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ενεργότητα. Πρώτα απομονώθηκε από θύμο επίμυ στη συνέχεια βρέθηκε και σε 

άλλους ιστούς. Επίσης βρέθηκε στον ανθρώπινο θύμο όπως και στα ανθρώπινα 

λευκοκύτταρα. Το πολυπεπτίδιο αποτελείται από μια αλληλουχία 109 

αμινοξέων, όπου στο αμινοτελικό της άκρο στον άνθρωπο και στον επίμυ είναι 
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σε in vitro σύστημα ενεργοποίησης παρουσία τοξοειδούς του τετάνου, η 
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τοξικότητας, ενίσχυση της LAK κυτταροτοξικότητας, η επαγωγή της LAK 

κυτταροτοξικότητας σε μυς μετά την in vivo χορήγηση ProTa και η αύξηση 

της δια των CD8+ λεμφοκυττάρων επιτελούμενης κυτταροτοξικότητας 

εναντίον αυτόλογων καρκινικών κυττάρων μετά την in vivo χορήγηση 

λευχαιμικών κυττάρων και ProTa σε μυς.

Η εργασία αυτή άρχισε το 1992 και ολοκληρώθηκε στο εργαστήριο 

Ανοσολογίας του Κέντρου Ογκολογικής Ερευνας "Γ.Παπανικολάου" του 
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Εισαγωγή

Ε ΙΣΑ ΓΩ ΓΗ

1.1 Γ εν ικά  π εο ί ανοσολονικού συστήματος.

Το ανοσολογικο σύστημα των σπονδυλωτών έχει αναπτυχθεί για την 

προστασία των ανώτερων οργανισμών από ένα μεγάλο αριθμό παραγόντων που 

υπάρχουν στο περιβάλλον. Παρέχει τη δυνατότητα στους ανώτερους 

οργανισμούς να διακρίνουν τα "ξένα" μόρια από τα μόρια που ενυπάρχουν σε 

αυτούς. Τα "ξένα" μόρια αναγνωρίζονται από το ανοσολογικο σύστημα και 

προκαλούν την ενεργοποίησή του: Υπάρχουν δύο επίπεδα άμυνας, απέναντι σε 

εξωτερικούς παράγοντες: η μη ειδική ανοσολογική απάντηση και η ειδική 

ανοσολογική απάντηση. Η βασική διαφορά τους συνίσταται στο ότι η δεύτερη 

χαρακτηρίζεται από ειδικότητα και από ανοσολογική μνήμη.

Η μη ειδική ανοσολογική απάντηση περιλαμβάνει ένα μεγάλο αριθμό 

παραγόντων. Η ενεργοποίηση του συμπληρώματος έχει σαν αποτέλεσμα τη 

σύνδεση των στοιχείων του με εισβάλοντα βακτήρια και των καταστροφή των 

τελευταίων είτε από μακροφάγα είτε από τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα. 

Η μη ειδική ανοσολογική απάντηση εναντίον χικών σωματιδίων κυρίως 

εκδηλώνεται μέσω των κυττάρων φυσικών φονέων (ΝΚ cells). Τα παραπάνω 

κύτταρα ενεργοποιούνται από τις ιντερφερόνες α και β, που εκκρίνονται από 

λευκοκύτταρα και από μολυσμένα με ιούς κύτταρα.

Στην ειδική ανοσολογική απάντηση το ερέθισμα προκαλεί την παραγωγή 

ειδικών κυτταρικών προϊόντων από εξειδικευμένα κύτταρα του οργανισμού 

και είναι παρούσα μόνο στα σπονδυλόζωα. Οι βασικοί κυτταρικοί τύπου που 

συμμετέχουν στο παραπάνω φαινόμενο είναι τα Β και Τ λεμφοκύτταρα και τα 

κύτταρα που έχουν τη δυνατότητα παρουσίασης αντιγόνου (Antigen 

presentings cell, APC).

Ο όρος αντιγόνο χαρακιηρίζει ένα μόριο που έχει την ικανότητα να 

συνδέεται με προϊόντα της ειδικής ανοσολογικής απάντησης (αντισώματα)
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χωρίς όμως απαραίτητα να προκαλεί τη δημιουργία τους. Στη δεύτερη 

περίπτωση χρησιμοποιείται ο όρος ανοσογόνο (immunogen).

ΠΙΝΑΚΑΣ 1 Ε π ίπ εδα  άμ υνα ς του  ΑΣ

Μη ειδική ανοσολογική 

απάντηση

Ειδική ανοσολογική 

απάντηση

Φυσικοί φραγμοί Δέρμα, βλεννογόνοι

Διαλυτοί παράγοντες

Ενζυμα (λυσοζύμη 

συμπλήρωμα) α & β 

ιντερφερόνες,πρωτεΐνες 

οξείας φάσης

Αντισώματα,

Λεμφοκίνες

Κύτταρα

Μακροφάγα, 

πολυμορφοπύρηνα, 

ουδετερόφιλα, ηωσινόφιλα, 

κύτταρα φυσικοί φονείς.

Τ και Β 

λεμφοκύτταρα

Διάκριση Ναι Ναι

Ειδικότητα Οχι Ναι

Μνήμη Οχι Ναι

Η ενεργοποίηση του ανοσολογικοό συστήματος, εκδηλώνεται μέσω 

χυμικών (humoral) και κυτταρικών διαδικασιών. Οι χυμικές διαδικασίες 

σχετίζονται κυρίως με την παραγωγή αντισωμάτων από τα Β λεμφοκύτταρα 

ενώ οι κυτταρικές διαδικασίες χαρακτηρίζουν τις αντιδράσεις που 

προκαλούνται από τα Τ λεμφοκύτταρα.

Σε κατάσταση ηρεμίας όλοι οι παράγοντες του ανοσολογικού συστήματος 

βρίσκονται σε μία δυναμική ισορροπία εξασφαλίζοντας την ομοιόσταση.
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1.2 Το λειίφ ΐκό  σύρτη u a .

Τα κύτταρα που εμπλέκονται στην εκδήλωση της ανοσολογικής 

απάντησης βρίσκονται οργανωμένα σε δομές με σκοπό να επιτελούν τις 

λειτουργίες τους περισσότερο αποτελεσματικά. Οι δομές αυτές συνιστούν το 

λεμφικό σύστημα, το οποίο διαιρείται σε πρωτεύοντα και δευτερεύοντα 

λεμφικά όργανα. Στα πρωτεύοντα όργανα περιλαμβάνονται ο θύμος και μυελός 

των οστών. Τα Τ κύτταρα παράγονται στο θύμο από αρχέγονα κύτταρα τα 

οποία προέρχονται από το μυελό των οστών. Τα κύτταρα φυσικοί φονείς (ΝΚ 

cells) που αποτελούν υποπληθυσμό των λεμφοκυττάρων προέρχονται από 

αρχέγονα κύτταρα στο μυελό των οστών. Τα μονοκύτταρα προέρχονται από 

αρχέγονα κύτταρα του μυελού των οστών τα οποία έχουν τη δυνατότητα να 

διαφοροποιοηθούν σε πολυμορφοπύρηνα, ερυθροκύτταρα ή μονοκύτταρα, 

ανάλογα με τους παράγοντες που επιδρούν. Τα μονοκύτταρα των ιστών 

διαφοροποιούνται σε μακροφάγα όταν διεγείρονται από ποικίλους παράγοντες. 

Τα Β λεμφοκύτταρα προέρχονται από αρχέγονα κύτταρα του μυελού των 

οστών. Στα δευτερεύοντα λεμφικά όργανα, περιλαμβάνονται ο σπλήνας, οι 

λεμφαδένες, οι αμυγδαλές καθώς και συγκεντρώσεις λεμφικού ιστού που 

συνδέονται με επιθηλιακές επιφάνειες (MALT).

Ο σπλήνας αποτελείται από δύο τύπους ιστού εκ των οποίων μόνο ο ένας - 

λευκός πολτός- επιτελεί ανοσολογικό έργο. Υπάρχουν νησίδες λεμφικού ιστού 

που αποτελούνται κυρίως από Β λεμφοκύτταρα ενώ περιφερειακά επικρατούν 

Τ λεμφοκύτταρα.

Η αρχιτεκτονική των αμυγδαλών παρουσιάζει πολλές ομοιότητες με αυτή 

του σπλήνα όπου 40-50% των λεμφοκυττάρων αποτελούν Β κύτταρα.

Οι λεμφαδένες είναι το τμήμα του λεμφικού συστήματος όπου 

επιτυγχάνεται το φιλτράρισμα της διερχόμενης λέμφου διαμέσου των 

λεμφοκόλπων από τα πιθανά αντιγόνα και ο εμπλουτισμός του αίματος με
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λεμφοκύτταρα. Η σημαντικότερη λειτουργία του λεμφικού συστήματος είναι 

η εξασφάλιση της μεταφοράς των αντιγόνων προς τα λεμφοκύτταρα ώστε να 

αναγνωριστούν και να εκδηλωθεί η ανοσολογική απάντηση.

Εκατομμύρια από νεοσύστατα λεμφοκύτταρα σχηματίζονται από το μυελό 

των οστών καθημερινά. Κάθε ένα από τα κύτταρα αυτά πολλαπλασιάζεται και 

διαφοροποιείται ή πεθαίνει ανάλογα με τη φύση των αλληλεπιδράσεων που θα 

υποστεί. Μετά την παραγωγή τους από τα πρωτεύοντα λεμφικά όργανα τα 

λευκοκύτταρα μεταναστεύουν μέσω της αρτηριακής και λεμφικής κυκλο

φορίας στα δευτερεύοντα λεμφικά όργανα. Η έξοδος των λεμφοκυττάρων από 

τη φλεβική κυκλοφορία πραγματοποιείται συνήθως δια διαπηδήσεως διαμέσου 

του ενδοθηλίου τριχοειδών αγγείων γνωστών ως φλεβιδίων με υψηλό 

ενδοθήλιο. Τα τριχοειδή αυτά χαρακτηρίζονται από κυβοειδή ενδοθηλιακά 

κύτταρα. Χαρακτηριστική είναι η απουσία τέτοιων ιδιαίτερων αγγείων από το 

σπλήνα, με αποτέλεσμα να είναι άγνωστη η διαδικασία εξόδου των 

λεμφοκυττάρων απ’αυτόν. Από τους λεμφαδένες όλα τα λεμφοκύτταρα 

επιστρέφουν μέσω των απαγωγών λεμφαγγείων και του θωρακικού πόρου στη 

φλεβική κυκλοφορία. Μερικά λεμφοκύτταρα, κατά πλειοψηφία Τ κύτταρα, 

κύτταρα παρουσιαστές του αντιγόνου και αντιγόνα, αφού συλλεγούν από την 

συγκεκριμένη επιτηρούμενη περιοχή οδηγούνται μέσω των προσαγωγών 

λεμφαγγείων στους επιχώριους λεμφαδένες. Περίπου ΙΟ9 λεμφοκύτταρα 

σχηματίζονται καθημερινά και διανύουν κατά μέσο όρο ένα κύκλο 

κυκλοφορίας σε 1-2 ημέρες. Πειράματα σήμανσης δείχνουν ότι λεμφοκύτταρα 

μεταναστεύουν από το θύμο σε περιφερειακούς λεμφαδένες σε 30 λεπτά, καθώς 

και ότι η μετανάστευση από ένα προσαγωγό λεμφαγγείο στο λεμφαδένα και στη 

συνέχεια στο απαγωγό λεμφαγγείο, διαρκεί περίπου 6 ώρες. Ετσι περίπου το 

1% των συνολικών λεμφοκυττάρων είναι παρόν στη φλεβική και αρτηριακή 

κυκλοφορία.
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1.4 Τ κύτταρα.
■ ι — -  m

Οπως αναφέρθηκε παραπάνω, μέρος από τα αρχέγονα λεμφοειδή κύτταρα 

του μυελού των οστών που μεταναστεύουν στο θύμο δημιουργούν τον 

πληθυσμό των θυμοκυττάρων. Τα θυμοκύτταρα μέσω των διεργασιών της 

διαφοροποίησης και κάτω από την επίδραση θυμικών παραγόντων θα 

διαφοροποιηθούν σε Τ λεμφοκύτταρα, που έχουν την ικανότητα να 

αναγνωρίζουν αντιγόνα σε συνδυασμό με τα μόρια του μείζονος συμπλέγματος 

ιστοσυμβατότητας (Major Histocompatibility Complex - MHC), μέσω του Τ 

κυτταρικού υποδοχέα (Τ cell receptor TCR). Σε ένα πρώτο στάδιο 

διαφοροποιήσεως γίνεται ανακατάταξη των γονιδίων που κωδικοποιούν για 

τον TCR - θα αναφερθούμε στην συνέχεια στη διαδικασία αυτή. Μετά το στάδιο 

αυτό, θυμοκύτταρα τα οποία εκφράζουν αναδιαταγμένους υποδοχείς TCR οι 

οποίοι αναγνωρίζουν σαν αντιγόνα πρωτεΐνες του ίδιου του οργανισμού 

καταστρέφονται ενώ εκείνα των οποίων το TCR μπορεί να αναγνωρίσει "ξένες" 

πρωτεΐνες ως αντιγόνα διαφοροποιούνται σε Τ κύτταρα.

Ο TCR είναι ένας ετεροδιμερής υποδοχέας που αποτελείται από δύο γλυκο- 

πρωτεϊνικές αλυσίδες (α και β μοριακού βάρους 40.000 - 50.000) οι οποίες είναι 

συνδεδεμένες μεταξύ τους με γέφυρες θείου. Ο υποδοχέας TCR συνδέεται μη 

ομοιοπολικά με τον επιφανειακό δείκτη CD3 (ένα σύμπλοκο από πέντε 

πολυπεπτίδια) και συμμετέχει στη διαδικασία μεταγωγής του σήματος ενεργο

ποίησης (signal transduction pathway). Ενας δεύτερος TCR υποδοχέας 

εμφανίζεται στα πρώιμα θυμοκύτταρα και σε ένα μικρό υποπληθυσμό των 

ώριμων Τ λεμφοκυττάρων που κυκλοφορούν στο αίμα. Είναι επίσης 

ετεροδιμερής και αποτελείται από από μία γ και μια δ αλυσίδα, οι οποίες 

συνδέονται επίσης με γέφυρες θείου. Η λειτουργία αυτών των γ/δ Τ κυττάρων 

παραμένει άγνωστη, εντούτοις η ύπαρξη τους σε διάφορα επιθήλια προτείνει 

ένα ρόλο στην ανοσολογική απάντηση σε περιοχές οι οποίες δέχονται την 

εισβολή διαφόρων παθογόνων μικροοργανισμών.Στα αρχικά στάδια διαφορο
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ποίησης τα θυμοκύτταρα εκφράζουν τον υποδοχέα ΤΟϊΙγδ και στη συνέχεια 

εκφράζουν τον ΤϋϊΙαβ με ταυτόχρονη μείωση των κυττάρων εκείνων που 

εκφράζουν το ΤΟϊΙγδ. Επίσης η ανακατάταξη και η έκφραση των α και δ 

γονιδίων εξαρτάται από την κυτταρική γραμμή με σ υ νέπ εια  το γο ν ίδ ιο  α να  

είναι αναδιαταγμένο μόνο στα TCR α/β κύτταρα ενώ το δ αναδιατάσσεται μόνο 

στα γ/δ Τ κύτταρα

Εχουν βρεθεί τα αγγελιοφόρο RNAs (mRNAs) που οδηγούν στη σύνθεση 

των αντίστοιχων TCRs να είναι αποτέλεσμα γονιδιακού ανασυνδυασμού που 

συμβαίνει στο γενετικό υλικό των Τ κυττάρων. Ετσι έχουν βρεθεί οι γενετικές 

θέσεις για τα γονίδια των αλυσίδων α, β και γ που παρουσιάζουν ένα παρόμοιο 

τρόπο οργάνωσης (πίνακας 2). Το δ γονίδιο του TCR βρίσκεται στο μεταξύ Va 

και Ja τμήματος του γονιδίου α (Chien et a l ,  1984).

Κάθε γενετική θέση αποτελείται από μια ομάδα ματαβλητών γονιδίων (V 

γονίδια) που βρίσκονται στο αμινοτελικό άκρο και από μια ομάδα σταθερών 

γονιδίων που βρίσκονται στο καρβοξυτελχκό άκρο (C γονίδια). Μεταξύ των 

τμημάτων του DNA που κωδικοποιούν για τις μεταβλητές (V) περιοχές καχ τις 

σταθερές (C) περιοχές άλλα τμήματα DNA που παρεμβάλλονται μεταξύ των 

δύο τμημάτων. Τα τμήματα αυτά είναι το J  (joining) για τις τέσσερεις αλυσίδες 

του TCR (α, β, γ, δ) και επιπλέον το D (diversity) για τη β και δ αλυσίδα. 

Συνεπώς γονιδιακά τμχήιατα V, D & J  των διαφόρων αλυσίδων είναι σε 

ξεχωριστές θέσεις στο αντίστοιχο χρωμόσωμα και συρράπτονται με 

ανακατάταξη του DNA κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαφοροποίησης για 

να σχηματίσουν ένα πλήρες γονίδιο. Η ανακατάταξη του DNA επιτυγχάνεται 

χάρη στην ύπαρξη ειδικών αλληλουχιών σινιάλων οι οποίες βρίσκονται στο 3 

άκρο των V γονιδίων, στο 5 άκρο των J  γονιδίων και στα δύο άκρα των D 

γονιδίων (Chien et al., 1984, Hayday et al., 1985). Αυτές οι αλληλουχίες 

αποτελούνται από ένα συντηρητικό επταμερές 5OACAGTG3' και ένα 

εννιάμερες μη συντιιρητικό που διαχωρίζονται από ένα τμήμα (spacer) με
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μήκος 12 ή 23 ζευγάρια βάσεων (Ja). Ο ανασυνδυασμάς γίνεται πάντοτε 

ανάμεσα σε δύο γονιδιακά τμήματα που συνορεύουν με αλληλουχίες σινχάλα 

που έχουν αντίθετους προσανατολισμούς επταμερών-εννιαμερών και 

διαφορετικές μη συντηρητικές αλληλουχίες γ ι’αυτό χαρακτηρίζεται σαν 

ανασυνδυασμάς ειδικής θέσης (site specific recombination), δηλ. το ένα 

γονιδιακά τμήμα έχει ένα σινιάλο ανασυνδυασμού με ένα spacer μήκους 12 

ζευγαριών βάσεων (άσο περίπου ζευγάρια βάσεων αποτελεί μια πλήρη στροφή 

της διπλής έλικας του DNA και έτσι δηλώνεται σαν one turn signal) και το 

άλλο γονιδιακά κομμάτι έχει ένα σινιάλο ανασυνδυασμού 23 ζευγάρια βάσεων 

(όσο περίπου ζευγάρια βάσεων αποτελούν δύο στροφές του DNA) και 

ονομάζεται two turn  signal.

Η οργάνωση ενός ανασυνδυασμένου γονιδίου είναι αυτή που φαίνεται στον 

πίνακα 2 .

ΠΙΝΑΚΑΣ 2

Α λ λ η λ ο υ χ ί ε ς Α η ι ν ο ί έ α  (α α )

Πεπτίδιο οδηγός 18-29

V περιοχή 88-98

J  περιοχή 14-21

C τμήμα 87-113

συνδετικό πεπτίδιο 20-30

Διαμεμβρανικό τμήμα 20-24

Κυτταροπλασματικό τμήμα 5-12

Η γενετική ποικιλότητα δημιουργείται με τους ίδιους μηχανισμούς που 

ισχύουν και στην περίπτωση των ανοσοσφαιρινών. Ετσι η ποικιλότητα των 

διαφόρων TCRs οφείλεται στην ανακατάταξη των διαφόρων τμημάτων και την 

ποικιλότητα των θέσεων σύνδεσης με την εισαγωγή νέων αλληλουχιών μεταξύ 

αυτών των τμημάτων. Επίσης μερικά TCR γονίδια ενσωματώνουν δύο D
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τμήματα δημιουργώντας D-D συνδέσεις. Μια διαφορά μεταξύ των 

ανοσοσφαιρινών και των TCRs είναι ότι στην περίπτωση των TCRs δεν 

συμβαίνουν σωματικές μεταλλαγές που να αφορούν σε υποκαταστάσεις 

ζευγαριών βάσεων (υπερμεταλλαξιμότητα) (C h ien  et a l., 1984).

1.4.1. Τ λευω οκύτταοα  κ α ι υποπλ ιιθυσ ιιο ί

Τα Τ-λεμφοκύτταρα αναπτύσσονται και διαφοροποιούνται στο θύμο αδένα 

πριν να κυκλοφορήσουν στους περιφερικούς λεμφικούς ιστούς (P icker, 1992). 

Τα Τ λεμφοκύτταρα αναγνωρίζουν το αντιγόνο μόνο όταν αυτό είναι 

συνδεδεμένο με τα μόρια του ΜΣΙ. Η αλληλεπίδραση του συμπλόκου TCR/CD3 

με το σύμπλοκο ΜΣΙ-αντιγόνο έχει σαν αποτέλεσμα τον πολλαπλασιασμό τους 

και την επαγωγή διαφόρων λειτουργειών τους όπως παραγωγή λεμφοκινών 

και κυτταροτοξικότητα (Ja n ew a y  and. G o lste in ,1991). Αλλα αντιγόνα τα οποία 

επάγουν τον πολλαπλασιασμό των Τ λεμφοκυττάρων είναι τα CD2 και CD43 

(L iu  a n d  L in s le y ,1 9 9 2 ) . Τα ενεργοποιημένα Τ λεμφοκύτταρα εκφράζουν μόρια 

του ΜΣΙ τάξης II καθώς και υποδοχείς για την IL-2 με αποτέλεσμα να 

απαντάνε στα μηνύματα προερχόμενα από άλλα Τ λεμφοκύτταρα. Το ΜΣΙ 

τάξης II και οχ υποδοχείς για την IL-2 δεν εκφράζονται στην επιφάνεια των Τ 

ανενεργών λεμφοκυττάρων (V an  S e v e n te r  et al., 1991) Μπορούμε να διακρίνουμε 

τρεις κύριους τύπους Τ λεμφοκυττάρων με βάση την λειτουργία και τους 

αντιγονικούς δείκτες που διαθέτουν: Τα βοηθητικά Τ λεμφοκύτταρα (helper Τ 

cells, Th), τα κατασταλτικά Τ λεμφοκύτταρα (suppresor Τ cells, Ts) και τα 

κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα (cytotoxic Τ cells, Tc). Τα Th χαρακτηρίζονται 

από την έκφραση του CD4 μορίου επιφάνειας ενώ τα Tc εκφράζουν το CD8 

(R u d d  et a l., 1989 Ja n e w a y , 1989). Τα CD4+ Th αλληλεπιδρούν με τα κύτταρα 

που εκφράζουν ΜΣΙ τάξης II μόρια ενώ τα Τ8 Tc αλληλεπιδρούν με τα 

κύτταρα που εκφράζουν τα μόρια του ΜΣΙ τάξης I (M euer et a l., 1982). 

Εξαιρέσεις στόν κανόνα υπάρχουν καθ’ ότι έχουν αναφερθεί CD4+ 

λεμφοκύτταρα με κυτταροτοξική δράση και τα οποία αναγνωρίζουν μόρια του
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ΜΣΙ τάξης I ή II (W a n g  et a l., 1992, M itche l, 1991, S tra s sm a n  et a l., 1984). Κατά 

προσέγγιση το 10% της κυτταρικής επιφάνειας των λεμφοκυττάρων 

αποτελείται από ένα ή περισσότερα ισόμορφα μόρια του κοινού 

λευκοκυτταρικού αντιγόνου CD45. Αυτοί προκύπτουν από διαφορετικό 

"splicing" του ειδικού mRNA για το CD45 (T h o m a s  a n d  L efranco is, 1988). Για τον 

διαχωρισμό ξεχωριστών λειτουργικά υποομάδων χρησιμοποιούνται 

μονοκλωνικά αντισώματα έναντι των διαφόρων ισομόρφων του CD45 . Κατά 

αυτόν τον τρόπο διαιρούμε τα περιφερικά Τ λεμφοκύτταρα σε υποπληθυσμούς 

με βάση την έκφραση ισομόρφων υψηλού μοριακού βάρους (200-245 kd) σε 

CD45RA ή χαμηλού μοριακού βάρους (180 kd) σε CD45RO (S a n d ers  et al., 1988). 

Τα CD4+CD45RO+ Τ λεμφοκύτταρα εκφράζουν σε αυξημένα ποσοστά μόρια 

προσκόλλησης συμπεριλαμβανομένων το CD2, αντιγόνα που σχετίζονται με 

λεμφοκυχχαρικές λειτουργίες όπως LFA-1, LFA-3 (λευκοκυτταρικοί υποδοχείς 

της υπεροικογένειας των ιντεγκρινών που συμμετέχουν στην προσκόλληση 

στα αγγειακά ενδοθηλιακά κύτταρα), CD44, το διακυτταρικό μόριο 

προσκόλλησης ICAM-1 και άλλα αντιγόνα όπως VLA-4,-5 και -6 (μέλη της 

υπεροικογένειας των ιντεγκρινών με διαφορετική έκφραση στα λεμφοκύτταρα, 

μονοκύτταρα, αιμοπετάλια και στα πρόδρομα αιμοποιητικά κύτταρα) (M ackay, 

1991 B everly , 1991 A k b a r  et a l ,  1991). Στα περισσότερα Τ λεμφοκύτταρα κατόπιν 

ενεργοποίησης τους in-vitro παρατηρείται μετάβαση της αντιγονικής έκφρασης 

από CD45RA σε CD45RO (A kbar et al., 1991). Εκτενείς μελέτες στον άνθρωπο, 

έδειξαν ότι τα κύτταρα CD4+CD45RO+ παρουσία αντιγόνων πολλαπλα- 

σιάζονται, ενισχύουν την δευτερογενή παραγωγή αντισώματος και παράγουν 

επίσης μεγαλύτερη ποικιλία κυτταροκινών απ’ότι ο υποπληθυσμός 

CD4+CD45RA+. Επίσης τα CD4+CD45RO+ κύτταρα πολλαπλασιάζονται σε 

δευτερογενείς in vitro καλλιέργειες ματόπιν ανοσοποιήσεως in vivo Σαν 

αποτέλεσμα όλων αυτών των ιδιοτήτων τους τα CD4+CD45RO+ κύτταρα 

χαρακτηρίζονται σαν ενεργοποιημένα Τ κύτταρα μνήμης ενώ ο κυτταρικός

- 1 0 -
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πληθυσμός CD4+CD45RA+ περιλαμβάνει παρθένα (naive) κύτταρα μη 

ενεργοποιημένα . Αλλες μελέτες έχουν δείξει ότι ενώ κατόπιν διέγερσης με 

χαμηλές δόσεις διαλυτού anti-CD3 τα CD4+CD45RO+ απαντούν καλύτερα 

απ’ότι τα CD4+CD45RA+, σε υψηλές δόσεις anti-CD3 και οι δύο 

υποπληθυσμοί πολλαπλασιάζονται κατά τον ίδιο βαθμό. Στην αυτόλογη μικτή 

λεμφοκυτταρική αντίδραση κατά κύριο λόγο πολλαπλασιάζονται τα παρθένα 

κύτταρα και περιέχουν πρόδρομα Τ- κυτταροτοξικά λεμφοκύτταρα. Σε 

αντίθεση με ότι συμβαίνει με τα ειδικά αντιγόνα τα κύτταρα CD45RO+ και 

CD45RA+ πολλαπλασιάζονται και δείχνουν κυτταροτοξική δράση στον ίδιο 

βαθμό κατόπιν διέγερσης τους από αλλοαντιγόνα. Όσον αφορά τα επίπεδα 

λεμφοκινών τόσο τα CD4+CD45RA+ όσο και τα CD4+CD45RO+ κύτταρα 

παράγουν ιντερλευκίνη-2 ενώ για την παραγωγή IL-4 και ινερφερόνης-γ (IFN- 

γ) υπεύθυνα είναι κυρίως τα CD4+CD45RO+ κύτταρα (B ell a n d  S p a rsh itt,

1990). Παρόμοια υποδιαίρεση σε CD45RA+ και CD45RO+ υποομάδες 

κυττάρων παρατηρείται και στον υποπληθυσμό των CD8 Τ κυττάρων. Ετσι 

λοιπόν έχει δειχθεί ότι στα κύτταρα μνήμης CD8+CD45RO+ περιέχονται 

πρόδρομα κυτταροτοξικά Τ κύτταρα ειδικά για ιούς που χρησιμοποιήθηκαν 

για ανοσοποιήσεις in vivo σε αντίθεση με τον υποπληθυσμό CD8+CD45RA+ 

όπου η συχνότητα αυτών των πρόδρομων κυττάρων είναι πολύ χαμηλή 

(S a lm o n  e t a l ,  1989). Επιπλέον κατόπιν διέγερσης των Τ λεμφοκυττάρων με μή 

βέλτιστη δόση ακινητοποιημένου anti-CD3 αντισώματος επάγεται ο 

πολλαπλασιασμός και η αύξηση της κυτταροτοξικότητας σε υψηλά επίπεδα 

στα CD8+CD45RO+ κύτταρα απ’ότι στα CD8+CD45RA+. Αντίθετα σε 

βέλτιστη δόση anti-CD3 και οι δύο προαναφερθείσες λειτουργίες επάγονται 

κατά τον ίδιο βαθμό και στους δύο κυτταρικούς υποπληθυσμούς (Y a m a sh ita  

a n d  C lem en t, 1989).
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1.4.2 Ο υποδονεαα  τω ν Τ κυττά ρω ν

Τα ανθρώπινα Τ λεμφοκύτταρα εκφράζουν τον Τ Cell Receptor (TCR) 

υποδοχέα με αντιγονική εξιδείκευση ο οποίος είναι συνδεδεμένος σε ένα 

μοριακό σύμπλοκο σε CD3 πρωτεΐνες επιφάνειας . Στις περισσότερες 

περιπτώσεις ο TCR αποτελείται από δύο άλυσίδες διαφορετικού μοριακού 

βάρους: την α αλυσίδα 49kd και την β αλυσίδα 42kd οι οποίες συνδεόμενες με 

δισουλφιδικό δεσμό σχηματίζουν ένα ετεροδιμερές 80-90 kd (Jo n g  et a l ,  1991). 

Αν και το 90% των TCR αποτελούνται από α/β αλυσίδες τόσο στα CD4 όσο και 

στα CD8 κύτταρα, υπάρχει ένας Τ λεμφοκυτταρικός υποπληθυσμός (1-10%) 

στο περιφερικό αίμα που δεν εκφράζει τόσο το CD4 όσο και το CD8 αντιγόνα 

διαφοροποίησης, ενώ εκφράζει τις αλυσίδες επιφάνειας γ/δ του TCR 

συνδεδεμένες με τις CD3 πρωτεΐνες (C han  et al., 1992  C lay ton  e t a l., 1992). O TCR 

γ/δ υπάρχει σε διαφορετικές μορφές ετεροδιμερών συνδεδεμένων ή μη με 

δισουλφιδικό δεσμό. Το συνολικό σύμπλοκο TCR-CD3 περιλαμβάνει τουλά- 

... χιστον 8 υπομονάδες (αβγδεεζζ ή γδγδεεζζ) οι οποίες είναι όλες απαραίτητες για

να εξασφαλίζεται η σταθερότητα και η μεγαλύτερη μεμβρανική έκφραση του 

συμπλόκου (M oretta  e t a l., 1991). Οι περισσότερες από τις αλυσίδες των TCR και 

CD3 συντίθενται σε πλεόνασμα και μόνο το 10% από αυτές καταφέρνει να 

φθάσει στην κυτταρική επιφάνεια . Ενας από τους πιθανούς λόγους αυτού του 

γεγονότος είναι η περιορισμένη σύνθεση της ζ υπομονάδας η οποία οδηγεί σε 

ατελή και λανθασμένο ταίριασμα των TCR-CD3 συμπλοκών με αποτέλεσμα να 

αποικοδομούνται ενδοκυτταρικά <K o n in g . 1990). Οι μή πολυμορφικές αλυσίδες 

του Οϋ3-συμπλόκου και του ζ διμερή συμπλόκου μπορούν να συνενωθούν με 

διαφορετικούς τρόπους. Ετσι η ζ αλυσίδα μπορεί να συμμετέχει σε σύμπλοκα 

διμερών όπως ζ-ζ , ζ-η ή ζΈογ υποδοχέα (K o n ig  et a l., 1990). Επιπλέον για τη 

δημιουργία σταθερού συμπλόκου TCR-CD3 πρέπει να προηγείται 

ενδοκυτταρικά ταίριασμα των αβ ή των γδ αλυσίδων και των γε, δε και ζζ 

αλυσίδων . Οι βασικές ανοσολογικές απαντήσεις εξαρτώμενες από το μείζον
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σύμπλεγμα ιστοσυμβαχόχηχας όπως ειδικός αντιγονικός πολλαπλασιασμός, 

παραγωγή κυχχαροκχνών και κυχχαροχοξικόχηχα έχουν αποδοθεί σε Τ- 

κυχχαρικούς υποπληθυσμούς με φαχνόχυπο TCR α/β+ (C h a n  e t a l ,  1992). Η 

λειχουργικόχηχα χων γ/δ+ Τ κυχχάρων έχει περχορχσθεί σε ανοσοαπανχήσεις 

ένανχι μυκοβακχηριακών ανχιγόνων (O r lo fe t  a l ,  1990). Σε αντίθεση με χα TCR 

α/β+Τ λεμφοκύχχαρα, φαίνεχαι όχι χα ανθρώπινα γ/δ+ Τ-κύχχαρα δεν 

αναγνωρίζουν το  ανχιγόνο σε συνδυασμό με χα πεπχίδια από χό ΜΣΙ και δεν 

ενεργοποιούνχαι παρουσία εχερόλογων μορίων επιφάνειας χου ΜΣΙ (F isch  e t a l ,  

1990, 1992). Σε ελάχισχες περιπχώσεις (K abelitz  e t a l ,  1990) έχει δειχθεί όχι χα 

γ/δ+ Τ-κύχχαρα παρουσιάζουν λύση καρκινικών κυχχάρων σχόχων που 

σχεχίζεχαχ με χο ΜΣΙ . Φαίνεχαι λοχπόν όχχ χα γ/δ+ Τ-κύχχαρα δχαφέρουν από 

χα α/β-(- Τ-κύχχαρα σχο γεγονός όχχ η πλεχοψηφία χων γ/δ+ Τ-κυχχάρων δεν 

αναγνωρίζεχ ανχχγόνα χου χάξης I ή χάξης II χου μειζων συμπλέγμαχος 

χσχοσυμβαχόχηχας.

1.4.3 Κ υττα ροτοξ ικότη τα  εκδη λούχιενη από λετκροκύτταοα 

(Lymphocyte-mediated cytotoxicity).

Τα κυχχαροχοξχκά Τ λευμφοκύχχαρα (ΚΤΛ) αποτελούν τα στοχχεχα του ΑΣ 

που λύουν χα κύτταρα στόχους με μιγχανχσμό όπου αναγνωρίζουν μόρχα χου 

ΜΣΙ πάνω σ’ αυτά. Η ενεργοποίηση χων ΚΤΛ επχτυγχάνεχαχ με ταυτόχρονη 

σύνδεση χου CD8 + μορίου καχ χου TCR καθότχ μχα μεγάλη ποχκχλία τεχνητών 

μχκρών πεπτχδίων δεν υποκχνεί χην ενεργοποίησή τους όπως αυτή γίνεχαχ 

παρουσία μεγάλων μορίων (M escher, 1992). Τα CD8 + μόρχα εχναχ πολύ 

σιηιανχχκά γχα χην ενίσχυση της επαφής ανάμεσα στα ΚΤΛ καχ χα κύτταρα 

στόχους όταν αυτά εκφράζουν σε χαμηλό επίπεδο χα τάξης I μόρχα ή όταν 

υπάρχεχ μχκρή συγγένεια ανάμεσα σχο TCR καχ στο ανχχγόνο (O ’R o u rk e  and. 

M escher, 1992, O ’R o u rk e  et a l., 1990). Ox πρόδρομοχ του ΚΤΛ (πΚΤΛ) 

αναγνωρίζουν ΚΚΑ ή αντιγόνα που κωδχκοποχούνχαχ από χϊκό γένωμα σε
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συνδυασμό με τάξης I μόρια χο.υ ΜΣΙ και απαιτούν βοήθεια από τα βοηθητικά 

Τ λεμφοκύτταρα (ΤΗ) για να διαφοροποιηθούν σε ΚΤΛ (M elief, 1992).

Αν και ο ακριβής μηχανισμός της παραπάνω συνεργασίας δεν είναι γνωστός, εν 

τούτοις φαίνεται ότι τα Th κύτταρα και πΚΤΛ συνδέονται στο ίδιο APC 

κύτταρο το οποίο εκφράζει το αντιγόνο σε συνδυασμό τόσο με τάξης I όσο και 

με τάξης II του ΜΣΙ (R o it, 1991). Τα συμπλέγματα αντιγόνο - τάξης I και 

αντιγόνο τάξης II αναγνωρίζονται από τα ΤΗ και τα ΚΤΛ αντίστοιχα. Τα 

ενεργοποιημένα ΤΗ παράγουν κυτταροκίνες (IL2-2, IL-6) που βοηθούν στη 

διαφοροποίηση και το πολλαπλασιασμό των πΚΤΛ σε ΚΤΛ. Παρόμοια γεγονότα 

συμβαίνουν όταν το APC έχει μολυνθεί από ιό ή όταν τα Th και πΚΤΛ 

αναγνωρίζουν ΚΚΑ σε τάξης I, τάξης II θετικά καρκινικά κύτταρα (R o it, 1991).

*»'
ι '

1.5 Β λεπω οκύτταρα .

Τα Β λεμφοκύτταρα είναι τα κύτταρα που είναι υπεύθυνα για την 

παραγωγή αντισωμάτων. Προέρχονται από αρχέγονα κύτταρα στο μυελό των 

οστών από όπου μεταναστεύουν στα λεμφοειδή όργανα μέσω της κυκλοφορίας 

του αίματος. Τα Β λεμφοκύτταρα στα λεμφοειδή όργανα απαντούν σε 

μιτογονική διέγερση με πολλαπλασιασμό και μιτογονική διαφοροποίηση προς 

πλασματοκύτταρα, δηλ. κύτταρα με μικρό χρόνο ζωής που εκκρίνουν 

ανοσοσφαιρίνη. Κάθε Β λεμφοκύτταρο παράγει ένα είδος ανοσφαιρίνης 

(ιδιότυπο). Εκτός από επιφανειακή ανοσοσφαιρίνη, τα ώριμα Β λεμφοκύτταρα 

συνεχίζουν να έχουν ΑΙ, All αντιγόνα και υποδοχείς για τα ερυθροκύτταρα 

του ποντικού, ενώ αποκτούν και υποδοχείς για το Fc τμήμα της Ig (FcyR), για 

τον τρίτο παράγοντα του συμπληρώματος (C3b) και για τον ιό Epstein-Barr 

(EBV-R). Το τελευταίο στάδιο διαφοροποιήσεως των Β λεμφοκυττάρων, είναι 

το πλασματοκύτταρο που χαρακτηρίζεται από κυτταροπλασματική ανοσο

σφαιρίνη και έκκριση ανοσοσφαιρίνης, ενώ όλοι οι προηγούμενοι δείκτες 

εξαφανίζονται (L a c h m a n  a n d  Peters. 1981).

- 14-
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1.6 Σ ύοτη ιια  αακοο<ράνων/ηονοκυττάρων (Μα/Μο).

Το σύστημα μακροφάγων/μονοκυχχάρων (Μα/Μο) περιλαμβάνει χα 

μονοκύτταρα του αίματος και τα μακροφάγα που βρίσκονται σε διάφορους 

ιστούς του σώματος. Οπως αναφε'ρθηκε σε προηγούμενη παράγραφο τα 

μονοκύτταρα προέρχονται από ένα αρχέγονο κύτταρο στο μυελό των οστών το 

οποίο ωριμάζει προς μονοβλάστη-προμονοκύτταρο-μονοκύτταρο οπότε και 

μεταφέρεχαι στο αίμα. Μετά από μία μικρή περίοδο στο αίμα (μία ή δύο ημέρες 

περίπου) τα μονοκύτταρα μεταναστεύουν στους ιστούς (τον κύριο τόπο 

δράσης τους) και δ ια φ ορ οπ ο ιούντα ι παραπέρα προς μακροφάγα. Τα μακροφάγα 

διατηρούν περιορισμένη δυνατότητα κυτταρικής διαίρεσης. Η μετατροπή του 

μονοκυττάρου σε μακροφάγο συνοδεύεται από μορφολογικές βιοχημικές και 

λειτουργικές μεταβολές. Τα μονοκύτταρα φαγοκυτταρώνουν αλλά έχουν 

μικρότερη δυνατότητα να σκοτώνουν τα προσλαμβανόμενα βακτήρια απ’ ότι 

τα μακροφάγα. Απαντούν όμως καλύτερα από τα μακροφάγα σε 

χημειοτακτικούς παράγοντες. Τα μακροφάγα μπορεί να είναι ελεύθερα ή 

σταθεροποιημένα στους ιστούς. Επίσης έχουν τη δυνατότητα άνοσης και μη 

άνοσης φαγοκυττάρωσης. Στην επιφάνεια τους υπάρχουν τρεις τύποι 

υποδοχέων για το Fc τμήμα των ανοσοσφαιρινών IgG οι οποίοι ονομάζονται 

F cyRI, F cyR II και F cyR III. Ο FcyRI αποτελεί υποδοχέα υψηλής συγγένειας, ο 

F cyR II υποδοχέα ενδιάμεσης συγγένειας και ο F cyR III υποδοχέα χαμηλής 

συγγένειας. Τα μακροφάγα έχουν επίσης τη δυνατότητα πινοκύττωσης, 

δηλαδή της ενδοκυχτάρωσης σταγονιδίων υγρού. Ακόμα τα μακροφάγα 

παράγουν και εκκρίνουν διάφορες ουσίες: διάφορα ένζυμα, παράγοντες του 

συμπληρώματος, παράγοντες πήξης V, VII, X προθρομβίνη και θρομβίνη, 03- 

μακροσφαιρίνη και άλλες χωρίς όμως να αποτελούν τη μοναδική πηγή 

προέλευσης όλων αυτών των πρωτεϊνών (R o it, 1991).

Τα μακροφάγα αλληλεπιδρούν με τα Β και Τ λεμφοκύτταρα, παίζοντας 

πολύ σημαντικό ρόλο στις ανοσολογικές απαντήσεις, με δύο τρόπους: 1)
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ενδοκυτταρώνοντας μια ποικιλία εξωκυτταρικών μορίων (πρωτεϊνών και 

πολυσακχαριτών) τις οποίες διασπούν σε πεπτίδια ώστε αυτά να μπορούν να 

σχηματίσουν σύμπλοκο με μόρια του ΜΣΙ (βλ. παρακάτω παράγραφο) και να 

παρουσιαστούν στην κυτταρική επιφάνεια και 2) εκκρίνοντας κυτταροκίνες 

που διαφοροποιούν τα Τ λεμφοκύτταρα. Επίσης είναι και τα ίδια δείκτες 

κυτταροκινών που τα διαφοροποιούν με αποτέλεσμα να αποκτούν καινούργιες 

ιδιότητες που περιγράφονται κάτω από τον όρο "ενεργοποίηση" (U nanue  a n d  

A llen , 1987). Μη ενεργοποιημένα μακροφάγα δεν μπορούν να ενεργοποιήσουν 

CD8 + λεμφοκύτταρα (In a b a  a n d  S te in m a n , 1984) και να τα διαφοροποιήσουν 

προς CTL. Αντίθετα μπορούν να ενεργοποιηθούν ενδοκυτταρώνοντας 

εξωκυττάριες πρωτεΐνες, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, με αποτέλεσμα την 

παρουσίαση τμημάτων της πρωτεΐνης σε σύμπλοκο με τα τάξης II μόρια του 

ΜΣΙ και την ενεργοποίηση των CD4+ υποπληθυσμών των Τ λεμφοκυττάρων. 

Τα τελευταία μπορούν να είναι είτε CD4+ επαγωγικά βοηθητικά 

(helper/inducer) ή CD4+ επαγωγικά κατασταλτικά (suppressor/inducer). 

Παρόλο που η παρουσίαση εξωκυττάριων πρωτεϊνών συμβαίνει μέσω της 

τάξης II μορίων του ΜΣΙ εν τούτοις υπάρχουν δεδομένα που υποστηρίζουν ότι 

η παρουσίαση τέτοιων πρωτεϊνών μπορεί να πραγματοποιηθεί μέσω της τάξης 

I μορίων του ΜΣΙ (K o va sco v ics-B a n ko w sk i a n d  R ock , 1994) με αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση των CD8 + υποπληθυσμών των Τ λεμφοκυττάρων προς CTL. Η 

κυτταρική συνεργασία των Τ υποπληθυσμών με τα μονοκύτταρα 

προσδιορίζεται με τη μικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση όπου τα κυτταρικά 

αντιγόνα που προκαλούν τη διαφοροποίηση Τ υποπληθυσμών μπορούν να 

είναι είτε αυτόλογα (αυτόλογη μικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση ΑΜΛΑ) ή 

ετερόλογα (ετερόλογη μικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση ΕΜΛΑ). Κατά την 

ΑΜΛΑ παρατηρείται ενεργοποίηση και πολλαπλασιασμός ως επί το πλείστον 

των επαγωγικών κατασταλτικών λεμφοκυττάρων αλλά για να εκδηλωθεί 

κατασταλτική δράση είναι απαραίτητη η παρουσία CD8 + λεμφοκυττάρων
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(Takeuchi et al., 1987, Gupta et al., 1987). Η δημιουργία κυτταρικών σειρών που 

ρυθμίζουν κατασταλτικά in vivo ανοσολογική απάντηση και η μελέτη τους θα 

δώσει περισσότερες πληροφορίες που αφορούν στις κατασταλτικές ρυθμίσεις. 

Οι σειρές αυτές ανήκουν τόσο στα CD4+ όσο και στα CD8 + λεμφοκύτταρα 

(Mukasa et al., 1994) και ρυθμίζουν με διαφορετικό τρόπο την καταστολή της 

ανοσολογικής απάντησης. Στην ΕΜΛΑ πολλαπλασιάζονται τόσο CD4+ όσο και 

CD8 + λεμφοκύτταρα. Τα πρώτα διεγείρονται πολύ περισσότερο από τα 

δεύτερα, χρησιμοποιώντας τόσο αυτόλογα όσο και ετερόλογα μονοκύτταρα ενώ 

τα CD8 + λεμφοκύτταρα χρησιμοποιούν για τη διέγερση τους ετερόλογα 

μονοκύτταρα (Via et al., 1990).

1.7 Π ροϋποθέσεις γ ια  τη ν  εκδήλωση τη ς  ανοσολογικής απά ντησ ης.

Εκτός από τα κυτταρικά στοιχεία του Α.Σ. υπάρχουν και διάφοροι άλλοι 

παράγοντες αναγκαίοι για την εκδήλωση της ανοσολογικής απάντησης. Οι 

σημαντικώτεροι είναι α) τα μόρια του Μείζονος Συμπλέγματος Ιστοσυμβα- 

τότητας που εξασφαλίζουν την αποτελεσματική αναγνώριση του αντιγόνου 

και β) οι κυτταροκίνες που εξασφαλίζουν την επικοινωνία μεταξύ των 

διαφόρων, στενά συνεργαζόμενων, κυτταρικών στοιχείων του Α.Σ.

1.7.1 Α ντιγόνα  το υ  Μ είζονος Σ ιπ ιπλένπατοα Ιστοσυπβατότπτας.

Η ικανότητα διαχωρισμούς του "ίδιου" από το "ξένο" ("self'-"non self' 

discrimination) είναι μία βασική ιδιότητα όλων των πολυκύτταρων 

οργανισμών έτσι, ώστε να εξασφαλιστεί ότι η άμυνα του οργανισμού θα 

κατευθυνθεί αποκλειστικά εναντίον του εισβολέα και δεν θα προκαλέσει βλάβη 

στον ίδιο τον οργανισμό. Η ιδιότητα αυτή προσδιορίστηκε πρώτα στο μύ και 

βρέθηκε ότι οφείλεται σε ένα σύνολο πρωτεϊνικών παραγόντων που 

κωδικοποιούνται σε μία περιοχή του χρωμοσώματος 17 που ονομάστηκε Η-Ζ 

και μετέπειτα έγινε γνωστή σαν Μείζον Σύστημα Ιστοσυμβατότητας (ΜΣΙ, 

Major Histocompatibility Complex) (Klein, 1979). Ακολουθώντας τις ίδιες
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διαδικασίες προσδιορίστηκε και η αντίστοιχη ανθρώπινη περιοχή που βρέθηκε 

στο χρωμόσωμα 6 και ονομάστηκε Σύστημα του Αντιγόνου των Ανθρώπινων 

Λευκοκυττάρων (Human Leukocyte Antigen, HLA) (Ploegh et al., 1979). Στο 

σύστημα αυτό αναγνωρίστηκαν τρεις διαφορετικές περιοχές που κωδικο

ποιούσαν τρεις διαφορετικές ομάδες πρωτεϊνικών μορίων που ονομάστηκαν 

αντίστοιχα τάξεις I, II και III. Τα μόρια της τάξης I αναγνωρίζονται κυρίως 

από τα κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα (Me Laughlin-Taylor et al., 1984) ενώ τα 

μόρια τάξης II από τα βοηθητικά επαγωγικά Τ λεμφοκύτταρα αν και αυτό δεν 

είναι απόλυτο. Τα γονίδια της τάξεως III δίνουν πληροφορίες για τα 

συστατικάτου συμπληρώματος. Επειδή δεν υπάρχουν ούτε λειτουργικές ούτε 

δομικές ομοιότητες μεταξύ των προϊόντων της τάξεως III και των τάξεων I και 

■V II είναι καλύτερο να θεωρούμε τα γονίδια αυτά (τάξεως III) σαν στενά

< συνδεδεμένα με το σύστημα HLA παρά σαν μέρος του. Τότε θα μπορούσε να

ειπωθεί ότι το σύστημα των HLA αντιγόντων επιφάνειας είναι υπεύθυνο για 

την ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων. Τα μόρια της τάξεως I του 

συστήματος HLA (αντιγόνα ιστοσυμβατότητας I, ΑΙ-Ι είναι τα HLA -Α, -Β, -C. 

Τα μόρια της τάξεως II του ίδου συστήματος (ΑΙ-ΙΙ) είναι τα HLA -DR, -DP, - 

DQ.

1.7.2 Α ντιγόνα  ιστοουμβατότη τα ς  τάξεω ς I.

Κάθε ένα από τα τρία μόρια τάξης I (HLA -Α, -Β, -C) αποτελείται από δύο 

πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Η βαριά αλυσίδα ή α αλυσίδα (MB 44000) είναι μια 

πολυμορφική γλυκοπρωτεΐνη που κωδικοποιείται από πολλαπλά αλληλόμορφα 

γονίδια που βρίσκονται στο χρωμόσωμα 6 . Αντίθετα η δεύτερη αλυσίδα είναι 

μη πολυμορφική, MB 12000 και κωδικοποιείται από γονίδιο που ανήκει στο 

χρωμόσωμα 15. Πρέπει να τονισθεί ότι η β2 μικροσφαιρίνη κωδικοποιείται από 

γονίδιο που δεν ανήκει στο σύστημα HLA. Επίσης οι δύο αλυσίδες συνδέονται 

με μη ομοιοπολικούς δεσμούς και ολόκληρο το μόριο συνδέεται με την 

κυτταρική μεμβράνη μέσω της α αλυσίδας. Η α αλυσίδα αποτελείται από 338
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αμινοξικά κατάλοιπα και διαιρείται σε τρεις περιοχές. Αρχίζοντας από το 

αμινοξικό άκρο της αλυσίδας αυτές οι περιοχές είναι μία εξωκυτταρική 

(κατάλοιπα 1-281) υδρόφιλη περιοχή, μια διαμεμβρανική (κατάλοιπα 281-306) 

υδρόφοβη περιοχή και μια ενδοκυτταρική (κατάλοιπα 307-338) υδρόφιλη 

περιοχή. Το εξωκυτταρικό τμήμα του μορίου διαιρείται σε τρεις αυτοτελείς 

περιοχές (domains), την α ΐ, α2, α3 που αποτελούνται τα αμινοξικά κατάλοιπα 

1-90, 91-180 και 181-271 αντίστοιχα.

Τα αντιγόνα τάξης I του ΜΣΙ βρίσκονται στην επιφάνεια όλων σχεδόν των 

σωματικών κυττάρων του οργανισμού και ο κύριος ρόλος τους έγκειται στην 

δια των κυττάρων επιτελούμενη κυτταροτοξικότητα (M ellor, 1986). Η παρα

πάνω λειτουργία τάξης I μορίων του ΜΣΙ έγκειται στην παρουσίαση των 

αντιγόνων περιορισμένου μήκους (8 εως 11 αμινοξικά κατάλοιπα) (F a lk  et a l ,

1991) στα κυτταροτοξικά κύτταρα. Δεν είναι ακόμα ξεκάθαρο αν το 

π α ρ ο υ σ ιαζόμενο πεπτίδιο συνδέεται με το διμερές α/β2 μικροσφαιρίνη ή πρώτα 

συνδέεται με την α αλυσίδα και κατόπιν σχηματίζεται το τριμερές α αλυσίδα, 

β2 μικροσφαιρίνη, πεπτίδιο αν και είναι πιθανό να ακολουθούνται και οι δύο 

αυτοί δρόμοι (Tow nsend, et a l ,  1990). Κατά τη σύνδεση του πεπτιδίου με το 

τάξης I μόριο απελευθερώνονται πρωτεΐνες οι οποίες πιθανώς συμμετέχουν στη 

διαδικασία του διπλώματος της πρωτεΐνης, σημαντικώτερη από τις οποίες είναι 

μια κυτταροπλασματική πρωτεΐνη 88 KD. Το γεγονός ότι έχουν βρεθεί 

πεπτίδια που παρουσιάζονται μαζί με τα τάξης I μόρια του ΜΣΙ τα οποία 

προέρχονται από κυτταροπλασματικές και πυρηνικές πρωτεΐνες οδήγησε στην 

υπόθεση ενός μηχανισμού που διασπά τις πρωτεΐνες αυτές στο κυτοσόλιο και 

στη συνέχεια μεταφέρονται στο εσωτερικό του ενδοπλασματικού δικτύου μέσω 

κάποιας πρωτεΐνης. Στη συνέχεια χαρακτηρίστηκαν δύο πρωτεΐνες που 

ονομάστηκαν ΤΑΡ1 και ΤΑΡ2 οι οποίες σχηματίζουν ένα ετεροδιμερές 

σύμπλεγμα μέσω του οποίου πραγματοποιείται η μεταφορά των πεπτιδίων 

(Sp ies  e t a l., 1992, M onaco  et a l., 1990). Μέσα στο ενδοπλασματικό δίκτυο
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πραγματοποιείται ο σχηματισμός του τριμερούς συμπλόκου μεταξύ της 

αλυδίδας της 02 μικροσφαχρίνης και του πεπτιδίου. Στη συνέχεια το τριμερές 

σύμπλεγμα μεταφέρεται στη συσκευή Golgi και από εκεί στην επιφάνεια του 

κυττάρου (N eefjes a n d  P loegh t, 1988). Σε πολλές περιπτώσεις είναι δυνατό να 

μεταφερθεί στην επιφάνεια του κυττάρου το διμερές σύμπλεγμα (α αλυσίδα, 02 

μικροσφαιρίνη) και στη συνέχεια εξαιτίας του ότι το σύμπλεγμα αυτό είναι 

ασταθές (T o w n se n d  et a l., 1990) να ανιχνευθούν στην κυτταρική επιφάνεια α 

αλυσίδες (O rtiz -N a va rre te  a n d  H a m m e r lin g , 1991). Σε περιπτώσεις που το πεπτίδιο 

παρουσιάζει χαμηλή συγγένεια με το διμερές είναι δυνατό στην επιφάνεια του 

κυττάρου να διαχωριστεί από το τριμερές σύμπλοκο και κατά συνέπεια να 

διασπαστεί και το διμερές α αλυσίδας/02 μικροσφαιρίνης με αποτέλεσμα να 

ανιχνεύεται στην κυτταρική επιφάνεια μόνο η α αλυσίδα (N eefjes et al., 1992). 

Είναι επίσης δυνατό η α αλυσίδα να ξανασυνδεθεί με 02 μικροσφαιρίνη και το 

πεπτίδιο όπου προέρχονται από τον περι0άλλοντα χώρο. Ο χρόνος ημιζωής της 

ελεύθερης α αλυσίδας είναι μικρός. Με τον τρόπο αυτό φαίνεται να 

ελαχιστοποιείται η πιθανότητα δημιουργίας συμπλόκου μεταξύ της α 

αλυσίδας, της 02 μικροσφαιρίνης και του πεπτιδίου, το οποίο 0ρίσκεται στον 

εξωκυττάρχο χώρο χωρίς να έχει προηγηθεί η ευαισθητοποίηση του κυττάρου 

με το συγκεκριμένο πεπτίδιο (N eefjes et a l., 1992).

1.7.3. Α ντιγόνα Ιστοσυιιβατότητας τάξεως II.

Κάθε τάξης II μόριο είναι ένα ετεροδιμερές που αποτελείταχ από δύο 

γλυκοπρωτεϊνχκές αλυσίδες, τις α και 0 με μοριακά 0άρη 34 KD και 29 KD 

αντίστοιχα, οι οποίες συνδέονται μεταξύ τους με μη ομοιοπολικούς δεσμούς. 

Ολα τα τάξης II μόρια είναι όμοια στη δομή τους. Η α και 0 αλυσίδα του HLA- 

DR μορίου αποτελούνται αντίστοιχα από 229 και 237 αμινοξέα. Οπως η 0αρχά 

αλυσίδα του τάξης I μορίου κάθε αλυσίδα αποτελείταχ από τρεις περιοχές: μια 

εξωκυτταρχκή υδρόφιλη περιοχή, μια δχαμεμ0ρανική υδρόφο0η και μια 

ενδοκυτταρχκή υδρόφχλη.
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Η εξωκυτταρική υδρόφιλη περιοχή της α αλυσίδας σχηματίζει δύο 

αυτοτελείς περιοχές (κατάλοιπα 1-84 και 84-178 αντίστοιχα) που ονομάζονται 

α ΐ και α2 αντίστοιχα. Η αντίστοιχη περιοχή της β αλυσίδας σχηματίζει επίσης 

δύο αυτοτελείς περιοχές, τις β ΐ  (κατάλοιπα 1-91) και β2 (κατάλοιπα 92-192). 

Τόσο η α2 όσο και β2 αυτοτελείς περιοχές δείχνουν σημαντική ομολογία με τις 

αυτοτελείς περιοχές της σταθερής περιοχής των ανοσοσφαιρινών. Οι α και β 

αλυσίδες του DQ μορίου αποτελείται από 234 και 229 αμινοξικά κατάλοιπα ενώ 

τόσο η α όσο και η β αλυσίδα του DQ μορίου αποτελείται από 229 κατάλοιπα.

Η βασική διαφορά μεταξύ της τάξης I και τάξης II μορίων βρίσκεται στην 

παρουσία μιας πρωτεϊνικής αλυσίδας (σταθερή αλυσίδα, invariant chain) όταν 

το μόριο βρίσκεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Η α και β αλυσίδες συνδέονται 

μεταξύ τους στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στη συνέχεια προστίθεται η 

σταθερή αλυσίδα αν και δεν είναι εντελώς ξεκάθαρη η διαδοχή των γεγονότων 

(L am b  a n d  C resssw ell, 1992). In vitro μελέτες δείχνουν ότι τα τάξης II μόρια 

συνδέονται με πεπτίδιο κατά την απομάκρυνση της σταθερής αλυδίσας (R oche  

a n d  C resssw ell, 1990). Η σύνδεση του πεπτιδίου με το τάξης II μόριο έχει σαν 

αποτέλεσμα το σχηματισμό σταθερού τριμερούς συμπλόκου (S tern  a n d  W illey,

1992). Σε πειράματα όπου το γονίδιο της σταθερής αλυσίδας ήταν 

απενεργοποιημένο παρατηρήθηκε ότι τα τάξης II μόρια δεν μπορούσαν να 

σχηματίσουν σύμπλοκα με πεπτίδια (N eefjes a n d  M o m b u rg , 1993). Συνεπώς ο 

σχηματισμός του τριμερούς συμπλόκου (α αλυσίδα, β αλυσίδα, πεπτίδιο) δεν 

μπορεί να συμβεί απουσία της σταθερής αλυσίδας. Στο ενδοπλασματικό δύκτιο 

φαίνεται να σχηματίζεται ένα εννιαμερές αποτελούμενο από τρία τριμερή (α 

αλυσίδα, β αλυσίδα, σταθερή αλυσίδα) που στη συνέχεια μεταφέρεται στη 

συσκευή Golgi (R oche et a l ,  1991). Μετά την έξοδό τους από τη συσκευή Golgi 

και πιθανώτερα στα λυσσοσώματα (Peters et a l., 1991) γίνεται η σύνδεση του 

πεπτιδίοσ και η διάσπαση της σταθερής αλυσίδας (N eefjes et al., 1992) και 

ακολουθεί η παρουσίαση τοσ τριμερούς συμπλόκου (α αλυσίδα, β αλυσίδα,
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πεπτίδιο) στην κυτταρική εηκράνεια. Είναι επίσης δυνατή η ύπαρξη ενός 

μικρού ποσοστού α β διμερών στην κυτταρική επιφάνεια τα οποία μπορούν να 

συνδεθούν με ένα πεπτίδιο εξωκυτταρικά. Η ανακύκλωση των τριμερών (α 

αλυσίδα, β αλυσίδα, πεπτίδιο) δεν φαίνεται δυνατή καθ’ ότι ο χρόνος ημιζωής 

του διμερούς α β αλυσίδας και του συνδεδεμένου πεπτιδίου είναι ίδιος 

(Davidson et a l ,  1991) και συνεπώς η σύνδεση ενός πεπτιδίου γίνεται μόνο κατά 

το σχηματισμό ενός νεοσυντιθέμενου τριμερούς. Τα πεπτίδια τα οποία 

παρουσιάζονται από τα τάξης II μόρια προέρχονται ως επί το πλείστον από 

πρωτεΐνες οι οποίες έχουν ενδοκυτταρωθεί. Η ενδοκυττάρωση πρωτεϊνών 

μπορεί να συμβεί με διάφορους τρόπους, όπως σύνδεση πρωτεΐνης με 

ανοσοσφαιρίνη με σύνδεση του συμπλέγματος αντιγόνου-αντισώματος σε ένα 

Fc υποδοχέα ή με ενδοκύττωση. Το περιβάλλον του ενδοσώματος/λυσσο- 

<! σώματος π.χ. με τη δράση πρωτεασών, είναι υπεύθυνο για τη διάσπαση της

πρωτεΐνης.

1.8 Κ υτταοοκίνεο .

Οι κυτταροκίνες είναι πρωτεΐνες οι οποίες ρυθμίζουν τα περισσότερα από 

τα ενδοκυτταρικά μηνήματα που απαιτούνται για μια ολοκληρωμένη 

απάντηση σε μια ποικιλία εξωγενών διεγέρσεων. Εχει δειχθεί ότι συμμετέχουν 

στη ρύθμιση της αιματοποίησης, λεμφοποίησης, επηρεάζουν τη λειτουργία 

όλων των κυτταρικών τύπων που συμμετέχουν στην ανοσολογική απάντηση 

και έχουν αναμιχθεί σε ένα μεγάλο εύρος ασθενειών. Συνήθως μια 

κυτταροκίνη παράγεται σε περισσότερους από ένα κυτταρικούς τύπους και 

έχει ποίκιλλα αποτελέσματα σε διαφορετικούς στόχους. Στις πρωταρχικές 

μελέτες που έγιναν σε αυτούς τους παράγοντες χρησιμοποιήθηκαν 

υπερκείμενα καλλιεργειών. Εξ’ αιτίας της συμμετοχής των μορίων αυτών σε 

διαφορετικά συστήματα στο σώμα η πρωταρχική ονοματολογία δόθηκε με βάση 

τη λειτουργική τους δράση, π.χ. η ιντερλευκίνη-1 έγινε γνωστή σαν ενδογενής 

πυρετογόνος ουσία από μία ομάδα ερευνητών, λόγω της ιδιότητάς της να

i
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προκαλεί π υρ ετό , ή σαν ενεργοποιητικός παράγοντας οστεοκλασχών από μια 

άλλη ερευνητική ομάδα (Roitt et al., 1990). Κατά τη διάρκεια των τελευταίων 

πέντε χρόνων, η κλωνοποίηση των κυτταροκινών οδήγησε στη διαθεσιμότητα 

ανασυνδυασμένου υλικού για μελέτη. Αυτά σε συνδυασμό με την ανάπτυξη 

ειδικών αντισωμάτων και κυτταρικών γραμμών που χρειάζονταν για τον 

πολλαπλασιασμό τους την παρουσία κάποιων κυτταροκινών οδήγησε σε 

κάποια αποσαφήνιση των ρόλων αυτών των μορίων σε μια ποικιλία 

πολύπλοκων βιολογικών συστημάτων, συμπεριλαμβανομένου και του 

ανοσολογικού συστήματος. Οι κυχταροκίνες είναι εξαιρετικά ισχυροί 

μεσολαβητές οι οποίες αλληλεπιδρούν με ειδικούς υποδοχείς υψηλής 

συγγένειας στην κυτταρική μεμβράνη. Αποτελούν επαγώγιμες πρωτεΐνες των 

οποίων η παραγωγή είναι συχνά προσωρινή. Ανάλυση της αλληλουχίας στο 5' 

άκρο των μή μεταφρασμένων τμημάτων των mRNA των γονιδίων που κωδικο

ποιούν τις κυτταροκίνες αποκάλυψε την ύπαρξη συντηρητικών περιοχών οι 

οποίες αποτελούν στόχους για την προσύνδεση πυρηνικών πρωτεϊνών που 

ελέγχουν την γονιδιακή ενεργοποίηση. Τα mRNAs για κάποιες από τις 

κυτταροκίνες (π.χ. ΙΕΝβ, IFNy, GM-CSF και G-CSF) έχουν εξαιρετικά μικρούς 

χρόνους ημιζωής (<30 λεπτά) ενώ οι χρόνοι ημιζωής άλλων (π.χ. IL-Ιβ, IL-2, 

IL-3, IL-4, TNF-α) είναι μεγαλύτεροι (1-2 ώρες), αλλά εξακολουθούν να 

παραμένουν μικροί σε σχέση με τα περισσότερα mRNAs των θηλαστικών. 

Αυτός ο χαμηλός χρόνος ημιζωής έχει αποδοθεί στην παρουσία μιας πολύ 

(UAUU) περιοχής μέσα στο 3'άκρο του μή μεταφρασμένου τμήματος των 

mRNAs κάτι το οποίο κάνει το μήνυμα της κυτταροκίνης ευάλωτο στις 

κυτταρικές νουκλεάσες, ελέγχοντας έτσι αυστηρά την παραγωγή των 

κυτταροκινών. Αλλοι τρόποι ελέγχου περιλαμβάνουν την παραγωγή 

αναστολέων των κυτταροκινών και την απελευθέρωση διαλυτών μορφών των 

υποδοχέων τους (Cherwinski et al., 1987).
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Ο πίνακας 3 μας παρέχει πληροφορίες για μερικές and απτές τις 

κπτταροκίνες και είναι αξιοσημείωτο να αναφέρουμε ότι πολλά από τα γονίδια 

των κυτταροκινών κωδικοποιούνται στο ανθρώπινο χρωμόσωμα 5 (στο 

χρωμόσωμα 11 τουμυός).
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1.9 Α νοσολογία κα ι κ α ρ κ ίν ο ι.

Η πρόοδος της έρευνας τα τελευταία χρόνια έχει προσφέρει σημαντική 

γνώση στην κατανόηση των μηχανισμών του ανοσολογικού συστήματος και 

στη συσχέτιση του με την άμυνα ενάντια στον καρκίνο. Επιπλέον η 

διαθεσιμότητα των ανασυνδυασμένων κυτταροκινών σε μεγάλες ποσότητες 

έχει επιτρέψει την ακριβή ανάλυση του τρόπου δράσης τους στο ανοσολογικό 

σύστημα. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα τη δημιουργία in vitro πειραματικών 

πρωτοκόλλων που στοχεύουν στην αύξηση της δράσης κυτταροτοξικών 

κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος κατά του όγκου. Με αυτόν τον 

τρόπο και ύστερα από κατάλληλους χειρισμούς έχει δειχθεί ότι τα λεμφοειδή 

κύτταρα μπορούν να προκαλέσουν τη λύση οποιοσδήποτε είδους καρκινικού 

κυττάρου. Κατά την τελευταία δεκαετία πολλά εργαστήρια έχουν δημοσιεύσει 

ότι η χορήγηση υψηλής δόσης ανασυνδυασμένης ιντερλευκίνης 2 (IL-2) με ή 

χωρίς την ταυτόχρονη έγχυση ενεργοποιημένων λεμφοκυττάρων έχει σαν 

αποτέλεσμα τη μείωση του όγκου σε ασθενείς με μεταστατικό καρκίνο. Εκτός 

από την IL-2 και άλλες κυτταροκίνες (π.χ. ιντερφερόνες) έχουν δειχθεί να 

διαδραματίζουν σημαντικό αντικαρκχνικό ρόλο in-vivo. Επιπροσθέτως 

υπάρχουν αρκετές ενδείξεις που ενισχύουν την άποψη για την αύξηση της 

κυτταροτοξικής δράσης των λεμφοκυττάρων ενάντια στον όγκο κατόπιν 

καλλιέργειας τους με διαφορετικούς συνδυασμούς IL-2 και άλλων κυτταρο- 

κινών. Δεδομένου δε ότι η ανοσοαπάντηση ενάντια καρκινικών κυττάρων 

επιτυγχάνεται με μηχανισμούς της κυτταρικής ανοσίας μελέτες που θα 

αναλύσουν την δια των λεμφοκυττάρων εκδηλούμενη ανοσοαπάντηση στον 

όγκο, θα βοηθήσουν στη βελτίωση της ανοσοθεραπείας στον καρκίνο.

Παρά το γεγονός ότι διαφορετικοί κυτταρικοί πληθυσμοί φαίνεται ότι 

συμμετέχουν στην άμυνα έναντι του καρκίνου οι ανοσοποιητικοί μηχανισμοί 

που δραστηριοποιούνται μπορούν να διαιρεθούν σε δύο κύριες κατηγορίες. Η 

πρώτη κατηγορία αντιπροσωπεύεται κυρίως από ρυθμιστικά Τ λεμφοκύτταρα
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τα οποία κατόπιν αλληλεπίδρασης τους με τα καρκινικά κύτταρα (πιθανόν 

μέσω αναγνώρισης καρκινικών κυτταρικών αντιγόνων, ΚΚΑ) ενεργο

ποιούνται και τροποποιούν τη δράση των κυτταροτοξικών εκτελεστικών 

κυττάρων, τα οποία ανήκουν στη δεύτερη κατηγορία. Στα κύτταρα αυτά 

συμπεριλαμβάνονται μια ομάδα από Τ λεμφοκύτταρα και κύτταρα φυσικοί 

φονείς (natural killer cells, ΝΚ). Το λειτουργικό πρόγραμμα των κυττάρων 

αυτών μπορεί να επηρεασθεί ποικιλόμορφα από την παρουσία αυτόλογων 

καρκινικών κυττάρων. Ετσι η ελαττωμένη αντιγονικότητα των καρκινικών 

κυττάρων (πιθανόν λόγω χαμηλής ή ελλειπούς έκφρασης των ΚΚΑ) 

ανταστέλλει τη διέγερση βοηθητικών καί κυτταροτοξικών Τ λεμφοκυττάρων 

και κατά συνέπεια αναχαιτίζει την ειδική ανοσολογική απάντηση εναντίον 

αυτών. Επίσης η ικανότητα των καρκινικών κυττάρων να παράγουν 

ανοσοκατασταλτικούς παράγοντες ή να συντελούν στην επαγωγή 

ενεργοποιημένων κατασταλτικών κυττάρων έχει σαν αποτέλεσμα την άμεση ή 

έμμεση αντίστοιχα καταστολή κάθε αναπτυσσόμενης ειδικής ανοσολογικής 

απάντησης. Κατά συνέπεια για να ελέγχονται ανοσολογικά διάφοροι τύποι 

καρκίνου απαιτείται: η έκφραση στα καρκινικά κύτταρα των ΚΚΑ, η 

παρεμπόδιση της καταστολής από τα καρκινικά κύτταρα, και η σχεδίαση in 

vitro πρωτοκόλλων τα οποία θα προάγουν την ενεργοποίηση και τον 

πολλαπλασιασμό λεμφοκυττάρων που θα αναγνωρίζουν αυτόλογα καρκινικά 

κύτταρα με σκοπό τη χρησιμοποίηση τους σε κλινικές προσπάθειες 

ανοσοθεραπείας.

1.10 Λεικροειδή κ ύ τ τ αρα με ενεονότη τα  ενάντια  σ το ν  καρκίνο  

και μ η χα ν ισ μ ο ί ενερ γο π ο ίη σ η ςjcouc.

Οι κυτταρολυτικοί μηχανισμοί ενάντια καρκινικών κυττάρων διαιρούνται 

σε δύο βασικές κατηγορίες. Η πρώτη περιλαμβάνει την αναγνώριση των ΚΚΑ 

στα καρκινικά κύτταρα από το σύμπλεγμα CD3+/TCR των Τ-λεμφοκυττάρων. 

Το σύμπλεγμα αυτό αποτελείται από γλυκοπρωτεΐνες επιφάνειας που
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κωδικοποιούνται and γονίδια του Μείζονος Συμπλέγματος Ισχοσυμβαχότητας 

[major histocompatibility complex, (ΜΣΙ)]. Η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει 

τα κύτταρα φυσικούς φονείς (ΝΚ). Τα κύτταρα αυτά δεν εκφράζουν το CD3 ή 

οποιαδήποτε and τις αλυσίδες του TCR και παρουσιάζουν κυτταροτοξικόχητα 

έναντι καρκινικών κυττάρων η οποία δεν σχετίζεται με το ΜΣΙ. Παρ’ όλα 

αυτά, όπως θα αναλυθεί στις επόμενες παραγράφους, κυτταροτοξικόχητα μη 

σχετιζόμενη με το ΜΣΙ έχει επίσης αποδοθεί σε μερικά CD3+TCR αβ+ ή γδ+ 

ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα.

1.10.1.1 Ε νεργοπο ίησ η  τω ν Τ  λευφ οκυττάοω ν

Η ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων από αντιγόνα προαπαιτεί τη

ζ σύνδεση του TCR με ένα διμοριακό σύμπλοκο αποτελούμενο από αντιγόνο και

από πεπτίδια του ΜΣΙ τάξης I ή II (Janeway and. Golstein, 1991). Πιστεύεται ότι
ϊ ) .

το μήνυμα για την ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων δίνεται μέσω του Τ3 

συμπλόκου. Παρ’όλα αυτά μόρια επιφάνειας των Τ λεμφοκυττάρων συνεργούν
•η

σε πολλές βοηθητικές αλληλεπιδράσεις με το σύμπλοκο TCR/CD3 στήν 

ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων (Sturm et al, 1990 June , 1991, Van Seventer 

et al.,1991). Αυτές αναφέρονται κυρίως στην συγκόλληση των Τ κυττάρων με 

τα κύτταρα που παρουσιάζουν το αντιγόνο (cell-adhesion) και στην ενίσχυση 

του μηνύματος ενεργοποίησης που προέρχεται από την σύνδεση του TCR/CD3 

με το αντιγόνο/MHC σύμπλεγμα (co-activation). To CD2 ήταν το πρώτο μόριο 

των Τ λεμφοκυττάρων στο οποίο αποδόθηκε ο διπλός ρόλος της συγκόλλησης 

και της ενεργοποίησης. Η προσκόλληση του CD2 στο LFA-3 έχει σαν 

αποτέλεσμα την επερχόμενη αύξηση της ειδικής αντιγονικής ανοσοαπάντησης 

(Shaw and Shimozu, 1988). Η σύνδεση του CDlla/CD18 (LFA-1) στο ICAM-1 ή 

στο ICAM-2 έχει επίσης αναφερθεί να παίζει σημαντικό ρόλο στην 

προσκόλληση και ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων (Moingeon et al., 1989, 

Springer, 1990). Σε ένα σύστημα όπου η ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων 

εξαρτάται από την παρουσία μονοκυττάρων, παραρηρείται μια χαμηλής
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συγγένειας προσύνδεση του LFA-1 με το ICAM-1 η οποία ακολουθείται απδ 

την προσκόλληση των συμπλοκών TCR/CD3 με το ΜΣΙ-αντιγόνο. Στο Τ- 

λεμφοκύτταρο, η διέγερση του TCR/CD3 έχει σαν αποτέλεσμα την 

ενεργοποίηση του υψηλής αγχιστείας μορίου LFA-1 (K u h lm a n  et a l., 1 9 9 1 )  το 

οποίο ισχυροποιεί την αλληλεπίδραση Τ λεμφοκυττάρου-μονοκυττάρου με 

επακόλουθο, την προσκόλληση CD2-LFA-3 και την παραγωγή IL-1 από τα 

μονοκύτταρα (D u stin  et a l., 1 9 8 9 ) . Η IL-1 επάγει την παραγωγή IFN-γ από τα Τ- 

λεμφοκύτταρα και η IFN-γ με τη σειρά της επάγει την έκφραση των ICAM-1 

και LFA-3 στα μονοκύτταρα με αποτέλεσμα την ισχυρή σύνδεση των μορίων 

αυτών με τα σύνδεμα LFA-1 και CD2 αντίστοιχα των λεμφοκυττάρων. Αυτή η 

αλληλεπίδραση προσκόλλησης επάγει την παραγωγή IL-6 από τα μονοκύτταρα 

η οποία παραπέρα διεγείρει τα Τ λεμφοκύτταρα να παράγουν IL-2 και -4 και 

έτσι να διαφοροποιηθούν σε εκτελεστικά κύτταρα (M o u ra d  et a l., 1 9 9 0 ) . Μια 

άλλη αλληλεπίδραση στην οποία συμμετέχουν μηνύματα συνδιέγερσης για την 

ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων είναι μεταξύ του CD28 και του Β7 . Ο 

ρόλος αυτών των μορίων στην προσκόλληση και στην συνδιέγερση έχει 

δειχθεί:(ϊ) από την αύξηση της μεταγραφής της IL-2 και του πολλαπλασιασμού 

των Τ λεμφοκυττάρων κατόπιν αλληλεπίδρασης τους με ακινητοποιημένες Β7 

πρωτεΐνες απουσία άλλων παραγόντων διέγερσης (K a w a k a m i et a l., 1 9 8 9 ) και (ii) 

από πειράματα αναστολής της αλλο-ενεργοποίησης των Τ λεμφοκυττάρων με 

μονοκλωνικά αντισώματα έναντι του CD28 ή του Β7 που εκφράζεται στα 

ενεργοποιημένα Β λεμφοκύτταρα ( J u n e  et a l ,  1 9 9 0 , K o u lo v a  et a l ,  1 9 9 1 ) . Η πρώτη 

ένδειξη για την μέσω CD28 συνδιέγερσης της Τ λεμφοκυτταρικής κυτταρο

τοξικότητας προήλθε από μελέτες των Jung και των συνεργατών του οι οποίοι 

κατάφεραν να ενεργοποιήσουν περιφερικά λεμφοκύτταρα αίματος (PBL: 

peripheral blood lymphocytes) να λύσουν καρκινικά κύτταρα μελανώματος 

μετά από προεπώαση με διπλής ειδικότητας μονοκλωνικά αντισώματα που 

ήταν anti-CD3 anti-melanoma αντιγόνων συσχετιζόμενων με τον όγκο (ΚΚΑ)
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και anti-CD28 anti-melanoma (ΚΚΑ) αντισωμάτων. Σε μια πρόσφατη αναφορά 

ο Azuma και οι συνεργάτες του (Azuma et al, 1992) έδειξαν ότι απομονωμένα 

PBL συνδιεγέρθηκαν μέσω του CD28, και έλυσαν καρκινικά κύτταρα στόχους 

Ρ815 (στα οποία είχαν ενσωματώσει το cDNA για το Β7) μέσω του Fc υποδοχέα 

τους. Αναστολή της κυτταροτοξικότητας παρατηρήθηκε κατόπιν προεπώασης 

των Τ λεμφοκυττάρων ή των κυττάρρων στόχων με anti-CD28 ή με anti-B7 

μονοκλωνικά αντισώματα αντίστοιχα. Αυτά τα ευρήματα πιστοποιούν τη 

συμμετοχή του CD28 στη κυτταροτοξικότητα των Τ-λεμφοκυττάρων. Εκτός 

από την αλληλεπίδραση CD28-B7 έχει δειχθεί ότι και η δημιουργία των 

συμπλοκών CD3-LFA3 και LFA-1-ICAM1 ενισχύουν τη κυτταροτοξικότητα 

από ειδικά CD8 κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα. Σε μία πρόσφατη δημοσιευ- 

£ μένη μελέτη ο Malefyt και οι συνεργάτες του (Malefyt, et al., 1993) έδειξαν ότι Τ-

^ κυτταροτοξικοί κλώνοι, έλυσαν L-κύτταρα στα οποίας είχαν ενσωματωθεί τα

γονίδια για το LFA3 ή το ICAM1 καθώς επίσης αναστολή της 

κυτταροτοξικότητας επετεύχθη με τη χρήση anti-LFA-Ι ή anti-ICAM-1 

αντισώματα. Ενεργοποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων επιτυγχάνεται επίσης με τη 

προσκόλληση σε εξωτερικές πρωτεΐνες. Οι υποδοχείς αυτών των μορίων 

βρίσκονται στην επιφάνεια των Τ-λεμφοκυττάρων και αποτελούν μέλη του 

(VLA) ή της β ΐ (CD29) υποοικογένειας και περιλαμβάνουν το VLA-3 που 

προσκολλάται στο κολλαγόνο το VLA-4 που προσκολλάται στην φιμπρονε- 

κτίνη και toVLA-6 που προσκολλάται στην λαμινίνη (Dang et al., 1990, Shimizu 

et al., 1990, Nojima et al., 1990, Yamada et al., 1991). Ο μηχανισμός με τον οποίο οι 

υποδοχείς αυτοί συμμετέχουν στην ενεργοποίηση των Τ-λεμφοκυττάρων 

παραμένει άγνωστος αν και πιστεύεται ότι το αποτέλεσμα της αλληλεπίδρασης 

υποδοχέα-εξωκυτταρικών πρωτεϊνών είναι η επαγωγή του μεταγραφικού 

παράγοντα ΑΡ-Ι,ο οποίος ενεργοποιεί την μετεγραφή του γονιδίου της 

ιντερλευκίνης-2 διαμέσου διαφορετικού μονοπατιού από αυτό που ακολουθεί η 

ενεργοποίηση με αντίσωμα εναντίον του CD3 μορίου (Yamada et al., 1991).
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Μόρια συνδιέγερσης αποτελούν και τα CD4 και τα CD8, οπού κατά τη 

διάρκεια της αντιγονικής παρουσίασης αναγνωρίζουν δομές τετραμοριακών 

συμπλοκών. Τα CD4 και CD8 αναγνωρίζουν σταθερές περιοχές των μορίων του 

ΜΣΙ τάξης II και τάξης I αντίστοιχα ενώ στην υπερμεταβλητή περιοχή του 

συμπλόκου CD3/TCR προσδένεται το αντιγονικό πεπτίδιο (Rudd, 1990). Πολλές 

αναφορές έχουν γίνει για το ρόλο των CD4 και CD8 στην ενεργοποίηση των Τ- 

λεμφοκυττάρων συμμετέχοντας όχι μόνο σαν μόρια συν-διέγερσης αλλά και 

σαν συν-υποδοχείς. Επιβεβαίωση αυτών των προτάσεων αποτελούν πειράματα 

ϊ) αναστολής σύνδεσης του CD4 και CD8 στα μόρια του ΜΣΙ με τη χρήση anti- 

CD4 ή anti-CD8 με τελικό αποτέλεσμα τη μη ενεργοποίηση των Τ- 

λεμφοκυττάρων και ϋ) ενδοθυμικής διαφοροποίησης των Τ-λεμφοκυττάρων 

όπου παρατηρήθηκε άμεση συσχέτιση της έκφρασης του CD4 ή του CD8 με 

την ειδικότητα του Τ-υποδοχέα με τα τάξης II του ΜΣΙ (Janeway, 1989).

1.10.1.2 Μ ετάφραση τω ν υ η νυ υ ά τω ν  στα λεικροκύτταοα.

Ο όρος μετάφραση των μηνυμάτων αναφέρεται στα βιοχημικά γεγονότα 

που οδηγούν στο ξεκίνημα της μεταγραφής του γονιδίου για την IL-2 κατόπιν 

προσύνδεσης του αντιγόνου με τον Τ-υποδοχέα ή σύνδεση των μορίων 

επιφάνειας (όπως TCR-CD3, CD2 και CD28) από ειδικά μονοκλωνικά 

αντισώματα. Τα μηνύματα που μεταφράζονται κατόπιν ενεργοποίησης του 

TCR-CD3 και CD2 περιλαμβάνουν ενεργοποίηση της φωσφολιπάσης C 

(phospholipase C=PLC) η οποία επιτελεί την υδρόλυση της 4,5 δκρωσφορικής 

φωσφατχδυλοινοσιτόλης (Mentzer et al, 1987, Van Seventer et al., 1991) σε 

τριφωσφορική ινοσιτόλη (inositole triphosphate=IP3) και σε διακυλο- 

γλυκερόλη (diacylglycerol=DAG). Τα δευτερογενή αυτά μηνύματα με τη σειρά 

τους ενεργοποιούν τη κυτταροπλασματική πρωτεινική κινάση C(cytoplasmic 

protein kinase C=PKC) και προκαλούν μια αύξηση της συγκέντρωσης 

ασβεστίου Ca^ + . Στη συνέχεια επέρχεται έκφραση του γονιδίου του υποδοχέα 

για την IL-2 και τελικά κυι ιαρική αύξηση εξαρτώμενη από την IL-2 (Rudd ,
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1990, June, 1991). Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι η διαδικασία της μετάφρασης 

των μηνυμάτων σαν αποτέλεσμα της ενεργοποίησης μέσω της PLC 

προϋποθέτει προηγούμενη ενεργοποίηση της πρωτεινικής κινάσης των 

τυροσινών (protein tyrosine kinase=PTK) ύστερα από διέγερση του TCR-CD3 

ή του CD2. Η ανίχνευση της φωσφορυλίωσης τυροσινικών καταλοίπων 

διαφορετικών υποστρωμάτων έγινε δευτερόλεπτα μετά τη διέγερση του TCR 

και προηγήθηκε του σήματος της PLC ενεργοποίησης (June et al., 1990). 

Επιπλέον αναστολή της ΡΤΚ ενεργότητας εμπόδισε την ενεργοποίηση της PLC 

και τη μετάφραση των μηνυμάτων μέσω του TCR (Mustelin et al., 1990) 

πιστοποιώντας ότι η φωσφορυλίωση των τυροσινικών καταλοίπων

προαπαιτείται της ενεργοποίησης του PLC. Η κινάση των τυροσινών p59fyn
C> έχει δειχθεί ότι συνδέεται με το TCR-CD3 και αποτελεί το βασικό υποψήφιο

$ αυτής της ενεργότητας (June et al., 1990). Η σπουδαιότητα της φωσφορυλίωσης

των τυροσινών στη μετάφραση των μηνυμάτων ύστερα από διέγερση του TCR

^ έχει δειχθεί επίσης μέσω της ενεργότητας άλλων κινάσων των τυροσινών:

σύνδεση του TCR-CD3 με το CD4 ή το CD8 αυξάνει την ενεργότητα της 

φωσφορυλίωσης τυροσινών με την ενεργοποίηση της P561ck κινάσης. Το 

γεγονός αυτό συνδέεται με την TCR/T3 ενεργοποίηση της PI-PLC, τη ροή του 

ενδοκυτταρικού [Ca2+], χη μεταγραφή του γονιδίου για την IL-2 και τον 

πολλαπλασιασμό των Τ-λεμφοκυττάρων (Rudd et al, 1989). Οπως προανα- 

φέρθηκε οι διαφορετικοί ισόμορφοι του CD45 ελέγχουν διαφορετικούς 

υποπληθυσμοΰς των CD4 και CD8 λεμφοκυτταρικών υποομάδων με 

διαφορετικές ενεργειακές απαιτήσεις και λειτουργίες. Πρόσφατες μελέτες 

έδειξαν τη φυσική σύνδεση του CD45 με τα TCR-CD3 και CD2 και τη 

συνεργιστική του δράση με αυτά τα μόρια στη Τ-λεμφοκυτταρική 

ενεργοποίηση (Van Sevennter et al., 1991, Turka et al., 1992). Οι ενδοκυτταρικές 

περιοχές του CD45 δείχνουν ενζυμική δράση σαν φωσφατάσεις των τυροσινών 

(Van Seventer et al., 1991, Turka et al., 1992, Bieuer et al., 1991, Koretzky et al., 1990).
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Από τις παρατηρήσσεις απτές προτείνεται η συσχέτιση μεταξύ δημιουργίας 

μηνύματος μέσω των CD4/CD8-CD3 και p561ck και η τροποποίηση του μέσω 

της περιοχής με δράση φωσφατάση του CD45. Η ικανότητα του CD45 να 

τροποποιεί μεταφρασμένα μηνύματα μέσω των TCR/CD3 και CD2 συσχετίζεται 

με τη δράση του να αναστέλλει τη φωσφορυλίωση των τυροσινών σε 

διαφορετικά ενδοκυτταρικά υποστρώματα (Ledbetter et al, 1991). Κατά συνέπεια 

η ενζυμική ενεργότητα φωσφατάσης του CD45 μπορεί να δρα αναστέλλοντας 

κάποια στάδια της μετάφρασης μηνυμάτων στη Τ-λεμφοκυτταρική 

ενεργοποίηση η οποία άρχισε με τη σύνδεση του TCR ή του CD2. Η διέγερση 

του CD28 οδηγεί στη σταθεροποίηση και στην ενίσχυση της μετάφρασησ του 

mRNA της IL-2, μετά της επαγωγή της μεταγραφής του γονιδίου της IL-2 

μέσω του TCR μονοπατιού μετάφρασης μηνυμάτων (PI-PLC ενεργοποίηση) 

(June, 1991, Linsley et al., 1990). Επιπλέον έχει δειχθεί ότι η διέγερση του CD28 

προκαλεί το σχηματισμό ενός πρωτεινικού συμπλόκου το οποίο προσδένεται σε 

μία θέση του γονιδίου της IL-2 (μεταξύ 164 και 154 ζευγάρια βάσεων από την 

αφετηρία της μεταγραφής) και πενταπλασιάζει την ενεργότητα της IL-2 

(Mustelin et al., 1990).

1.10.2.1 Κ ύττα ρα  Φυσικοί ωονείς.

Τα κύτταρα φυσικοί φονείς (natural killers=NK) είναι ένας υποπληθυσμός 

των λεμφοκυττάρων ο οποίος αποτελεί το 20% των περιφερικών λεμφοκυτ

τάρων του αίματος. Διακρίνεταχ τόσο από τα Τ όσο και από τα Β λεμφοκύτταρα 

με βάση την μορφολογία τους (χαρακτηρίζονται σαν μεγάλα κοκκιώδη 

λεμφοκύτταρα: large granulocytes lymphocytes=LGL) και από την ιδιότητα 

τους να λύνουν καρκινικά κύτταρα καχ κύτταρα προσβεβλιμιένα από χούς 

χωρίς προηγούμενη ευαχσθητοποίηση τους ή συσχέτχση τους με προχόντα του 

ΜΣΙ τάξης I ή II (Trinchieri, 1989).
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Στα κύτταρα φυσικοί φονείς δεν προκαλείται αναδιάταξη ούτε μεταγραφή 

του TCR ή γονιδίων ανοσοσφαιρινών (Ig) και γ ι’αυτόν τον λόγο είναι CD3- και 

Ig- αρνητικά (Whiteside and Herberman, 1990). Αν και η έκφραση των μορίων 

προσκόλλησης, στα οποία συμπεριλαμβάνονται ιντεγκρίνες β ΐ, β2 και β3, 

CD44 και L-σελεκτίνη, CD2 και CD58, δεν είναι σημαντική σε απομονωμένα 

κύτταρα φυσικούς φονείς, μεγιστοποιείται κατά τη διάρκεια επώασης τους με 

IL-2 (Maengaa et al., 1993). To CD44 είναι ένα από τα μόρια που οδηγεί στην 

ενεργοποίηση των ΝΚ-κυττάρων αφού προσύνδεση του με μονοκλωνικά 

αντισώματα έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση της λύσης ΝΚ-ευαίσθητων 

κυττάρων στόχων χωρίς αντίστοιχη αύξησητης κυτταροτοξχκότητας αναντίον 

ανθεκτικών, στην ΝΚ λύση, κυτταρικών σειρών (Tan et al., 1993). Εκτός από 

's την ικανότητα τους να προκαλούν λύση μή ΜΣΙ-συσχετιζόμενη ,τα ΝΚ-

Ί κύτταρα εκτελούν και διάφορες άλλες λειτουργίες όπως: (i) ρυθμιστικές

ιδιότητες στο ανοσολογικό σύστημα στην αιματοποίηση και στην φυσική 

^ άμυνα έναντι μικροβιακών μολύνσεων που πιθανότατα μεσολαβούνται μέσω

της έκκρισης κυτταροκινών (Trinchieri, 1989, Trinchieri and Perussia, 1984, 

Whiteside and Herberman, 1990), (ii) λειτουργούν σαν παρουσιαστές αντιγόνου 

με το να αδρανοποιούν, να εγκολπώνουν και να παρουσιάζουν διαλυτά 

πρωτεινικά αντιγόνα στα Τ-βοηθητικά (Roncarolo et al., 1991), (iii) επιδεικνύουν 

την κυτταρική δι’ αντισώματος εξαρτώμενη κυτταροτοξικότητα μέσω του 

υποδοχέα για το Fey τμήμα των IgG (Ravetch and Kinet, 1991), (iv) τα NK- 

κύτταρα είναι οι βασικοί προγεννήτορες στο περιφερικό αίμα στη δημιουργία 

των κυττάρων ενεργοποιημένων με λεμφοκίνες (LAK κύτταρα) ικανών να 

λύουν ΝΚ-ευαίσθητα κύτταρα στόχους, (ν) πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι τα 

ΝΚ-κύτταρα εκφράζουν μόρια επιφάνειας τα οποία όχι μόνο ενεργοποιούν την 

κυτταροτοξικότητα, αλλά και αναστέλλουν τη διαδικασία της κυτταρικής 

λύσης.
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1.10.2.2 Ε π ιφ α νεια κ ο ί δείκτες π ο υ  γα ρ α κ τη ρ ίζο υ ν  τα  Ν Κ -κύτταρα.

Τα ΝΚ κύτταρα εκφράζουν το CD56 επιφανειακό αντιγόνο. To CD56 

φαίνεται να είναι ένας ισόμορφος του μορίου προσκόλλησης των νευρικών 

κυττάρων (neural cell adhesion molecules=NCAM) σε ομοτυπικά μυϊκά 

κύτταρα (L a n ie r  et a l., 1 9 9 1 ) . To NCAM είναι μέλος της Ig υπεργονιδιακής 

οικογένειας και αποτελείται από πέντε Ig-παρόμοιες περιοχές και δύο περιοχές 

τύπου III ινωδεσμινών (E d e lm a n , 1 9 8 8 ) . To NCAM όπως και το CD45 μόριο, 

μπορεί να εκφραστεί με διαφορετικούς ισόμορφους οι οποίοι δημιουργούνται 

από εναλλακτικό mRNA-μάτισμα (mRNA splicing). Εχουν απομονωθεί μέχρι 

σήμερα σε νευρικό και μυϊκό ιστό τρία διαμεμβρανικά πολυπεπτίδια μοριακών 

βαρών 120 140 και 180 kd (C u n n in g h a m  et a l., 1 9 8 7 ) . Αυτοί οι διαφορετικοί 

ισόμορφοι διαφέρουν κατά κύριο λόγο στις διαμεμβρανικές και κυτταρο- 

πλασματικές περιοχές τους . Επίσης έχουν αναφερθεί διαφορές στις 

εξωκυτταρικές περιοχές σαν αποτέλεσμα εναλλακτικού "splicing” των 

μηνυμάτων μεταγραφής που κωδικοποιούνται από διάφορα μικρά εξόνια 

(exons) (H em p erly  et a l., 1 9 9 0 ) . To CD56 εκφράζεται στο 5 %  των περιφερικών Τ 

λεμφοκυττάρων (L a n ie r  et a l., 1 9 8 6 ) . Τα κύτταρα στόχους στα οποία έχουν 

προσδεθεί Ig μόρια, αποτελούν θέσης προσκόλλησης του υποδοχέα χαμηλής 

συγγένειας των ΝΚ κυττάρων για το Fc τμήμα των Ig (FcyR ΙΙΙΑ ή CD16) με 

αποτέλεσμα την λύση των κυττάρων στόχων .Αυτή η διαδικασία αποτελεί τη 

δι’ αντισώματος εξαρτώμενη κυτταροτοξικότητα (ADCC). Οπως και ο TCR, ο 

ΝΚ FcR είναι ένα πολυμοριακό σύμπλοκο αποτελούμενο από J  και Fc8y 

αλυσίδες εκτός από το διαμεμβρανικό μόριο σύνδεσης που κωδικοποιείται από 

το γονίδιο του F cyR IIIA . Εχουν περιγράφει δύο διαφορετικές μορφές του FcyR 

III (FcyRIIIA και FcyRIIIB). (R a v etch  a n d  K in et, 1 9 9 1 , A n d e rs o n  et a l., 1 9 8 7 ). H 

F cyR IIIB  η  οποία εκφράζεται στα ουδετερόφιλα εντοπίζεται στην εξωτερική 

πλευρά της πλασματικής μεμβράνης, ενώ η μορφή του υποδοχέα που 

εκφράζεται στα ΝΚ-κύτταρα , η FcyRIIIA είναι μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη
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αποτελούμενη από μια διακριιή κυτχαροπλασματική περιοχή (Ravetch and 

Kinet, 1991, Letourneur et al., 1991) . Ta CD3+ Τ-κύτταρα στο περιφερικό αίμα 

που εκφράζουν τον FcyRIIIA αποτελούν ποσοστό λιγότερο του 1% (Lanier et al., 

1986) .

1.10.2.3 Υ ποπληθυσ πο ί τω ν  Ν Κ -κυττάρω ν.

Με βάση την πυκνότητα των CD56 μορίων στην κυτταρική επιφάνεια τα 

ΝΚ-κύτταρα διαιρούνται σε δύο υποπληθυσμούς: α) Αυτά που εκφράζουν το 

CD56 σε χαμηλή πυκνότητα και που αποτελούν το 90% των ΝΚ-κυττάρων και 

β) σε εκείνα όπου η έκφραση του CD56 είναι υψηλή και που αποτελούν το 10% 

περίπου των ΝΚ κυττάρων (Caligiuri et al., 1990). Οι φαινοτυπικά διαφορετικοί 

ΝΚ κυτταρικοί υποπληθυσμοί χαρακτηρίζονται επίσης και από λειτουργικές 

διαφορές. Κατόπιν έκθεσης σε εξωγενή IL-2 τα CD56 υψηλής πυκνότητας (ΥΠ) 

κύτταρα πολλαπλασιάζονται περισσότερο απ’ότι τα CD56 χαμηλής πυκνότητας 

(ΧΠ) κύτταρα (Baume et al., 1992). Σαν επακόλουθο της προηγούμενης 

παρατήρησης τα CD56 ΧΠ ΝΚ- κύτταρα εκφράζουν τον IL-2 υποδοχέα 

ενδιάμεσης συγγένειας (IL-2R ρ75) με ταυτόχρονη απουσία έκφρασης του IL- 

2R ρ55, ενώ τα CD56 ΥΠ κύτταρα εκφράζουν τον υποδοχέα υψηλής 

συγγένειας της IL-2 ρ75/ρ55 IL-2R (Caligiuri et al., 1990). Για αυτόν τον λόγο 

έχει προταθεί ότι ο ΝΚ-κυτταρικός πολλαπλασιασμός απαιτεί την επαγωγή της 

έκφρασης του IL-2 ρ55 και στην συνέχεια τον σχηματισμό του συμπλόκου 

υψηλής συγγένειας IL-2R ρ55/ρ75 (Caligiuri et al., 1990, Baume et al., 1992, Siegel 

et al., 1987). Οπωσδήποτε υπάρχουν και άλλα μόρια τα οποία ελέγχουν τον δια 

μέσω IL-2 πολλαπλασιασμό των CD56 ΧΠ ΝΚ κυττάρων. Η συντριπτική 

πλειοψηφία των CD56 ΧΠ ΝΚ κυττάρων (>90%) συνεκφράζουν CD 16 μόρια 

σε υψηλά επίπεδα, σε αντίθεση με το ποσοστό των CD56 ΥΠ κυττάρων που 

εκφράζουν το CD 16 σε ένα ποσοστό <50% του συνόλου τους. Αντίθετα στα 

CD56 ΧΠ η πυκνότητα έκφρασης των CD16 μορίων είναι σαφώς χαμηλότερη 

απ’ότι στα CD56 ΥΠ κύτταρα (Nagler et al., 1990). Επιπλέον η ΝΚ-ζ αλυσίδα
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εκφράζεται σε μεγαλύτερο βαθμό στα CD56 ΧΠ κύτταρα απ’ότι στα CD56 ΥΠ 

κύτταρα (Nagler et al., 1990). Τα CD56 ΧΠ κύτταρα κατόπιν διέγερσης τους με 

κύτταρα στόχους στα οποία έχουν προσδεθεί αντισώματα παρουσίασαν ισχυρή 

κυτταροτοξικότητα και έκφραση του υψηλής συγγένειας IL-2R. Η 

ενεργοποίηση αυτή προϋποθέτει τη δημιουργία του συμπλόκου 0ϋ16/ζ 

αλυσίδα και φωσφορυλίωση της ΝΚ-ζ αλυσίδας. Αντίθετα η ενεργοποίηση 

αυτή απέτυχε να αυξήσει τον πολλαπλασιασμό των CD56 ΧΠ κυττάρων σε 

απάντηση στην παρουσία της IL-2 (Baume et al., 1992 ). Παρ’όλα αυτά ο 

χαμηλός πολλαπλασιασμός αυτών των κυττάρων δεν σημαίνει απαραίτητα και 

χαμηλή ΝΚ-ενεργότητα (Cunningham et al., 1987). Από την στιγμή λοιπόν που 

τα CD56 ΧΠ κύτταρα αποτελούν την πλειονότητα των ΝΚ-κυττάρων του 

περιφερικού αίματος και εκδηλώνουν ισχυρή κυτταροτοξικότητα κατόπιν 

ενεργοποίησης τους, θεωρείται αναγκαίο η ανεύρεση εκείνων των παραγόντων 

που αυξάνουν τον πολλαπλασιασμό τους παρουσία IL-2. Η διασαφήνιση αυτών 

των μηχανισμών θα βοηθήσει την επίτευξη του μεγίστου πολλαπλασιασμού 

και αύξησης σε σημαντικούς αριθμούς των κυττάρων αυτών με στόχο να 

χρησιμοποιηθούν σε κλινικές εφαρμογές στην ανοσοθεραπεία του καρκίνου.

Η ετερογένεια των ΝΚ-κυττάρων δείχθηκε επίσης με την χρησιμοποίηση 

του μονοκλωνικού αντισώματος GL138 το οποίο επέτρεψε την ταυτοποίηση 

δύο φαινοτυπικά διαφορετικών ΝΚ υποπληθυσμών. Το αντίσωμα αστό 

προήλθε κατόπιν ανοσοποίησης ποντικών BALB/C μ ’ ένα κλώνο προερχόμενο 

από περιφερικά ΝΚ-κύτταρα και ο οποίος είχε τον φαινότυπο CD3- 

CD16+CD56+. Το αντίσωμα αυτό αναγνωρίζει ετεροδιμερή αποτελούμενα από 

δύο ομοιοπολικά συνδεδεμένες αλυσίδες μοριακού βάρους 55 και 58 kd (Moretta 

et al., 1990). Τα GL183+ κύτταρα αποτελούν το 40% ανάμεσα στα 

CD56+CD16+ ΝΚ-κύτταρα και παρουσιάζουν χαμηλότερη κυτταροτο

ξικότητα απ’ότι τα GL183- ΝΚ-κύτταρα. Σε πειράματα προσύνδεσης των 

GL183+ κυττάρων με το μονοκλωνικό αντίσωμα παρατηρήθηκε αύξηση της
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ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης jcou [Ca^+J και της παραγωγής κυτταροκινών, 

γεγονότα που συνδυάστηκαν με ισχυρή αύξηση της κυτταροτοξικής τους 

δράσης. Τα ευρήματα αυτά χαρακτηρίζουν τα GL-183 μόρια επιφάνειας σαν 

μεταβιβαστές σημάτων ενεργοποίησης σε ΝΚ κύτταρα. Η ετερογενεια των ΝΚ 

κυττάρων δημιούργησε πολλές δυσκολίες στην κατανόηση της ακολουθίας 

των γεγονότων που χαρακτηρίζουν την ΝΚ-κυτταρική ωρίμανση. Σε μια 

πρόσφατη αναφορά ο Lebow και οι συν. (Lebow et a l., 1993, επέτυχαν 

χρησιμοποιώντας μια τεχνική κυτταρομετρίας ροής να απομονώσουν και να 

χαρακτηρίσουν λειτουργικά καθορισμένους κυτταρικούς υποπληθυσμούς. Οι 

υποπληθυσμοί αυτοί καταχωρήθηκαν σε: α) εκείνους που συνδέονται με 

κύτταρα στόχους και τα λύουν (λυτικοί υποπληθυσμοί), β) εκείνους που 

£ συνδέονται με κύτταρα στόχους αλλά δεν παρουσιάζουν λυτική

3 λειτουργικότητα (συνδεδεμένοι μή λυτικοί υποπληθυσμοί), και γ) εκείνους

που δεν έχουν την ικανότητα σύνδεσης με κύτταρα στόχους (ελεύθεροι 

^ υποπληθυσμοί). Αυτοί οι υποπληθυσμοί αποδείχθηκε ότι αντιπροσωπεύουν

κύτταρα σε διαφορετικά στάδια της ΝΚ- διαφοροποίησης και που απαιτούν την 

παρουσία της IL-2 για να ωριμάσουν. Η αλληλουχία των σταδίων ωρίμανσης 

μπορεί να χαρακτηρισθεί ως ακολούθως: ΝΚ κύτταρα αποκτούν την 

κυτταροτοξικής τους λειτουργία πριν αρχίσουν να πολλαπλασιάζονται και 

στην συνέχεια αφού αλληλεπιδράσουν με κύτταρα στόχους επάγεται ο 

πολλαπλασιασμό τους και διαφοροποιούνται σε ειδικούς ΝΚ-κλώνους. Η 

παραγωγή μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι ειδικών ΝΚ-κλώνων θα 

βοηθήσει περαιτέρω στην αποσαφήνιση των μηχανισνών διαφοροποίησης και 

ενεργοποίησης των ΝΚ-κυττάρων.

1.10.2.4 Μεταφ ορά τω ν μ η νυμ ά τω ν στα ΝΚοτύτταρα.

Με τη χρήση μονοκλωνικών αντισωμάτων έναντι του FcRIIIA (CD16) στα 

ΝΚ-κύτταρα ή διαφορετικά χρησιμοποιώντας κύτταρα στόχους προσδεδεμένα 

με αντισώματα, επάγεται η ενεργοποίηση της PLC η οποία υδρολύει την 4,5

• 3 8 -
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διφωσφορική φωσφατιδυλοινοσιτο'λη η οποία προκαλεί με τη σειρά της την 

γένεση των ΙΡ3 και DAG σαν δευτερογενή μηνύματα και στην συνέχεια 

αύξηση της κινητοποίησης των ιόντων του Ca^+ και ενεργοποίηση της PKC 

(K ennedy  e t a l., 1991). Επίσης ενεργοποιώντας το CD 16 επάγεται φωσφορυλίωση 

σ’ένα αριθμό πρωτεϊνών συμπεριλαμβανομένου της ζ-αλυσίδας (O ’S h e a  e t al., 

1991). Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι ειδικοί αναστολείς της ΡΤΚ , 

αναστέλλουν τόσο το σχηματισμό των CD 16 επαγόμενων φωσφορικών της 

ινοσιτόλης όσο και την κυτταροτοξικότητα (συμπεριλαμβανομένης της ADCC 

και της ΝΚ και LAK κυτταροτοξικής δράσης (S ta h ls  e t a l., 1992, T in g  e t a l., 

1991 ,O ’S h e a  e t a l., 1992). Οι παρατηρήσεις α υ τ έ ς  οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η 

ενεργότητα της PLC στα ΝΚ-κύτταρα μετά την προσύνδεση της με το CD16 

ρυθμίζεται μέσω φωσφορυλίωσης πρωτεινικών τυροσινών. Με αυτό το τρόπο 

φαίνεται ότι η ΡΤΚ αναμιγνύεται στα πρώτα στάδια της μετάφρασης των 

μηνυμάτων προερχόμενα από εξωκυτταρικούς υποδοχείς (π.χ. CD 16) σε 

ενδοκυτταρικούς επαγωγείς όπως η PLC παρότι έχουν αναφερθεί στη 

βιβλιογραφία και άλλοι μηχανισμοί (π.χ. μετάφραση των μηνυμάτων μέσω των 

πρωτεϊνών που συνδέονται με το GTP) γ ι’αυτό το φαινόμενο (Procopio e t al., 

1991).

Από την άλλη μεριά όπως αναφέρθηκε προηγουμένως, φαίνεται ότι η 

πρωτογενής ρύθμιση της ενεργότητας της PLC σε ΝΚ και Τ- διεγερμένα 

κύτταρα γίνεται μέσω της φωσφορυλίωσης των πρωτεινικών τυροσινών. Κατά 

συνέπεια ο ρόλος των G-nρωτεινών στην ενεργοποίηση της PLC στα ΝΚ και Τ- 

κύτταρα απαιτείται περαιτέροι αποσαφήνισης. Εξάλλου λεπτομερείς μελέτες 

στη μελέτη του κύκλου της φοισφοινοσιτόλης στα λεμφοκύτταρα προτείνουν 

πολλαπλές θέσεις ενεργοποίησης διαφορετικές από την ενεργότητα της PLC 

(Inocuchi and Imboden, 1990).
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1.10.2.5 Ρ ύθυ ισ η  τηα ενερνοποίησιχα τω ν ΝΚ-κυττάοω ν

Μελέτες ετερογενών πληθυσμών ΝΚ-κυττάρων, προτείνουν ότι η 

ενεργότητα των ΝΚ-κυττάρων μπορεί να συνδέεται με τη παρουσίαση ειδικών 

αντιγόνων του ΜΣΙ στα κύτταρα στόχους. Ειδικώτερα φαίνεται ότι υπάρχει 

μια αντίστροφη συσχέτιση μεταξύ της έκφρ'ασης μερικών μορίων του ΜΣΙ 

τάξης I στα κύτταρα στόχους και της ΝΚ-κυτταροτοξικής δράσης. Έτσι 

δείχθηκε ότι μεταλλαγμένες κυτταρικές σειρές που δεν εκφράζουν τα μόρια 

του τάξης I του ΜΣΙ είναι πιο ευαίσθητες στην ΝΚ-κυτταρική λύση απ'ότι οι 

μη μεταλαγμένες (R enzo  et a l.,1991 ). Επιπλέον η επιμόλυνση κυτταρικών 

σειρών, αρνητικών όσον αφορά την έκφραση των μορίων τάξης I του ΜΣΙ, με 

το γονίδιο της 02 μικροσφαιρίνης οδήγησε στην έκφραση των μορίων τάξης I 

του ΜΣΙ στην επιφάνεια των κυτταρικών αυτών σειρών και ταυτόχρονα 

% κατέστησε αυτές ανθεκτικές στην ΝΚ λυτική δραστηριότητα (S h im iz u  et al.,

1989, C arlow  et a l ,  1991). Παρόμοιες μελέτες έχουν δείξει σύμφωνα 

αποτελέσματα: έτσι η επιμόλυνση κυττάρων με τα ίδια τα γονίδια που 

κωδικοποιούν για συγκεκριμένα μόρια της τάξης I του ΜΣΙ (και όχι πλέον για 

το γονίδιο της 02 μικροσφαιρίνης που οδηγεί έμμεσα στην συνέκφραση των 

μορίων τάξης I του ΜΣΙ) οδήγησε σε ενισχυμένη ΝΚ-κυτταροτοξικότητα όταν 

τα κύτταρα αυτά χρησιμοποιήθηκαν σαν κύτταρα στόχοι (Versteeg, 1991). Αυτά 

τα ευρήματα επι0ε0αιώθηκαν και από in vivo μελέτες σε μυς που δεν 

εκφράζουν την 02 μικροσφαιρίνη (02 ελαττωματικά διαγενετικοί μυς: 

trangenic mice) και κατά συνέπεια δεν εκφράζουν τα τάξης I μόρια του ΜΣΙ 

στην επιφάνεια των κυττάρων τους. Σπληνοκύτταρα από 02 ελαττωματικούς- 

διαγενετικούς BALB/c μυς απεδείχθησαν κατά πολύ ανθεκτικότερα σαν 

κύτταρα στόχοι έναντι στην ΝΚ-κυτταροτοξικότητα σε σύγκριση με 

σπληνοκύτταρα από BALB/c μυς που εξέφραζαν τα τάξης I ΜΣΙ μόρια 

(B axevan is  and. P a p a m ich a il, 1994). Λαμ0άνόντας λοιπόν υπόψη αυτές τις μελέτες 

συμπεραίνουμε ότι τα τάξης I μόρια του ΜΣΙ παρουσιάζουν πεπτίδια στα ΝΚ-
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κύτταρα όπως γίνεται και με τα κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα αλλά με 

αντίθετες λειτουργικές συνέπειες, καθότι σε αντίθεση με τα κυτταροτοξικά Τ- 

κύτταρα, τα ΝΚ-κύτταρα είναι λιγότερο κυτταροτοξικά έναντι στόχων που 

εκφράζουν μόρια του τάξης I ΜΣΙ ενώ είναι περισσότερο ικανά να λύουν 

κύτταρα στόχους που δεν έχουν έκφραση μορίων του ΜΣΙ. Για να εξηγηθεί το 

φαινόμενο της αντίστροφης συσχέτισης μεταξύ της έκφρασης των αντιγόνων 

στα τάξης I μόρια του ΜΣΙ και της ικανότητας για ΝΚ-λύση προτάθηκαν δύο 

μηχανισμοί (K arre e t a l., 1986). Το μόριο τάξης I του ΜΣΙ μπορεί να καλύπτει το 

αντιγόνο στο κύτταρο στόχο πάνω στο οποίο αναγνωρίζεται από το ΝΚ- 

κύτταρο. Με αυτό το τρόπο εμποδίζεται η προσκόλληση των ΝΚ-κυττάρων 

στα κ ύ ττα ρ α  στόχους. Σύμφωνα με τη δεύτερη υπόθεση το μόριο τάξης I του 

ΜΣΙ μπορεί να αναγνωρίζεται ειδικά από ένα υποδοχέα του ΝΚ-κυττάρου το 

οποίο μεταφέρει ένα αρνητικό μήνυμα. Σύμφωνα με το πρώτο μοντέλο ή 

αλλιώς μοντέλο αμφίεσης (masking model) απαιτείται τουλάχιστον ένας 

υποδοχέας στο ΝΚ-κύτταρο ο οποίος προσκολλάται σε δομές του κυττάρου 

στόχου ενώ με βάση το δεύτερο μοντέλο αρνητικής τροφοδοσίας (negative 

signalling model) απαιτούνται δύο υποδοχείς, ένας για ενεργοποίηση και ένας 

για αναστολή. Από τους δύο προτεινόμενους μηχανισμούς αν και η θεωρία 

μεταμφίεσης δεν έχει απορριφθεί, μελέτες των τελευταίων χρόνων 

υποστηρίζουν το μοντέλο της αρνητικής τροφοδοσίας .

1.10.2.6 Ο ρόλος τω ν  Ν Κ -κυττάρω ν στη ν  ανοσοεπιτιίρησιι τω ν όγκω ν.

Ο ρόλος των ΝΚ-κυττάροιν στην ανοσοεπιτήρηση έναντι νεοπλασματικών 

κυττάρων πρωτοδείχθηκε σε πειραματικά ζωικά μοντέλα και αργότερα στον 

άνθρωπο όπου η βράχυνση της επιβίωσης ή η σμίκρυνση του χρόνου 

εκδήλωσης μεταστάσεων σε ασθενείς με συμπαγείς όγκους συσχετίστηκε με 

ελλατωμένη ΝΚ-κυτταροτοξικη δράση (T r in c h ie r i , 1989, W h ite s id e  et a l., 1986, 

B a tch  et a l ,  1983). Αλλά η άμεση απόδειξη για την εμπλοκή των ΝΚ-κυττάρων 

στην άμυνα του οργανισμού εναντίον καρκινικών κυττάρων ήλθε με την
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ανάπτυξη του LAK-φαινομένου,. Ετσι λοιπόν στις αρχές της δεκαετίας του 1980 

ο Rosenberg και συν. (G r im m  e t a l., 1982) παρατήρησαν ότι μονοπύρηνα 

περιφερικού αίματος κατόπιν καλλιέργειας με IL-2 απέκτησαν κυτταροτοξική 

δράση έναντι ενός ευρέος φάσματος καρκινικών κυττάρων. Τα κύτταρα αυτά 

ονομάσθησαν lymphokine-activated killer (LAK) κύτταρα και μετέπειτα 

χρησιμοποιήθησαν με IL-2 σε ανοσοθεραπευτικά κλινικά σχήματα σε ασθενείς 

με καρκίνο (R osenberg  et a l., 1985). Παρά το γεγονός ότι τα μέχρι στιγμής 

αποτελέσματα από τέτοιου είδους κλινικές μελέτες κυμαίνονται σε μέτρια 

επίπεδα (30-40% αντικειμενικές κλινικές απαντήσεις σε ασθενείς με μελάνωμα 

και καρκίνο του νεφρού) (R osenberg  e t a l., 1987) πιστεύεται ότι η βελτίωση των 

συνθηκών ενεργοποίησης των LAK in-vitro θα επιφέρει καλύτερα κλινικά 

αποτελέσματα. Η δράση των LAK κυττάρων in-vitro και in-vivo αποδόθηκε, σε 

μετέπειτα μελέτες, σε ενεργοποιημένα ΝΚ-κύτταρα τα οποία και αποτελούν 

την πλειονότητα (>90%) των προδρόμων κυττάρων που παρουσία IL-2 

ενεργοποιούνται και αποκτούν LAK δραστηριότητα (O rta ldo  e t a l., 1986).

Εκτός από την IL-2 και άλλες κυτταροκίνες φαίνεται ότι συνεργάζονται 

άμεσα ή έμεσα για την ενεργοποίηση των ΝΚ-κυττάρων. Η IFN-γ φαίνεται να 

δρά συνεργιστικά με χαμηλές συγκεντρώσεις IL-2, και να προάγει την 

διαφοροποίηση των PBL σε LAK κύτταρα τα οποία μπορούν και λύνουν ΝΚ- 

ανθεκτικές κυτταρικές γραμμές και καρκινικά κύτταρα από μελάνωμα 

(K a u fm a n n  et a l., 1991, P a p a m ic h a il a n d  B a xeva n is , 1992). H IL-2 με την 5- 

φλουοουρακίλη (5-FU) ή η IFN-α με την 5-FU ενισχύουν σημαντικά την ΝΚ- 

κυτταροτοξικότητα έναντι διαφορετικών καρκινικών σειρών όπως καρκίνου 

τραχήλου μήτρας, χρόνιας λευχαιμίας, λευχαιμίας εκ τριχωτών κυττάρων και 

κυττάρων σαρκώματος Kaposi (R e ite r  et a l., 1992). Εκτός από την IL-2, και οι 

IFN-α ή IFN-γ ή ο TNF-a έχουν δειχθεί να αυξάνουν (απουσία IL-2) την LAK- 

κυτταροτοξικότητα όχι όμως σε τέτοιο βαθμό όπως η IL-2 μόνη της (Jackson  et 

a l ,  1992). Η καλύτερη συνεργασία IL-2 KaiTNF-a επιτεύχθηκε όταν
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χρησιμοποιήθηκαν χαμηλές συγκεντρώσεις IL-2 οι οποίες από μόνες τους ήταν 

ανενεργός στην δημιουργία LAK-κυτταροτοξικότητας (Ja ckso n  e t a l ,  1992, 

C houa ib  e t a l., 1988, M a to ss ia n -R o g ers  e t a l., 1989). Η λειτουργική αυτή 

αλληλεπίδραση μεταξύ IL-2 και TNF-α εμπερικλείει την επαγωγή του 

υποδοχέα του TNF-α στα ΝΚ-κύτταρα ακολουθόμενο από την έκφραση των 

υψηλής συγγένειας συμπλοκών του υποδοχέα της IL-2 στα ίδια κύτταρα.

Η IL-6 έχει δειχθεί να συμμετέχει στην διαφοροποίηση των κυτταρο- 

τοξικών Τ-κλώνων (CTL) (T a ka i e t  a l., 1988) και πιο πρόσφατα αναφέρθηκε ότι 

η IL-6 επάγει την ΝΚ-ενεργότητα σε ανενεργό CD3'CD56+ κύτταρα (S m y th  et 

al., 1991, L u g e r  e t a l., 1989) και αυξάνει την LAK-κυτταροτοξικότητα σε PBL 

καλλιεργημένα με IL-2 (S m y th  e t a l., 1991, G a llacher et a l., 1990)· Επιπλέον όταν η 

IL-6 συνδυαστεί με κυκλοφωσφαμίδη προκαλεί υποχώρηση των πνευμονικών 

μεταστάσεων σε μυς με όγκο δημιουργώντας CTL ειδικών για τον όγκο (M ule  e t 

al., 1992). Η IL-6 συμμετέχει στην γένεση TIL με αυξημένη in-vivo 

αντικαρκινική δράση σε ανθρώπους (M ulle  et al., 1992). LAK-δραστηριότητα 

έχει επίσης εντοπιστεί σε απομονωμένα CD3-CD16+ με χαμηλές συγκεν

τρώσεις IL-2 και IL-10 (S p a g n o li et a l., 1993). Στην ίδια αναφορά η IL-10 φάνηκε 

να αναστέλλει την παραγωγή IFN-γ και TNF-a χωρίς να επηρεάζει την 

επαγωγή και τα επίπεδα της LAK-ενεργότητας. Κατά συνέπεια η IL-10 θα 

μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σε ανοσοθεραπευτικά πρωτόκολλα για να 

ελαττώσει την τοξικότητα από την έγχυση IL-2. Αυτό θα μπορούσε να 

επιτευχθεί είτε με αναστολή της παραγωγής των IL-2 επαγμένων 

κυτταροκινών που προκαλούν τις παρενέργειες της θεραπείας όπως είναι οι 

IFN-γ και TNF-α (P a rk in so n , 1990), ή προκαλώντας την επαγωγή ισχυρής LAK 

ενεργότητας in vivo όταν συνχορηγείται με χαμηλές μή τοξικές δόσεις IL-2. 

Εκτός από την IL-2, η IL-7 σε καλλιέργειες διαχωρισμένων πληθυσμών CD56+ 

κυττάρων επάγει την LAK δραστηριότητα (N a u m e a n d  E sp ev ik , 1991). Η 

επαγωγή της LAK ενεργότητας από την IL-7 ήταν σχεδόν συγκρίσιμη με

-43-



VT
i

Εισαγωγή

αυτήν που δημιουργείχαι παραυσία IL-2, και συνοδεύεται από έκφραση των 

υποδοχέων για την IL-2 και τον TNF-α σε CD56+ κύτταρα· Εχει επίσης 

περιγράφει ότι η IL-7 απουσία IL-2 προκαλεί in-vitro δευτερογενείς Τ 

κυτταροτοξικές δράσεις ειδικές για κάποιο αντιγόνο (Kos a n d  M u llbacher, 1993). 

Παρόμοια δράση με την IL-7 σε καθαρούς πληθυσμούς ΝΚ-κυττάρων έχει 

πρόσφατα αποδοθεί στην IL-12 (N a u m e  et a l., 1992). Τα αποτελέσματα της 

δράσης της IL-7 και IL-12 σε CD56+ ΝΚ κύτταρα αναστάλθησαν όταν 

προστέθηκε στην καλλιέργεια ένα αντίσωμα anti-TNF-a, κάτι που σημαίνει ότι 

η ενδογενής παραγωγή του TNF-a δρά συνεργιστικά για την ενεργοποίηση 

των ΝΚ-κυτχάρων· Εξωγενή IL-1 έχει δειχθεί ότι σε συνδυασμό με την IL-2 

αυξάνει την LAK-κυτταροτοξικότηχα (C rum p , 1989). Μάλιστα σε μια πρόσφατη 

αναφορά οχ Fujiwara και Grimm (1992) έδειξαν ότι η επαγωγή της LAK- 

i  ενεργότητας εφαρμόζοντας ένα συνδυασμό IL-2 και IL-1 θα μπορούσε να

ανασταλεί από την παρουσία ενός ανταγωνιστή για τον υποδοχέα της IL-1 (IL- 

- laR). Ο IL-laR εμποδίζει την σύνδεση της ενδογενούς παραγόμενης IL-1 στον

υποδοχέα της με αποτέλεσμα την αναστολή της έκφρασης του m-RNA για τον 

TNF-a. Τα πειραματικά αυτά δεδομένα ενισχύουν την σπουδαιότητα της 

ενδογενής δράσης της IL-1 στην διαδικασία γέννεσης της LAK-ενεργότητας, 

κάτι το οποίο φαίνεται να επιτυγχάνεται μέσω της IL-1 εξαρτώμενης 

απελευθέρωσης του TNF-a σε ΝΚ-κύτταρα καλλιεργημένα με IL-2.

Αλλοι παράγοντες που συμμετέχουν στην ρύθμιση της LAK-ενεργότητας 

σε ανθρώπινα PBL είναι ο TGF-β (S m y th  a n d  O rta ldo , 1991), πεπτίδια που 

ενεργοποιούν τα ουδετερόφιλα (K le in -S tru c k m e ir  et a l.,1991) και η 

προσταγλανδίνη-Ε2 (PGE-2) που παράγεται από περιφερικά μονοκύτταρα 

(B a xeva n is  e t a l., 1993). Σε μια πρόσφατη αναφορά η PGE-2 δείχθηκε ότι 

καταστέλλει την δημιουργία της LAK-κυτταροτοξικότητας. Α υ τ ό  πραγμα

τοποιείται με τη ελλάτωση της έκφρασης του υποδοχέα της IL-2 σε CD56+ 
κύτταρα καλλιεργημένα με IL-2. Αναστολή της δράσης της PGE-2 και
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επαναφορά της LAK-ενεργότητας σε φυσιολογικά επίπεδα επιτεύχθηκε με την 

χρήση ινδομεθακίνης ή IFN-γ (B axeuan is  et a l., 1993). Υπερκείμενα 

καλλιεργειών καρκινικών κυτταρικών σειρών (G u illo n  e t a l., 1989) καθώς και 

μερικών ομάδων λεμφοκυττάρων που διηθούν όγκους από καρκίνο νεφρού και 

μελάνωμα (C hakraborty  et a l., 1991) κατε'στειλαν επίσης την LAK-ενεργότητα . 

Τέλος ο Sone και οι συνεργάτες του (Sone e t a l., 1988) βρήκαν ότι 

συνκαλλιέργεια IFN-α και IFN-β με IL-2 σε καλλιεργείς PBL ανεστειλλαν τη 

δημιουργία της LAK-ενεργότητας επεμβαίνοντας αρνητικά στην έκφραση του 

υποδοχέα της IL-2.

1.10.4 Μ ηχανισμοί κατασ τροφ ή ς των κυττά ρω ν στόχω ν.

Εχουν αναφερθεί με'χρι τώρα διάφορες θεωρίες που εξηγούν τους 

μηχανισμούς με τους οποίους τα ΝΚ-κύτταρα σκοτώνουν τους στόχους τους. 

Η θεωρία της λύσης των κυττάρων με'σω της περφορίνης βασίζεται στην 

παρατήρηση ότι τα ΝΚ-κύτταρα διαθέτουν κυτταροπλασματικά λυτικά 

κοκκία που περιέχουν κυτταρολυσίνη ή πιο γνωστή σαν περφορίνη, καθώς 

επίσης και εστεράσες της σερίνης (Berke, 1991). Η περφορίνη παρουσιάζει 

ομολογία για το C9 συστατικό του συμπληρώματος και πιστεύεται ότι 

λειτουργεί με τον ίδιο τρόπο στην ρήξη των βιολογικών μεμβρανών μέσω του 

σχηματισμού διαμεμβρανικοίν πόρων. Ο σχηματισμός των πόρων 

επιτυγχάνεται κατόπιν πολυμερισμού της περφορίνης παρουσία ιόντων Ca^+ 

σε πολυπερφορίνη. Τα ιόντα Ca^+ καθίστανται απαραίτητα για την ρύθμιση 

της έκκρισης της περφορίνης και των εστερασών της σερίνης (K a w a sa k i et al., 

1992, T schopp  a n d  N a b h o lz , 1990).

Εναλλακτικά με το μοντέλο της περφορίνης έχει προταθεί το μοντέλο της 

"εσωτερικής διάσπασης" του κυττάρου στόχου μέσω μιας αυτολυτικής 

διαδικασίας (Berke, 1991). Σύμψοινα με τη θεωρία αυτή τα μηνύματα λύσης που 

προκύπτουν ύστερα απο' την σίΓνδεση του κυτταροτοξικού κυττάρου με το
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κύτταρο στόχο επάγουν την καταστροφή του κυττάρου στόχου. Το μήνυμα 

θανάτωσης μεταφέρεται από το εκτελεστικό κύτταρο στο κύτταρο στόχος, 

μέσω της σύνδεσης του υποδοχέα (στο φονικό κύτταρο) στο συμπληρωματικό 

του μόριο στο κύτταρο στόχος και στην συνέχεια ακολουθεί η μετάφραση του 

μηνύματος αυτού. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την αλλαγή στην διαπερατότητα 

των μεμβρανών των κυττάρων στόχων στα ιόντα Ca%+  κάτι το οποίο 

ενεργοποιεί ενδονουκλεάσες και πρωτεάσες που καταστρέφουν τελικά το 

κύτταρο στόχος (S q u ie r  a n d  C ohen, 1994).

Επιπρόσθετοι μηχανισμοί λύσης που έχουν προταθεί περιλαμβάνουν 

προσύνδεση στην μεμβράνη του κυττάρου στόχου, του παράγοντα νέκρωσης 

όγκων (L iu  e t a i ,  1989) και της εκλυόμενης τριφωσφορικής αδενοσίνης 

(F illip in i, 1990) σαν μεσολαβητές της κυτταρικής λύσης. Πρόσφατα δημο

σιεύτηκε (T a e h in a b a  e t al„ 1992) ότι η ΝΚ-λύση των καρκινικών κυττάρων 

στόχων επιτυγχάνεται μέσω της παραγωγής και της έκκρισης ενός 

κυτταροτοξικού παράγοντα μοριακού βάρους 57kDa. Το εύρημα αυτό φαίνεται 

να επιβεβαιώνεται και από άλλη ερευνητική ομάδα (H ersh  et a l ,  1989) τα 

αποτελέσματα της οποίας δείχνουν ότι διεγερμένα με IL-2 μονοπύρηνα 

παράγουν ένα παράγοντα 50 kDa ο οποίος καταστέλλει την ανάπτυξη των 

καρκινικών κυτταρικών σειρών όχι όμως και των λεμφοκυττάρων.

Συμπερασματικά θα λέγαμε ότι η κυτταροτοξικότητα των ΝΚ- 

λεμφοκυττάρων επάγεται και ρυθμίζεται από ένα διαφορετικό αριθμό 

διαλυτών χημικών μεσολαβητών που αλληλεπιδρούν κατά ένα τρόπο 

περίπλοκο και μερικές φορές άγνωστο. Αυτές οι ανοσορυθμιστικές 

κυτταροκίνες μπορούν να ενισχύσουν την επαγωγή διαφόρων εκτελεστικών 

κυτταρικών τύπων όταν προστίθενται εξωγενώς σε καλλιέργειες παρουσία ή 

απουσία IL-2. Οι πληροφορίες λοιπόν που προέρχονται από την in vitro 

ρύθμιση της LAK δραστήριοι ήτας των ΝΚ-κυττάρων αποκτούν μεγάλο



Εισαγωγή

ενδιαφέρον για την in situ ρύθμιση της κυτταροτοξικής λειτουργίας έναντι 

νεοπλασμάτων.

1.11 Κ α οκ ιν ικά  Κ υττα ρ ικά  Α ν τ ι γ ό ν α

(Κ Ε Α , t u m o r  a s s o c i a t e d  a n t ig e n s ) .

Τα καρκινικά κύτταρα για να προκαλούν διέγερση του ανοσοποητικοά 

συστήματος πρέπει να εκφράζουν "καρκινικά αντιγόνα" δεσμευμένα στα τάξης 

I ή τάξης II προϊόντα του ΜΣΙ. Τα Τ-λεμφοκύτταρα που εκφράζουν τον TCR 

και μπορούν να αναγνωρίσουν τέτοιου είδους σύμπλοκα ΚΚΑ/ΜΣΙ 

ενεργοποιούνται και αναπτύσσουν αντικαρκινική δράση . Υπάρχουν πολλές 

αναφορές προερχόμενες από ζωικά μοντέλα στα οποία έχει επαχθεί με χημικό 

τρόπο ή με UV η έκφραση τέτοιων ΚΚΑ έτσι ώστε να επάγεται ανοσολογική 

απάντηση με τη δραστηριοποίηση CD4 και CD8 λεμφοκυττάρων και την 

τελική απόρριψη του όγκου (Tschopp and Nabholz, 1990).

Στους ανθρώπους πιστεύεται ότι τα ΚΚΑ προέρχονται από δομικά μή 

φυσιολογικές πρωτεΐνες. Εχει προταθεί ότι οι πρωτεΐνες οι οποίες έχουν 

μεταβληθεί δομικά κατόπιν μετασχηματισμού, εκφράζουν επίτοπους που 

προκαλούν διέγερση των Τ-λεμφοκυτταρικών απαντήσεων. Υπάρχουν 

δεδομένα (Jerome et al., 1991) που δείχνουν ότι CTL από ασθενείς με καρκίνο 

μαστού ή παγκρέατος μπορούσαν να λύσουν διάφορα καρκινικά κύτταρα που 

εκφράζουν μουκίνες (γλυκοπρωτείνες εκφρασμένες σε υγιή επιθηλιακά 

κύτταρα και στους αντίστοιχους όγκους) όχι όμως και φυσιολογικά κύτταρα 

που εκφράζουν μουκίνες. Αυτή η μουκίνη-κατευθυνόμενη κυτταροτοξικότητα 

αναστάλθηκε από ένα μονοκλωνικό αντίσωμα που αναγνωρίζει ένα επίτοπο της 

πρωτεΐνης που εκφράζεται κατά προτίμηση σε νεοπλασματικά κύτταρα (Barnd 

et al., 1989). Γι αυτό το λόγο οι συγγραφείς προτείνουν ότι δεν εμφανίζεται 

αυτός ο επίτοπος (masking effect) στα φυσιολογικά κύτταρα (κατά πάσα
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πιθανότητα λόγω της ισχυρής γλυκοσυλίωσης της μουκίνης) και εμφανίζεται 

στα μετασχηματισμένα καρκινικά κύτταρα δημιουργώντας έτσι ΚΚΑ.

Μεταλαγμένοι καθοριστές πρωτοογκογονιδίων δύνανται επίσης να 

ενεργοποιήσουν Τ λεμφοκύτταρα επάγοντας έτσι ανοσοαπάντηση έναντι 

νεοπλασματικών κυττάρων που φέρουν τα μεταλλαγμένα αυτά ογκογονίδια. 

Εχει δειχθεί ότι συνθετικά πεπτίδια που αντιπροσωπεύουν τα αμινοξέα 5-16 

της μεταλλαγμένης πρωτεΐνης του ογκογονιδίου p21ras επάγει την δημιουργία 

in-vitro ειδικών για το πεπτίδιο Τ4 κυτταρικών σειρών (J u n g  a n d  Sch luesener, 

1991). Τέτοιες μεταλλαγμένες ras πρωτεΐνες παρατηρήθηκαν σε πολλές 

νεοπλασίες (Peace et a l ,  1991, C hen  e t a l ,  1992) και μπορεί να αντιπροσωπεύουν 

ένα κοινό ΚΚΑ έναντι του οποίου μπορεί να κατευθυνθεί η ανοσοαπόκριση

Εχουν απομονωθεί κυτταροτοξικές Τ λεμφοκυτταρικές σειρές και κλώνοι 

από μονοπύρηνα κύτταρα ασκιτικού υγρού ασθενών με καρκίνο ωοθήκης και 

έχει δειχθεί ότι αναγνωρίζουν πολλαπλούς επίτοπους στα αυτόλογα καρκινικά 

κύτταρα ( Io a n n id e s  e t a l., 1991α). Οι επίτοποι πιθανότατα κωδικοποιούνται από 

το HER2/new ογκογονίδιο (το οποίο υπερεκφράζεται στον καρκίνο ωοθήκης) 

και επάγει ανθεκτικότητα σε κυτταρικές σειρές ωοθήκης έναντι της δράσης 

κυτταροτοξικών μακροφάγων και ενεργοποιημένων ΝΚ-κυττάρων (H u d z ia k  et 

al., 1988, L ic h te n s te in  et a l., 1990). Σε σχέση με αυτά τα ευρήματα έχει δειχθεί ότι 

συνθετικά πεπτίδια που αντιπροσωπεύουν προϊόντα κωδικοποίησης περιοχών 

του HER2/new καθιστούν κύτταρα στόχους ευάλωτα στη λύση από τους ίδιους 

CTL κλώνους ( Io a n n id e s  e t a l., 1993 & 1992).

Η δημιουργία κυτταροτοξικών Τ λεμφοκυτταρικών κλώνων για ΚΚΑ 

συνέβαλε στην υποβολή καρκινικών κυττάρων σε ανοσοεπιλογή in vitro και 

έτσι στην απομόνωση ανθεκτικών καρκινικών κλώνων. Πολλοί τέτοιοι 

καρκινικοί κλώνοι δείχθηκαν να λύονται από άλλους CTL κλώνους οι οποίοι 

προέρχονταν από τον ίδιο όγκο, έτσι ώστε ήταν δυνατό ο καθορισμός
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διαφορετικών ΚΚΑ σε αυτά τα καρκινικά κύτταρα (K n u th  e t a l ,  1989, V a n  den  

E y n d e  e t a l., 1989). Τα αντιγόνα αυτά παρουσιάζονταν από ένα συγκεκριμένο 

αλληλόμορφο του ΜΣΙ τάξης I (το ΜΣΙ-Α) με αποτέλεσμα οι καρκινικές 

ποικιλίες που δεν είχαν αυτό το ποικιλόμορφο παρά το γεγονός ότι εξέφραζαν 

το ΚΚΑ, μπορούσαν να ξεφύγουν από την ανοσοαναγνώριση (K n u th  et a l., 1989, 

V an  d e n  E y n d e  e t a l., 1989, T o p a lia n  a n d  R osenberg , 1990). Μια γενετική 

προσέγγιση επέτρεψε την πρώτη διεθνώς κλωνοποίηση ενός γονιδίου 

ονομαζόμενου MAGE - 1, που κωδικοποιεί ένα αντιγόνο ανθρώπινου 

μελανώματος (V a n  d e r  B ru g g e n  et a l., 1991) το οποίο αναφέρθηκε από τις προανα- 

φερθείσες διαδικασίες ανοσοεπιλογής. Το γονίδιο αυτό MAGE-1 κωδικοποιεί 

την έκφραση του αντιγόνου ΜΖ2-Ε που είναι μια πρωτεΐνη μοριακού βάρους 

30kd η οποία δεσμεύεται στο ΜΣΙ-Al αλληλόμορφο και το σύμπλοκο αυτό 

αναγνωρίζεται από ειδικούς CTL κλώνους (Boon, 1993). To MAGE-1 ανήκει σε 

μια οικογένεια στενά συνδεδεμένων γονιδίων τα οποία δεν εκφράζονται σε 

φυσιολογικά κύτταρα και εκφράζονται (εκτός από τα μελανώματα) σε διάφορες 

άλλες μορφές καρκίνου, όπως ο καρκίνος του πνεύμονα (V an  d er  B ru g g en  a n d  

V an d en  E yn d e , 1992).

Η ταυτοποίηση τέτοιων αντιγόνων σχετιζόμενων με τον όγκο και την 

αντιστοίχιση γονιδίων τους μπορεί να έχει σημαντικές εφαρμογές στην 

ανοσοθεραπεία του καρκίνου από τη στιγμή που μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

σαν εμβόλια στην θεραπεία του καρκίνου.

1.12 Ε ιδικέσ ανοσοπαντιίσειο λεικροκυτταοω ν 

σε ανθοώ πινεα  νεοπλασίες

Α. Ειδικός πολλαπλασιασμός Τ (βοηθητικών) κυττάρων

εναντίον αυτόλογων καρκινικών κυττάρων.

Τα τελευταία χρόνια πειραματικά δεδομένα υποστηρίζουν την άποψη ότι η 

επαγωγή νεοπλασίας προκαλεί στο ξενιστή φορέα ειδικές κυτταρικές ανοσο-
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απαντήσεις έναντι των νεοπλασματικών κυττάρων που εκδηλώνονται μέσω 

διαφορετικών μηχανισμών και που συμπεριλαμβάνουν ρυθμιστικές 

(βοηθητικές και κατασταλτικές) και κυτταροτοξικές λειτουργίες. CD4+Th 

έχουν περιγράφει να εκδηλώνουν ειδική απάντηση έναντι αυτάλογων 

καρκινικών κυττάρων που εντοπίζεται με την έκφραση IL-2 ειδικών 

υποδοχέων στα Th και εκφράζεται σαν πολλλαπλασιασμάς (μικτή 

λεμφοκυτταρική-νεοπλασματική καλλιέργεια, mixed lymphocytes tumor 

culture MLTC) (Allarena et al., 1988). Αυτός ο πολ/σμός ειδικά για τον όγκο 

πιθανότατα επάγεται κατόπιν αναγνώρισης των ΚΚΑ στα νεοπλασματικά 

κύτταρα από τα Τ-λεμφοκύτταρα (Browing and Bobmer, 1992)

ί Μέχρι τώρα υπάρχουν πολλά πειραματικά ευρήματα που υποστηρίζουν

 ̂ την άποψη ότι τα Τ-λεμφοκύτταρα σε MLTC καλλιέργειες πολλαπλασιάζονται

αφού πρώτα αναγνωρίσουν προϊόντα του ΜΣΙ εκφρασμένα στα νεοπλασματικά 

κύτταρα.Κατά πάσα πιθανότητα μόρια του ΜΣΙ λειτουργούν σαν στοιχεία 

περιορισμού για τον ειδικό πολλαπλασιασμό των Τ-λεμφοκυττάρων έναντι των 

ΚΚΑ. Έτσι έχει αναφερθεί ότι ο ειδικός πολλαπλασιασμός των Τ- 

λεμφοκυττάρων σε MLTC καλλιέργειες από ασθενείς με μελάνωμα ήταν 

μεγαλύτερος παρουσία νεοπλασματικών κυττάρων απομονωμένα από την 

πρωτογενή εστία απ'ότι χρησιμοποιώντας καρκινικά κύτταρα μελανώματος 

προερχόμενα από μετάσταση. Η εξήγηση στο φαινόμενο αυτό έχει να κάνει με 

την αυξημένη έκφραση των τάξης II μορίων του ΜΣΙ στον πρωτογενή όγκο 

(Anichini, 1989) Μ ια  άλλη απόδειξη η οποία συνδέει την έκφραση των 

αντιγόνων του ΜΣΙ και την απάντηση στον όγκο προέρχεται από μελέτες σε 

καρκίνο ωοθήκης και πνεύμονα (Vanky et al., 1988). Τα πειράματα που έγιναν 

επιβεβαίωσαν ότι η έκφραση των προϊόντων του τάξης II ΜΣΙ συνδέεται in 

vivo με την παρουσία λεμφοκυττάρων που διηθούν τον όγκο και in vitro με 

την ικανότητα διέγερσης από τα καρκινικά κύτταρα σε MLTC καλλιέργειες. 

Αυτά τα ευρήματα βέβαια δεν αποτελούν άμεση απόδειξη για τον ανοσολογικό
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ρόλο των αντιγόνων τάξης II του ΜΣΙ σε νεοολασματικά κύτταρα. Ετσι παρά 

το γεγονός ανίχνευσης υψηλών MLTC απαντήσεων σε ασθενείς με καρκίνο 

ωοθήκης, δεν βρέθηκε αξιόλογη συσχέτιση μεταξύ της έκφρασης του HLA-DR 

στα καρκινικά κύτταρα και του ειδικού για τη νεοπλασία πολλαπλασιασμού 

των Τ-λεμφοκυττάρων (A llavena  et al., 1988). Επιπλέον ο Wang και οι 

συνεργάτες του (W a n g  et a l., 1992) δημοσίευσαν πρόσφατα την απομόνωση και 

τον χαρακτηρισμό αυτονεοπλασμαχικών αντιδρώντων CD4+ και CD8+ 

κλώνων από ασθενείς των οποίων τα νεοπλάσματα δεν εξέφραζαν μόρια του 

τάξης II ΜΣΙ.Το μεγαλύτερο ποσοστό των CD8+ κλώνων ήταν κυτταροτοξικά 

κύτταρα ενώ οι CD4+ κλώνοι οι οποίοι μπορούσαν σε μικρότερο βαθμό να 

λύσουν και αυτόλογα και ετερόλογα καρκινικά κύτταρα-στόχους. Σε μια 

περίπτωση κακοήθους μελανώματος απομονώθηκαν ειδικοί CD8+ 

κυτταροτοξικοί κλώνοι που ενεργοποιούνται απουσία αυτολόγων Th (F ossa ti et 

a l.,1988). Αυτό αποτελεί ένδειξη για την παρουσία βοηθητικά -ανεξάρτητων 

κυτταροτοξικών κλώνων που ενεργοποιούνται με διαφορετικά λειτουργικά 

προγράμματα από καθοριστές των ίδιων των καρκινικών κυττάρων .

Ολα αυτά τα δεδομένα υποστηρίζουν την άποψη ότι ειδικός 

πολλαπλασιασμός των CD4+ Τ-κυττάρων σε απάντηση προς αυτόλογα 

καρκινικά κύτταρα δε μπορεί να θεωρηθεί ότι προέρχεται από Th μέχρι τη 

στιγμή που αυτό το δυνητικό βοηθητικό CD4+ Τ-κύτταρο μπορεί να παράγει 

όλους τους απαραίτητους παράγοντες (π.χ. IL-2) για την επαγωγή

εκτελεστικών κυτταροτοξικοίν κυττάρων με ειδικότητα προς τον όγκο. Αυτό 

έχει μερικώς δειχθεί σε ασθενείς με καρκίνο του λάρυγγα και της ουροδόχου 

κύστης (C ozzo lino  e t a l., 1987) όπου Τ-λεμφοκύτταρα από διηθημένους 

λεμφαδένες παράγουν IL-2 σε απάντηση προς τον αυτόλογο όγκο, προτείνοντας 

έτσι την ύπαρξη ειδικοίν για τον όγκο αυτόλογων Τ-βοηθητικών 

λεμφοκυττάρων. Επιπλέον ο Nomura και οι συνεργάτες του (N o m u ra  et al., 

1992) αναλύοντας μηχανισμούς ελέγχου διήθησης των Τ-λεμφοκυττάρων σε
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νεοπλασματικούς ιστούς, ανακάλυψαν ένα παράγοντα που παράγεται από 

ειδικά για τον όγκο CD4+ κύτταρα ο οποίος ήταν χημειοτακτικά ειδικός για τα 

CD8+ κύτταρα. Ο παράγοντας αυτός αύξησε την CD8+ κυτταρική σύνδεση 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα αυξάνοντας έτσι την δυνητική διήθηση τους στην 

νεοπλασματική μάζα.

Οι μελέτες αυτές αποτελούν έμμεση απόδειξη για την ύπαρξη βοηθητικών 

Τ-λεμφοκυττάρων ειδικών για τον όγκο. Άμεση απόδειξη για την επαγωγή 

βοηθητικής Τ-κυτταρικής λειτουργίας ειδικής για τον όγκο προέρχεται από 

πειράματα στα οποία αναλύθηκε στο επίπεδο κλώνων η ανάπτυξη ειδικής 

απάντησης εναντίον αυτόλογων καρκινικών κυττάρων. Με αυτή τη βάση ο 

Mukherji και οι συνεργάτες του (Mukherji et a l ,  1990, Chakraborty et α ί, 1990) 

ανακοίνωσαν την απομόνωση CD4+, TCR α/β+ Τ*κυτταρικών κλώνων οι 

οποίοι αύξησαν των κυτταροτοξχκή απάντηση εναντίον αυτόλογων 

καρκινικών κυττάρων σε αυτόλογα PBL απελευθερώνοντας IL-2 και IFN-γ. 

Αυτοί οι βοηθητικοί Τ-κυτταρικοί κλώνοι μπορούσαν να πολλαπλασιαστούν 

κατόπιν έκθεσής τους σε αυτόλογα καρκινικά κύτταρα. Χρειάζεται βέβαια 

περαιτέρω έρευνα για το αν υπάρχουν και in vivo Τ-κυτταρικοί υποπληθυσμοί 

με λειτουργία παρόμοια με αυτή που βρέθηκε στα in-vitro πειράματα ή η 

εύρεση in-vitro τέτοιων κυτταρικών πληθυσμών οφείλεται στη διαρκή 

διέγερση των Τ-κυτταρικών κλώνων με καρκινικά κύτταρα και IL-2.

Β. Ογκο-εξαρτώμενη καταστολή,.

Εξαιτίας του γεγονότος ότι πολλοί καρκίνοι συχνά ξεφεύγουν από την 

ανοσοαπάντηση του ξενιστή, η θεωρία της καταστολής της ανοσοαπάντησης 

εναντίον καρκινικών κυττάρων έχει απασχολήσει σημαντικά τους ερευνητές 

τα τελευταία χρόνια. Ο Miescler και οι συνεργάτες του 1986, ανέφεραν ότι οι 

ιδιότητες πολλαπλασιασμού των σε καλλιέργειες με μιτογόνα, καταστέλλονται 

ισχυρά όταν προηγηθεί προεπώαση των με ζωντανά καρκινικά κύτταρα ή με
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υπερκείμενα προερχόμενα από καλλιέργειες καρκινικών κυττάρων. Έχει 

επίσης δημοσιευθεί ότι καρκινικά κύτταρα εκφράζουν το mRNA για τον 

αυξητικό παράγοντα μετασχηματισμού (TGF-β) (D ernyk et a l ,  1987) που ως 

γνωστό καταστέλλει τη παραγωγή κυτταροκινών από τα βοηθητικά Τ- 

λεμφοκύτταρα (T a d a  e t a l., 1991). Επιπλέον καρκινικά κύτταρα από 

επαγώμενους όγκους σε μυς που ως γνωστό είναι ισχυρά αντιγονικοί ,και έτσι 

απορρίψιμοι in-vivo, μπορούν να μεταμοσχευθούν με επιτυχία κατόπιν 

επιμόλυνσης τους με το γονίδιο του TGF-β έχοντας καταστείλλοντας με τον 

τρόπο αυτό το ανοσολογικό σύστημα του ξενιστή (T o rr-A m io n e  e t a l., 1990). Σε 

μια πρόσφατη μελέτη (Y o sh in o  et a l., 1992) ανακοινώθηκε ότι Τ λεμφοκύτταρα 

από καρκίνο του πνεύμονα, καλλιεργήθηκαν πολλαπλασιάστηκαν παρουσία 

ακτινοβολημένων ετερόλογων καρκινικών κυττάρων, αφού πρώτα 

αφαιρέθηκαν τα αυτόλογα καρκινικά κύτταρα που ήταν παρόντα αρχικά στην 

καλλιέργεια.Ο πολλαπλασιασμός αυτός καταστάλθηκε όταν ξαναπροστέθηκαν 

στις καλλιέργειες ετερόλογα καρκινικά κύτταρα. Οι ίδιοι συγγραφείς έδειξαν 

ότι υπερκείμενα προερχόμενα από καλλιέργειες καρκινικών κυτταρικών 

σειρών πνεύμονα, ή από φρεσκοαπομονωμένα καρκινικά κύτταρα πνεύμονα, 

μπορούσαν να καταστείλλουν τον πολλαπλασιασμό λεμφοκυττάρων 

διεγερμένων με το anti-CD3. Παρά το γεγονός ότι έχει αναφερθεί η έκφραση 

mRNA του TGF-β σε ανθρώπινο καρκίνο του πνεύμονα (M u kh er ji et al., 1990), η 

κατασταλτική ιδιότητα των υπερκειμένων προερχόμενα από καρκίνο του 

πνεύμονα δεν αποδόθηκε μόνο στην ύπαρξη TGF-β. Εκτός λοιπόν από τον 

TGF-β, υπάρχουν και άλλοι παράγοντες με ανοσοκατασταλτική ενεργότητα, 

εκκρινόμενοι από καρκινικά κύτταρα όπως π.χ. οι πρωτεάσες, οι οποίες 

καταστρέφουν τις κυτταροκίνες που παράγονται από τα κύτταρα του 

ανοσολογικού συστήματος (Ebert e t al., 1987).
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Αλλοι ανοσοκατασταλτικοί παράγοντες προερχόμενοι απά καρκινικά 

κύτταρα, έχουν αναφερθεί σε διάφορους τύπους καρκίνου όπως καρκίνο του 

εντέρου (Jones a n d  D e C lark, 1980) και σε μελάνωμα (H ersey et a l ,  1983).

Εκτός της καταστολής που προέρχεται από τα ίδια τα καρκινικά κύτταρα έχει 

αναφερθεί επίσης καταστολή από κατασταλτικά Τ λεμφοκύτταρα 

ενεργοποιημένα από τον όγκο. Λεμφοκύτταρα από διηθημένους λεμφαδένες 

ασθενών με καρκίνο στην ουροδόχο κύστη και στον λάρυγγα μπορούν να 

πολλαπλασιαστούν σε απάντηση στην παρουσία αυτόλογων καρκινικών 

κυττάρων, μόνο κατόπιν απομάκρυνσης ενός κατασταλτικού υποπληθυσμού 

με φαινότυπο CD57+CDllb+ (C ozzolino e t a l ,  1987). Σε ανθρώπινο μελάνωμα 

έχουν δειχθεί Τ λεμφοκύτταρα που καταστέλλουν την αντι-καρκινική 

ανοσοαπάντηση (M u k h e r ji et a l., 1990, C hakraborty  et a l., 1990). Ετσι λοιπόν 

κατόπιν διέγερσης αποδεικνύεται ότι κατόπιν διέγερσης με αυτόλογα 

καρκινικά κύτταρα ή με αυτόλογα μονοκύτταρα ενεργοποιημένα με καρκινικά 

κύτταρα, τα ρυθμιστικά CD4+ λεμφοκύτταρα ήταν ικανά να καταστείλουν 

την αυτόλογη κυτταροτοξικότητα ενάντια αυτόλογων καρκινικών κυττάρων. 

Τα CD4+ αυτά λεμφοκύτταρα δεν ήταν κυτταροτοξικά, εξέφραζαν IL-2 

ειδικούς υποδοχείς και ασκούσαν την κατασταλτική τους δράση μέσω της 

επίδρασης ενός κατασταλτικού παράγοντα που διέφερε από τον TGF-β. 

Μελέτες στο επίπεδο των κλώνων (M u kh er ji e t a l ,  1990) αποκάλυψαν ότι ο 

παράγοντας αυτός εμποδίζει την έκφραση του υποδοχέα της IL-2 στα Τ 

κυτταροτοξικά κύτταρα κατά την διάρκεια της φάσης ενεργοποίησης. Όλα 

αυτά τα δεδομένα υποδηλώνουν ότι τα καρκινικά κύττταρα μπορούν να 

καταστείλουν το ανοσολογικό σύστημα του ξενιστή είτε άμεσα με την 

απελευθέρωση κατασταλτικών παραγόντων, είτε έμμεσα επάγοντας 

κατασταλτική δράση σε Τ λεμφοκύτταρα. Κατά συνέπεια η αναχαίτηση της 

ογκο-επαγώμενης καταστολής, θα μπορούσε να βελτιώσει τα κλινικά 

αποτελέσματα απά διάφορα πρωτόκολλα ανοσοθεραπείας του καρκίνου. Αυτό
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θα προυπόθεται την in vivo εξουδετέρωση του TGF-β ή άλλων 

ανοσοκατασταλτικών παραγόντων.

1.13 TIL.

Τ λεμφοκύτταρα που διηθούν συμπαγείς όγκους (tumor infiltrating 

lymphocytes= TIL) έχουν την ικανότητα να πολλαπλασιάζονταζ in vitro 

παρουσία IL-2 και να αποκτοιίν κυτταροτοξική λειτουργικότητα έναντι ενός 

ευρέως φάσματος ετερόλογων καρκινικών κυττάρων, καρκινικών σειρών 

καθώς επίσης και εναντίον αυτόλόγων καρκινικών κυττάρων (R osenberg  e t a l., 

1986). Τα TIL πρέπει να αποτελοιίν μια ενεργό ανοσοαπάντηση του ξενιστή 

ενάντια στον όγκο και παρά το γεγονός ότι η παρουσία τους σε μεγάλους 

αριθμούς έχει συσχετιστεί σε ορισμένους όγκους με ευνοϊκή πρόγνωση, ο ρόλος 

τους στην ανάπτυξη και στην μετάσταση του καρκίνου παραμένει 

αδιευκρίνιστος. Ενεργοποιημένα CD3+.TCR α/β+, CD4+ ή CD8+ Τ 

λεμφοκύτταρα αποτελοιίν τους κατ’εξοχήν πληθυσμούς μεταξύ των TIL (Itoh  et 

al., 1988, T o p a lia n  et a l., 1989, N o u n  et a l., 1991). Τα απομονωμένα από όγκους 

TIL είναι σε καταστολή, και η καταστολή αυτή επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό 

τους, παρουσία μιτογόνων, ακινητοποιημένων anti-CD2 αντισωμάτων και 

κυτταρικών αντιγόνων (M iescher et al., 1986). Η αναστολή αυτή επηρεάζει 

επίσης και την κυτταροτοξική τους δράση έναντι των αυτόλόγων καρκινικών 

κυττάρων (M iescher  et a l., 1986, M o m u ra  et a l., 1992). Εκτός από τα TIL, και τα 

PBL ασθενών σε προχωρημένο στάδιο καρκίνου έχουν μειωμένη κυτταρική 

ανοσοαπάντηση και διαταραγμένη παραγωγή κυτταροκινών (B axeuan is  et a l., 

1993α, A n a s ta so p o u lo s  et a l., 1992, K o s m id is  et a l., 1992). Για την ερμηνεία της 

καταστολής αυτής έχουν προταθεί κατασταλτικοί παράγοντες προερχόμενοι 

από τον όγκο, όπως TGF-β ή προσταγλανδίνες (T a d a  et a l., 1991, D erynck  et a l., 

1987, T o rr-A m io n e  et a l., 1990). Οι κατασταλτικές αυτές ιδιότητες των TIL είναι 

αναστρέψιμες σε in-vitro καλλιέργειες, όπου παρουσία IL-2 μπορούν να 

πολλαπλασιασθοιίν σε μεγάλους αριθμούς και να επιδείξουν κυτταρο-
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τοξικότητα έναντι καρκινικών. κυττάρων (Too et a l., 1 9 9 0 , N u m a ta  et a l., 1 9 9 1 ). 

Σε μια πρόσφατη αναφορά αυξημένη έκφραση της ρ55 αλυσίδας του υποδοχέα 

της IL-2 σε απομονωμένα TIL συνδυάστηκε με αύξηση της αυτόλογης 

κυτταροτοξικότητας κατόπιν in-vitro καλλιέργειας (B eck er  et a l., 1 9 9 3 ) . 

Αυτόλογη κυτταροτοξικότητα παρουσιάζουν κατά κύριο λόγο τα 

κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα (ΚΤΛ) με φαινότυπο TCR α/β+ CD8+. Έχουν 

απομονωθεί CTL κλώνοι και κυτταρικές σειρές με αυτόλογη κυτταροτο

ξικότητα έναντι του όγκου, από λεμφοκύτταρα που διηθούν τον όγκο ή από 

κακοήθη εξιδρώματα ασθενών με μεταστατικό μελάνωμα (Itoh et a l., 1 9 8 8 , 

T o p a lia n  et  a l., 1 9 8 9  &  1 9 9 0 ) , με καρκίνο ωοθήκης (Io a n n id e s  et a l., 1 9 9 1 b ) ή με 

καρκίνο μαστού (B a x ev a n is  et a l., 1 9 9 4 b ). Αυτά τα CTL εκδήλωσαν ειδική 

κυτταροτοξικότητα έναντι αυτολόγων καρκινικών κυττάρων και όχι έναντι 

ετερόλογων καρκινικών στόχων διαφορετικών ιστολογικών τύπων. Ορισμένες 

κυτταρικές σειρές προερχόμενες από TIL αναφέρθηκε ότι παράγουν IL-2 και 

εκφράζουν ειδικούς υποδοχείς για την IL-2 σαν απάντηση στην παρουσία 

αυτολόγων και όχι ετερόλογων καρκινικών κυττάρων (Io a n n id es  et a l., 1991α , 

B a x ev a n is  et a l., 1 9 9 4 b ) . CTL κλώνοι με εξιδείκευση στον αυτόλογο όγκο 

πολλαπλασιάστηκαν για μεγάλα χρονικά διαστήματα χωρίς να χάσουν την 

ειδική κυτταροτοξική τους δράση (Platsoukas, 1991). Σε περιπτώσεις 

μελανώματος (Ito h  et a l., 1 9 8 8 )  και καρκίνου μαστού (B a x ev a n is  et a l., 1 9 9 4 b ) έχει 

προταθεί ότι η αυτόλογη κυτταροτοξική δράση πραγματοποιείται μέσω της 

αναγνώρισης στα καρκινικά κύτταρα των τάξης I μορίων από το σύμπλοκο 

CD3+TCR α/β των Τ κυτταροτοξικών κυττάρων.

Εκτός από τις περιπτώσεις των CTL TIL που αναφέρθηκαν με αυτόλογη 

κυτταροτοξικότητα, Τ κυτταρικές σειρές και κλώνοι με μή ειδική 

κυτταροτοξική δράση έχουν περιγράφει και από άλλα είδη νεοπλασιών όπως 

καρκίνο νεφρού (N is h im u ra  et a l.. 1 9 9 1 ) , καρκίνο γαστρεντερικού (N is h im u ra  et 

a l., 1 9 8 6 ) , καρκίνο πνεύμονα (A n d erso n  et a l., 1 9 8 7 ) , σαρκώματα (T o p a lia n , 1 9 8 7 ) ,
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καρκίνο εντέρου (Too et a l ,  1 9 9 0 ) , αδενοκαρκίνωμα ορθού (N is h im u r a  et a l ,  1 9 9 1 )  

και τέλος καρκίνοι οισοφάγου και εγκεφάλου (M ie s h e r  et a l., 1 9 8 7 ) .

Τα τελευταία χρονιά υπάρχουν ενδείξεις που αναφέρονται στην ύπαρξη 

κυτταροτοξικών TIL γ/δ+. Παρατηρήθηκε άτι Τ γ/δ+ κυτταρικοί κλώνοι 

εκδήλωναν πολύ συχνά μή ειδική κυτταροτοξικοτητα, κάτι που ενέχει τα 

κύτταρα αυτά στην ανοσοεπίβλεψη ενάντια στον καρκίνο (B o rst et a l., 1 9 8 7 ,  

M o ig n e o u  et a l., 1 9 8 7 ) . Σε συνάρτηση με τα προηγούμενα ευρήματα, είναι και οι 

αναφορές σε Τ γ/δ+ κυτταρικούς κλώνους με αυτόλογη κυτταροτοξικοτητα σε 

in-vitro καλλιέργειες (W rig h t  et a l., 1 9 8 9 ) . Η πρώτη αναφορά για εύρεση Τ γ/δ+ 

κυτταρικών κλώνων προερχόμενες από TIL καλλιέργειες και που παρουσίαζαν 

αυτόλογη κυτταροτοξικότητα συνδεδεμένη με τάξης I μόρια του ΜΣΙ, έγινε 

από την ομάδα του Zocchi (Z o cch i et a l., 1 9 9 0 )  σε νεοπλασίες πνεύμονα. TCR 

γ/δ+ TIL απομονώθηκαν επίσης από πρωτογενές δερματικό μελάνωμα (B a ch elez  

et a l., 1 9 9 2 ) . Τα κύτταρα αυτά καλλιεργήθηκαν in-vitro για πολλές εβδομάδες με 

IL-2 και αυτόλογα καρκινικά κύτταρα. Λειτουργικές μελέτες αποκάλυψαν ότι 

γ/δ+ κλώνοι ή κυτταρικές σειρές που αναπτύχθηκαν από λεμφοκύτταρα που 

διηθούσαν πρωτογενές μελάνωμα μπορούσαν να λύουν αυτόλογα καρκινικά 

κύτταρα και με τρόπο που να μην ενέχονται τα μόρια του τάξης I ΜΣΙ. 

Παρόμοια αποτελέσματα περί γράφηκαν από την ομάδα του Nanno (N a n n o  et a l ,  

1 9 9 2 ) που έδειξαν τον in-vitro πολλαπλασιασμό Τ κυτταρικών σειρών ή 

κλώνων που εκφράζουν τον TCR γ/δ+ σε ασθενείς με συμπαγείς όγκους όπως, 

νεόπλασμα του Wilm, σάρκωμα ή μεταστατικό μελάνωμα.

Το γεγονός ότι τα TIL εμπεριέχουν υποπληθυσμούς Τ λεμφοκυττάρων με 

ικανότητα να αναγνωρίζουν και να λύουν τα αυτόλογα καρκινικά κύτταρα σε 

αντιγονικούς όγκους, τα καθιστά σημαντική πηγή κυτταρική ανοσίας στην 

καταπολέμηση της νεοπλασίας. Επιπλέον τέτοιοι ΚΤΛ κλώνοι έχουν χρησιμο

ποιηθεί σε μελέτες ανοσοεπιλογής για την ανίχνευση ΚΚΑ σε κλώνους 

αυτόλογων καρκινικών κυττάρο)ν (B o o n , 1 9 9 2 ) . Μελέτες στην αναδιάταξη των
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TCR γονιδίων σε Τ κυτταρικούς κλώνους ή σειρές με αυτόλογη κυτταροτοξική 

δράση προτείνουν πιθανή συσχέτιση μεταξύ της εμφάνισης και εξάπλωσης της 

νεοπλασίας και της έκφρασης των γονιδίων αυτών. Σε αυτή τη βάση ο 

Belldegrun και οι συνεργάτες του (B e lld e g r u n  et a l., 1 9 8 9 )  έδειξαν ένα 

ολιγοκλωνικό χαρακτήρα των TIL κυτταρικών σειρών σε ανθρώπινο 

μελάνωμα με μια κατά προτίμηση έκφραση των γονιδίων V-γδ και V-γΙΟ του 

TCR υποδοχέα. Σε μία άλλη μελέτη TIL με ειδικότητα για τον αυτόλογο όγκο 

σε ασκιτικά υγρά καρκίνου ωοθήκης φαίνεται να εκφράζουν τα V-B8.1+ και V- 

β6.7+ γονίδια (I o a n n id e s  et a l., 1 9 9 1 ) . Παρ’ όλα αυτά χρειάζεται περαιτέρω 

επιβεβαίωση των πρηγούμενων αποτελεσμάτων για την ορθότητα της 

συσχέτισης της επιλεκτικής γονιδιακής έκφρασης των TCR στα TIL ασθενών 

με καρκίνο διότι υπάρχουν αντικροούμενα αποτελέσματα στην πρόσφατη 

βιβλιογραφία (A lb ertin i et a l., 1 9 9 1 , F e r r a d in i  et a l., 1 9 9 2 ) .

Οπως προαναφέρθηκε, η αυτόλογη κυτταροτοξική δράση σε TIL 

ενεργοποιημένα με IL-2 διαφορετικών τύπων νεοπλασίας, αμφισβητείται από 

αρκετά εργαστήρια.

1.14 Π ροθυηοσίνη α ( P r o t h y m o s i n  a ,  P r o T a ) .

Το όνομα "θυμοσίνη" χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά για να 

προσδιορίσει έναν παράγοντα από εκχύλισμα θύμου μόσχου που προκαλούσε 

λεμφοκυτταροποίηση σε ποντίκια από τα οποία είχε αφαιρεθεί ο θύμος. 

Κλασματοποίηση της θυμοσίνης απέδωσε ένα βιολογικά ενεργό παρασκεύασμα 

που ονομάστηκε "κλάσμα 5 τής θυμοσίνης" (thymosin fraction 5, TF5) (H ooper  

et a l., 1 9 7 5 ) , που στη συνέχεια δείχτηκε να αποτελείται από ένα μίγμα 

πεπτιδίων με μοριακά βάρη κυμαινόμενα από 1000 εως 14000 daltons και 

ισοηλεκτρικά σημεία από 4 εως 8 (Low  &  G o ld stein , 1 9 7 9 ) . To TF5 αναφέρθηκε 

ότι αυξάνει τις ανοσολογικές λειτουργίες σε αρκετές in vitro αλλά και in vivo 

δοκιμασίες με πειραματόζωα, καθώς και σε ασθενείς με πρωτογενείς ανοσο-

- 5 8 -



ΕισαγοΓ/ή

ανεπάρκειες (Low  &  G o ld stein , 1 9 8 4 ) . Το πρώτο πεπτίδιο που απομονώθηκε από 

το TF5 ήταν η θυμοσίνη α ΐ (thymosin αΐ, Ταΐ), ένα όξινο πεπτίδιο με ρΗ=4.2, 

που περιέχει 28 αμινοξέα και ένα ακετυλιωμένο αμινοτελικό άκρο. Η Ταΐ 

έδειξε αρκετές αλλά όχι όλες τις βιολογικές δραστηριότητες του TF5 

οδηγώντας στο συμπέρασμα πως υπάρχουν και άλλα ενεργά πεπτίδια σ’ αυτό 

(Low  &  G o ld stein , 1 9 7 9 ) . Αλλα πεπτίδια με γνωστή δομή που απομονώθηκαν από 

το TF5 μόσχου περιλαμβάνουν τις θυμοσίνες β ΐ και β4 (S c h u lo f  & G oldstein , 

1 9 8 1 ) . Η θυμοσίνη β4 (thymosin β4, Τβ4) περιέχει 43 αμινοξέα και είναι επίσης 

ακετυλιωμένη στο αμινοτελικό της άκρο. Η θυμοσίνη β4 αναφέρθηκε πως 

αυξάνει τη δραστηριότητα της τρανσφεράσης του τελικού δεοξυνουκλεοτιδίου, 

ενός δείκτη Τ κυτταρικής διαφοροποίησης (S c h u lo f  &  G o ld stein , 1 9 8 1 )  και ότι 

διεγείρει την απελευθέρωση ενός ορμονοδιεγερτικού παράγοντα στον 

υποθάλαμο (R e d a r  et a l ,  1 9 8 1 ) .

1.15 Π οοθυΐίοσ ίνη  α κ α ι θτπιοσίνη α ΐ .

Από μια σειρά ερευνητικών αποτελεσμάτων αποδείχτηκε πως η Ταΐ ήταν 

ένα πρωτεολυτικό παράγωγο ενός μεγαλύτερου πολυπεπτιδίου. Η μετάφραση 

του mRNA από θύμο μόσχου in vitro απέδωσε ένα παράγωγο με μοριακό βάρος 

16KDa με αλληλουχίες αμινοξέων που υπήρχαν και στην Ταΐ (F r e ir e  et al., 

1 9 8 1 ) . Επιπλέον τουλάχιστον άλλα δύο σχετιζόμενα πεπτίδια απομονώθηκαν 

από το TF5 (C a ld a re lla  et a l., 1 9 8 3 )  ένα περιέχον τα πρώτα 24 αμινοξέα της Ταΐ 

και ένα μεγαλύτερο της Ταΐ που ονομάστηκε θυμοσίνη a l l  (thymosin a l l ,  

T a ll)  και περιέχει 7 επιπλέον αμινοξέα στο καρβοξυτελικό άκρο. Κανένα από 

αυτά τα πεπτίδια δεν μπορούσε να απομονωθεί από νωπό θύμο με μεθόδους 

που απέκλειαν πρωτεολυτικές τροποποιήσεις. Για την απομόνωση του 

φυσικού προδρόμου αυτοίν το)ν πεπτιδίων αναπτύχθηκε μια ραδιοανοσολογική 

μέθοδος (Radioimmunoassay, RIA) που χρησιμοποιούσε ένα αντίσωμα που 

αναγνώριζε ένα τμήμα περιέχον τα 10 αμινοξέα του αμινοτελικού άκρου της 

Ταΐ (H a rito s  &  H o re c k e r  198ό>. Για να αποφευχθεί ο σχηματισμός μικρότερων
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ανοσοανχχδρώνχων χμημάχων,.ήχαν αναγκαίος ο βρασμός χου καχεψυγμένου 

χσχού πριν από χην εκχύλιση για χην αδρανοποίηση χων εδνογενών 

πρωχεασών (H a rito s  et a l., 1 9 8 4 ) . Η μέθοδος που χελευχαία χρησιμοποιείχαι για 

χην απομόνωση χων πεπχιδίων απο καχεψυγμένο θύμο επίμυ (K o m iy a m a  et al., 

1 9 8 6 ) , περιλαμβάνει χη δι οξέος καχακρήμνισή χων εκχυλισμάχων που παράγο- 

νχαι από βρασμένους ισχούς, ακολούθως δε διαχωρισμό με βάση χο μέγεθος σε 

Sephacryl S-200. Αυχή η χεχνική απέδωσε χρεις κορυφές πεπχιδίων η μια από 

χις οποίες, η ενδιάμεση κορυφή α, περιείχε όλη χην ανοσοενεργή δράση. Το 

ανοσολογικά ενεργό πεπχίδιο που απομονώθηκε με υγρή χρωμαχογραφία 

υψηλής πιέσεως (high pressure liquid chromatography, HPLC) από χην κορυφή 

α ονομάσχηκε προθυμοσίνη α (Prothymosin α, ProTa). Η προθυμοσίνη α από 

άνθρωπο ή μόσχο περιέχει 109 αμινοξέα, με χην αλληλουχία χης Ταΐ (28 

αμχνοξέα) σχο αμινοχελικό χης άκρο (σχήμα 2) (H a rito s et a l., 1 9 8 5  a , G oodall et 

a l., 1 9 8 6 , E s c h e n fe ld t  &  B e r g e r  1 9 8 6 , P a n eerse lv a m  et a l., 1 9 8 8 ) . Είναι ένα 

εξαιρεχικά όξινο πεπχίδιο (pl=3.55) πλούσιο σε γλουχαμικό και ασπαρχικό οξύ 

(60% χων αμχνοξέων). Δεν περχέχεχ καθόλου αρωμαχχκά αμχνοξέα ούχε 

κυσχεχνη ή μεθεχονίνη. Η αλληλουχία χων αμχνοξέων χης ProTa βρέθηκε με χη 

χρήση συμβαχχκών μεθόδων με εξαίρεση χο χμήμα από χη θέση 64 εως χην 76 

που ήχαν πλούσχο σε γλουχαμχκό οξύ. Η αλληλουχία χου χμήμαχος αυχού 

επχχεύχθηκε με ανάλυση ενός cDNA κλώνου από ανθρώπχνο σπλήνα (G oodall et 

a l., 1 9 8 6 , E s c h e fe ld t  &  B e r g e r  1 9 8 6 ) . H ProTa έχεχ επίσης απομονωθεί από θχίμο 

ανθρώπου καχ η πρωχοχαγής δομή χης έχεχ καθορχσχεί (P a n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  Το 

ανθρώπχνο πολυπεπχίδχο περιέχει χέσσερεχς υποκαχασχάσεχς αμχνοξέων καχ δύο 

δχαγραφές σε σχέση με χην ProTa χου επίμυ. Οχ διαγραφές αφοροχίν χην Glu39 

καχ χην Lys107 χης αλληλουχίας χης ProTa χου επίμυ (σχήμα 2). Αν και χόσο η 

ανθρώπχνη όσο καχ η ProTa χου επίμυ περχέχουν χην αλληλουχία χης Ταΐ, 

δείχνουν σημανχχκές διαφορές όσον αφορά χη δρασχικόχηχα χους σε μχα 

δοκιμασία προσχασχας μυών όπως θα δούμε.
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Θύμος επίμυ: 111 αμινοξέα

Θύμος ανθρώπου: 109 αμινοξέα

Μόσχου: 109 αμινοξέα

ΣΧΗΜΑ 2. Αλληλουχία αμινοξέων Προθυμοσίνης α απομονωθείσα από τρία 

διαφορετικά είδη (P aneerselvam  et al., 1988).
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1.16 Κατανοιιιί o to o c  ioxouc και βιολονικέα ιδιότηχεο.

Η ProTa βρέθηκε σε μεγαλύτερη συγκέντρωση στο θύμο και ακολούθως 

στο σπλήνα, τους πνεύμονες, τους νεφρούς, το ήπαρ και τον εγκέφαλο (H aritos  

et a l., 1 9 8 4 α , H a rito s  a n d  H o re c k e r , 1 9 8 5 ) . Με τη χρήση της μεθόδου RIA 

πιστοποιήθηκε η ύπαρξη της ProTa στο περιφερικό αίμα και εντοπίστηκε στα 

λευκοκύτταρα (P a n eerse lv a m  et a l., 1 9 8 8 ) .

Προκαταρκτικές παρατηρήσεις οδηγούν στην υπόθεση ότι η ProTa 

εξωκυττάρια πιθανόν να διεγείρει την κυτταρική ανοσία. Ετσι, η ProTa 

προστατεύει ευαισθητοποιημένες σειρές μυών έναντι μόλυνσης με Candida 

albicans και είναι πολύ πιο αποτελεσματική από την Ταΐ ή την T a l l  σε αυτή 

τη δοκιμασία. Η Παραθυμοσίνη από την άλλη, ένα συγγενές πεπτίδιο, 

αναστέλλει την αποτελεσματικότητα της ProTa σε αυτή τη δοκιμασία 

(C a ld a rella  et a l., 1 9 8 3 , H a rito s  et a l., 1 9 8 5 b ). Αρκετό ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γεγονός ότι η Παραθυμοσίνη χορηγούμενη σε ανθεκτικές σειρές μυώς τις κάνει 

ευαίσθητες σε τυχαία μόλυνση. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η ανθρώπινη ProTa 

είναι λιγώτερο αποτελεσματική από την ProTa του επίμυ στην συγκεκριμένη 

δοκιμασία (P a n  et a l., 1 9 8 6 ) . Η ProTa έχει τελευταία απομονωθεί από άλλα είδη 

και συγκεκριμένα τόσο από θύμο αδένα χοίρου (E co n o m o u  et a l., 1 9 8 8 )  όσο και 

από σπλήνα αιγός (F r il l in g o s  et a l., 1 9 9 1 ) .

Οι μελέτες σχετικά με τον κυτταρικό εντοπισμό της ProTa δείχνουν ότι 

πρόκειται για πυρηνική πρωτεΐνη (M a n ro w  et a l . ,1 9 9 1 )  η οποία εμπλέκεται στον 

κυτταρικό πολαπλασιασμό. Μάλιστα όταν anti sense (αντινοητικά) ολιγοδεοξυ- 

νουκλεοτίδια ProTa προστίθονται στην καλλιέργεια διαιρούμενων κυττάρων 

μυελώματος αναστέλεται ο πολλαπλασιασμός τους (S b u rla ti et a l., 1 9 9 1 ) .To 

τελευταίο γεγονός ενισχύεται από τα δεδομένα που δείχνουν ότι η 

ενεργοποίηση του πρωτο-ογκογονιδίου c-myc [του οποίου η έκφραση 

αυξάνεται κατά τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (M a rcu  et a l., 1 9 9 2 )]  προκαλεί 

μεταγραφή του γονιδίου της ProTa (E ile rs  et a l ,  1 9 9 1 ) . Κατά τις διαδικασίες της
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οντογένεσης, διαφοροποίησης ή θερμικού σοκ η έκφραση του γονιδίου της 

ProTa αυξάνεται με ταυτόχρονη αύξηση της μεταγραφής του c-myc και 

μάλιστα είναι πολύ πιθανά η έκφραση του τελευταίου να ρυθμίζει την 

μεταγραφή του πρώτου. Εντούτοις και όταν το c-myc σταματάει να εκφράζεται 

το γονίδιο της ProTa εξακολουθεί να μεταγράφεται (V areli e t a l ,  

1995).Υπάρχουν και διαφορετικές εκτιμήσεις που αναφέρουν ότι η c-myc 

πρωτεΐνη συνδέεται στον προαγωγέα του γονιδίου της ProTa (Ε box) ο οποίος 

όμως δεν επηρεάζει την μεταγραφή του (M ol e t a l., 1995) Η εμπλοκή του μορίου 

στον κυτταρικό πολλαλασιασμό υποστηρίζεται από δεδομένα που δείχνουν ότι 

η ProTa συνδέεται με την ιστόνη Η1. Αναλυτικότερα η αλληλεπίδραση της 

τελευταίας με trans acting factors έχει σαν αποτέλεσμα την χαλάρωση των 

δεσμών μεταξύ της Η1 και του νουκλεοσώματος με αποτέλεσμα να είναι 

δυνατή η μεταγραφή (K as et a l., 1993). Η ProTa συνδέεται με την Η1 και η 

αλληλεπίδραση αυτή πραγματοποιείται με την συμετοχή του όξινου τμήματος 

του μορίου (κατάλοιπα 52-82).Εχοντας υπόψη το ρόλο της ProTa στον 

κυτταρικό πολλαπλασιασμό μπορούμε να υποθέσουμε ότι ανήκει στην 

κατηγορία των πρωτεϊνών που τροποποιούν την δομή του χρωμοσώματος 

οδηγώντας στην χαλάρωση των δεσμών μεταξύ χρωματίνης και 

νουκλεοσωμάτων ώστε να είναι δυνατή η μεταγραφή ή ο πολλαλασιασμός 

(P a p a m a rka k i a n d  T solas,1994).

Το εργαστήριο μας ήταν το πρώτο που ασχολήθηκε με την in vitro 

εξωκυττάριο δράση της ProTa. Κατά την διάρκεια των τελευταίων 10 ετών σε 

μια σειρά δημοσιεύσεων η ProTa έδειξε ανοσοενισχυτική δράση σε μια ποικιλία 

ανοσολογικών δοκιμασιών όπως: αύξηση της αυτόλογης ΜΛΑ και της 

ετερόλογης ΜΛΑ (B a xeva n is  et a l.,1988) αύξηση της έκφρασης μορίων ιστοσυμ- 

βατότητας σε μονοπύρηνα κύτταρα αύξηση της παραγωγής IL-2 και της 

έκφρασης των υποδοχέων της (B axevan is  et al., 1990) επαγωγή της παραγωγής 

της ανοσοενισχυτικής θυμοσίνης αΐ από μονοκύτταρα (F rillin g o s et a l., 1992)
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ελάττωση της παραγωγής της ανοσοκατασταλτικής προσταγλανδίνης Ε2 

αύξηση της κυτταροτοξικότητας των Τ λεμφοκυττάρων περιφερικού αίματος 

(Baxevanis et al., 1993) καθώς και παραγωγή ανιόντος του σουπεροξειδίου (Ο2') 

από μονοκύτταρα περιφερικού αίματος (Aliverti et al.,1995). Επίσης η ProTa 

έδειξε να αποκαθιστά ανεπαρκείς ανοσολειτούργίες σε ασθενείς με αυτοανοσία 

όπως σκλήρυνση κατά πλάκας (Reclos et al., 1987) και ερυθηματώδη λύκο 

(Baxevanis et al., 1987α). Σε πρόσφατα in vivo πειράματα η ProTa έδειξε 

αντικαρκινική δράση αφού επχμύκηνε την βιοσιμώτητα μυών στους οποίους 

έγινε έγχυση με αυτόλογα λευχαιμικά κύτταρα (Papanastasiou et al., 1992). Η 

καλλιέργεια μονοκυττάρων περιφερικού αίματος υγειών δοτών παρουσία IFNy 

και ProTa είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση της παραγωγής TNFa με 

ταυτόχρονη αύξηση της κυτταροτοξικής τους δράσης εναντίον κυττάρων 

μελανώματος.Η αύξηση της κυτταροτοξικότητας εναντίον κυττάρων 

μελανώματος παρατηρήθηκε και στην περίπτωση που τα μονοκύτταρα 

προέρχονταν από ασθενείς με μελάνωμα χωρίς όμως την ταυτόχρονη αύξηση 

στην συγκέντρωση του TNFa παρουσία είτε IFNy ή ProTa ή συνδυασμό 

αυτών (Garbin et al., 1994).

Τέλος αξίζει να αναφερθεί μια μελέτη όπου έδειξε την ύπαρξη ειδικών 

υποδοχέων για ProTa σε μονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίματος (Cordero et 

al., 1994). Επίσης πρόσφατα βρέθηκε ότι οι δύο υποδοχείς (υψηλής και χαμηλής 

συγγένειας) αυξάνονται μετά από διέγερση των λεμφοκυττάρων με ΡΗΑ και η 

σύνδεση με το μόριο της ProTa έχει σαν αποτέλεσμα την εσωτερικοποίηση του 

τελευταίου (Cordero et al., 1995).

1.17 Σ κοπός της διατριβής.

Οπως προαναφέρθηκε στην προηγούμενη παράγραφο η ProTa παρουσιάζει 

μία in vitro ανοσοενισχυτική δράση κυρίως σε λειτουργίες Τ λεμφοκυττάρων 

και μονοκυττάρων .Επίσης το ίδιο μόριο δείχνει in vivo αντικαρκινική δράση.
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Γνωρίζοντας ότι νεοπλασίες στον άνθρωπο συνοδεύοναι ή προκαλούν 

ανοσοανεπάρκειες που εκδηλώνονται κυρίως στην Τ εξαρτώμενη ανοσία, ήταν 

αρκετά σημαντικά να μελετηθεί η δράση της ProTa in vitro σε υπολειτουρ- 

γούντα ανοσοκυτταρικά συστήματα σε καρκινοπαθείς. Γνωρίζοντας επίσης ότι 

πρόσφατες μέθοδοι ανοσοθεαπείας του καρκίνου αναφερονται στην in vitro 

ενεργοποίηση ανοσοκατεσταλμένων λεμφοκυττάρων του ίδιου του ασθενή , με 

IL-2 ήταν αρκετά ενδιαφέρον να μελετηθεί η τυχόν συνεργιστική δράση της 

ProTa σε τέτοιου είδους συστήματα. Ενα άλλο σημαντικό πεδίο έρευνας για 

την βιολογική δράση της ProTa αναφέρεται στη ρύθμιση του ανοσολογικού 

συστήματος. Ηταν λοιπόν αρκετά χρήσιμο να διαπιστωθεί εάν και με ποιους 

μηχανισμούς η ProTa τροποποιεί την λειτουργικότητα ρυθμιστικών Τ 

λεμφοκυττάρων τα οποία συμβάλλουν άμεσα στην επαγωγή των εκτελεστικών 

λειτουργιών του ΑΣ.

Τέλος αρκετά ενδιαφέρον ήταν να μελετηθούν οι in vivo κυτταρικοί 

μηχανισμοί που επάγονται από την ProTa μια που τελικά οδηγούν στην 

καταστροφή αυτόλογων καρκινικών κυττάρων. Η μελέτη περί της in vivo και 

in vitro αντικαρκινικής δράσης της ProTa σε πειραματόζωα τοποθετεί τις 

βάσεις για την μελλοντική χρησιμοποίησήτης σε κλινικές δοκιμές για την 

ανοσοθεραπεία του καρκίνου.
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ΥΛΙΚΑ κ α ι Μ ΕΘΟΔΟΙ

2.1 Υλικά.

Το καλλιεργητικό υλικό RPMI 1640, τον εμβρυϊκό ορό μόσχου το 

διττανθρακικό νάτριο, την L-γλουταμίνη και το εξισορροπημένο αλατούχο 

διάλυμα του Hank’s προμηθευτήκαμε από την GIBCO (Girad Island, New 

York, NY, ΗΠΑ). To διάλυμα Ficoll-Hypaque από την Pharmacia Fine 

Chemicals (Uppsalla, Sweden), την PGE2, την ινδομεθακίνη και το Ν-2- 

υδροξυαιθυλπιπεράζινο -N-2-αιθανοσουλφονικό οξύ (HEPES) από τη Sigma 

Chemical Co (St.Louis.MO), το Na251Cr04 και την 3Η-θυμιδίνη (47 

μΟϊ/ππποΙ) από την Amersham (The Radiochemical Centre, Amersham U.K.). 

Η ανθρώπινη ανασυνδυασμένη IL-2 ήταν μία γενναιόδωρη προσφορά της 

Cetus Corporation (Emeryville CA, USA) (l Cetus Unit (U) = 6IU). H PGE2 

και η ινδομεθακίνη διαλύθηκαν σε απόλυτη αλκοόλη ώστε να 

παρασκευαστεί διάλυμα συγκέντρωσης 10"2Μ και έπειτα με διάλυση σε 

πλήρες θρεπτικό υλικό φερόταν στην πρός χρήση τελική συγκέντρωση. Η 

τελική συγκέντρωση της αιθανόλης στα δείγματα ήταν μικρότερη ή ίση με 

0.01% και όπως έχει ήδη αναφερθεί (?) δεν επηρέασε ούτε τη βιωσιμότητα 

ούτε τη δραστικότητα των ΝΚ και LAK κυττάρων. Το πλήρες θρεπτικό 

υλικό αποτελούνταν από RPMI 1640 10% FCS, 10 mM HEPES, 2mM L- 

γλουταμίνη και 100 pg/ml γενταμυκίνη.

Από τη Merck (Germany) προμηθευτήκαμε τα εξής: χλωριούχο νάτριο, 

μονόξινο και δισόξινο φωσφορικό νάτριο και υγρό σπινθηρισμού. Από τη 

Sigma (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) πήραμε φυτοαιμο- 

συγκολλητίνη (PHA), διμεθυλσουλφοξείδιο (DMSO), αλβουμίνη από ορό 

βοός (BSA), κυανούν του τρυπανιού (trypan blue), 2-Μερκαπτοαιθανόλη και 

Triton-X.

Από την Leo Pharmaceutical (Denmark), προμηθευτήκαμε ηπαρίνη και 

από τη Flow (Flow Laboratories, England) γενταμυκίνη.
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Τα πλαστικά που χρησιμοποιήθηκαν, άπως πλάκες καλλιέργειας των 24 

φρεατίων, τρυβλία Petri, 'πλαστικά σωληνάρια αποστειρωμένα ή μη, 

διαφόρων χωρητικοτήτων, οι φιάλες των κυτταροκαλλιεργειών, οι πλάκες 

μχκροκαλλιεργειών των 96 φρεατίων με επίπεδη ή κοίλη βάση, τα 

σωληνάρια σπινθηρισμού και τα σωληνάρια καταψύξεων κυττάρων πήραμε 

είτε από την Costar (Costar, Cambrigde, Mass USA) είτε από την Greiner 

(Greiner, Kirchheim, Stuttgart, Germany).

To Nylon wool που χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση καθαρών Τ 

λεμφοκυττάρων ήταν από την Fenwall Laboratories (ΗΠΑ) και τα φίλτρα 

στειρώσεως των 0.22 και 0.45 pm, προμηθευτήκαμε από την Millipore.

Τα μονοκλωνικά αντισώματα anti-H2Kd, anti H2Dd anti IAd anti IEd, 

anti CD4 (ο κλώνος RM4-5 ο οποίος αναστέλει τη σύνδεση του 

μονοκλωνικού αντισώματος GK1.5), anti ΝΚ 1.1 (κλώνος 3Α4), anti CD8b 

[ειδικό για την β αλυσίδα του CD8 (Ly3)] συνδεδεμένο με φθορισείνη, anti 

CD4 (κλώνος RM4-4 ο οποίος αναστέλει τη σύνδεση του μονοκλωνικού 

αντισώματος 2Β6) συνδεδεμένο με φυκοερυθρίνη, anti-NK ειδικό (ειδικός 

κλώνος 5Ε6 που δεν αντιδρά με το ΝΚ 1.1 αντιγόνο) συνδεδεμένο με 

φθορισείνη, mouse anti rat IgG2a, anti CD25 συνδεδεμένο με φυκοερυθρίνη, 

ant I Ad συνδεδεμένο με φυκοερυθρίνη, anti Οϋ3ε (ειδικό για Τ κύτταρα) 

συνδεδεμένο με φθορισείνη, καθώς και το πολυκλωνικό rat mouse IgM, 

πήραμε από την Farmingen (San Diego, Calit).

Τα αντισώματα εναντίον των ανθρώπινων αντιγόνων CD3, CD 14, CD 19 

ήταν από την Becton Dickinson. Τα Dynabeads επικαλυμένα με 

πολυκλωνικό αντίσωμα εναντίον της IgG του μυός ή με μονοκλωνικό 

αντίσωμα εναντίον των ανθρωπίνων: CD3, CD4, CD8, CD19 καθώς και το 

διάλυμα DETACHa bead προμηθευτήκαμε από την Dynal (Oslo, Norway).

Το τοξοειδές του τετάνου (tetanus toxoid) ήταν μία ευγενής προσφορά 

από το Dr.G.C. Tsokos. Η προθυμοσίνη α από θύμο επίμυ ήταν δώρο του Dr

-68-

I



Υλικά και Μέθοδοι

B.L. Hovecker (Cornell University, Medical College, New York, N.Y., ΗΠΑ). 

Η προθυμοσύνη α από θύμο χοίρου και βοός απομονώθηκαν σύμφωνα με τη 

μεθοδολογία των Χαρίτου και Horecker (H a rito s  e t a l., 1984, K o m iy a m a  e t a l ,  

1986, E co n o m o u  e t a l., 1988, F r illin g o s  e t a l., 1986) ήταν μία ευγενική προσφορά 

του καθηγητή Ορ.Τσόλα (Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας, Ιατρικής Σχολής 

του Πανεπιστημίου Ιωαννίνων) και του Αναπληρωτή Καθηγητή της 

Ζωολογίας του πανεπιστημίου Αθηνών Α.Χαρίτου.

2.2 Δ ιαλύΐΐατα

Φυσιολογικός ορός ρυθμισμένος με διάλυμα φωσφορικών (Phosphate 

bufferred Saline, PBS).

Δ ιά λυμ α  A: Παρασκευάζεται 5M διάλυμα δισόξινου φωσφορικού νατρίου

(NaH2P 0 4)

Δ ιά λυμ α  Β: Παρασκευάζεται 5Μ διάλυμα μονόξινου φωσφορικού νατρίου 

(Na2HPC>4)· Ποσότητες από τα διαλύματα Α και Β 

αναμιγνύονται στο πεχάμετρο μεχρις ότου ρΗ=7.4 (διάλυμα Γ).

Είκοσι ml από το διάλυμα Γ φέρονται στο 1 λίτρο με προσθήκη 

φυσιολογικού ορού (NaCl 0.9%). Το έτοιμο πλέον PBS αποστειρώνεται σε 

υγρό κλίβανο.

Χρήση,: Αντί καλλιεργητικού υλικού ή φυσιολογικού ορού για

πλυσίματα κυττάρων, στον ανοσοφθορισμό των ELISA. Επίσης 

χορηγείται σε μύς (μάρτυρες).
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2.3 ΚατάΌπτΕη κ α ι απόιιπτΣη κυττά ρω ν.

Τα αποθέματα των κυττάρων διατηρούνται κατεψυγμένα σε υγρά άζωτο 

(-196°C). Η διαδικασία κατάψυξης είναι η έξης: Το εναιώρημα των 

κυττάρων φυγοκεντρείται στις 1000 rpm επί 5 λεπτά και το κυτταρικά 

ίζημα επανειωρείται σε κρύο καλλιεργητικό υλικό RPMI 1640 με 40-60% 

εμβρυϊκό ορό μοσχαριού, 2mM L γλουταμίνη, 50 μg/ml γενταμυκίνη και 

10% διμεθυλσουλφοξείδιο (DMSO) ή γλυκερίνη. Η κυτταρική πυκνότητα 

ρυθμίζεται στις 5·106 κύτταρα/ml. Στη συνέχεια 1 ml από αυτό το 

εναιώρημα μεταφέρεται σε ειδικά σωληνάρια κατάψυξης. Τα σωληνάρια 

τοποθετούνται σε απλό καταψύκτη όπου ψύχονται σταδιακά. Τέλος 

μεταφέρονται σε αποθυκευτική φιάλη με υγρό άζωτο, όπου διατηρούνται 

για 6-12 μήνες. Η απόψυξη των κυττάρων γίνεται με γρήγορη μεταφορά 

στους 37°C. Το εναιώρημα, 1 ml, φυγοκεντρείται σε 50 ml RPMI 1640 για 5 

λεπτά στις 1000 rpm. Το ίζημα της φυγοκέντρησης επαναδιαλυτοποιείται σε 

5-6 ml προθερμασμένου (37°C) πλήρους καλλιεργητικού υλικού και 

τοποθετείται σε πλαστικές πλάκες 24 οπών.

2.4 Μ έτρηση βιω σιιιότηταα.

Η μέτρηση της βιωσιμότητας γίνεται με τη μέθοδο του αποκλεισμού της 

χρωστικής κυανούν του τροπανίου (trypan blue dye exclusion) από τα 

ζωντανά κύτταρα. Χρησιμοποιείται 2% διάλυμα χρωστικής σε φυσιολογικό 

ορό (0.9% NaCl). Σε 9 μέρες δείγματος κυτταρικού εναιωρήματος 

προστίθεται 1 μέρος διαλύματος χρωστικής (τελική συγκέντρωση 0.2%). Το 

δείγμα επωάζεται επί 5 λεπτά στους 36.5-37°C και στη συνέχεια, μετριέται ο 

αριθμός των βαμμένων (νεκρών) κυττάρων σε σύνολο 500 κυττάρων. Η 

βιωσικότητα είναι το ποσοστό των ζωντανών (άβαφων) κυττάρων στο 

σύνολο των κυττάρων που μετρήθηκαν.
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2.5 Α νοσοφθορισμός.

Σαν φαινότυπο ορίζουμε την ποιοτική και ποσοτική κατανομή ενός 

μεγάλου εύρους αντιγόνων επιφάνειας που χαρακτηρίζουν έναν κυτταρικό 

πληθυσμό. Ο προσδιορισμός των αντιγόνων επιφάνειας έγινε με άμεσο και 

έμμεσο ανοσοφθορισμό με χρήση κυτταρομετρητή ροής. Στον άμεσο 

ανοσοφθοριμό μονοκλωνικά αντισώματα συνδεδεμένα με φθοριοχρωστική 

(φλουρεσκίνη -FITC ή φυκοερυθρίνη-ΡΕ) σε συγκέντρωση 1 pg/ml 

επωάζονται για 30 λεπτά σε θερμοκρασία 4°C, μαζί με ΙΟ6 κύτταρα σε 

συνολικό όγκο 100 μΐ. Στη συνέχεια το παρασκεύασμα πλένεται τρεις φορές 

σε διάλυμα PBS/BSA 0.1% για να απομακρυνθεί η περίσσεια αντισώματος 

και μονιμοποιείται με PBS/φορμαλδεύδη 1%. Στον έμμεσο ανοσοφθορισμό, 

τα μονοκλωνικά αντισώματα που χρησιμοποιούνται δεν είναι σημασμένα με 

φθοριοχρωστική. Στην περίπτωση αυτή μετά από την πρώτη επώαση στις 

παραπάνω συνθήκες και το πλύσιμο την πρώτη επώαση στις παραπάνω 

συνθήκες και το πλύσιμο των κυττάρων, ακουλουθεί δεύτερη επώαση του 

παρασκευάσματος με σημασμένο αντίσωμα εναντίον του Fc τμήματος της 

πρώτης ανοσοσφαιρίνης. Επαναλαμβάνεται η σειρά των πλυσιμάτων και η 

μονιμοποίηση. Τα δείγματα μετρώνται εντός διημέρου με το κυτταρόμετρο 

ροής (FACS can, Becton Dickinson).

2.6 Α πομόνωση μ ονοπ ύ ρηνω ν λεμ φ οκυττάρω ν από περ ιφ ερ ικό  

α ίμα ανθρώ που .

Τα ανθρώπινα μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα απομονώθηκαν με τη μέθοδο 

του Boyum (Boyum, 1968). Είκοσι ml περιφερικού αίματος συλλέγονται σε 

αποστειρωμένα φχαλίδια που περιέχουν 250-500 IU ηπαρίνης. Το κάθε 

φιαλίδιο με ηπαρινισμένο αίμα μοιράζεται σε δύο φιαλίδια (ανά 10 ml 

περίπου), αραιώνεται με HBSS (περίπου 15 ml) και τοποθετείται με προσοχή 

σαν στοιβάδα στην επιφάνεια του υγρού διαχωρισμού (περίπου 10 ml 

Lymphoprep ανά φιαλίδιο) σε σωλήνες φυγοκέντρησης των 50 ml. Το υγρό

-71-



Υ
Ά

Υλικά και Μέθοδοι

διαχωρισμού έχει πυκνότητα 1.077 g/ml. Ακολουθεί φυγοκέντρηση επί 30 

λεπτά σε 1750 rpm (900xg) άε θερμοκρασία δωματίου. Η στοιβάδα ακριβώς 

πάνω στην επιφάνεια του υγρού διαχωρισμού αποτελείται από τα 

μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα του αίματος. Το υπερκείμενο απομακρύνεται 

όσο το δυνατόν πληρέστερα (μέχρι περίπου τη στοιβάδα). Η στοιβάδα αυτή 

συλλέγεται με προσεκτική κυκλική κίνηση της βελόνας της σύριγγας πάνω 

στη στοιβάδα εως ότου οπτικά δεν παρατηρούνται άλλα κύτταρα (η 

ενδιάμεση επιφάνεια μεταξύ του ορού και του Lymphoprep να είναι 

διαυγής). Τα κύτταρα πλένονται με κρύο PRMI 1640 με φυγοκέντρηση μία 

φορά στις 1300 rpm (400xg) επί 10 λεπτά και η έκπλυση επαναλαμβάνεται 

ακόμη δύο φορές με φυγοκέντρηση στις 1300 rpm επί 5 λεπτά. Τέλος τα 

κύτταρα επαναιωρούνται στην κατάλληλη κυτταρική πυκνότητα σε πλήρες 

καλλιεργητικό υλικό. Με αυτή τη μέθοδο 20 ml αίματος υγιούς δότη 

αποδίδουν με φρέσκο Lymphoprep περίπου 30-60 εκατομμύρια μονοπύρηνα 

λευκοκύτταρα.

2.7 Απουόνωση υονοκυττάοω ν.

Ο διαχωρισμός των μονοκυττάρων γίνεται βάσει της ιδιότητάς τους να 

προσκολλώνται σε πλαστικές επιφάνειες προεπωασμένες με εμβρυϊκό ορό 

μόσχου (Kumagai et al, 1978). Ο διαχωρισμός αυτός επιτελείται ως εξής: 

πλαστικά τρυβλία Petri επωάζονται ολονυκτίως με εμβρυϊκό ορό μόσχου 

(FCS) στους 4°C. Πριν τοποθετηθούν τα απομονωθέντα μονοπύρηνα 

λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος τα τρυβλία πλένονται, τουλάχιστον 

τρεις φορές με φυσιολογικό ορό ρυθμισμένο με διάλυμα φωσφορικών 

(Phospate Buffer Saline, PBS). Τα λεμφοκύτταρα φέρονται σε πυκνότητα 

ΙχΙΟ7 κύττταρα/ml σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό και τοποθετούνται στα 

τρυβλία έτσι ώστε η στάθμη του υγρού να μήν υπερβαίνει τα 3 

χιλιοστόμετρα. Τα τρυβλία επωάζονται για τρεις ώρες στους 36.5-37°C σε 

επωαστικό κλίβανο παρουσία 59< CO2 και 95% υγρασίας. Μετά το πέρας της
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επώασης, τα τρυβλία αναταράσσονται δυνατά προς εναιώρηση των μη 

προσκολληθέντων κυττάρων (Τ και Β λεμφοκύτταρα). Το εναιώρημα 

αποχύνεται ή φυλάσσεται για να περαστεί μετά από στήλη nylon wool για 

τον περαιτέρω διαχωρισμό των Τ λεμφοκυττάρων Προστίθεται γρήγορα 

πλήρες καλλιεργητικά υλικά στα τρυβλία που αφήνονται στον πάγο για 10 

περίπου λεπτά ώστε να επιτευχθεί η αποκόλληση των μονοκυττάρων. Με 

την άκρη του εμβόλου μιας σύριγγας του 1 ml επιτελείται μηχανικά η 

αποκόλληση των υπολοίπων μονοκυττάρων. Η αποκόλληση μπορεί να γίνει 

και με την επανειλλημένη υποπίεση έκλουση μέσω μίας βελόνας 21 G. Το 

εναιώρημα φυλάσσεται και αφού προστεθεί σε αυτό και το καλλιεργητικό 

υγρό από το πλύσιμο του τρυβλίου γίνεται έλεγχος του συλλεχθέντος 

πληθυσμού. Ο πληθυσμός των μονοκυττάρων ελέγχεται με το μονοκλωνικό 

αντίσωμα anti CD 14 που αναγνωρίζει μονοκύτταρα καθώς επίσης και με 

άλλα αντισώματα που αναγνωρίζουν Τ ή Β λεμφοκύτταρα για να 

διαπιστωθεί η καθαρότητα του πληθυσμού καθώς και με χρώση με 

τροποποιημένη Giemsa και με ειδική χρώση εστεράσης. Ικανοποιητική 

θεωρείται καθαρότητα του μονοκυτταρικού πληθυσμού με ποσοστό 

μεγαλύτερο από 95% άλλως η διαδικασία επαναλαμβάνεται.

2.8 Α πουόνω ση Τ-λενκροκντττάρων.

Η απομόνωση των Τ λεμφοκυττάρων με nylon wool (Julius et al., 1973) 

μπορεί να γίνει είτε απευθείας μετά το διαχωρισμό των μονοπύρηνων 

λευκοκυττάρων από το περιφερικό αίμα είτε από το υπερκείμενο που 

προκύπτει από το διαχωρισμό των μονοκυττάρων (μετά την ισχυρή 

ανατάραξη -βλ.παραπάνω). Η διαδικασία απομόνωσης είναι η εξής:

Ποσότητα nylon wool εκπλύεται με HC1 ΟίΝ. Ακολουθούν διαδοχικές 

εκπλύσεις με δις απεσταγμένο νερό εως ότου το pH φθάσει το 7. Η ποσότητα 

αυτή τοποθετείται σε κυλίνδρους συριγγών των 5 ή 10 ml (ανάλογα με την 

ποσότητα των κυττάρων προς διαχο)ρισμό). Οι σύρριγες περιέχουν PBS+5%
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FCS μέχρι την ένδειξη 4 (προκειμένου για σύριγγα των 5 ml). To nylon wool
%

τοποθετείται στείρα και πιέζεται προσεκτικά ώστε να απελευθερωθεί ο 

τυχόν εγκλωβισμένος αέρας, μέχρι την ένδειξη 3 της σύριγγας των 5 ml. (Σε 

περίπτωση που χρησιμοποιηθεί σύριγγα των 10 ml, οι αντίστοιχες ενδείξεις 

είναι 8 και 6). Ελευθερώνουμε την οπή της βελόνας ώστε να περάσει το υγρό 

έκλουσης (PBS+5% FCS) και περνάμε μέσα από την κολώνα άλλα 10-15 ml 

υγρό στάγδην για εξισορρόπησή της. Κλείνουμε την οπή της βελόνας, 

προσθέτουμε 1 ml υγρό έκπλυσης και επωάζουμε την στήλη για 1 ώρα στους 

37°C σε επωαστικό κλίβανο. Μετά το πέρας της επώασης αφήνουμε το υγρό 

έκπλυσης να φύγει και τα κύτταρα που τα έχουμε φέρει σε όγκο 0.5-1 ml 

τοποθετούνται στάγδην επί της στήλης. Προστίθεται 1 ml υγρό έκπλυσης 

ώστε τα κύτταρα να προωθηθούν στο σώμα του nylon wool, το άκρο της 

βελόνας επανασφραγίζεται και η στήλη επωάζεται για 1 ακόμη ώρα σε 

επωαστικό κλίβανο. Μετά το τέλος της επωάσεως, το άκρο της βελόνας 

ελευθερώνεται και προστίθεται στάγδην 10-15 ml υγρό έκπλυσης προς 

:*« παραλαβή των κυττάρων. Ο παραλαμβανόμενος πληθυσμός των Τ

λεμφοκυττάρων ελέγχεται ως προς την καθαρότητα του με το μονοκλωνικό 

αντίσωμα anti CD3 που αναγνωρίζει Τ λεμφοκύτταρα και άλλα αντισώματα 

(όπως anti CD14 που αναγνωρίζει μονοκύτταρα ή Slg για τα Β 

λεμφοκύτταρα). Ικανοποιητική θεωρείται καθαρότητα μεγαλύτερη από 95 

άλλως η διαδικασία επαναλαμβάνεται.

2.9 Α ποιιόνω ση CD4+ κα ι CD8+ λεικροκυτταρικώ ν υποπληθυσαώ ν.

Η απομόνωση των CD4+ και CD8+ υποπληθυσμών από καθαρό Τ 

λεμφοκυτταρικό πληθυσμό (βλ.παραπάνω) γίνεται με την χρήση μαγνη- 

τικών σφαιριδίων DYNAL τα οποία στην επχφάνειά τους φέρουν 

μονοκλωνικό αντίσωμα που συνδέεται είτε με CD4 αντιγόνο είτε με το 

CD8+. Αναλυτικότερα:
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». Μετρούνται τα Τ λεμφοκύτταρα με τη μέθοδο που περιγράφηκε 

παραπάνω.

► Υπολογίζεται θεωρητικά ο αριθμός των CD4+ ή CD8+ κυττάρων που 

αντιστοιχεί στον παραπάνω αριθμό Τ λεμφοκυττάρων.

Τα Τ λεμφοκύτταρα επωάστηκαν στους 4°C με ανοσομαγνητικά

σφαιρίδια επικαλυμμένα με το επιθυμητό αντίσωμα σε μία αναλογία περίπου

4·106 σφαιρίδια/106 κύτταρα στόχους κάτω από περιοδική αν όδευση.

► Τα CD4+ ή CD8+ λεμφοκύτταρα που προσδέθηκαν στα μαγνητικά 

σφαιρίδια συλλέγθηκαν με την βοήθεια ενός μαγνήτη (MPC-6, DYNAL).

► Το εναιώρημα σφαιριδίων κυττάρων ξεπλύθηκε τρεις φορές ώστε να 

απομακρυνθούν τα μή δεσμευμένα κύτταρα.

► Καταμέτρηση των απομονωμένων κυττάρων.

► Για την αποκόλληση των σφαιριδίων από τα κύτταρα χρησιμοποιείται 

ειδικό πολυκλωνικό αντίσωμα (DETACH A BEAD, DYNAL), το οποίο 

συνδέεται με τα Fab τμήματα του μονοκλωνικού αντισώματος. Η 

αλληλεπίδραση αυτή παρεμποδίζει τη σύνδεση του Fab τμήματος του 

συνδεδεμένου στα σφαιρίδια μονοκλωνικού αντισώματος, με τον επίτοπο 

του μορίου που αυτό αναγνωρίζει στα απομονωμένα κύτταρα. Η 

αλληλεπίδραση αυτή έχει σαν αποτέλεσμα το σύμπλεγμα των 

ανοσομαγνητικών σφαιριδίων με το μονοκλωνικό αντίσωμα στην 

επιφάνειά τους και το πολυκλωνικό αντίσωμα συνδεδεμένο πάνω στα 

Fab τμήματατου τελευταίου να αποδεσμεύεται από τα κύτταρα. Η χρήση 

μαγνήτη (MPC-6, DYNAL) έχει σαν αποτέλεσμα τη συλλογή των 

σφαιριδίων οπότε τα κύτταρα είναι πλέον απομονωμένα και κατάλληλα 

για λειτουργικά πειράματα.
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2.10 Κ υτταοικέο  σειρές.

Οι παρακάτω κυτταρικές σειρές χρησιμοποιήθηκαν σαν κύτταρα στόχοι 

στα πειράματα προσδιορισμού της δραστικότητας των ΝΚ και LAK 

κυττάρων. Η Κ562 προέρχεται από ένα ασθενή με χρόνια μυελογενή 

λευχαιμία. Οι κυτταρικές σειρές DAUDI και RAJI είναι ανθρώπινες 

κυτταρικές σειρές που προέρχονται από λέμφωμα Burkit. Η L1210 και η 

YAC προέρχονται από λέμφωμα μυός. Η Ρ815 προέρχεται από 

μαστοκύττωμα μυός.

2.11 Ε τερόλονη α ικ τ ιί λετκροκυτταρικιί αντίδραση.

Η θεωρητική βάση της λεμφοκυτταρικής αντίδρασης αναφέρθηκε στην 

εισαγωγή, όπου αναπτύχθηκαν τα στάδια των κυτταρικών διεγέρσεων καχ 

ενεργοποιήθηκαν τα στάδια των κυτταρικών διεγέρσεων και ενεργο

ποιήσεων που τελικά οδηγούν στον πολλαπλασιασμό των Τ λεμφοκυττάρων 

(κυρίως του CD4+ υποπληθυσμού). Στην πράξη ξεχωρίζουμε δύο 

πληθυσμούς στη μικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση: τον πληθυσμό των 

αντχδρώντων (responder) κυττάρων και τον πληθυσμό που προκαλεί αυτή 

τη διέγερση (stimulators) όντας ο ίδιος απενεργοπουημένος (συνήθως με γ 

ακτινοβολία). Η απενεργοποίηση γίνεται ώστε ο μόνος πληθυσμός που θα 

έχει τη δυνατότητα πολλαπλασιασμού να είναι ο αντιδρών. Η ετερόλογη 

μικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση είναι ένα κυτταρικό σύστημα που 

επιτρέπει μία in vitro αξιολόγηση του ανοσολογικού συστήματος εναντίον 

ξένων αντιγόνων.

Αναλυτικά η τεχνική έχει ως εξής: από το περιφερικό αίμα δότη που 

προορίζεται να δώσει τα αντιδρώντα κύτταρα, απομονώνονται τα 

μονοπύρηνα λευκοκύτταρα μετά από φυγοκέντρηση πάνω σε Lymphoprep. 

Επακολουθεί προσκόλληση σε τρυβλία petri και απομόνωση των 

μονοκυττάρων. Το υπερκείμενο περνιέται από στήλη nylon wool και 

απομονώνεται ο Τ πληθυσμός. Η κυτταρική πυκνότητα ρυθμίζεται και για
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τους δύο πληθυσμούς στα 2χ106 κύτταρα/ml ή σε ΙχΙΟ6 κύτταρα/ml σε 

πλήρες καλλιεργητικό υλικό RPMI 1640 που δυνατόν να περιέχει αντί για 

10% FCS, 10% ορό ΑΒ από μη ηπαρινισμένα αίματα. Ο πληθυσμός των 

μονοκυττάρων απενεργοποιείται κατόπιν ακτινοβολίας από πηγή κοβαλτίου 

(3000-3300 rads). Από το περιφερικό αίμα του δότη του οποίου τα κύτταρα 

θα αποτελόσουν το διεγείροντα πληθυσμό, απομονώνονται με διαδικασία 

παρόμοια με αυτή που προαναφέρθηκε, τα μονοκύτταρα τα οποία 

απενεργοποιούνται επίσης κατόπιν ανκτινοβολίας από πηγή κοβαλτίου 

(3000-3300 rads).

Για τον αντιδρώντα πληθυσμό είναι απαραίτητη η παρουσία αυτολόγων 

μονοκυττάρων (Baxevanis et al, 1986). Συνεπώς στην ετερόλογη ΜΛΑ ο 

αντιδρών πληθυσμός μπορεί να είναι και μονοπύρηνα απευθείας μετά την 

απομόνωσή τους από το περιφερικό αίμα. Η αναλογία με την οποία 

αναμιγνύονται οι πληθυσμοί είναι Τ λεμφοκύτταρα:αυτόλογα μονο- 

κύτταρα:ετερόλογα μονοκύτταρα=1:0.1:1 (πίνακας 5). Οταν χρησιμο

ποιούνται 2χ105 αντιδρώντα λεμφοκύτταρα με 2χ105 ετερόλογα μονοκύτ

ταρα χρησιμοποιούμε πλάκες με επίπεδο πυθμένα στα φρεάτια ενώ όταν 

χρησιμοποιούνται μικρότεροι αριθμοί κυττάρων (π.χ. ΙχΙΟ5 αντιδρώντα 

κύτταρα εναντίον ΙχΙΟ5 διεγειρόντων μονοκυττάρων) χρησηιοποιούνται 

πλάκες με φρεάτια κοίλου πυθμένα. Σε πλάκες μικροκαλλιέργειας των 96 

φρεατίων βάζουμε 100 μΐ από καθέναν από τους δύο πληθυσμούς (=2χ105 

κύτταρα ανά φρεάτιο από κάθε πληθυσμό). Τα δείγματα μπαίνουν πάντα εις 

τριπλούν (3 ίδια φρεάτια ανά δείγμα) εκτός αν αναφέρεται αλλιώς. Η πλάκα 

παραμένει στον επωαστικό κλίβανο επί 6 ημέρες (37°C, 5% CO2, 95% 

υγρασία). Δεκαέξι ή δεκαοκτώ ώρες πριν από το τέλος της καλλιέργειας, 

προστίθεται 1 μΟχ τριτωμένης (3Η) θυμιδίνης. Μετά το πέρας των 6 ημερών 

τα κύτταρα συλλέγονται από έναν αυτόματο κυτταροσυλλέκτη (automatic 

cell harvester, DYNATECH) πάνω σε χαρτί με ίνες γυαλιού (glass fibre
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paper). Τα χαρτιά αυτά αντιστοιχούν ανά ένα σε κάθε φρεάτιο της αρχικής 

πλάκας, ξεραίνονται και τοποθετούνται σε σωληνάρια σπινθηρισμού. Στα 

σωληνάρια αυτά τοποθετούνται 6 ml υγρού σπινθηρισμού και η 

ενσωματοθείσα ραδιενέργεια μετριέται σε έναν μετρητή β ακτινοβολίας 

(BECKMAN).

Με δεδομένο άτι μάνο τα πολλαπλασιαζόμενα δηλ. τα ενεργοποιημένα 

κύτταρα συνθέτουν DNA και συνεπώς ενσωματώνουν την ραδιενεργά 

θυμιδίνη μπορούμε να θεωρήσουμε τα ποσά της ραδιενέργειας των 

δειγμάτων σαν ένδείξεις ενεργοποίησης του αντχδρώντος πληθυσμού.
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ΕΤΕΡΟΛΟΓΟΣ ΜΙΚΤΗ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ (ΕΜΛΑ)

ΔΟΤΗΣ A______________________________________ ΔΟΤΗΣ Β

Περιφερικό αίμα Περιφερικό αίμα

Απομόνωση Μονοπυρήνων Απομόνωση
Μονοπύρηνων

Απομόνωση Απομόνωση Απομόνωση
Λεμφοκυττάρων Μονοκυττάρων Μονοκυττάρων

(responder cells) (accessory cells) (stimulatory cells)

Απενεργοποίηση Απενεργοποίηση
γ-ακτινοβολία γ-ακτινοβολία

ΣΤΑΔΙΟ ΕΠΩΑΣΗΣ
ΔΥΝΑΤΟΙ ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΙ 

Τ+Μο ----------------------------------------

PBMC — ____________ __ _________

CD4+ +Μο --------------- -------------------------

CD8+ +Μο -----------------------------------------

2 χ 1 0 5 : 2 χ 1 0 4
φρεάτιο

Μο

Μο

Μο

Μο

• 2x10^
‘ φρεάτιο

ΣΧΗΜ Α 3. Σ χ η μ α τ ικ ή  π α ρ ά σ τα σ η  ΕΜ ΛΑ
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2.12 CML δοκιαασία.

Για την πραγματοποίηση αυτής της δοκιμασίας βασιστήκαμε στο 

πρωτόκολλο που περιγράφεται από τον (Balck et al, 1983). Με την διαδικασία 

που αναφε'ρθηκε στην προηγούμενη παράγραφο απομονώνονται τα 

μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα από περιφερικό αίμα. Τα κύτταρα τα οποία 

θέλουμε να ελέγξουμε για CML κυτταροτοξικότητα αποτελούν τον 

πλυθησμό των κυττάρων εκτελεστών ενώ τα κύτταρα εναντίον των οποίων 

θα εκδηλωθεί η κυτταροτοξικότητα αποτελούν τα κύτταρα στόχους. Μετά 

την απομόνωση των μονοπυρήνων λεμφοκυττάρων ένα μέρος των 

κυττάρων στόχων ακτινοβολείται σε πηγή κοβαλτίου (3000-3300 rads) ενώ 

το υπόλοιπο μέρος των κυττάρων στόχων καλλιεργείται παρουσία φυτο- 

αιμοσυγκολητίνης (ΡΗΑ) συγκέντρωσης lpg/ml σε πλάκες καλλιέργειας 24 

φρεατίων. Τα ακτινοβολημένα κύτταρα μετρούνται και φέρονται σε 

πυκνότητα ΙχΙΟ6 κύτταρα/ml.

Τα κύτταρα εκτελεστές μετρούνται επίσης και φέρονται σε πυκνότητα 

2χ106 κύτταρα/ml. Σε πλάκες καλλιέργειας 24 φρεατίων βάζουμε 1ml 

(=2χ106κύτταρα) από τον πληθυσμό των κυττάρων εκτελεστών και 1ml 

(= 1χ106κύτταρα) από τον πληθυσμό των κυττάρων στόχων. Μετά το πέρας 

των 6 ημερών τα κύτταρα στόχοι είναι νεκρά και συνεπώς στην καλλιέργεια 

υπάρχουν μόνο τα κύτταρα εκτελεστές τα οποία μετρούνται και φέρονται σε 

πυκνότητα ΙχΙΟ6 κύτταρα/ml.

Ενα τμήμα των κυττάρων στόχων, που αναπτύσσεται παρουσία 

φυτοαιμοσυγκολλητίνης για 6 ημέρες, επωάζονται για 1 ώρα με 200 pCi 

Na251CrC>4 στους 37C. Κατόπιν της διαδικασίας αυτής τα κύτταρα 

πλένονται 3 φορές με HBSS στις 1500 rpm για 5 λεπτά.Μετά το πέρας των 

πλυσιμάτων τα κύτταρα επωάστηκαν για 5 λεπτά στους 37C για να γίνει η 

αυτόματη απελευθέρωση 51Cr.
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Σε πλάκες μικροκαλλιέργειας 96 φρεατίων βάζουμε 100 μΐ (=1χ105 

κύτταρα/ml) από τον πληθυσμό των κυττάρων εκτελεστών και 100 μΐ 

(= ΙχΙΟ4 κύτταρα/ml) απο τον πληθυσμό των κυττάρων στόχων.Επίσης 100 

μΐ (=1χ104 κυτταρα/ml) από τα κυττάρα στόχους τοποθετούνται με 100 μΐ 

πλήρες καλλιεργητικό υλικό με σκοπό τον μετέπειτα προσδιορισμό της 

αυθόρμητης απελευθέρωσης 51Cr απο τα κύτταρα στόχους. Για τον 

προσδιορισμό της ολικής ποσότητας δεσμευμένου 51Cr από τα κύτταρα 

στόχους, 100 μΐ ( = 1χ104 κύτταρα/ml) από αυτά επωάστηκαν με 100 μΐ 

διαλύματος Triton (το οποίο λύει τα κύτταρα). Ολα τα δείγματα 

τοποθετούνται εις τριπλούν. Οι πλάκες μικροκαλλιέργειας επωάζονται σε 

κλίβανο 37°C για 4 ώρες αφού φυγοκεντρηθούν για 5 min σε 500rpm (50xg). 

Μετά το πέρας των 4 ωρών συλλέγεται 100 μΐ από κάθε φρεάτιο και η 

απελευθερωθείσα ραδιενέργεια μετριέται σε μετρητή γ-ακτινοβολίας 

(PACKARD, Downers Groves, IL). To ποσοστό της % απελευθερωθείσας 

ραδιενέργειας υπολογίζεται από τον τύπο:

% ειδική απελευθέρωση 51Cr = ----- cpm δείγματος - cpm αυθέρμη,ης έκλυσης___
cpm ολικής ποσότητας - cpm αυθόρμητης έκλυσης

2.13 ΝΚ δοκιπασία .

Για τη μέτρηση της ΝΚ κυτταροτοξχκότητας απομονώνουμε τα 

μονοπύρηνα λευκοκύτταρα από το περιφερικό αίμα όπως αναφέρεται σε 

προηγούμενη παράγραφο. Στη συνέχεια τα μονοπύρηνα λευκοκύτταρα 

τοποθετούνται σε πλήρη καλλιεργητικό υλικό μετρούνται και φέρονται σε 

πυκνότητα 2χ106 κύτταρα/ml, και αποτελούν τα κύτταρα εκτελεστές.

Τα κύτταρα της λευχαιμικής σειράς Κ562 επωάζονται με Na251C r04 για 

1 ώρα στους 37°C. Στη συνέχεια πλένονται 3 φορές με HBSS, επανα- 

διαλύονται σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό, μετρούνται και φέρονται σε 

πυκνότητα ΙχΙΟ5 κύτταρα/ml. Σε πλάκες μικροκαλλιέργειας 96 φρεατίων 

βάζουμε 100 μΐ, (=2χ105 κύτταρα) από τα κύτταρα εκτελεστές και 100 μΐ
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(=1χ104 κύτταρα) από τα κύτταρα. Στη συνέχεια η διαδικασία είναι 

παρόμοια με αυτή που ακολουθείται στην παραπάνω με τον τελικό 

προσιοδρισμό της ΝΚ κυτταροτοξικότητας.

2.14 Συλλογή υπερκείηενω ν από In v itro καλλιέργειες ΕΜΛΑ και ΝΚ.

Με την πάροδο 6 ημερών συλλέχθηκαν 150 ml υπερκείμενο από 

καλλιέργειες ΕΜΛΑ οι οποιίες αναπτύχθηκαν όπως αναφέρεται στην 

αντίστοιχη παράγραφο παρουσία ή απουσία ProTa χωρίς την πρόσθεση 

ραδιενεργού θυμιδίνης. Επίσης παράλληλα με τις ΝΚ καλλιέργειες για τον 

προσδιορισμό της ΝΚ κυτταροτοξικότητας δημιουργούνται καλλιέργειες 

των οποίων τα κύτταρα στόχοι δεν έχουν επωαστεί με Na251CrC>4. Μετά την 

πάροδο 4 και 18 ωρών συλλέγεται 150 μΐ υπερκείμενο. Τα συλλεχθέντα 

χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό IL-2, PGE-2 όπως θα αναλυθεί 

παρακάτω.

2.15 In v itro  ανοσολονικιί απάντηση παρουσία Τοξοειδούς του

Τετάνου.

Για τον προσδιορισμό της in vitro ανοσολογικής απάντησης παρουσία 

τοξοειδούς του τετάνου (Τ.Τ.) απομονώθηκαν μονπύρηνα λεμφοκύτταρα 

(PBMC) με τη διαδικασία που περιγράφεται αναλυτικά σε προηγούμενη 

παράγραφο (2.6). Στη συνέχεια τοποθετούνται σε πλήρες καλλιεργητικό 

υλικό μετρούνται και φέρονται στην πυκνότητα των 3χ106 κύτταρα/ml.

Σε πλάκες μικροκαλλιέργειας 96 φρεατίων τοποθετούνται 100 μΐ 

(=3χ105 κύτταρα) από τα PBMC και στη συνέχεια προστίθεται το αντιγόνο 

ΤΤ έτσι ώστε έχει την επιθυμητή τελική συγκέντρωση. Στη συνέχεια οι 

πλάκες τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο (37°C, 5% CO2, 95% υγρασία 

για 7 ημέρες, 18 ώρες πριν τη συμπλήρωση των 7 ημερών προστίθεται 1 μΟϊ 

θυμιδίνης σε κάθε φρεάτιο. Στο τέλος της καλλιέργειας τα κύτταρα
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συλλέγονται από ένα αυτόματο κυτταροσυλλέκτη (DYNATECH) και 

ακολουθείται η διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 2.10.

Τα CD4+, CD8+ λεμφοκύτταρα και τα μονοκύτταρα απομονώνονται 

όπως περιγράφονται αλλού (παράγραφοι 2.9 και 2.7 αντίστοιχα). Οι 

πληθυσμοί των CD4+ και CD8+ κυττάρων μετρούνται και φέρονται σε 

πυκνότητα ΙχΙΟ6 κύτταρα/ml. Ο πληθυσμός των μονοκυττάρων μετρείται 

και φέρεται σε πυκνότητα ΙχΙΟ6 κύτταρα/ml. Σε πλάκες 96 φρεατίων 

τοποθετούνται 100 μΐ (ΙΟ5 κύτταρα) από τον πληθυσμό των CD4+ ή των 

CD8+ και 50 μΐ (=0.5·105 κύτταρα) από τον πληθυσμό των μονοκυττάρων. 

Στη συνέχεια προστίθεται το αντιγόνο ώστε να επιτευχθεί η επιθυμητή 

τελική συγκέντρωση. Οι πλάκες στη συνέχεια τοποθετούνται στον 

επωαστικό κλίβανο επί 7 ημέρες (37°C, 5% CO2 95% υγρασία) 18 ώρες πριν 

τη συμπλήρωση των 7 ημερών προστίθεται ΙμΟΐ θυμιδίνης/ φρεάτιο και στη 

συνέχεια ακολουθείται η παραπάνω εκτεθείσα διαδικασία.

Παράλληλα με την παραπάνω διαδικασία δημιουργούνται και πλάκες 

μικροκαλλιεργειών οι οποίες περιέχουν τους συνδυασμούς κυττάρων και 

αντιγόνου που αναφέρονται παραπάνω. Η διαφορά είναι ότι ο κάθε 

συνδυασμός επαναλαμβάνεται 7 φορές. Ετσι είναι δυνατόν ανά μία ημέρα να 

λαμβάνεται υπερκείμενο το οποίο χρησιμοποιείται για τους προσδιορισμούς 

κυτταροκινών που θα αναφερθούν παρακάτω.

2.16 ΚαΑΑιέργειεα LAK κ υ ττάρων.

Από περιφερικό αίμα απομονώθηκαν PBMC όπως περιγράφεται 

παραπάνω μετρήθηκαν και φέρονται σε συγκέντρωση 2.5-5.0χ105 

κύτταρα/ml. Προστίθεται ανασυνδυασμένη IL-2 σε τελική συγκέντρωση 

1000 U/ml. Η καλλιέργεια των LAK κυττάρων μοιράζεται σε 8 φρεάτια σε 

πλάκες καλλιέργειας 24 οπών. Στη συνέχεια στο κάθε φρεάτιο προστίθενται 

ProTa ώστε η συγκέντρωσή της να ανέλθει στους αριθμούς που 

παρουσιάζονται στα αντίστοιχα πειράματα. Στη συνέχεια οι πλάκες
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τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο (37°C, 5% CO2, 95% υγρασία). Μετά το 

πέρας των 7 ημερών τα κύτταρα χρησιμοποιούνται για κυτταροτοξικές 

διαδικασίες όπως αναφέρεται στις αντίστοιχες παραγράφους.

2.17 Απομόνωση και καλλιέργεια των TIL.

Τμήματα συμπαγών όγκων απομονώνονται κατά τη διάρκεια 

χειρουργικών επεμβάσεων με άσηπτο τρόπο και τοποθετούνται σε πλαστικό 

μπουκαλάκι που περιείχε πλήρες καλλιεργητικό υλικό. Στη συνέχεια και 

μέσα σε χρονικό διάστημα που δεν ξεπερνούσε την 1 ώρα μεταφέρονταν το 

υλικό από το χειρουργείο στο εργαστήριο όπου και τοποθετείτο σε πλαστικό 

τρυβλίο Petri όπου και θα ακολουθούσε το πρώτο στάδιο διαχωρισμού των 

κυτταρικών πληθυσμών. Με τη χρήση στείρων νυστεριών απομακρύνθηκε 

ο νεκρωτικός και ο λιπώδης ιστός από το τεμάχιο του όγκου. Στη συνέχεια 

·& με μηχανικό τρόπο και με τη χρήση λαβίδας και νυστεριού ο όγκος

τεμαχίστηκε σε τμήματα πολύ μικρού μεγέθους της τάξης του 1-3 mm3. 

Κατά τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας απελευθερώθηκαν κύτταρα και 

συσσωματώματα κυττάρων στο υδάτινό εναιώρημα. Τα ινώδη τμήματα που 

δεν έσπασαν κατά τη διάρκεια της μηχανικής διαδικασίας και που 

εμπεριείχαν μεγάλο αριθμό κυττάρων υποβλήθηκαν σε ενζυματική 

επεξεργασία με την προσθήκη 1-2 mgr/ml κολλαγενάσης και 0.2 mgr/ml 

δεσοξυριβονουκλεάσης. Η επώαση διήρκεσε από 2 ώρες το ελάχιστο μέχρι 16 

ώρες το μέγιστο στους 37°C μέχρι την πλήρη διάσπαση των τεμαχιδίων του 

όγκου και τη μετατροπή τους σε εναιώρημα κυττάρων. Στη συνέχεια το 

εναιώρημα κυττάρων πλήθυκε σε RPMI 1640 κατόπιν φυγοκέντρησης στις 

1500 rpm για 5 λεπτά. Αυτό έγινε για να απομακρυνθούν τα λιπώδη και τα 

άλλα στοιχεία της ενζυματικής διάσπασης που καθίστανται τοξικά για την 

κυτταρική καλλιέργεια. Το ίζημα της φυγοκέντρησης επαναδιαλυτο- 

ποιήθηκε σε 1640 rpm και το εναιώρημα κυττάρων φιλτραρίστηκε μέσα από 

nylon wool για να απομακρυνθούν τα μεγάλα κυτταρικά συσσωματώματα. Η

(
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βιωσιμότητα των κυττάρων ελέγθηκε και ξεπερνούσε σε κάθε περίπτωση το 

80%. Η ταυτοποίηση των μονοπύρηνων από τα καρκινικά κύτταρα έγινε 

κατά πρώτο λόγο με βάση το μέγεθος και τη μορφολογία τους κατόπιν 

μικροσκοπικής παρατήρησης. Τα κύτταρα μετρήθηκαν και αραιώθηκαν σε 

πυκνότητα 0.25χ106 κύτταρα/ml. Στη συνέχεια τοποθετήθηκε 1 ml/φρεάτιο 

σε πλάκα 24 οπών. Στα φρεάτια προστέθηκαν 1000 U/ml IL-2 καθώς και 

ProTa ώστε η συγκέντρωσή της να είναι αυτή που αναφέρεται στα σχετικά 

σχήματα. Οι πλάκες τοποθετούνται σε επωαστικό κλίβανο (37°C, 5% CO2, 

95% υγρασία) για 7 ημέρες. Μετά το πέρας του παραπάνω χρονικού 

διαστήματος τα κύτταρα χρησιμοποιούνται σε κυτταροτοξική δοκιμασία.

2.18 Α ποκάνω  an  κα ι καλλιέργεια  EAMNC.

Μετά την αφαίρεση του ασκιτικού ή πλευριτικού υγρού, προστίθεται σε 

αυτό μικρή ποσότητα ηπαρίνης (10 U/ml) για να εμποδίσει τους 

μηχανισμούς πήξης να δράσουν. Στη συνέχεια το υγρό φιλτράρεται μέσα 

από αποστειρωμένη σύριγγα των 50 ml με βαμβάκι για να κατακρατηθούν 

τα τεμάχια των ιστών και τα μεγάλα συσσωματώματα. Το διηθημένο με αυτό 

το τρόπο υγρό συλλέγεται σε σωληνάρια των 50 ml όπου και φυγοκεντρείται 

για 50 λεπτά στις 1500 rpm. Το ίζημα των κυττάρων που προκύπτει μετά το 

τέλος της φυγοκέντρησης επαναδιαλυτοποιείται σε 10 ml διαλύματος 

Lymphoprep για το διαχωρισμό των μονοπυρήνων κυττάρων από τα 

ερυθροκύτταρα. Στη συνέχεια τα μονοπύρηνα κύτταρα που μαζί με τα 

καρκινικά κύτταρα μένουν στην πάνω στοιβάδα του Lymphoprep 

μετρούνται και φέρονται στην επιθυμητή συγκέντρωση των 0.5χ106 

μονοπυρήνων κυττάρων/ml. Στη συνέχεια η καλλιέργεια των EAMNC 

γίνεται ακολουθώντας το ίδιο πρωτόκολλο με αυτό των TIL.
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2.19 EAcvyoc tn c  κυτταροτοξικής δράση*:.

Ο προσδιορισμός της Ιαιτταροτοξικής δράσης των TIL, EAMNC, LAK 

κυττάρων έγινε χρησιμοποιώντας, όπως και στην περίπτωση της CML και 

ΝΚ δοκιμασίας, την τεχνική της ειδικής απελευθέρωσης ραδιενεργού 

χρωμίου (51Cr). Ο έλεγχος αυτός έγινε εναντίον των κυττάρων των 

καρκινικών σειρών Κ562, DAUDI, RAJI (κύτταρα στόχοι).

Τα κύτταρα πρός έλεγχο της κυτταροτοξικής τους δράσης (κύτταρα 

εκτελεστές) πλήθυκαν σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό, επαναιωρήθηκαν 

στη συγκέντρωση του ΙχΙΟ6 κύτταρα/ml και τοποθετήθηκαν ανά 100 

μΐ/φρεάτιο σε πλάκες μικροκαλλιεργειών των 96 οπών με κοίλο πυθμένα.

ΙΟ7 κύτταρα στόχοι επωάστηκαν σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό που 

περιέχει 100 μϋ ϊ Na251CrC>4 για 60 λεπτά στους 37°C. Μετά το πέρας της 

επώασης τα κύτταρα στόχοι πλήθυκαν τρεις φορές επαναιωρήθηκαν και 

επωάστηκαν επί 30 επιπλέον λεπτά ώστε να γίνει η αυτόματη απευλεθέρωση 

51Cr. Στη συνέχεια μετρούνται και φέρονται σε πυκνότητα ΙχΙΟ5 

κύτταρα/ml. Η συνέχεια της διαδικασίας είναι όμοια με αυτή που 

περιγράφηκε στην παράγραφο 2.12 με σκοπό τον υπολογισμό της ειδικής 

απελευθέρωσης 51Cr.

2.20 Αποπόνωσπ υ ονοπ υοη νω ν λετιφοκυττάρων από σπλήνα uuoc.

Οι μύς θυσιάζονται και κατόπιν αφαιρούνται οι σπλήνες τους κάτω από 

άσηπτες συνθήκες. Στη συνέχεια με μηχανική κατεργασία, χρησιμο

ποιώντας αποστειρωμένους ομογενοποιητές δημιουργούμε ένα εναιώρημα 

κυττάρων. Ακολούθως φιλτράρουμε το διάλυμε μέσα από σύριγγα η οποία 

έχει αποστειρωθεί με βαμβάκι με σκοπό να κατακρατηθούν τα ινώδη 

στοιχεία. Επιστοιβάζουμε το διήθημα πάνω από Lymphoprep και φυγο- 

κεντρούμε στις 1750 rpm για 30 λεπτά. Στη συνέχεια όπως περιγράφηκε ι

στην παράγραφο 2.8 συλλέγουμε τον πληθυσμό των μονπυρήνων 

λευκοκυττάρων.
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2.21 Συλλογή υπεοκεή ιενω ν από In  v itro  KctAAieoveiec 

σ ιιληνοκυττά οω ν uuoc.

Μετά την απομόνωση των μονοπύρηνων λεμφοκυττάρων από σ π λή να  

μυάς τα κύτταρα μετρούνται και φέρονται σε πυκνότητα 4x10® κύτταρα/ml. 

Βάζουμε 5 ml από τα κύτταρα ( = 2x10® κύτταρα) σε φρεάτια από φιάλες 

καλλιέργειας των 25 cm2. Επίσης προσθέτουμε ProTa ώστε η συγκέντρωση 

της να είναι 250 ng/ml. Οι φιάλες τοποθετούνται στον επωαστικό κλίβανο 

(37°C, 5% CO2, 95% υγρασία). Μετά το πέρας 3 ημερών συλλέγονται τα 

υπερκείμενα τα οποία θα χρησιμοποιηθούν για τη μέτρηση των κυτταρο- 

κινών IL-2 και TNFa.

2.22 Μ έτρηση του  ποσοστού τω ν σ πλη νοκυττά ρω ν υε ανοσοφθορισπό.

Η μέτρηση του ποσοστού των υποπληθυσμών CD8+, ΝΚ+, CD3+Tac+, 

CD3+IA+, γίνεται με ανοσοφθορισμό όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

2.8. Τα αντισώματα που χρησιμοποιούνται εδώ είναι τα anti, -CD4FITC, - 

CD8-FITC, -ΝΚ-ΡΕ, -CD3-FITC, -CD25-PE, -ΙΑ<1-ΡΕ (Pharmingen, 

California).

2.23 Α ποπόνω ση υπ ο π λη θυσ π ώ ν  CD4+ κα ι CD8+ λειηροκυττάρω ν 

από σ πλη νο κ ύττα ρ α  uuoc.

Αρχικά πραγματοποιείται η απομόνωση των μονοπύρηνων λεμφοκυτ

τάρων από σπληνοκύτταρα όπως αυτή παρουσιάζεται στην παράγραφο 2.19. 

Μετά τη διαδικασία αυτή απομονώνονται τα Τ λεμφοκύτταρα περνώντας τα 

μονοπύρηνα μέσα από στήλες nylon wool όπως περιγράφεται αναλυτικά 

στην παράγραφο 2.11. Στη συνέχεια τα κύτταρα μετρούνται και φέρονται σε 

πυκνότητα 15x10® κύτταρα/ml. 70 μΐ (=1x10® κύτταρα χρησιμοποιούνται 

για ανοσοφθορισμό με anti CD3FITC όπως περιγράφεται στην παράγραφο).

Η ανάλυση έδειξε 96% CD3 + . 2 ml από το διάλυμα (30x10® κύτταρα) 

επωάζονται με anti CD4 (κλώνος RM4-5) ώστε η συγκέντρωση του 

αντισώματος να είναι 10 pg/ml. Η επώαση λαμβάνει χώρα σε σωληνάριο

-87-



Υλικά και Μέθοδοι

στους 0°C και διαρκεί 1  ώρα. Με το πέρας της επώασης προσθέτουμε PBS 

στο σωληνάριο και το φυγοκεντρούμε. Επαναδιαλύουμε το ίζημα με PBS 

και επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία 2  φορές. Τελικά επαναδιαλύουμε το 

ίζημα σε 2 ml PBS/2 % FCS. Ταυτόχρονα επικαλύπτουμε τρυβλία Petri με 

mouse-anti rat IgG 2α. Η τελευταία επώαση λαμβάνει χώρα στους 4°C για 1 

ώρα. Μετά το τέλος της μίας ώρας ξεπλένουμε το τρυβλίο Petri με PBS. Η 

διαδικασία επαναλαμβάνεται 3 φορές. Ακολούθως βάζουμε το διάλυμα των 

κυττάρων στο τρυβλίο και το επωάζουμε στους 4°C για 1 ώρα. Μετά την 

πάροδο μίας ώρας συλλέγχθηκαν όλα τα μη προσκολλημένα κύτταρα 

ανακινώντας το τρυβλίο και αναρροφώντας τα προσεκτικά με πιπέτα. Στη 

συνέχεια προσθέτουμε 2  ml PBS/2 % FCS, ανακινούμε προσεκτικά το 

τρυβλίο και αναρροφούμε το υπερκείμενο, επαναλαμβάνουμε μία φορά 

ακόμη. Φυγοκεντρούμε τα κύτταρα και τα επαναδιαλύουμε σε πλήρες 

θρεπτικό υλικό. Στη συνέχεια τα κύτταρα μετρούνται και φέρονται σε 

πυκνότητα 2x10® κύτταρα/ml. Σε δύο δείγματα του 1 ml από τα κύτταρα 

(1 x 1 0 ® κύτταρα) γίνεται ανοσοφθορισμός όπως έχει ήδη περιγράφει σε 

προηγούμενη παράγραφο (2,22) με anti CD8b*FITC και anti CD4 (κλώνος 

RM4-4)-PE. Η ανάλυση έδειξε ότι τα μη προσκολλημένα κύτταρα είναι σε 

ποσοστό 96% CD8 + ενώ μόνο 3% είναι CD4+. Τα προσκολλημένα κύτταρα 

αποκολλώνται από τον πυθμένα του τρυβλίου Petri με μηχανική διεργασία 

όπως αυτή περιγράφεται στην παράγραφο που αναφέρεται στην απομόνωση 

μονοκυττάρων (παράγραφος 2.7). Στη συνέχεια το εναιώρημα 

φυγοκεντρείται στις 1500 rpm για 5 λεπτά. Το ίζημα επαναδιαλύεται σε 

PBS/2% FCS και η διαδικασία επαναλαμβάνεται άλλες 2 φορές. Τελικά τα 

κύτταρα επαναδιαλύονται σε πλήρες καλλιεργητικό υλικό, μετρούνται και 

φέρονται σε πυκνότητα 2x106 κύτταρα/ml. Σε δύο δείγματα του 1  ml 

(= 1 x 1 0 ® κύτταρα) γίνεται ανοσοφθορισμός όπως έχει ήδη περιγράφει 

(παράγραφος 2.5) με anti CI)8 |,-FITC και anti CD4 (κλώνος RM4-4)-PE. Η
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ανάλυση έδειξε ότι τα προσκολλημένα κύτταρα είναι σε ποσοστό 95% CD4+ 

και περίπου 3% CD8 +.

2.24 Α πουόνω σπ ΝΚ+ κ υ ττά ρ ω ν  an d  σπΑ πνοκύτταρα uuoc.

Αρχικά πραγματοποιείται η απομόνωση των μονοπύρηνων λεμφοκυτ

τάρων από σπληνοκύτταρα όπως αυτή παρουσιάζεται στην παράγραφο 2.19. 

Τα σπληνοκύτταρα μετρούνται και αραιώνονται σε συγκέντρωση 15χ106 

κύτταρα/ml. 2  ml από τα κύτταρα (=30χ106 κύτταρα) επωάζονται με anti- 

ΝΚ 1.1 (κλώνος 3Α4) ώστε η τελική συγκέντρωση του μονοκλωνικού 

αντισώματος να είναι 1 0  μ&^πιΐ, με διαδικασία όμοια αυτής που 

χρησιμοποιήθηκε για τα CD4+ κύτταρα. Ταυτόχρονα επικαλύπτουμε 

τρυβλίο Petri με rat-anti mouse IgM όπως αναφέρεται στην προηγούμεν 

παράγραφο. Ακολουθώντας όμοια διαδικασία με αυτή που ακολουθείται για 

την απομόνωση των CD4+ κυττάρων απομονώνουμε τα ΝΚ κύτταρα σε 

πλήρες θρεπτικό υλικό. Στη συνέχεια τα κύτταρα μετρούνται και φέρονται 

σε πυκνότητα 2χ106 κύτταρα/ml. Σε δείγμα του lm  (=1χ106 κύτταρα) 

πραγματοποιείται ανοσοφθορισμός όπως έχει περιγράφει (παράγραφος 2 .2 2 ) 

με ΝΚ ειδικό (κλώνος 5Ε6) αντίσωμα. Η μετέπειτα ανάλυση έδειξε ότι ο 

πληθυσμός αποτελείται από 92% ΝΚ κύτταρα.

2.25 ΠολΑαπλασιασνιός CD4+ ή CD8+ εναντίον  κ α ρ κ ιν ικ ώ ν  σειρών.

Οπως αναφέρθηκε παραπάνω η κυτταρική πυκνότητα των υποπλη- 

θυσμών των CD4+ και CD8 + λεμφοκυττάρων ρυθμίστηκε στην 2χ106 

κύτταρα/ml. Από τις καλλιέργειες των κυτταρικών σειρών λαμβάνουμε 

ΙΟχΙΟ6 κύτταρα από κάθε σειρά. Τα κύτταρα φυγοκεντρούνται σε πλαστικά 

σωληνάρια και στη συνέχεια απενεργοποιούνται κατόπιν ακτινοβολίας σε 

πηγή κοβαλτίου (γ-ακτινοβολία-7000 rads). Στη συνέχεια τα κύτταρα 

μετρούνται και αραιώνονται στη συγκέντρωση των 0.5χ106 κυττάρων/ml. 

Σε πλάκες μικροκαλλιέργειας των 96 φρεατίων με επίπεδο πυθμένα βάζουμε 

100 μΐ είτε από τον πληθυσμό των CD4+ ή τον πληθυσμό των CD8 +
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κυττάρων και προσθέτουμε 100 μΐ (=5χ104 κύτταρα) απά τα κύτταρα της 

αντίστοιχης καρκινικής σειράς. Στη συνέχεια βάζουμε την πλάκα σε 

επωαστικά κλίβανο (37°C, 5% C 02, 95% υγρασία) για 5 ημέρες, 18 ώρες πριν 

τη λήψη της καλλιέργειας προσθέτουμε 1  μΟί ραδιοσημασμένης 

θυμιδίνης/φρεάτιο. Μετά το πέρας των 5 ημερών τα κύτταρα συλλέγονται 

απά αυτόματο κυτταροσυλλέκτη (automatic cell harvester, DYNATECH) 

πάνω σε χαρτί με ίνες γυαλιού (glass fibre paper). Στη συνέχεια 

ακολουθείται η ίδια διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 2 . 1 0  για 

τη μέτρηση της ενσωματωθείσης ραδιενέργειας.

2.26 Π οσοτικόα nooafiiopionudc rn c  napaveaviic IL-2. IL-4, IL-6.

TN Fa. IFN v PGE-2

Ο ποσοτικός προσδιορισμός των παραπάνω ουσιών έγινε με την 

ανοσοενζυματική τεχνική της έμμεσης ELISA-100 μΐ από κάθε υπερκείμενο 

καλλιεργειών προς έλεγχο τοποθετήθηκαν σε πλάκες ELISA με 96 φρεάτια 

στις οποίες είχε προσκολληθεί πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι της προς 

αναζήτησης ουσίας. Τα υπερκείμενα επωάζονται μία ώρα σε θερμοκρασία 

δωματίου και μετά το πέρας της επώασης αδειάζουμε την πλάκα 

αναποδογυρίζοντάς την και στη συνέχεια ακολουθούν τρία πλυσίματα με 

PBS - Tween 0.1% για την απομάκρυνση κάθε μη συνδεδεμένου μορίου. 

Προσθέτουμε 100 μΐ από το δεύτερο αντίσωμα που έχει βέβαια ειδικότητα 

για την συγκεκριμένη ουσία. Το αντίσωμα αυτό είναι προσυνδεδεμένο με 

βιοτίνη και επωάζεται στην πλάκα για μία ώρα σε θερμοκρασία δωματίου.

Στο τέλος της επώασης ξεπλένουμε τρεις φορές με PBS - Tween 0.1%. Σε 

κάθε περίπτωση ο χρόνος που μεσολαβεί μεταξύ διαδοχικών πλυσιμάτων δεν 

πρέπει να υπολείπεται τριών λεπτών. Στη συνέχεια προσθέτουμε 100 μΐ από 

το σύμπλοκο στερπταβιδίνης-υπεροξειδάσης (είναι γνωστή η πολύ μεγάλη 

συγγένεια της στρεπταβιδίνης με τη βιοτίνη). Επωάζουμε για μισή ώρα σε
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θερμοκρασία δωματίου. Μετά το πέρας της επώασης ακολουθούν πέντε 

πλυσίματα με PBS - Tween 0 .1 %.

Επόμενό στάδιο είναι η προσθήκη του χρωμογόνου υποστρώματος της 

ανοσοαντίδρασης. Σαν χρωμογονο χρησιμοποιήσαμε το OPD το οποίο το 

διαλύουμε σε διάλυμα κιτρικών. Μετά τη διάλυση του OPD προσθέτουμε 

και υπεροξείδιο του υδρογόνου σε τελική συγκέντρωση 0.015%. Επωάζουμε 

για 1 0 -2 0  λεπτά, ανάλογα με το πόσο ισχυρό είναι το σήμα που παίρνουμε 

και τέλος σταματάμε την αντίδραση με την προσθήκη 50 μΐ Η2 Ο4 2Ν. Η 

μέτρηση της οπτικής πυκνότητας γίνεται σε ένα ELISA reader στα 420nm. 

Ολα τα υπερκείμενα μετρήθηκαν εις διπλούν.

_ 2.27 Α σθενείς.

Το χρονικό διάστημα Νοεμβρίου 1991 μέχρι και Δεκεμβρίου 1992 σε 

συνολικό αριθμό 113 ασθενών, εκ των οποίων 50 ήταν άρρενες και 63 με 

θήλεις με μέσο ηλικίας 56 έτη (από 32 εως 82 ετών) απομονώθηκαν 

περιφερειακά μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για 

τη μελέτη της ΕΜΛΑ, της ΝΚ και της CML κυτταροτοξικότητας. Οι 

ασθενείς είχαν αναπτύξει ποικίλλους τύπους καρκίνου και ανήκαν σε 

διαφορετικά στάδια όπως αναφέρεται στη σχετική παράγραφο (απο

τελέσματα, πίνακες). Ταυτόχρονα μονοπύρηνα απομονώθηκαν και από 

φυσιολογικούς δότες τα οποία χρησιμοποιήθηκαν σε ανάλογες μελέτες. Τη 

χρονική περίοδο από Ιανουάριο 1993 εως Ιανουάριο 1994, απομονώθηκαν 

μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα από 1 2  φυσιολογικούς δότες τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της LAK κυτταροτοξικότητας. Το 

ίδιο χρονικό διάστημα απομονώθηκαν μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα από 2 1  

συμπαγείς όγκους προερχόμενα από αντίστοιχο αριθμό με καρκίνο πνεύμονα 

(π=3), καρκίνο ωοθήκης (π = 1), καρκίνο νεφρού (π=1), μελάνωμα (π=3), 

καρκίνο μαστού (π=13) και 7 πλευριτικά υγρά προερχόμενα από καρκίνο 

πνεύμονα. Η ηλικία των ασθενών κυμαινόταν από 27 εως 63 έτη (μέσος όρος

- 9 1 -



Υλικά και Μέθοδοι

53.7 χρόνια). Κανείς από τους ασθενείς δεν είχε λάβει προεγχειρητικά 

αντινεοπλασμαχική θεραπεία. Η μέση διάμετρος των συμπαγών όγκων ήταν 

3.3±1.97 cm ενώ ο μέσος όγκος των πλευριτικών υγρών ήταν 6701235 ml. Τα 

κλινικά στάδια των συμμετεχόντων ασθενών αναφέρονται στις σχετικές 

παραγράφους.

Για τη σταδιοποίηση χρησιμοποιήθηκε η διεθνής ονοματολογία της 

Διεθνούς Ενωσης Κατά του Καρκίνου (International Union Against Cancer 

(UIAC).

2.28 Π ειραιιατό£ω α.

Τους μυς που χρησιμοποιήσαμε, προμηθευτήκαμε από την αποικία 

πειραματοζώων του Ελληνικού Αντικαρκινικού Ινστιτούτου. 

Χρησιμοποιήθηκαν μύς που ανήκαν στο θηλυκό γένος και η ηλικία τους 

ήταν μεταξύ της 4 »ΐς και θ^ς εβδομάδας.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜ ΑΤΑ

Τη v itro  OTJcrcnua evepyonoincm e το υ  ανοσολονικού συστήματος 

παρουσία  τοξοειδούς το υ  τετάνου.

Κατά καιρούς έχουν δημοσιευθεί εργασίες όπου δείχνεται ότι τόσο τα 

CD4+ όσο και τα CD8 + λαμβάνουν ενεργό ρόλο στην επαγωγή και εξέλιξη της 

ανοσολογικής απάντησης πράγοντας IL-2 (Singer et al., 1987,). Εν τούτοις όταν 

σε in vitro δοκιμασίες χρησιμοποιούνται κλασσικά αντιγόνα όπως το τοξοειδές 

του τετάνου (tetanus toxoid, ΤΤ) μόνο ο υποπληθυσμός των CD4+ κυττάρων 

είναι ικανός να διεγερθεί και να παράγει IL-2 (Via et al., 1990). Η απάντηση στο 

αντιγόνο αυτό περιορίζεται από τα MHC τάξης II μόρια όπου τα CD4+ 

κύτταρα πρέπει να αναγνωρίσουν το αντιγόνο σε συνδυασμό με "ίδιο" MHC 

μόριο (MHC self restriction) που παρουσιάζεται από κύτταρα παρουσιαστές του 

αντιγόνου όπως π.χ. από μονοκύτταρα (Schmitt et al., 1984).

Σε μια προσπάθεια να αναλύσουμε τη βιολογική δράση της ProTa σε in 

vitro συστήματα ενεργοποίησης του ανοσολογικού συστήματος παρουσία 

διαλυτών πρωτεϊνών που αφορούν κυρίως στο ρυθμιστικό τμήμα της 

κυτταρικής ανοσίας χρησιμοποιήσαμε το αντιγόνο ΤΤ σε καλλιέργειες 

μονοπυρήνων κυττάρων που προέρχονταν από υγιείς δότες. Το αντιγόνο 

προστέθηκε στις καλλιέργειες σ’ ένα εύρος συγκεντρώσεων με σκοπό να 

προσδιοριστούν η ιδανική συγκέντρωση του αντιγόνου που θα εξήρε τον 

πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων, καθώς και η συγκέντρωση εκείνη (μη 

ιδανική) που θα είχε σαν αποτέλεσμα τον ελάχιστο πολλαπλασιασμό των 

λεμφοκυττάρων (πίνακας 4). Οι ίδιες συγκεντρώσεις αντιγόνου χρησιμο

ποιήθηκαν και σε απομονωμένους πληθυσμούς CD4+ και CD8 + κυττάρων σε 

συνδυασμό με αυτόλογα μονοκύτταρα. Οπως φαίνεται στον πίνακα 4, σταδιακά 

ανερχόμενες δόσεις ΤΤ (5-40 pg/ml) επάγουν μια συνεχή αύξηση στον 

πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων. Κατά την ιδανική δόση των 40 pg/ml 

παρατηρείται ο μέγιστος πολλαπλασιασμός. Ακολούθως υπάρχει μία πτώση
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στον παρατηρούμενη διέγερση όταν αυξάνεται η συγκέντρωση του TTC60-80 

pg/ml αντιγόνου). Η ιδανική δάση ΤΤ διέγειρε δεκαπλάσιο πολλαπλασιασμό 

των αμιγών μονοπυρήνων περιφερικού αίματος ενώ η ελάχιστη αύξηση στον 

πολλαπλασιασμό παρατηρείται στη μη ιδανική συγκέντρωση των 5 pg/ml (η 

συγκέντρωση των 2  pg/ml δεν είχε κανένα'αποτέλεσμα στον πολλαπλασχαμό 

των λεμφοκυττάρων). Στην περίπτωση που χρησιμοποιήθηκαν καθαρά CD4+ 

λεμφοκύτταρα σημειώθηκαν ανάλογες παρατηρήσεις με μόνη διαφορά ότι ο 

πολλαπλασιασμός των CD4+ λεμφοκυττάρων σε σχέση με τις καλλιέργειες που 

σχηματίστηκαν απουσία ΤΤ, παρουσία της ιδανικής συγκέντρωσης ΤΤ ήταν 

πολύ μεγαλύτερος (περίπου 15 φορές σε σύγκριση με την διέγερση απουσίαΤΤ 

ενώ η αντίστοιχη αύξηση που παρατηρήθηκε σε ολικά PBMC ήταν περίπου 10 

φορές). Τα CD8 + κύτταρα δεν έδειξαν κανένα πολλαπλασιασμό παρουσία 

οποιοσδήποτε συγκέντρωσης αντιγόνου γεγονός που συμφωνεί με τα 

βιβλιογραφικά δεδομένα (Via et al., 1990).

Συνεπώς μετά τα όσα εκτέθηκαν παραπάνω γίνεται φανερό ότι στο 

συγκεκριμένο in vitro σύστημα μελέτης ο πληθυσμός που διεγείρεται και 

πολλαπλασιάζεται είναι ο υποπληθυσμός των CD4+ κυττάρων ο οποίος 

παρουσιάζει τη μεγαλύτερη διέγερση στην ιδανική συγκέντρωση των 40 pg/ml 

και την ελάχιστη διέγερση στη μη ιδανική συγκέντρωση των 5 pg/ml.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 4 Πολλαπλασιασμός των κυττάρων απαντητών (cpm) παρουσία ή 

απουσία ΤΤ.

ΤΤ pg/m l (τελική συγκέντρω ση)

0 5 10 20 40 60 80

1. 965 1847 3415 8083 10231 9040 7116

2. 1123 2054 4834 11897 13371 11125 8563

3. 965 1712 4520 10721 12435 10158 8153

4. 884 1612 3145 10594 11582 9168 7241

5. 1137 2512 7242 .11291 12386 9811 7434

CD4+

1. 825 2135 4951 13572 15063 14774 11392

2. 1047 2448 5263 14803 18362 16836 12185

3. 1124 2246 5156 14174 17261 15856 11141

4. 886 1857 4164 13842 15748 14247 12968

5. 1078 2349 4531 12730 16953 15349 10171

CD8+

1. 929 1193 874 1427 1535 1150 1146

2. 1048 1495 998 1163 1128 1257 1277

3. 886 1646 1041 1478 1206 1376 1150

4. 749 1708 1342 1782 1441 1903 1829

5. 891 1545 1371 1239 1701 1392 1412

Σχηματίσθηκαν καλλιέργειες που αποτελούνται από τα προς πολλαπλασιασμό 

κύτταρα (PBMC ή CD4+ ή CD8 +) και από αυτόλογα κύτταρα παρουσιαστες 

αντιγόνου (§2.15). Απουσία αντιγόνου παρατηρείται μια ελάχιστη διέγερση. 

Αυξανόμενη συγκέντρωση αντιγόνου προκαλεί μια αύξηση στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό των PBMC η οποία οφείλεται στον πολλαλασιασμό των CD4+ 

κυττάρων ενώ τα CD8 + δεν πολλαπλασιάζονται.
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Προηγούμενα πειράματα .που έγιναν στο εργαστήριά μας απέδειξαν άτι η 

ProTa ενισχύει σημαντικά τις λειτουργίες των Τ κυττάρων in vitro 

επιδρώντας μέσω των μονοκυττάρων (Baxevanis et al., 1987α, Baxevanis et a l,  

1987b, Baxevanis et al., 1987c, Reclos et al., 1987, Baxevanis et a l ,  1988, Baxevanis et 

al., 1989).

Χρησιμοποιώντας το παραπάνω in vitro σύστημα διέγερσης των CD4+ με 

τα μονοκύτταρα παρουσία ΤΤ στάθηκε δυνατό να μελετηθεί αναλυτικά η 

δράση της ProTa σε Τ λεμφοκυτταρικά συστήματα. Χρησιμοποιήθηκαν CD4+ 

κύτταρα τα οποία διεγέρθηκαν παρουσία αντιγόνου συγκέντρωσης 40 pg/ml 

(ιδανική δόση) όπως και παρουσία αντιγόνου συγκέντρωσης 5 pg/ml (μη 

ιδανική δόση). Σε παράλληλα πειράματα χρησιμοποιήθηκε μεγάλο εύρος 

συγκεντρώσεων ProTa. Ετσι μας δόθηκε η δυνατότητα να εξετάσουμε την 

επίδραση της ProTa τόσο στην περίπτωση της μεγαλύτερης διέγερσης (40 

μg/ml ΤΤ) όσο και στην περίπτωση της ελάχιστης δυνατής διέγερσης (5 μ^πιΐ 

ΤΤ). Επειδή η μέγιστη βιολογική δράση της ProTa εμφανίζεται σε 

διαφορετικές δόσεις όταν αυτή εξετάζεται σε διαφορετικούς δότες (Baxevanis et 

al.,1987b) η ProTa μελετήθηκε σε ένα εύρος σταδιακά αυξανόμενων συγκεν

τρώσεων (από 15,625 εως 250 ng/ml) για κάθε εξεταζόμενο δότη και τα 

αποτελέσματα ομαδοποιήθηκαν ανάλογα με τη δόση εκείνη της ProTa κατά 

την οποία επιτεύχθηκε η εκάστοτε μεγαλύτερη βιολογική δράση (ενίσχυση του 

ΤΤ-επαγώμενου πολλαπλασιασμού).

Στον πίνακα 5 παρουσιάζονται τα ομαδοποιημένα αποτελέσματα των 

πειραμάτων όπου η μεγαλύτερη βιολογική δράση της ProTa παρουσιάστηκε 

στη δόση των 31.25 ng/ml. Παρατηρούμε ότι στη συγκεκριμένη συγκέντρωση 

η αύξηση του πολλαπλασιασμού των CD4+ κυττάρων είναι μέγιστη τόσο όταν 

η συγκέντρωση του αντιγόνου είναι 40 pg/ml (ιδανική δόση ΤΤ: σύστημα I) 

όσο και όταν είναι 5 μg/ml (μη ιδανική δόση ΤΤ: σύστημα II).
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Για να εκτιμηθεί χο αυξηχικό αποχέλεσμα χης δράσης χης ProTa
Cpm παρουσία ιδανικής δόσης Προ - a

μελεχήθηκε 0 λόγος Cpm απουσία Προ - a

παρουσιάζεχαι σε παρένθεση σχον πίνακα 5.

ο οποίος

Μια γενική εκχίμηση για χην επίδραση χης ProTa σχα συσχήμαχα I και II μας 

δείχνει όχι η ProTa παρουσιάζει μεγαλύχερη αυξηχική δράση σχο σύσχημα II 

Αναλυχικώχερα παραχηρούμε όχι για χο σύσχημα II ο δείκχης αύξησης 

λαμβάνει χιμές από 6.1 εως 11.5 ενώ οι χιμές χην αύξησης για χο σύσχημα I 

είναι 1.6 εως 1.79. Αυχό συμβαδίζει με προηγούμενες μελέχες όπου η ProTa 

δείχθηκε να έχει εμφανέσχερα ενισχυχικά αποχελέσμαχα σε υπολειχουργούνχα 

ανοσολογικά συσχήμαχα ασθενών με ανοσοανεπάρκειες (Baxevanis et al.,1987b). 

Σχαχισχικά σημανχικές αυξήσεις σχον πολλαπλασιασμό χων CD4+ λεμφοκυχ- 

χάρων εμφανίσχηκαν σχις συγκενχρώσεις ProTa 62,5 ng/ml (ρ<0.05), 31,25 

ng/ml (ρ<0.01) και σχη συγκένχρωση χων 15,625 ng/ml (ρ<0.01).

Ο πίνακας 6 παρουσιάζει χα αποχελέσμαχα που εξάγονχαι σχις περιπχώσεις 

εκείνες που η μέγισχη δράση χης ProTa εμφανίσχηκε σχη δόση χων 62.5 ng/ml 

και αποχελούν σχεδόν χο 44% χων επιχυχόνχων πειραμάχων (7 πειράμαχα σε 

σύνολο 16). Η χρησιμοποίηση αυχής χης συγκένχρωσης ProTa έχει σαν 

αποχέλεσμα χην ενίσχυση χου πολλαπλασιασμού χων CD4+ κυχχάρων, όπως 

αυχή καθορίζεχαι από χο δείκχη αύξησης που ορίσχηκε παραπάνω, από 1.65 

εως 1.82 σχην περίπχωση χου συσχήμαχος I. Ανχίθεχα, όπως και σχον πίνακα 5 

η αύξηση για χο σύσχημα II κυμάνθηκε από 5 εως 10.2.

Σχον πίνακα 7 δείχνονχαι χα πειράμαχα όπου η μέγισχη δράση χης 

ProTa παρουσιάσχηκε σχη δόση χων 125 ng/ml (6 πειράμαχα σε σύνολο 16). Οι 

παραχηρήσεις είναι ανάλογες με αυχές χων προηγοιίμενων περιπχώσεων όπου 

σχο σύσχημα I ο δείκχης αύξησης κχηιαίνεχαι από 1.57 εως 1.72 ενώ σχο 

σύσχημα II από 5.23 εως 11.37.

Από χα παραπάνω σχτνεπάγεχαι όχι η ProTa αυξάνει σημανχικά χον 

πολλαπλασιασμό χων CD4+ λεμφοκυχχάρων παρουσία ανχιγόνου (ΤΤ). Η
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δράση της ProTa αν και φαίνεται σε ιδανικά συστήματα ενεργοποίησης των 

CD4+ λεμφοκυττάρων (40 pg/ml ΤΤ), εν τούτοις είναι πλέον εμφανέστερη σε 

μη ιδανικά συστήματα (5 pg/ml ΤΤ) και ενθαρρύνει σημαντικά την περαιτέρω 

χρησιμοποίησή της σε ανοσοανεπάρκειες εκδηλούμενες μέσω των CD4+ 

λεμφοκυττάρων.



Αποτελέσματα

ΠΙΝΑΚΑΣ 5. Ομαδοποιημένα αποτελέσματα της δράσης της ProTa όπου η 

μεγίστη αύξηση (cpm) παρατηρήθηκε στη δάση των 31,25 ng/ml.

CD4+ APC+ ΤΤ (40 pg/ml)
___  ___________ ProTa (ng/ml)____________________________

CD4+ 00 250 125 62.5 31.25 15.625

1. 1241“ 19437 22623 25305 32812 34844 (1.79) 33125

Σύστημα I 2. 861 15745 17368 22337 24753 26351 (1.6) 25496

3. 1164 14324 16341 19459 20165 29921 21178

CD4+ APC+ ΤΤ (5 pg/ml) 
_____ ProTa (ng/ml)_____

CD4+ 00 250 125 62.5 31.25 15.625

1. 1241“ 2371 3043 4254 9431 14484 (6.1) 10469

Σύστημα II 2. 861 1513 1976 2864 7129 17493 (11.5) 13852

3. 1164 2214 3716 4013 7804 17873 (8) 10476

a: Οι καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν απουσία ΤΤ και ProTa (CD4+ 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν παρουσία μόνο αυτολόγων APC)

β: Οι καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν όπως στο α παρουσία ΤΤ (40 pg/ml 
και 30 pg/ml) και διαφορετικών συγκεντρώσεων ProTa.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 6 . Ομαδοποιημάνα αποτελέσματα δράσης της ProTa όπου η 

μεγίστη αύξηση (cpm) παρατηρήθηκε στα 62.5 ng/ml.

CD4+ APC+ ΤΤ (40 pg/ml) 
ProT a (ng/ml)

CD4+ οΡ 250 125 62.5 31.25 15.625

1. 1387“ 17168 20349 26178 30389 (1.77) 28712 27104

2. 879 13472 17457 20265 22348 (1.65) 20162 19158

3. 1024 12147 14631 ■ 17191 21271 (1.75) 20460 19529
Σύστημα I ^ 986 14165 15852 19863 22481 (1.58) 21327 20831

5. 1173 16311 19167 26741 27385 (1.67) 26614 25645

6. 1518 18721 21284 28157 32181 (1.71) 31192 30861

7. 1632 19102 23240 30138 34813 (1.82) 33792 31418

CD4+ APC+ ΤΤ (5 pg/ml) 
ProT a (ng/ml)

CD4+ οΡ 250 125 62.5 31.25 15.625

1. 1387“ 2537 14601 18247 21468 (8.5) 17475 16878

2. 879 1688 12847 14514 17890 (10.5) 16848 13359

3. 1024 1873 6237 8489 11976 (6.39) 8021 7231
Σύστημα II ^ 986 1824 13926 16086 18645 (10.2) 17976 14148

5. 1173 2326 14224 17516 20374 (8.75) 19485 16743

6. 1518 2746 5610 8113 15840 (5.76) 11071 9306

7. 1632 2916 6571 9583 14763 (5) 10954 9812

α: Οι καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν απουσία ΤΤ και ProTa (CD4+ 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν παρουσία μόνο αυτολόγων APC)

β: Οι καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν όπως στο α παρουσία ΤΤ (40 pg/ml 
και 30 μ&^πιΐ) και διαφορετικών συγκεντρώσεων ProTa.



Αποτελέσματα

ΠΙΝΑΚΑΣ 7. Ομαδοποιημένα αποτελέσματα δράσης της ProTa όπου η 
μεγίστη αύξηση (cpm) παρατητήθηκε στα 125 ng/m.

CD4+ A PC+ ΤΤ (40 pg/m l) 
P ro T a  (ng/ml)______

CD4+ οΡ 250 125 62.5 31.25 15.625

1. 819° 15297 24345 26320 (1.72) 22743 19360 17018

2. 735 14496 19876 22748 (1.56) 18161 17147 16252

Σύστημα I 3. 943 12383 18397 19495 (1.57) 17289 16438 14815

4. 1268 15687 23418 26163 (1.67) 21837 20459 18172

5. 1472 16345 22151 24675 (1.5) 21546 18577 17269

6. 1582 19752 30172 33207 (1.68) 28272 26384 22346

CD4+ A PC + ΤΤ (5 pg/m l) 
_____ P ro T a  (ng/m l)_____

CD4+ οΡ 250 125 62.5 31.25 15.625

1. 819° 1535 10934 16218 (10.5) 14685 9814 6141

2. 735 1362 14751 15498(11.37) 13626 10619 1906

Σύστημα II 3. 943 1794 12597 17365 (9.67) 14728 3493 2836

4. 1268 2408 15233 19276 (8) 16284 13965 8427

5. 1472 2753 14278 20824 (7.56) 16539 10250 9584

6. 1582 2947 9073 15435 (5.23) 6169 5892 4365

a: Οι καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν απουσία ΤΤ και ProTa (CD4+ 
κύτταρα καλλιεργήθηκαν παρουσία μόνο αυτολόγων APC)

β: Οι καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν όπως στο α παρουσία ΤΤ (40 pg/ml 
και 30 μg/ml) και διαφορετικών συγκεντρώσεων ProTa.
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Η P ro T a  εκδηλώ νει τη  δράση τη ς  μέσω tn c  αύΕησηο 

τω ν κ υ ττα ρ ο κ ινώ ν  IL-2, T N F a κ α ι IL-1B.

Επιδιώκοντας να εμβαθύνουμε στην ανάλυση του τρόπου δράσης της 

ProTa ερευνήσαμε τους πιθανούς παράγοντες μέσω των οποίων εκδηλώνεται ο 

πολλαπλασιασμός των CD4+ λεμφοκυττάρων στο συγκεκριμένο in vitro 

σύστημα. Εχοντας υπόψη τη σημασία των κυτταροκινών IL-2, IFNy, IL-Ιβ, 

IL-6, TNFa σε παρόμοια in vitro συστήματα (Rich Ε.Α. et al, 1993, Marshall J.D. 

et al., 1993) εξετάσαμε τα επίπεδα αυτών των κυτταροκινών στις in vitro 

καλλιέργειες με ΤΤ καθώς και τις μεταβολές της συγκέντρωσής τους παρουσία 

ProTa.

Στον πίνακα 8 παρουσιάζεται η κινητική μελέτη της παραγωγής IL2. 

Παρατηρούμε ελάχιστη παραγωγή IL-2 κατά τη συνολική περίοδο των 7 

ημερών απουσία αντιγόνου ανεξάρτητα από την παρουσία ή όχι ProTa. 

Αντίθετα η προσθήκη αντιγόνου έχει σαν αποτέλεσμα την σημαντική αύξηση 

των επιπέδων IL-2 (ημέρες 3-5) που παρουσία ProTa αυξάνονται ακόμη 

περισσότερο (135,7±31,4 pg/ml με 75,3±13,8 pg/ml παρουσία ή απουσία ProTa 

αντίστοιχα κατά την τρίτη ημέρα, ρ<0.01). Γενικά η αύξηση των επιπέδων IL- 

2 παρουσία ProTa ήταν σημαντική σε όλη τη διάρκεια των καλλιεργειών 

(σύγκρινε τρίτη και τέταρτη στήλη από αριστερά) με ρ<0.01 σε όλες τις 

περιπτώσεις. Οπως και στα προηγούμενα πειράματα όπου αναλύθηκε η δράση 

της ProTa στον πολλαπλασιασμό των CD4+ λεμφοκυττάρων, έτσι και εδώ σε 

καλλιέργειες που σχηματίσθηκαν με μη ιδανικές δόσεις η ενισχυτική δράση 

της ProTa στην παραγωγή IL-2 ήταν ακόμη πιο εμφανής. Ετσι λοιπόν η 

αύξηση των συγκεντρώσεων της IL-2 στα υπερκείμενα των καλλιεργειών ήταν 

διπλάσια έως τετραπλάσια εκτός της πρώτης ημέρας (ρ< 0.001).

Παρόμοια μελέτη πραγματοποιήθηκε για την IL-Ιβ που ως γνωστόν 

παράγεται από τα μονοκύτταρα. Στον πίνακα 9 παρουσιάζονται τα 

αποτελέσματα της κινητικής μελέτης στα ίδια κυτταρικά συστήματα όπως και
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στον πίνακα 8 . Τα μέγιστα επίπεδα IL-Ιβ παρουσιάζονται κατά την ημέρα 2 

ανεξάρτητα της συγκέντρωσης ΤΤ (σύγκρινε τρίτη και πέμπτη στήλη από 

αριστερά αντίστοιχα). Η προσθήκη ProTa σε αυτές τις καλλιέργειες έχει σαν 

αποτέλεσμα τη σημαντική αύξηση των επιπέδων IL-Ιβ σε άλες τις ημέρες της 

καλλιέργειας με την μεγίστη τιμή την ημέρα 2. Ετσι λοιπόν παρουσία της 

ιδανικής δόσης ΤΤ των 40 pg/ml παρατηρήθηκε μία αύξηση των επιπέδων της 

IL-Ιβ της τάξης του 68.3% εως 95% (ρ<0.01), ενώ η αύξηση αυτή ήταν πολύ 

μεγαλύτερη σε καλλιέργειες που σχηματίσθηκαν με 5 pg/ml ΤΤ (από 260% εως 

309% ρ<0.001).

Ο πίνακας 10 παρουσιάζει την κινητική μελέτη που αφορά το TNFa. Η 

μέγιστη παραγωγή της κυτταροκίνης σημειώνεται επίσης την ημέρα 2 

ανεξάρτητα της συγκέντρωσης του ΤΤ (σύγκρινε τρίτη και πέμπτη στήλη από 

αριστερά). Η προσθήκη ProTa σε αυτές τις καλλιέργειες έχει σαν αποτέλεσμα 

τη σημαντική αύξηση των επιπέδων του TNFa σε όλες τις ημέρες 

καλλιέργειας, χωρίς να επηρεαστεί η ημέρα της μέγιστης παραγωγής. 

Παρουσία της ιδανικής δόσης ΤΤ των 40 pg/ml παρατηρήθηκε μία αύξηση των 

επιπέδων της TNFa που την ημέρα 2 φτάνει το 114% (ρ<0.05), ενώ η αύξηση 

αυτή ήταν πολύ μεγαλύτερη σε καλλιέργειες που σχηματίσθηκαν με 5 μg/ml 

ΤΤ (από 260% εως 341% ρ<0.001).

Στους πίνακες 11 και 12 φαίνεται η κινητική που ακολουθούν οι 

κυτταροκίνες IFNy (που παράγεταχ από τα Τ λεμφοκύτταρα) και IL-6 (που 

παράγεται από τα μονοκύτταρα). Η μέγιστη συγκέντρωση για την IFNy 

παρουσιάζεται την χμιέρα 3 ενώ για την IL-6 την ιμχέρα 2. Η παρουσία της 

ProTa δεν είχε κανένα αποτέλεσμα στη συγκέντρωση των δύο κυτταροκινών.

Η δράση της ProTa στην παραγωγή των ίδιων κυτταροκινών εξετάσθηκε 

σε ευρύτερο αριθμό ατόμων (πίνακας 13) ούτως ώστε να έχουμε ένα στατιστικά 

σημαντικό αποτέλεσμα. Χρησιμοποιώντας τα ίδια συστιηχατα καλλιεργειών 

αναλύθηκαν τα επίπεδα των IL-2, IL-Ιβ, IFNy, TNFa, IL-6 κατά την ημέρα
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πλέον της μεγίστης παραγωγής τους (βλ. προηγούμενες παραγράφους). Ετσι 

λοιπόν όπως φαίνεται στον πίνακα 13 η ProTa αυξάνει την παραγωγή της IL-2 

(τρίτη ημέρα). Αναλυτικότερα έχουμε 143.7±13.7 με 85.1±14.5 pg/ml IL-2 σε 

ιδανικές δόσεις ΤΤ σε 14 δότες όπου πρέπει να σημειωθεί ότι σημαντική 

αύξηση σημειώθηκε σε όλους του εξετασθέντες (αύξηση 168%) ενώ όταν η δόση 

ΤΤ ήταν μη ιδανική η αύξηση ήταν 273% (σύγκρινε 101.3123.2 με 27.114.8). Η 

αύξηση για την ΙΙΑβ ήταν 70% (σύγκρινε 104.6125.2 με 61.4111.1) σε ιδανική 

δόση ΤΤ, ενώ ήταν 237% (σύγκρινε 54.1110.4 με 16.512.1) όταν 

χρησιμοποιείται μη ιδανική δόση ΤΤ.Οσον αφορά την TNFa η αύξησή της 

ανήλθε σε 65% (σύγκρινε 108125.8 με 65.4112.5) παρουσία ιδανικής δόσης ΤΤ 

ενώ ήταν 255% (σύγκρινε 62.9115.3 με 17.712.9).Τέλος στην περίπτωση της 

IFNy ,IL6 δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική μεταβολή.

Τα μέχρι στιγμής αποτελέσματα δείχνουν ότι η ProTa επάγει την αύξηση 

της παραγωγής τριών σημαντικών κυτταροκινών που ως γνωστόν έχουν ένα 

πολυσύνθετο βιολογικό πεδίο δράσης σε ανοσολογικά και μή συστήματα 

(B axevan is a n d  P a p a m ich a il, 1994) μεταξύ των οποίων φυσικά είναι και η 

ενεργοποίηση Τ λεμφοκυττάρων. Επιπλέον λοιπόν η δια της ProTa επαγώμενη 

αύξηση της παραγωγής των IL-2, IL-Ιβ και TNFa, σημειώθηκε με την 

ταυτόχρονη αύξηση του πολλαπλασιασμού των CD4+ λεμφοκυττάρων στα 

ίδια κυτταρικά συστήματα. Διαπιστώνεται ότι η ProTa δρα στην αύξηση του 

πολλαπλασιασμού των CD4+ λεμφοκυττάρων έμμεσα διά της αυξημένης 

παραγωγής των ανωτέρω κυτταροκινών.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 8 . Επίπεδα IL-2 (pg/ml) σε κυτταροκαλλιέργιες παρουσία ή 

απουσία ProTa.

Hueocc CD4+ CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC
καλλιε'ονειαα APC + P ro T a +ΤΤ (40) +ΤΤ (40) 

+ P ro T a
+ΤΤ (5) +ΤΤ (5) 

+ P ro T a

1. 9.7±2.1 11.0+1.1 15.1±2.6 19.2±3.6 13.612.2 15.3+2.1

2. 14.1±2.9 18.2±3.7 25.3±5.2 45.118.7 17.213.1 30.1+5.2

3. 19.3±4.2 2.7±4.8 75.3±13.8 135.7±31.4 22.314.2 80.41183

4. 17.9±3.8 24.3±5.2 70.8115.2 123.6±26 19.5+3.8 77.2+15.6

5. 15.1±2.8 20.3±4.1 55.7±10.3 101.2121.3 16.5+2.9 63.8±14.1

6. 10.3±2.0 16.5±3.2 45.217.2 75.3114.8 13.5+2.7 52.4±12

7. 7.5±1.4 12.8±2.5 30.215.9 70.6115.2 11.4+1.7 40.2±8.1

ΠΙΝΑΚΑΣ 9. Επίπεδα IL-Ιβ (pg/ml) σε κυτταροκαλλιέργιες παρουσία ή 

απουσία ProTa.

Ηιιέοεα
καΛλιέονειαα

CD4+
APC

CD4+ APC CD4+ APC 
+ P ro T a  +ΤΤ (40)

CD4+ APC 
+ΤΤ (40) 
+ P ro T a

CD4+ APC 
+ΤΤ (5)

CD4+ APC 
+ΤΤ (5)
+ P ro T a

1. 8.311.4 9.6+1.7 40.7±7.7 68.5118.3 11.3+1.6 42.6±9.6

2. 11.2±1.7 13.1±2.4 56.211L8 99.8127.8 15.1+2.5 61.8114.6

3. 7.2+1.4 8.911.4 32.9+7.6 61.1115.2 12.4+2.1 44.7±8.8

4. 4.610.7 5.1±0.97 24.2±6 47.4+10 8.811.4 36.2±7.6

5. 2.2+0.4 3.5+0.6 13.8+3.1 28.115.9 5.2+10.8 22.113.5

6. 9.611.7 17.213.1 12.411.7

7. 10.511.5 6.7±10.8

-105-



■'*
3

Αποτελέσματα

1
Hi '

f·

ΠΙΝΑΚΑΣ ΙΟ. Επίπεδα TNFa (pg/ml) 

παρουσία ProTa.

σε κυτταροκαλλιέργειες απουσία ή

H uloec  CD4+ CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC
καλλιέονειαα APC + P ro T a +TT (40) +TT (40) +TT (5) +TT (5)

-+ P ro T a + P ro T a

1. 7.1+1 10.811.9 47.2110.3 92.7119.5 12.8+2.1 53.119.5

2. 9.711.5 14.512.4 68.7114.4 147.6138.4 18.212.9 74.2117.1

3. 5.110.9 9.311.6 51.8112.3 112.1130.2 13.9+1.6 57.3112.6

4. 3.510.5 6.911.2 38.2+8.7 73.1117.5 10.511.1 46.819.1

5. 2.410.3 24.515.6 57.3110.8 8.411.2 30.416.9

6. 12.411.9 31.716.6 4.110.5 15.212.4

7. 6.710.7 19.213.4 2.710.3 8.110.9

8. 2.110.4 11.912.2 7.610.9

ΠΙΝΑΚΑΣ 11 . Επίπεδα IFNy (pg/ml) 

παρουσία ProTa.

σε κυτταροκαλλιέργειες απουσία ή

Hqepcc CD4+ CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC
καλλιέονειαο APC + P ro T a +TT (40) +ΤΤ (40) +TT (5) +TT (5)

+ P ro T a + P ro T a

1. 6.711.1 9.111.3 23.4±3.7 25.615.3 9.811.4 11.911.5

2. 8.711.2 10.411.8 34.1+6.6 32.716.8 11.5+1.8 12.411.6

3. 12.311.7 13.512.4 42.018.8 45.119.5 15.211.6 16.4±2.1

4. 10.3+1.6 10.2+1.5 32.1+7.3 37.418.6 10.811.1 13.412.1

5. 6.411.2 7.111.1 20.513.7 18.613.1 8.511.5 9.211.3

6. 3.210.4 3.710.7 13.1+3.1 13.712.3 5.710.9 7.211.1

7. 6.111.2 8.211.4 3.810.5 5.6±0.8
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ΠΙΝΑΚΑΣ 12. Επίπεδα IL-6 (pg/ml) σε κντταροκαλλιέργειες απουσία ή 

παρουσία ProTa.

Hucoec CD4+ CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC CD4+ APC
KaAAicoveiac APC + P ro T a +ΤΤ (40) +ΤΤ (40) 

+ P ro  Τα
+ΤΤ (5) +ΤΤ (5) 

+ P ro T a

1. 8.6±1.2 11.4±2.1 48.4110.1 51.5110.9 12.712.3 11.212.1

2. 14.3±1.8 16.1±2.7 72.9116.7 68.1114.1 15.212.5 17.412.7

3. 11.9±1.7 12.4±2.1 41.617.8 40.717.8 14.311.7 16.813.1

4. 9.2±1.4 9.2±1.7 31.415.6 34.516.2 11.912.1 10.711.6

5. 7.5±0.9 8.111.4 29.116.1 28.415.4 10.811.9 8.110.9

6. 5.2±0.9 6.811.1 21.714.1 22.314.1 4.510.7 6.610.7

7. 14.3+2.5 16.212.7

ΠΙΝΑΚΑΣ 13. Συνολικά αποτελέσματα από τη δράση της ProTa στα επίπεδα 

παραγωγής κυτταροκινών (pg/ml) κατά την ημέρα της μεγίστης παραγωγής 

τους.

CD4+ APC 
+TT (40)

CD4+ APC 
+TT (40) 
+ P ro T a

CD4+ APC 
+TT (5)

CD4+ APC 
+TT (5)
+ P ro T a

IL-2 85.1114.5 143.7113.7 27.114.8 101.3123.2
IL-Ιβ 61.4111.1 104.6125.2 14.512.1 54.1110.4

TN Fa 65.4112.5 108125.8 17.712.9 72.9115.3

IFNy 45.9+9.6 48.619.8 16.8+3.1 17.913.4

IL-6 68.7114.7 73.7115.4 16.2+2.4 15.912.6
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Ο  a a O e v e ic  ιιε καρκίνο παρουσιάζουν ελαττωιιένη ΜΛΑ και γαιιηλή 

κυτταοοτοΕικιί ικανότητα. Συσγέτισπ u t τα επίπεδα IL-2 και PGE-2 

και δράση xnc ProTa

Οχ ασθενείς με καρκίνο παρουσιάζουν μία πληθώρα διαταραχών στις 

λειτουργίες του ανοσολογικού συστήματος (Α.Σ.) οι οποίες κυρίως αφορούν 

δυσλειτουργίες των μονοπυρήνων κυττάρων σε συστήματα διέγερσης με 

ετερολογα λεμφοκύτταρα καθώς επίσης και μειωμένη κυτταροτοξικότητα των 

ίδιων κυττάρων εναντίον καρκνικών κυττάρων ή καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. (A n a sta so p o u lo s  e t a l., 1992, M o n so n  e t a l., 1987, B a tc h  e t a t., 1990, F igare lla  

e t a t., 1984). Εχει μάλιστα πρόσφατα δειχθεί ότι οι δυσλειτουργίες που παρου

σιάζονται στο επίπεδο των κυτταροτοξικών κυττάρων οφείλονται σε μία 

αυξημένη παραγωγή προσταγλανδίνης Ε2 (PGE2) από μονοπύρηνα περιφερι

κού αίματος που οδηγεί στη μειωμένη έκκριση ιντερλευκίνης-2 (IL-2) από 

πρόδρομα κυτταροτοξικά Τ κύτταρα και ελαττωμένης έκφρασης των 

υποδοχέων της IL-2 στα ίδια κύτταρα (B a xe va n is  et a l ,  1993b). Σαν αποτέλεσμα 

αυτού του γεγονότος εμφανίζεται μία ελαττωμένη ικανότητα των ΝΚ και LAK 

κυττάρων να καταστρέφουν καρκινικές κυτταρικές σειρές ή καρκινικά 

κύτταρα απομονωμένα από όγκους.

Η δημιουργία ώριμων κυτταροτοξικών λεμφοκυττάρων (CTL) απο 

πρόδρομα τοιάυτα (pCTL) προϋποθέτει την ενεργοποίηση των τελευταίων 

κατόπιν αναγνώρισης του συγκεκριμένου αντιγόνου (π.χ. ενός καρκινικού 

αντιγόνου) στην επιφάνεια κυττάρων παρουσιαστών του αντιγόνου (APC) 

(M e lie f\ 1992). Τα pCTL που αναγνωρίζουν το αντιγόνο σε συνδυασμό με τα 

μόρια τάξης I του ΜΣΙ ενεργοποιούνται, πολλαπλασιάζονται και διαφορο

ποιούνται σε ώριμα CTL που πλέον είναι σε θέση να καταστρέφουν κύτταρα 

στόχους (π.χ. καρκινικά κύτταρα) που φέρουν στην επιφάνειά τους τον ίδιο 

συνδυασμό αντιγόνου και μορίου ΜΣΙ (M elie f, 1992). Η in vitro δοκιμασία που 

εξετάζει την κυτταρική συνεργασία μεταξύ των pCTL και μονοκυττάρων στη
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δημιουργία των ώριμων CTL εκφράζεται μέσω της ετερολογης μικτής 

λεμφοκυτταρικής αντίδρασης (ΕΜΛΑ) όπου τα ώριμα CTL αναγνωρίζουν και 

καταστρέφουν μονοπύρηνα κύτταρα που εκφράζουν ετερόλογα μόρια τάξης I 

του ΜΣΙ Επίσης κατά την ΕΜΛΑ παράγονται ποικίλες ουσίες πού τροποποιούν 

την κυτταροτοξικότητα μεταξύ των οποίων είναι οι IL-2 και η PGE2 Ετσι 

λοιπόν εξετάσαμε το ρόλο των επιπέδων της PGE2 και IL-2 κατά την ΜΛΑ σαν 

ανοσοτροποποιητές της. Ενας άλλος διαλυτός παράγοντας που τροποποιεί την 

ανοσολογική αντίδραση είναι η ProTa. Ειδικώτερα σε in vitro μελέτες η ProTa 

ενισχύει τον πολλαπλασιασμό των Τ λεμφοκυττάρων τόσο στην αυτόλογη όσο 

και στην ετερόλογη ΜΛΑ (B a xeva n is  e t al., 1987, 1988). Επίσης η

ανοσοενισχυτική της δράση είναι περισσότερο έντονη σε κυτταρικά 

συστήματα όπου υπάρχει μια ελαττωμένη ανοσολογική απάντηση όπως στην 

περίπτωση των αυτοάνοσων νοσημάτων (B a xeva n is  et al., 1987b, Reclos et al., 

1987). Δεδομένης της ανεπάρκειας της συνεργασίας των μονοπύρηνων 

κυττάρων του Α.Σ. στους ασθενείς με καρκίνο μελετήσαμε την in vitro δράση 

της ProTa στα παραπάνω υπολειτουργούντα κυτταρικά συστήματα και τον 

τρόπο που επηρεάζει άλλους διαλυτούς παράγοντες όπως την IL-2 και PGE-2.

Κ ατάταξη τω ν ασθενώ ν με βάση το ν  τύπο  κα ι το στάδιο tuc νόσου.

Στον πίνακα 14 παρουσιάζεται ο αριθμός των ασθενών που εξετάσθηκαν 

ανάλογα με τον τύπο του καρκίνου και το στάδιο της νόσου, το οποίο 

καθορίστηκε με βάση τα κριτήρια της Διεθνούς Ενώσεως Εναντίον του 

Καρκίνου (International Union Against Cancer (H ossfeld  et a l., 1990) . Oi 

καρκινοπαθείς (50 άνδρες και 63 γυναίκες, κατά μέσο όρο ηλικίας 56 ετών) 

παρουσίαζαν συμπαγείς όγκους και δεν είχαν δεχθεί κάποια αντικαρκινική 

θεραπεία προηγουμένως. Οι υγιείς δότες που εξετάσθηκαν σαν μάρτυρες ήταν 

95.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 14. Καρκινοπαθείς που εξετάσθηκαν στην ετερόλογη Τ-επαγώμενη 

κυτταροτοξικότητα (CML).

Τ ύπο ι κ α ρ κ ίν ο υ ______ α ρ ιθμ ό ς αοθενώ,γ__________Σ τάδιο

I II III IV

Μελάνωμα 18 0 1 8 9

Καρκίνος πνεύμονα 11 0 0 6 5

Καρκίνος παχέος εντέρου 11 0 1 3 7

Καρκίνος μαστού 30 1 2 15 12

Καρκίνος νεφρού 15 0 0 9 6

Καρκίνος ωοθηκών 15 0 1 7 7

Καρκίνος ενδομήτριου 13 0 1 5 7



Α ποτελέσματα

Επειδή όπως αναφέρθηκε η ΕΜΛΑ αποτελεί μία in vitro δοκιμασία που 

αναπαριστά πιστότερα την in vivo κατάσταση του ΑΣ τοιυλάχιστον όσον αφορά 

την ικανότητα δημιουργίας CTL εξετάσθηκαν στη σειρά αυτών των 

πειραμάτων αρχικά οι τιμές της ΕΜΛΑ σε καρκινοπαθείς και συγκρίθηκαν με 

τις αντίστοιχες σε υγιείς δότες. Οπως φαίνεται στον πίνακα 15 οι τιμές της 

ήταν στατιστικά σημαντικά χαμηλότερες από αυτές των υγιών δοτών 

(σύγκρινε 9215±2962 με 39718±12215 αντίστοιχα ρ<0.01).

Η δράση της ProTa ελέγθηκε σε ένα μεγάλο εύρος συγκεντρώσεων ώστε να 

βρεθεί η ιδανική δόση κατά την οποία παρατηρείται η μεγαλύτερη αύξηση 

τιμών της ΕΜΛΑ. Οπως παρουσιάζεται στον πίνακα 15 η ProTa ενίσχυσε 

- σημαντικά τις τιμές της ΕΜΛΑ σε καρκινοπαθείς (σύγκρινε 9215±2962 με 

28628±9019 ρ<0.01) που ανήλθαν περίπου στο επίπεδο των μαρτύρων 

(σύγκρινε 39718±122125 με 28628±9019, ρ μη σημαντικό).

Επίσης μια μικρή αλλά στατιστικά σημαντική αύξηση παρουσιάσθηκε και 

στους υγιείς δότες (σύγκρινε 54414±14223 με 39718112215 ρ<0.01) που 

συμβαδίζει με προηγούμενες μελέτες (B a xeva n is  e t a l., 1988).

Οπως και σε προηγούμενες μελέτες οι ιδανικές δόσεις της ProTa ήταν 

διαφορετικές μεταξύ των ατόμων που εξετάσθηκαν. Ετσι λοιπόν στον πίνακα 

16 παρουσιάζεται μία ομαδοποίηση των εξετασθέντων (υγιείς και 

καρκινοπαθείς) ανάλογα με την ιδανική δόση της ProTa η οποία επέφερε τη 

μεγαλύτερη αύξηση των τιμών στην ΕΜΛΑ τους. Επειδή ο αριθμός των 

εξετασθέντων ήταν μεγάλος (π=108 ασθενείς και η=95 υγιείς δότες) και ως εκ 

τούτου παρουσιάσθηκαν πολλές διαφορετικές ιδανικές δόσεις ProTa η 

ομαδοποίηση έγινε με ενός αυθαιρέτου εύρους ιδανικών δόσεων ProTa (125- 

500, 550-750, βλ. πίνακα 16).

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν αφ’ ενός μία ελαττωμένη λειτουργία του 

ΑΣ των καρκινοπαθών σιη δημιουργία ΚΤΛ που ασφαλώς προδικάζει
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υπολειπόμενη κυτταροτοξικάτητα και αφ’ ετέρου μία ενισχυτική δράση της 

ProTa στην επαγωγή ισχυρής ΕΜΛΑ και κατά συνέπεια δημιουργίας CTL που 

ασφαλώς δημιουργεί τις βάσεις για μία δράση αυτού του μορίου στην 

κυτταροτοξικάτητα μονοπυρήνων κυττάρων απά καρκινοπαθείς.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 15. Ετερόλογη ΜΛΑ (ΕΜΛΑ) αε υγιείς δότες & καρκινοπαθείς. 

Δράση της ProTa.

Ε.Μ.Λ.Α.

cpm 

- ProTa

cpm

+

Δείκτης

αύξησης

Ιδανικό εύρος δόσεων% των 
ατόμων που απάντησαν στο 
αντίστοιχο εύρος δόσεων

ProTa ProTa (ng/ml)

Υγιείς δότες 39718 54414 125-1125 (71%)

π=95 ± ± 1.37 1250-2000 (29%)

12215 14223

Καρκινοπαθείς 9215 28628 125-1125 (70%)

π=  108 ± ± 3.10 1250-2000 (30%)

2962 9019

Ετερόλογη Μ.Λ.Α. υγιών δοτών και καρκινοπαθών παρουσία ή απουσία 

ProTa. Σε κάθε πείραμα ΙΟ5 Τ λεμφοκύτταρα απαντητές καλλιεργήθηκαν με 

ΙΟ5 απενεργοποιημενα (3000 rads) μονοκύτταρα (διεγέρτες) από υγιείς δότες. 

Τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα δίνονται σαν μέσος όρος ± τυπική απόκλιση. 

Οι τιμές των κυττάρων απαντητών, καλλιεργημένων χωρίς την παρουσία 

κυττάρων διεγερτών δεν ξεπέρασαν τα 2500 c.p.m. Ομοίως οι τιμές των 

κυττάρων διεγερτών καλλιεργημένων χωρίς την παρουσία των αντιδρώντων 

κυττάρων δεν ξεπέρασαν τα 650 cpm.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 16. Ομαδοποίηση κατανομής ιδανικών δόσεων ανάμεσα στους 

καρκινοπαθείς και στους υγιείς δότες.

Ιδανική δόση 

ProTa

Αριθμός

ατόμων

Ποσοστό ατόμων που ανταποκρίθηκαν στο 

συγκεριμένο εύρος συγκεντρώσεων ProTa
5

125-500 24 25.2%

500-750 17 17.8%

750-1000 12 1 2 .6 %

n = 9 5  1000-1250 15 15.7%

1250-1500 11 11.5%

1500-1750 10 9.5%

1750-2000 6 6.3% j

125-500 28 25.9% I

500-750 19 17.5%

750-1000 13 12% |

n =  108 1000-1250 16 14.8% j13
1250-1500 18

!
16.6% 1

1500-1750 8 7.4%

1750-2000 5 4.6%
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Ανάλυση xnc ετεοόλονηα Τ εκδηλούαενηα κυτταροτο Εικότηταα (CML) 

σε υγιείς δότες και κ α ρ κ ινοπα θές.

Μετά την παραπάνω διαπίστωση σχετικά με την ελαττωμένη ΕΜΛΑ 

εξετάσθηκε κατά πόσο ή σε ποιο βαθμό επηρεάζεται από τη νόσο η 

κυτταροτοξικότητα που εκδηλώνεται από τα Τ κύτταρα (CML). Οι 

πειραματικές διαδικασίες έδειξαν ότι η CML ήταν μειωμένη στους 

καρκινοπαθείς όταν αυτοί συγκρίθηκαν με υγιείς δότες.

Ετσι λοιπόν όπως παρατηρείται στο σχήμα 4 η CML σε καρκινοπαθείς 

ανήλθε μόλις σε 1213.1% (μέσος όρος ± τυπική απόκλιση από 6 δότες) ενώ σε 6 

υγιείς μάρτυρες αυτή ανήλθε σε 39.716.8% (ρ<0.01). Η σχέση αυτή 

παρατηρήθηκε σε πειράματα όπου η σχέση κυττάρων εκτελεστών:κύτταρα 

στόχους ήταν 100:1 και διατηρήθηκε και σε μικρότερες αναλογίες (50:1, 25:1, 

12.5:1) αποδεικνύοντας ότι η ελαττωμένη CML σε καρκινοπαθείς δεν είναι ένα 

αποτέλεσμα που επηρεάζεται από τις vitro πειραματικές διαδικασίες αλλά 

αναπαριστά τη δυσλειτουργία του ΑΣ καρκινοπαθών στο να αναπτύσσει ικανή 

κυτταροτοξική δράση. Οπως και στην ΕΜΛΑ, η παρουσία ιδανικών δόσεων 

ProTa (που ελήφθησαν από τα αποτελέσματα του πίνακα 15) ενίσχυσε 

σημαντικά την CML σε καρκινοπαθείς. Οπως δείχνεται λοιπόν στο σχήμα 4 

παρουσία ProTa η CML σε καρκινοπαθείς ανήλθε σε 36.515.7% (στην αναλογία 

100:1 μεταξύ κυττάρων εκτελεστών και κυττάρων στόχων) που είναι παρόμοια 

αυτής των υγιών δοτών (39.7±6.8). Η δράση της ProTa φάνηκε σε όλες τις 

υπόλοιπες αναλογίες δηλ. 50:1, 25:1 και 12.5:1 όπου τα επίπεδα της CML σε 

καρκινοπαθείς ήσαν περίπου ίδια με αυτά των υγιών δοτών.
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^απελευθέρωση 51Cr

ΣΧΗΜΑ 4. Σύγκριση ετερόλογης κυχχαροχοξικύχηχας ενανχίον μονοπύρηνων κυχχάρων 

μεχαξΰ υγιών δοχών και καρκινοπαθών.
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Επίσης όπως και στην ΕΜΑΑ, η ProTa ενίσχυσε ακόμη και την CML σε 

υγιείς δότες όπου όμως η αύξηση ήταν μικρότερη αυτής των καρκινοπαθών 

(σύγκρινε 56.37±9.8 παρουσία ProTa με 39.7±6.8, δείκτης αύξησης 1.42 με 

36.5±5.7% παρουσία ProTa με 12.6±3.6% δείκτης αύξησης 3.04 ρ<0.01 σε 

αναλογία 100:1). Τα αποτελέσματα αυτά πιστοποιούν τη σχέση ΕΜΛΑ με την 

CML όπου φαίνεται ότι και τα δύο συστήματα υπολειτουργούν σε 

καρκινοπαθείς ενώ αποκαθιστώντας τις τιμές της ΕΜΛΑ με την ProTa 

αποκαθίστανται και οι τιμές της CML.

Τόσο η ελαττωματική CML σε καρκινοπαθείς όσο και η ενισχυτική δράση 

της ProTa στις τιμές της CML δείχθηκε σε μία εκτενέστερη μελέτη όπου 

εξετάσθηκαν συνολικά 108 ασθενείς και 95 υγιείς μάρτυρες. Τα αποτελέσματα 

που δείχνονται στο σχήμα 5 επιβεβαιώνουν αυτά των προηγουμένων (σχήμα 

4): η CML στους ασθενείς ήταν σημαντικά ελαττωμένη σε σύγκριση με υγιείς 

δότες (11.8±4.2%, 37.5±6.25% αντίστοιχα, ρ<0.01). Παρουσία ProTa αυτή 

ανήλθε σε 33.5±10.0 που ήταν περίπου στα ίδια επίπεδα των υγιών δοτών ενώ 

και στους υγιείς δότες επήλθε μία αύξηση παρουσία ProTa (50.9±7.9%, 37.5± 

6.25% ρ<0.1). Για την εξαγωγή των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε η 

αναλογία 100:1 μεταξύ κυττάρων εκτελεστών και κυττάρων στόχων και 

δείχνονται στην ιδανική συγκέντρωση της ProTa για κάθε δότη (βλ.πίνακα 

15).
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ΣΧΗΜΑ 5 Ετερόλογη C.M.L. ενεργότητα των μονοπύρηνων κυττάρων απά υγιείς δότες 

και από καρκινοπαθείς παρουσία ή απουσία ProTa.

Η ProTa προστίθεται στην αρχή της καλλιέργειας στην ιδανική συγκέντρωση 

κάθε φορά όπως αυτή καθορίζεται απά τις καλλιέργειες της Ε.Μ.Λ.Α. Τα 

μονοπύρηνα κύτταρα απά τους υγιείς δότες και από τους καρκινοπαθείς 

διεγέρθηκαν κατά τη διάρκεια 6 ημερών καλλιέργεια με ακτινοβολημένα 

κύτταρα από 2 υγιείς δότες για να αποφευχθεί μια πιθανή ομοιότητα των 

αντιγόνων ιστοσυμβατότητας. Κάθε σημείο αναπαριστά την κυτταρο

τοξικότητα των μονοπύρηνων κυττάρων κάθε ατόμου εναντίον των 

ακτινοβολημένων κυττάρων στόχων.

Για την εξαγωγή των παραπάνω αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκε η αναλογία 

μονοπύρηνα κύτταραικύτταρα στόχους 100:1.



Αποτελέσματα

Σύγκριση xnc ΝΚ ενερνότητας που εκδηλώνεται από κ α ρ κ ινοπα θές  

και irvieic. Δράση τ ικ  ProTa.

Σε αντίθεση με την CML όπου τα κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα 

αναγνωρίζουν το αντιγόνο μαζί με τα μόρια της τάξης I του ΜΣΙ στην 

επιφάνεια των κυττάρων στόχων (Ο Bourke et al., 1990) τα ΝΚ κύτταρα 

καταστρέφουν τα κύτταρα στόχους μη ειδικά δηλ. χωρίς να αναγνωρίζουν τα 

μόρια του ΜΣΙ (Trincheri, 1989). Για το λόγο αυτό η άμυνα που εκδηλώνεται 

από τα ΝΚ κύτταρα θεωρείται σαν "πρώτη γραμμή άμυνας" αφού τα ΝΚ 

κύτταρα για να καταστρέψουν κύτταρα-στόχους δεν χρειάζεται να έχουν 

προηγουμένως ενεργοποιηθεί ή προκύψει από τη διαφοροποίηση πρόδρομων 

κυττάρων [όπως π.χ. τα CTL που προκύπτουν από τα pCTL (βλ. ανωτέρω) 

(Melief, 1992)] . Γνωρίζοντας λοιπόν ότι η CML είναι ελαττωμένη σε 

καρκινοπαθείς ήταν λογικό να ελεγθεί η κυτταροτοξικότητα που εκδηλώνεται 

από ΝΚ κύτταρα (ΝΚ κυτταροτοξικότητα [σχήμα 6]). Για τον καθορισμό της 

ΝΚ κυτταροτοξικότητας χρησιμοποιήθηκε η καρκινική σειρά Κ562. Ο 

ιδανικός καθορισμός της αναλογίας κύτταρα εκτελεστές:κύτταρα στόχοι έγινε 

σε προκαταρκτικά πειράματα όπου βρέθηκε ότι η ζητούμενη αναλογία ήταν 

20 :1.

Οπως δείχνεται στο σχήμα 6 η ΝΚ κυτταροτοξικότητα σε καρκινοπαθείς 

(π=108) ήταν σημαντικά χαμηλότερη αυτής των υγιών δοτών (π=95) 

ανεξάρτητα με τον χρόνο επώασης που χρησιμοποιήθηκε κατά την διάρκεια 

των πειραμάτων. Ετσι λοιπόν όταν τα κύτταρα εκτελεστές επωάσθηκαν με τα 

κύτταρα στόχους για 4 ώρες η ΝΚ κυτταροτοξικότητα σε ασθενείς ήταν 5.2± 

2.5% ενώ στους υγιείς ήταν 20.1±3.3% (ρ<0.01). Παρόμοια ήταν τα 

αποτελέσματα που εξήχθησαν και στις 18 ώρες επώασης: 18.9+3.8% σε ασθενείς 

και 38.7±5.6% σε υγιείς (ρ<0.05). Παρουσία ProTa η ΝΚ κυτταροτοξικότητα 

των 4 ωρών σε ασθενείς ανήλθε στα επίπεδα του 21.3±2.5% (ρ μη σημαντικό σε 

σύγκριση με το 20.1±3.3% της κυτταροτοξικότητας σε υγιείς και αυτή των 18
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ωρών ανήλθε σε 43.5±6.9% υψηλότερο του 38.7±5.6% των υγιών δοτών αλλά 

στατιστικά μη σημαντικά). Ολα τα αποτελέσματα του σχήματος 6 δείχνονται 

με τις εκάστοτε ιδανικές δόσεις της ProTa όπως προέκυψε από προηγούμενα 

πειράματα, με τους ίδιους ασθενείς, που δείχνονται στον πίνακα 15.

Παρατηρούμε λοιπόν ότι και στην ΝΚ κυτταροτοξικότητα η ProTa δρά 

βιολογικά αυξάνοντας τις χαμηλές τιμές των καρκινοπαθών στα επίπεδα των 

χγιών δοτών. Πρέπει να σημειωθεί επίσης ότι όπως και στην ΕΜΛΑ και CML 

(βλ. ανωτέρω), έτσι και στην ΝΚ κυτταροτοξικότητα η ProTa έδειξε βιολογική 

δράση και στους υγιείς δότες όπου τα επίπεδα κυτταροτοξικότητας των 4 ωρών 

ανήλθαν 31.8±5.8% (ρ<0.2 σε σύγκριση με 20.1+3.3% χωρίς ProTa) ενώ αυτά 

των 18 ωρών ανήλθαν σε 51.6+6.3% (ρ<0.2 σε σύγκριση με 38.7±5.6% χωρίς 

ProTa).
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% απελευθέρωση 51Cr

ΣΧΗΜΑ 6 Σύγκριση ΝΚ κυτταροτοξικάτητας μεταξύ υγιών δοτών και καρκινοπαθών. 

Δράση της ProTa.
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Eimeuoc πηνανισαόα δpdone m e  ProTa.

Μετά την διαπίστωση άτι η ProTa δρά ενισχυτικά τόσο στην CML άσο και 

στην ΝΚ ενεργάτητα προσπαθήσαμε να εμβαθύνουμε στο μηχανισμό δράσης 

της. Τα βιβλιογραφικά δεδομένα σχετικά με τις πειραματικές δοκιμασίες που 

ακολουθήθηκαν έδειχναν άτι PGE2 που παράγεται από τα μονοπύρηνα 

κύτταρα (MNC) αναστέλλει την παραγωγή IL-2 (Rappaport and Dodge, 1982) και 

αυτά έχει αρνητικό αποτέλεσμα στην ΜΛΑ (Chouaib et al, 1985). Επιπλέον η 

PGE2 έχει δειχθεί να επιδρά αρνητικά στην ΝΚ κυτταροτοξικότητα (Rapaport 

and Dodge, 1982) αντίθετα με την IL-2 που ρυθμίζει θετικά τις κυτταροτοξικές 

διαδικασίες (Wagner et al, 1986). Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω καθώς και 

ότι τα CTL προκύπτουν από την ΕΜΛΑ (άρα οι κυτταρονίνες όπως IL-2 και 

PGE2 που επηρεάζουν τη ΜΛΑ και κατά συνέπεια επηρεάζουν και τη 

δημιουργία των CTL), μετρήσαμε τα ποσά της IL-2 και PGE2 σε υπερκείμενα 

τόσο ΝΚ καλλιεργειών όσο και ΕΜΛΑ παρουσία ή απουσία ProTa και τα 

αποτελέσματα παρουσιάζονται στον πίνακα 17.

Για την εξαγωγή των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκαν επτά καρκινο

παθείς και επτά υγιείς δότες και η προσθήκη της ProTa έγινε στις ιδανικές 

συγκεντρώσεις όπως αυτές καθορίστηκαν προγενέστερα (πίνακας 15). Οι τιμές 

της συγκέντρωσης της PGE2 σε καρκινοπαθείς τόσο για την ΕΜΛΑ όσο και για 

τις ΝΚ καλλιέργειες (4 και 18 ωρών) ήταν αυξημένες (298, 43, 176 Pg/ml 

αντίστοιχα) σε σχέση με αυτές των υγιών δοτών (63, 7, 26 Pg/ml). Αντιθέτως 

τα επίπεδα της IL-2 ήταν ελαττωμένα στις καλλιέργειες των MNC από 

καρκινοπαθείς (4.3, 0.3, 1.5 U/ml για ΕΜΛΑ και ΝΚ 4 και 18 ωρών αντίστοιχα) 

σε σχέση με αυτά σε υγιείς δότες (15.6, 1.2, 5.2 U/ml αντίστοιχα). Τα παραπάνω 

αποτελέσματα δικαιολογούν τόσο τις χαμηλές τιμές της ΕΜΛΑ (που έχει σαν 

συνέπεια ελαττωμένη CML ενεργάτητα) όσο και τις χαμηλές τιμές της ΝΚ 

ενεργότητας. Οταν σε ανάλογες καλλιέργειες προστέθηκε ProTa στις ιδανικές 

δόσεις (πίνακας 2), υπήρξε μιά σημαντική ελάττωση στις συγκεντρώσεις της
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PGE2 στις καλλιέργειες των MNC από καρκινοπαθείς: από 298 pg/ml σε 76 

pg/ml στην ΕΜΛΑ (ρ<0.01) από 43 pg/ml σε 15 pg/ml σε ΝΚ καλλιέργειες 4 

ωρών (ρ< 0.001) και από 176 pg/ml σε 39 pg/ml σε ΝΚ καλλιέργειες 18 ωρών 

(ρ<0.01). Η ελάττωση αυτή της PGE2 συνοδεύτηκε από αύξηση των 

αντίστοιχων συγκεντρώσεων της IL-2: από 43 U/ml σε 10.8 U/ml στην ΕΜΛΑ 

(ρ<0.01) από 0.3 U/ml σε 1.1 U/ml σε ΝΚ καλλιέργειες των 4 ωρών και από 1.5 

U/ml σε 3.9 U/ml (ρ<0.005) σε ΝΚ καλλιέργειες 18 ωρών. Σε όλες τις 

περιπτώσεις τα επίπεδα των IL-2 και PGE2 σε καλλιέργειες καρκινοπαθών 

παρουσία ProTa δεν διέφεραν στατιστικά με αυτά των υγιών δοτών. Επίσης, 

αξίζει να αναφερθεί ότι και εδώ η ProTa αύξησε τα επίπεδα της IL-2 και μείωσε 

αντίστοιχα της PGE2 στους υγιείς δότες, πράγμα που εξηγεί την ενισχυτική 

της δράση στην ΕΜΛΑ, CML και ΝΚ κυτταροτοξικότητα σε καλλιέργειες MNC 

από τους ίδιους δότες. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η ελαττωμένη 

κυτταροτοξικότητα σε καρκινοπαθείς, οφείλεται στην αυξημένη παραγωγή 

PGE2 στις in vitro καλλιέργειες, η οποία επιφέρει μια ταυτόχρονη πτώση των 

επιπέδων της IL-2 ελαττώνοντας τις κυτταροτοξικές λειτουργίες των MNC 

(δηλ. CML και ΝΚ κυτταροτοξικότητα).
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ΠΙΝΑΚΑΣ 17. Μέτρηση της 1L-2 και της PGE-2 σε καλλιέργειες των ΕΜΛΑ 

και κατά τη διάρκεια της ΝΚ κυτταροτοξικότητας.

Απουσία ProTa Παρουσία ProTa

PGE-2 (pg/ml) IL-2 (U/ml) PGE-2 (pg/ml) IL-2 (U/ml)

ΕΜΛΑ ΝΚ ΝΚ ΕΜΛΑ NK NK ΕΜΛΑ NK NK ΕΜΛΑ NK NK
4 18 4 18 4 18 4 18

298 43 176 4.3 0.3 1.5 76 15 39 10.8 1.1 3.9
Καρκινοπαθείς + + ± ± ± ± ± + ± ± + ±

n = 7*> «V
76 15 67 1.9 0.1 0.6 23 6 16 3.7 0.3 1.6

&
< 63 7 26 15.6 1.2 5.2 41 4 9 22 1.9 7.5

Υγιείς δότες ± ± ± + ± ± ± ± ± ± ± +
n = 7

17 2 5 3.9 0.3 2.0 8 2 3 7.3 0,7 2.9



Α ποτελέσματα

Σ ύγκρ ισ η  Μεταξύ rn c  δρdone tn c  P ro T a , IL-2. ινδο ιιεθακ ίνη€  

στην ΝΚ κ υ ττα ρ ο το ξ ικ ό τη τα  κα ι στη CML.

Τα παραπάνω δεδομένα μας οδήγησαν στο συμπέρασμα άτι η αυξημένη 

παραγωγή της PGE-2 και η ελαττωμένη παραγωγή της IL-2 είναι υπεύθυνος 

για την ελαττωμένη ΝΚ και CML ενεργάτητα που εκδηλώνουν τα μονοπύρηνα 

και άτι η ProTa επαναφέρει τις παραπάνω συγκεντρώσεις στα φυσιολογικά 

επίπεδα. Χρησιμοποιήσαμε ινδομεθακίνη, η οποία καταστέλλει τη σύνθεση της 

PGE2 (Rappaport and Dodge, 1982) και συγκρίναμε το αποτέλεσμα της δράσης 

της, με αυτή της ProTa και της IL-2 οχ οποίες ως γνωστόν αυξάνουν την 

κυτταροτοξική ικανότητα των MNC. Τα αποτελέσματα της σύγκρισης αυτής 

απεικονίζονται στον πίνακα 18. Επιπλέον μετρήθηκαν οι συγκεντρώσεις της 

PGE2 και της IL-2 στα υπερκείμενα των καλλιεργειών. Ταυτόχρονα 

ελαττώθηκε, ως ήταν αναμενόμενο, η παραγωγή της PGE2 σε ΝΚ καλλιέργειες 

4 ωρών (52 pg/ml παρουσία ProTa και 13 pg/ml παρουσία ινδομεθακίνης από 

139 pg/ml σε καλλιέργειες απουσία των δύο αυτών παραγόντων) και στις CML 

καλλιέργειες (από 205 pg/ml σε 89 pg/ml και 27 pg/ml παρουσία ProTa ή 

ινδομεθακίνης αντίστοιχα). Ταυτόχρονα με την ελάττωση της PGE2 παρουσία 

ProTa ή ινδομεθακίνης αυξήθηκαν τα επίπεδα της ΝΚ (46.9% και 40.3% 

παρουσία ProTa και ινδομεθακίνης αντίστοιχα από 17.3% απουσία αυτών 

ρ<0.01) και CML κυτταροτοξικότητας (29.7% και 24.7% παρουσία ProTa και 

ινοδμεθακίνης αντίστοιχα από 13.5% απουσία αυτών ρ<0.01). Παρατηρείται 

ότι αν και η ινδομεθακίνη ελαττώνει δραστικότερα τα επίπεδα της PGE2 σε 

σύγκριση με την ProTa (σύγκρινε 13 pg/ml και 27 pg/ml σε ΝΚ 

κυτταροτοξικότητα και CML αντίστοιχα παρουσία ινδομεθακίνης με 52 pg/ml 

και 89 pg/ml αντίστοιχα παρουσία ProTa, ρ < 0.05) εν τούτοις η αύξηση της 

κυτταροτοξικότητας παρουσία ProTa είναι μεγαλύτερη σε σύγκριση με αυτήν 

παρουσία ινδομεθακίνης (46.9% και 29.7% σε ΝΚ και CML παρουσία ProTa σε 

σύγκριση με 40.3% και 24.7% στις ίδιες καλλιέργειες με ινδομεθακίνη) πράγμα
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που υποδηλώνει ότι η αυξημένη παραγωγή PGE2 στις καλλιέργειες των MNC 

από καρκινοπαθείς δεν είναι ο μοναδικός παράγοντας για την ελαττωμένη 

κυτταροτοξικότητα. Το χαμηλό ποσοστό επαναφοράς της κυτταροτοξικότητας 

παρουσία IL-2 ίσως να σχετίζεται με αδυναμία των κυττάρων των 

καρκινοπαθών να δεσμεύσουν την IL-2 (πιθανόν να εκφράζουν χαμηλά 

επίπεδα υποδοχέων για την IL-2).



Αποτελέσματα

ΠΙΝΑΚΑΣ 18. Η ProTa βελτιώνει την ΝΚ και την ετερόλογη Τ-επαγώμενη 

κυτταροτοξικότητα (CML) σε καρκινοπαθείς μέσω της αύξησης των επιπέδων 

της IL-2 και ταυτόχρονα την ελάττωση των αντιστοίχων της PGE-2.

ΝΚ κυτταοοτοίικότπτα 
(π=5)

Απελευθέρωση
51Cr(%)

PGE2 (pg/ml) IL-2 (U/ml)

- 17.3±6.7 139±56 1.9±0.7

ProTa 46.9±10.3 52±15 3.9±1.0

IL-2 24.6±7.2 119±27 -

Ινδομεθακίνη

CML
(π=5)

40.3±9.7 13±6 4.2±0.9

- 13.5±3.6 205±39 6.0±1.7

ProTa 29.7+6.9 89±30 13.6±3.7

IL-2 17.9±5.6 182+42 -

Ινδομεθακίνη 24.7±6.7 27±7 13.9±2.5

-127-



Αποτελέσματα
I
\

Συντονιστική δοάοη tn c  ProTa και IL-2 στην ενίσνυση tn c  

κιτττοροτοΕικόχηταα των TIL και EAMNC.

Στις προηγούμενες παραγράφους δείχθηκε η ενισχυτική δράση της ProTa 

στην κυτταροτοξικότητα λεμφοκυττάρων (Τ και ΝΚ) περιφερικού αίματος σε 

υγιείς και καρκινοπαθείς. Ηταν λοιπόν εύλογο να ερευνηθεί κατά πόσο η 

ProTa θα ασκούσε παρόμοια βιολογική δράση σε Τ λεμφοκύτταρα που διηθούν 

όγκους (TIL) ή κακοήθεις συλλογές (EAMNC) αφού όπως αναφέρθηκε ήδη 

στην εισαγωγή (§1.13) αυτά τα Τ λεμφοκύτταρα δείχνουν ειδικότητα για 

αυτόλογα καρκινικά κύτταρα και θεωρούνται σαν τα πλέον κατάλληλα για 

ανοσοθεραπευτικά πρωτόκολλα σε κλινικές δοκιμασίες.
■ΐ

Τα αποτελέσματα από συνολικά 21 εξετασθείσες περιπτώσεις T IL δείχνονται
r1*·■ αναλυτικά στα σχήματα 7 εως 27. Επιμέρους εξετάσθηκε η κυτταροτοξική

ι:ί* δράση των TIL από καρκίνο πνεύμονα (π=3), καρκίνο νεφρού (π=1), καρκίνο

ωοθήκης (π=1) μελάνωμα (π=3), καρκίνο μαστού (π=13). Τα στάδια των 

διαφόρων καρκίνων ήταν: στάδιο II (π=3), στάδιο III (π=7), στάδιο IV  (π=11). 

Η ProTa αύξησε σε στατιστικά σημαντικά επίπεδα τη δια της IL-2 επαγώμενη 

κυτταροτοξικότητα σε TIL. Η δράση της ProTa παρατηρήθηκε σε όλες τις 

εξετασθείσες περιπτώσεις (π=21), όπου όπως και σε ανωτέρω περιγραφόμενα 

πειράματα η ιδανική ενισχυτική δράση της ProTa επιτεύχθηκε σ’ ένα εύρος 

συγκεντρώσεων που ήταν: 31.25 ng/ml (n=4), 62.5 ng/ml (n=ll), 125 ng/ml 

(n=6). Τα ποσοστά αύξησης κυμάνθηκαν από 13% (σε μια περίπτωση ήταν 9%) 

εως 69.5% και δεν συσχετίσθηκαν με τον τύπο καρκίνου ή το στάδιο της 

νόσου.
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%  απελευθέρωση 5lCr
90 τ
80
70 τ IL-2

Κ562

IL-2+Προ-α
60
50
40 I 
30 I

1000

Προ-α

1000 1000 1000 ϊοοδ 1000 1000 1000 U/ml EL-2
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/m lllpoa

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 7. Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 1: Ca πνεύμονα. Στάδιο IV.
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απελευθέρωση 51Cr

80
70 + IL-2

60 
50 
40 + 
30 
20 
10 ■ 

0

Κ562

IL-2+Προ-α

Προ-α

ιοοΟ ιοοΟ— iouO * rood rood iooo1 rood rood τ f a i n  .a 1
500 250 125 62,5 . 31,25 15,125 7,562 n^mlTlpaa

*: P<0.05
Σ Χ Η Μ Α  8 . Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 2: Ca πνεύμονα. Στάδιο III.
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% απελευθέρωση 5lCr
60

50

Τ

IL-2

DAUDI

β IL-2+Προ-α
40 t

j

30 {
i

20 j
ίο ! Προ-α

0 1— ιοοό looo1— looo ιοοο ιοοο ιοοο' ισσσ ισσσ π
500 250 125 62,5 3125 15,125 7,562

% απελευθέρωση 51Cr
60 τ

50r IL-2 ^

40 τ "

RAeJI

___a IL-2+Προ-α

30

20 f
I

10 I
Προ-α

ιοοο— ιοοο ιοοο1 ιοοΟ ιοοσ u/m iiL-2 '
500 250 125 62,5 3125 15,125 7,562 ng/πύ Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ Θ.Κυχταροτοξική δράση χων TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 3: Ca πνεύμονα. Στάδιο III.

- 1 3 1 -



Αποτελέσματα

+ : PcO.Ol
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 10. Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 
της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 4: Ca ωοθήκης. Στάδιο II.



Α ηοτελέσματα

*: P<0.05

ΣΧΗΜΑ 11. Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 5: Ca νεφρού. Στάδιο IV.
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Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5lCr 
70

IL-260

50 ι
40 j 

30 

20 

10 f

RAJI

IL-2+Προ-α

loot) 1000'— 1000 1000"
500 250 125

Προ-α

ΉΚΧΓ “1000'— IOOO— ΙΟΟΟ----- U/rolIL-2
62,5 31,25 15,125 7,562 ng/mlllpo-o

+ : P<0.01
*: P<0.05

ΣΧΗΜΑ 12. Κυτχαροτοξική δράση τω ν  TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 6: Μελάνωμα. Στάδιο IV.



Αποτελέσματα

+ : Ρ<0.01

1

ΣΧΗΜΑ 13·Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 7: Μελάνωμα. Στάδιο III.
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Αποτελέσματα

+ : PcO.Ol
·: P<0.05
ΣΧΗΜΑ 14. Κυτταροτοξικη δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 8: Μελάνωμα. Στάδιο IV.

- 1 3 6 -



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 51Cr 
80 τ

70 -■

60 |
j

50 +!
40 +

30 - 

20 - 

10 - 
0 -

YLr2m

Κ562

IL-2+Προ-α

Προ-α

ΤϋϋΟ— ΙϋΟΟ1— ΙϋΟϋ ΙΟϋϋ1 
500 250 125

ισοίΓ
62,5

ΊΌΟυ1 ίσοσ* ΠΜΓ 
31,25 15,125 7,562

U/mlIL-2 
ng/ml Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 15.Κυτταροτοξική δράση χων TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

χης Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 9: Ca μαστού. Στάδιο III.

- 1 3 7 -
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Αποτελέσματα

vK

% απελευθέρωση 5lCr
70

60 

50 

40 Iι

30 1

20 f

ιο ίI

IL· 2i

RAJI

IL-2+Προ-α

o J—looo rooo1—looo 1000*
500 250 125

■  Προ-α

1000' lOOtf— 1000 1000 U/ml IL-2
62,5 31,25 15,125 7,562 ngtol Προ-α

+ : P<0.01
*: P<0.05

ΣΧΗΜΑ 16. Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 10: Ca μαστού. Στάδιο IV.

- 1 3 8 -



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5lCr 
90

80 

70 

60
I

50 t  

40 f 

30 I

20 t

Hr2 X '

K562

IL-2+Προ-α

10
ΒΓ

Προ-α

01— iood loou'— iooO im f  iooo1 iooo' lood rooo υ/ώiil -2
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5lCr 
70 -

+

60 

50 

40 

30 

20 { 
10 -  

0 -

IL-2

DAUDI

IL-2+ Προ-α

-a Προ-α

τοοο— iooo— iooo iooo1— ioocr
500

τοσσ— iooo iooo— u/miiL-2le/ml250 125 62,5 3125 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5lCr 
70 τ

60 -
i

50 |  

40 t 

30 }

20 T
10 t

IL-2

RAJI

IL-2+Προ-α

Προ-α

o -----1000 1000 1000 1000— 1000 1000'— 1000— 1000----- u/tnlIL-2 '
500 250 125 62,5 3125 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

!

I

+ : P<0.01
*: P<0.05

ΣΧΗΜΑ 17. Κστταροτοξική δράση ίων TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 11: Ca μαστού. Στάδιο IV.
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fiy
J

Αποτελέσματα

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 18. Κυτταροτοξική δράση χων TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 12: Ca μαστού. Στάδιο III.
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Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5lCr 
80 -

70 t
I

60 i

50 - 

40 - 

30

20 +i
10 I 
0

IL-2,

R A J I

IL-2+Προ-α

φ. Προ-α

τοοσ τοσσ
500

ιοοσ
250

1000' 1000 10001— 1000— 1000------U/mlfL-2-
125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : P<0.01
*: P<0.05

ii
i
i

ΣΧΗΜΑ 19.Κυχχαροχοξικη δράση το>ν TIL ε'νανχι καρκινικών κυχχαρικών σειρών. Δράση 

χης Προ-α. Περίπχωση #(Νο) 13: Ca μασχου. Σχάδιο II.

- 1 4 1 -



Αποτελέσματα

απελευθέρωση 5 1 0
90

80 

70 
60 
50 
40 + 

30 
20 

10 
0

IL-2

Κ562

IL-2+Προ-α

Προ-α

ιοσό—ιοοο1—ιοοϋ ιοοο1 ιοοθ ιοοο1 ιοοθ ιοοθ— υ/ίΑίΤΛ 1
500 250 125 62,5 - 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05
ΣΧΗΜΑ 20. Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 
της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 14: Ca μαστού. Στάδιο IV.



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 51Cr 
70 τ +
60 f 

50 fI
40 I 

30 {
i

20 

10 

0

IL-2

R A J I

IL-2+Προ-α

Προ-α

τοοο— ιοοσ— looo moo1— looo iooo1 rood rooo u /iiiL -2  ‘
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : P<0.01
*: P<0.05

I{
ίI

\

ΣΧΗΜΑ 21.Κυχχαροχοξική δράση χων TIL ένανχι καρκινικών κυχχαρικών σειρών. Δράση 

χης Προ-α. Περίπχωση #(Νο) 15: Ca μασχου. Σχάδιο IV.
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I
Αποτελέσματα

*·. P<0.05

ΣΧΗΜΑ 22. Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 16: Ca μαστού. Στάδιο IV.

- 1 4 4 -



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 51Cr 
70 τ

60 τ 
50 τ 

40 

30 

20 
10

IL-2

RAJI

IL-2+Προ-α

ε Προ-α

ο *----1000 1000----1000 1000'— 1000— 1000*— 1000— 1000-----u/mlIL-2 '
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

I

I

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 23.Κυχχαροχοξική δράση χων TIL ένανχι καρκινικών κυχχαρικών σειρών. Δράση 

χης Προ-α. Περίπχωση #(Νο) 17: Ca μασχού. Σχάδιο IV.
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Αποτελέσματα

.Κ

*5*

f

% απελευθέρωση 5lCr
70 τι
60 

50 

40

30 +ι
20 

10 

0

IL-2 /
+

β^'

RAJI

IL-2+Προ-α

— * Προ-α

τοσο—rood—ιοοο ιοοο1—ioocr
500 250 125 62,5

TOOT
31,25

“ΙΟΟΟ— 1000----U/i5l IL-2” '
15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : P<0.01
*: P<0.05

ΣΧΗΜΑ 24. Κυτταροτοξικη δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 18: Ca μαστού. Στάδιο III.

- 1 4 6 -



Αποτελέσματα

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 25.Κυτταροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 19: Ca μαστού. Στάδιο II.
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Αποτελέσματα

απελευθέρωση 5lCr
70 τ

60

50

40

30 
20 -  

10
0

IL-2

Κ562

IL-2+Προ-α

Προ-α

1000—1000— 1000- 
500 250

τσοσ1— 1000'ΠΟΘΟ— ΙΟΟΟ— ΙΟΟΟ----- υ/ώΙΙΓ-2 1
125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 26. Κυτχαροτοξική δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση 

της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 20: Ca μαστού. Στάδιο IV.

- 1 4 8 -



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5lCr 
80 :

30*

Κ562

IL-2+Προ-α

20 t  

10!
Προ-α

ο -— ιοοο— ιοοο— ιοοο— ιοοο*— ιοοο— ιοοσ— ιοοσ— ιοοο— u/m rrL-z-
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

% απελευθέροοση 5lCr DAUDI

IL-2+Προ-α

Προ-α

ο -----1000 1000---- 1000 10001— 1000 1000'— 1000 -1000------ U/tnTlL-2
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5lCr

50 ί

*

40 +

RAJI

IL-2+Προ-α

30 +I
20 

10 | Προ-α

ο ■·— 1000 1000— 1000 1000'— ΐυοϋ Ι0001— 1000 1000------U/ml IL-2
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 27.Κυτταροτοξικη δράση των TIL έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. Δράση της Προ-

α. Περίπτωση #(Νο) 21: Ca μαστού. Στάδιο IV.
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Αποτελέσματα

Παρόμοια αποτελέσματα πάρθηκαν και με τη χρησιμοποίηση EAMMC 

από πλευριτικά και ασκιτικά υγρά. Εξετάσθηκαν συνολικά εφτά υγρά (3 

ασκητικά και 4 πλευριτικά). Από 4 περιπτώσεις καρκίνου πνεύμονα και 3 

περιπτώσεις καρκίνου ωοθήκης τα στάδια ήταν II (π=1), III (n=2), IV (π=4). 

Η ProTa αύξησε την κυτταροτοξικότητα των EAMMC σε όλες τις περιπτώσεις 

όπως δείχνεται στα σχήματα 28 εως 34, με ιδανικές δόσεις 250 ng/ml (n= l), 125 

ng/ml (n=2), 62.5 ng/ml (n=3), 31.25 ng/ml (n = l)  και εύρος ποσοστιαίας 

αύξησης από 17.5% εως 69% (σε μια περίπτωση ήταν και 80%).



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5lCr 
70 τ
60

50

40 |
I

30 f

20 f

10 ί
Λ !

IL-2.

DAUDI

IL-2+Προ-α

·-©" -3- Προ-α

100ϋ 1000--1000 Ί.0001— 1000 100CT
500 250 125 62,5 31,25

Τ000 1000 U/mlIL-2 ’
15,125 7,562 ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5lCr
70 τ

60 

50 - 

40 ■ 

30 

20 ■ 

10 · 
0 ί

IL-2

RAJI

^ 2 + Προ-α

τοοσ

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

τοοσ
500

Ί000 1000'
250 125

Προ-α

τοοσ— τοοσ— ισσσ— τοοσ— u/miiL-2
62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

ΣΧΗΜΑ 28. Κυχχαροχοξικη δράση των EAMNC έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 22: Ca πνεύμονα. Στάδιο IV.

- 1 5 1 -



Αποτελέσματα

!.Κί:

% απελευθέρωση 5lCr
50 
45 
40 
35 
30 
25 
20 
15 · 
10
5
0 -

IL-2

Κ562

^  IL-2+Προ-α

ιοοθ ιοοο—rooo ιοσο—ισοο
500 250 125 62,5

β} Προ-α

ΙΟΟΟ'-
31,25

ιοοθ-
15,125

1000  ~ 
7,562

U/mlIL-2 
ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 51Cr
45 τ 
40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 ~ 
5 - 
0

IL-2
/

DAUDI

IL-2+Προ-α

______a—-------------------0 — Προ-α---- 0— - -  -  Β

1000— 1000- 
500

1000-
250

1000'
125

1000-
62,5

1 0 0 0 -
31,25

1000
15,125

1000"
7,562

U/i!nl 1L-2 
ng/ml Προ-α

απελευθέρωση 5lCr 
50 τ

401 IL-2

30

20 +

10 +

RAJI

IL-2+Προ-α

Προ-α

ο —̂ 1000 1000— 1000 10001— 1000— ΙΟΟΟ1— 1000— 1000-----O lte T L -T '
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 29. Κστταροτοξικη δράση ίω ν EAMNC έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 23: Ca πνεύμονα. Στάδιο IV.

- 1 5 2 -



Αποτελέσματα

Κ562

IL-2+Προ-α

Προ-α

ιοοο ιοοο— 1000 1000'— tooor
500 250 125 62,5

10001—1000— 1000- 
31,25 15,125 7,562

U/ml IL-2 '
ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5l(Jr
80 τ

70 IL-2 
60 { Β
50- "
40-
30
20-
10-
o-L

DAUDI

IL-2+Προ-α

Προ-α

1000— 1000·— 1000 1000'— 1000— 1ΘΘΟ— 1000— 1000----- U/Ail IL-2 '
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

*: P<0.05

ΣΧΗΜΑ 30. Κυτταροτοξική δράση των EAMNC έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 24: Ca πνεύμονα. Στάδιο II.

-153-



Αποτελέσματα

RAJI

IL-2+Προ-α

Προ-α

U/Ail IL-2 * 
62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

1000 1000*— 1000— 1000"

+ : P<0.01
*: P<0.05

ΣΧΗΜΑ 3 1 . Κυτταροτοξική δράση των EAMNC έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 25: Ca πνεύμονα. Στάδιο III.



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5lCr 
80 τ
7 0 - „

ί IL-2 β
60 t  ■

50-· 
40 -

Κ562

* IL-2+Προ-α

30 τ 
20 ί  
10^

Προ-α

ο 4—1000—1000--1000 1000 1000 1000* 1000 1000 U/mlIL-2 :
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

I

*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 32. Κυτταροτοξική δράση των EAMNC έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 26: Ca ωοθήκης. Στάδιο IV.
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Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5lCr
50 τ

40 

30 + 

20 

10 +

IL-2

K562

IL-2+Προ-α

Προ-α

ο —̂ 1000" 1000— 1000 10001'
500 250 125

1000— ΐοοσ— 1000— ΙΟΟΟ----- UMiIIL-2" *
62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5lCr
50

40 . IL-2

30 ι ■

20

10

Λ

0-
U Ί— 1000“ ιοοσ-

500

DAUDI

IL-2+ Προ-α

Προ-α
a @

1000 10001 1000 10001— 1000— 1000-----ΟΛϋΠΕΖ +
250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

IL-2

% απελευθέρωση 5 1 0  
4 5 1 
40 }
35 +
30 
25 
20 
15 
10 
5 !

RAJI

a IL-2+ Προ-α

Προ-α

0 -I— 1000— 1000— 1000 10001— 1000— 1000·— 1000— 1000 (J/iiilIL-2 ■
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

Σ Χ Η Μ Α  3 3 . Κυτταροτοξική δράση των EAMNC έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 27: Ca ωοθήκης. Στάδιο III.

- 1 5 6 -



Αποτελέσματα

% απελευθέρωση 5 1 0  
60 τ

50 

40 χ

IL-2.

Κ562

IL-2+Προ-α

30 ■

20!
10 +

o-L ιοοο ιβοο— tooo
500 250

1000— ιοοο
125 62,5

ΙΟΟΟ—1000— 1000- 
31,25 15,125 7,562

Προ-α

U/ώαΙ IL-2 1 
ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5 1 0  
601

501 IL-2
401

ί
30 +

DAUDI

IL-2+Προ-α

20 1
j

10!
Προ-α

ο Ί----1000 ΙΟΟΟ----1000 1000'— ΙΟΟΟ ΙΟΟΟ— 1000— 1000-----U/λαΙ 1L-2 !
500 250 125 62,5 31,25 15,125 7,562 ng/ml Προ-α

% απελευθέρωση 5lCr
60 τI
50 { IL-2

40 Τ
30 \

+
RAJI

ΪΙγ2+Προ-α

20 f

10-ί

0 J— 1000
ζ------- a-......

ΙΟΟΟ1— 1000— ΙΟΟΟ 
500 250 125

1000 ΙΟΟΟ1— 1000— ΙΟΟΟ 
62,5 31,25 15,125 7,562

Προ-α

U M niiL-iJ 1 ng/ml Προ-α

+ : Ρ<0.01
*: Ρ<0.05

ΣΧΗΜΑ 34. Κυτταροτοξική δράση το>ν EAMNC έναντι καρκινικών κυτταρικών σειρών. 

Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 28: Ca ωοθήκης. Στάδιο IV.
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Αποτελέσματα

Συνεοyinrn κύ 8ηάση ProT a στα LAK κύτταρα.

Τα μονοπύρηνα λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος μετά από 

καλλιέργεια 5 ημερών με IL-2 ενεργοποιούνται (LAK κύτταρα) και είναι ικανά 

να καταστρέφουν μια πληθώρα καρκινικών πειρών μεταξύ των οποίων και τηη 

Κ562, DAUDI και RAJI. Εξετάσθηκαν συνολικά λεμφοκύτταρα από 7 

περιπτώσεις καρκίνου του μαστού (4 περιπτώσεις σταδίου IV και 3 

περιπτώσεις σταδίου III), 3 από καρκίνο πνεύμονα (2 περιπτώσεις σταδίου IV 

και 1 περίπτωση σταδίου III) και 3 περιπτώσεις καρκίνου ωοθήκης (2 

περιπτώσεις σταδίου III και 1 σταδίου II).

Οπως και στα προηγούμενα πειράματα η ProTa αύξησε σε στατιστικά 

σημαντικά επίπεδα τη δια της IL-2 επαγώμενη κυτταροτοξικότητα των LAK 

κυττάρων. Η δράση της παρατηρήθηκε σε όλες τις εξετασθείσες περιπτώσεις 

(σχήματα 35 εως 47) και η ενισχυτική δράση της επιτεύχθηκε σε ένα εύρος 

συγκεντρώσεων που ήταν: 250 ng/ml (n=2), 125 ng/ml (n=5, 62,5 ng/ml (n=6) 

και τα ποσοστά αύξησης ήταν από 17% (σε μια περίπτωση ήταν 11.8%) εως 58% 

(σε δύο περιπτώσεις έφθασε το 80%).

Αξίζει να σημειωθεί ότι σε όλες τις περιπτώσεις των TIL, EAMNC και 

LAK η ιδανική δόση της ProTa για τήν αύξηση της κυτταροτοξικότητας ήταν 

η ίδια και για τις τρεις καρκινικές σειρές στον ίδιο ασθενή.



Αποτελέσμαχα
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ΣΧΗΜΑ 35.Κ υτταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 29.Ca μαστού. Στάδιο IV.
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Αποτελέσματα
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ΣΧΗΜΑ 3 6 . Κυτταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 30. Ca μαστού. Στάδιο III.

- 160-



Α  ποτελέσματα
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ΣΧΗΜΑ 37. Κυτταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτο)ση #(Νο) 31. Ca μαστού. Στάδιο IV.
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ΣΧΗΜΑ 3 8 . Κυτταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 32. Ca μαστού. Στάδιο III.
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ΣΧΗΜΑ 39. Κυχταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 33.Ca μαστού. Στάδιο IV.
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Αποτελέσματα

■NH
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ΣΧΗΜΑ 40. Κυχχαροχοξική δράση των LAK κυχχάρων ένανχι καρκινικών κσχχαρικών 

σειρών. Δράση χης Προ-α. Περίπχωση #(Νο) 34.Ca μασχού. Σχάδιο III.
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ΣΧΗΜΑ 41. Κυτταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 35.Ca μαστού. Στάδιο IV.
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ΣΧΗΜΑ 42. Κυτχαροτοξική δράση των LAK κυττάρων άναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 36.Ca πνεύμονα. Στάδιο IV.
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ΣΧΗΜΑ 43.Κυχχαροχοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 37.Ca πνεύμονα. Στάδιο IV.
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ΣΧΗΜΑ 44. Κυτταροτοζική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 38.Ca πνεύμονα. Στάδιο III.
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ΣΧΗΜΑ 45. Κυχταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 
σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 39.Ca ωοθήκης. Στάδιο III.
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ΣΧΗΜΑ 46. Κυτταροτοξική δ ρ ά σ η  των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών
σειρών. Δ ρ ά σ η  της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 40.Ca ωοθήκης. Στάδιο III.
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ΣΧΗΜΑ 47. Κυτταροτοξική δράση των LAK κυττάρων έναντι καρκινικών κυτταρικών 

σειρών. Δράση της Προ-α. Περίπτωση #(Νο) 41.Ca ωοθήκης. Στάδιο II.
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ΚυτταροτοΕικότητα εναντίον καρκινικώ ν κυττάρων και δράση tn c  ProTa,

Η κυτταροτοξική δράση εναντίον των καρκινικών κυττάρων μπορεί να 

εκδηλωθεί με δύο τρόπους: με τη συμμετοχή Τ κυττάρων (ΚΤΛ) τα οποία 

καταστρέφουν τα καρκινικά κύτταρα μέσω της αναγνώρισης καρκινικών 

αντιγόνων (αυτό το είδος της κυτταροτοξικότητας περιορίζεται από το 

MHC) και από τα ΝΚ κύτταρα τα οποία καταστρέφουν τα καρκινικά 

κύτταρα (ΝΚ κυτταροτοξικότητα) χωρίς να απαιτείται αναγνώριση των 

MHC μορίων (MHC μη περιορισμένη κυτταροτοξικότητα) (Baxevanis and  

Papam ichail, 1994). Τα ΝΚ κύτταρα υπό την επίδραση επαρκών δόσεων IL-2 

είναι δυνατόν να ενεργοποιηθούν και να εκδηλώσουν κυτταροτοξχκότητα 

εναντίον ανθεκτικών στην ΝΚ κυτταροτοξικότητα καρκινικών κυττάρων 

(LAK κυτταροτοξικότητα) σε σχέση με τα μη ενεργοποιημένα (Naume et al., 

1992). Η LAK κυτταροτοξικότητα μπορεί επίσης να επιτευχθεί με τη 

συνεργασία κυτταροκινώ ν και IL-2. Ετσι λοιπόν διάφορες κυτταροκίνες 

όπως TNFa IFNa,-Y IL-6,IL-7 κ.α. έχουν δειχθεί να συνεργούν με χαμηλές 

δόσεις IL-2 στην δημιουργία LAK κυταροτοξικότητας (Baxevanis and 

Papamichail, 1994).

Η χορήγηση της ProTa σε DBA/2 μυς πριν από τη χορήγηση των L1210 

συγγενικών λευχαιμικών κυττάρων έχει σαν αποτέλεσμα την αναχαίτηση 

της αύξησης των λευχαιμικών κυττάρων (Papanastasiou et al., 1992). Η 

παραπάνω αντικαρκινική δράση της ProTa όπου καταλήγει στην επιβίωση 

των DBA/2 μυών εκδηλώνεται μέσω της ενεργοποίησης των ενδο- 

περιτοναϊκών μακροφάγων και της παραγωγής TNF-a που ως γνωστό 

καταστρέφουν καρκινικά κύτταρα (Decker et al., 1987). Με δεδομένη την in vivo 

δράση της ProTa σε DBA/2 μυς εξετάσθηκαν οι ανοσολογικές μεταβολές που 

προκαλούνται στα σπληνοκύτταρα, μετά από την in vivo χορήγησή της. 

Επίσης εξετάσθηκαν οι μεταβολές που προκαλούνται, όσον αφορά στην 

κυτταροτοξικότητα, σε in vitro καλλιέργειες σπληνοκυττάρων στις οποίες
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προστίθεται εξωγενώς ProTa. Τα πειράματα αυτά θα προσέδιδαν μια 

πληρέστερη εικόνα όσον αφορά στο μηχανισμό δράσης της ProTa in vivo.

Πρωτόκολλο γοριίνιισηα P ro T a  σε DBA/2 μυς.

To πρωτόκολλο χορήγησης ProTa σε DBA/2 μυς φαίνεται στον πίνακα 19. 

Η χορήγηση της ProTa γινόταν κάθε δύο ήμερες για τρεις εβδομάδες. Η 

ιδανική δόση χορήγησης ProTa ήταν 300 ng/μυ διαλυμένης σε 0.5 ml PBS, 

όπως είχε καθοριστεί από προγενέστερα πειράματα (Papanastasiou et a l ,  1992). Η 

πρώτη θυσία των μυών πραγματοποιήθηκε δέκα ημέρες μετά το πέρας των 

τριών εβδομάδων χορήγησης με σκοπό να μεγιστοποιηθεί η δράση της ProTa 

(Papanastasiou et al., 1992). Οι επόμενες θυσίες έγιναν στους αναγραφόμενους 

στα σχήματα χρόνους.

Η επίδραση tn c  P ro T a  σε DBA/2 u u c  αυξάνει τη ν  ΝΚ κ α ι LAK 

κυτταροτοΕ ικότητα .

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση της ProTa στα σπληνοκύτταρα, 

υπολογίστηκε η κυτταροτοξχκότητα που εκδηλώνεται εναντίον καρκινικών 

σειρών. Από τις κυτταρικές σειρές που χρησιμοποιήθηκαν άλλες ήταν 

ευαίσθητες σε ΝΚ κυτταροτοξικότητα (π.χ. YAC) και άλλες ήταν 

ανθεκτικές σε ΝΚ κυτταροτοξικότητα (π.χ. Ρ815). Με τον τρόπο αυτό 

μελετήθηκε τόσο η δια της ProTa επαγώμενη μεταβολή της ΝΚ 

κυτταροτοξικότητας όσο και η δημιουργία LAK κυτταροτοξικότητας. Οπως 

φαίνεται στο σχήμα 48, τα σπληνοκύτταρα των μυών στους οποίους είχε 

χορηγηθεί ProTa παρουσιάζουν σημαντικά αυξημένη κυτταροτοξική δράση 

συγκρινόμενα με τα σπληνοκύτταρα των μαρτύρων.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 19. Πρωτόκολλο χορήγησης ProTa σε DBA/2 μυς.

1*1 εβδομάδα 2*1 εβδομάδα 3*1 εβδομάδα 4*1 εβδομάδα  

Ημερες 1 , 3 , 5  1 , 3 , 5  1, 3 ,5
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Η αύξηση αυτή της ΝΚ κυτταροτοξικότητας που άρχισε να εμφανίζεται 

κατά την δέκατη ημέρα (53.4±1.8% συγκρινομενη με το 36±1.6% των 

μαρτύρων) μετά το τέλος της χορήγησης της ProTa παρέμεινε στα 

αυξημένα αυτά επίπεδα (54.1±2.3% και 51.4±2.6% κατά την ημέρα 20 και 30 

ενώ των μαρτύρων ήταν 37.1±1.8% και 34.6+1.9% αντίστοιχα ρ<0.01) 

συνολικά 30 ημέρες, διάστημα ικανό για να καταστραφεί ένας τυχόν 

αναπτυσσόμενος όγκος αφού κατά την ίδια χρονική περίοδο ProTa 

συνέβαλε στη δημιουργία και LAK κυτταροτοξικότητας στα 

σπληνοκύτταρα. Ετσι όπως δείχνεται στο σχήμα 4 (κάτω πλευρά) 

σπληνοκύτταρα από DBA/2 μυς στους οποίους χορηγήθηκε η ProTa 

κατέστρεψαν ΝΚ-ανθεκτικούς καρκινικούς κλώνους (Ρ815 και L1210) σε 

σημαντικά ποσοστά κατά τη χρονική περίοδο από ΙΟ1̂  εως 304ς ημέρας 

μετά τη χορήγηση της ProTa. Τα ποσοστά αύξησης σε σύγκριση με τους 

μάρτυρες κυμάνθηκαν από 170 εως 233 %.

Συνεπώς η χορήγηση της ProTa στους μυς έχει σαν αποτέλεσμα την 

αύξηση τόσο της ΝΚ όσο και της LAK κυτταροτοξικότητας των 

σπληνοκυττάρων με τη μέγιστη αύξηση να παρουσιάζεται την ημέρα 20 και 

την εξαφάνιση της in vivo δράσης της την ημέρα 50

Ε πίδραση tn c  P ro T a  στο φ α ινότυπο  τω ν σπληνοκυττάρω ν.

Οι παρατηρούμενες μεταβολές της ΝΚ και LAK κυτταροτοξικότητας, 

σχετίστηκαν με τη μεταβολή του φαινοτύπου των σπληνοκυττάρων, καθώς 

και με την μεταβολή του ποσοστού των διαφόρων υποπληθυσμών τους. 

Ετσι η αύξηση της ΝΚ και LAK κυτταροτοξικότητας συμβάδισε με ανάλογη 

αύξηση του ποσοστού των ΝΚ κυττάρων.

Αναλυτικώτερα (σχήμα 49) οι μυς, στους οποίους χορηγήθηκε ProTa, 

εμφάνισαν μεγαλύτερα ποσοστά ΝΚ κυττάρων σε σχέση με του μάρτυρες 

κατά την χρονική περίοδο μεταξύ lOHQ και 30*Κ ημέρας μετά της χορήγησης
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της ProTa με τη μεγίστη δι'αφορά να παρατηρείτα την 20η ημέρα (166 % 

ρ < 0.005). Δηλαδή η κ ινητική  μελέτη της αύξησης της ΝΚ και LAK 

κυτταροξικότητας σχετίσθηκε με αυτή της αύξησης των ΝΚ κυττάρων σε 

σπληνοκύτταρα.

Ταυτόχρονα με τα παραπάνω μελετήθηκαν και οι μεταβολές των 

ποσοστών των υπόλοιπων υποπληθυσμών. Οπως επίσης δείχνεται στο 

σχήμα 49 υπήρξε αύξηση στα ποσοστά των CD3+ ενεργοποχήμένων 

κυττάρων και του CD8+ υποπλυθησμού. Η αύξηση αυτή των CD8+ 

ακολουθεί κ ινητική  παρόμοια με αυτή των ΝΚ κυττάρων(ρ<0.05). Δηλαδή 

παρουσιάζει ένα μέγιστο σημείο την ημέρα είκοσι(92% ρ<0.005) και στη 

συνέχεια μειώνεται σταδιακά μέχρι το επίπεδο του αντίστοιχου ποσοστού 

των μαρτύρων την ημέρα πενήντα. Οσον αφορά στα CD4+ κύτταρα αυτά 

δεν απεικονίζονται στο σχήμα εξαιτίας του ότι δεν βρέθηκε διαφορά στα 

αντίστοιχα ποσοστά. Η αύξηση αυτή του ποσοστού των ενεργοποιημένων 

CD3+ Τ λεμφοκυττάρων παρατηρήθηκε με την ανάλυση έκφρασης 2 

μορίων του υποδοχέα της IL-2 (Tac) και του μορίου HLA ΙΑ. Και τα δύο 

αυτά μόρια εμφανίζονται σε ενεργοποιημένα Τ λεμφοκύτταρα.

Η ταυτόχρονη αύξηση των ενεργοποιημένων Τ λεμφοκυττάρων καθώς 

και των CD8+ κυττάρων μεταξύ σπληνοκυττάρων σε DBA/2 μυς κατόπιν 

χορήγησης ProTa οδήγησαν σε μια μελλοντική μελέτη της Τ 

κυτταροτοξικότητας, ενώ η παρατηρούμενη αύξηση της ΝΚ κυτταρο

τοξικότητας και η επαγωγή της LAK ενεργότητας δικαιολογείται από την 

αντίστοιχη αύξηση του ποσοστού των ΝΚ κυττάρων.

In Vitro επίδραση της ProTa σε σηληνοκύτταοα DBA/2 ιιυών.

Μετά τα παραπάνω συμπεράσματα σχετικά με την in vivo δράση της 

ProTa το ερώτημα που προέκυψε ήταν κατά πόσο η in vivo δράση της 

ProTa εναρμονίζεται με την in vitro επίδρασή της στα σπληνοκύτταρα.
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ΣΧΗΜΑ 48. ΝΚ κυχχαροχοξικόχηχα και LAK κυχχαροχοξικόχηχα σε DBA/2 μυς. In 

vivo δράση χης ProTa.
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Γνωρίζοντας ότι η IL-2 επιδρά και στην ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων 

και στην διαφοροποίησή τους σε LAK κύτταρα (Grimm Ε.Α. et al., 1982) 

συγκρίναμε την δράση της με την αντίστοιχη της IL-2 στην in vivo 

επαγωγή ΝΚ και LAK κυτταροτοξικότητας. Τα συμπεράσματα από τη 

μελέτη αυτή παρουσιάζονται στο σχήμα 50. Οι κυτταρικές γραμμές που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι ίδιες με αυτές των in vivo μελετών δηλ. YAC, 

L1210, Ρ815. Η μελέτη της κ ινητικής δράσης της IL-2 δείχνει, όπως 

αναμενόταν, μια αύξηση τηςΝΚ και LAK κυτταροτοξικότητας μέχρι τη 

συγκέντρωση των 1000 U/ml όπου παρουσιάζεται το μέγιστο της δράσης 

της. Η δράση της ProTa ακολουθεί μια δική της κ ινητική  με το μέγιστο της 

δράσης της να σημειώνεται στην συγκέντρωση των 250 ng/ml. Οσον αφορά 

στη μελέτη της ΝΚ δράσης παρατηρούμε ότι τα σπληνοκύτταρα στην 

ανωτέρω συγκέντρωση της ProTa λύουν τα YAC κύτταρα σε ποσοστό 53%± 

12%, ενώ τα ίδια ΝΚ ευαίσθητα κύτταρα λύονται με την ιδανική 

συγκέντρωση της IL-2 σε ποσοστό 65±13.9%. Παρατηρούμε λοιπόν ότι 

υπάρχει μια σημαντική ομοιότητα στη δράση των δύο ουσιών όσον αφορά 

την αύξηση της ΝΚ κυτταροτοξικότητας. Η μελέτη της λύσης των 

κυτταρικών σειρών L1210 και Ρ815 μας δείχνουν τα ποσοστά της LAK 

επαγωμένης κυτταροτοξικότητας. Η δράση της IL-2 στα σπληνοκύτταρα 

επάγει λύση των κυττάρων στόχων κατά 29±7% και 28±4.7% αντίστοιχα, 

στην ιδανική δόση των 1000 U/ml ενώ η ProTa λύει και τις δύο κυτταρικές 

γραμμές σε ένα ποσοστό 22% στην δόση των 250 ng/ml (ρ μη σημαντικό).

Συνεπώς η αντικαρκινική in vivo δράση της ProTa έγκειται στην 

επαγωγή της LAK και την αύξηση της ΝΚ κυτταροτοξικότητας in vivo. 

Αυτή δυνατόν να είναι της ίδιας έντασης με την δια της IL-2 επαγώμενης, 

αφού τα in vitro πειράματα έδειξαν περίπου ίση ικανότητα επαγωγής ΝΚ 

και LAK κυτταροτοξικότητας από την ProTa και την IL-2.
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ΣΧΗΜΑ 50. Σύγκριση της in vitro δράσης των ProTa και IL-2 στην ΝΚ και LAK 

κυτταροτοξικότητα σε σπληνοκύτταρα DBA/2 μυών.
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Εαιιεση in  v itro  δοάοιι τηα P ro T a  σε σπληνοκύτταρα  DBA/2 ιιυώ ν.

To επόμενο ερώτημα αφορούσε στο μηχανισμό με τον οποίο 

πραγματοποιούνται τα παραπάνω.Μία άμεση δράση του μορίου πάνω στα 

ΝΚ κύτταρα ή μια έμμεση δράση μέσω της παραγωγής κάποιων 

κυτταροκινών. Ορμώνενοι από παλιότερα πειράματα (Papanastasiou et al., 

1992), όπου η ProTa δείχθηκε να αυξάνει την in vivo παραγωγή TNFa αλλά 

και την in vitro παραγωγή IL-2 (Baxevanis et al., 1994) ελέγθηκε η δεύτερη 

υπόθεση. Ετσι μετρήθηκε η συγκέντρωση της IL-2 και του TNFa σε 

σπληνοκύτταρα μυών που καλλιεργήθηκαν in vitro με ProTa και 

σπληνοκύτταρα μαρτύρων(απουσία ProTa).Ταυτόχρονα μετρήθηκε η LAK 

κυτταροτοξικότητα στα ίδια σπληνοκύτταρα εναντίον της καρκινικής 

σειράς L1210. Τα αποτελέσματα των μετρήσεως απεικονίζονται στο σχήμα 

51. Η έκθεση των σπληνοκυττάρων στην ProTa στη συγκέντρωση των 250 

ng/ml (όπως δείχνεται στο σχήμα 6 αποτελεί την ιδανική δόση) έχει σαν 

αποτέλεσμα την αύξηση της παραγωγής IL-2 περίπου κατά έξι φορές 

(ρ<0.001). Η αυξημένη παραγωγή IL-2 εναρμονίζεται με αύξηση της 

συγκέντρωσης του TNFa. Συγκεκριμένα η παραγωγή TNFa σε καλλιέργιες 

υπό την επίδραση της ProTa αυξήθηκε σε σχέση με τους μάρτυρες περίπου 

πέντε φορές (ρ<0.01). Η αύξηση αυτή των κυτταροκινών συμβάδιζε με την 

αύξηση της εκδηλούμενης LAK κυτταροτοξικότητας (σε 23%±2.2% από 6.9± 

1.7% (ρ<0.01). Συνεπώς η IL-2 και η TNFa που παράγεται εξαιτίας της 

παρουσίας της ProTa στις κελλιέργειες έχουν σαν αποτέλεσμα την 

παρατηρούμενη επαγωγή της LAK κυτταροτοξικότητας. Επομένως 

συμπεραίνουμε ότι η ProTa δεν δρα άμεσα στα ΝΚ κύτταρα αλλά έμμεσα 

μέσω της παραγωγής κυτταροκινών που ενεργοποιεί αυτά.
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ΣΧΗΜΑ 51. Σύγκριση παραγωγής IL-2 και TNF-a καθώς επίσης και LAK κυτταροτο- 

ξικ<5χηχας σε καλλιέργειες σπληνοκυχχάρων and DBA/2 μυς παρουσία ή απουσία ProTa.
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Πρωτόκολλο xauxdYPOvnc voprivncmc P ro T a  και L1210 κυττάρω ν ue 

σκοπό την  ανίγνευση CTL κυτταροτοξικότητασ.

Οπως δείχθηκε παραπάνω η χορήγηση ProTa σε μυς είχε σαν αποτέλεσμα 

την αύξηση της ΝΚ κυτταροτοξικότητας τη δημιουργία LAK κυτταρο

τοξικότητας καθώς και μία αύξηση των ενεργοποιημένων CD3+ κυττάρων 

(σχήμα 49). Η παρατηρούμενη αυτή αύξηση των Τ λεμφοκυττάρων μας ώθησε 

να ερευνήσουμε το κατά πόσο η ProTa συνέβαλε στην επαγωγή Τ 

κυτταροτοξικότητας που να εκδηλώνεται απο τα ενεργοποιημένα CD3+ Τ 

λεμφοκύτταρα εναντίον των συγγενικών χορηγούμενων L1210 καρκινικών 

κυττάρων. Για το σκοπό αυτό χορηγήθηκε ProTa ταυτοχρόνως με L1210 

συγγενικά λευχαιμικά κύτταρα σε DBA/2 μυς και ελέγθηκε η ΝΚ, η LAK και η
(1

Τ εκδηλούμενη κυτταροτοξικότητα. Το πρωτόκολλο χορήγησης απεικονίζεται 

στον πίνακα 20 και αναλυτικώτερα περιλαμβάνει τις εξής ομάδες: οι μυς της ^

ομάδας 1 οι οποίοι δέχθηκαν τη χορήγηση μίγματος ProTa και L1210 |

κυττάρων σε τρεις κύκλους εμβολιασμού (ProTax3, L1210x3) οι οποίοι χρονικά \

απείχαν πέντε ημέρες. Η ομάδα 2 αποτελούνταν από μυς οι οποίοι δέχθηκαν 

ενα κύκλο εμβολιασμού με ProTa και δύο κύκλους εμβολιασμού με μίγμα 

ProTa και L1210 (ProTax3, Ll210x2) Στους μυς της ομάδας 3 ακολουθήθηκε ο 

παραπάνω ρυθμός χορήγησης με τη διαφορά ότι στους δύο πρώτους κύκλους 

χορηγήθηκε μόνο ProTa και στον κύκλο τρία μίγμα ProTa και 

L1210(ProTax3,L1210xl). Η ομάδα 4 δέχθηκε κατά τη διάρκεια την παραπάνω 

κύκλων μόνο ProTa(ProTax3), η ομάδα 5 μόνο τη χορήγηση L1210 (L1210x3) 

και η ομάδα 6 δέχθηκε μόνο PBS (PBSx3, μάρτυρες). Η ProTa χορηγήθηκε 

ταυτόχρονα με τα L1210 καρκινικά κύτταρα ώστε να δοθεί η δυνατότητα 

ενεργοποίησης των Τ λεμφοκυττάρων από τα πιθανά καρκινικά αντιγόνα που 

εκφράζονται στην επιφάνεια των L1210 κυττάρων ταυτόχρονα με την 

ενισχυτική δράση της ProTa πάνω σε αυτά (τουλάχιστον ποσοτικά όπως 

δείχθηκε ανωτέρω).
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ΠΙΝΑΚΑΣ 20. Ομάδες DBA/2 μυών σύμφωνα με το πρωτόκολλο χορήγησης 

ProTa και L1210 κυττάρων.

Ο μ ά δ α 1 Ιος κ ύ κ λ ο ς  2 ο ς  κ ύ κ λ ο ς  3 ο ς  κ ύ κ λ ο ς

1 ProTa2 +L1210 -5 ημέρες3 - ProTa +L1210 - 5 ημέρες3-ProTa +L1210

2 ProTa +PBS4 -5 ημέρες - ProTa +L1210 - 5 ημέρες -ProTa +L1210

3 ProTa +PBS -5 ημέρες - ProTa +PBS -5 ημέρες -ProTa +L1210

4 ProTa +PBS -5 ημέρες - ProTa +PBS -5 ημέρες -ProTa +PBS

5s PBS +L1210 -5 ημέρες - PBS +L1210 -5 ημέρες -PBS +L1210

6 PBS___________ -5 ημέρες - PBS_________ -5 ημέρες -PBS___________

1: Οι ομάδες #1, #2, #3  αποτελούνται από 30 μύς.Οι ομάδες #4  και #6 

αποτελούνται από 15 μύς και η ομάδα #5  από 35 μύς.

2: 300 ng ProTa/μυ χορηγήθηκαν ενδοπεριτοναϊκά σε 0.5 ml Φ.Ο. που 

περιείχε επίσης 2 ΙΟ5 λευχαιμικά L1210 κύτταρα.

3: Ο δεύτερος και ο τρίτος κύκλος εμβολιασμού έγινε την 54 και τη  104 

ημέρα μετά τον πρώτο κύκλο χορήγησης. Οι μύς θυσιάστηκαν 3 ημέρες 

(14 θυσία) 12 ημέρες (24 θυσία) και 22 ημέρες (34 θυσία) μετά το τέλος 

του τρίτου κύκλου του εμβολιασμού.

4: Χορηγήθηκε 0.5 ml Φ.Ο. ενδοπεριτοναϊκά.

5: Στα πειράματα που ακολούθησαν χρησιμοποιήθηκαν μόνο μύς που δεν 

ανέπτυξαν ασκίτη.
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διάφορες οιιάδες αυτών.

Οι θυσίες των μυών πραγματοποιήθηκαν τις ήμερες που αναφέρονται στον 

πίνακα 21. Ως πρώτη ημέρα λαμβάνεται αυτή της πρώτης χορήγησης L1210 

και ΡΓθΤα(1ος κύκλος εμβολιασμού). Ο χρόνος των τριών θυσιών επιλέχθηκε 

έτσι ώστε να μας διαφωτίσει σχετικά με το χρόνο δράσης της ProTa αφού κάθε 

ομάδα είχε στη διάθεσή της διαφορετικό χρόνο ανάπτυξης κυτταροτοξικό

τητας. Ετσι λοιπόν η πρώτη θυσία πραγματοποιήθηκε την ημέρα 13, δηλαδή 

τρεις ημέρες μετά το πέρας του πρωτοκόλλου χορήγησης. (3ος κύκλος 

εμβολιασμού). Οι επόμενες πραγματοποιήθηκαν την ημέρα 22 και 32 

προσφέροντας έτσι μια καλή κινητική μελέτη των παραμέτρων που 

εξετάστηκαν.

Το σημαντικότερο στοιχείο του πίνακα 21 αφορά στην προστατευτική δράση 

της ProTa αφού σημειώνεται ο χρόνος εμφάνισης ασκίτη και στα 

πειραματόζωα που δέχθηκαν τη χορήγηση ProTa. Επιβεβαιώνεται η 

προστατευτική δράση της ProTa, όπως έχει ήδη δημοσιευτεί (Papanastasiou et 

al, 1992). Αντίθετα 59 από τους 70 μυς στους οποίους είχε χορηγηθεί μόνο 

L1210, ανέπτυξαν ασκίτη την 13 ημέρα, ενώ 3 μόνο από το σύνολο των 120 

μυών των ομάδων #1 και #2 (που χορηγήθηκε ProTa ταυτόχρονα με L1210) 

εμφάνισαν ασκίτη στο ίδιο διάστημα.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 21. Εμφάνιση τού ασκίχη στις διάφορες ομάδες των μυών.

Ο μ ά δ α 1 η  θ υ σ ία
(ημέρα 13)

2 η  θ υ σ ία
(ημέρα 22)

3 η  θ υ σ ία
(ημέρα 32)

1 2V52/233 (lV52/243)7 5/5/13, (3/5/16) 5/5/34 C6/5/58)

2 0/5/25 (0/5/25) 6/5/14 (5/5/15) 6/5/3® (5/5/59)

3 0/5/25 (0/5/25) 2/5/18 (1/5/19) 7/5/6® (7/5/710)

4 0/5/10 (0/5/10) 0/5/5 (0/5/5) 0/5/0 (0/5/0)

5 29/5/1 (30/5/0) 1/0/0 - -

6 0/5/10 (0/5/10) 0/5/5 (0/5/5) 0/5/0 (0/5/0)

1: Αριθμός χων μυών που ανέπχυξαν ασκίχη.

2: Αριθμός χων μυών που θυσιάσχηκαν.

3: Αριθμός χων μυών που απέμειναν μεχά χην ανχίσχοιχη θυσία.

4: Εμφάνιση ασκίχη σχις 52±3 ήμερες.

5: Εμφάνιση ασκίχη σχις 53±7 ημέρες.

6 : Εμφάνιση ασκίχη σχις 49±3 ημέρες.

7: Δεύχερο πρωχόκολλο εμβολιασμού.Βλέπε πίνακα 25.

8 : Εμφάνιση ασκίχη σχις 56±7 ημέρες.

9: Εμφάνιση ασκίχη σχις 60±10 ημέρες.

10: Εμφάνιση ασκίχη σχις 59±6 ημέρες.
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Κ υτταοοτοΕ ικότητα π ο υ  εκδηλώ νεται από τα  σηληνοκύτταρα .

Για να μελετηθεί με μεγαλύτερη ακρίβεια η δια της ProTa επαγώμενη 

κυτταροτοξικοτητα απομονώθηκαν οι υποπληθυσμοί των σπληνοκυτ 

τάρων που είναι υπεύθυνοι για το κάθε είδος αυτής δηλ. ΝΚ κύτταρα για 

ΝΚ και LAK κυτταροτοξικοτητα και Τ λεμφοκύτταρα για την CML 

κυτταροτοξικοτητα.

Αρχικά εξετάσθηκε ολόκληρος ο πληθυσμός των σπληνοκυττάρων και 

τα αποτελέσματα από τις τρεις θυσίες εκθετονται στο σχήμα 52. Ο 

διαχωρισμός της ΝΚ κυτταροτοξικότητας από την LAK επιτεύχθηκε όπως 

αναφε'ρθηκε και παραπάνω, με τη χρησιμοποίηση κυτταρικών γραμμών 

όπως η YAC που είναι ευαίσθητη σε ΝΚ κυτταροτοξικότητα και η L1210, 

DAUDI που χρησιμοποιούνται για τον καθορισμό της LAK 

κυτταροτοξικότητας γ ιατί είναι ΝΚ ανθεκτικός σειρές. Η χρησιμοποίηση 

της L1210 κυτταρικής γραμμής είναι σημαντική για την ανίχνευση της 

CML εξαιτίας του ότι τα χορηγηθεντα κύτταρα ήταν L1210 και κατά 

συνέπεια δημιουργήθηκαν ιδανικές συνθήκες για την in vivo ενεργοποίηση 

των Τ κυττάρων μνήμης. Κατά την πρώτη θυσία τόσο η ομάδα #1 

(ProTax3 Ll210x3) όσο και η #2 (ProTax2 L1210x3) κατάστρεψαν τα L1210 

κύτταρα στόχους (LAK κυτταροτοξικότητα) σε περίπου ίσα επίπεδα (39.3± 

3.2%, 36.6±2.9% αντίστοιχα). Τα ποσοστά κυτταροτοξικότητας στις δύο 

αυτές ομάδες είναι δυνατόν να οφείλονται στην δράση των Τ λεμφοκυτ

τάρων (CML) και ΝΚ κυττάρων (ΝΚ και LAK κυτταροτοξικότητα).

Η ομάδα #3(ProTaxl, L1210x3) εμφανίζει ένα ποσοστό κυτταροτοξικότητας 

αρκετά χαμηλότερο (23.9±1.7%) αφού σε αυτή την περίπτωση CML είναι 

αδύνατον να εμφανιστεί καθότι τα L1210 χορηγήθηκαν μόνο κατά τον 

τρίτο κύκλο και έτσι η χρονική περίοδος έως την πρώτη θυσία (3 ημέρες) 

δεν ήταν αρκετή για την εκδήλωση CML, για την in vivo δημιουργία της
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i

DAUDI(LAK)

\

Ιηθυοία
ΥΆΟΝΚ)

2‘' t a *  3ηθυοία

■  :1 1  :2 ■  :3 □  :4 B :5 ;6 }

ΣΧΗΜΑ 52. Σύγκριση NK και LAK κυχχαροχοξικόχηχας από σπληνοκύχχαρα μεχαξύ 

χων διαφορεχικών ομάδων DBA/2 μυών.
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οποίας απαιτούνται περισσότερες των 5 ημερών (Herberman et al., 1977), ενώ 

τα αντίστοιχα ποσοστά των ομάδων #4  (ProTax3), #5 (L1212x3), #6 

(PBSx3) ήταν 20.5±3.2%, 12.9+1.5%, και 7.3 +1,1%. Η κυτταροτοξικότητα 

της ομάδας #4  ήταν αναμενόμενη με βάση προηγούμενα πειράματα αφού η 

χορήγηση ProTa σε μυς επάγει ΝΚ και LAK κυτταροτοξικότητα και οχι 

CML (Baxevanis et al., 1994) ενώ οι ομάδες-μάρτυρες δείχνουν κάποια μικρή 

κυτταροτοξικότητα ανάλογη με τις χορηγήσεις που δέχθηκαν (τα ποσοστά 

της ομάδάς #6 είναι δυνατόν να θεωρηθούν σαν ποσοστά βάσης ενώ εκείνα 

της ομάδας #5  εκδηλώνονται προφανώς δια της CML αφού στην 

συγκεκριμένη ομάδα χορηγήθηκαν μόνο L1210 που δυνατόν να 

ενεργοποιούν ειδικά κυτταροτοξικά Τ κύτταρα (ΚΤΛ).Οι μυς της ομάδας #5 

(L1210x3) δεν χρησιμοποιήθηκαν στις επόμενες θυσίες εξαιτίας του ότι 

ανέπτυξαν ασκίτη. Κατά τη δεύτερη θυσία παρατηρούμε ότι η 

κυτταροτοξικότητα που εκδηλώνει η ομάδα #3 (31.6±1.7%) είναι στα ίδια 

επίπεδα με την αντίστοιχη των ομάδων #1 και #2 (39.7±5.7%, 37.2±3.3%).

Οι παρατηρούμενες διαφορές μεταξύ πρώτης και δεύτερης θυσίας για 

την ομάδα #3 δικαιολογούνται από το γεγονός του ότι (όπως ήδη 

προαναφέρθηκε) οι μυς της συγκεκριμένης ομάδας δέχθηκαν L1210 μόνο 

τρεις ημέρες πριν την πρώτη θυσία και ως εκ τούτου δεν υπήρχε αρκετός 

χρόνος για να αναπτύξουν μια δεύτερη γραμμή άμυνας (π.χ. Τ εκδηλούμενη 

κυτταροτοξικότητα) απέναντι στα χορηγηθένα L1210 κύτταρα. Συνεπώς 

περιορίζονται στην LAK κυτταροτοξικότητα (όπως αναμενόταν από 

πειράματα που έχουν εκτεθεί στις παραπάνω σελίδες) και λύουν τα L1210 

σε παρόμοιο ποσοστό με τους αντίστοιχους μυς της ομάδας #4 (ProTax3). 

Αντίθετα στην δεύτερη θυσία ο χρόνος είναι αρκετός (12 ημέρες) για την 

επαγωγή και Τ κυτταροτοξικότητας (όπως αποδεικνύεται παρακάτω) και τα 

σπληνοκύτταρα της ομάδας #3 καταστρέφουν τα L1210 σε ίσα επίπεδα με 

τα αντίστοιχα των ομάδων #1 και #2. Αναλύοντας τις πληροφορίες που μας

-189-



Αποτελέσματα

δίνονται and τη χρησιμοποίηση της κυτταρικής γραμμής DAUDI 

(ευαίσθητη σε LAK κυτταροτοξικότητα) καταλήγουμε στην επιβεβαίωση 

των παραπάνω αποτελεσμάτων. Πράγματι τόσο κατά την πρώτη θυσία dao 

και κατά τη δεύτερη οι τέσσερεις πρώτες ομάδες λύνουν τα κύτταρα 

στόχους στο  ίδιο περίπου ποσοστά επιβεβαιώνοντας το γεγονός ότι η ProTa 

επάγει μια μη ειδική (LAK) κυτταροτοξικότητα η οποία είναι ανεξάρτητη 

από τα χορηγηθέντα (L1210) κύτταρα. Η λύση της κυτταρικής γραμμής 

YAC μας δείχνει ότι υπάρχει μια αυξημένη ΝΚ ενεργότητα, αφού οι 

τέσσερεις πρώτες ομάδες καταστρέφουν σε σημαντικά μεγαλύτερο ποσοστό 

τα συγκεκριμένα κύτταρα στόχους από ότι οι ομάδες μάρτυρες και στις δύο 

θυσίες. Η εξίσωση της κυτταροτοξικότητας που δείχνει η ομάδα #4 με 

αυτές των ομάδων #1, #2, #3, που έχουν δειχθεί τη χορήγηση L1210 

κυττάρων μας δείχνει ότι η αυξημένη ΝΚ ενεργότητα οφείλεται 

αποκλειστικά στην ProTa.

Ανακεφαλαιώνοντας τα συμπεράσματα που προκύπτουν από το σχήμα 

52, μπορούμε να διαπιστώσουμε ότι οι ομάδες που δέχθηκαν ProTa και 

L1210 κύτταρα αναπτύσσουν ειδική (CML εναντίον των L1210 κυττάρων) 

και μη ειδική (ΝΚ και LAK) κυτταροτοξικότητα(ομάδες #1 και #2 κατά 

την 1η και 2η θυσία και ομάδα #3  κατά την 2η θυσία).Η ομάδα #4 που 

δέχθηκε μόνο ProTa αναπτύσσει μόνο ΝΚ koiLAK κυτταροτοξικότητα ενώ 

η ομάδα #5 που δάχθηκε μόνο L1210 ανέπτυξε μόνο CML.



Αποτελέσματα

Τ κυτταοοτοΕχκότητα (CML).

Τα ανωτέρω συμπεράσματα πιστοποιήθηκαν με την απομόνωση του Τ 

πλυθυσμού που μας έδωσε τη δυνατότητα μελέτης της ειδικής 

κυτταροτοξικότητας (σχήμα 53), που προκαλείται από Τ κύτταρα (ΚΤΛ ). 

Σαν κύτταρα στόχοπ χρησιμοποιήθηκαν τα χορηγηθέντα L1210 κύτταρα 

(όπου αποτελούν και το προς αναγνώριση αντιγόνο) και σαν μάρτυρες τα 

DAUDI για τυχόν ανεύρεση LAK κυτταροτοξικότητας καθώς και τα Ρ815 

που έχουν την ίδια προέλευση (είναι δηλαδή συγγενικά), (βλ. Υλικά και 

Μέθοδοι §) με τα L1210 αλλά διαφέρουν αντιγονικά. Κατά την πρώτη θυσία 

των μυών παρατηρούμε ότι οι ομάδες #1 και #2, λύνουν τα L1210 στο ίδιο 

περίπου ποσοστό (29.2±3.2% και 26.7±1.3% αντίστοιχα) ενώ η ομάδα #3 

δείχνει μια μειωμένη λύση (7.6±1.9). Η αύξηση του τελευταίου ποσοστού 

στη δεύτερη θυσία εναρμονίζεται με τα προηγούμενα. Δηλαδή οι τρεις 

ημέρες που μεσολαβούν από τη χορήγηση της ProTa εως την πρώτη θυσία 

δεν επιτρέπουν την ανάπτυξη της Τ κυτταροτοξικότητας στην ομάδα #3. 

Αντίθετα μετά το πέρας 12 ημερών από τη χορήγηση της (2η θυσία) οι μυς 

της ανωτέρω ομάδας αναπτύσσουν σημαντική Τ κυτταροτοξικότητα 

παρόμοια με αυτή των ομάδων #1 και #2 (26.2±1.9, 25.2±3.3, 23.7±2.6 

αντίστοιχα). Η σταθερή μικρή κυτταροτοξικότητα που παρατηρείται από 

την ομάδα #4  κατά τις δύο θυσίες (6.3±1.6%, 5.0±2.3%) μας οδηγεί στο 

συμπέρασμα ότι η ProTa δεν είναι ικανή να επάγει Τ κυτταροτοξικότητα 

χωρίς την ταυτόχρονη χορήγηση L1210 κυττάρων. Η μικρή κυτταροτο

ξικότητα που αναπτύσσεται από την ομάδα #5 (9.8%) δείχνει ότι τα L1210 

μπορούν να επάγουν μια Τ κυτταροτοξικότητα ενώ η χορήγηση της ProTa 

ταυτοχρόνως (ομάδες #1 και #2) οδηγεί στην ενίσχυση του φαινομένου.
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L1210(CML)
2η θυσία 3η θυσία

3ί WZM.

4 γ 1η θυσία

; —|

DAUDI(LAK)

3τ

2+

0·

1η θυσία
P815CLAK)

2η θυσία
3η θυσία

] ■  :1 1  :2 ■  :3 □  :4 ■  :5 Η  :6 j

Σ Χ Η Μ Α  5 3 .  Κυτταροτοξική ενεργότητα απο Τ λεμφοκύτταρα.
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Η τρίτη θυσία επιβεβαιώνει ότι η in vivo επίδραση της ProTa μειώνεται 

αλλά οι διάφορες ανάμεσα στην κυτταροτοξικότητα των διαφόρων ομάδων 

είναι ακόμη διακριτες (οι τιμές από τις ομάδες #1, #2, #3 είναι σημαντικά 

μεγαλύτερες από την τιμή της ομάδας #6). Αντιθέτως όταν σαν κύτταρα 

στόχοι χρησιμοποιούνται κύτταρα DAUDI δεν παρατηρείται σημαντική 

κυτταροτοξικότητα (μικρότερη του 3%) σε καμιά από τις παραπάνω ομάδες. 

Αυτό ήταν αναμενόμενο δεδομένου ότι η ενεροποίηση των CTL κατά τη 

διάρκεια της in vivo επώασης είχε σαν στόχους L1210 κύτταρα. Συνεπώς τα 

CTL δεν αναγνωρίζουν τα κύτταρα DAUDI. Η επανάληψη του φαινομένου 

στην περίπτωση της χρησιμοποίησης Ρ815 σαν κύτταρα-στόχους, ενισχύει 

ακόμη περισσότερο το συμπέρασμα ότι τα CTL αναγνωρίζουν καρκινικά 

αντιγόνα στα L1210 κύτταρα αλλά όχι στα συγγενικά Ρ815 κύτταρα.

Συνεπώς τα αποτελέσματα του σχήματος 53 δείχνουν ότι η ProTa 

μπορεί να επάγει Τ κυτταροτοξικότητα εναντίον L1210 μόνο όταν 

χορηγείται ταυτόχονα με τα κύτταρα αυτά και ότι τα αντιγόνα που 

αναγνωρίζονται από τα CTL δεν υπάρχουν στην συγγενική λευχαιμική 

σειρά Ρ815.

Κ υτταροτο Εικότη τα  από ΝΚ κύτταρα .

Τα ΝΚ κύτταρα που απομονώνονται από το σύνολο των 

σπληνοκυττάρων δοκιμάζονται εναντίον L1210, DAUDI και Ρ815 κυττάρων 

στόχων. Δεδομένου ότι οι συγκεκριμένες κυτταρικές γραμμές είναι 

ευαίσθητες σε LAK κυτταροτοξικότητα μελετάται άμεσα η επίδραση της 

ProTa σε ΝΚ κύτταρα. Συγκεκριμένα, όπως φαίνεται στο σχήμα 54, κατά 

την πρώτη θυσία και οι τρεις κυτταρικές γραμμές, λύονται κατά παρόμοιο 

ποσοστό (περίπου 30%) και από τις τέσσερεις πρώτες ομάδες. Αντίθετα οι 

ομάδες που αποτελούν τους μάρτυρες (#5 και #6) δείχνουν ένα αμελητέο 

ποσοστό κυτταροτοξικότητας. Οι μυς της ομάδας #4, οι οποίοι δεν 

δέχθηκαν τη χορήγηση L1210 κυττάρων, λύνουν τα κύτταρα στόχοιν όμοια
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με τις ομάδες #1, #2  *και #3. Δηλαδή η επαγωγή της LAK 

κυτταροτοξικότητας απαιτεί μόνο τη χορήγηση της ProTa ανεξάρτητα από 

τη χορήγηση κυττάρων. Κατά τη δεύτερη θυσία επαναλαμβάνεται το 

παραπάνω φαινόμενό με την κυτταροτοξικάτητα απά τέσσερεις πρώτες 

ομάδες να είναι σημαντικά μεγαλύτερη από αυτή της ομάδας # 6 . Οπως και 

στις προηγούμενες περιπτώσεις η δράση της ProTa εξασθενεί κατά την 

τρίτη θυσία αλλά επιβεβαιώνεται η δράση της ProTa όπως προκύπτει από το 

σχήμα 54. Από τα παραπάνω, προκύπτει το συμπέρασμα ότι η ProTa είναι 

ικανή να διαφοροποιήσει τα ΝΚ κύτταρα ώστε να αποκτήσουν LAK 

ενεργότητα ανεξάρτητα από την παρουσία κυττάρων.
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m iooA K )
Ιηθυσια 2ηθυοια 3ηθυσία

DAUDI(LAK)

4 0  -  1η θυσία 2η θυσία 3η θυσία

ι

Ρ8150ΑΚ)

3η θυσία

:1 :3 U  :4 1  :5 :6

ΣΧΗΜΑ 54. Κυτταροτοξική ενεργότητα ΝΚ 1.1+ απομονωμε'νων 

σπληνοκύτταρα.

από
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Μετά την ανίχνευση της επαγωγής CTL από την ταυτόχρονη παρουσία 

ProTa και L1210 κυττάρων το ερώτημα που προέκυψε ήταν μέσω ποιου 

μορίου επιτελούνταν η καταστροφή των κυττάρων στόχων. Για το σκοπό 

αυτό χρησιμοποιήθηκαν μονοκλωνικά αντισώματα, εναντίον τόσο των 

τάξης I όσο και των τάξης II μορίων του Μ.Σ.Ι. του μυ, που προσδέθηκαν 

στην επιφάνεια των L1210 κυττάρων και παρατηρήθηκε η επίδρασή τους 

στην κυτταροτοξικότητα. Τα αποτελέσματα της παραπάνω διαδικασίας 

απεικονίζονται στον πίνακα 22. Οπως παρατηρούμε η σύνδεση του a-H2K^ 

πάνω στα L1210 έχει σαν επακόλουθο την αναστολή της Τ 

κυτταροτοξικότητας. Δηλαδή η σύνδεση του αντισώματος πάνω στο 

αντίστοιχο μόριο έχει σαν αποτέλεσμα την αδυναμία σύνδεσης των CTL 

πάνω στα καρκινικά κύτταρα στόχους(1.1210).

Ειδικώτερα παρατηρούμε ότι κατά την πρώτη θυσία η ομάδα #3 δείχνει 

μια μικρή κυτταροτοξικότητα εναντίον των L1210 κυττάρων η οποία 

αναστέλλεται από τη χρησιμοποίηση του παραπάνω αντισώματος. Η 

διαπίστωση αυτή επιβεβαιώνει τις προηγούμενες υποθέσεις για τον χρόνο 

δράσης της ProTa, που εκτέθηκαν παραπάνω, αφού δείχνεται η ειδικότητα 

αυτής της αντίδρασης (τα ποσοστά της CML είναι περίπου ίδια και στις 

τρεις ομάδες). Ομοια ποσοστά αναστολής της κυτταροτοξικότητας που 

παρατηρείται στην ομάδα #5, συμφωνεί με την υπόθεση που 

παρουσιάστηκε παραπάνω σχετικά με την ιδιότητα των L1210 να επάγουν 

κυτταροτοξικότητα από CTL. Αντίθετα με τις υπόλοιπες ομάδες η μικρή 

κυτταροτοξικότητα της ομάδας #4 δεν αναστέλλεται από τη χρησιμοποίηση 

του αντισώματος.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 22. Η επαγώμενη από την ProTa Τ ενεργάχητα in vivo εναντίον 

των L1210 κυττάρων περιορίζεται από το τάξης I Μ.Σ.Ι.

Ο μ ά δ α

H-2kd
1 η  θ υ σ ία

aH2Dd aI-Ad aH-2kd
2 η  θ υ σ ία

aH2Dd aI-Ad

1 29.2 3.1 24.1 22.Ί 20.6 2.5 19.3 17.9

2 27.6 2.0 22.6 23.5 23.2 2.6 20.5 20.2

3 7.9 1.5 7.6 9.6 22.1 1.7 23.2 19.7

4 7.6 7.3 7.2 7.9 7.5 7.3 6.5 7.2

5 9.1 1.3 9.2 9.0 - - - "

6 5.6 5.3 5.0 5.1 5.2 5.0 3.9 5.1
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Η παρατήρηση αυτή εμπλέκει την πιθανή ύπαρξη Τ κυττάρων που 

εκδηλώνουν κυτταροτοξικότητα που δεν περιορίζεται από το Μ.Σ.Ι. 

(Ioannides and Whiteside, 1993). Η χρησιμοποίηση αντισωμάτων για άλλα 

μόρια του Μ.Σ.Ι. (εναντίον του τάξης I μορίου H2Dd και εναντίον του τάξης 

II μορίου I-Ad) δεν επέφερε καμμχά μεταβολή στην Τ κυτταροτοξχκότητα. Η 

επανάληψη του πειράματος κατά την δεύτερη θυσία επιβεβαίωσε τα παραπάνω 

αποτελέσματα. Η παρατήρηση αυτή συμφωνεί με το γενικότερο μοντέλο των 

CTL που εκδηλώνεται μέσω των προϊόντων της τάξης I του Μ.Σ.Ι.

Συνεπώς το συμπέρασμα που απορρέει από τα παραπάνω είναι ότι η ProTa 

επάγει μια Τ κυτταροτοξικότητα η οποία περιορίζεται από το τάξης I H2Kd 

μόριο επιφάνειας και όχι από το H2Dd ή το IAd.

Συιιιιετογιί των CD4+ κυττάρω ν στην ρύθιιιοη xnc κυτταροτοΕικότητας.

Οπως δείχθηκε παραπάνω η ProTa επάγει μια CML η οποία εκδηλώνεται 

εναντίον αντιγόνων που υπάρχουν στα L1210 κύτταρα και περιορίζεται από 

το H-2Kd μόριο επιφάνειας. Ποιά ήταν όμως η συμμετοχή των δύο βασικών 

υποπληθυσμών των Τ κυττάρων CD4 + , CD8+ στην παραπάνω διαδικασία; 

Εχοντας υπόψη το ρόλο των CD4+ στην αναγνώριση συγκεκριμένων 

καρκινικών αντιγόνων (Melief, 1992) ελέγχθηκε η παρουσία τέτοιων 

κυττάρων και ο πιθανός ρόλος τους. Ετσι μελετήθηκε ο in vitro 

πολλαπλασιασμός (σαν αποτέλεσμα ενεργοποίησης) των CD4+ κυττάρων 

των διαφόρων ομάδων υπό την παρουσία L1210 κυττάρων (τα οποία έχουν 

χρησιμοποιηθεί για την in vivo διέγερση των μυών), καθώς και η 

ειδικότητα αυτής της ενεργοποίησης χρησιμοποιώντας άλλες κυτταρικές 

σειρές. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν παρουσιάζονται στον πίνακα 23. 

Κατά την πρώτη θυσία τα CD4+ κύτταρα των ομάδων #1 και #2 

πολλαπλασιάζονται περίπου στον ίδιο βαθμό που είναι σημαντικά 

μεγαλύτερος από τον αντίστοιχο των ομάδων #5 και #6 . Η διέγερση των
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CD4+ κυττάρων της ομάδας #3 ήταν πολύ μικρή κατά την πρώτη θυσία 

αλλά εφάμιλλη των αντίστοιχων των ομάδων #1  και #2 κατά τη  δεύτερη 

θυσία. Αυτά σημαίνει άτι η διέγερση των CD4+ κυττάρων προς 

πολλαπλασιασμό, υπό την παρουσία των χορηγηθεντων L1210 κυττάρων, 

είναι ανάλογη της κυτταροτοξικότητας (CML) που εκδηλώνουν τα Τ 

κύτταρα (CTL) των αντίστοιχων ομάδων. Το εύλογο ερώτημα που 

προεκυψε ήταν αν μόρια του ΜΣΙ όπως και στην CML αναλαμβάνουν 

σημαντικό ρόλο παρουσίαση των καρκινικών αντιγόνων των L1210 

κυττάρων σε CD4+ κύτταρα.

- 1 9 9 -
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ΠΙΝΑΚΑΣ 23. Πολλαπλασιασμός CD4+ Τ κυττάρων κατόπιν in vivo και 

in vitro διέγερσης με L1210 συγγενικά καρκινικά κύτταρα. Γενετικός 

περιορισμός μέσω των Ι-Α τάξεως II μορίων του MHC.

Ο μ ά δ α  1 η  Q v a i a ( L 1 2 1 0 ) 1 2 η  6 v a i a ( L 1 2 1 0 ) 1 2 η  θ υ σ ί α

- aH-A4 aH-2Kd - aI-Ad aH-2Kd Ρ8151 Daudi1 YAC1

1 25.6 2.52 25.9 22.7 3.5 22.0 1.1 0.9 0.7

2 23.7 1.7 26.2 23.1 2.9 22.5 0.7 0.6 0.9

3 3.6 1.0 3.5 20.7 2.5 17.6 1.2 -•ί.1.0 1.2

4 1.5 1.6 1.9 1.7 1.7 1.3 1.5 1.2 1.3

5 7.6 1.2 7.1 “ - - - - -

6 1.6 1.7 1.7 1.5 1.6 1.6 1.7 1.5 1.6

1: Τα κύτταρα (5·104 κύτταρα/φρεάτιο) που χρησιμοποιήθηκαν

ακτινοβολήθηκαν (7000 rad). Ως εκ τούτου οι τιμές του τυφλού ήταν 

μικρότερες από 160 cpm σε όλες τις περιπτώσεις.
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Χρησιμοποιώντας μονοκλωνικά αντισώματα που αναγνωρίζουν τάξης I και 

τάξης II μόρια του Μ.Σ.Ι. στην επιφάνεια των L1210 κυττάρων βρέθηκε άτι 

τα υπεύθυνα μόρια στην περίπτωση αυτή ήταν τάξης II του ΜΣΙ και 

συγκεκριμένα το IAd. Η αναστολή παρατηρήθηκε ακόμη και στις ομάδες #3 

και #5 που τα παρατηρούμενα μεγέθη ήταν χαμηλά.

Η δεύτερη θυσία επιβεβαίωσε τα αποτελέσματα της πρώτης. Επιπλέον η 

χρησιμοποίηση διαφορετικών κυτταρικών σειρών κατά την in vitro 

διέγερση (Ρ815, DAUDI, YAC) τονίζει την εξειδίκευση των CD4+ κυττάρων 

αφού αδυνατούν να πολλαπλασιαστούν in vitro παρουσία άλλων κυττάρων 

εκτός των L1210. Οταν τα CD8+ κύτταρα από τις διάφορες ομάδες 

καλλιεργήθηκαν με L1210, Ρ815, DAUDI, YAC κύτταρα δεν έδειξαν καμιά 

πολλαπλασιαστική ικανότητα και ως εκ τούτου δεν παρουσιάζονται στον 

πίνακα 23.

Αρα ο πολλαπλασιασμός των CD4+ κυττάρων ακολουθεί το ίδιο 

πρότυπο με την κυτταροτοξικότητα των Τ κυττάρων, είναι ειδικός για τα 

χορηγηθέντα L1210 κύτταρα και πραγματοποιείται μέσω της τάξης II 

μορίων του Μ.Σ.Ι. IAd.

Τα ΚΤΛ κ ύ ττα ρ α  είνα ι CD8 + .

Μετά τη διαπίστωση του ειδικού ΜΣΙ εξαρτώμενου πολλαπλασιασμού 

των CD4+ παρουσία L1210 κύτταρων, προσπαθή σαμε ναελέγξουμε την 

ειδικότητα των CD8 + CTL. Τα αποτελέσματα απεικονίζονται στον πίνακα

24. Οπως παρατηρούμε υπάρχει μια αναλογία μεταξύ των αποτελεσμάτων 

αυτών και των αντίστοιχων του σχήματος 53. Για τις δύο πρώτες ομάδες η 

κυτταροτοξικότητα και στις δύο θυσίες ήταν σχεδόν ίδια, ενώ η τρίτη 

ομάδα αρχικά επέδειξε μια μικρή κυτταροτοξικότητα (3.2%) η οποία 

πλησίασε τα επίπεδα των δύο πρώτων (26.7%) στην δεύτερη θυσία. Η ομάδα 

#4 καταστρέφει τα L1210 κύτταρα στο ίδιο ποσοστό με τις αντίστοιχες
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ομάδες των μαρτύρων. Τόλος η παρατηρούμενη κυτταροτοξικότητα ήταν 

ειδική για τα L1210 κύτταρα αφού όταν τα κύτταρα στόχοι ήταν Ρ815 ή 

DAUDI η κυτταροτοξικότητα ήταν πολύ χαμηλή σε όλες τις περιπτώσεις. 

Τα CD4+ κύτταρα δοκιμάστηκαν σε ανάλογα πειράματα κυτταρο

τοξικότητας όπου διαπιστώθηκε ότι δεν υπήρχε κυτταροτοξικότητα 

ανεξάρτητα από το είδος των κυττάρων στόχων.

Από τον πίνακα 24 προκύπτει ότι η κυτταροτοξικότητα των κυττάρων 

διαφόρων ομάδων οφείλονται αποκλειστικά στα CD8+ κύτταρα και ότι η 

αντίδραση αυτή είναι αυστηρά εξειδικευμενη για τα χορηγηθεντα L l^ Q  

κύτταρα.

ΥΜ 

κ

&
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Π ΙΝ ΑΚΑΣ 24 . Η κυτταροτοξικότητα των CD8+ λεμφοκυττάρων in vitro 

είναι ειδική για τα in vivo χορηγηθεντα συγγενικά L1210 καρκινικά 

κύτταρα.

Κ ύτταρα στοχοι

Ο μάδα

1

L1210

26.5V27.62

2 23.9/25.1

3 3.2/26.7

4 3.5/3.2

5 2.2/-

6 3.5/5.1

Ρ815 D a u d i

2.3/3.1 1.9/3.2

1.9/2.7 2.7/3.6

1.9/2.6 1.5/1.3

2.3/2.9 3.6/2.3

2.5/- 1.9/-

2.3/3.1 2.7/3.3

1, 2: %Αελευθερωση 51Cr από την ΙΠ και 21! θυσία αντίστοιχα.

} 1 ί. F a  r
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*

Συνεργασία των CD4+ και CD8+ κυττάρων νια  την εκδήλωση 

κυτταοοτο£ικότητας.

Στις προηγούμενες δύο παραγράφους δείχθηκε η ικανότητα των CD4+ 

κυττάρων να αναγνωρίζουν L1210 κύτταρα και να διεγείρονταχ προς 

πολλαπλασιασμό καθώς και η κυτταροτοξχκή χκανότητα των CD8+ 

κυττάρων απέναντχ στα χδχα κύτταρα. Το εύλογο ερώτημα που προέκυψε 

ήταν κατά πόσο τα ΙΛ210-εχδχκά CD4+ κύτταρα ρυθμίζοιτν την 

κυτταροτοξχκή λεχτουργχ'α των CD8+ -L1210 εχδχκών κυττάρων. 

Ειδικώτερα, χρησχμοποιήθηκαν CD8+ κύτταρα από την ομάδα #5  (που είχε 

δεχθεί μόνο τη χορήγηση L1210 κυττάρων-επομενως εκεί υπήρχαν CD8+ 

CTL με εχδχκότητα για τα L1210 κύτταρα τα οποία όμως έδεχχναν χαμηλά 

ποσοστά κυτταροτοξχκότητας λόγω της ελλεχπούς ενεργοποίησης των 

αυτολόγων CD4+ κυττάρων προφανώς επεχδή σε αυτούς τους μυς δεν 

χορηγήθηκε ProTa) τα οποία αναμχχθηκαν με CD4+ κύτταρα που 

προέρχονταν από τχς υπόλοχπες ομάδες. Με τον τρόπο αυτό εξετάσθηκε η 

χκανότητα των CD4 + να ρυθμίζουν τη δράση των CD8+. Η 

κυτταροτοξχκότητα των CD8 + κυττάρων της ομάδας #5, χωρίς την 

παρουσία CD4+, δείχνεταχ στον πίνακα 24 (2.2%). Στον πίνακα 25 

απεχκονίζεταχ η τροποποίηση αυτής της κυτταροτοξχκότητας εξαχτίας της 

προσθήκης των CD4+ κυττάρων καχ για τις δύο θυσίες. Η παρουσία των 

CD4+ κυττάρων από την ίδχα ομάδα εχεχ σαν αποτέλεσμα την αύξηση της 

κυτταροτοξχκότητας σε χαμηλά ποσοστά κατά την πρώτη θυσία σε 7.9± 

0.6%. Οταν τα προστχθέμενα CD4 + κύτταρα προέρχονταν από τχς ομάδες #1 

καχ #2 υπήρξε μια σημαντική αύξηση της κυτταροτοξικότητα η οποία ήταν 

παρόμοχα καχ για τις δύο θυσίες (σύγκρχνε 22.511.9, 25.211.1 με 19.3+0.7,

20.911.3 αντίστοιχα)(πίνακας 11). Αντχθέτως η προσθήκη των CD4+ της 

ομάδας #3 έχεχ σαν σχχνέπεια αύξηση της κυτταροτοξχκότητας μόνο όταν 

αυτά προέρχονταν από μυς της δεύτερης θυσίας γεγονός που εναρμονίζεταχ
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με τα όσα εκτέθηκαν στις παραπάνω σελίδες. Τα CD4+ κύτταρα της ομάδας 

#4 δεν βοηθούσαν τα εν λόγω CD8+ ώστε αυτά να καταστρέψουν τα L1210 

σε ποσοτά μεγαλύτερα από τα αντίστοιχα των μαρτύρων. Ο μηχανισμός που 

επιτελείται η κυτταροτοξικότητα εμπλέκει τα κλάσης I αντιγόνα του Μ.Σ.Ι. 

(H-2Kd) αφού η σύνδεση των αντίστοιχων αντισωμάτων στα L1210 κύτταρα 

έχει σαν συνέπεια την αναστολή της δράσης των CD8+, σε όλες τις 

περιπτώσεις. Επίσης δεν παρατηρήθηκε καμιά δράση των CD8+ όταν τα 

κύτταρα στόχοι αποτελούνταν από Ρ815, DAUDI. Ετσι αποδεικνύεται η 

εξειδίκευση από τις παραπάνω επιδράσεις. Αυτά τα δεδομένα δείχνουν ότι η 

ειδική κυτταροτοξικότητα που εκδηλώνεται από τα CD8+ κύτταρα 

_ ρυθμίζεται από τα CD4+ που έχουν δεχθεί τη χορήγηση ProTa και L1210. 

Επίσης όταν τα CD4+ δέχονται μόνο την επίδραση της ProTa χωρίς την 

παρουσία των L1210 κυττάρων (ομάδα #4) αδυνατούν να διεγείρουν CD8+ 

κύτταρα προς κυτταροτοξικότητα (Baxevanis et a l, 1993). Επιπρόσθετα τα 

CD4+ που έχουν δεχθεί την επίδραση L1210 κυττάρων δεν είναι ικανά να 

προκαλέσουν την καταστροφή των L1210. Δηλαδή η συνεργιστική δράση 

της ProTa και των L1210 διεγείρουν τα CD4+ που με τη σειρά τους 

ρυθμίζουν την κυτταροτοξικότητα των Ο ϋδ+εναντίον των L1210 

κυττάρων.
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ΠΙΝΑΚΑΣ 25. Ρύθμιση της CD8 + κυτταροτοξικότητας εναντίον των 

L1210 κυττάρων απο συγγενικά ρυθμιστικά CD4+ κύτταρα.

Προέλευση, Κυτταροτο ξικη ενεργότητα. των CD8+ κυττάρων
των CD4 + από μυς της ομάδας #5 (1η θυσία) αναμεμιγμένων
κυττάρων με CD4+ κύτταρα

L1210 L1210+antiH-2Kd Ρ815 Daudi

Ομάδα 1 22.5±1.9 2.9±0.6 2.510.3 1.710.3

· ' ( . < Μ . , . ΐ J

2 25.2+1.1 2.2±0.7 3.510.7 2.310.5

3 9.6±2.3 2.210.1 1.610.2 3.110.3
ΐ κ

1*1 θυσία14 7.7±2.6 2.510.2 2.510.3 1.910.6

Κ
5 7.9±0.6 1.110.3 1.910.2 2.210.2

V 6 7.6±0.7 1.310.5 2.310.1 2.511.0

J3
1 19.3±0.7 1.910.3 1.910.3 2.710.3

2Π θυσία2 2 20.9±1.3 2.210.5 0.710.2 2.210.2

3 22.5±2.3 2.311.0 2.311.2 2.510.2

4 7.6±1.6 2.210.3 1.310.1 1.910.9

6 7.2±0.6 1.510.3 0.910.2 1.710.6

1. Κατά την 1η θυσία: CD4+ κύτταρα από τις ομάδες που δεικνύονται
αναμίχθησαν με CD8+ κύτταρα της ομάδας #5.

2. Οι ομάδες που χρησιμοποιήθησαν για τη 2η θυσία σχηματίσθηκαν 9 
μέρει πριν απά αυτές που χρησιμοποιήθηκαν για την πρώτη θυσία ε'τσι 
ώστε και οι δύο θυσίες να συμπέσουν. Με αυτά τον τρόπο κατορθώθηκε 
να εξετασθεί η ρυθμιστική δράση CD4+ κυττάρων πάνω στην CD8+ 
κυτταροτοξικότητα και από τις δύο θυσίες ταυτόχρονα.
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Στα πλαίσια της παρούσης διατριβής έγινε μια όσο το δυνατόν λεπτομερής 

ανάλυση του μηχανισμού δράσης της ProTa σε ρυθμιστικές και εκτελεστικές 

λειτουργίες του ΑΣ.Οι ρυθμιστικές λειτουργίες του ΑΣ, εξετάσθηκαν σε in 

vitro μοντέλα όπου αναλύθηκε η βιολογική δράση της ProTa στα κατ εξοχήν 

υπεύθυνα κύτταρα του ΑΣ για την ανοσορύθμιση δηλ.τα CD4+ κύτταρα. Σε 

αυτού του είδους τα πειράματα έπρεπε η in vitro ενεργοποίηση των CD4+ 

κυττάρων να αντανακλά όσό το δυνατόν πιστότερα αυτήν που 

πραγματοποιείται in vivo έτσι ώστε να μας παρέχεται η πεποίθηση ότι η 

παρατηρούμενη δράση της ProTa in vitro δυνατόν να ισχύει και σε 

ανοσορυθμιστικές λειτουργίες in vivo. Γχ αυτό λοιπόν το λόγο σαν αντιγόνο 

επιλέχθηκε το τοξοειδές του τετάνου (tetanus toxoid, ΤΤ) το οποίο 

χρησιμοποιείται για εμβολιασμό στον άνθρωπο και επάγει την δημιουργία 

κυττάρων μνήμης ειδικών για ΤΤ (Via et al, 1990). Ετσι λοιπόν στον ανθρώπινο 

οργανισμό υπάρχουν ήδη ΤΤ ειδικά ρυθμιστικά CD4+ κύτταρα τα οποία 

ενεργοποιούνται σε υψηλά ποσοστά in vitro παρουσία ΤΤ γεγονός που 

προσδίδει την δυνατότητα εκτενούς μελέτης της δράσης της ProTa σε 

ανοσοκυτταρικά CD4+ -επαγόμενα λειτουργικά συστήματα.

Η δράση της ProTa σε εκτελεστικές λειτουργίες του ΑΣ μελετήθηκε σε in 

vitro και in vivo πειραματικά μοντέλα. Οι in vivo πειραματικές διαδικασίες 

συμπεριέλαβαν την ενίσχυση της άμυνας του οργανισμού εναντίον αυτόλογων 

καρκινικών κυττάρων (ΑΛΚ). Σε αυτά τα πλαίσια η ProTa χορηγήθηκε είτε 

πριν την έγχυση των ΑΛΚ έτσι ώστε να εξετασθεί ο ρόλος της σαν 

προστατευτικό αντιδραστήριο, ή ταυτόχρονα με την έγχυση των ΑΛΚ για να 

αναλυθεί ο ρόλος της σαν θεραπευτικό μέσο.Η γενικώτερη δράση της ProTa in 

vivo ελέγθηκε με τέσσερις τρόπους: πρώτον αναλύθηκαν τροποποιήσεις 

σχετικές με την έκφραση γλυκοπρωτεινών στην επιφάνεια των
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λεμφοκυττάρων σε λεμφοειδή όργανα όπως ο σπλήνας. Είναι γνωστό ότι η 

κυτταρική συνεργασία και επαγωγή ανοσολογικών μηχανισμών επιτελείται 

μέσω της αναγνώρισης και σύνδεσης μορίων επιφάνειας μεταξύ των κυττάρων 

που έρχονται σε επαφή και επομένως η τροποποίηση της έκφρασης αυτών των 

μορίων οδηγεί σε τροποποιήσεις ανοσολειτουργιών. Δεύτερον, εξετάσθηκε η 

παραγωγή ποικίλλων κυτταροκινών που παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

ανοσορύθμιση και τις κυτταροτοξικές λειτουργίες του ΑΣ. Με αυτόν τον τρόπο 

μελετήθηκε κατά πόσο η δράση της ProTa in vivo θα μπορούσε να είναι έμμεση 

δηλ. οι ProT<^ επαγώμενες ανοσοτροποποιήσεις να επιτυγχάνονται διά της 

ProTa αύξησης των επιπέδων των κυτταροκινών. Τρίτον, εξετάσθηκε κατά 

πόσο η ProTa τροποποιεί την κυτταροτοξική λειτουργία όλων των κυρίων 

τύπων κυτταροτοξικών κυττάρων δηλ. των Τ λεμφοκυττάρων, των ΝΚ 

κυττάρων και των LAK κυττάρων. Με αυτό τον τρόπο θα είχαμε μια άμεση 

απόδειξη για τον τρόπο που εκδηλώνει η ProTa την αντικαρκινική της δράση 

in vivo αφού και οι τρεις προαναφερθέντες τύποι κυτταροτοξικών κυττάρων 

εκδηλώνουν ογκολυτική λειτουργικότητα. Τέταρτον, έγινε σαφής 

προσδιορισμός του χρονικού διαστήματος που μεσολάβησε για την ανάπτυξη 

του όγκου σαν ασκητικό υγρό στην περιτοναϊκή κοιλότητα μεταξύ 

οργανισμών που δέχθηκαν ProTa και μαρτύρων. Επίσης στις ίδιες ομάδες έγινε 

σύγκριση του χρονικού μήκους επιβίωσης. Αυτό το τελευταίο είναι 

καθοριστικό για τη δράση της ProTa in vivo και βέβαια συνδέεται άμεσα με τα 

προηγούμενα τρία που μας παρέχουν πληροφόρηση για τους μηχανισμούς 

μέσω των οποίων εκδηλώνεται η αντικαρκινική δράση της ProTa in vivo. Σε 

αυτό το σημείο πρέπει να αναφερθεί ότι η in vivo δράση της ProTa, εκτός των 

εκτελεστικών λειτουργιών του ΑΣ μελετήθηκε και σε ρυθμιστικές λειτουργίες 

αφού εξετάσθηκε και ο ρόλος των CD4+ κυττάρων των οργανισμών που 

δέχθηκαν ProTa στο να συνεργάζονται με τα CD8+ κυτταροτοξικά Τ 

λεμφοκύτταρα για την εκδήλωση κυτταροτοξικότητας. Είναι ήδη γνωστό ότι
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επαγωγή κυτταροτοξικών Τ κλώνων (CTL) ειδικών για ένα συγκεκριμένο 

αντιγόνο απαιτεί την προενεργοποίηση ρυθμιστικών CD4+ κυττάρων που 

αναγνωρίζουν το ίδιο αντιγόνο ταυτόχρονα με τα μόρια τάξης II του MHC 

(Melief,1992). Τα ενεργοποιημένα CD4+ κύτταρα παράγουν κυτταροκίνες 

(κυρίως IL2, IL12) και υποβοηθούν στην ενεργοποίηση και διαφοροποίηση 

προδρόμων CTL. Τα τελευταία έχουν ήδη μερικώς διαφοροποιηθεί, κατόπιν 

αναγνώρισης του αντιγόνου με τα μόρια τάξης I του MHC, σε κυτταροτοξικά 

CTL που καταστρέφουν κύτταρα στόχους τα οποία φέρουν στην επιφάνειά 

τους το συγκεκριμένο αντιγόνο (Melief,1992). Ετσι λοιπόν το σύστημα της 

επαγώμενης κυτταροτοξικότητας μέσω των CTL μας παρέχει τη δυνατότητα 

- εξέτασης της ρυθμιστικής λειτουργίας των CD4+ κυττάρων και κατ’ επέκταση 

την ανάλυση της βιολογικής in vivo δράσης της ProTa στα ίδια κύτταρα.

Στο τρίτο τμήμα της παρούσης διατριβής μελετήθηκε η δράση της 

ProTa σε μοντέλα κυτταροτοξικότητας με ανθρώπινα λεμφοκύτταρα που 

εκδηλώνουν σχετική δραστηριότητα εναντίον καρκινικών κυττάρων και τα 

οποία κατά την τελευταία δεκαετία έχουν χρησιμοποιηθεί σε κλινικές δοκιμές 

για την ανοσοθεραπεία του καρκίνου. Αυτά συμπεριέλαβαν τα κύτταρα α) που 

διηθούν συμπαγείς όγκους (TIL), β) που ευρίσκονται σε κακοήθεις συλλογές 

υγρών (EAMNC), γ) που είναι στο περιφερικό αίμα και ενεργοποιούνται σε 

καλλιέργειες με IL2 (LAK), δ) ΝΚ και ε) CTLJMte αυτό τον τρόπο εξετάσθηκε η 

δράση της ProTa σε όλους τους τύπους λεμφοκυττάρων στον άνθρωπο που 

εκδηλώνουν αντικαρκινική κυτταροτοξική δράση και που όπως 

προαναφέρθηκε έχουν χρησιμοποιηθεί σε ανοσοθεραπευτικά πρωτόκολλα για 

τον καρκίνο (Rosenberg et al.,1986, Foa et αί, 1992).Το υλικό συλλέχθηκε από μια 

πληθώρα τύπων καρκίνου σε διαφορετικά στάδια έτσι ώστε να εξακριβωθεί το 

κατά πόσο επιλεκτικά δρα η ProTa σε αυτά τα συστήματα.Η πληροφόρηση από 

αυτού του είδους τα πειράματα παρέχει την θεμελιώδη βάση για μελλοντική
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χρησιμοποίηση της ProTa σε συνδυασμό με άλλες κυτχαροκίνες σε κλινικές 

δοκιμές ανοσοθεραπείας του καρκίνου.

Η ProTa σε όλες χις προαναφερθείσες πειραμαχικές διαδικασίες έδειξε 

ανοσοενισχυχική δράση η οποία χουλάχισχον σχο ανθρώπινο σύστημα 

επιτεύχθηκε σε συγκεντρώσεις που διέφεραν μεταξύ των ατόμων που 

εξετάσθηκαν. Τόσο η ανοσοενισχυχική δράση της ProTa όσο και το εύρος των 

ιδανικών δόσεων μεταξύ των δοτών συμφωνεί με προηγούμενες μελέτες όπου η 

δράση της ProTa εξετάσθηκε σε συστήματα ενεργοποίησης Τ λεμφοκυττάρων 

στη μικτή λεμφοκυτταρική αντι%^»^>τόσο σε υγιείς δότες όσο και σε ασθενείς 

με σκλήρυνση καχά πλάκας (R e d o s  et a l ,  1987) και ερυθηματώδη λύκο 

(B a xeva n is  et a l., 1987α).

Η ProTa αύξησε σε στατιστικά σημαντικά επίπεδα την ενεργοποίηση των 

CD4+ κυττάρων σε καλλιέργειες με ΤΤ. Μάλιστα η αύξηση της ενεργοποίησης 

αυτής συνοδεύθηκε με αυξημένα επίπεδα των κυχχαροκινών IL2, TNF και IL1. 

Επειδή ακριβώς χα CD4+ κύτταρα αποτελούν τον κατ’ εξοχήν ρυθμιστικό 

υποπληθυσμό των Τ κυττάρων, η ανοσοενισχυχική in vitro δράση της ProTa 

σε αυτά υποδηλώνει μια παρόμοια δράση in vivo. Η ανοσοεπιτήρηση που 

επί τελούν τα CD4+ κύτταρα in vivo αποσκοπεί κυρίως στην παρεμπόδιση 

εκδήλωσης αυτοαντίδρασης από Τ κυτταροτοξικούς ή Β κλώνους που θα είχε 

σαν αποτέλεσμα την καταστροφή ιστών και την εκδήλωση αυτοανοσίας (M e  

F a r lin  a n d  M c F a r la n d , 1982). Πράγματι σε πολλά αυτοάνοσα νοσήματα όπως 

ρευματοειδής αρθρίτιδα, ερυθηματώδης λύκος, σκλήρυνση κατά πλάκας, έχει 

δειχθεί μια δυσλειτουργία στον ανοσορυθμιστικό CD4+ υποπληθυσμό (Bach et 

al., 1980, M o rim o to  et al., 1980). Επομένως, βάσει των αποτελεσμάτων της 

διατριβής, η ProTa θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί in vivo για την ενίσχυση 

ελαττωματικών λειτουργιών των CD4+ κυττάρων σε πειραματικά μοντέλα 

αυτοανοσίας όπως π.χ. πειραματική αυτοάνοση εγκεφαλομυελίτιδα η οποία σε 

επίμυς προκαλεί συμπτώματα παρόμοια της σκλήρυνσης κατά πλάκας. Το
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γεγονός όχι η δράση χης ProTa σε CD4+ κύτταρα δείχθηκε σε σύστημα 

ενεργοποίησης με ΤΤ δεν εμποδίζει την κατάληξη στο συμπέρασμα ότι αυτή 

δρα γενικώς σε CD4+ κλώνους αφού α) τα ποσοστά των ΤΤ ειδικών κλώνων 

στον άνθρωπο είναι υψηλά λόγω των προηγούμενων ανοσοποιήσεων με ΤΤ και 

β)είναι γνωστό ότι CD4+ κλώνοι με ειδικότητα για ένα τυχόν αντιγόνο X, 

συμβάλλουν στην ανοσορύθμιση αναγνωρίζοντας αντιγονικούς επιτόπους στα 

κύτταρα των οποίων την λειτουργικότητα ελέγχουν (αυτοαντίδραση). Ο 

μηχανισμός με τον οποίον η ProTa ενισχύει την ενεργοποίηση και 

πολλαπλασιασμό των CD4+ κυττάρων προφανώς έγκειται στην αύξηση των 

επιπέδων των TNFa, ΙΐΠβ και IL2 στις καλλιέργειες. Είναι ήδη γνωστό από τη 

_ διεθνή βιβλιογραφία ότι σε συστήματα παρουσίασης αντιγόνου τα κύτταρα 

παρουσιαστές του (π.χ. μονοκύτταρα), εκκρίνουν TNFa και ΙΤΙβ που 

καταναλώνονται από τα Τ λεμφοκύτταρα (μέσω ειδικών υποδοχέων) και 

επάγουν τη σύνθεση και έκκριση της IL2 η οποία με τη σειρά της 

καταναλώνεται από τα ίδια τα Τ λεμφοκύτταρα (που εν τω μεταξύ έχουν 

εκφράσει τον IL2 ειδικό υποδοχέα). Τα αποτελέσματα της διαδοχικής επίδρασης 

των TNFa, ΙΙΠβ και IL2 στα Τ λεμφοκύτταρα (που έχουν αναγνωρίσει το 

αντιγόνο σε συνδυασμό με τα μόρια τάξης II του MHC) έχει σαν αποτέλεσμα 

τον πολλαπλασιασμό τους (Rosenberg et al, 1987).

Πράγματι έχει δειχθεί ελλειπής πολλαπλασιασμός των Τ λεμφοκυττάρων με 

χαμηλά επίπεδα των ανωτέρω κυτταροκινών (Cameron et al., 1988). Επομένως 

βάσει των προαναφερθέντων η δια της ProTa επαγώμενη αύξηση των επιπέδων 

των Ιίιΐβ, TNFa και IL2, συντελεί στην ενίσχυση της ενεργοποίησης και 

πολλαπλασιασμού των CD4+ κυττάρων.

Τα in vivo πειράματα για την απόδοση αντικαρκινικής δράσης στην ProTa 

έδειξαν τον ανοσοενισχυτικό τους ρόλο στην λειτουργικότητα των CD8+ 

κυτταροτοξικών κυττάρων (CTL). Ενα ακόμη σημαντικό εύρημα από αυτή τη 

σειρά των πειραμάτων είναι ότι η ProTa επιλεκτικά ενισχύει την
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ενεργοποίηση Τ λεμφοκυττάρων που αναγνωρίζουν καρκινικά αντιγόνα στα 

λευχαιμικά L1210 κύτταρα είτε αυτά είναι CD4+ ρυθμιστικά ή CD8+ 

κυτταροτοξικά κύτταρα. Ετσι λοιπόν πέραν από το γεγονός ότι η ProTa 

ενισχύει την κυτταροτοξικότητα σε λεμφοκυτταρικούς υποπληθυσμούς που 

το εν γένει λειτουργικό τους πρόγραμμα είναι μη ειδικό δηλ. λύουν κύτταρα 

στόχους (π.χ. καρκινικά κύτταρα) χωρίς να είναι αναγκαίο να αναγνωρίζουν 

καρκινικά αντιγόνα σε συνδυασμό με μόρια του MHC (όπως είναι τα ΝΚ και 

LAK κύτταρα) επιπλέον η ProTa ενισχύει την κυτταροτοξικότητα και σε 

κύτταρα με ειδικό λειτουργικό πρόγραμμα όπως είναι τα CTL που λύουν 

αυτόλογα καρκινικά κύτταρα κατόπιν αναγνώρισης των καρκινικών 

αντιγόνων μαζί με τα τάξης I μόρια και του MHC (Melief,1992). Το τελευταίο 

δείχθηκε με τον πλέον πειστικό τρόπο αφού μονοκλωνικά αντισώματα 

εναντίον αυτών των μορίων του MHC αναχαίτησαν την ενισχυμένη 

κυτταροτοξικότητα των CTL εναντίον των συγγενικών λευχαιμικών L1210 

κυττάρων. Παρ’ όλα αυτά αρκετά σημαντικό είναι και το εύρημα ότι η ProTa 

ενισχύει την ΝΚ και LAK επαγώμενη κυτταροτοξικότητα. Οι συγκεκριμένοι 

υποπληθυσμοί [η πλειονότις των LAK κυττάρων προέρχεται από τα δια της 

IL2 ενεργοποιημένα ΝΚ κύτταρα (Roit,1991)] αποτελούν την "πρώτη γραμμή" 

άμυνας του οργανισμού εναντίον ενός αναπτυσσόμενου όγκου ακριβώς διότι 

δρούν μη ειδικά, δηλ. δεν χρειάζεται προενεργοποίησή τους με τα καρκινικά 

αντιγόνα σε συνδυασμό με τα μόρια του MHC (Trincheri.,1989).

Σύγχρονοι μέθοδοι ανοσοθεραπείας του καρκίνου συμπεριλαμβάνουν 

πρωτόκολλα που συνίστανται στην έγχυση στον ασθενή αυτολόγων 

λεμφοκυττάρων ενεργοποιημένων in vitro με IL2 και υψηλών δόσεων IL2 

(Rosenberg,1992). Τα προς έγχυση κύτταρα είναι LAK (Rosenberg,1987) ή TIL 

(Topalian et al.,1989) και πρόσφατα EAMNC (Baxevanis et al.,1994α). Αν και 

αρχικά επεκράτησε η άποψη ότι τα TIL είναι εμπλουτισμένα με Τ 

λεμφοκύτταρα με ειδικότητα για αυτόλογα καρκινικά αντιγόνα και έτσι



Συζήτηση

παρουσία IL2 το ποσοστό αυτών των ήδη ενεργοποιημένων Τ λεμφοκυττάρων 

(αφού απομονώνονται μέσα από τον όγκο) θα αυξάνονταν σημαντικά με 

συνέπεια την αποτελεσματικότερη καταστροφή των αυτόλογων καρκινικών 

κυττάρων in vivo, εν τούτοις τα κλινικά ευρήματα με LAK ή TIL ήσαν 

παρόμοια (Rosenberg, 1992). Από την άλλη πλευρά η έγχυση υψηλών δόσεων IL2 

έχει σαν αποτέλεσμα τη δημιουργία τοξικών παρενεργειών στους ασθενείς και 

έτσι τερματίζεται πρόωρα η θεραπευτική αγωγή (R osenberg ,1992).

Με βάση τις δύο προαναφερθείσες παρατηρήσεις πολλά ερευνητικά

εργαστήρια μελέτησαν το ενδεχόμενο χρησιμοποίησης συνδυασμού χαμηλών

δόσεων IL2 με άλλη ή άλλες κυτταροκίνες που θα επέφεραν εξίσου υψηλή in

vitro ενεργοποίηση των λεμφοκυττάρων (δηλ. τόση όση θα επιτυγχνόταν με ~

υψηλές δόσεις IL2) με προφανώς βελτιωμένα κλινικά αποτελέσματα και

αποφυγή των τοξικών παρενεργειών. Ετσι λοιπόν κατά καιρούς έχουν ·'
>■

δημοσιευθεί αποτελέσματα που δείχνουν τη συνεργιστική δράση διαφόρων jj

κυτταροκινών όπως TNF, IL1, IFN κ.α., με την IL2 στην in vitro [ί

ενεργοποίηση των LAK ή TIL (M a to sia n  R ogers e t a l.,1989 , C am eron  e t al., 1988,

C rum p  et a l., 1989). Επίσης υπάρχουν δημοσιεύσεις σχετικές με την έγχυση 

ενεργοποιημένων LAK ή TIL με τους ανωτέρω συνδυασμούς των 

κυτταροκινών σε ασθενείς (R osenberg  e t a l.,1987 , Lee e t al., 1989). Στα πλαίσια 

αυτής της διατριβής δείχθηκε για πρώτη φορά ότι η ProTa δείχνει

συνεργιστική δράση με την IL2 στην ενεργοποίηση TIL, LAK καθώς και 

EAMNC. Αυτή η συνεργιστική δράση επιτεύχθηκε σε μια πληθώρα τύπων 

καρκίνου διαφορετικών σταδίων. Το εύρημα αυτό είναι σημαντικό διότι 

καθιστά την ProTa σαν ένα επιπλέον υποψήφιο για μελλοντική in vivo 

χρησιμοποίηση με την IL2 σε ανοσοθεραπευτικά σχήματα ανεξάρτητα με τον 

τύπο ή το στάδιο του καρκίνου.

Στα in vitro αλλά και στα in vivo πειράματα που έγιναν στα πλαίσια αυτής 

της διατριβής η ProTa δείχθηκε να αυξάνει τα επίπεδα των κυτταροκινών
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όπως TNFa, IL ip και IL2. Οπως προαναφέρθηκε αυτός οι κυτταροκίνες 

συντελούν στην ενεργοποίηση των CD4+ κυττάρων. Ομως υπάρχει αρκετή 

βιβλιογραφία που αποδεικνύεχ άτι οι ίδιες παίζουν σημαντικά ρόλο και στην 

ενεργοποίηση των κυτταροτοξικών κυττάρων (Baxevanis et al, 1993). Επομένως 

θα μπορούσαμε να δεχθούμε σαν ένα γενικά μηχανισμό για την ανοσοενισχυ- 

τική δράση της ProTa σε CD4+ κύτταρα και κυτταροτοξικά (CD8+, ΝΚ, LAK, 

TIL, EAMNC) κύτταρα την αύξηση στις καλλιέργειες (in vivo) των επιπέδων 

των προαναφερθέντων κυτταροκινών χωρίς βέβαια να αποκλείουμε την 

πιθανότητα και επιπροσθέτων μηχανισμών, όπως π.χ. αύξηση επιπέδων άλλων 

κυτταροκινών (π.χ. IL12) αύξηση μορίων σύνδεσης (π.χ. ICAMl, LFA1) κ.α.

Η επιμύκηνση της βιωσιμότητας (ή και της θεραπείας που παρατηρήθηκε σε 

ένα αρκετά σημαντικό ποσοστό) των DBA/2 μυών που δέχθηκαν αυτόλογα 

καρκινικά L1210 κύτταρα δια της έγχυσης ProTa στα προαναφερθέντα 

πρωτόκολλα, αποδείχθηκε να επιτυγχάνεται μέσω της: α) της ειδικής 

ενεργοποίησης των CD4+ ρυθμιστικών κυττάρων σε συνδυασμό με την 

ειδική (CD8+, CTL) και μη ειδική (ΝΚ, LAK) ενεργοποίηση κυτταροτοξικών 

κυττάρων β) με την αύξηση μορίων επιφάνειας στα αντίστοιχα κύτταρα και 

γ) με την αύξηση των επιπέδων κυτταροκινών. Αυτά τα αποτελέσματα σε 

συνδυασμό με την ενεργότητα της ProTa να αυξάνει την δια των TIL-, LAK- 

και EAMNC- επαγώμενη κυτταροτοξικότητα εναντίον αυτόλογων καρκινικών 

κυττάρων με την ταυτόχρονη παρουσία IL2 τοποθετούν τις θεμελιώδεις βάσεις 

για μελλοντική χρησιμοποίηση του πολυπεπτιδίου αυτού σε πρωτόκολλα 

ανοσοθεραπείας του καρκίνου.
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Στα πλαίσια της παρούσης διατριβής εξετάσθηκε ο ρόλος της προθυμοσίνης 

α (ProTa) σε υπολειτουργούντα συστήματα κυτταροτοξικότητας σε ασθενείς 

με καρκίνο. Επίσης αναλύθηκε ο μηχανισμός δράσης της ProTa σε Τ 

λεμφοκύτταρα που ρυθμίζουν την κυτταροξικότητα σε in vitro και in vivo 

μοντέλα όπου στα τελευταία δείχτηκε η αντικαρκινική της δράση. Στα 

συστήματα κυτταροτοξικότητας η ProTa έδειξε μια συνεργιστική δράση με 

την ιντερλευκίνη-2 (IL-2) και επέφερε μια στατιστικά σημαντική αύξηση της 

λύσης καρκινικών κυτταρικών σειρών. Αυτή η ενισχυτική δράση της ProTa 

δείχθηκε σε τρεις διαφορετικούς τύπους κυτταροτοξικών κυττάρων δηλ. των 

TIL (tumor infiltrating lymphocytes) που απομονώθηκαν από χειρουργημένα 

τεμάχια συμπαγών όγκων, LAK (lymphokine activated killers) που 

απομονώθηκαν από περιφερικό αίμα και των EAMNC (effusion associated 

mononuclear cells) που απομονώθηκαν από πλευριτικά και ασκιτικά υγρά. Το 

ανωτέρω υλικό (κύτταρα) συλλέχθηκε από μια πληθώρα ασθενών και από 

διαφορετικούς τύπους καρκίνων διαφορετικών σταδίων.

Σε όλες τις περιπτώσεις η ProTa έδειξε ενισχυτική δράση που κυμάνθηκε από 

13% εως 69.5% .

Εξετάσθηκαν διάφορες δόσεις ProTa και η μεγίστη δράση της παρατηρήθηκε 

σχεδόν πάντα σε μία ή δύο συγκεντρώσεις που διέφεραν από άτομο σε άτομο. 

Οι ιδανικές δόσεις ProTa κυμάνθηκαν από 31,25 ng/ml εως 250 ng/ml. Επίσης 

εκτός της συνεργιστικής δράσης της στην αύξηση της IL-2 επαγώμενης 

κυτταροτοξικότητας, η ProTa συνέτεινε στην αύξηση της δια των κυττάρων 

φυσικών φονέων (Natural Killer Cells, ΝΚ) αυτόματης λύσης καρκινικών 

κυττάρων, όπως επίσης και σε αυτήν που επάγεται σε μεικτές καλλιέργειες 

λεμφοκυττάρων που συντελείται από κυτταροτοξικά (CD8+) Τ λεμφοκύτταρα 

περιφερικού αίματος (cytotoxic Τ lymphocytes, CTL). Η ProTa επίσης δείχθηκε
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να ενισχύει την ενεργοποίηση και τον πολλαπλασιασμό των ρυθμιστικών 

CD4+ λεμφοκυττάρων σε in vitro πειραματικά μοντέλα παρουσία του 

τοξοειδούς του τετάνου (tetanus toxoid, ΤΤ). Ο μηχανισμός δράσης της ProTa 

σε αυτά τα συστήματα δείχθηκε να λειτουργεί μέσω της αύξησης της 

παραγωγής κυτταροκινών (IL-2, IL-Ιβ, TNFa). Τέλος η ενισχυτική δράση της 

ProTa στην κυτταροτοξικότητα δείχθηκε και σε in vivo πειραματικά μοντέλα 

όπου η ProTa ενίσχυσε την δια των CD8+ λεμφοκυττάρων εκδηλούμενη 

κυτταροτοξικότητα εναντίον αυτολόγων καρκινικών κυττάρων αυξάνοντας 

έτσι την επιβίωση των πειραματόζωων .

Η in vitro ενισχυτική δράση της ProTa σε συστήματα κυτταροτοξικότητας 

έναντι καρκινικών κυττάρων σε συνδυασμό με την in vivo αντικαρκινική της 

δράση, καθιστά το πολυπεπτίδιο αυτό υποψήφιο για κλινικές δοκιμές στην 

ανοσοθεραπεία του καρκίνου.

!

- 2 1 6 -

i



Summary

SUMMARY

In the framework of this thesis we have investigated the role of prothymosin 

a (ProTa) in the modulation of regulatory and cytotoxic lymphocyte activities in 

in vitro and in vivo models. The models assessing regulatory T lympocyte 

activities were i) CD4 cell mediated proliferation to tetanus toxoid (TT) (in vitro 

model) and ii) CD4 cell mediated responses to L1210 leukemic cells including 

proliferation and induction of L1210 cytotoxic activity (in vivo model).The effect 

of ProTa on cytotoxic responses was analysed utilising as effector cells 

lymphocytes from cancer patients which were isolated from surgically excised 

solid tumors (tumor infiltrating lymphocytes, TIL), from malignant pleural or 

peritoneal effusions (Effusion Associated Mononuclear Cells, EAMNC), or from 

peripheral blood (lymphokine activated killers, LAK).

In addition, ProTa was tested for each effect on the natural killer (NK) cell 

mediated cytotoxicity and on cell mediated lympholysis (CML) which represents 

the capacity of T lymphocytes to lyse major histocompatibility complex (MHC)- 

restricted tumor targets on secondary cultures. Finally ProTa was tested for in 

vivo anticancer activity in animals which where injected with syngeneic 

leukemic cells.

ProTa was found to potentiate the activation and proliferation of CD4+ cells 

to TT by inducing increased levels of IL-1 and IL-2 as well as TNFa in cultures. 

More importantly, ProTa was demonstrated to exert an overall enhancing effect 

on cytotoxic responses by inducing higher levels of IL-2 and decreasing the 

levels of prostaglandin E2 in cultures. Moreover ProTa has shown a synergistic 

effect with IL-2 in inducing cytotoxic activity in TIL, EAMNC and LAK. Finally 

ProTa exhibited anticancer capacity in vivo by prolonging the survival of 

experimental animals against the growth of syngeneic tumor cells.
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Summary

In conclusion, the data in the present thesis strongly emphasize the role of 

ProTa as an agent with tumoricidal activity and puts forward its use in clinical 

trials for cancer immunotherapy.

- t
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