησή τους από συµπλέγµατα 

αυτοαντισωµάτων µέσω του υποδοχέα 

TLR-9 (toll-like receptor 9) (79). 

Σηµαντικό ρόλο στο µονοπάτι αυτό 

ενεργοποίησης των Β λεµφοκυττάρων 

διαδραµατίζουν τα αυξηµένα επίπεδα 

παράγεται από δενδριτικά κύτταρα σε απάντηση σε IFN-α) (79). 

 

Πίνακας  2. ∆ιαταραχές περιφερικής ανοσολογικής ανοχής στο 
Συστηµατικό Ερυθηµατώδη Λύκο 
• Ελαττωµατική κάθαρση αποπτωτικών κυττάρων και έκθεση σε 

«κρυπτικά» αντιγόνα ή «νεο-επίτοπους» 
• ∆ιαταραχή στην επεξεργασία και παρουσίαση αντιγόνων 
• Αυξηµένη «βοήθεια» προς Β λεµφοκύτταρα 
• Αυξηµένη συνδιέγερση (CD40L, ICOS, TRAIL) 
• ∆ιαταραχή σε κατώφλι ενεργοποίησης και ενδοκυττάριας 

σηµατοδότησης λεµφοκυττάρων 
• ∆ιαταραχή σε αριθµό/λειτουργία των ρυθµιστικών Τ 

λεµφοκυττάρων 

 
κυτταροκινών όπως η IL-10 και ο BAFF (κυτταροκίνη που 

.2. Ρόλος του συστήµατος PD-1/PD-1 ligands στην παθογένεια του συστηµατικού ερυθηµατώδη 

Το υθµιστικό σύστηµα PD-1/PD-1 ligands είναι σηµαντικό στη διατήρηση της περιφερικής 

 
2

λύκου; 
ανοσορρ

ανοσολογικής ανοχής και η έλλειψή του οδηγεί σε αυτοάνοσες διαταραχές τύπου λύκου σε ποντικούς 

(13). Παράλληλα, πολυµορφισµοί του γονιδίου του PD-1 σχετίζονται µε αυξηµένο κίνδυνο για Σ.Ε.Λ. ή 

νεφρίτιδα του λύκου σε ανθρώπους (66). Με βάση τα προηγούµενα ευρήµατα, θελήσαµε να 
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διερευνήσουµε το πιθανό ρόλο του συστήµατος PD-1/PD-1 ligands στην παθογένεια του Σ.Ε.Λ. Αρχικά, 

µελετήσαµε τη συχνότητα πολυµορφισµών του γονιδίου του PD-1 σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. και υγιείς 

µάρτυρες προκειµένου να εκτιµηθεί η συνεισφορά τους σε αυξηµένο κίνδυνο για Σ.Ε.Λ. Κατόπιν, 

προσδιορίστηκε η έκφραση του PD-1 και των συνδετών σε περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα ασθενών µε 

Σ.Ε.Λ. σε φάση ηρεµίας και µετά από ενεργοποίηση, µε σκοπό να διαπιστωθούν τυχόν διαταραχές στην 

έκφραση. 

 



 16

 

3. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
3.1. Ασθενείς 
Το Ερευνητικό Εργαστήριο Ρευµατολογίας σε συνεργασία µε το Ερευνητικό Εργαστήριο Παθολογίας 

(Τµήµα Ιατρικής, Πανεπιστήµιο Κρήτης) διατηρούν βάση µε γενωµικό DNA από ασθενείς µε αυτοάνοσα 

νοσήµατα, όπως συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο, ρευµατοειδή αρθρίτιδα, τύπου 1 σακχαρώδη διαβήτη 

κλπ. Η βάση ανανεώνεται διαρκώς µε ασθενείς που επισκέπτονται τα τακτικά ιατρεία ή τις κλινικές 

Ρευµατολογίας και Παθολογίας (Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Ηρακλείου). Ως υγιείς µάρτυρες 

χρησιµοποιούνται εθελοντές αιµοδότες (Τµήµα Αιµοδοσίας, Πανεπιστηµιακό Νοσοκοµείο Ηρακλείου) µε 

ελεύθερο ιατρικό ιστορικό που έχουν γονείς µε Κρητική καταγωγή. 

Πίνακας  3. ∆ηµογραφικά και κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών 
µε Συστηµατικό Ερυθηµατώδη Λύκο (n=58) που συµµετείχαν 
στη µελέτη έκφρασης του PD-1. 
Φύλο (θήλυ) 93% 

Ηλικία (έτη) 41 ± 14 1 

Κλινικά χαρακτηριστικά  

   SLEDAI score 8.5 ± 4.7 1 

      Ενεργός νόσος (SLEDAI ≥6) 69% 

   Νεφρίτιδα 32%

   Αρθρίτιδα 69%

   Anti-dsDNA αντισώµατα 33% 

Θεραπεία  

   Υδροξυχλωροκίνη 48%

   Γλυκοκορτικοειδή 43%

   Μυκοφαινολικό 9% 

   Αζαθειοπρίνη 14%
1 Μέση τιµή ± τυπική απόκλιση  

 

 

 

 

 

 

 Για τα πειράµατα µελέτης της έκφρασης του PD-1 πραγµατοποιήθηκε αιµοληψία µε φλεβοκέντηση 

(20 mL) από ασθενείς µε Σ.Ε.Λ ή υγιείς µάρτυρες. Τα κλινικά και εργαστηριακά χαρακτηριστικά των 

ασθενών παρουσιάζονται στον Πίνακα 3. Η κλινική εκτίµηση για την ενεργότητα της νόσου 

πραγµατοποιήθηκε µε υπολογισµό του δείκτη SLEDAI (SLE Disease Activity Index) (82) και «ενεργός 

νόσος» θεωρήθηκε η παρουσία SLEDAI ≥8. Η αιµοληψία πραγµατοποιούταν µε συναίνεση των ασθενών 

ή µαρτύρων και µετά προφορική ή έγγραφη ενηµέρωσή τους. Όλες οι πειραµατικές διαδικασίες έχουν 

εγκριθεί από την Επιτροπή Ηθικής και ∆εοντολογίας του Πανεπιστηµιακού Νοσοκοµείου Ηρακλείου. 
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3.2. Αντισώµατα 
Τα µονοκλωνικά αντισώµατα CD3-PE, CD3-FITC (κλώνος UCHT1), CD19-PE, CD19-PC5 (J4.119), CD4-

PC5 (13B8.2), CD14-PC5 (RMO52) και τα ισοτυπικά IgG1-PE και IgG1-PC5 (679.1Mc7) αγοράστηκαν 

από την Beckman-Coulter. Τα CD25-PE (B1.49.9) και CD69-PE (TP1.55.3) ήταν από την Immunotech, 

ενώ το CD25-FITC (Μ-Α251) από την BD Pharmingen. Τα αντισώµατα HLA-DR-PE (LN3), PD1-FITC 

(J116), PDL1-PE (MIH1), IgG1-FITC (eBM2a) ήταν από την eBioscience. 

 

3.3. Αποµόνωση γενωµικού DNA και ανάλυση για πολυµορφισµούς του γονιδίου του PD-1 
Η αποµόνωση του DNA πραγµατοποιήθηκε από ολικό αίµα που είχε µεταφερθεί σε σωληνάρια µε EDTA. 

Ποσότητα αίµατος (300 µL) χρησιµοποιήθηκε για αποµόνωση DNA µε ειδικό kit (PuregeneTM Gentra 

Systems), σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η γονοτυπική ανάλυση αφορούσε τους 

µονονουκλεοτιδικούς πολυµορφισµούς PD1.3 και PD1.5 και πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο PCR-RFLP 

(PCR – Restriction Fragment Length Polymorphism). Για τον πολυµορφισµό PD1.3, ποσότητα γενωµικού 

DNA (5-7 µL) χρησιµοποιήθηκαν σε αντίδραση PCR για την ενίσχυση περιοχής του γονιδίου του PD-1 

που περιβάλλει την πολυµορφική θέση, µε primers (Minotech, Ι.Τ.Ε.) που περιγράφονται στον Πίνακα 4. 

Η αντίδραση PCR πραγµατοποιήθηκε µε 1.5 mM MgCl2, 200 nM dNTPs, 200 nM από κάθε primer και 2.5 

U Taq (Minotech, Ι.Τ.Ε.). Το πρόγραµµα της PCR ήταν το εξής: 95 °C 10min, 45 κύκλοι (95 °C 30sec, 

60 °C 30sec, 72 °C 15sec), 72 °C 5min. Ποσότητα από το προϊόν της αντίδρασης (10-15 µL) 

χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση πέψης µε το ένζυµο περιορισµού PstI (12 U/αντίδραση) (Minotech, 

Ι.Τ.Ε.), στους 37 °C για 3-4 ώρες. Το προϊόν της PCR είναι 180 bp και σε περίπτωση παρουσίας του A 

αλληλίου (δηλαδή παρουσίας του πολυµορφισµού), δηµιουργείται θέση περιορισµού που οδηγεί σε 2 

προϊόντα, 130 bp και 50 bp. Για την ανάλυση των αποτελεσµάτων, ίσες ποσότητες από το PCR προϊόν 

που επωάστηκε ή όχι µε το ένζυµο περιορισµού ηλεκτροφορήθηκαν σε gel αγαρόζης 2%. 

 Για την ανάλυση του πολυµορφισµού PD1.5, η αντίδραση PCR πραγµατοποιήθηκε µε 2 mM MgCl2, 

400 nM dNTPs, 400 nM από κάθε primer (Πίνακας 4) και 0.5 U Taq (Minotech, Ι.Τ.Ε.). Το πρόγραµµα της 

PCR ήταν το εξής: 95 °C 3min, 45 κύκλοι (95 °C 30sec, 58 °C 30sec, 72 °C 1min), 72 °C 5min. 

Ποσότητα από το προϊόν της αντίδρασης (5-10 µL) χρησιµοποιήθηκε σε αντίδραση πέψης µε το ένζυµο 

περιορισµού PvuII (12 U/αντίδραση) (Minotech, I.T.E.), στους 37 °C για 3-4 ώρες. Το προϊόν της PCR 

είναι 240 bp και σε περίπτωση παρουσίας του T αλληλίου (δηλαδή παρουσίας του πολυµορφισµού), 

Πίνακας 4. Αλληλουχίες των εκκινητών (primers) στις αντιδράσεις PCR για τη 
γονοτυπική ανάλυση των πολυµορφισµών PD1.3 και PD1.5 
Πολυµορφισµός PD1.3 Forward: 5’CCC CAG GCA GCA ACC TCA AT3’   

 Reverse: 5’GAC CGC AGG CAG GCA CAT AT3’ Tm = 60°C 

   

Πολυµορφισµός PD1.5 Forward: 5’GTG CCT GTG TTC TCT GTG GA3’  

 Reverse: 5’CCA AGA GCA GTG TCC ATC CT3’ Tm = 58°C 
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δηµιουργείται θέση περιορισµού που οδηγεί σε 2 προϊόντα, 180 bp και 60 bp. Για την ανάλυση των 

αποτελεσµάτων, ίσες ποσότητες από PCR προϊόν που επωάστηκε ή όχι µε το ένζυµο περιορισµού 

ηλεκτροφορήθηκαν σε gel αγαρόζης 2%. 

 
3.4. Αποµόνωση περιφερικών µονοπύρηνων κυττάρων και κυτταροµετρία ροής 
Περιφερικό αίµα αραιώθηκε σε PBS 1  (1:1) και τα µονοπύρηνα κύτταρα αποµονώθηκαν µετά από 

φυγοκέντρηση σε πήκτωµα φικόλης (Ficoll-Histopaque, Sigma), σύµφωνα µε τις οδηγίες του προµηθευτή. 

Μετά από δύο πλυσίµατα σε διάλυµα HBSS 1  (Sigma), ο απαιτούµενος αριθµός κυττάρων ξεπλύθηκε 

σε PBS/FBS 2.5%. Τα κύτταρα (5 105 ανά χρώση) επωάστηκαν µε µονοκλωνικά αντισώµατα για 30 

λεπτά (4 °C). Ακολούθησε ένα πλύσιµο σε 3-4 mL PBS/FBS 2.5% και τα κύτταρα επαναδιαλύθηκαν σε 

500 µL PFA 2%/PBS και αναλύθηκαν σε κυτταροµετρητή ροής τύπου EPICS XL-MCL (Epics Coulter). 

 
3.5. Μελέτη κινητικής του υποδοχέα PD-1 µετά από ενεργοποίηση µε PMA/ionomycin 
Για τη µελέτη της κινητικής επαγωγής του υποδοχέα PD-1 στα περιφερικά Τ λεµφοκύτταρα, PBMCs 

(106/mL) καλλιεργήθηκαν σε 48-well plates σε θρεπτικό υλικό (RPMI-1640, 10% (v/v) FBS, 2 mM L-

glutamine, 25 mM HEPES, 1% penicillin/streptomycin) παρουσία PMA (10 ng/mL, Sigma) και ionomycin 

(500 ng/mL, Sigma). Ο συνδυασµός PMA και ionomycin προσοµοιώνει τα φαινόµενα µετά από 

ενεργοποίηση του Τ υποδοχέα και των συνδιεγερτικών υποδοχέων, µέσω ενεργοποίησης της PKC και 

απελευθέρωσης του ενδοκυττάριου Ca+2 αντίστοιχα. Σε διάφορα χρονικά σηµεία (12-96 ώρες) έγινε 

συλλογή των κυττάρων, πλύσιµο σε PBS/FBS 2.5% και χρώση µε anti-CD3-PE και anti-PD1-FITC, όπως 

περιγράφεται παραπάνω. Τουλάχιστον 20.000 κύτταρα καταγράφηκαν κατά την ανάλυση στον 

κυτταροµετρητή ροής. 

 
3.6. Στατιστική ανάλυση 
Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται ως µέσες τιµές ± τυπικό σφάλµα των µέσων τιµών (mean ± standard 

error of the mean). Η σύγκριση των µέσων τιµών πραγµατοποιήθηκε µε χρήση του Mann-Whitney U test. 

Για την ανάλυση της συχνότητας πολυµορφισµών ή αλληλοµόρφων, δηµιουργήθηκαν πίνακες 2 2 και 

ακολούθησε έλεγχος κατά χ2. Τιµές p<0.05 θεωρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
4.1. Αυξηµένη συχνότητα του πολυµορφισµού PD1.3 – αλλά όχι του πολυµορφισµού PD1.5 – σε 

ασθενείς µε συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο 
Μελετήθηκαν δύο κύριοι πολυµορφισµοί του γονιδίου του PD-1 (PD1.3 και PD1.5) σε οµάδα ασθενών µε 

Σ.Ε.Λ. και υγιείς µάρτυρες µε Κρητική καταγωγή. Η γονοτυπική ανάλυση έγινε µε PCR-RFLP και στην 

Εικόνα 2 παρουσιάζονται χαρακτηριστικά παραδείγµατα αλληλοµόρφων για τους δύο πολυµορφισµούς. 

Συνολικά, αναλύθηκαν 202 ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. (190 γυναίκες [94%], µέση ηλικία 45 ± 16 έτη) και 158 

υγιείς µάρτυρες (93% γυναίκες, ηλικία 36 ± 11 έτη). Αναφορικά µε τον πολυµορφισµό PD1.3, η συχνότητα 

του G/G γονοτύπου ήταν 67.3%, του G/A ήταν 32.2% και του Α/Α 0.5% (Πίνακας 5). Τα αντίστοιχα 

ποσοστά στους µάρτυρες ήταν: 82.3%, 17.7% και 0% (έλεγχος κατά χ2, p=0.005). Με το συγκεκριµένο 

αριθµό ασθενών και µαρτύρων, η post-hoc ισχύς της µελέτης για ανίχνευση διαφοράς στον 

πολυµορφισµό PD1.3A  της τάξεως του 15% υπολογίστηκε σε >80% (α=0.05). Στην οµάδα των υγιών 

µαρτύρων, οι συχνότητες των PD1.3 αλληλοµόρφων βρίσκονται σε ισορροπία κατά Hardy-Weinberg 

(έλεγχος κατά χ2 µε διόρθωση κατά Yates, p=0.4). Λόγω της σηµαντικής διαφοράς στη µέση ηλικία των 

ασθενών µε Σ.Ε.Λ. και των υγιών µαρτύρων, πραγµατοποιήθηκε πολυπαραγοντική ανάλυση 

λαµβάνοντας υπόψη την πιθανή επίδραση της ηλικίας. Η παρουσία του Α αλληλίου στην πολυµορφική 

περιοχή PD1.3 σχετίστηκε µε αυξηµένο σχετικό κίνδυνο (odds ratio) OR=2.76 (95% διάστηµα 

εµπιστοσύνης [∆.Ε.], 1.45–5.19, p=0.002) για παρουσία Σ.Ε.Λ., ανεξάρτητα από την ηλικία (OR=1.06, 

95% ∆.Ε. 1.04–1.08, p<0.001). 

 Η ανάλυση για τον πολυµορφισµό PD1.5 πραγµατοποιήθηκε στο ίδιο δείγµα ασθενών και µαρτύρων 

και δεν κατέδειξε διαφορά ως προς τη συχνότητα των γονοτύπων ή αλληλίων. Συγκεκριµένα, στους 

ασθενείς µε Σ.Ε.Λ, η συχνότητα του γονοτύπου C/C είναι 34.1%, του C/T  54.1% και του T/T 11.8% 

(Πίνακας 5). Τα αντίστοιχα ποσοστά στην οµάδα υγιών µαρτύρων είναι: 35.5%, 53.9% και 10.5%.  

B 
+ – + –

PstI

G

A

A

+ –

PD1.3G/G PD1.3G/A PD1.3A/A

+ − + − 
PvuII 

+ − 

C
T

T

PD1.5C/T PD1.5C/C PD1.5T/T 

Εικόνα 1. Χαρακτηριστικά παραδείγµατα γονοτυπικής ανάλυσης για τους πολυµορφισµούς 
PD1.3 (A) και PD1.5 (B). 
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Ασθενείς µε συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο και ενεργό νόσο έχουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ 

η

  ενεργ η

Πίνακας 5. Συχνότητα γονοτύπων των πολυµορφισµών PD1.3 και PD1.5 σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. 
και υγιείς µάρτυρες. 

 Ασθενείς Σ.Ε.Λ. Υγιείς µάρτυρες  
Πολυµορφισµός PD1.3    

  Γονότυπος    

    G/G  136 (67.3%) 130 (82.3%)  

    G/A 65 (32.2%) 28 (17.7%)  

    Α/Α 1 (0.5%) 0 (0%) p=0.005

  Αλλήλιο    

    G 337 (83.4%) 288 (91.1%)  

    A 67 (16.6%) 28 (8.9%) p=0.002 

Πολυµορφισµός PD1.5    

  Γονότυπος    

    C/C  69 (34.1%) 54 (35.5%)  

    C/T 109 (54.1%) 82 (53.9%)  

    T/T 24 (11.8%) 16 (10.5%) p=NS 

  Αλλήλιο    

    C 247 (61.1%) 190 (62.5%)  

    T 157 (38.9%) 114 (37.5%) p=NS 

 

 

4.2. 
περιφερικών λεµφοκυττάρων 

Η φαινοτυπική ανάλυση µε κυτταροµετρία ροής έδειξε πως ένα µικρό µόνο ποσοστό περιφερικών Τ– ή 

Β–λεµφοκυττάρων εκφράζουν τον υποδοχέα PD-1 σε κατάσταση ηρεµίας. Ωστόσο, ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. 

και ενεργό νόσο (SLEDAI ≥8) είχαν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD3+ T λεµφοκυττάρων (1.5 ± 0.3%) σε 

σχέση µε υγιείς µάρτυρες (1.2 ± 0.2%) (p=0.053) (Εικόνα 3Α). Παροµοίως, ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. και 

SLEDAI ≥6 είχαν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ T λεµφοκυττάρων (1.7 ± 0.2%, n=25) σε σχέση τόσο µε υγιείς 

µάρτυρες (p=0.024) όσο και µε ασθενείς µε SLEDAI <6 (0.6 ± 0.2%, n=15) (p=0.023). Αντίστοιχη διαφορά 

στο ποσοστό των PD-1+ CD19+ B λεµφοκυττάρων δεν υπήρχε µεταξύ υγιών µαρτύρων (2.9 ± 0.6%), 

ασθενών µε ενεργό νόσο (2.3 ± 0.4%) και ασθενών µε ανενεργό νόσο (2.2 ± 0.3%) (Εικόνα 3Β).  

 Κατόπιν, αναλύθηκε η έκφραση του PD-1 σε υποπληθυσµούς βοηθητικών CD4+ T λεµφοκυττάρων 

χρησιµοποιώντας τους δείκτες ενεργοποίησης CD69, CD25 (πρώιµ  ενεργοποίηση) και HLA-DR (όψιµη 

ενεργοποίηση). Ασθενείς Σ.Ε.Λ. µε ενεργό νόσο είχαν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD4+ T λεµφοκυττάρων 

(2.4 ± 0.2%) σε σχέση µε τους υγιείς µάρτυρες (1.8 ± 0.2%) (p=0.029) (Εικόνα 4). Παράλληλα όµως, 

ασθενείς µε ενεργό νόσο είχαν οριακά αυξηµένο ποσοστό περιφερικών CD4+ CD69+ ενεργοποιηµένων 

λεµφοκυττάρων (14.7 ± 3.1% έναντι 8.4 ± 2.0%, p=0.100) το οποίο θα µπορούσε να δικαιολογεί την 

αυξηµένη έκφραση PD-1 στα λεµφοκύτταρα ασθενών καθώς το PD-1 εκφράζεται µετά από 

ενεργοποίηση. Για το σκοπό αυτό, πραγµατοποιήθηκαν τριπλές χρώσεις κυτταροµετρίας ροής ώστε να 

εκτιµηθεί η έκφραση του PD-1 σε υποπληθυσµούς οποι µένων CD4+ Τ λεµφοκυττάρων.  
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Εικόνα 2. Έκφραση του PD-1 σε Τ- και Β-λεµφοκύτταρα περιφερικού αίµατος ασθενών µε 
Σ.Ε.Λ. (Α) Ποσοστό PD-1+ CD3+ Τ-λεµφοκυττάρων σε υγιείς µάρτυρες, ασθεν .Λ. και
ασθενείς µε ρευµατοειδή αρθρίτιδα ή άλλα αυτοάνοσα νοσήµατα. Ασθενείς µε εν . έχουν 

είς µε Σ.Ε
εργό Σ.Ε.Λ

αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD3+ Τ-λεµφοκυττάρων σε σχέση µε ασθενείς µε ανενεργό Σ.Ε.Λ. (Β) 
Ποσοστό PD-1+ CD19+ Β-λεµφοκυττάρων σε υγιείς µάρτυρες, ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. και ασθενείς µε άλλα
αυτοάνοσα νοσήµατα. (Γ) Παραδείγµατα φαινοτυπικής ανάλυσης για την έκφραση του PD-1 σε CD3+

T-λεµφοκύτταρα µε κυτταροµετρία ροής. (∆) Παραδείγµατα φαινοτυπικής ανάλυσης για την έκφραση 
του PD-1 σε CD19+ Β-λεµφοκύτταρα µε κυτταροµετρία ροής. 



 22

Α 

Υγιείς
µάρτυρες

(n=18)

ΣΕΛ
ανενεργός

(n=14)

ΣΕΛ
ενεργός
(n=16)

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0
PD

1+
 C

D
4+

 (%
)

A
A

A

A

A

A

A
A

A

A

A
A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A
A

A

A

A
A

A

A
A

A

A

A

A

A
A
A

A
A

A

A

AA

A

*

Υγιείς
µάρτυρες

(n=18)

ΣΕΛ
ανενεργός

(n=14)

ΣΕΛ
ενεργός
(n=16)

Υγιείς
µάρτυρες

(n=18)

ΣΕΛ
ανενεργός

(n=14)

ΣΕΛ
ενεργός
(n=16)

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0
PD

1+
 C

D
4+

 (%
)

A
A

A

A

A

A

A
A

A

A

A
A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A
A

A

A

A
A

A

A
A

A

A

A

A

A
A
A

A
A

A

A

AA

A

*

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0
PD

1+
 C

D
4+

 (%
)

A
A

A

A

A

A

A
A

A

A

A
A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A
A

A

A

A
A

A

A
A

A

A

A

A

A
A
A

A
A

A

A

AA

A

**

Β 

0.8% 3.1% 1.5% 

Ενεργός Σ.Ε.Λ. Σ.Ε.Λ. σε ύφεση Υγιής µάρτυρας 

C
D

4-
PC

5 

PD1-FITC 

Εικόνα 3. Έκφραση του PD-1 σε CD4+ T-λεµφοκύτταρα ασθενών µε Σ.Ε.Λ. (Α) Ποσοστό PD-
1+ CD4+ T-λεµφοκυττάρων περιφερικού αίµατος σε υγιείς µάρτυρες και ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. 
Ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. έχουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD4+ T-λεµφοκυττάρων σε σχέση µε 
τους υγιείς µάρτυρες. (Β) Παραδείγµατα φαινοτυπικής ανάλυσης για την έκφραση του PD-1 σε 
CD4+ T-λεµφοκύτταρα µε κυτταροµετρία ροής. 

 

 

Ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. είχαν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD4+CD25+ T κυττάρων (3.4 ± 0.4% 

έναντι 2.1± 0.2% σε υγιείς, p=0.019) (Εικόνα 5Α), PD-1+ CD4+CD69+ T κυττάρων (4.6 ± 0.6% έναντι 3.2 

± 0.3%, p=0.063) (Εικόνα 5Β) και λιγότερο PD-1+ CD4+ HLA-DR+ Τ κυττάρων (4.6 ± 0.6% έναντι 3.5 ± 

0.4%, p=0.159) (Εικόνα 5Γ). Συµπερασµατικά, οι ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. παρουσιάζουν αυξηµένο 

ποσοστό PD-1+ ενεργοποιηµένων CD4+ T λεµφοκυττάρων στο περιφερικό αίµα. 
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Εικόνα 4. Έκφραση του PD-1 σε ενεργοποιηµένα CD4+ T-λεµφοκύτταρα ασθενών µε Σ.Ε.Λ. (Α) Ασθενείς µε 
ενεργό Σ.Ε.Λ. έχουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD4+CD25+ T-λεµφοκυττάρων σε σχέση µε τους υγιείς µάρτυρες. (Β) 
Ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. έχουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD4+CD69+ T-λεµφοκυττάρων σε σχέση µε ασθενείς µε 
ανενεργό Σ.Ε.Λ. και υγιείς µάρτυρες. (Γ) Ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. έχουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ CD4+HLA-DR+ T-
λεµφοκυττάρων σε σχέση µε τους υγιείς µάρτυρες. (∆) Παραδείγµατα φαινοτυπικής ανάλυσης έκφρασης του PD-1 σε 
CD4+CD25+ T-λεµφοκύτταρα (περιοχή R2) µε κυτταροµετρία ροής. (Ε) Παραδείγµατα φαινοτυπικής ανάλυσης 
έκφρασης του PD-1 σε CD4+CD69+ T-λεµφοκύτταρα (περιοχή R2) µε κυτταροµετρία ροής. (Ζ) Παραδείγµατα 
φαινοτυπικής ανάλυσης έκφρασης του PD-1 σε CD4+HLA-DR+ T-λεµφοκύτταρα (περιοχή R2) µε κυτταροµετρία ροής. 
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4.3. Φυσιολογική έκφραση του PD-1 ligand 1 (PD-L1) σε περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα 

ασθενών µε συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο 
Η ενεργοποίηση του PD-1 προκειµένου να περιοριστεί η δραστηριότητα των λεµφοκυττάρων 

πραγµατοποιείται µετά από πρόσδεση µε τους ειδικούς συνδέτες (ligands) PD-1 ligand-1 (PD-L1) και PD-

L2. Τυχόν διαταραχή στην έκφραση των συνδετών θα µπορούσε να οδηγήσει σε περιορισµένη λειτουργία 

του συστήµατος PD-1/PD-1 ligands και εποµένως διαταραχή στην περιφερική οµοιόσταση και ανοχή των 

λεµφοκυττάρων. Σε αντίθεση µε τον PD-L2 του οποίου η έκφραση του περιορίζεται σε ενεργοποιηµένα 

µονοκύτταρα και µακροφάγα, ο PD-L1 εκφράζεται σε διάφορους υποπληθυσµούς µονοπύρηνων 

κυττάρων. Εξετάστηκε η έκφραση του PD-L1 σε Τ–, Β–λεµφοκύτταρα και µονοκύτταρα/µακροφάγα 

ασθενών µε Σ.Ε.Λ. µε κυτταροµετρία ροής. Το ποσοστό των PD-L1+ CD3+ T λεµφοκυττάρων ήταν 

παρόµοιο µεταξύ υγιών µαρτύρων (15.2 ± 2.1%), ασθενών µε ανενεργό νόσο (16.1 ± 1.8%) και ασθενών 

µε ενεργό νόσο (18.0 ± 2.1%) (Εικόνα 6Α). Φυσιολογική έκφραση PD-L1 διαπιστώθηκε και στα CD19+ B 

λεµφοκύτταρα (10.3 ± 1.7% σε υγιείς, 9.2 ± 0.9% σε ανενεργό νόσο, 11.3 ± 2.1% σε ενεργό νόσο) 

(Εικόνα 6Γ). Τα περιφερικά µονοπύρηνα/µακροφάγα είχαν αυξηµένη έκφραση PD-L1, χωρίς διαφορά 

µεταξύ υγιών (50.8 ± 5.7%) και ασθενών µε Σ.Ε.Λ. (45.7 ± 4.6% σε ανενεργό νόσο, 52.1 ± 5.1% σε 

ενεργό νόσο) (Εικόνα 6Ε). Εποµένως, οι ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. εµφανίζουν φυσιολογική έκφραση του 

συνδέτη του PD-1, PD-L1, στα περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα. 

 
 
4.4. Έκφραση του PD-1 σε περιφερικά λεµφοκύτταρα ασθενών µε συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο 

που φέρουν τον πολυµορφισµό PD1.3A 
Ο πολυµορφισµός PD1.3A στο intron 4 του γονιδίου PD-1 διαταράσσει µια θέση πρόσδεσης του 

µεταγραφικού παράγοντα RUNX1 µε πιθανό αποτέλεσµα την τροποποίηση της µεταγραφής του PD-1. 

Καθώς ο συγκεκριµένος πολυµορφισµός βρέθηκε σε αυξηµένη συχνότητα σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. (32%) 

σε σχέση µε υγιείς µάρτυρες (18%), θελήσαµε να µελετήσουµε διαφοροποιήσεις στην έκφραση του PD-1 

σε περιφερικά λεµφοκύτταρα ασθενών µε Σ.Ε.Λ. που φέρουν ή όχι τον πολυµορφισµό. Για το σκοπό αυτό 

επιλέχθηκαν ασθενείς µε αυξηµένη ενεργότητα νόσο (SLEDAI ≥8) και τα αποτελέσµατα της 

κυτταροµετρίας ροής για την έκφραση του PD-1 αναλύθηκαν µε βάση τον πολυµορφισµό. Λόγω του 

µικρού αριθµού ασθενών σε κάθε κατηγορία (γονότυπος G/G ή G/A) και της διακύµανσης στην έκφραση 

του PD-1, η στατιστική ανάλυση δεν ανέδειξε σηµαντικές διαφορές.  
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Εικόνα 5. Έκφραση του PD-1 ligand 1 (PD-L1) σε περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα ασθενών µε Σ.Ε.Λ. (Α) 
Ποσοστό PD-L1+ CD3+ T-λεµφοκυττάρων σε υγιείς µάρτυρες και ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. (Β) Παραδείγµατα φαινοτυπικής 
ανάλυσης έκφρασης του PD-L1 σε CD3+ T-λεµφοκύτταρα µε κυτταροµετρία ροής. (Γ) Ποσοστό PD-L1+ CD19+ Β-
λεµφοκυττάρων σε υγιείς µάρτυρες και ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. (∆) Παραδείγµατα φαινοτυπικής ανάλυσης έκφρασης του PD-L1 
σε CD19+ Β-λεµφοκύτταρα µε κυτταροµετρία ροής. (Ε) Ποσοστό PD-L1+ µονοκύτταρων/µακροφάγων σε υγιείς µάρτυρες 
και ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. (Ζ) Παραδείγµατα φαι οτυπικής ανάλυσης έκφρασης ου PD-L1 σε µονοκύτταρα/µακροφάγα µε 
κυτταροµετρία ροής. 
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Παρόλα αυτά, ασθενείς µε ενεργό νόσο που φέρουν τον PD1.3Α πολυµορφισµό εµφανίζουν 

µειωµένο ποσοστό PD1+ CD3+ T λεµφοκυττάρων (1.3 ± 0.3% σε G/A έναντι 2.4 ± 0.5% G/G, p=0.092) και 

PD-1+ CD19+ B λεµφοκυττάρων (4.2 ± 0.9% σε G/G έναντι 2.0 ± 0.6% G/A, p=0.070) (Εικόνα 7Α).  

Μελετήθηκε επίσης η έκφραση του PD-1 σε υποπληθυσµούς CD4+ T λεµφοκυττάρων σε ασθενείς 

µε γονότυπο G/G ή G/A. Μεταξύ των δύο οµάδων ασθενών δεν υπήρχε διαφορά ως προς το ποσοστό 

των ενεργοποιηµένων λεµφοκυττάρων (CD4+ CD25+/CD69+/HLA-DR+) (Εικόνα 7Β). Επίσης, το ποσοστό 

των PD-1+ ενεργοποιηµένων CD4+ Τ λεµφοκυττάρων δε διέφερε µεταξύ G/G και G/A ασθενών. Ωστόσο, 

τα αποτελέσµατα ανάλυσης της έντασης φθορισµού (mean fluorescence intensity) του PD-1 έδειξε ότι 

ασθενείς µε τον PD1.3A πολυµορφισµό παρουσίαζαν οριακά µικρότερη έκφραση PD-1 στα CD4+ HLA-

DR+ κύτταρα (1.13 ± 0.03 έναντι 1.22 ± 0.04 σε ασθενείς G/G, p=0.070) (Εικόνα 7Γ). Συµπερασµατικά, 

ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. που φέρουν τον πολυµορφισµό PD1.3A εµφανίζουν µειωµένη έκφραση του 

υποδοχέα PD-1 στα περιφερικά Τ– και Β–λεµφοκύτταρα. 

Α Β 
 

Εικόνα 6.  Έκφραση του PD-1 σε περιφερικά 
λεµφοκύτταρα ασθενών µε ενεργό Σ.Ε.Λ. 
ανάλογα µε το γονότυπο του PD1.3 
πολυµορφισµού. (Α) Ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. 
που φέρουν τον πολυµορφισµό PD1.3A (PD1.3 
G/A) παρουσιάζουν µειωµένο ποσοστό PD-1+ T-
και Β-λεµφοκυττάρων. (Β) Παρόµοιο ποσοστό 
ενεργοποι νων CD4ηµέ + T λεµφοκυττάρων σε 
ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ. που φέρουν ή όχι τον 
PD1.3A πολυµορφισµό. (Γ) Ασθενείς µε ενεργό 
Σ.Ε.Λ. που φέρουν τον πολυµορφισµό PD1.3A
(PD1.3 G/A) παρουσιάζουν µειωµένη ένταση 
φθορισµού του PD-1 στην επιφάνεια 
ενεργοποιηµένων CD4+ T-λεµφοκυττάρων. 

Γ 

 
 



Η έκφραση του υποδοχέα PD-1 είναι περιορισµένη σε κατάσταση ηρεµίας αλλά ενισχύεται σηµαντικά 

µετά από ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων µε διάφορα µιτογόνα ερεθίσµατα. Θελήσαµε να 

µελετήσουµε την κινητική επαγωγής της έκφρασης του PD-1 σε περιφερικά Τ-λεµφοκύτταρα ασθενών µε 

Σ.Ε.Λ. µετά από ενεργοποίηση µε PMA (10 ng/mL) και ionomycin (500 ng/mL), προκειµένου να 

διαπιστωθούν τυχόν διαφοροποιήσεις στην ένταση ή τη διάρκεια έκφρασης του PD-1. Με βάση τον 

πιθανό ρόλο του πολυµορφισµού PD1.3Α στη ρύθµιση της έκφρασης του PD-1, τα αποτελέσµατα 

συγκρίθηκαν µεταξύ G/G και G/A ασθενών. Σε υγιείς µάρτυρες, ενεργοποίηση των περιφερικών 

µονοπύρηνων κυττάρων µε PMA-ionomycin οδηγεί σε αυξηµένη έκφραση του PD-1 στα Τ-λεµφοκύτταρα, 

µε µέγιστη έκφραση στις 48 ώρες (20-30% PD-1+ κύτταρα) (Εικόνα 8). Αντίστοιχα πειράµατα κινητικής 

πραγµατοποιήθηκαν σε n=5 ασθενείς µε γονότυπο G/A (3 µε ενεργό νόσο, 2 µε ανενεργό νόσο) και n=4 

ασθενείς µε γονότυπο G/G (2 µε ενεργό νόσο, 2 µε ανενεργό νόσο). ∆ιαπιστώθηκε ενισχυµένη έκφραση 

του PD-1 στα ενεργοποιηµένα Τ-λεµφοκύτταρα ασθενών µε γονότυπο G/A σε σχέση µε ασθενείς µε 

γονότυπο G/G, που ήταν περισσότερο εµφανής t=24-72 ώρες µετά από ενεργοποίηση (Εικόνες 8, 9). 

Εποµένως, ασθενείς Σ.Ε.Λ. µε τον PD1.3A πολυµορφισµό παρά τη χαµηλότερη έκφραση PD-1 σε 

κατάσταση ηρεµίας, εµφανίζουν αυξηµένη έκφραση µετά από ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων µε 

PMA-ionomycin.

4.5. Μελέτη της κινητικής έκφρασης του υποδοχέα PD-1 σε ενεργοποιηµένα Τ-λεµφοκύτταρα 
ασθενών µε συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο 

 

Εικόνα 7. Κινητική έκφρασης του PD-1 σε περιφερικά Τ-λεµφοκύτταρα µετά από
ενεργοποίηση µε PMA-ionomycin. Περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα (1 106/mL) από υγιείς
µάρτυρες (γραµµή µε παύλες), ασθενείς Σ.Ε.Λ. χωρίς τον PD1.3A πολυµορφισµό (µπλέ
συνεχής γραµµή), ασθενείς Σ.Ε.Λ. που φέρουν τον PD1.3A πολυµορφισµό (µαύρη συνεχής
γραµµή) καλλιεργήθηκαν για 12-96 ώρες παρουσία PMA (10ng/mL) και ionomycin (500ng/mL).
Στα αναφερόµενα χρονικά σηµεία, µελετήθηκε η έκφραση του PD-1 στα CD3+ T-λεµφοκύτταρα
µε κυτταροµετρία ροής. Ασθενείς Σ.Ε.Λ. που φέρουν τον PD1.3A πολυµορφισµό
παρουσιάζουν αυξηµένη έκφραση του D-1 σε CD3P ί+ T-λεµφοκύτταρα µετά από ενεργοπο ηση.
* p<0.05 
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A  

1.7% 12.7% 23.0% 24.7% 13.9% 22.0%

 

1.0% 12.9% 25.2% 35.3% 36.8% 41.6%

0      9672482412

Β 

Εικόνα 8. Παράδειγµα κινητικής έκφρασης του PD-1 σε Τ-λεµφοκύτταρα ασθενών µε Σ.Ε.Λ. µετά από ενεργοποίηση µε 
PMA-ionomycin. (A) Κινητική έκφρασης του PD-1 σε ασθενή Σ.Ε.Λ. χωρίς τον πολυµορφισµό PD1.3A (PD1.3 G/G). (B) Κινητική 
έκφρασης του PD-1 σε ασθενή Σ.Ε.Λ. που φέρει τον πολυµορφισµό PD1.3A (PD1.3 G/A). 

Time after stimulation (hours) 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Οι µηχανισµοί περιφερικής ανοσολογικής ανοχής είναι σηµαντικοί για το λειτουργικό περιορισµό των 

αυτοδραστικών λεµφοκυττάρων που διαφεύγουν από κεντρικά λεµφικά όργανα όπως ο θύµος αδένας και 

ο µυελός των οστών. Η παρουσία ενός µικρού ποσοστού τέτοιων αυτοδραστικών λεµφοκυττάρων και η 

«ελεγχόµενη απόκρισή» τους σε αντιγόνα εαυτού είναι σηµαντική για την φυσιολογική λειτουργία του 

ανοσοποιητικού συστήµατος. Έτσι, αυτοδραστικά Τ- και Β-λεµφοκύτταρα ανευρίσκονται στο περιφερικό 

αίµα φυσιολογικών ενηλίκων (83, 84), αλλά µόνο το 3-8% αυτών αναπτύσσει κάποιας µορφής 

αυτοανοσία.  

 Ο υποδοχέας PD-1 ανήκει στην οικογένεια των Β7 συνδιεγερτικών µορίων και η σηµατοδότησή του 

οδηγεί σε λειτουργικό περιορισµό των λεµφοκυττάρων, µε µειωµένο πολλαπλασιασµό και µειωµένη 

παραγωγή κυτταροκινών (40). Η σηµασία του PD-1 στη διατήρηση της περιφερικής οµοιόστασης και 

ανοσολογικής ανοχής προκύπτει από µελέτες σε διαγονιδιακά PD-1-/- στελέχη ποντικών, τα οποία 

εµφανίζουν φαινότυπο αυτοανοσίας ανάλογα µε το γενετικό τους υπόβαθρο (σύνδροµο τύπου λύκου, 

αυτοάνοση µυοκαρδιοπάθεια, ή σοβαρής µορφής διαβήτη τύπου 1) (8). Ο ρόλος του PD-1 στη ρύθµιση 

της περιφερικής ανοχής αναδεικνύεται επιπλέον από το γεγονός πως οι συνδέτες του (PD-L1, PD-L2) – 

σε αντίθεση µε αυτούς του CTLA-4 – εµφανίζουν ευρύ πρότυπο έκφρασης που δεν περιορίζεται στα 

λεµφο-αιµοποιητικά κύτταρα αλλά εκφράζονται και σε ιστικά παρεγχυµατικά κύτταρα µετά από έκθεση σε 

προφλεγµονώδεις κυτταροκίνες (15). Τέλος, η κινητική έκφρασης του PD-1 διαφοροποιείται από αυτή του 

CTLA-4: το PD-1 εµφανίζει µέγιστη έκφραση 48-72 ώρες µετά από ενεργοποίηση ενώ το CTLA-4 είναι 

βρίσκεται προσχηµατισµένο σε ενδοκυττάριες αποθήκες, εκφράζεται στη µεµβράνη των λεµφοκυττάρων 

σύντοµα µετά από ενεργοποίηση και ακολούθως ενδοκυτταρώνεται εκ νέου. 

 Ο συστηµατικός ερυθηµατώδης λύκος αποτελεί το πρότυπο αυτοάνοσης νόσου στον άνθρωπο µε 

παρουσία αυτοδραστικών Τ- και Β-λεµφοκυττάρων, παραγωγή αυτοαντισωµάτων και διηθήσεις ιστών µε 

ενεργοποιηµένα λεµφοκύτταρα και µονοκύτταρα. Θελήσαµε να εξετάσουµε τη συµµετοχή του συστήµατος 

PD-1/PD-1 ligands στην παθογένεια του Σ.Ε.Λ. βασιζόµενοι και στη συσχέτιση πολυµορφισµών του 

γονιδίου του PD-1 µε την παρουσία Σ.Ε.Λ., νεφρίτιδας του Σ.Ε.Λ. ή άλλων αυτοάνοσων διαταραχών.  

 Μελετήσαµε τη συχνότητα των µονονουκλεοτιδικών πολυµορφισµών PD1.3 και PD1.5 σε ασθενείς µε 

Σ.Ε.Λ. και υγιείς µάρτυρες. Ο πολυµορφισµός PD1.3 – αλλά όχι ο PD1.5 – ήταν σηµαντικά συχνότερος σε 

ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. (32% έναντι 18% στους µάρτυρες) υποδεικνύοντας σηµαντικό ρόλο του PD-1 ως 

γονίδιο που συνεισφέρει σε κίνδυνο για παρουσία Σ.Ε.Λ. Τα αποτελέσµατά µας είναι σε συµφωνία µε 

προηγούµενες αναφορές που συσχετίζουν τον PD1.3A πολυµορφισµό µε αυτοάνοσες διαταραχές (Σ.Ε.Λ, 

ρευµατοειδής αρθρίτιδα, αντιφωσφολιπιδικό σύνδροµο, σακχαρώδη διαβήτη τύπου 1, σοβαρή 

πολλαπλής σκλήρυνση) σε διάφορες πληθυσµιακές οµάδες (66-74, 85, 86). Ωστόσο, πρέπει να 

επισηµανθεί η ύπαρξη σηµαντικών διαφορών στη συχνότητα του πολυµορφικού αλληλίου ανάλογα µε την 

εθνική πληθυσµιακή οµάδα µελέτης (5-12%). Χαρακτηριστικά, οι Ferreiros-Vidal και συν. (87) µελετώντας 
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τη συχνότητα πολυµορφισµών του γονιδίου του PD-1 σε Ισπανούς ασθενείς µε αυτοάνοσα νοσήµατα 

διαπίστωσαν πως η παρουσία του PD1.3 G – αντί του Α ! – αλληλίου σχετιζόταν µε αυξηµένο κίνδυνο για 

Σ.Ε.Λ. Ο λόγος για την ύπαρξη ενός τέτοιου αντίθετου αποτελέσµατος δεν είναι πλήρως κατανοητός αλλά 

ίσως οφείλεται: α) στη διαφορετικότητα που εµφανίζουν οι εθνικές οµάδες ως προς γενετικά 

χαρακτηριστικά, β) στην πιθανή συνύπαρξη (και συν-κληρονόµηση) πολυµορφισµών στο γονίδιο του PD-

1 µε πολυµορφισµούς σε άλλα γονίδια κινδύνου (susceptibility genes) για εµφάνιση Σ.Ε.Λ., ή γ) στην 

πιθανή πλειοτρόπο δράση του PD-1, όχι µόνο στην περιφέρεια αλλά και σε κεντρικά ανοσολογικά 

όργανα, όπως ο θύµος αδένας και ο µυελός των οστών.  

 Η φαινοτυπική ανάλυση έκφρασης του PD-1 σε περιφερικά µονοπύρηνα κύτταρα ανέδειξε πως 

ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. και ενεργό νόσο (SLEDAI ≥8) παρουσιάζουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ 

ενεργοποιηµένων CD4+ Τ λεµφοκυττάρων σε σχέση µε τους υγιείς µάρτυρες. Τα ευρήµατα αφορούσαν 

περισσότερο τα CD4+ CD25+ και CD4+ CD69+ Τ κύτταρα αλλά παρόµοια τάση εµφανιζόταν και στα CD4+ 

HLA-DR+ T κύτταρα. Παρόµοια αποτελέσµατα έχουν αναφερθεί και σε ασθενείς µε άλλα αυτοάνοσα 

νοσήµατα. Για παράδειγµα, ασθενείς µε ρευµατοειδή αρθρίτιδα εµφανίζουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ Τ 

λεµφοκυττάρων στο αρθρικό υγρό (37), ασθενείς µε ελκώδη κολίτιδα έχουν αυξηµένο ποσοστό PD-1+ Τ- 

και Β-λεµφοκυττάρων στο περιφερικό αίµα (63), ενώ ασθενείς µε σύνδροµο Sjogren’s εµφανίζουν 

διήθηση σιελογόνων αδένων µε PD-1+ T λεµφοκύτταρα (64, 65). Τα προηγούµενα ευρήµατα σε 

συνδυασµό µε τα δικά µας σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. ίσως ερµηνεύονται από το γεγονός πως το PD-1 

εκφράζεται κυρίως µετά από ενεργοποίηση των λεµφοκυττάρων και εποµένως, η αυξηµένη έκφραση σε 

ασθενείς µε αυτοάνοσα νοσήµατα οφείλεται στην παρουσία αυξηµένων αριθµών ενεργοποιηµένων 

λεµφοκυττάρων.  

 Παρά την αυξηµένη έκφραση του PD-1 σε ασθενείς µε ενεργό Σ.Ε.Λ., περαιτέρω ανάλυση των 

αποτελεσµάτων µε βάση την παρουσία του πολυµορφισµού PD1.3, έδειξε πως ασθενείς που φέρουν τον 

πολυµορφισµό έχουν µικρότερο ποσοστό PD-1+ Β- και Τ-λεµφοκυττάρων, συµπεριλαµβανοµένων των 

CD4+ HLA-DR+ T λεµφοκυττάρων. Αν επιβεβαιωθούν τα αποτελέσµατα αυτά σε µεγαλύτερο αριθµό 

ασθενών, θα βοηθήσουν στην καλύτερη κατανόηση των µηχανισµών διαταραχής της περιφερικής 

ανοσολογικής ανοχής στο συστηµατικό ερυθηµατώδη λύκο. Θα ερµηνεύσουν επίσης το ρόλο των 

πολυµορφισµών του γονιδίου PD-1 στον αυξηµένο κίνδυνο για ανάπτυξη Σ.Ε.Λ. και γενικότερα 

αυτοανοσίας. Παρόλο που η έκφραση του PD-1 στα αποµονωµένα λεµφοκύτταρα είναι περιορισµένη, 

ίσως είναι σηµαντική για τη διατήρηση της περιφερικής ανοσολογικής ανοχής όπως έχει δειχθεί για τα 

CD8+ Τ λεµφοκύτταρα σε ποντικούς (88). 

 Τα πειράµατα κινητικής έκφρασης του PD-1 σε Τ-λεµφοκύτταρα µετά από διέγερση µε PMA-

ionomycin έδειξαν πως ασθενείς Σ.Ε.Λ. µε τον PD1.3A πολυµορφισµό έχουν αυξηµένη έκφραση του PD-

1 µετά από ενεργοποίηση, ιδίως στις 24-72 ώρες. Το αποτέλεσµα αυτό ίσως οφείλεται στη µειωµένη 

πρόσδεση του µεταγραφικού παράγοντα RUNX1 στο γονίδιο του PD-1 σε ασθενείς µε τον πολυµορφισµό 

PD1.3A (66), µε αποτέλεσµα την τροποποιηµένη έκφραση του γονιδίου. Ωστόσο, ο ακριβής ρόλος του 

RUNX1 στη ρύθµιση της έκφρασης του PD-1 δεν είναι γνωστός. Ο παράγοντας RUNX1 είναι σηµαντικός 
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για την καταστολή έκφρασης του CD4 κατά την ωρίµανση των θυµοκυττάρων (89) αλλά δεν έχει µελετηθεί 

στο πλαίσιο της περιφερικής ανοσολογικής λειτουργίας. Ο ρόλος του στην αυτοανοσία προκύπτει από το 

γεγονός ότι πολυµορφισµοί του ίδιου του RUNX1 ή θέσεων πρόσδεσής του σε άλλα γονίδια έχουν 

συσχετιστεί µε ψωρίαση και ρευµατοειδή αρθρίτιδα (89). Μια δεύτερη ερµηνεία των αποτελεσµάτων 

συσχέτισης του PD1.3 πολυµορφισµού µε την έκφραση του PD-1 είναι η πιθανή συνύπαρξη µιας 

δεύτερης γενετικής διαταραχής, η οποία είναι σηµαντική για τη ρύθµιση έκφρασης του PD-1 στα 

λεµφοκύτταρα. 

 Συµπερασµατικά, η παρούσα εργασία υποστηρίζει σηµαντικό ρόλο για το µονοπάτι PD-1/PD-1 

ligands στη ρύθµιση της περιφερικής ανοσολογικής ανοχής σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. Επιβεβαιώθηκε η 

αυξηµένη συχνότητα του πολυµορφισµού PD1.3A στο γονίδιο του PD-1 σε ασθενείς µε Σ.Ε.Λ. και 

συσχετίστηκε η παρουσία του µε µειωµένη έκφραση του PD-1 σε περιφερικά λεµφοκύτταρα. Τα ευρήµατα 

αυτά αποτελούν αφετηρία για τη µελέτη πιθανών διαταραχών στην έκφραση και λειτουργία του PD-1 σε 

περιφερικά λεµφοκύτταρα ασθενών µε Σ.Ε.Λ. και του ρόλου του µεταγραφικού παράγοντα RUNX1 στη 

λειτουργία περιφερικών λεµφοκυττάρων. 
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7. ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή κ. ∆ηµήτριο Μπούµπα για τη δυνατότητα που µου παρείχε να 

πραγµατοποιήσω τη διπλωµατική µου εργασία στο Εργαστήριο Ρευµατολογίας, Κλινικής Ανοσολογίας και 

Αλλεργιολογίας. Για την αµέριστη υποστήριξη και καθοδήγηση που µου παρείχε και την εµπιστοσύνη που 

µου επέδειξε ως νέο ερευνητή. Ευχαριστώ επίσης τον Επίκουρο Καθηγητή κ. Γεώργιο Γουλιέλµο για τη 

σηµαντική βοήθεια στο σχεδιασµό, υλοποίηση και αξιολόγηση των πειραµάτων που περιελήφθησαν στην 

παρούσα εργασία. 

 Ιδιαίτερα ευχαριστώ τα µέλη του Εργαστηρίου Ρευµατολογίας Χριστιάννα Χουλάκη, Εύα 

Παπαδηµητράκη, Αµαλία Ραπτοπούλου, Μάγδα Νάκου για την καθηµερινή τους συντροφιά και τη 

βοήθειά τους στην υλοποίηση των πειραµάτων. Επίσης, ευχαριστώ την Ελένη Κουταλά για την τεχνική 

υποστήριξη στην κυτταροµετρία ροής. Η εργασία αυτή δεν θα ήταν εφικτή χωρίς την υποστήριξη και 

συνεργασία των µελών της Κλινικής Ρευµατολογίας του Πα.Γ.Ν.Η. (κ. Πρόδροµο Σιδηρόπουλο, Ηρακλή 

Κρητικό, Αργυρώ ∆ηµάκα, Γεώργιο Κατσίκα, Χαράλαµπο Λιναρδάκη) , τους οποίους και ευχαριστώ. 

 Ευχαριστώ ιδιαιτέρως την κ. Κλειώ Μαµαλάκη (Ερευνήτρια) για την σηµαντική υποστήριξή της στην 

πραγµατοποίηση και αξιολόγηση των πειραµάτων, όπως επίσης τη Γεωργία Φουστέρη και τον Γιάννη 

Χατζηδάκη. 

 Θα ήθελα ακόµα να ευχαριστήσω όλο το διδακτικό και ερευνητικό προσωπικό που συµµετείχε στα 

µαθήµατα και τις εργαστηριακές ασκήσεις του Μεταπτυχιακού Προγράµµατος, για το ζήλο που επέδειξαν 

στη µετάδοση των γνώσεων και γιατί βοήθησαν στην καλλιέργεια ενός νέου τρόπου κριτικής 

επιστηµονικής σκέψης. Τέλος, ευχαριστώ τη γραµµατέα του Μεταπτυχιακού Προγράµµατος Μαίρη 

Αδαµάκη για τη σηµαντική της βοήθεια και υποστήριξη σε όλη τη διάρκεια των µεταπτυχιακών µου 

σπουδών. 

  

 


