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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 

Η παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε εξολοκλήρου στο εργαστήριο 

Mοριακής και Κυτταρικής Ανοσολογίας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και 

Βιοτεχνολογίας Ηρακλείου Κρήτης. Με την ολοκλήρωσή της συµπληρώθηκε ένας 

πολύ σηµαντικός κύκλος της ζωής µου, ενώ ταυτόχρονα ξεκίνησε µία νέα πορεία 

αναζήτησης. Οι εµπειρίες που αποκόµισα κατά την περίοδο αυτή ίσως αποδειχτούν 

οι πιο σηµαντικές για την περαιτέρω εξέλιξή µου ως επιστήµονα και ανθρώπου. Για 

το λόγο αυτό, θα ήθελα πάρα πολύ να ευχαριστήσω την επιβλέπουσα ερευνήτρια της 

εργασίας µου κ. Μαµαλάκη Κλειώ γιατί µου έδειξε εµπιστοσύνη και µου στάθηκε 

πολύτιµος σύµβουλος κατά τη διεκπεραίωση της εργασίας αυτής. ∆εν µπορώ να 

ξεχάσω επίσης την τροµερή συµπαράσταση και συνεργασία που είχα µε τα υπόλοιπα 

µέλη του εργαστηρίου, την Ντέπη, τη Σοφία και το Γιάννη. Θα ήθελα επίσης να 

ευχαριστήσω τους τον κ. Παπαµατθαιάκη Ι., τον κ. Ταλιανίδη Ι. και την κ. 

Κρετσόβαλη Ν. για τις συµβουλές που µου πρόσφεραν προκειµένου να µε βοηθήσουν 

σε κάθε τροχοπέδη. Ακόµη στέλνω θερµές ευχαριστίες στα παιδιά του animal house, 

την Ελένη, τον Κώστα, την Χαρούλα, τη Νίκη και την Στέλλα για τη βοήθειά τους και 

τη συµπαράστασή τους. Τέλος δε θα µπορούσα να ξεχάσω τους ανθρώπους που µε 

υποστηρίζουν όλα αυτά τα χρόνια στην προσπάθειά µου αυτή: την οικογένειά µου και 

τους φίλους µου, ιδιαίτερα το Γιώργο, που θα φύγει για σπουδές στο εξωτερικό και 

θα µου λείψει πολύ. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Ο TNF είναι µία κυτοκίνη που συµµετέχει στη ρύθµιση της ανάπτυξης και της 

λειτουργίας του ανοσοποιητικού συστήµατος και λαµβάνει ενεργά µέρος στις 

αποκρίσεις των Τ κυττάρων. Η σηµασία του TNF αποκορυφώθηκε όταν 

ταυτοποιήθηκε ως µόριο µε δισχιδή δράση: προφλεγµονώδη έναντι προ-

ανοσοκατασταλτικής. Η ενοχοποίηση του συστήµατος του ΤΝF σε διάφορες 

παθολογικές καταστάσεις φλεγµονωδών και αυτοάνοσων νοσηµάτων όπως στη 

ρευµατοειδή αρθρίτιδα, την ασθένεια του Crohn, τη σκλήρυνση κατά πλάκας και το 

διαβήτη (Douni E. 1995, Probert L. 1995, Kassiotis 2001α), η ευεργετική επίδραση 

της αντι-TNF θεραπείας σε κάποιες από αυτές σε αντιδιαστολή µε την επιδείνωση 

που προκαλεί σε κάποιες άλλες καθώς και αποτελέσµατα µελετών µε knockout ζώα 

προτείνουν ότι ο TNF εµπλέκεται στην ανοσορρύθµιση των Τ κυττάρων και πιο 

πρόσφατα των αυτοδραστικών (Kassiotis G. 2001β, Balkwill F. 2000). Οι 

συγκεκριµένοι ανοσορρυθµιστικοί µηχανισµοί δράσης του TNF παραµένουν σε 

σηµαντικό βαθµό αδιευκρίνιστοι µέχρι σήµερα. 

Σε αυτήν την εργασία προσεγγίστηκαν πειραµατικά δύο βασικοί στόχοι. Στον 

πρώτο πραγµατοποιήθηκε µελέτη και σύγκριση της ικανότητας επιβίωσης των T 

κυττάρων που δεν εκφράζουν τον TNF in vivo. Στο δεύτερο, χρησιµοποιώντας in 

vitro κυτταρικές στρατηγικές, µελετήθηκε ο ρόλος του TNF σε δύο άλλες 

λειτουργίες των Τ κυττάρων, την ενεργοποίηση και την ανοχή. Η πραγµατοποίηση 

των πειραµάτων αυτών µας οδήγησε σε σηµαντικές πληροφορίες για το µηχανισµό 

δράσης του TNF. Συγκεκριµένα, η επιβίωση των F5 CD8+ θυµοκυττάρων βρέθηκε σε 

σηµαντικό βαθµό µειωµένη απουσία TNF, ενώ η δραστικότητα  των F5TNF-/- και η 

ανέργεια των F5ΝΡTNF-/- περιφερικών λεµφοκυττάρων σε σηµαντικό βαθµό 

αλλοιωµένη. Τα αποτελέσµατά µας αποκόµισαν νέες πληροφορίες για τη ρύθµιση της 

ανοσολογικής απόκρισης από τον TNF, οδηγώντας µας σε νέα ερωτήµατα και 

δραστηριοποιώντας το ενδιαφέρον µας για βαθύτερη σπουδή. 
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1. ΤΟ ΑΝΟΣΟΠΟΙΗΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ 

 

Ως απάντηση στους εσωτερικούς και εξωτερικούς κινδύνους το σώµα των ανώτερων 

οργανισµών έχει αναπτύξει δυναµικές άµυνες που συνθέτουν το ανοσοποιητικό σύστηµα. Το 

ανοσοποιητικό σύστηµα διαιρείται λειτουργικά σε δύο κατηγορίες: στην έµφυτη -innate και 

την επίκτητη ή προσαρµόσιµη ανοσία –-adoptive immunity. Η έµφυτη ανοσία δρα στην 

πρώτη γραµµή άµυνας ενάντια στους µολυσµατικούς εισβολείς, ενώ η επίκτητη 

ενεργοποιείται όταν η πρώτη δεν είναι αρκετή για να προφυλάξει πλήρως τον οργανισµό ή 

/και παραβιάζεται. Η επίκτητη ανοσία αναπτύσσεται ειδικά ενάντια στο αντιγόνο και έχει την 

ικανότητα της εξειδίκευσης, της προσαρµογής και της µνήµης )(Janeway C.,2001).  

Το ανοσοποιητικό σύστηµα των σπονδυλωτών αποτελείται από ένα αριθµό διαφόρων 

οργάνων και κυττάρων, τα οποία έχουν εξελιχθεί ώστε να αναγνωρίζουν και να 

καταπολεµούν ειδικά και µε ακρίβεια κάθε ξένη ουσία, που καλείται αντιγόνο ή Ag (antigen: 

antibody generator). Όλα τα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήµατος, προκύπτουν από τη 

διαφοροποίηση πολυδύναµων αρχέγονων πρόδροµων -stem κυττάρων µε δύο κύριες γραµµές 

εξέλιξης: τη λεµφοειδή που παράγει τα λεµφοκύτταρα και τη µυελοειδή που παράγει τα 

κοκκιοκύτταρα (ουδετερόφιλα, ηωσινόφιλα και βασεόφιλα), και τα µακροφάγα (τύπος 

φαγοκυττάρων) (εικόνα 1). Τα πιο σηµαντικά κύτταρα είναι τα λευκοκύτταρα, τα οποία 

κατατάσσονται σε δύο γενικές κατηγορίες: τα φαγοκύτταρα που συνθέτουν και την έµφυτη 

ανοσία και τα λεµφοκύτταρα που µεσολαβούν την επίκτητη ανοσία (Janeway C.,2001).  

 
Μεγακαρυοκύτταρo/ 
πρόδροµος ερυθροκυττάρων 

 
Τ κυτταροτοξικά 

κοινός πρόγονος 
πολυµορφοπύρηνων/ 
µα ροφάγων 

 
Τ βοηθοί 

κ
 Πολυδύναµο πρόδροµο  

ρο  κύττα       
 

 Κοινός λεµφοειδής πρόδροµος Κοινός µυελοειδής  
πρόδροµος        ?

πολυµορφοπύρηνα 
ανώριµο δενδριτικό 
κα  µονοκύτταρο 

 

ι
 

Β-κύτταρο  

 Μακροφάγο, 
Mast, 
ανώριµο δενδριτικό 

Πλασµακύτταρο 

Εικόνα1: Οι κύριες γραµµές διαφοροποίησης των αιµοποιητικών κυττάρων. 
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Τα λεµφοκύτταρα παίζουν το σηµαντικότερο ρόλο στην παροχή ειδικής 

ανοσολογικής αναγνώρισης και ανταπόκρισης. Υπάρχουν τρεις διαφορετικοί τύποι 

λεµφοκυττάρων: τα Τ, τα Β και τα κυτταροτοξικά –natural killers -ΝΚ κύτταρα. Τα Τ και 

τα Β κύτταρα είναι και τα δύο εξοπλισµένα µε επιφανειακούς υποδοχείς ειδικούς για το 

αντιγόνο, και συµµετέχουν στην ειδική ανοσίa. Κάθε Τ ή Β κύτταρο φέρει κατά κανόνα 

υποδοχείς µόνο µίας ειδικότητας εξειδικευµένους για µία συγκεκριµένη δοµή πεπτιδίου. Τα Τ 

κύτταρα αναπτύσσονται στο θύµο, ενώ τα Β διαφοροποιούνται στο εµβρυϊκό συκώτι και 

στον ώριµο µυελό των οστών -στα θηλαστικά. Τα Τ κύτταρα διαιρούνται σε δύο βασικές 

κατηγορίες: σε αυτά που σκοτώνουν απευθείας τα ξένα κύτταρα –στόχους τους οπότε 

ονοµάζονται και κυτταροτοξικά και σε αυτά που µπορούν να ενεργοποιούν άλλες κατηγορίες 

ανοσοποιητικών κυττάρων, (συµπεριλαµβανοµένων και των Β) και ονοµάζονται βοηθητικά. 

Tα ώριµα Τ κύτταρα που κυκλοφορούν στην περιφέρεια είναι: CD4+CD8- -  Τ βοηθοί- και  

CD4-CD8+ -Τ κυτταροτοξικά (Janeway C.,2001). 

Και οι δύο κατηγορίες Τ κυττάρων µπορούν να αναγνωρίζουν αντιγόνα που 

βρίσκονται συνδεδεµένα σε µεµβρανικούς υποδοχείς στη επιφάνεια ειδικών κυττάρων που 

ονοµάζονται αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα  ή antigen presenting cells -APC ( Β 

κύτταρα, δενδριτικά και µακροφάγα). Οι υποδοχείς αυτοί ονοµάζονται κύριο σύµπλοκο 

ιστοσυµβατότητας ή major histocompatibility complex –MHC και είναι δύο τύπων: τύπου Ι 

και τύπου ΙΙ. Τα CD8+ κυτταροτοξικά κύτταρα αναγνωρίζουν αντιγόνα συνδεδεµένα σε 

µόρια τάξης Ι του MHC, ενώ οι Τ βοηθοί αναγνωρίζουν αντιγόνα που είναι συνδεδεµένα σε 

τάξης ΙΙ µόρια του MHC. Οι υποδοχείς που χρησιµοποιούν τα Τ κύτταρα για να 

αναγνωρίσουν το σύµπλοκο: “µόριο MHC : αντιγόνο” ονοµάζονται υποδοχείς των Τ 

λεµφοκυττάρων  ή T cell receptor –TCR. Ο TCR ανήκει στην οικογένεια των 

ανοσοσφαιρινών (Janeway C.,2001). 

 

2. ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΕΣ ΑΠΟΚΡΙΣΕΙΣ ΤΩΝ Τ ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

 

Τρεις είναι οι καλά χαρακτηρισµένες λειτουργικές αποκρίσεις των Τ κυττάρων: η 

επιβίωση, η ενεργοποίηση και η ανέργεια.  

 

Α. ΕΠΙΒΙΩΣΗ 

 

Τα  λεµφοκύτταρα που δεν έχουν έρθει σε επαφή µε αντιγόνο -παρθένα –naïve- όταν 

βρίσκονται στην περιφέρεια του οργανισµού κυκλοφορούν µεταξύ των δευτερευόντων 

λεµφοειδών οργάνων (σπλήνα, λεµφαδένες) µέχρι να συναντήσουν κάποιο αντιγόνο. Η 

διατήρηση του µεγέθους της περιφερικής δεξαµενής των λεµφοκυττάρων είναι ουσιώδης 
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σηµασίας για το προσαρµόσιµο ανοσοποιητικό σύστηµα. Και αυτό γιατί από την µία πλευρά 

υπάρχει ο περιορισµός του χώρου, από την άλλη υπάρχει η αναγκαιότητα της ποικιλότητας. 

Η δεξαµενή θα πρέπει να είναι συγκεκριµένου µεγέθους και αρκετά ποικίλης, ώστε να µπορεί 

να αναγνωρίζει και να καταστρέφει ένα µεγάλο εύρος εν δυνάµει παθογόνων. Μέρος από την 

επίλυση που έχει δώσει το ανοσοποιητικό σύστηµα των θηλαστικών στο ζήτηµα αυτό είναι ο 

γρήγορος πολλαπλασιασµός και η µείωση των αντιγονο-ειδικών πληθυσµών κατά τη 

διάρκεια της ανοσολογικής απόκρισης µέσω θανάτου που επάγεται από ενεργοποίηση –

activation induced cell death- AICD. Η διατήρηση της οµοιόστασης της περιφερικής 

λεµφοκυτταρικής δεξαµενής είναι πολύ σηµαντική και δύο επιπλέον οµοιοστατικοί 

µηχανισµοί έχουν περιγραφεί: η επιβίωση και οµοιοστατικός πολλαπλασιασµός. Τα κύτταρα 

πολλαπλασιάζονται οµοιοστατικά σε λεµφοπενικά περιβάλλοντα ενώ επιβιώνουν σε πλήρη 

(Janeway C.,2001). 

Η διατήρηση της λεµφοκυτταρικής δεξαµενής ενός οργανισµού φαίνεται ότι 

υποδιαιρείται σε διαφορετικές ρυθµίσεις ανάλογα µε τον κυτταρικό τύπο. Συγκεκριµένα, οι 

πληθυσµοί των Β και Τ λεµφοκυττάρων µάλλον ρυθµίζονται ανεξάρτητα (Tanchot, 1997). 

Όσον αφορά τα Τ κύτταρα, πιστεύεται ότι τα παρθένα Τ κύτταρα τα CD4+ όσο και τα CD8+ 

κύτταρα απαιτούν χαµηλή αλληλεπίδραση µε αντιγόνα εαυτού πάνω στα µόρια MHC που 

αναγνωρίζουν προκειµένου να επιβιώσουν στην περιφέρεια (Takeda S, 1996, Tanchot, 1997). 

Πρόσφατα, υποστηρίχθηκε ότι για την επιβίωση των παρθένων CD4 Τ κυττάρων δεν 

απαιτείται η αλληλεπίδραση του TCR υποδοχέα τους µε τα µόρια του MHC (Dorfman, 

2000).  

Οι υποδεξαµενές των CD4+ και των CD8+ Τ κυττάρων αλληλοεπικαλύπτονται στην 

περιφέρεια (Tanchot, 1995). Επειδή όµως η αναλογία CD4+ προς CD8+ είναι σταθερή στα 

φυσιολογικά ζώα πρέπει  µε κάποιο τρόπο να ρυθµίζονται και ανεξάρτητα αυτές οι δύο 

υποδεξαµενές. Όσον αφορά τις υποδεξαµενές των παρθένων και των κυττάρων µνήµης, 

φαίνεται ότι υπόκεινται σε ξεχωριστή ρύθµιση, γεγονός που εξασφαλίζει την ποικιλία του 

TCR στη δεξαµενή των παρθένων κυττάρων, ενώ υπάρχει ένας επαρκής αριθµός  Τ κυττάρων 

µνήµης που εξασφαλίζει γρήγορες και αποτελεσµατικές ανοσοαποκρίσεις (Tanchot, 2000 , 

Goldrath, 2002). Η αναγκαιότητα των µορίων του MHC, δε φαίνεται να  είναι απαραίτητη για 

τη διατήρηση της περιφερικής δεξαµενής των Τ κυττάρων µνήµης ούτε για τον 

οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό (Freitas, 1999, Tanchot 1997, Murali-Krishna, 1999). 

Σηµαντικό ρόλο στην επιβίωση των Τ  κυττάρων παίζουν και άλλοι παράγοντες, όπως 

κυττοκίνες και ενδοκυττάριοι παράγοντες µεταγωγής σήµατος εκατέρωθεν του υποδοχέα 

TCR. Η IL-7 για παράδειγµα είναι απαραίτητη τόσο για την επιβίωση όσο και για τον 

οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό των παρθένων CD8+ T κυττάρων (Schluns, 2000), ενώ η IL-

15 ρυθµίζει θετικά την επιβίωση και τον οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό των CD8+ Τ 

κύτταρων µνήµης (Zhang, 1998; Ku, 2000). Η IL-7 παίζει σηµαντικό ρόλο για τη δηµιουργία 
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CD8+ Τ κυττάρων µνήµης (Schluns, 2000). Οι µοριακοί µηχανισµοί που έχουν ταυτοποιηθεί 

µέχρι σήµερα και επιδρούν στην επιβίωση των παρθένων Τ  κυττάρων αφορούν την Lck, ένα 

µόριο που παίζει σηµαντικό ρόλο στη µεταγωγή του µηνύµατος που ξεκινά από τον TCR.  

Βρέθηκε, ότι η επιβίωση των τα κυττάρων ήταν ανεξάρτητη της lck, ενώ η έκφραση της lck 

ήταν βασική προϋπόθεση για να διαιρεθούν τα κύτταρα σε λεµφοπενικούς αποδέκτες. Τα 

δεδοµένα αυτά πρότειναν ότι η επιβίωση και ο οµοιοστατικός πολλαπλασιασµός εξαρτώνται 

από διαφορετικά µηνύµατα και ότι πρόκειται για δύο εντελώς διαφορετικούς µηχανισµούς 

διατήρησης των αριθµών των λεµφοκυττάρων στην περιφέρεια (Seddon, 2000).  

 

Β. ΕΝΕΡΓΟΠΟΙΗΣΗ 

 

 Τα ώριµα Τ κύτταρα που εντοπίζονται στην περιφέρεια επιβιώνουν και αντιδρούν 

οδηγούµενα σε κλωνικό πολλαπλασιασµό -clonal expansion όταν διεγείρονται από 

αντιγονικό ερέθισµα. Κατά την ενεργοποίησή τους διαφοροποιούνται σε δραστικά κύτταρα 

–effectors – αποκτώντας ιδιότητες παραγωγής και έκκρισης κυττοκινών. Tα CD4+ κύτταρα 

χωρίζονται σε δύο κατηγορίες µε βάση το πρότυπο έκκρισης κυττοκινών: τα βοηθητικά 

τύπου 1 -Τ helper 1- Th1, που  εκκρίνουν κυρίως ιντερλευκίνη 2 -IL-2 και ιντερφερόνη -γ –

IFN-γ, και  τα βοηθητικά τύπου 2 -T helper 2 -Τh2 που  εκκρίνουν κυρίως ΙL-4, IL-5, IL-6 

και ΙL-10. Τα ενεργοποιηµένα CD8+  Τ κύτταρα παράγουν δύο είδη προϊόντων: κυττοκίνες 

(IFNγ, ΙL-2 και ΤΝF-α), και κυτταροτοξίνες (περφορίνη, γκρανζύµες, και FasL) (Janeway 

C.,2001). 

Η αντιγονοπαρουσίαση µέσω MHC στον υποδοχέα TCR των Τ λεµφοκυττάρων είναι 

αναγκαία για την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων. Ωστόσο η βέλτιστη ενεργοποίηση των 

αντιγονο-ειδικών λεµφοκυττάρων απαιτεί επιπρόσθετα µηνύµατα φέροντα από συνδιεγερτικά 

-costimulatory µόρια που εκφράζονται στην επιφάνεια των αντιγονο-παρουσιαστικών 

κυττάρων (µοντέλο των δύο σηµάτων). Το µονοπάτι συνδιέγερσης των Β7-1/Β7-2-

CD28/CTLA-4 είναι το καλύτερα µελετηµένο µε ζωτικής σηµασίας ιδιότητες ρύθµισης της 

κυτταρικής ενεργοποίησης και ανοχής. Συγκεκριµένα, η σηµατοδότηση µέσω CD28 ρυθµίζει 

το σκαλοπάτι –threshold- ενεργοποίησης των Τ κυττάρων µειώνοντας σηµαντικά των αριθµό 

των συζεύξεων του TCR που χρειάζονται για πλήρη ενεργοποίηση. Άλλα πρόσφατα 

χαρακτηρισµένα συνδιεγερτικά µόρια είναι τα ICOS-ICOSL και PD-1-PD-L (Sharpe A, 

2002). Μετά την ανοσοποίηση, ένα επιλεγµένο ποσοστό των λεµφοκυττάρων παραµένει ως 

οµάδα ειδικών για το αντιγόνο κυττάρων µνήµης, που απαντούν ανοσολογικά σχετικά 

γρήγορα και µε µεγαλύτερη ένταση και µήκος, µετά από επανέκθεση του οργανισµού στο 

ίδιο αντιγόνο (Janeway C.,2001, Veiga-Fernandes H, 2000). 
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O µηχανισµός σηµατοδότησης που µεσολαβείται από τον υποδοχέα των Τ κυττάρων 

–TCR είναι ιδιαίτερα πολύπλοκος µε γεγονότα να λαµβάνουν χώρα κοντά στην πλασµατική 

µεµβράνη, στο κυτταρόπλασµα και τον πυρήνα. Συνοπτικά, η ενεργοποίηση του TCR οδηγεί 

στην ενεργοποίηση πρωτεϊνικών κινασών που ανήκουν στην οικογένεια src (Lck, Fyn) οι 

οποίες φωσφορυλιώνουν τις υποµονάδες του CD3 συµπλόκου όπως και τις αλληλουχίες 

ΙΤΑΜ. Οι φωσφορυλιωµένες ΙΤΑΜ χρησιµεύουν ως θέσεις κατεύθυνσης της ΖΑΡ70 στον 

ενεργοποιηµένο TCR (Clements JL, 1999, Koretzky GA, 2001). Η ΖΑΡ70 µε την άφιξή της, 

φωσφορυλιώνεται από τις Lck και Fyn και ενεργοποιηµένη οδηγεί στην έναρξη διαφόρων 

καταρρακτών σηµατοδότησης (Ras, calcineurin, NF-AT). Η ενεργοποίηση του µονοπατιού 

Ras/Raf/MAPK οδηγεί στην επαγωγή της ενεργότητας του µεταγραφικού παράγοντα ΑΡ-1 

ενώ ενεργοποίηση της PLC-γ οδηγεί µέσω άλλου µονοπατιού στην αύξηση των 

ενδοκυττάριων επιπέδων ασβεστίου, γεγονός που οδηγεί µε αλλεπάλληλη ενεργοποίηση της 

καλσινευρίνης στην ενεργοποίηση του NF-AT. Ο τελευταίος στην συνέχεια µετατοπίζεται 

στον πυρήνα και συµµετέχει στη µεταγραφική ρύθµιση γονιδίων όπως της  IL-2 (Cantrell 

DA., 2001). 

 

Γ. ΑΝΟΧΗ 

 

Όπως γνωρίζουµε, κατά τη διάρκεια ωρίµανσης των Τ λεµφοκυττάρων στο θύµο 

πραγµατοποιείται η εκπαίδευσή τους στο να αναγνωρίζουν αντιγόνα εαυτού από µη-εαυτό. Η 

ανοχή εαυτού είναι µία φυσιολογική κατάσταση των λεµφοκυττάρων που χαρακτηρίζεται 

από την ανικανότητα απάντησης/ ενεργοποίησης σε αντιγόνα εαυτού και από αδυναµία 

παραγωγής IL-2 (Dubois PM, 1998). Όταν η ανοχή εγκαθιδρύεται κατά την εκπαίδευση των 

λεµφοκυττάρων στο θύµο ονοµάζεται κεντρική ανοχή, ενώ όταν εγκαθιδρύεται στην 

περιφέρεια περιφερική. Ο µηχανισµός εγκαθίδρυσης της ανοχής στο στάδιο του θύµου είναι 

µέσω απαλοιφής των άωρων  λεµφοκυττάρων που φέρουν αντιγονικούς υποδοχείς µε µεγάλη 

συγγένεια για αντιγόνα-εαυτού πριν να γίνουν ώριµα (εν δυνάµει αυτοδραστικά) και 

µεταπηδήσουν στην περιφέρεια (Janeway C.,2001). 

Ωστόσο, επειδή δεν εκφράζονται όλα τα αντιγόνα εαυτού στο θύµο και σε υψηλά 

επίπεδα για να προκαλέσουν απαλοιφή των αυτοδραστικών κλώνων, ο οργανισµός έχει 

αναπτύξει άλλους µηχανισµούς εγκαθίδρυσης ανοχής στην περιφέρεια. Οι µηχανισµοί αυτοί 

µπορούν να διαιρεθούν σε αυτούς που δρουν απευθείας στο Τ κύτταρο (T-cell intrinsic) και 

σε αυτούς που επιδρούν σε άλλα κύτταρα όπως τα δενδριτικά και τα ρυθµιστικά Τ κύτταρα 

(CD4+CD25+) (T-cell extrinsic). Το απλούστερο σενάριο περιφερικής ανοχής είναι η άγνοια 

–ignorance- των αντιγόνων εαυτού είτε λόγω χαµηλής έκφρασης είτε λόγω έκφρασης σε µη 

προσβάσιµες περιοχές /ιστούς για το Τ κύτταρο. Ένας άλλος µηχανισµός περιφερικής ανοχής 

είναι η ανέργεια –anergy-, µία διαδικασία κατά την οποία το Τ κύτταρο οδηγείται σε 
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λειτουργική απενεργοποίηση όταν αναγνωρίσει αντιγόνα εαυτού. Ένα µοντέλο πρόκλησης 

ανέργειας είναι η ενεργοποίηση του Τ κυττάρου απουσία του δεύτερου συνδιεγερτικού 

σήµατος (B7-1,-2/ CD28,CTLA-4), που είναι απαραίτητο για πλήρη ενεργοποίηση (Walker 

Lucy, 2002). 

Ένας τρίτος µηχανισµός περιφερικής ανοχής των αυτοδραστικών Τ κυττάρων είναι η 

κλωνική απαλοιφή (Rocha, 1991). Η καταστροφή του κλώνου µε ειδικότητα για αντιγόνο 

εαυτού από το ρεπερτόριο των Τ κυττάρων µέσω θανάτου που επάγεται από ενεργοποίηση –

activation induced cell death- AICD είναι ίσως ο πιο δραστικός τρόπος ανοχής. Αλλά 

ακόµα και όταν τα κύτταρα ενεργοποιηθούν πλήρως για αντιγόνο εαυτού, η ανοχή µπορεί να 

διατηρηθεί αν η φύση της απόκρισης είναι τέτοια ώστε οι παθογενετικές συνέπειες να 

αποφεύγονται. Η µεταβολή για παράδειγµα της κυκλοφορίας των ενεργοποιηµένων Τ 

λεµφοκυττάρων µπορεί να επηρεάσει την ανοσολογική απόκριση καθορίζοντας ποια 

βοηθητικά κύτταρα έρχονται σε επαφή µε αυτά. Συγκεκριµένα, σε απάντηση σε αντιγόνο που 

προκαλεί ανοχή, τα Τ κύτταρα πολλαπλασιάζονται, αλλά η µετανάστευσή τους στις περιοχές 

των Β κυττάρων των δευτερογενών λεµφοειδών ιστών µπορεί να είναι ελαττωµατική 

(Kearney E, 1994). Ο µηχανισµός αυτός περιφερικής ανοχής που ονοµάζεται phenotype 

skewing ουσιαστικά ρυθµίζει το πού πηγαίνουν τα αυτοδραστικά κύτταρα και µε ποια 

βοηθητικά κύτταρα έρχονται σε επαφή. 

Όσον αφορά τους µηχανισµούς εγκαθίδρυσης περιφερικής ανοχής µε τη µεσολάβηση 

των δενδριτικών και των ρυθµιστικών Τ κυττάρων τα δεδοµένα που έχουµε µιλούν για τον 

τρόπο αντιγονοπαρουσίασης από τα πρώτα και την προστασία από επίθεση των 

αυτοδραστικών κυττάρων από τα δεύτερα. Το πώς τα δενδριτικά κύτταρα καθορίζουν την 

ενεργοποίηση ή την ανοχή των Τ κυττάρων είναι ακόµα σε πολύ πρώιµο στάδιο διερεύνησης, 

ενώ τα ρυθµιστικά Τ κύτταρα φαίνεται ότι µεσολαβούν τη δραστικότητά τους τόσο µέσω 

επαφής, όσο και µέσω εκκρινόµενων παραγόντων (Walker L, 2002). 

 

3. ΠΑΡΑΓΟΝΤΑΣ ΝΕΚΡΩΣΗΣ ΟΓΚΩΝ –ΤΝF 

 

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

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

όσο και σε µεµβρανική µορφή και είναι βιολογικά ενεργή όταν οµοτριµερίζεται (Jones EY. 

1989) (εικόνα εξώφυλλο). Οι δραστικότητες του ΤΝF µεσολαβούνται από δύο κύριους καλά 

χαρακτηρισµένους υποδοχείς ΤΝFRI (p55) και TNFRII (p75), οι οποίοι διαφέρουν όσον 

αφορά την  κατανοµή τους στους διάφορους κυτταρικούς πληθυσµούς, καθώς και στη 

συγγένεια για τον ΤΝF άρα και τη δραστικότητα (Ηeller R. 1994 review). Ο ΤΝF είναι µία 

πλειοτροπική κυτοκίνη µε πληθώρα λειτουργιών συµπεριλαµβανοµένων της 

κυτταροτοξικότητας, της ανάπτυξης του ανοσοποιητικού συστήµατος, της προστασίας από 
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τις µολύνσεις, της ανοσορρύθµισης και της κυτταρικής διαφοροποίησης (Barbara LA, 1996, 

Baxter GT, 1999). Η εκπληκτική ανακάλυψη όσον αφορά τον ΤΝF, ότι δεν επάγει µόνο 

φλεγµονώδεις ανοσολογικές αποκρίσεις αλλά φέρει σηµαντική ανοσοκατασταλτική δράση, 

έφερε ρήξη στην καθιερωµένη αντίληψη ότι οι προ-φλεγµονώδεις κυτοκίνες προάγουν τα 

αυτοάνοσα νοσήµατα ενώ οι ρυθµιστικές τα καταστέλλουν (Ο Shea J. 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 EA. 2000, Cope AP, 1997). 

Μελέτες µε αντισώµατα αγωνιστές έχουν δείξει ότι οι δύο υποδοχείς του TNF 

σηµατοδοτούν κοινές και διαφορετικές λειτουργίες αλλά δεν έχει βρεθεί ο βαθµός 

αλληλοεπικάλυψης (Αshkenazi A. 1998, Chan KF. 2000, Screaton G. 2000). Ενώ ο p55 έχει 

βρεθεί ότι είναι υπεύθυνος για την κυτταροτοξική σηµατοδότηση και την επαγωγή διαφόρων 

γονιδίων, ο p75 έχει βρεθεί ότι είναι υπεύθυνος για τη σηµατοδότηση πολλαπλασιασµού. 

Μετά τη δέσµευση του TNF στους υποδοχείς προκαλείται ενεργοποίηση διαφόρων κινασών 

–PKCα, PKA, CAPK, PKCζ και κινάση β-καζεΐνης- και ξεκινά ένας καταρράκτης 

σηµατοδότησης µέσω αλλεπάλληλων φωσφορυλιώσεων. Μία άλλη οικογένεια κινασών που 

ενεργοποιείται είναι οι υποοικογένειες της ΜΑΡΚ: JNK, p38 MAPK, p42/44 MAPK, οι 

οποίες συµβάλλουν στην µεταγραφή γονιδίων µε το να ενεργοποιούν τον NF-kB (Heller RA, 

1994, Boone EV. 1998). O p55 υποδοχέας φέρει περιοχή θανάτου (death domain –DD), που 

οδηγεί στην ενεργοποίηση της κασπάσης-8 αλλά και µέσω άλλου δρόµου στην ενεργοποίηση 

του NF-kB (µέσω ενεργοποίησης ΙΚΚα/β). Μέλη της Bcl-2 οικογένειας παίρνουν σηµαντικό 

ρόλο στη ρύθµιση της απόφασης του κυττάρου για επιβίωση ή θάνατο (Alexander-Miller M. 

1998, DiRenzo M. 2001) Επίσης, οι δύο κυτταροπλασµατικές πρωτεΐνες TRAF1 TRAF2 που 

συνδέονται και µε τους δύο υποδοχείς συνδέονται µε τους αναστολείς της απόπτωσης 

(Inhibitors of apoptosis –IAPs) µετατρέποντας το µηχανισµό ρύθµισης του δυναµικού ενός 

κυττάρου από τον TNF ακόµα πιο περίπλοκο (Chu Z. 19997). 

 

 

Α. Η ΕΠΙ∆ΡΑΣΗ ΤΟΥ ΤΝF ΣΤΙΣ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΕΣ ΑΠΟΚΡΙΣΕΙΣ ΤΩΝ Τ 

ΚΥΤΤΑΡΩΝ 

 

Η βιολογική σηµασία και ο ρόλος του TNF στις λειτουργικές αποκρίσεις του 

προσαρµόσιµου ανοσοποιητικού συστήµατος έχουν πρόσφατα αρχίσει να ταυτοποιούνται. 

Είναι σηµαντικό να αναφέρουµε ότι τόσο o TΝF όσο και υποδοχείς του εντοπίζονται σε 

µεµβρανική και εκκρινόµενη µορφή. Η ρύθµιση της διάχυσης του TNF και των υποδοχέων 

του έχει µεγάλη σηµασία για το αποτέλεσµα της δράσης του TNF καθώς υπάρχει 

 12



συναγωνισµός για τον συνδέτη µεταξύ της µεµβρανικής και της διαλυτής µορφής των 

υποδοχέων. Οι περισσότερες µελέτες που έχουν γίνει στο επίπεδο της δράσης του TNF στις 

λειτουργικές αποκρίσεις των Τ κυττάρων έχουν πραγµατοποιηθεί σε ποντίκια που δεν 

εκφράζουν ή υπερεκφράζουν ένα ή και περισσότερα από τα συστατικά του συστήµατος 

αυτού. Ένα από τα µοντέλα είναι τα F5, το οποίο εκφράζει κύτταρα που φέρουν έναν 

συγκεκριµένο υποδοχέα TCR –τον F5- και αναγνωρίζουν έναν κυρίως αντιγονικό επίτοπο 

του ιού της ινφλουένζας –τον ΝΡ68. 

Τα αποτελέσµατα των µέχρι τώρα αποτελεσµάτων σε άλλα όπως και στο F5 µοντέλο 

είναι σε αρκετές περιπτώσεις αντιφατικά. Όσον αφορά την επιβίωση των Τ λεµφοκυττάρων 

τα in vitro πειράµατα που έχουν πραγµατοποιηθεί µέχρι σήµερα έχουν δείξει ότι τα TNF 

ελλειµµατικά ζώα έχουν χαµηλότερη ικανότητα επιβίωσης. To γεγονός αυτό 

πρωτοδιαπιστώθηκε όταν µελετήθηκε ο συνολικός αριθµός Τ λεµφοκυττάρων στην 

περιφέρεια F5 ζώων ελλειµµατικών για τον TNF. Φαινοτυπική ανάλυση F5TNF-/- ποντικιών 

έδειξε µεγάλη µείωση του αριθµού των περιφερικών F5 T κυττάρων σε σχέση µε τον 

αντίστοιχο αριθµό των F5 ποντικών. Μείωση των F5 Τ κυττάρων απουσία του TNF 

παρατηρήθηκε και στο γενετικό υπόβαθρο Rag1-/- αλλά σε µικρότερο βαθµό. Για να 

µελετηθεί ο φυσιολογικός ρόλος του TNF στον οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό των F5 Τ 

κυττάρων, µελετήθηκαν οι διαιρέσεις και η ανάκτηση µεταφερθέντων F5 και F5TNF-/- Τ 

κυττάρων σε λεµφοπενικούς αποδέκτες µε πλήρες ή ανεπαρκές γενετικό υπόβαθρο για τον 

TNF. Βρέθηκε ότι ο πολλαπλασιασµός των µεταφερθέντων CD8+ F5TNF-/- Τ κυττάρων ήταν 

σηµαντικά καθυστερηµένος, γεγονός που αποδώθηκε στην ελαττωµατική ικανότητά τους για 

οµοιοστατικό πολλαπλασιασµό (∆ιδακτορικό Χατζιδάκη Ι.,2002). 

H ελαττωµατική επιβίωση των παρθένων F5TNF-/- Τ κυττάρων συνοδεύτηκε και από, 

χαµηλότερη ικανότητα για ενεργοποίηση. F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/- Τ κύτταρα 

µελετήθηκαν σε in vitro πειράµατα ενεργοποίησης µε διάφορους τρόπους (διαιρέσεις, 

πολλαπλασιασµό και µάρτυρες ενεργοποίησης). Βρέθηκε ότι απουσία ενδογενούς TNF, τα F5 

Τ κύτταρα αποκρίνονται λιγότερο. Παρόµοια αποτελέσµατα ελήφθησαν κατά την 

πραγµατοποίηση in vitro ενεργοποίησης µε ακινητοποιηµένο a-CD3ε αντίσωµα. H 

ελαττωµένη ενεργοποίηση των F5 TNF-/- σε σχέση µε τα F5 µελετήθηκε και σε βιοχηµικό 

επίπεδο και τα αποτελέσµατα έδειξαν  ότι η σηµατοδότηση που εκπορεύεται από τον  ΤCR 

υποδοχέα δεν επηρεάζεται στα F5ΤΝF-/- Τ κύτταρα, αλλά η ενεργοποίηση  των 

µεταγραφικών παραγόντων NF-κΒ και ΝF-AΤp είναι ελαττωµένη (∆ιδακτορικό Χατζιδάκη 

Ι.,2002). 

 Τέλος, όπως αναφέραµε, υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα που συσχετίζουν τον 

TNF µε µειωµένη περιφερική ανοχή. Πειράµατα που έγιναν για τη διερεύνηση της πιθανής 

εµπλοκής του ενδογενούς ΤΝF στην περιφερική ανοχή των F5 Τ κυττάρων σε διπλά 

διαγονιδιακά F5NP ποντίκια έδειξαν ότι η περιφερική κλωνική απαλοιφή των F5 Τ κυττάρων 
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εξαιτίας έκθεσής τους σε αυτοαντιγόνο ήταν σε σαφώς µικρότερο βαθµό στα TNF-/- ποντίκια. 

Με περαιτέρω πειράµατα διαπιστώθηκε ότι η µειωµένη απαλοιφή των F5 T κυττάρων µετά 

από χρόνια έκθεση στο ενδογενές αντιγόνο οφειλόταν πιθανότατα σε ελάττωµα του 

ελλειµµατικού για τον TNF Τ κυττάρου παρά σε ελάττωµα των TNF-/- 

αντιγονοπαρουσιαστών –APC (∆ιδακτορικό Χατζιδάκη Ι.,2002). 

 

Αντικείµενο µελέτης 

 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκαν οι κλωνοτυπικές αποκρίσεις των F5 CD8+ Τ 

κυττάρων απουσία ενδογενούς TNF. Η εργασία χωρίζεται σε δύο µέρη. Στο πρώτο, 

διερευνήθηκε η επίδραση της έλλειψης του TNF στην ικανότητα των F5 κυττάρων για 

επιβίωση. Στο δεύτερο µέρος εξετάστηκαν τα επίπεδα έκφρασης κυτοκινών (IFN-γ, IL-2 και 

TNF-α ) µετά από ενεργοποίηση κυττάρων παρθένων και άνεργων, στα οποία απουσίαζε ο 

TNF. 
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Ποντίκια. Χρησιµοποιήθηκαν ειδικά µοντέλα ζώων και διασταυρώσεις αυτών: α) F5 ζώα 

διαγονιδιακά για τον TCR. Τα F5 ζώα έχουν στην πλειονότητά τους Τ κύτταρα που 

αναγνωρίζουν την νουκλεοπρωτεΐνη -ΝΡ του ιού της ινφλουένζας όταν εκφράζεται σε µόρια 

του Κύριου Συµπλόκου Iστοσυµβατότητας Ι –είναι ΜΗCI περιορισµένα και άρα CD8+ 

(Mamalaki C. 1992). β) διαγονιδιακά για τον ΝΡ επίτοπο (Mamalaki C. 1993), γ) Knockout 

για τον TNF (Pasparakis G. 1996), (δ) knockout για την ρεκοµπινάση 1 (Rag1) ώστε να µη 

φέρουν καθόλου λεµφοκύτταρα (Spanopoulou E.1994) και οι διασταυρώσεις αυτών και δ) 

C57BL/10 ζώα αγρίου τύπου. 

Kυτταρική προετοιµασία και κυτταροκαλλιέργεια. Οι σπλήνες ή οι θύµοι αφαιρούνται 

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

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

κυτταρικούς διαχωριστές -cell strainers διαµέτρου 40 µm (Falcon). Προκειµένου να 

αποµακρυνθούν τα ερυθροκύτταρα από τη σπλήνα ακολουθούνται δύο διαδικασίες: της 

αιµόλυσης και την κάθετης βαθµίδωσης µε φικόλλη (Lympholyte-M). Η πρώτη διαδικασία 

χρησιµοποιήθηκε κυρίως για την προετοιµασία των κυττάρων για ενδοφλέβια µεταφορά 

όπως και των αντιγονοπαρουσιαστών στα πειράµατα διέγερσης. Η δεύτερη, χρησιµοποιήθηκε 

στην προετοιµασία των κυττάρων για τη µελέτη της έκφρασης των κυττοκινών.  

Κατά τη διαδικασία της αιµόλυσης, τα σπληνοκύτταρα κατακρηµνίζονται και λύνονται µε 

στιγµιαίο υποτονικό σοκ, προσθέτοντας 900 µl H2O ακολουθούµενη από 100 µl  10Χ HBSS 

και 10ml  1X HBSS -5% FCS, 10 mM HEPES ανά σπλήνα. Κατά τη διαδικασία της 

φικόλλης τα κύτταρα αιωρούνται σε συγκέντρωση 15 x 106/ml πάνω από ίσο όγκο 

Lympholyte-M και φυγοκεντρούνται στις 2400rpm για 20 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Μεταφέρεται η µεσόφαση που περιέχει τα λεµφοκύτταρα σε falcon και ακολουθεί διπλή 

πλύση µε 1Χ HBSS -10 mM HEPES µία φορά στις 1800rpm και άλλη µία στις 1200rpm. 

Τελικά τα κύτταρα επαναφέρονται σε διάλυµα RPMI 1640 (Gibco BRL), 10% FCS, 10 mM 

HEPES, 100u/ml πενικιλλίνη-στρεπτοµυκίνη, 2 mΜ L-γλουταµίνη και 50 µΜ β-

µερκαπτοαιθανόλη. 

Σήµανση µε CFSE και κυτταρική µεταφορά. Για τη σήµανση µε CFSE 

(Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester), τα κύτταρα επαναιωρούνται σε πυκνότητα 

100*106/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 37ο C και η αντίδραση σήµανσης σταµατά µε προσθήκη παγωµένου HBSS 5% FCS 

και επώαση για 5 min σε πάγο. Ακολούθως τα κύτταρα φυγοκεντρούνται στις 1200rpm για 

10 min και αποµακρύνεται το υπερκείµενο, και ο παραπάνω κύκλος πλυσίµατος 
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επαναλαµβάνεται άλλες δύο φορές µε HBSS χωρίς ορρό. Πριν τη µεταφορά τα κύτταρα 

µετρούνται και τελικά επαναδιαλύονται σε όγκο κατάλληλο HBSS-ΗΕPΕS που να 

αντιστοιχεί σε 108 κύτταρα/ζώο. 

∆ιέγερση κυττάρων και ενδοκυττάρια σήµανση του προφίλ έκφρασης των 

κυττοκινών. Μετά την αφαίρεση των σπληνών από τα ζώα, παρασκευάζονται κυτταρικά 

εναιωρήµατα µε τις µεθόδους που αναφέραµε και αναλύονται ως προς το ποσοστό των  CD8+ 

κυττάρων µε κυτταροµετρία ροής. Η πυκνότητα των κυττάρων προσαρµόζεται σε ίσους 

αριθµούς CD8+ κυττάρων 1x106. Τα κύτταρα καλλιεργούνται σε πλήρες RPMI 1640 σε 

πλάκες παρουσία είτε ακτινοβοληµένων C57BL/10 σπληνοκυττάρων είτε µη 

ακτινοβοληµένων Rag1-/- ή TNF-/-Rag1-/-, που έχουν φορτωθεί µε το ΝΡ πεπτίδιο σε 

κατάλληλες συγκεντρώσεις για τουλάχιστον µία ώρα. Η αναλογία των APCs προς τα 

δραστικά κύτταρα ήταν κυρίως 106 CD8+ : 3*106 APCs και οι συνθήκες καλλιέργειας είναι σε 

5% CO2 , στους 37οC. Μετά από επιλεγµένο χρόνο καλλιέργειας προστίθεται 1µl /ml 

καλλιέργειας GolgiPlug και αφήνεται για 5 ώρες (Pharmingen). 

Στη συνέχεια τα κύτταρα, προκειµένου να µελετηθεί το ενδοκυττάριο προφίλ έκφρασης 

των κυττοκινών τους συλλέγονται και βάφονται σύµφωνα µε τις οδηγίες της 

κατασκευάστριας εταιρίας (Cytofix/CytopermTM Kit- Pharmingen). Συνοπτικά, τα κύτταρα 

πλένονται, βάφονται για επιλεγµένους εξωτερικούς µάρτυρες, φιξάρονται, βάφονται µε 

αντισώµατα ενάντια σε επιλεγµένες κυττοκίνες και τελικά αναλύονται σε κυτταροµετρητή 

ροής. 

Φαινοτυπικός χαρακτηρισµός µε κυτταροµετρία ροής. Τα αντισώµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα anti-CD8-FITC, anti-CD8-PE, anti-CD8-APC, anti-CD4-PE, anti-

CD4-PE, anti-IFNγ-PE, anti-TNFα-PE, anti-IL-2-PE (BD Pharningen), anti-panα/β-FITC 

(Serotec) 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 40 C, 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. 

Για την ανάλυση αίµατος από τα πειράµατα µεταφοράς, 200-250 µl αίµα συλλέγονταν από 

φλέβες της ουράς σε Eppedorfs που περιείχαν 80 µl ηπαρίνης (90u/ml, Leo). To αίµα 

πλένεται δύο φορές και ακολουθεί χρώση όπως προηγούµενα. Πριν την κυτταροµετρία, στα 

ερυθροκύτταρα προκαλείται λύση µε επώαση 22 min σε 1Χ FACSTM Lysing Solution 

(Becton Dickinson) σε θερµοκρασία δωµατίου ακολουθούµενη από δύο πλυσίµατα µε 1Χ 

PBS, 0.02% NaN3. 
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1. Μειωµένη ικανότητα επιβίωσης των F5 Τ θυµοκυττάρων µετά από µεταφορά τους 

στην περιφέρεια απουσία ενδογενούς TNF.  

 

Οι  πρώτες ενδείξεις για τον φυσιολογικό ρόλο του TNF στη διατήρηση της περιφερικής 

δεξαµενής των Τ κυττάρων, προήρθε από την φαινοτυπική ανάλυση F5TNF-/- ποντικιών. 

Ανάλυση µε κυτταροµετρία ροής σπληνοκυττάρων από F5TNF-/- ποντίκια έδειξε µεγάλη 

µείωση του αριθµού των περιφερικών CD8+ T κυττάρων σε σχέση µε τον αντίστοιχο αριθµό 

στα F5 ποντίκια (∆ιδακτορικό Χατζιδάκη Ι.). Για να διαπιστωθεί ότι οι µειωµένοι αριθµοί F5 

Τ κυττάρων στην περιφέρεια των F5TNF-/- ποντικιών οφείλονται σε µειωµένη ικανότητα 

επιβίωσης, θυµοκύτταρα από F5 και F5TNF-/- ποντίκια µετά από χρώση τους µε CFSE 

µεταφέρθηκαν σε ποντίκια C57BL/10 (αγρίου τύπου) και παρακολουθήθηκε η βιωσιµότητά 

τους in vivo µε την πάροδο του χρόνου. Παρατηρήθηκε (εικόνα 1.Α) ότι µέχρι τη µέρα 8 

υπήρξε µείωση του αριθµού των CD8+ κυττάρων περισσότερο από 50% στα F5. Ωστόσο, η 

µείωση των F5TNF-/- ήταν πολύ µεγαλύτερη τη στιγµή εκείνη (>70%), η οποία διατηρήθηκε 

σε όλη τη διάρκεια διεξαγωγής του πειράµατος. Το γεγονός αυτό δηλώνει την µικρότερη 

ικανότητα επιβίωσης των F5 Τ κυττάρων in vivo απουσία ενδογενούς TNF. 

Επειδή η διαφορά που διαπιστώθηκε φάνηκε ότι δεν οφείλεται στον αποδέκτη (εφόσον 

ήταν αγρίου τύπου) ο οποίος παράγει TNF πραγµατοποιήθηκε και δεύτερο πείραµα, όπου 

δοκιµάστηκε η µεταφορά F5TNF-/- θυµοκυττάρων σε TNF-/- αποδέκτες. Βρέθηκε ότι η 

ανεπάρκεια  TNF στον αποδέκτη και τα κύτταρα του δότη οδήγησε σε πλήρη αφανισµό των 

µεταφερθέντων F5TNF-/-  κυττάρων του δότη, από την όγδοη µέρα µετά τη µεταφορά τους 

(Εικόνα 1.Β). Τα F5 κύτταρα που µεταφέρθηκαν σε C57BL/10 ζώα έδειξαν το ίδιο προφίλ 

επιβίωσης όπως στο προηγούµενο πείραµα (Εικόνα 1.Β). 

Επειδή τα πειράµατα που προηγήθηκαν για τη µελέτη της επιβίωσης των F5 κυττάρων 

έγιναν µε µεταφορά ολικών θυµοκυττάρων, θέλαµε να µελετήσουµε αν το φαινόµενο της 

µειωµένης ικανότητας για επιβίωση θα επαναλαµβανόταν µελετώντας τα περιφερικά. Όπως 

φαίνεται και στην εικόνα 1.Γ, η διαφορά στην επιβίωση των F5 κυττάρων απουσία του 

ενδογενούς TNF ως προς τα F5TNF-/- δεν υπήρχε. Ωστόσο, αξίζει να σηµειωθεί ότι τρία από 

τα πέντε ζώα στα οποία είχε γίνει η µεταφορά F5 κυττάρων παρουσίαζαν µεγάλο ποσοστό 

διαιρέσεων σε σχέση µε τα υπόλοιπα. Υπογραµµίζουµε ότι στο γράφηµα απεικονίζεται το 

ποσοστό των αδιαίρετων κυττάρων γιατί δεν υπήρχε τρόπος να µελετήσουµε τον πληθυσµό 

των κυττάρων που διαιρούταν. Η χρώση µε τη CFSE µειώνεται µε κάθε νέα διαίρεση στο 

µισό της προηγούµενης. Εποµένως, εξαιτίας των διαιρέσεων, η χρώση µειωνόταν σε µεγάλο 
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βαθµό και δεν ήταν πλέον ανιχνεύσιµη. Συνεπώς, δεν µπορούµε να πούµε µε βεβαιότητα ότι 

η επιβίωση των περιφερικών F5TNF-/- κυττάρων είναι όµοια µε των F5 ούτε ότι τα F5 έχουν 

µεγαλύτερη ικανότητα για επιβίωση επειδή διαιρούνται. 
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Τέλος, επειδή η µείωση των F5 Τ κυττάρων απουσία του TNF παρατηρήθηκε και στο 

γενετικό υπόβαθρο Rag1-/- αν και σε µικρότερο βαθµό, µελετήσαµε την επιβίωση F5Rag1-/- 

F5Rag1-/- TNF-/- κυττάρων όταν µεταφέρθηκαν σε αποδέκτες C57BL/10. Και στις δύο 

περιπτώσεις, τα κύτταρα των δοτών χάθηκαν µέσα στις 13 µέρες µετά τη µεταφορά (εικόνα 

1.∆). Γνωρίζουµε από τη βιβλιογραφία, ότι τα Rag1-/- κύτταρα έχουν πολύ χαµηλό κατώφλι 

επιβίωσης και έντονες διαφορές στην ικανότητα για επιβίωση από κύτταρα που 

αναπτύσσονται σε Rag1+/+ γενετικό υπόβαθρο. ∆εν µπορούµε να πούµε ξεκάθαρα πού 

οφείλεται η εξαφάνιση των κυττάρων τόσο πρώιµα, αν οφείλεται δηλαδή σε ελάττωµα του 

Rag1-/- γενετικού υπόβαθρου ή όχι. Το φαινόµενο αυτό, όπως και το φαινόµενο της 

κατακόρυφης µείωσης των κυττάρων που µεταφέρονται τις πρώτες 10 µέρες µετά τη 

µεταφορά χρειάζονται περισσότερη µελέτη. 

 

 

 

2. Η απουσία της έκφρασης του ενδογενούς TNF δεν επιδρά στην επιβίωση των Τ 

θυµοκυττάρων στην περιφέρεια σε πολυκλωνικό σύστηµα. 

 

Οι µειωµένοι αριθµοί των περιφερικών F5TNF-/- CD8+ Τ κυττάρων και η ελαττωµένη 

ικανότητά τους για επιβίωση σε πειράµατα µεταµόσχευσης κυττάρων, µας οδήγησαν στο 

ερώτηµα για το αν το φαινόµενο της µειωµένης ικανότητας για επιβίωση ισχύει και σε 

πολυκλωνικό σύστηµα. Για να εξεταστεί αυτή η πιθανότητα, λήφθηκαν θύµοι από C57BL/10 

και TNF-/- ποντίκια και τα κύτταρα µεταφέρθηκαν σε C57BL/10 και TNF-/- αποδέκτες 

αντίστοιχα. Τα µεταφερµένα θυµοκύτταρα αναλύθηκαν µε κυτταροµετρία ροής για τα 

ποσοστά των αδιαίρετων CD8+ και CD4+ υποπληθυσµών που επιβίωσαν. Όπως φαίνεται και 

στις εικόνες 2.Α και 2.Β, δεν παρατηρήθηκε καµία σηµαντική διαφορά στο ποσοστό των 

θυµοκυττάρων που επιβίωσαν µεταξύ C57BL/10 και TNF-/- κυττάρων, γεγονός το οποίο 

σηµαίνει ότι στο γενετικό υπόβαθρο TNF-/- έχουν προεπιλεγεί οι κλώνοι των κυττάρων µε 

µεγαλύτερη ικανότητα για επιβίωση. Αξίζει να προσθέσουµε ότι επειδή παρακολουθήσαµε 

την πορεία των κυττάρων για µεγάλο χρονικό διάστηµα, παρατηρήσαµε µικρό ποσοστό 

κυττάρων να έχουν κάνει τουλάχιστον µία διαίρεση σε όλες τις περιπτώσεις µετά την τρίτη 

εβδοµάδα, γεγονός που ίσως αντικατοπτρίζει το basal cycling των παρθένων κυττάρων στην 

περιφέρεια των ζώων που έχει περιγραφεί (Jameson S, 2002). 

 

 

 

 

 19



 

 

 

 

 

 10

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Donors: Recipients:

C57BL/10

TNF-/--

C57BL/10

TNF-/--

0,1

1

1 00

1 13 25 37 49 61 73

DAYS

 %
 o

f 
re

co
ve

re
d 

CD
8+

  
CF

S
E+

 c
el

ls

0,1

1

10

1 00

1 13 25 37 49 61 73

DAYS

Donors: Recipients:

C57BL/10

TNF-/--

C57BL/10

TNF-/--

 %
 o

f 
re

co
ve

re
d 

CD
4+

  
CF

S
E+

 c
el

lsA. B.

Eικόνα 2. Η απουσία του ενδογενούς TNF δεν επιδρά στην ικανότητα επιβίωσης των
Τ  κυττάρων σε πολυκλωνικό σύστηµα. Θυµοκύτταρα από ζώα αγρίου τύπου ή
ελλειµµατικά για τον TNF όταν µεταφέρονται ενδοφλέβια στην περιφέρεια ζώων αγρίου ή
TNF-/- αντίστοιχα, δεν παρουσιάζουν διαφορές στην επιβίωση ούτε ως προς τα CD8+ (Α)
ούτε ως προς τα CD4+ (Β). Απεικονίζεται το ποσοστό των αδιαίρετων κυττάρων.

Eικόνα 2. Η απουσία του ενδογενούς TNF δεν επιδρά στην ικανότητα επιβίωσης των
Τ  κυττάρων σε πολυκλωνικό σύστηµα. Θυµοκύτταρα από ζώα αγρίου τύπου ή
ελλειµµατικά για τον TNF όταν µεταφέρονται ενδοφλέβια στην περιφέρεια ζώων αγρίου ή
TNF-/- αντίστοιχα, δεν παρουσιάζουν διαφορές στην επιβίωση ούτε ως προς τα CD8+ (Α)
ούτε ως προς τα CD4+ (Β). Απεικονίζεται το ποσοστό των αδιαίρετων κυττάρων.

 

 

3. Καθορισµένη  χρονολογική σειρά έκφρασης των κυττοκινών TNF-α, IFN-γ και 

IL-2 κατόπιν ενεργοποίησης περιφερικών  F5 κυττάρων. 

 

Για να εξεταστεί κατά πόσο η ελαττωµατική επιβίωση των παρθένων F5TNF-/- Τ 

κυττάρων συνοδεύεται και από µειωµένη ικανότητα για ενεργοποίηση και έκφραση 

κυττοκινών, πραγµατοποιήθηκαν αντίστοιχες µελέτες. Επειδή όµως δεν έχει µελετηθεί ξανά, 

δεν αναφέρεται τουλάχιστον στη βιβλιογραφία η χρονολογική σειρά της έκφρασης των 

κυττοκινών TNF-α, IFN-γ και IL-2 στο µοντέλο που θέλαµε να µελετήσουµε, σε πρώτη φάση 

ερευνήσαµε τη χρονολογική σειρά έκφρασης των κυτοκινών αυτών. Βρέθηκε ότι, όπως 

φαίνεται και στην εικόνα 3.Α, η πρώτη κυτοκίνη που εκφράζεται µετά την ενεργοποίηση των 
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F5 είναι ο TNF-α, ο οποίος εκφράζεται σε ψηλά επίπεδα ήδη  από τις 6 ώρες. Τα επίπεδα του 

TNF-α είναι εµφανή σε πολύ χαµηλότερο βαθµό στις 12 και τις 24 ώρες γεγονός που 

υποδηλώνει ότι βρίσκεται στη φθίνουσα φάση. Η δεύτερη κυτοκίνη που εκφράζεται είναι η 

IL-2, µε µέγιστη αλλά συνολικά χαµηλή έκφραση στις 12 ώρες, η οποία διατηρείται σχεδόν 

στα ίδια επίπεδα µέχρι τις 24 ώρες (εικόνα 3.Β). Τέλος, η IFN-γ αρχίζει να εκφράζεται από 

τις 12 ώρες για να φτάσει σε υψηλότερα επίπεδα έκφρασης στις 24 ώρες (εικόνα 3.Γ). 
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T
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α 1,31 16,24 2,25 2,33

10nM

6 hrs 12 hrs 24 hrs
0 nMA.

B.
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Eικόνα 3. Καθορισµένη σειρά έκφρασης των κυτοκινών TNF-α, IL-2 και IFN-γ από

τα F5 κύτταρα µετά από ενεργοποίηση. 106  F5 σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in

vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε 3* 106 ακτινοβοληµένους C57BL/10 αντιγονο-

παρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για τις ώρες που αναγράφονται και στη

συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης των

κυττοκινών στα CD8+  κύτταρα.

Eικόνα 3. Καθορισµένη σειρά έκφρασης των κυτοκινών TNF-α, IL-2 και IFN-γ από

τα F5 κύτταρα µετά από ενεργοποίηση. 106  F5 σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in

vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε 3* 106 ακτινοβοληµένους C57BL/10 αντιγονο-

παρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για τις ώρες που αναγράφονται και στη

συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης των

κυττοκινών στα CD8+  κύτταρα.
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4. Χαµηλότερο προφίλ έκφρασης της IFN-γ  και της ΙL-2 των  F5ΤΝF-/- Τ 

κυττάρων µετά από αντιγονική διέγερση, µία ιδιότητα που πιθανόν οφείλεται σε 

ελάττωµα του Τ κυττάρου. 

 

Μετά την ταυτοποίηση της σειράς έκφρασης των κυτοκινών, όπως αναφέραµε, θέλαµε να 

συγκρίνουµε την ικανότητα παραγωγής κυτοκινών των F5Rag1-/- και F5Rag1-/-TNF-/- 

κυττάρων κατόπιν ενεργοποίησης. Επιλέξαµε τη χρονική στιγµή που είχαµε την περισσότερη 

έκφραση της κάθε κυττοκίνης για τη συγκριτική µελέτη. Για αυτό F5Rag1-/-κ΄F5Rag1-/-TNF-/- 

Τ κύτταρα διεγέρθηκαν in vitro µε το πεπτίδιο ΝΡ. Όπως φαίνεται στις εικόνες 4.1 και 4.3, 

απουσία ενδογενούς TNF τα F5Rag1-/- Τ κύτταρα εκφράζουν σαφώς χαµηλότερη IFN-γ στις 

24 ώρες και ΙL-2 στις 12 ώρες. Μάλιστα, τα επίπεδα έκφρασης των κυττοκινών ανά κύτταρο 

µεταξύ των δύο κυτταρικών τύπων δεν είναι διαφορετικά. Ήδη γνωρίζουµε από πειράµατα 

µέτρησης της ικανότητας πολλαπλασιασµού, των διαιρέσεων και των επιφανειακών 

µαρτύρων ενεργοποίησης όπως CD44, CD69 µετά από ενεργοποίηση, ότι επάγονται λιγότερο 

στα ενεργοποιηµένα F5TNF-/- κύτταρα απ’ ότι στα F5 T κύτταρα. Το γεγονός της µειωµένης 

έκφρασης IFN-γ  και ΙL-2 προσθέτει πληροφορίες για το µηχανισµό µείωσης του δραστικού 

φαινοτύπου των F5TNF-/- κυττάρων. 
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Eικόνα 4.3. Η απουσία του ενδογενούς TNF µειώνει την ικανότητα των F5 κυττάρων
να παράγουν IL-2 µετά από ενεργοποίηση. F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/-

σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή TNF-/-

Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια
µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IL-2 στα
CD8+  κύτταρα.

Eικόνα 4.3. Η απουσία του ενδογενούς TNF µειώνει την ικανότητα των F5 κυττάρων
να παράγουν IL-2 µετά από ενεργοποίηση. F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/-

σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή TNF-/-

Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια
µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IL-2 στα
CD8+  κύτταρα.

NP68
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0,78 4,21 10,47 12,33 19,42
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NP68

Eικόνα 4.1. Η απουσία του ενδογενούς TNF µειώνει την ικανότητα των F5 κυττάρων
να παράγουν IFN-γ µετά από ενεργοποίηση. F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/-

σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή TNF-/-

Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια
µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IFN-γ στα
CD8+  κύτταρα.

Eικόνα 4.1. Η απουσία του ενδογενούς TNF µειώνει την ικανότητα των F5 κυττάρων
να παράγουν IFN-γ µετά από ενεργοποίηση. F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/-

σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή TNF-/-

Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια
µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IFN-γ στα
CD8+  κύτταρα.
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Μάλιστα, όπως φαίνεται στην εικόνα 4.2, η  προσθήκη εξωγενούς ΙL-2 δεν 

αποκατέστησε την παραγωγή ούτε της IFN-γ, γεγονός που σηµαίνει ότι το συνολικό 

φαινόµενο που έχει περιγραφεί της µειωµένης ενεργοποίησης των F5TNF-/- κυττάρων δεν 

οφείλεται σε ελαττωµατική παραγωγή IL-2. Αξίζει να σηµειώσουµε ότι τα αποτελέσµατα 

ήταν παρόµοια είτε όταν χρησιµοποιήθηκαν ως αντιγονοπαρουσιαστές Rag1-/- είτε Rag1-/-

TNF-/- κύτταρα (εικόνα 4.1). Φαίνεται λοιπόν, ότι ο TNF που προέρχεται από τα T κύτταρα 

(διαλυτός ή µεµβρανικός) είναι αυτός που απαιτείται για την καλύτερη ενεργοποίηση των 

κυτταροτοξικών Τ κυττάρων. 
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Eικόνα 4.2. Η µείωση της ικανότητας των F5 κυττάρων να παράγουν IFN-γ µετά από
ενεργοποίηση απουσία ενδογενούς TNF δεν µπορεί να αντιστραφεί µε την προσθήκη
IL-2. F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/- σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο
ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- και TNF-/-Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές αντίστοιχα παρουσία
ή απουσία IL-2. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια µελετήθηκαν
µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IFN-γ στα CD8+

κύτταρα.

Eικόνα 4.2. Η µείωση της ικανότητας των F5 κυττάρων να παράγουν IFN-γ µετά από
ενεργοποίηση απουσία ενδογενούς TNF δεν µπορεί να αντιστραφεί µε την προσθήκη
IL-2. F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/- σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο
ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- και TNF-/-Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές αντίστοιχα παρουσία
ή απουσία IL-2. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια µελετήθηκαν
µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IFN-γ στα CD8+

κύτταρα.
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5. H ελαττωµατική ανέργεια των διπλών διαγονιδιακών F5NP κυττάρων απουσία 

ενδογενούς ΤΝF συνοδεύεται από ικανότητα έκφρασης  IFN-γ αλλά όχι IL-2 κατόπιν 

διέγερσης. 

 

Τα αποτελέσµατά µας µέχρι τώρα αποκάλυψαν ελαττώµατα στην επιβίωση και τη 

λειτουργική παραγωγή των κυτοκινών IFN-γ και IL-2 κατόπιν διέγερσης στα F5TNF-/- T 

κύτταρα. Όπως αναφέρουµε και στην εισαγωγή, υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδοµένα όπως και 

πειράµατα στο δικό µας σύστηµα (∆ιδακτορικό Χατζιδάκη Ι.) που εµπλέκουν τον TNF µε 

µειωµένη περιφερική ανοχή. Τα δεδοµένα αυτά µας οδήγησαν στη διερεύνηση του 

µηχανισµού της εµπλοκής του ενδογενούς ΤΝF στην περιφερική ανοχή των F5 Τ κυττάρων. 

Συγκεκριµένα, αναλύθηκαν κύτταρα από διπλά διαγονιδιακά F5NPRag1-/- ποντίκια -που 

αποτελούν µοντέλο περιφερικής ανοχής-, σε γενετικό υπόβαθρο TNF-/- ως προς την έκφραση 

των κυτοκινών IFN-γ και IL-2 κατόπιν ενεργοποίησης. 

Όπως φαίνεται και στην εικόνα 5.2, η παραγωγή IFN-γ από τα F5NPRag1-/-TNF-/- Τ 

κύτταρα είναι σε µεγαλύτερο βαθµό απ’ ότι στα F5NPRag1-/-. Μετά λοιπόν από in vitro 

διέγερση µε το ΝΡ πεπτίδιο τα F5 κύτταρα που προέρχονται από F5ΝΡRag1-/- TNF-/- ζώα, 

µπορούν να παράγουν σε σηµαντικό βαθµό IFN-γ, ενώ αυτά που προέρχονται από τα 

F5NPRag1-/- παράγουν πολύ λίγο. Μάλιστα, συγκρίνοντας την έκφραση της IFN-γ από τα 

F5ΝΡRag1-/- TNF-/- κύτταρα µοιάζει σε σηµαντικό βαθµό µε τα F5Rag1-/-TNF-/-. Επίσης, 

αξίζει να σηµειώσουµε ότι υπάρχει πλήρης αναστροφή του άνεργου φαινοτύπου στα 

F5ΝΡRag1-/- TNF-/- κύτταρα, αν κατά την ενεργοποίησή τους προστεθεί εξωγενώς 

ανασυνδυασµένη IL-2. Αντίθετα, η αναστροφή του άνεργου φαινοτύπου στα F5ΝΡRag1-/- 

κύτταρα δε φτάνει σε αυτό το βαθµό µε την προσθήκη IL-2. Αξίζει να σηµειώσουµε, ότι οι 

διαφορές παρέµειναν -σε µικρότερο βαθµό- και όταν χρησιµοποιήθηκαν ως 

αντιγονοπαρουσιαστές είτε Rag1-/- είτε TNF-/- Rag1-/-, γεγονός που επιβεβαιώνει εν µέρει ότι 

η απουσία του TNF από το Τ κύτταρο οφείλεται για τις φαινοτυπικές διαφορές. 

Ωστόσο, όσον αφορά την έκφραση της IL-2, ούτε στα F5NPRag1-/- κύτταρα ούτε στα 

F5ΝΡRag1-/-TNF-/- παρατηρήθηκε ουσιαστική αύξηση και κατά συνέπεια διαφορά στο 

επίπεδο έκφρασης. Μάλιστα, είτε παρουσία είτε απουσία εξωγενούς IL-2 και στους δύο 

γονοτύπους δεν εκφράστηκε καθόλου IL-2, κατόπιν in vitro διέγερσης (εικόνα 5.1). Το 

γεγονός αυτό πιθανόν σηµαίνει ότι η αναστροφή του άνεργου φαινοτύπου στα F5ΝΡRag1-/-

TNF-/- κύτταρα έχει να κάνει µέσω άλλου µηχανισµού και όχι µέσω παραγωγής IL-2. Το 

τελευταίο χρήζει περαιτέρω επιβεβαίωσης. 

Τέλος, είναι σηµαντικό να αναφέρουµε πως απουσία διέγερσης, τα F5ΝΡRag1-/- και όχι 

άλλα κύτταρα εξέφραζαν χαµηλά επίπεδα IFN-γ (εικόνα 5.2). Τα επίπεδα αυτά µάλιστα 
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αυξάνονταν µε την προσθήκη εξωγενούς IL-2. Μία εξήγηση του φαινοµένου αυτού θα ήταν η 

απόδοση της έκφρασης της IFN-γ από νέα κύτταρα που µόλις έχουν µεταναστεύσει από το 

θύµο στην περιφέρεια και έχουν έρθει πρόσφατα σε επαφή µε το ενδογενές αντιγόνο ΝΡ. 

Ωστόσο, in vitro πειράµατα µέτρησης της εισαγωγής τριτιωµένης θυµιδίνης σε F5ΝΡRag1-/- 

κύτταρα κατόπιν ενεργοποίησης παρουσία ή απουσία IL-2 δεν έχουν δείξει την ύπαρξη 

δραστικότητας από κάποια κύτταρα που πιθανόν έχουν µεταναστεύσει πρόσφατα στην 

περιφέρεια από το θύµο. Εποµένως, η χαµηλή έκφραση της IFN-γ από τα κύτταρα αυτά είναι 

µάλλον ένδειξη του άνεργου φαινοτύπου τους. Σηµειώνουµε ότι η εικόνα της έκφρασης IFN-

γ από κύτταρα χωρίς πεπτίδιο στα F5ΝΡRag1-/-TNF-/- δεν είναι εµφανής, γεγονός που 

επιβεβαιώνει τις υποθέσεις µας ότι η απουσία του TNF κάνει τα κύτταρα λιγότερο άνεργα. 

 

CD8+

NP68

Eικόνα 5.1. Η ελαττωµατική ανέργεια των διπλών διαγονιδιακών F5NP
κυττάρων απουσία ενδογενούς TNF δε συνοδεύεται από ικανότητα παραγωγής
IL-2. F5Rag1-/-, F5ΝΡRag1-/- , F5TNF-/-Rag1-/- και  F5ΝΡTNF-/- Rag1-/-,

σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή
TNF-/-Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 12 ώρες και
στη συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο
έκφρασης της IFN-γ στα CD8+  κύτταρα.

Eικόνα 5.1. Η ελαττωµατική ανέργεια των διπλών διαγονιδιακών F5NP
κυττάρων απουσία ενδογενούς TNF δε συνοδεύεται από ικανότητα παραγωγής
IL-2. F5Rag1-/-, F5ΝΡRag1-/- , F5TNF-/-Rag1-/- και  F5ΝΡTNF-/- Rag1-/-,

σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή
TNF-/-Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 12 ώρες και
στη συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο
έκφρασης της IFN-γ στα CD8+  κύτταρα.

F5Rag1-/-

/Rag1-/- 

F5TNF-/-Rag1-/-

/TNF-/-Rag1-/- 

F5TNPRag1-/- 

/Rag1-/- 

F5NPTNF-/-Rag1-/-

/TNF-/-Rag1-/- 

0 nM 100 nM 0 nM 100 nM

IL
-2

W/o IL-2W/o IL-2 With  IL-2With  IL-2
A.

0,1 4,45 0,21 4,38

0,43 0,67 0,29 0,61

0,19 2,05 0,18 1,82

0,37 0,500,64 0,46

 B.
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Eικόνα 5.2. Η ελαττωµατική ανέργεια των διπλών διαγονιδιακών F5NP  κυττάρων
απουσία ενδογενούς TNF συνοδεύεται από ικανότητα παραγωγής IFN-γ. F5Rag1-/-,

F5ΝΡRag1-/- , F5TNF-/-Rag1-/- και  F5ΝΡTNF-/- Rag1-/-, σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν
in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή TNF-/-Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα
κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία
ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IFN-γ στα CD8+  κύτταρα.

Eικόνα 5.2. Η ελαττωµατική ανέργεια των διπλών διαγονιδιακών F5NP  κυττάρων
απουσία ενδογενούς TNF συνοδεύεται από ικανότητα παραγωγής IFN-γ. F5Rag1-/-,

F5ΝΡRag1-/- , F5TNF-/-Rag1-/- και  F5ΝΡTNF-/- Rag1-/-, σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν
in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68 φορτωµένο σε Rag1-/- ή TNF-/-Rag1-/- αντιγονοπαρουσιαστές. Τα
κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 24 ώρες και στη συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία
ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο έκφρασης της IFN-γ στα CD8+  κύτταρα.

F5Rag1-/-

/Rag1-/- 

F5TNF-/-Rag1-/-

/TNF-/-Rag1-/- 

F5TNPRag1-/-  

/Rag1-/- 

F5NPTNF-/-Rag1-/-

/TNF-/-Rag1-/- 

0 nM 100 nM 0 nM 100 nM

0,25 40,97 6,77 46,8

2,08 7,22 16,51 12,62

0,08 27,44 0,09 31,8

0,07 26,25 0,1 24,97

IF
N
-γ

W/o IL-2W/o IL-2 With  IL-2With  IL-2A. B.
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6. H ανέργεια των F5NP κυττάρων µεταφράζεται και σε µειωµένη ικανότητα 

παραγωγής TNF-α κατόπιν ενεργοποίησης. 

 

Επιπλέον της µελέτης της εµπλοκής του TNF στην εγκαθίδρυση της περιφερικής ανοχής, 

θέλαµε να µελετήσουµε το µηχανισµό της ανοχής αποκλειστικά στο επίπεδο έκφρασης της 

κυτοκίνης TNF-α. Για το λόγο αυτό προκαλέσαµε in vitro διέγερση σε κύτταρα προερχόµενα 

από F5Rag1-/- και F5NPRag1-/- και µετρήσαµε την έκφραση του ΤNF µε ενδοκυττάρια 

σήµανση. Βρήκαµε ότι η έκφρασή του ήταν σε σηµαντικά βαθµό µειωµένη και ότι η 

κατάσταση αυτή δεν µπόρεσε στα δύο τουλάχιστον πειράµατα που πραγµατοποιήσαµε να 

αναστραφεί παρουσία εξωγενούς IL-2 (εικόνα 6). 
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Eικόνα 6. Τα άνεργα F5 κύτταρα δεν παράγουν TNF-α µετά από ενεργοποίηση.
F5Rag1-/- και F5ΝΡRag1-/- σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68
φορτωµένο σε Rag1-/-  αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 4 ώρες
και στη συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο
έκφρασης της IL-2 στα CD8+  κύτταρα.

Eικόνα 6. Τα άνεργα F5 κύτταρα δεν παράγουν TNF-α µετά από ενεργοποίηση.
F5Rag1-/- και F5ΝΡRag1-/- σπληνοκύτταρα ενεργοποιήθηκαν in vitro µε πεπτίδιο ΝΡ68
φορτωµένο σε Rag1-/-  αντιγονοπαρουσιαστές. Τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν για 4 ώρες
και στη συνέχεια µελετήθηκαν µε κυτταροµετρία ροής. Απεικονίζεται το πρότυπο
έκφρασης της IL-2 στα CD8+  κύτταρα.

NP68

F5Rag1-/-

/Rag1-/- 

F5ΝΡRag1-/-

/Rag1-/- 

0,82 50,08

0,82 19,8

0,51 54,77

0,64 12,84

0 nM 100 nM

W/o IL-2W/o IL-2 With  IL-2With  IL-2B.
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Η επιβίωση των Τ κυττάρων είναι ένα σύνολο µηχανισµών που διασφαλίζουν ότι οι 

ώριµοι επιλεγµένοι κλώνοι από το θύµο, θα παραµείνουν στην περιφέρεια του ζώου, έτοιµοι 

να προσφέρουν αποτελεσµατική άµυνα σε πρόκληση του οργανισµού από ξένα αντιγόνα. 

Από την άλλη, η ενεργοποίηση των Τ κυττάρων ως απάντηση σε αντιγόνο είναι µία 

διαδικασία η οποία πρέπει να γίνει σύντοµα και µε συγκεκριµένη ένταση, προκειµένου να 

εξαλειφθεί ο κίνδυνος και να γυρίσει το σύστηµα πάλι σε οµοιόσταση. Τα εν δυνάµει 

αυτοδραστικά Τ κύτταρα που ξεφεύγουν της κεντρικής ανοχής πρέπει µέσω άλλων 

µηχανισµών περιφερικής ανοχής να εξαλειφθούν ή να απενεργοποιηθούν προκειµένου να µην 

προκαλέσουν ανοσοαπάντηση στα αυτοαντιγόνα του οργανισµού που αναγνωρίζουν. Η 

µελέτη αυτών των µηχανισµών είναι αναγκαία για την κατανόηση της διατήρησης της 

οµοιόστασης τη περιφερικής δεξαµενής όπως και της διατήρησης της υγείας του οργανισµού. 

Σε αυτήν την εργασία, χρησιµοποιώντας τα διαγονιδιακά για τον ΤCR F5 ποντίκια 

µελετήσαµε πώς ο ενδογενής TNF ρυθµίζει µία σειρά αποκρίσεων των Τ κυττάρων, όπως την 

επιβίωση, την ενεργοποίηση και την ανέργεια. ∆είξαµε ότι απουσία TNF, η ικανότητα των Τ 

κυττάρων για επιβίωση είναι µειωµένη, όπως η ενεργοποίησή τους στο ΝΡ αντιγόνο. Επίσης, 

και η διατήρηση του άνεργου φαινοτύπου ήταν σε σηµαντικό ελαττωµατική. Τα στοιχεία µας 

προσέδωσαν στους νέους ρόλους του TNF που είχαν περιγραφεί (∆ιδακτορικό Χατζιδάκη Ι.) 

µία νέα µηχανιστική προσέγγιση. 

Καταρχάς, µελετήθηκε η επιβίωση των παρθένων κυτταροτοξικών F5 Τ κυττάρων, µετά 

από ενδοφλέβια µεταφορά τους στην περιφέρεια ζώων αγρίου τύπου καθώς και F5TNF-/- 

στην περιφέρεια ζώων αγρίου τύπου ή ελλειµµατικών ως προς την έκφραση του ενδογενούς 

TNF. Βρέθηκε ότι όταν F5 θυµοκύτταρα µεταφέρθηκαν σε C57BL/10 επιζούσαν καλύτερα 

από τα αντίστοιχα F5TNF-/- µε µεγάλη στατιστικά διαφορά στην ικανότητα για επιβίωση. 

Ωστόσο, όταν F5TNF-/- κύτταρα µεταφέρθηκαν στην περιφέρεια TNF-/- ζώων δεν κατάφεραν 

να επιβιώσουν περισσότερο από 10 µέρες µετά τη µεταφορά. Το γεγονός αυτό θα µπορούσε 

να ερµηνευτεί ως απαίτηση των F5 κυττάρων να επιβιώνουν στην περιφέρεια µε πλήρες TNF 

γενετικό υπόβάθρο. Αντίθετα, όταν περιφερικά λεµφοκύτταρα από F5 και F5TNF-/- 

δοκιµάστηκαν για την ικανότητά τους για επιβίωση στην περιφέρεια ζώων αγρίου τύπου δε 

βρέθηκαν αντίστοιχες διαφορές στην επιβίωση του πληθυσµού των αδιαίρετων κυττάρων. Το 

τελευταίο το τονίζουµε, διότι 3 από τα 5 ζώα της µεταφοράς F5 σε C57BL/10 εµφάνιζαν 

µεγάλο ποσοστό διαιρέσεων από πολύ νωρίς, γεγονός που µείωνε τον αριθµό των αδιαίρετων 

που εµείς µελετούσαµε, µια και δεν υπήρχε τρόπος µελέτης και των διαιρεµένων συνολικά. 
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Όταν F5Rag1-/- και F5Rag1-/-TNF-/- κύτταρα µεταφέρθηκαν σε αποδέκτες C57BL/10, τα 

κύτταρα των δοτών χάθηκαν µέσα στις 13 µέρες µετά τη µεταφορά (εικόνα 1.∆). Γνωρίζουµε 

από τη βιβλιογραφία, ότι τα Rag1-/- κύτταρα έχουν πολύ χαµηλό κατώφλι επιβίωσης και 

έντονες διαφορές στην ικανότητα για επιβίωση από κύτταρα που αναπτύσσονται σε Rag1+/+ 

γενετικό υπόβαθρο. ∆εν µπορούµε να πούµε ξεκάθαρα πού οφείλεται η εξαφάνιση των 

κυττάρων τόσο πρώιµα, αν οφείλεται δηλαδή σε ελάττωµα του Rag1-/- γενετικού υπόβαθρου 

σε κάποιους άλλους παράγοντες κλπ. 

Επειδή τα αποτελέσµατά µας αντικατοπτρίζουν πειράµατα που έχουν πραγµατοποιηθεί 

µία φορά από 5-6 ζώα στο κάθε πείραµα, κρίνουµε σκόπιµο την επανάληψη κάποιων και τη  

διεξαγωγή νέων πειραµάτων όπου θα γίνεται ταυτόχρονη µεταφορά κυττάρων από F5 και 

F5TNF-/- ζώα σε αγρίου τύπου ή/και TNF-/-. Η µεθοδολογία που βασίζεται η συγκεκριµένη 

πειραµατική προσέγγιση απαιτεί τη σήµανση µε διαφορετικές χρωστικές –πράσινη-CFSE και 

κόκκινη-SNARF- των F5 και F5TNF-/- κυττάρων που πρόκειται να µεταφερθούν και µέτρηση 

της επιβίωσης του πληθυσµού των αδιαίρετων κυττάρων στον ίδιο οργανισµό -αποδέκτη. 

Επίσης, προτείνεται η ενδελεχής µελέτη της µεγάλης  απώλειας των Τ κυττάρων που 

µεταφέρονται στις πρώτες 10 µέρες, η οποία έχει επαναληφθεί σε όλα τα πειράµατα. Η 

πειραµατική προσέγγιση που προτείνεται είναι η τακτική καθηµερινή αιµοληψία και η 

παρακολούθηση των κυτταροεπιφανειακών µαρτύρων ενεργοποίησης. 

∆είχθηκε ότι η TNF µεταλλαγή έχει σαν αποτέλεσµα µειωµένους αριθµούς περιφερικών 

F5 Τ κυττάρων. Όπως έχει περιγραφεί, η επιβίωση των παρθένων Τ κυττάρων εξαρτάται 

σηµαντικά από την σηµατοδότηση µέσω ΤCR µετά από αλληλεπίδρασή του µε ΜΗC µόρια 

που φέρουν πεπτίδια εαυτού και εκφράζονται σε χαµηλά επίπεδα (Freitas, 1999). Από την 

άλλη, αξιοσηµείωτο είναι ότι κατά τη µεταφορά TNF-/- κυττάρων σε ποντίκια TNF-/- που δεν 

είναι διαγονιδιακά για έναν συγκεκριµένο υποδοχέα TCR δεν παρατηρήθηκε µειωµένη 

ικανότητα επιβίωσης των µεταφερθέντων CD8+ Τ κυττάρων σε σχέση µε το κοντρόλ 

(C57BL/10 σε C57BL/10 ). Από δικές µας παρατηρήσεις και άλλων (Kim EY, 2001) έχει 

διατυπωθεί ένα µοντέλο ως προς τη δράση του TNF. Ο TNF επιδρά σηµατοδότηση που 

εκπορεύεται από τον TCR µειώνοντάς τη, γεγονός που οδηγεί σε µειωµένο χρόνο ζωής των 

παρθένων CD8+ T κυττάρων και σε µειωµένη ικανότητα επιβίωσης των CD8+ T κυττάρων. 

Έτσι, µπορεί η επιβίωση των F5 Τ κυττάρων να εξαρτάται από την παρουσία του TNF κατά 

την  ανάπτυξη τους και την παραµονή τους στην περιφέρεια, ενώ η επιβίωση κάποιων άλλων 

άλλων κλώνων που πιθανά έχουν µεγαλύτερη συγγένεια για το σύµπλοκο πεπτίδιο εαυτού-

MHC που αναγνωρίζουν  όχι. Αυτή είναι µία υπόθεση, η οποία χρήζει περαιτέρω 

πειραµατικής επιβεβαίωσης. 

Πολλές µελέτες έχουν δείξει ότι τα ώριµα παρθένα Τ κύτταρα διαιρούνται στην 

περιφέρεια µη λεµφοπενικών ζώων, µια διαδικασία που έχει περιγραφεί ως basal cycling 

(Jameson S, 2002). Σε όλα τα πειράµατα κυτταρικής µεταφοράς που πραγµατοποιήσαµε και 

 30



στα οποία τα Τ κύτταρα επιβίωσαν περισσότερο από 2,5 εβδοµάδες, διαπιστώσαµε 

τουλάχιστον µία διαίρεση σε έναν µικρό υποπληθυσµό. Το γεγονός αυτό δεν έχει περιγραφεί 

ξανά σε αντίστοιχα πειράµατα στη βιβλιογραφία και είναι ενδιαφέρουσα η εύρεση και η 

κατανόηση των παραγόντων που κατευθύνουν αυτή τη µικρού βαθµού κυτταρική διαίρεση 

απουσία αντιγονικού µηνύµατος ή µηνύµατος οµοιοστατικού πολλαπλασιασµού. Στα 

αποτελέσµατα που συλλέξαµε από τα πειράµατα της in vivo µελέτης της επιβίωσης των Τ 

κυττάρων δεν είναι ξεκάθαρο αν στα παραπάνω εµπλέκεται η διαλυτή, η µεµβρανική ή και οι 

δύο µορφές του TNF, και θα είχε ενδιαφέρον η πραγµατοποίηση πειραµάτων στα οποία θα 

αντικαθιστόταν η έκφραση του TNF εξωγενώς, όπως παρουσία κυττάρων που τον εκφράζουν 

ή προσφέροντας ανασυνδυασµένη κυττοκίνη στο σύστηµα. 

Τα αποτελέσµατά µας σε αυτήν την εργασία δείχνουν ότι F5Rag1-/-  Τ κύτταρα από 

TNF-/- ζώα έχουν ελαττωµατική απόκριση στο αντιγόνο όσον αφορά το πρότυπο έκφρασης 

των κυττοκινών IFN-γ και IL-2. Στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις αντιγόνου οι διαφορές 

µεταξύ των F5 Rag1-/-  και F5TNF-/- Rag1-/- κυττάρων εξοµαλύνονται, αλλά δεν µπορούν να 

αντιστραφούν παρουσία εξωγενούς ανασυνδυασµένης IL-2. ∆ηλαδή, η απώλεια του 

ενδογενούς TNF ανεβάζει τον πήχη του µηνύµατος που πρέπει να δεχτούν τα F5TNF-/-Rag1-/- 

κύτταρα προκειµένου να αποκριθούν ικανοποιητικά σε αντιγόνο. Στις in vitro µελέτες µας 

χρησιµοποιήθηκαν κυρίως Rag1-/- για την παρουσίαση του πεπτιδίου στα F5 Rag1-/- και TNF-

/-Rag1-/- για την αντιγονοπαρουσίαση στα F5TNF-/-Rag1-/-. Τα αποτελέσµατα ήταν παρόµοια 

αν και µε µικρότερες διαφορές όταν χρησιµοποιούνταν αντίστροφα οι αντιγονοπαρουσιαστές. 

Το τελευταίο συνηγορεί στην υπόθεση που θέλει την έλλειψη του TNF  κυρίως  από το Τ 

κύτταρο να οφείλεται για την ελαττωµατική  αντιγονική του διέγερση. Έτσι, οι διαφορές  που 

παρατηρούµε δεν οφείλονται σε επίδραση του TNF στα τάξης Ι ΜΗC µόρια ή σε άλλα µόρια 

(συνδιεγερτικά) των APCs αν και χρειάζονται περισσότερη επιβεβαίωση. 

Είναι σηµαντικό να αναφέρουµε ότι τα αποτελέσµατα δεν επαναλήφθηκαν σε όλες 

τις περιπτώσεις που µελετήθηκαν (διαφορετική αναλογία APCs προς δραστικά κά.). Σε καµία 

περίπτωση όµως δεν είδαµε αναστροφή του φαινοµένου, της έκφρασης δηλαδή µεγαλύτερου 

επιπέδου κυττοκινών από τα F5TNF-/-Rag1-/-. Φαίνεται ότι το ποσοστό των CD8+ στο 

συνολικό πληθυσµό των κυττάρων στα πειράµατα διέγερσης παίζει σηµαντικό ρόλο, γιατί 

όταν µεταβάλλεται, η διαφορά µεταξύ των F5 Rag1-/- και των F5TNF-/-Rag1-/- µειώνεται. Από 

την άλλη, µπορεί να υπάρχει διαφορετική αντιπροσώπευση των διαφόρων κυτταρικών τύπων 

στα Rag1-/- και TNF-/- Rag1-/- σπληνοκύτταρα. Για το λόγο αυτό, κρίνεται απαραίτητη η 

µελέτη της διέγερσης στο επίπεδο έκφρασης κυττοκινών των T κυττάρων προερχόµενα από 

F5Rag1-/- και F5TNF-/-Rag1-/-ζώα µε a-CD3ε αντίσωµα, δηλαδή απουσία 

αντιγονοπαρουσιαστών κυττάρων. Ήδη έχει δροµολογηθεί αυτή η πορεία και φαίνεται ότι τα 

F5TNF-/-Rag1-/-κύτταρα έχουν χαµηλότερη έκφραση IFN-γ από τα F5Rag1-/- µετά από 

ενεργοποίηση µε ακινητοποιηµένο a-CD3ε αντίσωµα (τα δεδοµένα δεν παρουσιάζονται). 
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∆είξαµε σε αντίστοιχες µελέτες µέτρησης του επιπέδου έκφρασης των κυττοκινών στα 

διπλά διαγονιαδιακά F5ΝΡ Rag1-/- ποντίκια ότι απουσία TNF ο άνεργος φαινότυπος των 

κυττάρων αναστρέφεται σχεδόν πλήρως κυρίως ως προς την έκφραση της IFN-γ και όχι της 

IL-2. Τα F5 κύτταρα που βρίσκονται στην περιφέρεια των F5ΝΡRag1-/- ζώων δεν µπορούν να 

εκφράσουν IFN-γ και IL-2 σε δευτερογενή διέγερσή τους  από το αντιγόνο in vitro. Αυτό 

δηλώνει ότι τα κύτταρα έχουν περιέλθει σε άνεργη κατάσταση. Αν και σε ορισµένες 

περιπτώσεις άνεργων Τ κυττάρων η προσθήκη IL-2 αναστρέφει την υποδραστικότητά τους, 

στην περίπτωση των F5ΝΡRag1-/- αυτό συνέβει µόνο σε πολύ µικρό βαθµό. 

Η έλλειψη του ενδογενούς TNF επηρέασε την ενεργοποίηση των F5ΝΡTNF-/-Rag1-/- 

κυττάρων αυξάνοντας την έκφραση της IFN-γ σε επίπεδα παρόµοια µε των F5TNF-/-Rag1-/- 

κυττάρων. Έτσι λοιπόν, ο TNF µπορεί να επιδρά σε µονοπάτια διαφορετικά από εκείνα που 

έχουν περιγραφεί µέχρι πρόσφατα: της εγκαθίδρυσης περιφερικής ανοχής. Είναι 

χαρακτηριστικό σε όλα τα πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν, ότι απουσία µηνύµατος µόνο 

τα F5ΝΡRag1-/- κύτταρα εξέφραζαν αν και σε πολύ χαµηλά επίπεδα IFN-γ. Μάλιστα, η 

έκφραση IFN-γ αυξήθηκε όταν στο σύστηµα προσφέρθηκε εξωγενώς IL-2. Η έκφραση της 

IFN-γ ίσως αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισµα των άνεργων κυττάρων που έρχονται σε 

επαφή µε το ΝΡ αυτοαντιγόνο στην περιφέρεια. Το φαινόµενο αυτό δεν παρατηρήθηκε στα 

F5ΝΡTNF-/-Rag1-/- κύτταρα γεγονός που ίσως σηµαίνει ότι έχουν µικρότερη ικανότητα να 

δεχτούν το σήµα από το αυτό-αντιγόνο προκειµένου να οδηγηθούν σε ανέργεια. Επειδή και 

σε αυτήν την περίπτωση δεν επαναλήφθηκαν πλήρως τα αποτελέσµατα στα πειράµατα που 

πραγµατοποιήσαµε πιθανόν για τους ίδιους λόγους, χρειάζονται και άλλες µελέτες για να 

καθοριστεί η δράση του TNF στις αποκρίσεις των CD8+ Τ άνεργων κυττάρων, όπως µε 

πειράµατα ενεργοποίησης µε ακινητοποιηµένο αντίσωµα a-CD3ε. 

Tα παρατιθέµενα αποτελέσµατα δείχνουν ότι η έλλειψη του TNF στα F5ΝΡRag1-/- 

ποντίκια οδηγεί σε ελαττωµατική περιφερική ανοχή των CD8+ Τ λεµφοκυττάρων. Επιπλέον, 

τα F5ΝΡTNF-/-Rag1-/- περιφερικά CD8+ Τ κύτταρα αποκρίνονται σε υψηλό βαθµό σε 

επαναδιέγερσή τους µε το αντιγόνο in vitro φτάνοντας στα επίπεδα των F5Rag1-/-. Συνεπώς, η 

περιφερική ανοχή των Τ κυττάρων είναι αλλοιωµένη απουσία του ενδογενούς TNF. Στη 

βιβλιογραφία αναφέρεται ότι η περιφερική ανέργεια CD8+ Τ κυττάρων είναι µειωµένη σε 

διαγονιδιακά για ΤCR TNFRI-/- ζώα. Από τα αποτελέσµατά µας προτείνεται ότι ο ενδογενής 

TNF µπορεί να ρυθµίσει την ενεργότητα εν δυνάµει αυτοδραστικών Τ κυττάρων µειώνοντας 

την παραγωγή δραστικών κυττοκινών όπως της IFN-γ. Η ιδιότητα αυτή του TNF φαίνεται να 

εξαρτάται από τα Τ κύτταρα και πιθανά από την επίδρασή τους στους αντιγονοπαρουσιαστές 

(τα δεδοµένα δεν παρουσιάζονται). 
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