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Πξόινγνο. 
 

Ζ παξνχζα εξεπλεηηθή εξγαζία εθπνλήζεθε ππφ ηελ επίβιεςε ηεο Ηαηξηθήο 

ρνιήο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Ησαλλίλσλ ζηηο εγθαηαζηάζεηο ηνπ E.KE.B.E. 

“Αιέμαλδξνο Φιέκηγθ” ζηελ Βάξε Αηηηθήο. Πξψηα απφ φια ζα ήζεια λα 

επραξηζηήζσ ζεξκά ηνλ επηβιέπνληα θαζεγεηή Γξ. Φψηζε γηα ηελ δπλαηφηεηα πνπ 

κνπ έδσζε λα εθπνλήζσ ηε δηδαθηνξηθή δηαηξηβή κνπ. Απηή ε εξγαζία δελ ζα ήηαλ 

δπλαηή ρσξίο ηελ θαζνδήγεζε ηνπ Γξ. Daniel Graf, Δξεπλεηή Γ´ ζην Ηλζηηηνχην 

Αλνζνινγίαο ηνπ Αι. Φιέκηγθ. Δπραξηζηψ ηνλ Γξ. Graf γηα ηελ επθαηξία θαη ηε 

γλψζε πνπ κνπ παξείρε ζηελ ελαζρφιεζε κνπ κε ηελ επηζηήκε ηεο αλνζνινγίαο 

θαζψο θαη γηα ην ρξφλν πνπ αθηέξσζε ψζηε λα μεπεξαζηνχλ φιεο νη πξνθιήζεηο πνπ 

παξνπζηάζηεθαλ ζε απηφ ην project. 

Δίκαη αξθεηά επγλψκσλ ζηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ ηνπ Γξ. Graf, Οπξαλία 

Παζζά, Καηεξίλα έγθιηα, Βαζηιηθή Ενχβεινπ, Ναπζηθά Φξίκα θαη Όιγα Γξάθνπ, 

πνπ γηα φια απηά ηα ρξφληα ππήξμαλ ζπλεξγάηεο θαη αξσγνί απηήο ηεο πξνζπάζεηαο. 

Θέισ λα επραξηζηήζσ ηδηαίηεξα ηελ Οπξαλία Παζζά θαη ηελ Καηεξίλα έγθιηα γηα 

ηελ ζπκκεηνρή θαη βνήζεηα ηνπο ζε θαζνξηζηηθά γηα ηελ εξγαζία πεηξάκαηα. Δίκαη 

επγλψκσλ γηα ηε βνήζεηα πνπ κνπ παξείραλ θαηά θαηξνχο κέιε θαη ζπλεξγάηεο ηνπ 

Ηλζηηηνχηνπ Αλνζνινγίαο ηνπ “Αι. Φιέκηγθ”. Δπραξηζηψ ζεξκά, ηελ Γεσξγία 

Οηθνλφκνπ θαη ηε Γξ. σηεξία Σδίκα γηα ηελ βνήζεηα ηνπο ζε δηάθνξεο ηερληθέο. 

Υσξίο ηελ ζπκβνιή ηνπ θίινπ θαη ζπλεξγάηε Γξ. Παλαγηψηε Βηθηνξάηνπ ηα 

πεηξάκαηα θπηηαξνθαιιηέξγεηαο ζα ήηαλ αδχλαην λα πξαγκαηνπνηεζνχλ, ηνλ 

επραξηζηψ απφ θαξδηάο. Δπηπιένλ ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ Αιεμία 

Γηαλλαθνπνχινπ θαη ηνλ πχξν Λάιν πνπ βνήζεζαλ ζε ηερληθφ επίπεδν ζηα πξψηα 

ζηάδηα ηεο εξγαζίαο. 

Δπραξηζηψ ηνπο εμσηεξηθνχο ζπλεξγάηεο, Δπηπρία Λέθθα, Ννζνθνκείν “O Άγηνο 

άββαο” θαη Rainhard Maier, Research Department, Kantonal Hospital, St. Gallen 

Διβεηία, γηα ηελ ηερληθή ππνζηήξημε ηνπο. 

Σέινο επραξηζηψ ηελ νηθνγέλεηα κνπ, ηνπ γνλείο κνπ Θαλάζε θαη Σζακπίθα, ηελ 

αδεξθή κνπ Μαξία γηα ηελ ζηήξημε ηνπο απφ ηελ αξρή έσο ην ηέινο απηήο ηεο 

πξνζπάζεηαο. 
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πληκήζεηο. 
 
 
ºC βαζκνί Κειζίνπ 

Act-R Activin receptor, ππνδνρέαο αθηηβίλεο 

AID activation-induced cytidine deaminase, δεακηλάζε ηεο θπηηδίλεο 

AΠΚ Αληηγνλνπαξνπζηαζηηθφ θχηηαξν 

BAC Bacterial artificial chromosome, βαθηεξηαθφ ηερλεηφ ρξσκφζσκα 

BCR B cell receptor, B θπηηαξηθφο ππνδνρέαο 

BK Βιαζηηθφ Κέληξν 

BLIMP1 
B lymphocyte induced maturation protein, επαγφκελε πξσηεΐλε 

σξίκαλζεο 1 ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ 

BMP-R BMP receptor, ππνδνρέαο BMP  

CD40L CD40 ligand, ζπλδέηεο ηνπ CD40 

CFA Complete Freud‟s adjuvant, πιήξεο εληζρπηηθφ ηνπ Freud 

cKO conditional knock-out, απαινηθή ππφ ζπλζήθε (ηζηνεηδηθή) 

DNP Di-hydroxy-3-nitrophenyl acetyl, δη-πδξφμπ-3-ληηξνθέλπι αθεηπιίνπ 

dNTP deoxy nucleotide, δεφμπ λνπθιενηίδην 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting, θπηηαξνκεηξία ξνήο 

FO Follicular, ζπιηαθφ 

FOB Follicular B cell, Θπιαθηψδε Β θχηηαξν 

GDF Growth differentiation factor, αλαπηπμηαθφο απμεηηθφο παξάγνληαο 

GM-CSF Granulocyte macrophage colony stimulating factor, Παξάγνληαο 

δηέγεξζεο απνηθηψλ θνθθηνθπηηάξσλ-καθξνθάγσλ 

Id Inhibitor of differentiation, αλαζηνιέαο ηεο δηαθνξνπνίεζεο 

Ig immunoglobulin, αλνζνζθαηξίλε 

IL  intereleukin, ηληεξιεπθίλε 

IRF4 Interferon regulatory factor 4, ξπζκηζηηθφο παξάγνληαο ηεο 

ηληεξθεξφλεο 4 

kDa kilo Dalton 

KO knock-out 

LPS Lipopolysaccharide, ιηπνπνιπζαθθραξίηεο 

MITF 
Micropthalmia Induced Transcription factor, Δπαγφκελνο παξάγνληαο 

ηεο κηθξνθζαικίαο 

min. Λεπηά 

PALS Periarterial lymphoid sheath, πεξηαξηεξηνιηθφ ιεκθηθφ έιπηξν 

PCR polymerase chain reaction, αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο 

pMHC pre-Major Histocompatibility complex, πξν-ζχκπινθν κείδνλνο 

ηζηνζπκβαηφηεηαο 

PMT  Photomultiplier, πνιιαπιαζηαζηήο θσηφο 

rpm revolutions per minute, ζηξνθέο αλά ιεπηφ 

TCR T cell receptor, T θπηηαξηθφο ππνδνρέαο 

TGF-β transforming growth factor β, κεηακνξθσηηθφο απμεηηθφο παξάγνληαο β 

TLR Toll-like receptor, ππνδνρέαο πνπ νκνηάδεη κε ηνλ Toll 

TNF tumor necrosis factor, παξάγνληαο λέθξσζεο ησλ φγθσλ 

TWSG1 Twisted Gastrulation 

wt Wild type, θπζηθφο ηχπνο/θπζηνινγηθφο 

ΒΜΡ Bone Morphogenetic Protein, Οζηηθή κνξθνγελεηηθή πξσηεΐλε 

ΓΚ Γελδξηηηθφ Κχηηαξν 
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ΘΓΚ Θπιαθηψδε Γελδξηηηθφ Κχηηαξν 

Μ-CSF 
Macrophage colony stimulating factor,  

Παξάγνληαο δηέγεξζεο απνηθηψλ καθξνθάγσλ 

ΜΕ Marginal zone, νξηαθή δψλε 

ΤΜ ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε 

ΣD Thymus dependent, ζπκνεμαξηψκελε 

ΣΗ-1 Thymus independent type 1, ζπκναλεμάξηεηε ηχπνπ 1 

ΣΗ-2 Thymus independent type 2, ζπκναλεμάξηεηε ηχπνπ 2 
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Δηζαγσγή. 
 

 

1.1 Σο ανοζοποιηηικό ζύζηημα 
 

Σν αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα ζηα ζπνλδπισηά είλαη έλα αξθεηά εμειηγκέλν 

ζχζηεκα ην νπνίν πξνζηαηεχεη ηνλ νξγαληζκφ απφ εμσγελή παζνγφλα φπσο 

βαθηήξηα, κχθεηεο θαη ηνχο, θαζψο θαη νηδήκαηα πνπ πξνέξρνληαη απφ ηνλ ίδην ηνλ 

νξγαληζκφ. Σν θχξην ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο είλαη ε 

δπλαηφηεηα  ηνπ λα δηαθξίλεη ινηκνμηνγφλνπο παξάγνληεο (εμσγελείο θαη ελδνγελείο) 

θαη λα ελεξγνπνηεί κεραληζκνχο γηα ηελ εμνιφζξεπζή ηνπο. Απηνί νη κεραληζκνί πνπ 

ζπκπεξηιακβάλνπλ ηελ παξαγσγή αληηζσκάησλ θαη ιεθηηλψλ, κπνξνχλ λα 

νςσλνπνηήζνπλ γηα εμνιφζξεπζε ηνπο παζνγφλνπο παξάγνληεο. Δλεξγνπνηψληαο 

παξάιιεια ην ζχζηεκα ζπκπιεξψκαηνο επηηξέπνπλ ηελ θαγνθπηηάξσζε ησλ 

παζνγφλσλ νξγαληζκψλ απφ θνθθηνθχηηαξα θαη καθξνθάγα. Δπηπξφζζεηα,  ηα 

θχηηαξα, πνχ έρνπλ πξνζβιεζεί ή κεηαιιαρζεί απφ ηνχο, κπνξνχλ λα ζθνησζνχλ απφ 

ηα θπηηαξνηνμηθά ιεκθνθχηηαξα. 

Οη αλνζνινγηθέο απνθξίζεηο κπνξνχλ λα ρσξηζηνχλ θπξίσο ζηελ έκθπηε θαη ζηελ 

επίθηεηε αλνζία. Οη δπν ηνπο δηαθέξνπλ θπξίσο ζηνλ ηξφπν θαη ηα θχηηαξα πνπ 

ρξεζηκνπνηνχλ, γηα λα αληρλεχζνπλ αληηγφλα. Ζ έκθπηε αλνζία βαζίδεηαη θπξίσο 

ζηελ αλαγλψξηζε αθνινπζηψλ καθξνκνξίσλ, πνπ ππάξρνπλ ζηηο επηθάλεηεο 

βαθηεξίσλ θαη ηψλ. Ζ αλαγλψξηζε απηή γίλεηαη κέζσ ππνδνρέσλ πνπ ππάξρνπλ ζηα 

δηάθνξα θαγνθχηηαξα. Μηα νκάδα ηέηνησλ ππνδνρέσλ, πνπ έρεη ραξαθηεξηζηεί 

εθηελψο, είλαη ε Toll-like (TLR). Απηνί νη ππνδνρείο αλαγλσξίδνπλ κηα επξεία γθάκα 

ζπλδεηψλ, φπσο ιηπνπνιπζαθραξίηεο (LPS), θιαγειίλε, dsRNA, CpG, DNA θαη 

άιινπο (Akira and Takeda, 2004). Σν πιενλέθηεκα ηεο έκθπηεο αλνζίαο είλαη φηη ζε 

θάζε δεδνκέλε ζηηγκή, θχηηαξα φπσο ηα καθξνθάγα, ηα δελδξηηηθά, ηα νπδεηεξφθηια 

θαη άιια κπνξνχλ άκεζα λα αλαγλσξίζνπλ ηελ εηζβνιή παζνγφλσλ νξγαληζκψλ θαη 

λα ηνπο εμαιείςνπλ. Σν κεηνλέθηεκα φκσο είλαη φηη πνιιά απφ απηά ηα παζνγφλα 

εμειίζζνληαη, έηζη ψζηε λα παξαθάκπηνπλ ηελ αλαγλψξηζε ηνπο απφ ηνπο ππνδνρείο 

ηεο έκθπηεο αλνζίαο, είηε απνθξχπηνληαο ηνπο κνξηαθνχο δείθηεο ή ζπλδέηεο, είηε 

ραιαξψλνληαο ηελ πξνζθφιιεζε ηνπο.  

Ζ επίθηεηε αλνζία, πνπ ρξεζηκνπνηεί ηα ιεκθνθχηηαξα γηα ηελ δξάζε ηεο, 

πξνζαξκφδεη κηα δηαθνξεηηθή ζηξαηεγηθή γηα ηελ αλαγλψξηζε αληηγφλσλ. ε 

αληίζεζε κε ηνπο ππνδνρείο ηεο έκθπηεο αλνζίαο πνπ απνθσδηθνπνηνχληαη απφ 
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θπζηθά ιεηηνπξγηθά γνλίδηα, ηα γνλίδηα ησλ ππνδνρέσλ ηεο επίθηεηεο αλνζίαο 

απνηεινχληαη απφ έλα κεγάιν ζπλδπαζκφ γνληδηαθψλ ηκεκάησλ πνπ 

αλαζπλδπάδνληαη θαη ζπλδένληαη δεκηνπξγψληαο έλα ιεηηνπξγηθφ ππνδνρέα 

(Tonegawa, 1983). Απηφο ν αλαζπλδπαζκφο επηηξέπεη ηελ δεκηνπξγία κίαο 

πνηθηινκνξθίαο ππνδνρέσλ πνπ δπλεηηθά κπνξνχλ λα αλαγλσξίζνπλ έλαλ ηεξάζηην 

αξηζκφ δνκψλ ρξεζηκνπνηψληαο κηθξφ αξηζκφ γνληδίσλ. Όηαλ απηή ε ηεξάζηηα 

πνηθηιία ππνδνρέσλ δεκηνπξγείηαη, πξέπεη θαη λα ειέγρεηαη γηα ηελ εηδηθφηεηα ηεο. Ο 

θχξηνο θαλφλαο ζηελ έθθξαζε αληηγνληθψλ ππνδνρέσλ ζηελ επηθάλεηα ησλ πξψηκσλ 

αλαπηπζζφκελσλ ιεκθνθπηηάξσλ είλαη ε αλάπηπμε ηεο ηδηφηεηαο ηεο απηναλνρήο, 

θάηη πνπ είλαη απαξαίηεην γηα ηελ αλαγλψξηζε δνκψλ, πνπ πξνέξρνληαη απφ ηνλ ίδην 

ηνλ νξγαληζκφ (Goodnow et al., 1988; Hartley et al., 1991; Kisielow et al., 1988). 

Απνηέιεζκα απηνχ είλαη ε απνκάθξπλζε πηζαλψλ απηνδξαζηηθψλ θπηηάξσλ. Ζ 

δηαδηθαζία ηεο αλνρήο ζε δνκέο ηνπ “εαπηνχ” δηαδξακαηίδεηαη ζηνλ κπειφ ησλ νζηψλ 

γηα ηα Β θχηηαξα θαη ζην ζχκν αδέλα γηα ηα Σ θχηηαξα. 

Ζ θπζηθή θαη ε επίθηεηε αλνζία ζπλεξγάδνληαη θαηά ηε δηάξθεηα κίαο 

αλνζνινγηθήο απφθξηζεο. ηελ πεξίπησζε βαθηεξηαθήο κφιπλζεο, ηα πεξηζζφηεξα 

βαθηήξηα αλαγλσξίδνληαη απφ ηα καθξνθάγα θαη ηα θνθθηνθχηηαξα θαη 

εμνινζξεχνληαη. Κάπνηα βαθηήξηα ή βαθηεξηαθά αληηγφλα κπνξνχλ λα πξνζιεθζνχλ 

απφ ηα δελδξηηηθά θχηηαξα, ηα νπνία ελεξγνπνηνχληαη θαη κεηαλαζηεχνπλ ζηνπο 

ιεκθαδέλεο ζηελ πεξηνρή ηεο κφιπλζεο, παξνπζηάδνληαο ην αληηγφλν ζηα Σ θχηηαξα. 

Όηαλ ην Σ θχηηαξν αλαγλσξίζεη ην αληηγφλν, ελεξγνπνηείηαη θαη πνιιαπιαζηάδεηαη. 

Σα ελεξγνπνηεκέλα Σ θχηηαξα εθθξίλνπλ θπηηαξνθίλεο πνπ πξνζειθχνπλ θαη 

ελεξγνπνηνχλ ηα καθξνθάγα, κε απνηέιεζκα ηελ θαγνθπηηάξσζε ηνπ παζνγφλνπ. 

Δλαιιαθηηθά, έλα ελεξγνπνηεκέλν Σ θχηηαξν κπνξεί λα βνεζήζεη έλα Β θχηηαξν, 

πνπ είλαη πξν-ελεξγνπνηεκέλν, δηακέζνπ ηνπ Β θπηηαξηθνχ ππνδνρέα ηνπ (BCR). 

Απηή ε βνήζεηα απφ ηα Σ θχηηαξα έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ πιήξε ελεξγνπνίεζε ηνπ 

Β θπηηάξνπ, πνπ νδεγεί ζηελ δηαθνξνπνίεζε ηνπ θαη ζε πιαζκαηνθχηηαξν θαη θαηά 

ζπλέπεηα ζηελ έθθξηζε αληηζσκάησλ. 
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1.2 Β κύηηαρα 
 

1.2.1 Β θπηηαξηθή αλάπηπμε 
 

Ζ Β θπηηαξηθή αλάπηπμε αξρίδεη ζην εκβξπτθφ ήπαξ∙ ζηα ελήιηθα πνληίθηα φκσο 

ηα πεξηζζφηεξα Β πξνγνληθά πνπ εμειίζζνληαη ζε Β θχηηαξα πεξηέρνληαη ζην κπειφ 

ησλ νζηψλ. ηφρνο ηεο πξψηκεο Β θπηηαξηθήο αλάπηπμεο είλαη ε σξίκαλζε ησλ Β 

θπηηάξσλ ζηνλ κπειφ ησλ νζηψλ θαη ε εμαγσγή ηνπο ζηνπο ιεκθηθνχο ηζηνχο, φπνπ 

κπνξνχλ λα ελεξγνπνηεζνχλ θαη λα αληηκεησπίζνπλ μέλα αληηγφλα. Ζ δηαδηθαζία 

απηήο ηεο δηαθνξνπνίεζεο νδεγεί αξρηθά, κέζα απφ δηάθνξα ζηάδηα, έλα 

αηκνπνηεηηθφ αξρέγνλν θχηηαξν ζε έλα αλψξηκν Β θχηηαξν. ε φια ηα ζηάδηα ηεο Β 

θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο εθθξάδεηαη ν επηθαλεηαθφο δείθηεο Β220 (κία ηζνκνξθή 

ηνπ CD45, ππνδνρέα ηεο θσζθαηάζεο ηπξνζίλεο), πνπ σο επί ην πιείζηνλ 

ραξαθηεξίδεη θπξίσο (θαη φρη απνθιεηζηηθά) ηε γελεαινγία ησλ Β θπηηάξσλ (Hardy et 

al., 1991). Δπίζεο εθθξάδνληαη θαη ηα γνλίδηα rag-1, rag-2, θαζψο θαη ην έλδπκν 

ηειηθή δεoμπλνπθιενηηδπιηθή ηξαλζθεξάζε (terminal deoxynucleotidyl transferase-

TdT), ηα νπνία είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ αλαδηάηαμε ησλ αιπζίδσλ ηεο 

αλνζνζθαηξίλεο. Καηά ηε δηαθνξνπνίεζε, ηα πξψηκα πξν πξν-Β θχηηαξα ζπλζέηνπλ 

ηε D-J βαξηάο αιπζίδαο ηεο αλνζνζθαηξίλεο (IgΖ). Καηά ηα ηέιε ηνπ πξψηκνπ πξν 

πξν-Β ζηαδίνπ ε δηαθνξνπνίεζε έρεη πξνρσξήζεη ζηε V-DJ ζπλέλσζε ηεο βαξηάο 

αιπζίδαο θαη γίλεηαη CD19
+
. Παξάιιεια, εθθξάδεηαη θαη  ν επηθαλεηαθφο δείθηεο c-

kit. Ζ κε επηηπρήο αλαδηάηαμε ηεο αιπζίδαο ηεο Ig νδεγεί ζηελ απψιεηα ηνπ 

θπηηάξνπ. ηελ πεξίπησζε επηηπρνχο αλαδηάηαμεο θαη ζχλδεζεο, ε κ αιπζίδα 

εθθξάδεηαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ θπηηάξνπ καδί κε ηηο ππνθαηάζηαηεο ειαθξηέο 

αιπζίδεο V πξνΒ θαη ι5 θαη ηηο ζηαζεξέο αιπζίδεο Igα, Igβ, ζρεκαηίδνληαο έλα 

ζχκπιεγκα πξν-BCR (Bartholdy and Matthias, 2004).  

Ζ έθθξαζε ηνπ πξν-BCR ζπκπιέγκαηνο είλαη έλα θξίζηκν ζεκείν ζηελ 

πξσηνγελή Β θπηηαξηθή αλάπηπμε (Kitamura et al., 1992). Ο πξν-BCR ζεκαηνδνηεί 

ηελ αλαζηνιή ηεο έθθξαζεο ησλ rag1/2 γηα λα δηαζθαιίζεη ηε κε πεξαηηέξσ 

αλαδηάηαμε ηεο IgH. Δπίζεο επάγεη έλα θχκα ζπλερνχο θπηηαξηθνχ 

πνιιαπιαζηαζκνχ (Benschop and Cambier, 1999). Σα θχηηαξα ζε απηφ ην ζηάδην 

νλνκάδνληαη κεγάια πξν-Β θχηηαξα. ηε ζπλέρεηα κεηά-κηηνηηθά κηθξά πξν-Β 

θχηηαξα επαλεθθξάδνπλ rag1/2 θαη αξρίδνπλ λα αλαδηαηάζζνπλ ηηο ειαθξηέο 

αιπζίδεο (IgL) θ θαη ι. Δπηηπρήο αλαδηάηαμε ηνπ IgL ηφπνπ έρεη σο απνηέιεζκα ηελ 
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έθθξαζε ελφο πιήξνπο BCR πνπ απνηειείηαη απφ δηακεκβξαληθή [surface] IgM 

(sIgM) θαη Igα/Igβ. Πεξαηηέξσ αλαδηάηαμε αλαζηέιιεηαη θαη ηα θχηηαξα κπαίλνπλ 

ζην ζηάδην ηνπ αλψξηκνπ Β θπηηάξνπ. ε απηφ ην ζηάδην ειέγρεηαη ε 

απηνδξαζηηθφηεηα ηνπ BCR, δειαδή ε αλνρή ηνπ BCR ζε απηναληηγφλα. Απηή ε 

δηαδηθαζία είλαη ηδηαίηεξα ζεκαληηθή θαζψο απνηξέπεη ηελ δεκηνπξγία Β θπηηάξσλ 

πνπ κπνξεί λα επηηεζνχλ ζε αληηγφλα ηνπ ίδηνπ ηνπ νξγαληζκνχ. Κχηηαξα πνπ 

εθθξάδνπλ απηνδξαζηηθφ BCR, αξρίδνπλ δεπηεξνγελείο αλαδηαηάμεηο ηνπ IgL ηφπνπ 

ζε κία πξνζπάζεηα λα αιιάμνπλ ηελ εηδηθφηεηα ηνπ BCR απφ ηελ απηνδξαζηηθφηεηα. 

Δηδάιισο, ηα απηνδξαζηηθά αλψξηκα Β θχηηαξα πεζαίλνπλ απφ απφπησζε ή 

αδξαλνπνηνχληαη (Sandel and Monroe, 1999; Tiegs et al., 1993). Μφλν ηα αλψξηκα Β 

θχηηαξα πνπ δελ δεζκεχνπλ απηναληηγφλα κπνξνχλ λα δηαθνξνπνηεζνχλ ζε ψξηκα Β 

θχηηαξα (Nemazee and Buerki, 1989; Nemazee and Burki, 1989). Ζ κείσζε δπλεηηθά 

απηνδξαζηηθψλ αλψξηκσλ Β θπηηάξσλ ζπκβαίλεη πξηλ ηα θχηηαξα δηαθνξνπνηεζνχλ 

ζε ψξηκα Β θχηηαξα κε ηελ αλάπηπμε θαη ηεο IgD (sIgD). Ο θαηλνηππηθφο 

ραξαθηεξηζκφο ησλ δηαθφξσλ ζηαδίσλ ηεο πξψηκεο αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ Β 

ζπλνςίδεηαη ζηελ Δηθφλα. 1.1.  

 

 
 

Δηθόλα 1.1   ηάδηα ηεο πξσηνγελνύο Β θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο ζηνλ κπειό ησλ 

νζηώλ (Απφ Bartholdy and Matthias, 2004)                      

 

Ζ δεπηεξνγελήο Β θπηηαξηθή αλάπηπμε πξαγκαηνπνηείηαη ζηα πεξηθεξηθά ιεκθηθά 

φξγαλα θαη θπξίσο ζηνλ ζπιήλα (Δηθφλα 1.2) θαη ζηνπο ιεκθαδέλεο. Σα Β θχηηαξα, 

πνπ εμάγνληαη απφ ηνλ κπειφ ησλ νζηψλ, δελ είλαη αθφκα πιήξσο ψξηκα θαη 

δηακέζνπ ηνπ αίκαηνο εηζέξρνληαη ζηνλ ζπιήλα, εμσηεξηθά ησλ ιεκθηθψλ ζπιαθίσλ  
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Δηθόλα 1.2 ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ησλ δνκώλ ηνπ ζπιήλα (Απφ Mebius and Kraal, 

2005)   

 

(ιεκθνδίδηα). Απηά ηα αλψξηκα θχηηαξα νλνκάδνληαη κεηαβαηηθά Β θχηηαξα (Σ1) θαη 

αλαγλσξίδνληαη απφ ηνπο δείθηεο (CD21
-
CD23

-
IgM

high
IgD

+/-
) (Loder et al., 1999). 

ην επφκελν κεηαβαηηθφ ζηάδην (Σ2) ηα Β θχηηαξα εηζέξρνληαη ζηα ιεκθνδίδηα 

εθθξάδνληαο CD21, CD23, IgD θαη ζπλερίδνπλ παξάιιεια λα είλαη IgM
high

. Σν θνηλφ 

ραξαθηεξηζηηθφ ησλ Σ1 θαη Σ2 θπηηάξσλ είλαη φηη ε δηαζχλδεζε ηνπ BCR δελ νδεγεί 

ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ηνπο αιιά ζε απφπησζε ή αλελεξγία (Carsetti et al., 1995). 

Σέινο, ηα κεηαβαηηθά Σ2 θχηηαξα δηαθνξνπνηνχληαη ζε δχν είδε Β θπηηάξσλ 

(απαξηίδνληαο ηα γλσζηά ζε φινπο Β θχηηαξα ή Β2 θχηηαξα), ηα ζπιηαθά Β θχηηαξα 

(Follicular B cells [FOB]) (CD21
int

CD23
+
IgM

low
IgD

high
) θαη ηα Β θχηηαξα ηεο 

νξηαθήο δψλεο (Marginal Zone B cells [ΜΕΒ]) (CD21
high

CD23
-
IgM

high
IgD

low
) (Pillai 

et al., 2005). Οη θαηλφηππνη θαη ε ηνπνινγία ηνπο ζην ζπιήλα παξαηίζεληαη ζηνλ 

Πίλαθα 1.1.  

Σα FOB απνηεινχλ ηελ θχξηα νκάδα ησλ ψξηκσλ Β θπηηάξσλ. Κπθινθνξνχλ 

ζπλερψο αλάκεζα ζην αίκα θαη ηα πεξηθεξηθά ιεκθηθά φξγαλα θαη παίξλνπλ κέξνο 

ζηηο πεξηζζφηεξεο Β θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο, φπσο ζηηο ζπκνεμαξηψκελεο (TD) θαη 

ζπκναλεμάξηεηεο (TI) απνθξίζεηο. 

Πίλαθαο 1.1 

Γείθηεο επηθάλεηαο θαη ηνπνζεζία δηαθόξσλ Β θπηηαξηθώλ ππό-νκάδσλ 

 T1 T2 FOP MZB 

sIgM + + + + + + + + + + 

sIgD - + + + + + + - 

CD21 - + + + - + + + 

CD23 - + + + + + - 

Σνπνζεζία Δξπζξφο πνιθφο Λεκθνδίδην Λεκθνδίδην Οξηαθή δψλε 
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1.2.2 Β θύηηαξα ηεο νξηαθήο δώλεο (ΜΕΒ) θαη Β1 θύηηαξα 
 

Σα ΜΕΒ ζα κπνξνχζαλ λα είλαη κέξνο ηεο θπζηθήο αλνζίαο, θαζψο κπνξνχλ λα 

ελεξγνπνηεζνχλ θαη λα δηαθνξνπνηεζνχλ ζε πιαζκαηνθχηηαξα, ρσξίο ηελ ζχλδεζε 

ελεξγνπνίεζεο ηνπ BCR ή ηελ απαξαίηεηε βνήζεηα ησλ Σ θχηηαξσλ (Oliver et al., 

1999). Δπίζεο, ηα ΜΕΒ δηαζέηνπλ κεραληζκνχο έηζη ψζηε λα σξηκάδνπλ πνιχ 

γξήγνξα ζε πιαζκαβιάζηεο εθθξίλνληαο IgM (Martin et al., 2001; Pillai et al., 2005). 

Δπίζεο, ιφγσ ηεο αλαηνκηθήο ηνπο ζέζεο ζην ζπιήλα, βνεζνχλ ζηελ κεηαθνξά 

αληηγφλνπ ζε αλνζνζπκπιέγκαηα κέζα ζηα ζπιάθηα θαη θαηά θάπνην ηξφπν 

ζπκβάιινπλ ζηηο TD απνθξίζεηο (Allman and Pillai, 2008). Έλα πιενλέθηεκα πνπ 

έρνπλ, ζε ζρέζε κε ηα FOB, είλαη φηη εθθξάδνπλ πεξηζζφηεξε MHC-II, CD80 θαη 

CD86, γεγνλφο πνπ ηα θαζηζηά θαιχηεξνπο αληηγνλνπαξνπζηαζηέο ζηα Σ θχηηαξα 

(Song and Cerny, 2003).   

Σα Β1 θχηηαξα είλαη κία εηδηθή ππφ-νκάδα ησλ Β θπηηάξσλ. Βξίζθνληαη θπξίσο 

ζηελ πεξηηνλατθή θνηιφηεηα, παξάιιεια φκσο βξίζθνληαη θαη ζε κηθξνχο αξηζκνχο 

ζην ζπιήλα. Φαηλνηππηθά κπνξνχλ λα αλαγλσξηζηνχλ απφ ζηελ έθθξαζε ησλ 

δεηθηψλ Β220
low

IgM
high

IgD
low

CD23
-
CD43

+
. Σα Β1 θχηηαξα κπνξνχλ πεξαηηέξσ λα 

δηαρσξηζηνχλ ζε Β1a θαη Β1b θχηηαξα αλαθνξηθά κε ηελ έθθξαζε ηνπ CD5, ελφο 

δείθηε πνπ εθθξάδεηαη κφλν ζηα Β1a θχηηαξα (Berland and Wortis, 2002; Hayakawa 

et al., 1983). πλήζσο, ε αλαθνξά ζηα Β1 θχηηαξα ππνλνεί ηα B1a θχηηαξα. 

Λεηηνπξγηθά, ηα Β1 θχηηαξα απνηεινχλ κία γέθπξα αλάκεζα ζηε θπζηθή θαη ηελ 

επίθηεηε αλνζία, θαζψο ζεσξείηαη φηη είλαη ε θχξηα πεγή θπζηθήο IgM, πνπ ηελ 

παξάγνπλ ρσξίο θακία δέζκεπζε αληηγφλνπ (Berland and Wortis, 2002). Παξάιιεια 

ζπκβάιινπλ ζηελ παξαγσγή IgA αληηζσκάησλ ζην έληεξν (Kroese et al., 1993). Σα 

Β1 θχηηαξα καδί κε ηα ΜΕΒ είλαη νη θχξηνη εθθξαζηέο ησλ ζπκναλεμάξηεησλ 

απνθξίζεσλ, φπσο αλαθέξεηαη ιεπηνκεξψο ζηελ ελφηεηα 1.2.4 

 

 

1.2.3 Σα Β θύηηαξα ζηηο ζπκνεμαξηώκελεο απνθξίζεηο 
 

Οη ζπκνεμαξηψκελεο απνθξίζεηο (Thymus Dependent, TD) απνηεινχλ έλαλ απφ 

ηνπο ππιψλεο ηεο επίθηεηεο αλνζίαο, θαζψο Β θχηηαξα παξάγνπλ αληηζψκαηα 

πςειήο ζπγγέλεηαο θαηά ησλ παζνγφλσλ. Δπίζεο ηα ελεξγνπνηεκέλα Β θχηηαξα 

κπνξνχλ λα δηαθνξνπνηεζνχλ εθηφο απφ  πιαζκαηνθχηηαξα θαη ζε Β θχηηαξα 

κλήκεο. ηηο ζπκνεμαξηψκελεο απνθξίζεηο ε παξαγσγή αληηζσκάησλ εμαξηάηαη απφ 



    

 

- 16 - 

ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ απφ ηα CD4
+
 T βνεζεηηθά θχηηαξα (Th), ηα νπνία 

αληηδξνχλ ζην ίδην ην αληηγφλν. Σα αληηγφλα απηά είλαη θπξίσο πξσηετληθά 

πξνεξρφκελα απφ ηνχο ή άιια ελδνθπηηάξηα παζνγφλα. Ο επίηνπνο, πνπ 

αλαγλσξίδεηαη απφ ην άκεζν βνεζεηηθφ Σ θχηηαξν, πξέπεη λα ζπλδέεηαη κε απηφ πνπ 

αλαγλσξίδεηαη απφ ην Β θχηηαξν. Σα άκεζα βνεζεηηθά Σ θχηηαξα ελεξγνπνηνχλ ηα Β 

θχηηαξα, φηαλ αλαγλσξίδνπλ ην θαηάιιειν ζχκπιεγκα πεπηίδην MHC-II ζηελ 

επηθάλεηα ησλ Β θπηηάξσλ. Σν πην ζεκαληηθφ κφξην ζηηο πξψηκεο θάζεηο ηεο 

απνθξίζεσο ησλ Β θχηηαξσλ είλαη ν CD40 ζπλδέηεο (CD40L), επεηδή δεζκεχεη ζηελ 

επηθάλεηα ηνπ Β θπηηάξνπ ην CD40, πνπ βξίζθεηαη ζηελ επηθάλεηα ηνπ Σ βνεζεηηθνχ 

θπηηάξνπ. Σν απνηέιεζκα απηήο ηεο ζχλδεζεο νδεγεί ηα ήξεκα Β θχηηαξα ζηνλ 

θπηηαξηθφ θχθιν (Noelle et al., 1992). Καζψο ηα Β θχηηαξα αξρίδνπλ λα 

πνιιαπιαζηάδνληαη, δεκηνπξγνχληαη δηάθνξεο εζηίεο κέζα ζηα ζπιάθηα ησλ 

πεξηθεξηθψλ ιεκθηθψλ νξγάλσλ, πνπ νλνκάδνληαη βιαζηηθά θέληξα. 

 

1.2.3.1 Βιαζηηθά Κέληξα 

Σα βιαζηηθά θέληξα (ΒΚ) είλαη νη πεξηνρέο φπνπ ππάξρεη έληνλνο Β θπηηαξηθφο 

πνιιαπιαζηαζκφο, ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε, ελαιιαγή ηζνηχπσλ, σξίκαλζε 

ζπγγέλεηαο, απφπησζε, δηαθνξνπνίεζε πιαζκαηνθπηηάξσλ θαη παξαγσγή Β 

θπηηάξσλ κλήκεο. ηε δεκηνπξγία ησλ ΒΚ, ηα ελεξγνπνηεκέλα ζπιαθηψδε βνεζεηηθά 

Σ θχηηαξα (ΣFH) καδί κε ηε βνήζεηα ησλ ζπιαθησδψλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ (ΘΓΚ), 

παξέρνπλ φια ηα απαξαίηεηα ζήκαηα πνιιαπιαζηαζκνχ θαη επηβίσζεο γηα ηα 

ελεξγνπνηεκέλα Β θχηηαξα, έηζη ψζηε λα ζρεκαηίζνπλ θαη λα δηαηεξήζνπλ ΒΚ. 

Καζψο ε ζπκνεμαξηψκελε απφθξηζε αλαπηχζζεηαη, ηα ΣFH θαη ηα ΘΓΚ ζπλερίδνπλ 

λα παξέρνπλ ζήκαηα, ψζηε λα αθνινπζήζνπλ φιεο νη πξναλαθεξζείζεο ιεηηνπξγίεο 

(Cozine et al., 2005). Αλαηνκηθά, ηα ΒΚ εκπεξηέρνπλ δηαθνξεηηθέο πεξηνρέο, ζε 

θαζεκηά απφ ηηο νπνίεο δηαδξακαηίδνληαη δηάθνξεο ιεηηνπξγίεο (Δηθφλα 1.3). Σα 

ηαρέσο πνιιαπιαζηαδφκελα Β θχηηαξα (θεληξνβιάζηεο) είλαη ζπγθεληξσκέλα ζηελ 

ιεγφκελε “ζθνηεηλή δψλε”. Καζψο απηά ηα θχηηαξα σξηκάδνπλ, ζηακαηνχλ λα 

δηαηξνχληαη θαη γίλνληαη κηθξά θεληξνθχηηαξα, κεηαθηλνχκελα ζηελ πεξηνρή πινχζηα 

ζε ΘΓΚ,  κηα πεξηνρή πνπ νλνκάδεηαη “θσηεηλή δψλε”. Παξφηη ηα ΘΓΚ βξίζθνληαη 

ζηε θσηεηλή δψλε δελ θαζνξίδνπλ απφιπηα ηε ζέζε αλάκεζα ζηνπο θεληξνβιάζηεο 

θαη ζηα θεληξνθχηηαξα. Ζ νξγάλσζε ηνπ ΒΚ ξπζκίδεηαη απφ ηηο ρεκεηνθίλεο 

CXCL12 θαη ηνπ ππνδνρέα ηνπ CXCR4 θαη CXCL13 θαη ηνπ ππνδνρέα ηνπ CXCR5. 

Πην ζπγθεθξηκέλα, θεληξνβιάζηεο (BrdU
+
) εθθξάδνπλ πςειά επίπεδα CXCR4, ην 
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νπνίν ζπκβαδίδεη κε ηηο πςειέο ζπγθεληξψζεηο CXCL13 πνπ βξίζθνληαη ζηε 

ζθνηεηλή δψλε (Allen et al., 2004). Αλαινγηθά, επαθέο αλάκεζα ζε CXCL13 θαη  

CXCR5 νδεγνχλ ηα θεληξνθχηηαξα ζηε θσηεηλή δψλε (Cyster et al., 2002). Όηαλ νη 

δπν απηέο δψλεο έρνπλ δηακνξθσζεί, ηφηε αλαπηχζζνληαη δηάθνξνη κνξηαθνί 

κεραληζκνί ζην κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ ΒΚ πνπ νδεγνχλ ζηελ αιιαγή ηζνηχπνπ, 

ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε, σξίκαλζε ηεο ζπγγέλεηαο θαη απφπησζε (Δηθφλα 

1.3). 

Ζ θσηεηλή δψλε ηνπ ΒΚ είλαη ε πεξηνρή φπνπ αλαπηχζζνληαη νη ηξεηο θχξηεο Β 

θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο: ε δηαινγή ησλ Β θπηηάξσλ πνπ παξάγνπλ αληηζψκαηα 

πςειήο ζπγγέλεηαο, ε ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε θαη ε αξρηθή δηαθνξνπνίεζε 

ησλ θεληξνθπηηάξσλ ζε πιαζκαηνθχηηαξα ή θχηηαξα κλήκεο. ε ζχγθξηζε κε ηνπο 

θεληξνβιάζηεο, ηα θεληξνθχηηαξα είλαη έλαο εηεξνγελήο πιεζπζκφο, πηζαλφηαηα 

ζχκθσλα κε ην γεγνλφο φηη κπνξνχλ λα επηιέμνπλ δηάθνξα κνλνπάηηα εμέιημεο, φπσο 

δηαθνξνπνίεζε μαλά πίζσ ζε θεληξνβιάζηεο θαη κεηά-ΒΚ θπηηαξηθή εμέιημε –  

 

Δηθόλα 1.3 Σν κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ βιαζηηθνχ θέληξνπ (Απφ Klein and Dalla-Favera, 

2008) 

 

 

δειαδή Β θχηηαξα κλήκεο ή πιαζκαηνθχηηαξα. ηηο ζπκνεμαξηψκελεο απνθξίζεηο ε 

ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε ζην επίπεδν ηνπ IgH γνληδίνπ αλαδεηθλχεη ηζρπξνχο 

κεραληζκνχο εληφο ηνπ ΒΚ πνπ δηακνξθψλνπλ ηε δεκηνπξγία αληηζσκάησλ πςειήο 

ζπγγέλεηαο (Blink et al., 2005; Shih et al., 2002). Ο θεληξνβιάζηεο πνπ εθθξάδεη κηα 

θαηλνχξηα αληηζσκαηηθή κεηάιιαμε, πξέπεη λα ειεγρζεί γηα πςειή ζπλδεζηκφηεηα 
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ζην αληηγφλν. Απηή ε δηαδηθαζία παίξλεη κέξνο ζηελ θσηεηλή δψλε κε ηε ζπκκεηνρή 

εηδηθψλ θπηηάξσλ πνπ βξίζθνληαη εθεί. Ζ αληηγνληθή δέζκεπζε ηνπ BCR ζε 

ζπλδπαζκφ κε ζπλ-δηεγεξηηθά ζήκαηα πνπ κεηαδίδνληαη ζηα Β θχηηαξα απφ ηα TFH 

ζπκβάινπλ ζηελ δσηηθφηεηα ηνπ θπηηάξνπ, ελψ ε απνηπρία ηνπ BCR λα δεζκεχζεη 

αληηγφλν νδεγεί ζε θπηηαξηθφ ζάλαην. Ζ δηαθνξνπνίεζε ηνπ ΒΚ θπηηάξνπ ζε 

πιαζκαηνθχηηαξα πηζηεχεηαη φηη νδεγείηαη απφ ηε δεκηνπξγία ελφο BCR πςειήο 

αληηγνληθήο ζπγγέλεηαο (Phan et al., 2006). Γηα ηα Β θχηηαξα κλήκεο ε επηινγή 

θέξεηαη λα είλαη ζηνραζηηθή, θαζψο θαηά ηε δηάξθεηα δεκηνπξγίαο ηνπ ΒΚ, ηα ΒΚ 

θχηηαξα ζπλερψο επηιέγνληαη ζηνλ εκπινπηηζκφ ηεο δεμακελήο ησλ Β θπηηάξσλ 

κλήκεο (Blink et al., 2005).  

ηελ ζθνηεηλή δψλε ηνπ ΒΚ δεζπφδνπλ νη θεληξνβιάζηεο πνπ ην θχξην 

ραξαθηεξηζηηθφ ηνπο είλαη ε ηαρχηεηα πνιιαπιαζηαζκνχ ηνπο. Απηφ είλαη αλαγθαίν 

γηα ηε δεκηνπξγία (κέζα ζε κηθξφ ρξνληθφ πιαίζην) κηαο γθάκαο δηαθνξνπνηεκέλσλ 

αλνζνζθαηξηλψλ, κεηά ηε δηαινγή ησλ νπνίσλ ζηε θσηεηλή δψλε ζα επηιερηνχλ 

κεξηθνί Β θπηηαξηθνί θιψλνη πνπ ζα παξάγνπλ ηα αληηζψκαηα πςειήο ζπγγέλεηαο. 

Ωο επί ην πιείζηνλ νη θεληξνβιάζηεο δηαζέηνπλ κεραληζκνχο επηβίσζεο θαη ζπλάκα 

απφπησζεο (Klein and Dalla-Favera, 2008; MacLennan, 1994). Πην ζπγθεθξηκέλα, νη 

θεληξνβιάζηεο δελ δηαζέηνπλ ηνλ αληί-απνπησηηθφ παξάγνληα Βcl-2 (Martinez-

Valdez et al., 1996), πνπ επηηξέπεη ηελ εθηέιεζε ζεκάησλ θπηηαξηθνχ ζαλάηνπ κεηά 

απφ απφξξηςε. 

 

1.2.3.2 Ζ ελαιιαγή ηζνηύπνπ 

Ζ ελαιιαγή ηζνηχπνπ είλαη ε δηεξγαζία θαηά ηελ νπνία έλα ελεξγνπνηεκέλν Β 

θχηηαξν αιιάδεη ηε ζηαζεξή πεξηνρή ησλ αλνζνζθαηξηλψλ επηηξέπνληαο έηζη ηελ 

δηεχξπλζε ηνπ εχξνπο ηεο ρεκηθήο αλνζίαο ελάληηα ζηα εμσγελή παζνγφλα. 

Δκπεξηέρεη ηελ αληηθαηάζηαζε ηεο κ ζηαζεξήο πεξηνρήο κε ηηο πξνο ηα θάησ 

ζηαζεξέο πεξηνρέο γ, α ή ε. Απηφ επηηξέπεη ζηα δηαθνξνπνηεκέλα Β θχηηαξα λα 

δεκηνπξγνχλ θαηλνχξγηεο βαξηέο αιπζίδεο θαη θαηά ζπλέπεηα θαηλνχξηα κφξηα 

αληηζσκάησλ κε ηελ ίδηα αληηγνλνεηδηθφηεηα. Ζ ελαιιαγή ηζνηχπνπ ρξεηάδεηαη ηελ 

έθθξαζε ηνπ ελδχκνπ απακηλάζε ηεο θπηηδίλεο [activation-induced cytidine 

deaminase, AID]. Γηαθνξεηηθέο πεξηνρέο ηεο ζπγθεθξηκέλεο πξσηεΐλεο θέξεηαη λα 

είλαη απαξαίηεηεο γηα ηελ αιιαγή ηζνηχπνπ ή ηελ ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε 

(Barreto et al., 2003; Okazaki et al., 2002). Ζ αιιειεπίδξαζε ηνπ ππνδνρέα CD40 κε 

ην ζπλδέηε CD40L είλαη απαξαίηεηε ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί ε ελαιιαγή ηζνηχπνπ. 
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Δπηπιένλ νη θπηηαξνθίλεο πνπ παξάγνληαη απφ βνεζεηηθά Σ θχηηαξα θαζνξίδνπλ ηνλ 

ηζφηππν ηνπ Β θπηηάξνπ. Γηαθνξεηηθέο θπηηαξνθίλεο ελεξγνπνηνχλ δηαθνξεηηθνχο 

κεηαγξαθηθνχο παξάγνληεο νη νπνίνη κε ηε ζεηξά ηνπο πξνζδέλνληαη ζε 

δηαθνξεηηθνχο ππνθηλεηέο. Γηα παξάδεηγκα, ε ηληεξιεπθίλε 4 ελεξγνπνηεί ην 

κεηαγξαθηθφ παξάγνληα Stat6 ν νπνίνο πξνζδέλεηαη ζηνπο ππνθηλεηέο ησλ γνληδίσλ 

γ1 θαη ε κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή ησλ αλνζνζθαηξηλψλ IgG1 θαη IgE . Σξείο κε 

ηέζζεξηο κέξεο κεηά ηελ αλνζνπνίεζε, ε αιιαγή ηζνηχπνπ κπνξεί λα εληνπηζηεί κέζα 

αιιά θαη έμσ απφ ηα ζπιάθηα (MacLennan et al., 2003; Toellner et al., 1996). 

πλεπψο ε ελαιιαγή ηζνηχπνπ δελ ρξεηάδεηαη απνθιεηζηηθά ην πεξηβάιινλ ηνπ ΒΚ.  

 

1.2.3.3 σκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε 

Αληίζεηα κε ηελ αιιαγή ηζνηχπνπ, ε ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε (ΤΜ) 

ιακβάλεη ρψξα θπξίσο κέζα ζην ΒΚ. Ζ δηεξγαζία ηεο ΤΜ νδεγεί ζε ζεκεηαθέο 

κεηαιιάμεηο ζηηο V πεξηνρέο ηεο ειαθξηάο αιπζίδαο (ΗgV) θαη έρεη ζαλ απνηέιεζκα 

ηελ αιιαγή ησλ ζέζεσλ ζηηο νπνίεο ζπλδέεηαη ην αληηγφλν. Καηά ηελ αλνζνπνίεζε ε 

ΤΜ δξα θπξίσο θαηά ηελ 2
ε
-3

ε
 εβδνκάδα (Berek et al., 1991; Jacob et al., 1992; 

McHeyzer-Williams et al., 1993). H ΤΜ ζπζρεηίδεηαη κε δηαζπάζεηο ζηελ DNA 

αιπζίδα θαη επνκέλσο ρξεηάδεηαη ηελ δξάζε ηνπ ελδχκνπ AID ην νπνίν δξα ζε 

κνλνθισληθφ DNA κεηαηξέπνληαο ηελ θπηηδίλε ζε νπξαθίιε (Bross et al., 2000; 

Papavasiliou and Schatz, 2002). ηα ΒΚ ε ΤΜ πεξηνξίδεηαη ζηνπο θεληξνβιάζηεο 

ηεο ζθνηεηλήο δψλεο θαη αληαλαθιάηαη απφ ηελ έθθξαζε ηνπ AID ζε απηνχο 

(Cattoretti et al., 2006; Pasqualucci et al., 2004). Μεηαγξαθηθνί παξάγνληεο φπσο νη 

πξσηεΐλεο Δ (Sayegh et al., 2003) θαη ε PAX5 (Gonda et al., 2003) θαίλεηαη λα 

ξπζκίδνπλ ηελ θαηαιπηηθή δξάζε ηνπ AID.            

  

1.2.3.4 Ζ σξίκαλζε ηεο ζπγγέλεηαο  

Έλα απφ ηα εηδηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ ιεκθηθνχ ηζηνχ είλαη ε βαζκηαία αχμεζε 

ηεο ζπγγέλεηαο ησλ αληηζσκάησλ γηα ην αληηγφλν πνπ επάγεη ηελ πνξεία ηεο 

αλνζναπφθξηζεο. Έηζη ινηπφλ ην θαηλφκελν ηεο σξίκαλζεο ηεο ζπγγέλεηαο είλαη 

ζπλέπεηα ηεο ΤΜ ησλ γνληδίσλ ηεο αλνζνζθαηξίλεο πνπ αθνινπζείηαη απφ επηινγή 

Β θπηηάξσλ κε ηελ πςειήο-ζπγγέλεηαο επηθαλεηαθή αλνζνζθαηξίλε. Απηφ εμαξηάηαη 

απφ ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ ελεξγνπνηεκέλσλ Β θπηηάξσλ κε θχηηαξα απφ ην 

κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ ΒΚ φπσο ηα ΘΓΚ θαη ηα TFH (Vinuesa et al., 2005). Μεξηθά 

απφ απηά ηα επηιεγκέλα Β θχηηαξα κεηαλαζηεχνπλ ζην κπειφ ησλ νζηψλ 
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δηαθνξνπνηεκέλα πηα ζαλ πιαζκαηνθχηηαξα κλήκεο. Σα θχηηαξα απηά ηα 

ραξαθηεξίδνληαη σο IgM
-
IgG1

+
CD38

-
 φπνπ θπξηαξρεί ε αιιαγή ηζνηχπνπ ζε IgG1. 

Έρεη δεηρζεί φκσο φηη ε αιιαγή ηζνηχπνπ δελ είλαη απνιχησο απαξαίηεηε γηα ηελ 

θαζηέξσζε ησλ Β θπηηάξσλ κλήκεο (Gray, 1993; Klein et al., 1998). Ζ πιεηνςεθία 

ηεο δηαδηθαζίαο ηεο σξίκαλζεο ηεο ζπγγέλεηαο αξρίδεη βαζκηαία θαηά ηηο 3 πξψηεο 

εβδνκάδεο θαη παξαηεξείηαη γχξσ ζηηο 30 εκέξεο κεηά ηελ πξσηνγελή αλνζνπνίεζε 

(Davie and Paul, 1972). Παξφηη ηα ΒΚ είλαη ε θχξηα πεξηνρή γηα ηελ σξίκαλζε ηεο 

ζπγγέλεηαο, έρεη παξαηεξεζεί φηη ππάξρνπλ θαη άιιεο πεξηνρέο φπνπ ην θαηλφκελν 

απηφ έρεη παξαηεξεζεί (Takahashi et al., 1998).           

 

1.2.4 Σα Β θύηηαξα ζηηο ζπκναλεμάξηεηεο απνθξίζεηο 

Πνιιά ζπζηαηηθά κηθξνβίσλ φπσο νη βαθηεξηαθνί, ηνηθνί θαη κπθεηηαθνί  

πνιπζζαθραξίηεο, κπνξνχλ άκεζα λα δηεγείξνπλ ηα Β θχηηαξα θαη λα παξάγνπλ 

αληηζψκαηα απνπζία ηεο Σ θπηηαξηθήο βνήζεηαο. Απηά ηα αληηγφλα νλνκάδνληαη 

ζπκναλεμάξηεηα [Thymus Independent, (TI)] κε θχξηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπο ηελ 

επαγσγή αλνζναπνθξίζεσλ ρσξίο ηελ επηζηξάηεπζε ησλ Σ βνεζεηηθψλ θπηηάξσλ.  

Σν ζπκναλεμάξηεην κνλνπάηη έθθξηζεο αλνζνζθαηξηλψλ θαίλεηαη φηη είλαη πην 

απινπνηεκέλν ζπγθξηηηθά κε ην ζπκνεμαξηψκελν θαη σο εθ ηνχηνπ παξέρεη πην 

άκεζεο αλνζναπνθξίζεηο. Ζ πιεηνλφηεηα ησλ ζπκναλεμάξηεησλ αληηγφλσλ είλαη 

κεγάια πνιπζζελή κφξηα θαη έρνπλ καθξά εκηδσή φηαλ ρνξεγνχληαη in vivo 

(Humphrey, 1981). H πνιπζζεληθφηεηα απηψλ ησλ αληηγφλσλ ηνπο δίλεη ηε 

δπλαηφηεηα λα επάγνπλ πνιιαπιά δνκηθά ηκήκαηα ζηελά ζπλδεδεκέλσλ 

κεκβξαληθψλ αλνζνζθαηξηλψλ πνπ κε ηε ζεηξά ηνπο κπνξνχλ λα πξνθαιέζνπλ ηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ  B θπηηάξσλ (Brunswick et al., 1988; Dintzis et al., 1989). 

Δπηπξφζζεηα, απαηηνχληαη ρακειέο ζπγθεληξψζεηο αληηγφλνπ πξνθεηκέλνπ λα 

επηηεπρζεί  ην απαξαίηεην επίπεδν ηνπ θαησθιίνπ ελεξγνπνίεζεο γηα λα επαρζεί ε 

ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ (Brunswick et al., 1988).   

Σα ζπκναλεμάξηεηα αληηγφλα ππνδηαηξνχληαη ζε δχν θαηεγνξίεο κε βάζε ηνλ 

ηξφπν κε ηνλ νπνίν επάγνπλ ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ. Σα ζπκναλεμάξηεηα 

αληηγφλα ηχπνπ 1 (TI-1) φπσο ν βαθηεξηαθφο ιηπνπνιπζαθθραξίηεο 

[lipopolysaccharide, (LPS)] κπνξνχλ ακέζσο  λα πξνθαιέζνπλ ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ 

ησλ Β θπηηάξσλ. ε πςειέο ζπγθεληξψζεηο κπνξνχλ λα επάγνπλ κηα πνιπθισληθή, 

κε εηδηθή σο πξνο ην αληηγφλν απφθξηζε ησλ Β θπηηάξσλ ηφζν ζηα λενγλά φζν θαη ζε 

ελήιηθα άηνκα πνπ ζηεξνχληαη ηεο ιεηηνπξγηθήο θηλάζεο ηπξνζίλεο  Bruton [Bruton‟s 
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tyrosine kinase (Btk)] (Mond et al., 1978). ε αληίζεζε κε ηα  TI-1 νκφινγα ηνπο,  ηα 

TI-2 αληηγφλα είλαη βαθηεξηαθνί πνιπζαθραξίηεο  νη νπνίνη απαξηίδνληαη απφ 

πνιιαπινχο επαλαιακβαλφκελνπο αληηγνληθνχο επίηνπνπο πνπ κπνξνχλ λα 

πξνθαινχλ εθηεηακέλε ζχλδεζε ησλ αληηγφλσλ κε ηνπο  ππνδνρείο. Έρνπλ κεησκέλε 

ηθαλφηεηα λα επάγνπλ  αλνζναπνθξίζεηο ζε λενγλά θαη ζε μεληζηέο κε ζπγγελή  ή 

επαγφκελα ειαηηψκαηα ζηελ έθθξαζε ηεο Btk (Khan et al., 1995; Mosier et al., 1977; 

Thomas et al., 1993). Αλ θαη ηα TI αληηγφλα δελ απαηηνχλ ηε ζπλδξνκή ησλ Σ 

θπηηάξσλ πξνθεηκέλνπ λα πξνθαιέζνπλ αλνζναπφθξηζε ζηελ πεξίπησζε ησλ TI-2 

αληηγφλσλ, έλα δεχηεξν ζήκα είλαη απαξαίηεην πξνθεηκέλνπ λα επαρζεί ε έθθξηζε 

αληηζσκάησλ απφ Β θχηηαξα ηα νπνία έρνπλ  ελεξγνπνηεζεί απφ ζχλδεζε 

πνιπζζελψλ κεκβξαληθψλ αλνζνζθαηξηλψλ  (Mond et al., 1995a; Mond et al., 

1995b). Απηφ ην ζήκα κπνξεί λα παξέρεηαη απφ ηελ δέζκεπζε ππνδνρέσλ πνπ 

κνηάδνπλ κε ηνπο  Toll θαη λα πξνθχπηεη απφ ηνπο ίδηνπο ηνπο κηθξννξγαληζκνχο.  

Έρεη δεηρζεί φηη ν LPS επίζεο ζπκκεηέρεη ζε in vivo TI-2 απνθξίζεηο εληζρχνληαο 

ζε ζπλέξγεηα κε  αδ-dextran (έλα  in vitro αλεπηπγκέλν TI-2 αληηγφλν), ηελ επαγσγή 

ηεο έθθξηζεο  IgM ζε κηα δηαδηθαζία πνπ εμαξηάηαη απφ ηνλ ππνδνρέα  TLR4 (Khan 

et al., 1995). Τςειφο βαζκφο πνιππινθφηεηαο δηέπεη ηνπο κεραληζκνχο πνπ 

δηακνξθψλνπλ  ηηο TI-2 απνθξίζεηο. Έρεη δεηρζεί φηη ην ζχκπινθν  CD19/CD21 ζηελ 

MZ ησλ B θπηηάξσλ  εκπιέθεηαη άκεζα ζε βνεζεηηθά ζήκαηα πνπ κεηαδίδνληαη απφ 

TI-2 αληηγφλα (Tedder et al., 1997). Δθηφο απφ ηα Β θχηηαξα ηεο  MZ, άιια 

ζπζηαηηθά πνπ ηνπνζεηνχληαη ζηελ MZ ηνπ ζπιήλα, φπσο γηα παξάγεηγκα ηα 

καθξνθάγα ηεο νξηαθήο δψλεο, εκπιέθνληαη ζηελ TI-2 ρπκηθή απφθξηζε (van den 

Eertwegh et al., 1992). Παξάιιεια, ηα ζπκβαηηθά Σ θπηηαξηθνχ ππνδνρέα [T cell 

Receptor, TCR] αβ T θχηηαξα , TCRγδ T θχηηαξα, θαη ηα θχηηαξα θπζηθνί θνληάδεο 

(Natural Killer cells) εκπιέθνληαη ζηελ ηξνπνπνίεζε ησλ TI-2 απνθξίζεσλ 

παξέρνληαο επηπξφζζεηα ζήκαηα πνπ νδεγνχληαη απφ θπηνθίλεο (Snapper and Mond, 

1996; Vos et al., 2000). Οη κεραληζκνί πνπ δηέπνπλ ηελ TI-2 θαζψο θαη ηελ  TI-1 

απφθξηζε απεηθνλίδνληαη ζηελ εηθφλα  1.4. 
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Δηθόλα 1.4 Μνληέιν γηα ηελ επαγσγή ηεο TI αλνζίαο (πξνζαξκνζκέλν απφ ηνπο 

Snapper and Mond, 1996) (Βιέπε θείκελν γηα επεμήγεζε) 

 

 

1.2.5 Σειηθή Β θπηηαξηθή δηαθνξνπνίεζε ζε πιαζκαηνθύηηαξα 

Σα πιαζκαηνθχηηαξα είλαη ηειηθά δηαθνξνπνηεκέλα, κε δηαηξνχκελα εθηειεζηηθά 

θχηηαξα ηα νπνία παξάγνπλ αληηζψκαηα ζε κία αλνζναπφθξηζε. Πξνθεηκέλνπ έλα B 

θχηηαξν λα θηάζεη ζε απηφ ην ζηάδην  πνιπάξηζκνη κεραληζκνί ππφθεηληαη ζε ζηελή 

ξχζκηζε γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ ηειηθή δηαθνξνπνίεζε ησλ  B θπηηάξσλ. Ζ 

ηειηθή δηαθνξνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ πξνο πιαζκαηνθχηηαξα είλαη εηδηθή γηα θάζε 

ππνθαηεγνξία Β  θπηηάξσλ (Δηθφλα 1.5). Μεηά ηε ζπλάληεζε κε ην αληηγφλν, ηα 

πιαζκαηνθχηηαξα κπνξνχλ λα αλαπηπρζνχλ απφ ηα  MZB θαη ηα FOB, απφ 

ελεξγνπνηεκέλα BK B θχηηαξα θαη απφ Β θχηηαξα κλήκεο. Πνηά ππνθαηεγνξία Β 

θπηηάξσλ ζα γίλεη ηειηθά δηαθνξνπνηεκέλν θχηηαξν πνπ εθθξίλεη αληίζσκα 

εμαξηάηαη απφ ηε θχζε ηνπ θπηηάξνπ, ηε δφζε θαη ηε κνξθή ηνπ αληηγφλνπ θαη 

επίζεο απφ ηε ζέζε ηεο ζπλάληεζεο κε ην αληηγφλν. 

Ζ πιένλ πξψηκε απφθξηζε αληηζψκαηνο ζε νξηζκέλα παζνγφλα παξέρεηαη απφ 

πξνυπάξρνληα θπζηθά αληηζψκαηα θαη ηελ IgA πνπ εθθξίλνληαη απφ ηα B1 θχηηαξα. 

Σα πξψηα Β θχηηαξα πνπ αληαπνθξίλνληαη ζε έλα μέλν αληηγφλν θαη 

δηαθνξνπνηνχληαη ζε πιαζκαηνθχηηαξα είλαη ηα MZB θχηηαξα. Όπσο 

πξναλαθέξζεθε, ηα MZB δηαζέηνπλ έλα ξεπεξηφξην πνπ «πξνζαλαηνιίδεηαη» πξνο ηα 

TI-2 αληηγφλα, αλ θαη κεξηθά απφ απηά ηα θχηηαξα αλαγλσξίδνπλ επίζεο θαη ηα  TD 
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αληηγφλα θαη σο εθ ηνχηνπ παξνπζηάδνπλ ην αληηγφλν θαη παξέρνπλ ζπλδηέγεξζε ζηα 

Σ θχηηαξα (Pillai et al., 2005). Μηα θξίζηκε ηδηφηεηα ησλ  MZB απνηειεί ε εγγελήο 

ηνπο ηθαλφηεηα λα αληαπνθξίλνληαη γξήγνξα ζην αληηγφλν. Γηαζέηνπλ έλα 

ρακειφηεξν θαηψθιη γηα ελεξγνπνίεζε απφ ην αληηγφλν ζε ζχγθξηζε κε ηα FOB 

θχηηαξα θαη φηαλ δηεγείξνληαη κε LPS θαη αληί-IgM, πνιιαπιαζηάδνληαη ζε 

κεγαιχηεξν βαζκφ (Oliver et al., 1997).  

Σα ψξηκα θπθινθνξνχληα FOB ηα νπνία ζπλαληνχλ αληηγφλν θαη ιακβάλνπλ 

βνήζεηα απφ ηα Σ θχηηαξα επίζεο απνθξίλνληαη γξήγνξα (αλ θαη πην αξγά ζε 

ζχγθξηζε κε ηα MZB), πθίζηαληαη πνιιαπιαζηαζκφ θαη πιαζκαηνθπηηαξηθή 

δηαθνξνπνίεζε πξνθεηκέλνπ λα ζρεκαηίζνπλ εμσζπιηαθά θέληξα εζηίαζεο  

πιαζκαβιαζηψλ θαη πιαζκαηνθπηηάξσλ (Cozine et al., 2005). Γχν εκέξεο κεηά απφ 

ηελ αλνζνπνίεζε κε έλα TD αληηγφλν, θέληξα εζηίαζεο  παξαηεξνχληαη θαηά κήθνο 

ησλ  πεξηαξηεξηνιηθψλ ιεκθηθψλ έιπηξσλ (Jacob et al., 1991). Σα πιαζκαηνθχηηαξα 

ηα νπνία ζρεκαηίδνληαη είηε απφ ηα MZBs ή απφ ηα  FOBs ζε απηή ηελ πξψηκε 

εμσζπιηαθή απφθξηζε δε δηαζέηνπλ ΤΜ γνλίδηα θαη έρνπλ κηθξή δηάξθεηα δσήο, 

πθηζηάκελα απφπησζε  in situ (Smith et al., 1996). 

Πξηλ ηελ δηαθνξνπνίεζε ηνπο ζε πιαζκαηνθχηηαξα, ηα ελεξγνπνηεκέλα B 

θχηηαξα πνιιαπιαζηάδνληαη ηαρέσο. Όηαλ ν πνιιαπιαζηαζκφο ζηακαηά, 

ζρεκαηίδνληαη κε δηαηξνχκελα πιαζκαηνθχηηαξα. Σα πξνγξάκκαηα γνληδηαθήο 

έθθξαζεο ηα νπνία δηέπνπλ ηα ελεξγνπνηεκέλα απφ αληηγφλν Β θχηηαξα θαη ηα 

πιαζκαηνθχηηαξα δηαθέξνπλ αμηνζεκείσηα αλάκεζα ζε απηά ηα δχν ζηάδηα. 

Γηαθνξεηηθνί ζπλδπαζκνί κεηαγξαθηθψλ ξπζκηζηψλ  απαηηνχληαη πξνθεηκέλνπ λα 

δηαηεξήζνπλ ηα εηδηθά πξνγξάκκαηα γηα απηά ηα Β θχηηαξα θαη ηα 

πιαζκαηνθχηηαξα. Σα πην ζεκαληηθά πεξηγξάθνληαη ζηε ζπλέρεηα.   

Ζ Paired box protein 5 (PAX5) απαηηείηαη γηα ηελ εγθαζίδξπζε θαη ηε δηαηήξεζε 

ηεο ηαπηφηεηαο ησλ Β θπηηάξσλ κέρξη ην ζηάδην ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ (Nutt et al., 

2001). Ωζηφζν, ε κεηαγξαθή ηνπ  pax5 πξέπεη λα θαηαζηαιεί γηα λα επηηξαπεί ε 

δηαθνξνπνίεζε ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ (Lin et al., 2002). Ζ PAX5 ελεξγνπνηεί 

γνλίδηα ζηφρνπο ηα νπνία είλαη ζεκαληηθά γηα ηα Β ιεκθνθχηηαξα  

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ  Igα θαη CD19 (Horcher et al., 2001). Ζ ελεξγνπνίεζε 

ηεο AID απφ ηελ  PAX5 θαη ηελ  Id2 [Inhibitor of differentiation 2, αλαζηνιέαο ηεο 

δηαθνξνπνίεζεο] είλαη ζεκαληηθή ζηα Β θχηηαξα  ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ (Gonda et 

al., 2003).  
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Δηθόλα 1.5 ρεκαηηζκόο ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ  
Σα πιαζκαηνθχηηαξα πνπ ζρεκαηίδνληαη απφ B1 θχηηαξα εθθξίλνπλ θπζηθφ αληίζσκα    

απνπζία εμσγελνχο αληηγφλνπ θαη επίζεο  IgA ζην έληεξν, ζε απφθξηζε ζε παζνγφλα. 

Σα αθειή ΜΕΒ θχηηαξα θαζψο ζπλαληνχλ ην εμσγελέο αληηγφλν (εβδνκάδα 1), 

δηαθνξνπνηνχληαη ζε πιαζκαηνθχηηαξα. Σα πεξηζζφηεξα απφ ηα εμσζπιαθηψδε 

πιαζκαηνθχηηαξα πνπ ζρεκαηίδνληαη ζε απηή ηελ πξψηκε  απφθξηζε έρνπλ κηθξή δηάξθεηα 

δσήο.  

Οξηζκέλα ελεξγνπνηεκέλα FOB θχηηαξα ζρεκαηίδνπλ βιαζηηθφ θέληξν. Σα 

πιαζκαηνθχηηαξα πνπ είλαη ηειηθφ πξντφλ πξνεξρφκελν απφ ηα FOB ελδέρεηαη λα 

δηέξρνληαη απφ έλα ζηάδην Β θπηηάξσλ κλήκεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αξρηθήο απφθξηζεο ή 

κπνξεί λα αλαπηχζζνληαη άκεζα απφ B θχηηαξα βιαζηηθψλ θέληξσλ. Σα 

πιαζκαηνθχηηαξα πνπ πξνθχπηνπλ απφ κηα αληίδξαζε ζην βιαζηηθφ θέληξν ελδέρεηαη λα 

δήζνπλ γηα κεγάιν ρξνληθφ δηάζηεκα εάλ βξνπλ ζέζεηο επηβίσζεο (survival niches), νη 

νπνίεο εδξάδνληαη θπξίσο ζην κπειφ ησλ νζηψλ. (Απφ Shapiro-Shelef and Calame, 2005) 

 

Ο MITF [Micropthalmia Induced Transcription Factor, επαγφκελνο παξάγνληαο 

ηεο κηθξνθζαικίαο] πνπ εθθξάδεηαη  απφ  B εξεκνχληα θχηηαξα επίζεο αλαζηέιιεη 

ηελ αλάπηπμε ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ θαη δηαδξακαηίδεη θξίζηκν ξφιν ζηε 

δηαηήξεζε ησλ ψξηκσλ B θπηηάξσλ ζε ήξεκε θαηάζηαζε.  Ζ απνπζία ηνπ MITF 
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επάγεη ηελ έθθξαζε ηεο BLIMP1 [επαγφκελε πξσηεΐλε σξίκαλζεο 1 ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ, B lymphocyte induced maturation protein 1] κε απνηέιεζκα ηα 

πιαζκαηνθχηηαξα λα ζρεκαηίδνληαη απζφξκεηα (Lin et al., 2004). Απηή ε δξάζε 

βαζίδεηαη ζηελ θαηαζηνιή  ηεο έθθξαζεο ηνπ  IRF4 [interferon regulatory factor 4, 

ξπζκηζηηθφο παξάγνληαο ηεο ηληεξθεξφλεο 4]. Ζ έθθξαζε ηνπ IRF4 επάγεηαη απφ ηελ 

απνπζία ηνπ MITF θαη κείσζε ηεο έθθξαζεο ηνπ IRF4 ζηακαηά ηελ απζφξκεηε 

αλάπηπμε ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ.  Ζ πξσηεΐλε ηνπ ιεκθψκαηνο ησλ Β θπηηάξσλ 

BCL-6 (B cell-lymphoma) είλαη παξνχζα ζε πςειά επίπεδα ζηα ΒΚ B θχηηαξα θαη 

είλαη απαξαίηεηε γηα ην ζρεκαηηζκφ ησλ ΒΚ (Cattoretti et al., 1995; Shaffer et al., 

2000). Μηα θξίζηκε ιεηηνπξγία ηεο  BCL-6 είλαη λα θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ηεο 

BLIMP1, επηηξέπνληαο έηζη ηελ αληίδξαζε ζηα ΒΚ λα ζπλερηζηεί γηα έλα επαξθέο 

ρξνληθφ δηάζηεκα πξηλ λα ζπκβεί ε δηαθνξνπνίεζε ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ. Σα  

Bcl6
-/-

 πνληίθηα παξάγνπλ πεξηζζφηεξα πιαζκαηνθχηηαξα ζε TD αλνζναπνθξίζεηο ζε 

ζχγθξηζε κε ηα πνληίθηα ειέγρνπ, θαη ηα  Bcl6
-/-

 B θχηηαξα πνπ έρνπλ ελεξγνπνηεζεί 

κε LPS εθθξίλνπλ πςειφηεξα επίπεδα αλνζνζθαηξηλψλ ζε ζχγθξηζε κε ηα B θχηηαξα 

ειέγρνπ (Tunyaplin et al., 2004).   

Ο κεηαγξαθηθφο θαηαζηνιέαο  BLIMP1 είλαη επαξθήο, φηαλ εθθξάδεηαη εθηνπηθά 

απφ Β θχηηαξα ζην θαηάιιειν αλαπηπμηαθφ ζηάδην πξνθεηκέλνπ λα νδεγήζεη ηελ 

δηαθνξνπνίεζε ηνπο ζε πιαζκαηνθχηηαξα (Turner et al., 1994). Ζ BLIMP1 

εθθξάδεηαη απφ ηα πιαζκαηνθχηηαξα ηνπ ζπιήλα θαη ηνπ κπεινχ ησλ νζηψλ  θαη 

απαηηείηαη γηα ην ζρεκαηηζκφ ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ θαη ηελ έθθξηζε 

αλνζνζθαηξηλψλ (Shapiro-Shelef et al., 2003). Ζ BLIMP1 νδεγεί ζηελ έλαξμε 

θαηαξξαθηψλ γνληδηαθήο ξχζκηζεο  νδεγψληαο ζηελ παχζε ηνπ θπηηαξηθνχ θχθινπ, 

ηελ θαηαζηνιή γνληδίσλ πνπ απαηηνχληαη γηα  ηελ ηαπηφηεηα ησλ ψξηκσλ θαη ησλ B 

θπηηάξσλ ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ θαζψο θαη γηα ηελ επαγσγή ηνπ εθθξηηηθνχ 

πξνγξάκκαηνο ησλ αλνζνζθαηξηλψλ (Lin et al., 1997; Shaffer et al., 2002; Shaffer et 

al., 2004). Ζ BLIMP1 θαηαζηέιιεη ηελ έθθξαζε ησλ κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ πνπ 

απαηηνχληαη γηα ηηο αληηδξάζεηο ησλ ΒΚ – BCL-6 and PAX5- δηαζθαιίδνληαο έηζη φηη 

αθνχ επαρζεί ε αλάπηπμε ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ, ηα B θχηηαξα δε κπνξνχλ λα 

επηζηξέςνπλ ζε έλα πην πξψηκν αλαπηπμηαθφ ζηάδην. Ζ BLIMP1 είλαη επίζεο 

ππεχζπλε γηα ηελ επαγσγή ηεο έθθξαζεο  πνιιψλ γνληδίσλ  ζην πξφγξακκα ησλ 

πιαζκαηνθπηηάξσλ, φπσο είλαη ν  IRF4 θαη γνλίδηα ηα νπνία εκπιέθνληαη ζηελ 

έθθξηζε αλνζνζθαηξηλψλ (Shaffer et al., 2004). Ο XBP1 απνηέιεζε ηνλ πξψην 

κεηαγξαθηθφ παξάγνληα πνπ ήηαλ απαξαίηεηνο κνλαδηθά γηα ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ 
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πιαζκαηνθπηηάξσλ (Reimold et al., 2001). Ο XBP1 δξα θαηαξξντθά ηνπ BLIMP1 

θαη θαίλεηαη λα απνηειεί ηνλ εγγχηεξν ξπζκηζηή ηνπ εθθξηηηθνχ θαηλνηχπνπ ησλ 

πιαζκαηνθπηηάξσλ.  

Ο IRF4 είλαη έλαο κεηαγξαθηθφο ελεξγνπνηεηήο πνπ θαίλεηαη φηη δξα λσξίο θαηά 

ηελ αλάπηπμε ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ επεηδή, επηπξφζζεηα απφ ην γεγνλφο φηη 

απαηηείηαη γηα ην ζρεκαηηζκφ ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ, ρξεηάδεηαη θαη γηα ηελ έλαξμε 

πνιιαπιαζηαζκνχ  ησλ ελεξγνπνηεκέλσλ Β θπηηάξσλ (Mittrucker et al., 1997). 

Δμαηηίαο απηήο ηεο ηδηφηεηαο σζηφζν, ν IRF4 ζα κπνξνχζε λα εκπιέθεηαη ζηελ 

«εμνπζηνδφηεζε» ελφο Β θπηηάξνπ γηα λα αλαπηπρζεί ζε πιαζκαηνθχηηαξν 

επάγνληαο ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ πνπ ρξεηάδεηαη γηα ηελ ηειηθή δηαθνξνπνίεζε. Έλα 

ηέηνην κνληέιν είλαη ηδηαίηεξα ζειθηηθφ, θαζψο απψιεηα ηνπ MITF νδεγεί ζε 

απζφξκεην ζρεκαηηζκφ ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ θαη επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηνπ IRF4 

(Lin et al., 2004). Οη ιεηηνπξγίεο ησλ παξαπάλσ γνληδίσλ ζηελ ηειηθή δηαθνξνπνίεζε 

ησλ Β θπηηάξσλ ζε πιαζκαηνθχηηαξα, αιιά θαη νη  ζρέζεηο κεηαμχ ηνπο 

ζπλνςίδνληαη ζηελ Δηθφλα 1.6. 

  

   

Δηθόλα 1.6 Ζ κεηαγξαθηθή θαηαζηνιή επηβάιεη ακνηβαία απνθιεηόκελα 

πξνγξάκκαηα γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα Β θύηηαξα θαη ηα πιαζκαηνθύηηαξα (Απφ 

Shapiro-Shelef and Calame, 2005) 
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1.3 Γενδριηικά κύηηαρα 

Σα δελδξηηηθά θχηηαξα (ΓΚ) είλαη κνλαδηθά αλάκεζα ζε φια ηα 

αληηγνλνπαξνπζηαζηηθά θχηηαξα (ΑΠΚ) ζην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα ηνπ ελήιηθα. ε 

αληίζεζε κε ηα καθξνθάγα, ε πξσηαξρηθή ιεηηνπξγία ησλ ΓΚ θαίλεηαη φηη απνηειεί ε 

αληηγνλνπαξνπζίαζε, απνηειψληαο έηζη ηνπο εθθηλεηέο ησλ απνθξίζεσλ ησλ Σ 

θπηηάξσλ έλαληη ζε κηθξνβηαθά παζνγφλα θαη φγθνπο ράξε ζηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα 

ελεξγνπνηνχλ «αθειή» Σ θχηηαξα (Cella et al., 1997). Παξνκνίσο κε ηα καθξνθάγα, 

ηα ΓΚ δηαθνξνπνηνχληαη απφ πξφδξνκα θχηηαξα πνπ βξίζθνληαη ζηελ θπθινθνξία 

θαη πξνέξρνληαη απφ ην κπειφ ησλ νζηψλ  θαη νινθιεξψλνπλ ηε δηαθνξνπνίεζή ηνπο 

θαζψο εγθαηαιείπνπλ ηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο θαη εγθαζίζηαληαη ζηνπο ηζηνχο 

ηεο πεξηθέξεηαο. ρεδφλ φινη νη ηζηνί πεξηέρνπλ ΓΚ, ηα νπνία ζπζζσξεχνληαη ζε 

δηαθξηηέο πεξηνρέο ζε φξγαλα ησλ ιεκθνεηδψλ ηζηψλ. Σα ΓΚ εκπινπηίδνληαη ζε 

πεξηνρέο φπνπ αθειή Σ θχηηαξα ελεξγνπνηνχληαη, ζε κηα αλαδήηεζε ηεο  βέιηηζηεο 

ζέζεο απφ έλα δηαξθψο θηλνχκελν  πιήζνο Σ θπηηάξσλ πνπ αλαδεηνχλ ηα ζπγγελή 

ηνπο πξν-ζχκπινθα κείδνλνο ηζηνζπκβαηφηεηαο  (pMHC) (Itano and Jenkins, 2003; 

von Andrian and Mempel, 2003). Σα ΓΚ έρνπλ κνλαδηθέο ηθαλφηεηεο επηηήξεζεο θαη 

κεηαλάζηεπζεο (Randolph, 2001) πνπ ηνπο επηηξέπνπλ λα κεηαθέξνπλ αληηγφλα πνπ 

έρνπλ αηρκαισηηζηεί ζηελ πεξηθέξεηα ζε δεπηεξνγελή ιεκθνεηδή φξγαλα, ή λα ηα 

εζσηεξηθεχνπλ άκεζα απφ ηε ιέκθν (Itano et al., 2003). Απηφ ζπκπεξηιακβάλεη ηε 

δεηγκαηνιεςία ησλ ζπκβησηηθψλ βαθηεξίσλ, πνπ πέπηνληαη θαη θαηαζηξέθνληαη 

γξήγνξα απφ ηα καθξνθάγα, αιιά κεηαθέξνληαη απφ ηα ΓΚ ζηνπο ιεκθαδέλεο  φπνπ 

επάγνπλ ηηο IgA απνθξίζεηο  (Macpherson and Uhr, 2004). Παξνκνίσο, ηα 

απνπησηηθά θχηηαξα πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηα κεηαλαζηεπηηθά ΓΚ κπνξνχλ λα 

γίλνπλ νξαηά ζηα πξνζαγσγά ιεκθηθά αγγεία ηνπ εληέξνπ θαζνδφλ  πξνο ηνπο 

ιεκθαδέλεο (Huang et al., 2000), πηζαλφηαηα πξνθεηκέλνπ λα βνεζήζνπλ ζηε 

δηαηήξεζε ηεο αλνρήο σο πξνο ηνλ εαπηφ (Steinman et al., 2003).    

Πεηξάκαηα πνπ έρνπλ πξαγκαηνπνηεζεί ζην ζχζηεκα ηνπ πνληηθνχ έρνπλ 

ηαπηνπνηήζεη δχν ππνθαηεγνξίεο ΓΚ, ηα ιεκθνεηδή θαη ηα κπεινεηδή ΓΚ κε βάζε 

ηελ έθθξαζε ησλ ιεκθνεηδψλ θαη κπεινεηδψλ δεηθηψλ CD8 and CD11b (Mac1) 

(Vremec and Shortman, 1997; Wu et al., 1996). Αλ θαη δηαθνξεηηθέο ππνθαηεγνξίεο 

ΓΚ εκθαλίδνπλ ζπγθεθξηκέλα ιεηηνπξγηθά θαη θαηλνηππηθά ραξαθηεξηζηηθά, 

κνηξάδνληαη έλα ραξαθηεξηζηηθφ θαηλνηππηθφ πξνθίι: ζηνλ πνληηθφ, ηα ΓΚ 

ζεσξνχληαη φηη είλαη MHC-II
+
, CD11c

+
, CD86

+
, CD40

+
, HSA

+
, CD3

-
, CD4

-
, B220

-
 , 
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Ig
-
, Gr1

-
 (Ardavin, 1997). Δπηπξφζζεηα, ε δηαθνξεηηθή έθθξαζε άιισλ κνξίσλ 

θπηηαξηθήο επηθάλεηαο, φπσο είλαη ην CD8, CD11b, DEC-205 and LFA-1, επηηξέπνπλ 

ηνλ νξηζκφ ησλ ππνπιεζπζκψλ ησλ ΓΚ  ζηνλ ζχκν, ηνλ ζπιήλα, ηνπο ιεκθαδέλεο θαη 

ην δέξκα ζηνπο  C57/Bl6 πνληηθνχο (Anjuere et al., 1999).    

Ζ θχξηα ιεηηνπξγία ησλ ΓΚ είλαη ε παξνπζία ηνπ αληηγφλνπ κέζσ ησλ MHC 

κνξίσλ ελεξγνπνηψληαο έηζη ηα Σ θχηηαξα. Δηδηθφηεξα, ε έθθξαζε ησλ  MHC-II 

αξθεί γηα λα δνζεί ην έλαπζκα γηα ηηο απνθξίζεηο πνπ κεζνιαβνχληαη απφ ηα  CD4 T 

θχηηαξα (Lemos et al., 2004; Lemos et al., 2003). Ζ ππεξνρή ησλ ΓΚ λα 

δηαδξακαηίδνπλ εγεηηθφ ξφιν ζηελ έλαξμε ησλ αλνζναπνθξίζεσλ είλαη πηζαλφ λα 

αληαλαθιά έλα ζπλδπαζκφ βαζηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηεο βηνινγίαο ησλ ΓΚ: κηα 

κεγαιχηεξε ελδνγελή ηθαλφηεηα γηα αληηγνλνπαξνπζίαζε θαη ηελ ηθαλφηεηα λα 

ζπζζσξεχνληαη ζε πεξηνρέο ησλ Σ θπηηάξσλ ησλ ιεκθνεηδψλ νξγάλσλ. Έλα βαζηθφ 

ραξαθηεξηζηηθφ ησλ ΓΚ, επηπξφζζεηα ηεο ηθαλφηεηάο ηνπο λα δεζκεχνπλ ην 

αληηγφλν, λα ην επεμεξγάδνληαη θαη λα ην παξνπζηάδνπλ, απνηειεί ε παξνπζία 

ζπλδηεγεξηηθψλ κνξίσλ φπσο είλαη ε νηθνγέλεηα Β7 (CD80, CD86), ε νηθνγέλεηα ηνπ 

TNF (CD40) θαη ελδνθπηηαξηθψλ κνξίσλ πξνζθφιιεζεο. Απηά ηα κφξηα είλαη 

θξίζηκα γηα ηελ θαηάιιειε κεηαλάζηεπζε ησλ ΓΚ, ηφζν πξηλ φζν θαη κεηά ηε 

δέζκεπζε ηνπ αληηγφλνπ, φπσο θαη γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Σ θπηηάξσλ. Ζ 

ελεξγνπνίεζε ησλ Σ θπηηάξσλ απφ ηα ΓΚ ζηηο Σ-θπηηαξηθέο πεξηνρέο ζηα πεξηθεξηθά 

ιεκθηθά φξγαλα ζπκβάιιεη ζηελ Β-Σ θπηηαξηθή αιιειεπίδξαζε ε νπνία είλαη 

απαξαίηεηε γηα ηηο Β θπηηαξηθέο αλνζναπνθξίζεηο (Wolniak et al., 2004).   

Έρεη δεηρζεί  in vitro φηη ηα ΓΚ κεηά απφ πξφζδεζε ηνπ CD40 πξνάγνπλ ηελ 

έθθξηζε ησλ αλνζνζθαηξηλψλ IgG θαη IgA ζε Β θχηηαξα κλήκεο. Δπηπιένλ αθειή B 

θχηηαξα παξνπζία ΓΚ παξάγνπλ κεγάια πνζά ηεο IgM σο απφθξηζε ζηελ IL-2, 

γεγνλφο ελδεηθηηθφ άκεζεο επίδξαζεο ησλ ΓΚ ζηελ θπηηαξηθή αχμεζε θαη 

δηαθνξνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ (Dubois et al., 1997). Μαδί κε ηα ζπιηαθά δελδξηηηθά 

θχηηαξα, ηα ΓΚ επίζεο εθθξάδνπλ ηνλ CD38L. Παξφκνηα κε ην αληί-CD40, θαη ηελ 

αληί-MHC ελεξγνπνίεζε ησλ ΓΚ, ην αληί-CD38 κπνξεί επίζεο λα παξέρεη ζήκαηα 

σξίκαλζεο ζηα ΓΚ in vitro. Γέζκεπζε ηνπ CD38 in vivo θαη ηαπηφρξνλε ρνξήγεζε 

αληηγφλνπ νδήγεζε  ζε κεησκέλεο απνθξίζεηο ηεο IgG2a ππνλνψληαο φηη ηα Β θαη Σ 

θχηηαξα πνπ εθθξάδνπλ CD38 κπνξνχλ λα ηξνπνπνηνχλ ηνπο ηζνηχπνπο ησλ 

αληηζσκάησλ πνπ παξάγνληαη κέζσ ηεο αιιειεπίδξαζεο κε ηνλ CD38L ζηα ΓΚ 

(Wykes et al., 2004). 



    

 

- 29 - 

Σα ΓΚ είλαη δχζθνιν λα απνκνλσζνχλ ζε κεγάινπο αξηζκνχο απφ ηνπο 

ιεκθνεηδείο ηζηνχο. Ωο εθ ηνχηνπ, ε πιεηνςεθία ησλ αλνζνινγηθψλ δνθηκαζηψλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηα ΓΚ γίλνληαη κε ρξήζε ΓΚ πνπ έρνπλ δηαθνξνπνηεζεί θαη επεθηαζεί 

in vitro, αθνινπζψληαο κηα πνηθηιία πξσηνθφιισλ πνπ δηαθνξνπνηνχληαη σο πξνο 

ηνλ πξφδξνκν θπηηαξηθφ ηχπν ησλ ΓΚ, αιιά θαη ην ζπλδπαζκφ θπηνθηλψλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνχλ  (Caux et al., 1997). Σα ΓΚ κπνξνχλ λα παξαρζνχλ θαιιηεξγψληαο 

CD34
+
 θχηηαξα παξνπζία πνηθίισλ θπηνθηλψλ. Μηα πξνζέγγηζε απνηειεί ε αξλεηηθή 

επηινγή ησλ CD34
+
 θπηηάξσλ απφ δηαθνξνπνηεκέλα πξφδξνκα θχηηαξα θαη 

αθνινχζσο ε θαιιηέξγεηα ησλ θπηηάξσλ παξνπζία ηνπ GM-CSF θαη  ηεο IL-4. Σα 

CD34
+
 θχηηαξα κπνξνχλ λα απνθηεζνχλ απφ ην κπειφ ησλ νζηψλ, ην αίκα ηνπ 

νκθάιηνπ ιψξνπ ή απφ Μ-CSF ζπιιεγκέλν πεξηθεξηθφ αίκα (Syme and Gluck, 

2001).  

 

1.4 Οζηικές Μορθογενεηικές Πρφηεΐνες (BMPs) 

Οη νζηηθέο κνξθνγελεηηθέο πξσηεΐλεο [Bone morphogenetic proteins (BMPs)] 

πεξηιακβάλνπλ κηα κεγάιε νκάδα εμειηθηηθά ζπληεξεκέλσλ, εθθξηλφκελσλ 

ζεκαηνδνηηθψλ κνξίσλ πνπ αλήθνπλ ζηελ ππεξνηθνγέλεηα ηνπ κεηακνξθσηηθνχ 

απμεηηθνχ παξάγνληα-βήηα (Transforming Growth Factor-β) TGF-βs. Δθηφο απφ ηηο  

BMPs θαη ηα TGF-βs, ε ππεξνηθνγέλεηα ηνπ TGF-β επίζεο πεξηιακβάλεη ηηο 

αθηηβίλεο/ πξσηεΐλεο αλαζηνιήο (activins/inhibins), ηε Nodal θαη ηε κπνζηαηίλε  

(myostatin). Οη BMPs αξρηθά αλαθαιχθζεθαλ θαη ηαπηνπνηήζεθαλ  σο κηα 

ελεξγφηεηα πνπ επάγεη ην ζρεκαηηζκφ νζηψλ ζην νζηηθφ ζηξψκα ην 1965 (Urist, 

1965). Ωζηφζν ζε αληίζεζε κε απηφ πνπ ην φλνκα ηνπο ππνλνεί , ε ιεηηνπξγία ησλ 

BMP δελ πεξηνξίδεηαη ζην ζθειεηφ. Πξφζθαηεο κειέηεο ζε πνιπάξηζκνπο 

νξγαληζκνχο έρνπλ απνθαιχςεη πνιιαπινχο ξφινπο γηα ηηο BMPs θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο εκβξπνγέλεζεο φπνπ εκπιέθνληαη ζηνλ ζρεκαηηζκφ ηνπ πξνηχπνπ ησλ εβξπτθψλ 

αμφλσλ, ηε γαζηξηδίσζε, ηελ επαγσγή ηζηψλ θαη ηε δηαθνξνπνίεζε (Kishigami and 

Mishina, 2005).  

Πεξηζζφηεξεο απφ είθνζη πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηηο BMP έρνπλ 

ηαπηνπνηεζεί, θαη κπνξνχλ λα ππνδηαηξεζνχλ ζε πνιπάξηζκεο ππννκάδεο κε βάζε ηηο 

δνκέο θαη ιεηηνπξγίεο ηνπο (Kawabata et al., 1998). Οη BMP2, BMP4, θαη ε 

Drosophila decapentaplegic (dpp) ζρεκαηίδνπλ κία ππννκάδα (ηελ ππννκάδα 

BMP2/4). Οη πξσηεΐλεο  BMP5, BMP6, BMP7 (πνπ επίζεο νλνκάδεηαη νζηενγφλνο 
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πξσηεΐλε  osteogenic protein OP1), BMP8 (OP2) θαη ην πξντφλ ηνπ γνληδίνπ gbb60A 

ζηε Drosophila ζρεκαηίδνπλ κία άιιε ππννκάδα (ηελ ππννκάδα OP1). Ο απμεηηθφο 

παξάγνληαο δηαθνξνπνίεζεο Growth differentiation factor-5 (GDF5, πνπ νλνκάδεηαη 

επίζεο  κνξθνγελλεηηθή πξσηεΐλε 1 πνπ πξνέξρεηαη απφ ηνλ ρφλδξν), CDMP1, GDF6 

(CDMP2 or BMP13), θαη  GDF7 (BMP12) ζρεκαηίδνπλ κηα ηξίηε νκάδα (ηελ νκάδα 

GDF5). Σα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ BMP έρνπλ κεηαμχ ηνπο δηαθξηηά πξφηππα 

έθθξαζεο. Δπηπξφζζεηα, νη βηνινγηθέο δξάζεηο ησλ  BMPs δελ είλαη παλνκνηφηππεο 

αλάκεζα ζηα κέιε, θαζψο πξνζδέλνληαη ζηνπο ππνδνρείο ηνπο κε δηαθνξεηηθέο 

ζπγγέλεηεο. Ζ δξάζε ησλ BMP ελδνθπηηαξηθά επηηπγράλεηαη θπξίσο κέζσ ηεο 

ζεκαηνδφηεζεο ηνπ κνλνπαηηνχ Smad, αλ θαη έρνπλ ηαπηνπνηεζεί πνιιά αλεμάξηεηα 

ηνπ Smad ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα. Ζ κεηαηφπηζε ηνπ Smad ζηνλ ππξήλα 

ελεξγνπνηεί πιεζψξα ζηφρσλ πνπ κε ηε ζεηξά ηνπο ξπζκίδνπλ πνιπάξηζκεο 

θπηηαξηθέο δηεξγαζίεο. Ζ ελεξγφηεηα ησλ BMP επίζεο ξπζκίδεηαη ζηελά ζηνλ 

εμσθπηηάξην ρψξν κέζσ κηαο πνηθηιίαο ηξνπνπνηεηηθψλ κνξίσλ ησλ BMP, πνπ 

απνθαινχληαη αγσληζηέο ή αληαγσληζηέο, νη νπνίνη ειέγρνπλ ηελ ηζρχ ηνπ ζήκαηνο 

ησλ BMP.  

 

1.4.1 BMP ππνδνρείο  

Γχν ηχπνη δηακεκβξαληθψλ ππνδνρέσλ κε ελεξγφηεηα θηλάζεο ζεξίλεο/ζξενλίλεο 

απαηηνχληαη γηα ηελ ελδνθπηηαξηθή κεηαγσγή ζήκαηνο κέζσ ησλ BMPs. Ο  επίηνπνο 

ηνπ θαξπνχ [wrist] ησλ BMPs απνηειεί κηα πςειήο ζπγγέλεηαο ζέζε πξφζδεζεο γηα 

ηνπο ππνδνρείο ηχπνπ Η, ελψ ν επίηνπνο  ηνπ δαρηχινπ [knuckle] απνηειεί κία ρακειή 

ζέζε πξφζδεζεο γηα ηνπο ππνδνρείο ηχπνπ II. Απηνί νη δχν επίηνπνη ζπλδένληαη ζηελά 

κεηαμχ ηνπο θαη δηεπθνιχλνπλ ηελ αιιειεπίδξαζε αλάκεζα ζηνπο ππνδνρείο ηχπνπ Η 

θαη ΗΗ. Έμη δηαθνξεηηθνί ππνδνρείο έρνπλ ηαπηνπνηεζεί φηη πξνζδέλνπλ BMPs. Οη 

ππνδνρείο ηχπνπ Η ζπκπεξηιακβάλνπλ ηνλ ππνδνρέα αθηηβίλεο ηχπνπ Ηα [Activin 

receptor type Ia (Act-RIa or Alk2)], ην BMP ππνδνρέα ηχπνπ  Ia (BMP-RIa or Alk3) 

θαη ηνλ BMP ππνδνρέα ηχπνπ  Ib (BMPRIb ή Alk6). ρεκαηίδνπλ εηεξνδηκεξή 

ζχκπινθα κε ηνπο αθφινπζνπο ππνδνρείο ηχπνπ II: ην BMP ππνδνρέα ηχπνπ ΗΗ 

(BMP-RII),ηνπο ππνδνρείο αθηηβίλεο ηχπνπ ΗΗΑ θαη ΗΗΒ [Activin receptors type IIA 

and IIB (Act-RIIA and Act-RIIB)] (Miyazono et al., 2005). Οη ππνδνρείο είλαη 

νκφινγνη θαη κπνξνχλ λα ελεξγνπνηήζνπλ ηφζν ηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ Smad φζν 

θαη ηε ζεκαηνδφηεζε πνπ δελ εκπιέθεη Smad κφξηα. Ωζηφζν, νη νδνί ζεκαηνδφηεζεο 
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δελ είλαη επηθαιππηφκελεο αιιά έρνπλ ηδηαίηεξα ζπγθεθξηκέλεο ιεηηνπξγίεο θαηά ηελ 

εκβξπνγέλεζε, αιιά θαη ζηα ελήιηθα άηνκα.  

Ζ πξφζδεζε (ζχλδεζε) ησλ ΒΜΡs ζηνπο ππνδνρείο ηχπνπ I θαη II γίλεηαη κε 

δηαθνξεηηθέο ζπγγέλεηεο. Γηα παξάδεηγκα νη πξσηεΐλεο  BMP2 θαη  BMP4 εκθαλίδνπλ 

πςειή ζπγγέλεηα γηα ηνπο ππνδνρείο ηχπνπ I BMP-RIa θαη  BMP-RIb θαη κηα 

ζπγθξίζηκα ρακειή ζπγγέλεηα γηα ηνπο ππνδνρείο ηχπνπ ΗΗ BMP-RII. Ωζηφζν ε 

BMP7,  πξνζδέλεηαη θαηά πξνηίκεζε ζηνπο ηχπνπ ΗΗ ππνδνρείο Act-RIIA and Act-

RIIB, ελψ ε ζπγγέλεηά ηεο γηα ηνπο ππνδνρείο ηχπνπ Η είλαη ρακειφηεξε (Greenwald 

et al., 2003). Απηέο νη δηαθνξέο νδεγνχλ ηνπο αληίζηνηρνπο ππνδνρείο λα 

νιηγνκεξίδνληαη θαηά έλαλ πνιχ ζπγθεθξηκέλν ηξφπν, ν νπνίνο αθνινχζσο νδεγεί 

ζηελ ελεξγνπνίεζε δηαθξηηψλ ζεκαηνδνηηθψλ θαηαξξαθηψλ  (Gilboa et al., 2000; 

Hartung et al., 2006; Nohe et al., 2002). Ο νιηγνκεξηζκφο ζπλδέηε-ππνδνρέα 

θαζνξίδεηαη απφ:  

α) ηνλ βαζκφ ζπγγέλεηαο ηεο κεηαμχ ηνπο πξφζδεζεο 

β) ηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπο αληίζηνηρα 

γ) ηα επίπεδα έθθξαζεο κνξίσλ κε ξφιν ζπκπαξάγνληα 

δ) ηελ παξνπζία ή απνπζία πξνζρεκαηηζκέλσλ ζπκπιφθσλ πνπ απαξηίδνληαη απφ 

ηνπο ππνδνρείο ηχπνπ Η / ηχπνπ ΗΗ 

Απηά ηα ραξαθηεξηζηηθά δεκηνπξγνχλ ηελ ηεξάζηηα πνηθηιία κέζσ ηεο νπνίαο 

επηηπγράλεηαη ε ζεκαηνδφηεζε ησλ κνξίσλ  BMP.    

 

1.4.2 Ρύζκηζε θαη ιεπηόο ζπληνληζκόο ηεο ζεκαηνδόηεζεο κέζσ ησλ  
BMP ζηνλ εμσθπηηαξηθό ρώξν 

 
Ζ πξφζδεζε ησλ κνξίσλ BMP ζηνπο ππνδνρείο ηνπο, ε επαθφινπζε 

εζσηεξίθεπζε ηνπ ζχκπινθνπ ζπλδέηε-ππνδνρέα θαη ε έλαξμε ησλ ζεκαηνδνηηθψλ 

θαηηαξαθηψλ βξίζθνληαη ππφ ζηελφ έιεγρν. Κάζε BMP πξσηεΐλε βξίζθεηαη ζε 

αιιειεπίδξαζε κε έλα εθηεηακέλν εχξνο πξσηετλψλ ζηνλ εμσθπηηαξηθφ ρψξν πνπ 

ηξνπνπνηνχλ ηελ πξφζδεζε ηεο ζηνλ ππνδνρέα (Δηθφλα 1.7). Απηνί νη ηξνπνπνηεηέο 

κπνξνχλ λα δξνπλ θπξίσο σο αληαγσληζηέο ησλ BMP κε απνηέιεζκα ην ΒΜΡ ζήκα 

λα δηαθνξνπνηείηαη αλάινγα κε: 

α) ηελ  BMP πξσηεΐλε πνπ πξνζδέλεηαη/αιιειεπηδξά ζηνλ αληαγσληζηή 

β) ηνλ αληαγσληζηή απηφλ θαζεαπηφ 

γ) ηνλ πεξηβάιινληα κηθξνρψξν 

δ) ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν πνπ ιακβάλεη ην ΒΜΡ ζήκα 



    

 

- 32 - 

Ζ έθθξαζε θάπνησλ αληαγσληζηψλ ξπζκίδεηαη απφ ηηο ίδηεο ηηο ΒΜΡs, κε απνηέιεζκα 

απηνί νη αληαγσληζηέο λα δεκηνπξγνχλ αξλεηηθή αλάδξαζε (Kameda et al., 1999; 

Pereira et al., 2000)  

 Όπσο θαη νη ζπλδέηεο ησλ BMP, νη αληαγσληζηέο απνηεινχλ νκνδηκεξείο 

πξσηεΐλεο νη νπνίεο πεξηέρνπλ έλα κνηίβν θπζηεΐλεο, ην νπνίν ζηαζεξνπνηεί ηε δνκή 

ηνπο.  Οη αληαγσληζηέο ηαμηλνκνχληαη κε βάζε ην κνηίβν θπζηεΐλεο: Ζ νηθνγέλεηα 

ησλ Chordin/Noggin εκθαλίδεη έλα δαθηχιην πνπ απαξηίδεηαη απφ 10 θπζηεΐλεο, ε 

Twisted gastrulation (TWSG1) έρεη έλαλ ελλεακειή δαθηχιην θαη ε νηθνγέλεηα ησλ  

DAN/Cerebrus (Gremlin) πεξηέρεη έλαλ νθηακειή δαθηχιην (Gazzerro and Canalis, 

2006).  

 

1.4.2.1 Noggin θαη Chordin 

Ζ Noggin εθθξίλεηαη σο γιπθνδπιησκέλε πξσηεΐλε, σο νκνδηκεξέο νκνηνπνιηθά 

ζπλδεδεκέλν κε κνξηαθφ βάξνο 64kDa. Ζ Noggin πξνζδέλεηαη κε πνηθίινπο βαζκνχο 

ζπγγέλεηαο κε ηηο πξσηεΐλεο BMP2, -4, -6 θαη  -7, GDF5, -6 (Zimmerman et al., 

1996). Οκφδπγεο κεηαιιάμεηο πνπ νδεγνχλ ζε κε έθθξαζε ηνπ noggin γνληδίνπ έρνπλ 

σο απνηέιεζκα ζνβαξέο αλσκαιίεο φπσο ε απνηπρία ζρεκαηηζκνχ ηνπ λεπξηθνχ 

ζσιήλα, ε δπζκνξθνγέλεζε ηνπ ζθειεηνχ ησλ άθξσλ θαζψο θαη βιάβεο ζηνλ 

αμνληθφ ζθειεηφ αιιά θαη ζηηο αξζξψζεηο (Brunet et al., 1998; McMahon et al., 

1998). Ζ εκβξπηθή ζλεζηκφηεηα ησλ Νoggin κεδεληθψλ πνληηθψλ δελ επηηξέπεη ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηνπ ξφινπ ηνπ noggin ζε ελήιηθα ζπζηήκαηα. ηνλ πνληηθφ ε Νoggin 

εθθξάδεηαη κεηά ηε γέλλεζε ζην κεζέγρπκα ησλ εκθαλψλ, αιιά φρη ησλ 

ζπγρσλεπκέλσλ θξαληαθψλ ξαθψλ φπνπ παξαηεξείηαη ειάηησζε ησλ κεηαγξάθσλ 

ηνπ noggin απφ ηνλ FGF2. Ζ Noggin ρξεζηκνπνηείηαη ζπρλά σο εηδηθφο αλαζηνιέαο 

ησλ BMP.  

Ζ Chordin αξρηθά ηαπηνπνηήζεθε ζην ξαρηαίν κεζφδεξκα γηα ηελ ηθαλφηεηά ηεο 

λα αληαγσλίδεηαη ηε δξάζε ησλ BMP. Δθθξίλεηαη σο γιπθνδπιησκέλν νκνδηκεξέο  

κνξηαθνχ βάξνπο 120kDa θαη ραξαθηεξίδεηαη απφ ηελ χπαξμε ηεζζάξσλ CR δνκηθψλ 

κνηίβσλ, ηα νπνία απνηεινχλ ηηο ζέζεηο αιιειεπίδξαζεο κε ηα  BMPs. Ζ Chordin 

πξνζδέλεηαη εηδηθά ζηα κφξηα  BMP2, -4 and -7 (Piccolo et al., 1996). Σν ζχκπινθν 

Chordin-BMP απνηειεί ππφζηξσκα γηα ηε κεηαιινπξσηεάζε ςεπδαξγχξνπ  

BMP1/tolloid, πνπ απνθφπηεη ηελ Chordin αλαζηέιινληαο ηε βηνινγηθή ηεο δξάζε 

θαη απειεπζεξψλνληαο ειεχζεξα ηα  BMPs ζηνλ εμσθπηηαξηθφ ρψξν (Piccolo et al., 

1997). Οη κεηαιιάμεηο πνπ νδεγνχλ ζε κεδεληθή έθθξαζε ηεο Chordin έρνπλ σο 
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απνηέιεζκα νη πνληηθνί λα πεζαίλνπλ θαηά ηε γέλλεζε, ιφγσ αλσκαιηψλ ζηηο 

θαξπγγηθή θαη θαξδηναγγεηαθή νξγάλσζε. Γηπιά κεηαιιαγκέλνη πνληηθνί γηα ηα 

γνλίδηα noggin/chordin εκθαλίδνπλ αλσκαιίεο ζηελ αλάπηπμε ηνπ πξνζζεγθέθαινπ, 

ζηα κάηηα θαη ηηο δνκέο ηνπ πξνζψπνπ, θαη εκθαλίδνπλ πξνβιεκαηηθή αλάπηπμε ηνπ 

κεζνδέξκαηνο θαη ζρεκαηηζκφ δνκψλ ηνπ αξηζηεξνχ θαη δεμηνχ πξνηχπνπ (Bachiller 

et al., 2000). Απηφ είλαη ελδεηθηηθφ ηνπ γεγνλφηνο φηη νη Noggin θαη Chordin 

απαηηνχληαη γηα ηελ νξζή εγθαζίδξπζε θαη ησλ ηξηψλ αμφλσλ ζην έκβξπν ηνπ 

πνληηθνχ.     

 

1.4.2.2 Twisted Gastrulation 

Ζ Twisted gastrulation (TWSG1), κηα εθθξηλφκελε γιπθνπξσηεΐλε κε κνξηαθφ 

βάξνο 26kDa, ηαπηνπνηήζεθε αξρηθά ζηελ Drosophila, πνπ απαηηείηαη γηα ηελ ζσζηή 

εγθαζίδξπζε ηνπ  ξαρηαίνπ-θνηιηαθνχ άμνλα (Mason et al., 1994). Σν twsg1 γνλίδην 

θσδηθνπνηεί κηα εθθξηλφκελε πξσηεΐλε κε δχν ζπληεξεκέλα CR δνκηθά κνηίβα. Σν 

ακηλνηειηθφ δνκηθφ ηκήκα  CR είλαη αλάινγν κε ηα δνκηθά CR κνηίβα ηεο Chordin 

θαη είλαη απαξαίηεην θαη επαξθέο γηα ηελ άκεζε αιιειεπίδξαζε αλάκεζα ζηελ 

TWSG1 θαη ηηο πξσηεΐλεο BMP2 θαη -4. Ζ θαξβνμπηειηθή πεξηνρή δελ εκθαλίδεη 

ζεκαληηθή νκνινγία κε γλσζηά εηδηθά κνηίβα  θαη αιιειεπηδξά κε ηελ  Chordin. Ζ 

TWSG1 κπνξεί λα εθδειψλεη ιεηηνπξγίεο ηφζν αγσληζηή φζν θαη αληαγσληζηή ησλ  

BMP. Ωο αγσληζηήο ησλ BMP, ε TWSG1 κπνξεί λα πξνάγεη ηε ζξαχζε ηεο  Chordin 

απφ ηελ  BMP1/tolloid, θαη λα παξεκπνδίδεη  ηελ ελαπνκείλαζα αληί-BMP δξάζε ησλ 

πξσηενιπηηθψλ πξντφλησλ ηεο Chordin (Larrain et al., 2001; Oelgeschlager et al., 

2000). Ωο αληαγσληζηήο ησλ BMP, ε TWSG1 πξνζδέλεηαη ζηελ  BMP2 ή ηελ BMP4 

ή ζην πξνζρεκαηηζκέλν ζχκπινθν BMP-chordin δεκηνπξγψληαο έηζη κηα ηξηκνξηαθή 

δνκή, ε νπνία είλαη πην απνηειεζκαηηθή απφ ηα κεκνλσκέλα ζπζηαηηθά ηεο κφξηα 

ζηελ αλαζηνιή ηεο ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ησλ  BMP (Ross et al., 2001; Scott et al., 

2001). Ζ απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ twsg1 ζηνπο πνληηθνχο νδεγεί ζε πνηθίινπο 

πνιχπινθνπο θαηλνηχπνπο ζε δηαθνξεηηθφ γελεηηθφ ππφβαζξν. Οη αλάκηθηνη  

C57Bl6/129 πνληηθνί πνπ δελ εθθξάδνπλ ηελ TWSG1, εκθαλίδνπλ απμεκέλε 

ζλεζηκφηεηα, ειαηηψκαηα ζηελ ελδνρνλδξηθή νζηενπνίεζε θαη ηελ αλάπηπμε ηνπ 

ζχκνπ θαη ηνπ ζπιήλα  (Nosaka et al., 2003). Απψιεηα ηνπ γνληδίνπ  twsg1 ζηνπο 

C57Bl6 πνληηθνχο επηθέξεη εκβξπηθή ζλεζηκφηεηα θαη ειαηηψκαηα ζηελ 

θξαληνπξνζσπηθή θαη πξνζζεγθεθαιηθή αλάπηπμε (Petryk et al., 2004). 
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1.4.2.3 Gremlin 

Ζ Gremlin απνηειεί ην θπξηφηεξν κέινο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ DAN/Cerebrus 

αληαγσληζηψλ ησλ BMP ε νπνία επίζεο πεξηιακβάλεη ηηο πξσηεΐλεο Sclerostin, 

USAG-1, Cerebrus, Coco, PRDC θαη  Dante. Σν γνλίδην gremlin, πνπ αλαγλσξίζηεθε 

αξρηθά ζηνλ νξγαληζκφ Xenopus, θσδηθνπνηεί γηα έλα γιπθνδπιησκέλν νκνδηκεξέο 

πεπηίδην κνξηαθνχ βάξνπο 28kDa. Ζ Gremlin πξνζδέλεηαη ζηηο πξσηεΐλεο  BMP2, -4, 

-7 κε πςειή ζπγγέλεηα αιιά δελ αιιειεπηδξά κε άιια κέιε ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ηνπ 

TGF-β (Hsu et al., 1998). Έρεη δεηρζεί in vitro, φηη ε Gremlin αληαγσλίδεηαη ηηο 

δξάζεηο ησλ BMP ζηε δηαθνξνπνίεζε ησλ ζηξσκαηηθψλ θπηηάξσλ ηνπ κπεινχ ησλ 

νζηψλ αιιά θαη ζηελ ιεηηνπξγία ησλ νζηενθιαζηψλ (Pereira et al., 2000). Ζ νκφδπγε 

κεδεληθή κεηάιιαμε ηνπ gremlin ζηνπο πνληηθνχο έρεη σο απνηέιεζκα ζνβαξέο 

αλσκαιίεο ζηελ αλάπηπμε ησλ άθξσλ, βιάβεο ζηνλ αεξαγσγφ ηνπ πλεχκνλα, λεθξηθή 

αγελλεζία θαη ηειηθά ζλεζηκφηεηα (Khokha et al., 2003; Michos et al., 2004) 

Αληίζεηα, πνληηθνί πνπ ππεξεθθξάδνπλ Gremlin παξνπζηάδνπλ κεησκέλν αξηζκφ 

νζηενβιαζηψλ κε απνηέιεζκα ηελ δεκηνπξγία νζηενπελίαο (Gazzerro et al., 2005). 

Παξάιιεια, ε ππεξέθθξαζε ηνπ νκνιφγνπ ηεο Gremlin απφ αλζξψπηλεο  θαξθηληθέο 

θπηηαξηθέο ζεηξέο  νδεγεί ζε αχμεζε ησλ επηπέδσλ ηεο πξσηεΐλεο θπθιηλν-

εμαξηψκελε θαηαζηαιηηθή θηλάζε p21 θαη επάγεη απφπησζε, ππνδεηθλχνληαο έηζη 

έλαλ πηζαλφ ξφιν γηα ηελ Gremlin ζηε ξχζκηζε ηεο θπηηαξηθήο δηαίξεζεο (Chen et 

al., 2002; Topol et al., 2000). 

 

1.4.3 Δλδνθπηηαξηθή ζεκαηνδόηεζε ησλ  BMPs θαη ησλ γνληδίσλ 
ζηόρσλ ηνπο 

 
Ζ πξφζδεζε ησλ κειψλ ηεο νηθνγέλεηαο ηνπ TGF-β ζηα εηεξνδηκεξή ζχκπινθα 

ησλ ππνδνρέσλ ηχπνπ Η θαη ΗΗ  επηηξέπεη ζηνλ ππνδνρέα ηχπνπ ΗΗ λα θσζθνξπιηψλνπλ 

θαη λα ελεξγνπνηνχλ ηνλ ππνδνρέα ηχπνπ Η. Αλ θαη πνιπάξηζκα ππνζηξψκαηα γηα ηνλ 

ππνδνρέα ηχπνπ Η έρνπλ ηαπηνπνηεζεί, ηα πιένλ ζεκαληηθά γηα ηελ κεηάδνζε ησλ 

ελδνθπηηαξηθψλ ζεκάησλ είλαη ηα κέιε ηεο νηθνγέλεηαο ησλ κεηαγσγέσλ ζήκαηνο 

Smad (Δηθφλα 1.7). Οη ελεξγνπνηεκέλεο απφ ηνλ ππνδνρέα πξσηεΐλεο  Smads (Smad1, 

Smad5, Smad8 γηα ηα  BMPs θαη Smad2, Smad3 γηα ηνλ TGF-β θαη ηηο αθηηβίλεο) 

θσζθνξπιηψλνληαη απφ ηνπο ππνδνρείο ηχπνπ Η (pSmad1, 5, 8 θαη pSmad2, 3) θαη 

ζρεκαηίδνπλ εηεξν-νιηγνκεξή ζχκπινθα κε ηνλ θνηλφ κεζνιαβεηή  Smad4, ηα νπνία 

κεηαθέξνληαη ζηνλ ππξήλα φπνπ θαη ξπζκίδνπλ ηε κεηαγξαθή ζπγθεθξηκέλσλ 

γνληδίσλ. Ζ ηξίηε ππννηθνγέλεηα ησλ Smad εθπξνζσπείηαη απφ ηηο αλαζηαιηηθέο 
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πξσηεΐλεο  Smads (Smad6, Smad7), νη νπνίεο απφ ηε κηα πιεπξά αλαζηέιινπλ ηε 

ζεκαηνδφηεζε ζρεκαηίδνληαο εηεξνκεξή ζχκπινθα ππνδνρέσλ κε ελεξγφηεηα 

θηλάζεο ζεξίλεο-ζξενλίλεο ζε έλα κεραληζκφ αλαηξνθνδφηεζεο θαη, απφ ηελ άιιε 

πξνάγνπλ νξηζκέλα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα ζηα νπνία δελ ζπκκεηέρνπλ νη 

πξσηεΐλεο  Smad.  

 

Δηθόλα 1.7 Σν δίθηπν ζήκαηνο ΒΜΡ θαη TGF-β ζηνλ εμσθπηηάξην θαη εζσθπηηάξην 

ρώξν (Απφ Graf and Economides, 2008) 

 

Ζ κειέηε ησλ πξσηετλψλ Smads 1, θαη 5  in vivo εκθαλίδεη νξηζκέλεο δπζθνιίεο. 

Δμαηηίαο ηεο εκβξπηθήο ζλεζηκφηεηαο  ησλ πνληηθψλ πνπ δελ εθθξάδνπλ Smad1 ή 

Smad5 πνιιά απφ ηα in vivo ζηνηρεία γηα ηελ θπηηαξηθή ιεηηνπξγία ηνπο  

πεξηνξίδνληαη ζηελ εκβξπηθή αλάπηπμε. Οη πνληηθνί ζηνπο νπνίνπο έρεη  εμαιεηθζεί 

ην   Smad1 (KO) πεζαίλνπλ in utero θαη ηα έκβξπα εκθαλίδνπλ ειαηηψκαηα  ζε εμσ-

εκβξπηθνχο ηζηνχο θαη ζην ζρεκαηηζκφ  ησλ αλαπαξαγσγηθψλ θπηηάξσλ (Lechleider 

et al., 2001). Οη Smad5 KO πνληηθνί πεζαίλνπλ ζηα κηζά ηεο θχεζεο εμαηηίαο 

πνιπάξηζκσλ εκβξπηθψλ ειαηησκάησλ  θαη επηπξφζζεηα εκθαλίδνπλ ειαηηψκαηα 

ζηελ αγγεηνγέλεζε θαη ηε κεζεγρπκαηηθή απφπησζε  (Chang et al., 1999; Yang et al., 

1999).  Ζ Smad8 δελ παίδεη θαζνξηζηηθφ ζηελ αλάπηπμε, ελ κέξεη ιφγσ ησλ 

αιιειεπηθαιππηφκελσλ δξάζεσλ ηεο κε ηηο πξσηεΐλεο  Smad1 θαη Smad5 (Arnold et 

al., 2006). Οη κεηαιιαγκέλνη Smad8 πνληηθνί είλαη βηψζηκνη σζηφζν έρνπλ 

παζνινγηθά ειαηηψκαηα  παξφκνηα κε ηελ πλεπκνληθή αξηεξηαθή ππέξηαζε  θαη ζε 

κεξηθέο πεξηπηψζεηο εκθαλίδνπλ αδελψκαηα ζηνλ πλεχκνλα (Huang et al., 2009). 

Ids 
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Δθηφο απφ ην θιαζζηθφ κνλνπάηη ζεκαηνδφηεζεο ησλ Smad, ε ελεξγνπνίεζε ησλ 

ζπκπιφθσλ ησλ  BMP ππνδνρέσλ ηχπνπ Η θαη ΗΗ  κπνξεί επίζεο λα επάγεη θαη άιια 

ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα ζηα νπνία δελ εκπιέθνληαη νη Smad. ηνηρεία ππνζηεξίδνπλ 

ηελ χπαξμε αιιειεπίδξαζεο ή «ζπλνκηιίαο» αλάκεζα ζηα  BMP θαη άιια 

πξσηαξρηθήο ζεκαζίαο ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα φπσο είλαη  ηνπ TGF-β/αθηηβίλεο, 

Notch, p38 MAPK θαη Toll (Herpin and Cunningham, 2007). Ζ ζεκαηνδνηηθή 

ζπλνκηιία ησλ BMP θαη άιισλ κνλνπαηηψλ πξνζζέηεη ζηελ πνιππινθφηεηα κέζσ 

ηεο νπνίαο ηα ζήκαηα κέζσ ησλ  BMP δξνπλ ζηα θχηηαξα ζηφρνπο.  

Ζ κεηαθνξά ησλ pSmad1, 5, 8 ζηνλ ππξήλα ελεξγνπνηεί έλαλ αξηζκφ γνληδίσλ 

φπσο είλαη ηα Runx2/Cbfa1, JunB, Msx2, θαη  Dlx5 (ten Dijke et al., 2003). Αλάκεζα 

ζηα πνιπάξηζκα γνλίδηα ζηφρνπο ησλ  BMP, νη πξσηεΐλεο Id [αλαζηνιέαο ηεο 

δηαθνξνπνίεζεο ή αλαζηνιέαο ηεο πξφζδεζεο ζην DNA (inhibitor of differentiation 

or inhibitor of DNA binding)] επάγνληαη απφ ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ  BMP ζε 

πνηθίινπ ηχπνπο θπηηάξσλ, θαη απνηεινχλ απφ ηνπο πιένλ ζεκαληηθνχο ζηφρνπο ησλ  

BMPs (Ogata et al., 1993). Οη  Id πξσηεΐλεο ιεηηνπξγνχλ σο αξλεηηθνί ξπζκηζηέο ηεο 

θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο θαη σο ζεηηθνί ξπζκηζηέο ηνπ θπηηαξηθνχ 

πνιιαπιαζηαζκνχ  (Yokota and Mori, 2002). Καη νη ηέζζεξηο Id πξσηεΐλεο (Id1 έσο  

4) εκθαλίδνπλ παξφκνηεο, αιιά φρη ηαπηφζεκεο βηνινγηθέο δξαζηεξηφηεηεο  κε 

αιιειεπηθαιππηφκελα πξφηππα έθθξαζεο. Ζ επαγφκελε απφ ην BMP ζήκα αλαζηνιή 

ηεο δηαθνξνπνίεζεο ησλ κεζεγρπκαηηθψλ θπηηάξσλ ζε κπνβιάζηεο θαη 

αδηπνθχηηαξα κπνξεί λα κεζνιαβεζεί κέζσ ησλ  Id πξσηετλψλ (Hollnagel et al., 

1999) (Moldes et al., 1997). Δπηπξφζζεηα, ε BMP2 βξέζεθε φηη νδεγεί ζε αχμεζε ηεο 

έθθξαζεο ησλ Id1 θαη  Id3 ζε λεπξνεπηζειηαθά θχηηαξα (Nakashima et al., 2001). Ζ 

εθηνπηθή έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ Id1 θαη Id3 αλαζηέιιεη ηε λεπξνγέλεζε 

πξνηείλνληαο έηζη έλαλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηηο κεζνιαβνχκελεο απφ ηηο  BMP αιιαγέο 

ζηε λεπξνγελεηηθή κνίξα απηψλ ησλ θπηηάξσλ.      

 

1.4.4 Σα ζπζηαηηθά ζηνηρεία ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ δηθηύνπ ησλ BMP ζηελ 
αλνζνινγηθή ξύζκηζε 

 
Ζ πιεηνςεθία ησλ δηαζέζηκσλ απνηειεζκάησλ αλαθνξηθά κε ηε ιεηηνπξγία ησλ  

BMP επηθεληξψλεηαη ζηελ εκβξπνγέλεζε θαη ην ζρεκαηηζκφ ησλ νζηψλ. 

Αλαδπφκελεο κειέηεο ησλ ηειεπηαίσλ εηψλ  ππνδεηθλχνπλ πξσηαγσληζηηθφ ξφιν  γηα 

ηηο BMPs θαη ζε άιια ζπζηήκαηα πέξα απφ ηα νζηά (Wagner et al.), κε ην 

αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα λα κελ απνηειεί εμαίξεζε. Πνιιέο απφ ηηο πιεξνθνξίεο πνπ  
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αθνξνχλ κέιε ηνπ ΒΜΡ δηθηχνπ ζεκαηνδφηεζεο ζηα θχηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 

πξνέξρεηαη απφ in vitro κειέηεο. Ζ ζάξσζε αλζξψπηλσλ θπηηαξηθψλ ζεηξψλ πνπ 

πεξηιακβάλνπλ αηκνπνηεηηθέο γελεαινγίεο απνθάιπςαλ φηη ε Bmp4 εθθξάδεηαη απφ 

ιεκθνεηδείο Σ θπηηαξηθέο ζεηξέο, ε Bmp6 θαη ε Bmp7 εθθξάδνληαη ζηελ θπηηαξηθή 

ζεηξά Β θπηηάξσλ Ramos θαη ε Bmp7 επίζεο εθθξάδεηαη ζε αλζξψπηλα  B θαη T 

θχηηαξα (Detmer et al., 1999). Αλαθνξηθά κε ηα  B θχηηαξα, ε Bmp2 κπνξεί λα 

επάγεη αλαζηνιή ηεο αχμεζεο ζηελ θπηηαξηθή ζεηξά απφ πβξηδψκαηα Β θπηηάξσλ 

πνληηθνχ ηελ HS-72 (Ishisaki et al., 1999; Yamato et al., 2001) θαη ε Bmp6 έρεη 

εκπιαθεί ζηε ιεπηή ξχζκηζε ηεο ηζνξξνπίαο αλάκεζα ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ, ηελ 

απφπησζε θαη ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ αλαπηπζζφκελσλ αλζξψπηλσλ Β θπηηάξσλ 

απμάλνληαο ηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ Id1 θαη Id3 (Kersten et al., 2006; Kersten et 

al., 2005).  

Αλαθνξηθά κε ηνπο αληαγσληζηέο BMP, έρεη δεηρζεί φηη νη πξσηεΐλεο Gremlin θαη 

Dan αιιειεπηδξνχλ κε ηε Slits θαη ιεηηνπξγνχλ σο αξλεηηθνί ξπζκηζηέο ηεο 

ρεκεηφηαμεο ησλ κνλνθπηηάξσλ (Chen et al., 2004a). ηνλ εμσθπηηάξην ρψξν, ε 

TWSG1 εθθξάδεηαη απφ ηα αλαπηπζζφκελα ζπκνθχηηαξα θαηά ηξφπν πνπ εμαξηάηαη 

απφ ηνλ TCR θαη ζπλεξγάδεηαη κε ηελ Chordin γηα λα κπινθάξεη ηε δξάζε ησλ  

Bmp2/4 πνπ ξπζκίδνπλ αξλεηηθά ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ 

ζπκνθπηηάξσλ  (Δηθφλα 1.8) (Graf et al., 2002). Δπηπξφζζεηα, έρεη δεηρζεί φηη ε 

έθθξαζε ηεο TWSG1 ζε ψξηκα Σ θχηηαξα θαηά ηξφπν πνπ εμαξηάηαη απφ ηελ Tob, 

αλαζηέιιεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηελ παξαγσγή θπηνθηλψλ απφ αιινδξαζηηθά  

CD4
+ 

T θχηηαξα (Tzachanis et al., 2007). Σα in vivo ζηνηρεία γηα ηελ πηζαλή εκπινθή 

ησλ BMPs ζηε ιεηηνπξγία ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ, πξνέξρνληαη απφ πνληηθνχο πνπ δελ 

εθθξάδνπλ ηελ TWSG1. Μεξηθνί απφ απηνχο εκθαλίδνπλ πξνβιήκαηα ζηελ 

αλάπηπμε ησλ ιεκθνθπηηάξσλ, ηφζν ζην ζχκν φζν θαη ζην ζπιήλα (Nosaka et al., 

2003). 

Σα ζηνηρεία πνπ ππνζηεξίδνπλ ηελ παξαπάλσ άπνςε ζπκπιεξψλνληαη απφ ηα 

γνλίδηα ζηφρνπο ησλ BMP, ηελ νηθνγέλεηα ησλ Id. Μηα απφ ηηο πνιπάξηζκεο 

ιεηηνπξγίεο ησλ πξσηετλψλ Id είλαη φηη απνηεινχλ ζεκαληηθνχο ξπζκηζηέο ηεο 

αλάπηπμεο ησλ ιεκθνθπηηάξσλ (Δηθφλα 1.9A) (Engel and Murre, 2001; Sugai et al., 

2004).  Αλαθνξηθά κε ηα Β θχηηαξα, νη Knock-out (KO) πνληηθνί γηα ηελ Id3 

εκθαλίδνπλ πξνβιήκαηα ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ Β θπηηάξσλ θαη ζηηο 

αλνζναπνθξίζεηο (Ishisaki et al., 1999) ελψ απφ ηνπο Id2 ΚΟ πνληηθνχο βξέζεθε φηη ε   
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Δηθόλα 1.8 Αιιειεπίδξαζε ησλ ΒΜΡ2/4 κε ηνπο αληαγσληζηέο TWSG1 θαη Chordin 

αλάκεζα ζηα ζηξσκαηνθύηηαξα θαη ηα αλαπηπζζόκελα Σ θύηηαξα ζην ζύκν αδέλα, 

θαζνξίδεη ηνλ ξπζκό ηεο Σ θπηηαξηθήο αλάπηπμεο (βιέπε θείκελν γηα επεμήγεζε) (Απφ 

Graf et al., 2002) 

 

 

Id2 ξπζκίδεη ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ ζηελ πεξηζσξηαθή δψλε (MZ) 

(Becker-Herman et al., 2002), θαηαζηέιιεη ηελ ελαιιαγή ηζνηχπνπ (class switch 

recombination) γηα ηελ IgE θαη ζρεηίδεηαη κε ηελ Pax5, ξπζκίδνληαο έηζη ηελ 

ελεξγφηεηα ηεο AID (Δηθφλα 1.9B) (Gonda et al., 2003).  

Ωζηφζν, παξά ηα πξναλαθεξζέληα απνηειέζκαηα , άκεζα  in vivo ζηνηρεία γηα ηε 

ιεηηνπξγία ησλ BMP ζηα ιεκθνθχηηαξα θαη ζηελ αλνζνινγηθή ξχζκηζε αθφκα 

ιείπνπλ, γεγνλφο πνπ πηζαλά απνηειεί αληαλάθιαζε ησλ πξψηκσλ αιιά θαη 

πνιχπινθσλ θαηλνηχπσλ  πνπ παξαηεξνχληαη  ζηνπο πεξηζζφηεξνπο BMP KO 

πνληηθνχο (Πίλαθαο 1.2) (Graf and Economides, 2008).           
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Αληηγόλν

Β θύηηαξν

Δμαξηεκέλνο
από ηελ Id3 

πνιιαπιαζηαζκόο

Πιαζκαηνθύηηαξν
Α

Β
Ήξεκν Β θύηηαξν

Δλεξγνπνηεκέλν Β θύηηαξν

 

Δηθόλα 1.9 Οη Ids εκπιέθνληαη ζε κέξε ηεο Β θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο θαη ηεο 

ζσκαηηθήο ππεξκεηαιιαμηγέλεζεο  Α) Β θπηηαξηθή ελεξγνπνίεζε θαη δηαθνξνπνίεζε ζε 

πιαζκαηνθχηηαξα. Αληηγφλν ελεξγνπνηεί Β θχηηαξα θαη πξνθαιεί άκεζα ηνλ 

πνιιαπιαζηαζκφ πνπ είλαη απαξαίηεηνο γηα ηελ επέθηαζε αληηγνλνεηδηθψλ Β θπηηαξηθψλ 

θιψλσλ, επηηξέπνληαο ζηα ελεξγνπνηεκέλα Β θχηηαξα λα δηαθνξνπνηεζνχλ ζε 

πιαζκαηνθχηηαξα. Ζ Id3 είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ εθθίλεζε ηνπ Β θπηηαξηθνχ 

πνιιαπιαζηαζκνχ. Β)  Μνληέιν ξχζκηζεο έθθξαζεο ηεο AID θαη ηνπ IgE γνληδίνπ απφ 

ηηο E2A, Pax5 θαη Id2. ηα ήξεκα Β θχηηαξα ε Pax5 δελ κπνξεί λα πξνζδεζεί ζηηο 

πεξηνρέο ηνπ aid θαη ηνπ Ιε. Αληίζεηα ε Δ2Α κπνξεί λα πξνζδεζεί ζην aid αιιά φρη ζην Ιε.  

Με ηελ ελεξγνπνίεζε, ε Δ2Α θαη ε Pax5 πξνζδέλνληαη ζηνλ εθθηλεηή ηνπ Ηε θαη 

πξνσζνχλ εGLT. ηελ πεξηνρή ηνπ aid, ε Pax5 πξνζδέλεηαη ζηα ξπζκηζηηθέο πεξηνρέο ηνπ 

θαη πξνσζεί έθθξαζε ηνπ aid γνληδίνπ καδί κε ηελ Δ2Α. Καη ζηηο δπν πεξηπηψζεηο ε Id2 

ιεηηνπξγεί ζαλ αληαγσληζηήο ηεο δξάζεο ηεο Pax5. (Απφ Sugai et al., 2004) 
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Πίλαθαο 1.2 Φαηλφηππνη πνληηθψλ κε απαινηθή δηαθφξσλ γνληδίσλ ηεο ΒΜΡ 

νκάδαο* 
 

Γονίδιο Φαινόηςπορ 
Αναθοπά γονιδιακήρ 

απαλοιθήρ 

bmp2 
Δκβξπηθή ζλεζηκφηεηα: ειαηηψκαηα ζην 

άκλην, θαξδηαθέο αλσκαιίεο 
(Zhang and Bradley, 1996) 

bmp4 
Δκβξπηθή ζλεζηκφηεηα: ειαηηψκαηα ζην 

ζρεκαηηζκφ ηνπ κεζνδέξκαηνο 
(Winnier et al., 1995) 

bmp6 
Βηψζηκνη: ειαηηψκαηα ζηελ αλάπηπμε ηνπ 

ζηέξλνπ  
(Solloway et al., 1998) 

bmp7 

Θλεζηκφηεηα ακέζσο κεηά ηε γέλλεζε: 

αγέλεζε λεθξνχ, ειαηηψκαηα ζηνλ νθζαικφ, 

ζθειεηηθέο αλσκαιίεο 

(Dudley et al., 1995) 

(Luo et al., 1995) 

noggin 
Δκβξπηθή ζλεζηκφηεηα: ζθειεηηθά 

ειαηηψκαηα, ειαηηψκαηα ζην ΚΝ  

(Brunet et al., 1998) 

(McMahon et al., 1998) 

gremlin 
Δκβξπηθή ζλεζηκφηεηα: πξνβιήκαηα ζην 

λεθξφ, ηνλ πλεχκνλα θαη ην ζθειεηφ  

(Khokha et al., 2003) 

(Michos et al., 2004) 

chordin 
Θλεζηκφηεηα θαηά ηε γέλλεζε: θαξπγγηθά 

ειαηηψκαηα (ζχλδξνκν DiGeorge) 
(Bachiller et al., 2000) 

twisted 

gastrulation 

Πνηθίινη γνλφηππνη αλάινγα κε ην γελεηηθφ 

ππφβαζξν: εκβξπηθή ζλεζηκφηεηα ζην 

ππφβαζξν  C57/Bl6 κε θξαληνπξνζσπηθέο, 

ζθειεηηθέο, ιεκθνεηδείο θαη εληεξηθέο 

αλσκαιίεο   

(Nosaka et al., 2003) 

(Petryk et al., 2004) 

smad1 

Δκβξπηθή ζλεζηκφηεηα: ειαηηψκαηα ζην 

ζπιαρληθφ ελδφδεξκα θαη ζην εμσεκβξπηθφ 

κεζφδεξκα   

(Tremblay et al., 2001) 

(Lechleider et al., 2001) 

smad5 

Δκβξπηθή ζλεζηκφηεηα: Βιάβεο ζηελ 

αγγεηνγέλεζε ζην ιεθθηζηθφ ζάθν , κεησκέλν 

κεζφδεξκα θαη ειαηηψκαηα ζηελ αξηζηεξή-

δεμηά αζπκκεηξία   

(Chang et al., 1999) 

(Yang et al., 1999) 

smad8 

Βηψζηκνη: παζνινγηθέο βιάβεο πνπ 

πξνζνκνηάδνπλ ηελ πλεπκνληθή αξηεξηαθή 

ππέξηαζε   

(Huang et al., 2009) 

*πξνζαξκόζηεθε από (Graf and Economides, 2008; Zhao, 2003)  

 

1.5 Γιαγονιδιακή ηετνολογία 

Καζψο νη θπηηαξηθέο πεγέο ησλ πεξηζζφηεξσλ BMPs θαη ησλ BMP 

αληαγσληζηψλ πνπ εθθξάδνληαη ζηνπο ελήιηθεο ηζηνχο δελ είλαη γλσζηέο, 

ρξεηάζηεθαλ  ζπγθεθξηκέλεο πεηξακαηηθέο πξνζεγγίζεηο πνπ ζα θαζηζηνχζαλ εθηθηή 

ηελ πεξηγξαθή ηεο έθθξαζεο ησλ κνξίσλ BMP/BMP αληαγσληζηψλ in situ ζε 
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επίπεδν κεκνλσκέλνπ θπηηάξνπ, πξναπαηηνχκελν γεγνλφο γηα ηελ πεξαηηέξσ κειέηε  

in vivo κέζσ ηζηνεηδηθήο γνληδηαθήο απαινηθήο. Αλάιπζε ηνπ πξνηχπνπ έθθξαζεο 

γηα λα ηαπηνπνηεζεί ν ρξφλνο θαη ε ζέζε ηεο έθθξαζεο ελφο γνληδίνπ  

ρξεζηκνπνηψληαο έλα γνλίδην δείθηε  πνπ έρεη γίλεη knocked in ζην γελεηηθφ ηφπν πνπ 

θσδηθνπνηεί ην γνλίδην πνπ καο ελδηαθέξεη λα κειεηήζνπκε απνηειεί κηα επξέσο 

ρξεζηκνπνηνχκελε πξνζέγγηζε. ε απηή ηε κέζνδν, έλα γνλίδην αλαθνξάο, ζπρλφηεξα 

ην βαθηεξηαθφ γνλίδην ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο (lacZ) εηζάγεηαη ζηαζεξά κέζσ 

γνληδηαθήο ζηφρεπζεο ζε εκβξπηθά βιαζηηθά θχηηαξα ή κε δηαγέλεζε βαθηεξηαθψλ 

ηερλεηψλ ρξσκνζσκάησλ [bacterial artificial chromosome (BAC)] ζην γνληδίσκα ηνπ 

πνληηθνχ  θαηά ηέηνην ηξφπν πνπ ε έθθξαζε ηνπ  lacZ θαζνξίδεηαη απφ ηνλ ππνθηλεηή 

ηνπ γνληδίνπ πνπ καο ελδηαθέξεη (παξάδεηγκα εηθφλα. 1.10). Ζ ρξψζε γηα ελεξγφηεηα 

ηνπ lacZ είλαη επαίζζεηε θαη επηηξέπεη ηελ νπηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ζε νιφθιεξα 

έκβξπα, ή ζε ηζηνινγηθέο ηνκέο. πλήζσο κε αλάιπζε ζε επίπεδν ελφο θπηηάξνπ  

(Adams and Gale, 2006).  

Ex1 β-galactosidase neor Ex1
 

Δηθόλα 1.10 Δηζαγσγή θαζζέηαο β-γαιαθηνζηδάζεο καδί κε ην neo resistant (neo
r
) 

ηκήκα αλάκεζα ζην Δμώλην 1 (Ex1) ηνπ γνληδίνπ bmp7 (Πξνζαξκνζκέλν απφ Godin et 

al., 1998) 

 

Όπσο πξναλαθέξζεθε, ε απαινηθή ησλ ζπζηαηηθψλ ζηνηρείσλ ηνπ 

ζεκαηνδνηηθνχ ζηνηρείνπ ησλ  BMP νδεγεί ζε εκβξπηθή ζλεζηκφηεηα, ζλεζηκφηεηα 

θαηά ηε γέλλεζε ή πνιχπινθνπο θαηλνηχπνπο, δεκηνπξγψληαο έηζη εκπφδηα ζηελ 

απνθάιπςε ηνπ ξφινπ ηεο ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ησλ BMP ζηνπο ηζηνχο ησλ 

ελειίθσλ (Πίλαθαο 1.2). Ζ ρξήζε ηεο ηερλνινγίαο ηεο ηζηνεηδηθήο ζηφρεπζεο θαζηζηά 

εθηθηή ηε δεκηνπξγία πνληηθψλ κε ηζην-/ θπηηαξνεηδηθή απαινηθή ηνπ γνληδίνπ πνπ 

καο ελδηαθέξεη. ε απηή ηε κέζνδν, ηππηθέο ηερληθέο γνληδηαθήο ζηφρεπζεο 

ρξεζηκνπνηνχληαη πξνθεηκέλνπ λα παξάγνπλ πνληηθνχο ζηνπο νπνίνπο κηα βαζηθή 

πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ πνπ καο ελδηαθέξεη είλαη floxed, έηζη ψζηε ηζηνεηδηθή έθθξαζε 

ηεο cre αλαζπλδπάζεο  (cre recombinase) επηθέξεη ηελ απελεξγνπνίεζε ηνπ 

αιιειίνπ. ηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο, νη ζέζεηο loxP ηνπνζεηνχληαη ζηα εζψληα 

(introns). Γηαζηαπξψλνληαο κηα ζεηξά πνληηθψλ κε έλα θαηά ζπλζήθε ζηνρεπφκελν 

αιιήιην κε κηα ζεηξά πνληηθνχ κε εθηειεζηηθή δξάζε πνπ εθθξάδεη ηελ  cre θαηά 

ηζηνεηδηθφ ηξφπν, παξάγνληαη απφγνλνη ζηνπο νπνίνπο ην ζηνρεπκέλν αιιήιην  
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απελεξγνπνηείηαη κφλν ζε εθείλνπο ηνπο ηζηνχο  πνπ εθθξάδνπλ ηελ cre (Gu et al., 

1994). Έλαο δείθηεο πνπ κπνξεί λα ηεζεί ππφ επηινγή  (φπσο απηφο πνπ πεξηέρεη ην 

γνλίδην αλζεθηηθφηεηαο ζηε λενκπθίλε neo), ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα επηιεγνχλ νη 

ζηνρεπφκελνη θιψλνη ησλ θιψλσλ ησλ βιαζηηθψλ θπηηάξσλ θαη απνηειεί 

απαξαηηήησο κέξνο ηνπ αξρηθά ζηνρεπκέλνπ αιιειίνπ  (Δηθφλα 1.11Α,Β). 

 

Δηθόλα 1.11. Ρύζκηζε ηεο 

γνληδηαθήο έθθξαζεο κέζσ 

ηξνπνπνίεζεο ηνπ γνληδηώκαηνο 

κε ην ηνπνεηδηθό ζύζηεκα 

αλαζπλδπαζκνύ Cre/loxP, Frt A) 

Οη αιιεινπρίεο loxP θαη FRT νη 

νπνίεο απνηεινχληαη απφ δπν 

αλεζηξακκέλεο επαλαιήςεηο ε 

θαζεκηά (καχξν), νη νπνίεο 

ρσξίδνληαη απφ κία θεληξηθή 

αιιεινπρία (θφθθηλν) ζηελ νπνία 

γίλεηαη ε απνθνπή θαη ε αληαιιαγή 

ησλ αιπζίδσλ. Β) Απελεξγνπνίεζε 

ηνπ γνληδίνπ κέζσ ηνπ 

αλαζπλδπαζκνχ ηεο πεξηνρήο (Β) 

πνπ βξίζθεηαη αλάκεζα ζηα δχν loxP 

ή frt ηκήκαηα. Γ) πλδπαζκνί 

απαινηθήο ηνπ γνληδηαθνχ ηκήκαηνο 

(essential region) θαη ηνπ neo 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ηερληθή 

ηνπνζέηεζεο ηξηψλ loxP 

αιιεινπρηψλ (TSP, ηζηνεηδηθφο 

εθθηλεηήο, pA, ζέζε πνιπαδελπιίσζεο) (Απφ Lewandoski, 2001) 

 

Ωζηφζν, ε ηνπνζέηεζε ηεο θαζέηαο neo cassette ζε εζψληα πνιιέο θνξέο 

επεξεάδεη ηελ έθθξαζε ηνπ ζηνρεπφκελνπ αιιειίνπ, αιινηψλνληαο ηελ θπζηθνχ 

ηχπνπ [wild type, wt] γνληδηαθή ελεξγφηεηα αθφκα θαη ελ ηε απνπζία ηνπ 

αλαζπλδπαζκνχ πνπ κεζνιαβείηε απφ ηελ Cre. Μηα θνηλή ζηξαηεγηθή γηα απηφ ην 

πξφβιεκα απνηειεί ε ρξήζε ηξηψλ ζέζεσλ loxP, πνπ ηνπνζεηνχληαη θαηά ηέηνην 

A

B

Γ
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ηξφπν ψζηε ην neo, αιιά θαη ε βαζηθή πεξηνρή ηνπ γνληδίνπ πνπ καο ελδηαθέξεη λα 

είλαη ζηνρεπφκελα (Gu et al., 1994). Έλαο κεξηθφο αλαζπλδπαζκφο πνπ κεζνιαβείηε 

απφ ηελ Cre απνκαθξχλεη ην neo (ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ πνληηθφ Flp-cre) αθήλνληαο 

ηε βαζηθή πεξηνρή ζηνρεπφκελε (Δηθφλα 1.11Γ). Όηαλ ε neo θαζέηα απνκαθξπλζεί, 

ηφηε έλα επηπξφζζεην γεγνλφο αλαζπλδπαζκνχ πνπ κεζνιαβείηε απφ ηελ cre 

(ρξεζηκνπνηψληαο έλαλ πνληηθφ πνπ έρεη ηελ έθθξαζε ηεο cre ππφ έιεγρν  ηνπ 

θπηηαξηθνχ ηχπνπ πνπ καο ελδηαθέξεη) αμηνπνηείηαη πξνθεηκέλνπ λα πινπνηεζεί ε 

απαινηθή ηνπ γνληδίνπ ζε έλαλ ζπγθεθξηκέλν θπηηαξηθφ ηζηφ ή θπηηαξηθφ ηχπν.   

 

 

1.6 Πολσπαραμεηρική τρώζη για ηον προζδιοριζμό ηοσ 
ανοζολογικού θαινοηύποσ ηφν κσηηάρφν (Multicolour 
Flow Cytometry – Immunophenotyping) 

 
Ζ θπηηαξνκεηξία ξνήο απνηειεί κηα απφ ηηο πιένλ ηζρπξέο ηερλνινγίεο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη επξχηαηα ζηελ Αλνζνινγία. Καζηζηά εθηθηή ηε γξήγνξε θαη 

πνιππαξακεηξηθή αλάιπζε ησλ θπηηάξσλ ζε επίπεδν 1 κφλν θπηηάξνπ θαη 

επηπξφζζεηα ην δηαρσξηζκφ (δηαινγή, sorting) θπηηαξηθψλ πιεζπζκψλ πςειήο 

θαζαξφηεηαο. Ζ θπηηαξνκεηξία ξνήο αλαθαιχθζεθε απφ ην εξγαζηήξην ηνπ 

Herzenberg ζηα ηέιε ηεο δεθαεηίαο ηνπ 60. Σα πξψηα φξγαλα πνπ θαηαζθεπάζηεθαλ 

είραλ ηε δπλαηφηεηα κέηξεζεο ηξηψλ παξακέηξσλ: ελφο ζήκαηνο θζνξηζκνχ θαη δχν 

ζεκάησλ ζθέδαζεο ηνπ θσηφο. 

Ζ δχλακε ηεο πνιππαξακεηξηθήο αλάιπζεο πξνθεηκέλνπ λα δηαθξηζνχλ 

ιεηηνπξγηθά δηαθνξεηηθέο ππνθαηεγνξίεο ιεπθνθπηηάξσλ νδήγεζε ζηελ αλάπηπμε 

ησλ κεραλεκάησλ κε ηθαλφηεηα δηάθξηζεο 6 παξακέηξσλ γηα θάζε θχηηαξν εθ ησλ 

νπνίσλ νη 4 αθνξνχλ ζήκαηα θζνξηζκνχ. Καηά ηε δηάξθεηα ηεο δεθαεηίαο ηνπ 90 

πεξαηηέξσ ηερλνινγηθή πξφνδνο ζεκεηψζεθε ζηνλ ηνκέα ηεο θπηηαξνκεηξίαο ξνήο 

πξνθεηκέλνπ λα αληαπνθξηζεί ζηελ απμαλφκελε αλάγθε θαηαλφεζεο ηεο 

πνιππινθφηεηαο ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. Ζ πξφνδνο ζε επίπεδν 

ηερλνινγίαο, ινγηζκηθψλ πξνγξακκάησλ αιιά θαη ρεκείαο θαηέζηεζε εθηθηή ηε 

δεκηνπξγία κεραλεκάησλ κε δπλαηφηεηα λα αληρλεχνπλ πεξηζζφηεξα απφ 10 

θζνξηνρξψκαηα. ηηο κέξεο καο, είλαη πιένλ εθηθηή ε κέηξεζε κέρξη 17 

δηαθνξεηηθψλ θζνξηνρξσκάησλ (Δηθφλα 1.12).  
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Δηθόλα 1.12 Ζ γεσκεηξία ηνπ laser θαη ηνπ ζπζηήκαηνο αλίρλεπζεο ηεο εθπνκπήο 

θζνξηζκνύ 1 θπηηαξόκεηξνπ ξνήο κε ηθαλόηεηα αλίρλεπζεο 19 ρξσκάησλ. Α. 

ρεκαηηθή απεηθφληζε ηνπ νξγάλνπ πνπ είλαη εμνπιηζκέλν κε  ηξία laser-ην κπιε (488 

nm), ην πξάζηλν (534 nm) θαη ην ηψδεο (407 nm)- θαζψο θαη 1 θφθθηλν laser ειίνπ λένπ 

(HeNe) (633 nm). B Φσηνγξαθία ηεο δηάηαμεο ηνπ νθηαγψλνπ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ 

εθπνκπψλ ηνπ πξάζηλνπ laser. C Ζ γξαθηθή αλαπαξάζηαζε ηεο νθηαγσληθήο δηάηαμεο 

απνθαιχπηεη έλα κνλαδηθφ ζχζηεκα ζπιινγήο, ην νπνίν ζπλίζηαηαη απφ κηα ζεηξά 

ζσιήλσλ θσηνπνιιαπιαζηαζκνχ (PMTs 1-8) θαζψο θαη νπηηθψλ ζε νθηαγσληθή δηάηαμε. 

Φσηφληα εηζέξρνληαη ζε απηφ ην ζχζηεκα θαη αλαθιψληαη ζπζηεκαηηθά ζηνλ επφκελν 

αληρλεπηή κέζσ ελφο δηρξνηθνχ θαζξέπηε ή κεηαθέξνληαη κέζσ 1 θίιηξνπ θαη κεηξψληαη 

ζην PMT. (Απφ Perfetto et al., 2004)  

 

Αλαπφδξαζηα ηίζεηαη ην εξψηεκα: Δίλαη πξαγκαηηθά απαξαίηεηε ε ηαπηφρξνλε 

κέηξεζε ηφζσλ πνιιψλ παξακέηξσλ; ε ηη εμππεξεηεί ε απφθηεζε ηφζσλ πνιιψλ 

πιεξνθνξηψλ; Όζνη δνπιεχνπλ κε ιεκθνθχηηαξα, φκσο, κπνξνχλ αβίαζηα λα 

πηζηνπνηήζνπλ φηη ε ελδειερήο κειέηε θαη εηο βάζνο θαηαλφεζε ηεο πνιππινθφηεηαο 

ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο πξνυπνζέηεη ηελ αλάθηεζε φιεο απηήο ηεο 
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πιεξνθνξίαο. Δλδεηθηηθφ παξάδεηγκα απνηεινχλ νη πιεζπζκνί ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ ηεο νξηαθήο δψλεο θαζψο θαη νη πιεζπζκνί ησλ ελεξγνπνηεκέλσλ Β 

θπηηάξσλ, νη νπνίνη ππνδηαηξνχληαη πεξαηηέξσ ζε άιινπο ππνπιεζπζκνχο κε βάζε 

ηελ έθθξαζε ζπγθεθξηκέλσλ κνξίσλ.  

Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα ηεο ηερλνινγηθήο πξνφδνπ πνπ έρεη επηηεπρζεί 

πξνθεηκέλνπ λα θαηαζηεί εθηθηφο ν πξνζδηνξηζκφο κέρξη θαη 19 παξακέηξσλ 

απνηειεί ην θπηηαξφκεηξν LSR II, ηεο Becton Dickinson. Σν LSR II ρξεζηκνπνηεί 3 

laser ζηεξεήο θαηάζηαζεο (solid phase) ηα νπνία εθπέκπνπλ ζην πξάζηλν (532 nm), 

ην κπιε (488 nm) θαη ην ηψδεο (407 nm). Δπηπξφζζεηα, έλα ηέηαξην laser (ήιην-λέν) 

εθπέκπεη ζην εχξνο ηνπ θφθθηλνπ (633 nm). Απηά ηα ηέζζεξα laser παξέρνπλ ηελ 

ελέξγεηα ελεξγνπνίεζεο γηα ηα αληηζψκαηα πνπ ζπδεπγλχνληαη κε θζνξηφρξσκα. 

Μεηά ηελ εθπνκπή, θάζε θζνξηφρξσκα εθπέκπεη θσηφληα ζε έλα ζπγθεθξηκέλν εχξνο 

κεθψλ θχκαηνο. Σα εθπεκπφκελα θσηφληα ζπιιέγνληαη ζε έλα ζχζηεκα αλίρλεπζεο 

νθηαγψλνπ ή ηξηγψλνπ εηδηθφ γηα θάζε laser. Σν νθηαγσληθφ ζχζηεκα αλίρλεπζεο γηα 

ηα θζνξηνρξψκαηα πνπ εθπέκπνληαη απφ ην πξάζηλν laser απεηθνλίδεηαη ζηελ εηθφλα 

1.12. ε θάζε γσλία απηνχ ηνπ ζρεκαηηζκνχ έλαο ζσιήλαο θσηνπνιιαπιαζηαζκνχ 

αληρλεχεη ην θσο ζε έλα ζπγθεθξηκέλν εχξνο κεθψλ θχκαηνο. Απηφ θαζνξίδεηαη απφ 

ηα θίιηξα ζην θέληξν ηνπ ζπζηήκαηνο. Ωο εθ ηνχηνπ, θάζε αληρλεπηήο κεηξά θπξίσο, 

αιιά φρη απνθιεηζηηθά, ηελ εθπνκπή απφ έλα ζπγθεθξηκέλν θζνξηφρξσκα. Απηή ε 

δηαδηθαζία πινπνηείηαη ζε δχν ζηάδηα. Αξρηθά, ηα εθπεκπφκελα θσηφληα ζπλαληνχλ 

έλαλ ε πεξηζζφηεξνπο δηρξντθνχο θαζξέπηεο, νη νπνίνη είηε αλαθινχλ είηε κεηαδίδνπλ 

θσηφληα, αλάινγα κε ην ραξαθηεξηζηηθφ κήθνο θχκαηνο ηνπ θίιηξνπ. Αθνινχζσο, ην 

εθπεκπφκελν θσο «θαζαξίδεηαη» πεξαηηέξσ απφ έλα θίιηξν πξηλ θηάζεη ζηνλ 

αληρλεπηή.  

Πέξα φκσο απφ ηελ ηερλνινγηθή εμέιημε γηα ηελ αλάπηπμε θπηηαξφκεηξσλ ξνήο 

κε δπλαηφηεηεο κέηξεζεο πνιιαπιψλ παξακέηξσλ θξίλεηαη απαξαίηεηε ε αλάπηπμε 

θαηάιιεισλ αληηδξαζηεξίσλ, πνπ κπνξνχλ λα αληαπνθξηζνχλ ζηηο αλάγθεο ηνπ 

πξνζδηνξηζκνχ ηνπ αλνζνινγηθνχ θαηλνηχπνπ ησλ θπηηάξσλ (immunophenotyping). 

ην πιαίζην απηφ, επηιέγνληαη επηθαλεηαθέο ή ελδνθπηηαξηθέο πξσηεΐλεο θαηάιιειεο 

πξνο κειέηε. Ηδαληθνχο δείθηεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ αλνζνινγηθνχ θαηλνηχπνπ 

απνηεινχλ πξσηεΐλεο πνπ πηζαλφλ ζρεηίδνληαη κε ηνλ ξφιν ελφο ζπγθεθξηκέλνπ 

θπηηαξηθνχ ηχπνπ θαη εθθξάδνληαη δηαθνξηθά ζηνπο δηαθνξεηηθνχο ππφ εμέηαζε 

θπηηαξηθνχο ηχπνπο. Υαξαθηεξηζηηθφ παξάδεηγκα απνηεινχλ ηα κφξηα ησλ 

πιαζκαηνθπηηάξσλ Ηg(G, M, A). Οη θαιχηεξνη δείθηεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ 
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αλνζνινγηθνχ θαηλνηχπνπ θπηηαξηθψλ ππνηχπσλ παξακέλνπλ ακεηάβιεηνη ζε 3 

θαηαζηάζεηο:  

 ζε in vitro ελεξγνπνίεζε, πνπ απαηηείηαη ζε πνιπάξηζκεο ιεηηνπξγηθέο 

κεζφδνπο,  

 ζηελ ηηθή κφιπλζε πνπ ελδέρεηαη λα κεηαβάιεη ηελ έθθξαζε 

πξσηετλψλ σο κεραληζκφ αλνζνδηαθπγήο 

 ζηελ θπηηαξηθή θξπνζπληήξεζε πνπ κπνξεί γηα παξάδεηγκα λα 

απνκαθξχλεη απφ ηελ θπηηαξηθή κεκβξάλε ην κφξην CD62L. 

Αθνχ επηιεγνχλ νη θαηάιιειεο πξσηεΐλεο πνπ κπνξνχλ λα αμηνπνηεζνχλ σο 

δείθηεο πξέπεη λα επηιερζνχλ ηα πιένλ θαηάιιεια θζνξηνρξψκαηα. Ζ δηαζεζηκφηεηα 

πνιιψλ θζνξηνρξσκάησλ, κε δηαθξηηά θάζκαηα εθπνκπήο θαζηζηά εθηθηφ ηνλ 

ζπλδπαζκφ πνιιψλ παξακέηξσλ ζε 1 δείγκα. Ωζηφζν, κηα ζεκαληηθή παξάκεηξνο 

πνπ πξέπεη λα ιεθζεί ζνβαξά ππφςε είλαη ε θαζκαηηθή επηθάιπςε ησλ θζνξηδνπζψλ 

ρξσζηηθψλ νπζηψλ. Απηή ε επηθάιπςε είλαη απαξαίηεην λα εμαιεηθζεί καζεκαηηθά 

ρξεζηκνπνηψληαο κηα δηαδηθαζία πνπ είλαη γλσζηή σο αληηζηάζκηζε (compensation) 

(Δηθφλα 1.13).  

Ζ αληηζηάζκηζε απνηειεί ηε καζεκαηηθή απνθσδηθνπνίεζε ησλ ζεκάησλ εμφδνπ 

απφ πνιινχο αληρλεπηέο πξνθεηκέλνπ λα πξνθχςνπλ κεηξήζηκεο ηηκέο αλαινγηθά κε 

θάζε κία απφ ηηο θζνξίδνπζεο ρξσζηηθέο πνπ έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί. Ζ αλάγθε γηα 

αληηζηάζκηζε πξνθχπηεη απφ ηελ «ππεξρείιηζε» (spillover) ηνπ θσηφο αλάκεζα ζηνπο 

αληρλεπηέο θαη ην ζρεηηθά επξχ θάζκα κεθψλ θχκαηνο εθπνκπήο απφ ηα πεξηζζφηεξα 

θζνξηνρξψκαηα. Όπσο απεηθνλίδεηαη ζηελ εηθφλα 1.13, ηα ζήκαηα πνπ εθπέκπνληαη 

απφ 1 θζνξηφρξσκα κπνξνχλ λα «επηκνιχλνπλ» γεηηληάδνληεο αληρλεπηέο γεγνλφο πνπ 

νδεγεί ζε αξθεηέο πηζαλέο πεγέο επηκφιπλζεο.  

ηελ παξνχζα εξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθε πνιππαξακεηξηθή αλάιπζε κέρξη θαη  

8 δηαθνξεηηθψλ παξακέηξσλ, εθ ησλ νπνίσλ νη 6 ήηαλ παξάκεηξνη θζνξηζκνχ. 
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Δηθόλα 1.13: Φαζκαηηθή αιιειεπηθάιπςε ησλ πξσηαξρηθώλ θζνξηνρξσκάησλ ζε όινπο 

ηνπο αληρλεπηέο. θαηξίδηα ζεκάλζεθαλ κε θάζε 1 απφ ηα 17 αληηζψκαηα ζπδεπγκέλα κε 

αληίζηνηρεο ρξσζηηθέο θαη αλαιχζεθαλ ζην θπηηαξφκεηξν. Τπνινγίζηεθε ην πνζνζηφ ηνπ 

θσηφο απφ ηελ εθπνκπή ηνπ πξσηαξρηθνχ θζνξηνρξψκαηνο πνπ επηκφιπλε θάζε έλαλ απφ 

ηνπο άιινπο αληρλεπηέο. Κάζε ξάβδνο αληηπξνζσπεχεη ην πνζνζηφ ηνπ ζήκαηνο ζε έλαλ 

δεδνκέλν αληρλεπηή απφ θάζε θζνξηφρξσκα ζε ζχγθξηζε κε ην ζήκα ηνπ θζνξηνρξψκαηνο 

ζηνλ αληίζηνηρν πξσηαξρηθφ ηνπ αληρλεπηή. (Απφ Perfetto et al., 2004) 
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1.7 κοπός ηης παρούζας μελέηης 

Αληηθείκελν ηεο παξνχζαο εξεπλεηηθήο εξγαζίαο είλαη ε κειέηε ησλ αληαγσληζηψλ 

ησλ νζηηθψλ κνξθνγελεηηθψλ πξσηετλψλ ζην πεξηθεξηθφ αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα. 

Πνην ζπγθεθξηκέλα ε εξγαζία επηθεληξψλεηαη αξρηθά: 

 

 ηνλ ραξαθηεξηζκό ηεο δπλακηθόηεηαο θαη ηεο ηνπνινγίαο έθθξαζεο ησλ 

γνληδίσλ Chordin, Noggin, Gremlin and Twisted Gastrulation ζε επίπεδν 

mRNA θαη πξσηεΐλεο ζε δηάθνξα ζηάδηα ηεο αλνζνινγηθήο απφθξηζεο 

ρξεζηκνπνηψληαο θπζηνινγηθνχο δηαγνληδηαθνχο πνληηθνχο αλαθνξάο (lacZ). 

 

Οη επφκελνη ζηφρνη είλαη: 

 

 Ο ραξαθηεξηζκόο ηεο θπζηνινγηθήο ιεηηνπξγίαο ησλ Gremlin θαη 

Twisted Gastrulation ζε πνληηθνύο όπνπ έρεη γίλεη ε ηζηνεηδηθή 

απελεξγνπνίεζε ηνπο ζηα δελδξηηηθά θαη Β θύηηαξα αληίζηνηρα. 

Αλνζνθαηλνηππηθή αλάιπζε, αλνζνπνηήζεηο θαη θαιιηέξγεηεο δελδξηηηθψλ 

θαη Β θπηηάξσλ ζα αλαδείμνπλ ηηο φπνηεο επηξξνέο ησλ γνληδίσλ απηψλ ζηελ 

ζπκπεξηθνξά ησλ αληίζηνηρσλ θπηηάξσλ αιιά θαη ηελ αλνζναπφθξηζε ζηα 

πεξηθεξηθά ιεκθηθά φξγαλα.   

  

 Ζ αλαγλώξηζε δηθηύνπ/σλ κεηάδνζεο ζήκαηνο ησλ ΒΜΡ ζηηο 

δηαδηθαζίεο αλνζναπόθξηζεο όπνπ εκπιέθεηαη ε Twisted Gastrulation   
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2 Τιηθά θαη κέζνδνη. 
 
Λεπηνκεξήο ιίζηα ησλ αληηδξαζηεξίσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα 

δηαηξηβή παξαηίζεηαη ζηελ ελφηεηα 2.5. 

 

2.1 Πονηικοί και in vivo πειράμαηα 
 
2.1.1 Πνληηθνί 
 

Οη πνληηθνί πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηα παξαθάησ πεηξάκαηα έρνπλ ήδε πεξηγξαθεί 

θαη παξαηίζεληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. 

 

Πίλαθαο 2.1 

Πονηικόρ 
Είδορ διαγονιδιακήρ 

ζηόσεςζηρ 
Λειηοςπγία Αναθοπά 

Twsg1
+/lacZ 

Knock-in 
Αλαγλψξηζε θπηηάξσλ 

πνπ εθθξάδνπλ twsg1 

(Gazzerro et al., 

2006) 

Gremlin
+/lacZ 

Knock-in 
Αλαγλψξηζε θπηηάξσλ 

πνπ εθθξάδνπλ gremlin 

(Khokha et al., 

2003) 

Noggin
+/lacZ

 Knock-in 
Αλαγλψξηζε θπηηάξσλ 

πνπ εθθξάδνπλ noggin 

(Brunet et al., 

1998) 

Twsg1
flx(neo)/+ 

Knock-in 
ηνρεπκέλε ηζηνεηδηθή 

απαινηθή ηνπ twsg1  

(Petryk et al., 

2004) 

Gremlin
flx/+ 

Knock-in 
ηνρεπκέλε ηζηνεηδηθή 

απαινηθή ηνπ gremlin 

(Gazzerro et al., 

2007) 

p55KO Knock-in 
Απαινηθή ηνπ p55 TNF 

ππνδνρέα 

(Rothe et al., 

1993) 

Cd19
cre

 Knock-in 
Απαινηθή ζηνρεπκέλνπ 

γνληδίνπ ζηα Β θχηηαξα 

(Rickert et al., 

1997) 

Vav
cre

 Knock-in 

Απαινηθή ζηνρεπκέλνπ 

γνληδίνπ ζηα αηκνπνηεηηθά 

θχηηαξα 

(de Boer et al., 

2003) 

Flp-cre Knock-in Απαινηθή neo θαζζέηαο 
(Rodriguez et al., 

2000) 

 

Οη πνληηθνί Twsg1
flx(neo)/+

 δηαζηαπξψζεθαλ κε Flp-cre γηα ηελ εμαγσγή ηεο neo 

θαζέηαο πνπ πξνυπήξρε δίλνληαο Twsg1
flx/+

 θαη αθνινχζσο δηαζηαπξψζεθαλ κε 

C57Bl/6 πνληηθνχο γηα ηνπιάρηζηνλ έμη γεληέο κέρξη θαη νθηψ γεληέο. Γηα ηελ 

ηζηνεηδηθή απαινηθή ηνπ twsg1 ζηα Β θχηηαξα, πνληηθνί Twsg1
flx/+

 δηαζηαπξψζεθαλ 

κε νκνηφηππνπο έηζη ψζηε λα γελλεζνχλ πνληηθνί Twsg1
flx/flx

. Οη F1 νκφδπγνη 

Twsg1
flx/flx

 απφγνλνη ζηε ζπλέρεηα δηαζηαπξψζεθε κε  Cd19
cre

 πνληηθνχο δίλνληαο 

Σwsg1
flx/flx

Cd19
cre

 (Twsg1-cKO) (Δηθ. 2.1). ε φια ην επηθείκελα πεηξάκαηα ν 

πνληηθφο κάξηπξαο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε είλαη ν Twsg1
flx/flx

. Ζ ηζηνεηδηθή απαινηθή 
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ηνπ gremlin ζηα αηκνπνηεηηθά θχηηαξα επηηπγράλζεθε κε παξαπιήζην ηξφπν φπσο 

ηνπ twsg1. Πνληηθνί Gremlin
flx/+

 δηαζηαπξψζεθαλ κε νκνηφηππνπο ηνπο δίλνληαο  

Gremlin
flx/flx

 απνγφλνπο θαη ζηε ζπλέρεηα κε πνληηθνχο Vav
cre

 πξνθεηκέλνπ λα 

γελλεζνχλ Gremlin
flx/flx

Vav
cre

 (Gremlin-cKO).  

 

 
 

Δηθόλα 2.1 Δμαγσγή ηεο neo θαζζέηαο θαη ηζηνεηδηθή απαινηθή ηνπ twsg1   
Πνληηθνί Twsg1

(flx(neo)
 πνπ ζην ζηνρεπκέλν ηνπο αιιήιην έρεη απνκείλεη ε neo 

θαζέηα δηαζηαπξψζεθαλ κε Flp-cre deleter πνληηθνχο. Ο αλαζπλδπαζκφο ζηηο frt 

πεξηνρέο επηηξέπεη ηελ εμαγσγή ηεο neo θαζζέηαο. Ζ εμαγσγή ηνπ neo ειέρζε κε 

PCR. ηε ζπλέρεηα ηα πνληίθηα Twsg1
flx

 δηαζηαπξψζεθαλ κε πνληίθηα Cd19
cre

 φπνπ 

ν αλαζπλδπαζκφο ζηηο loxP πεξηνρέο έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ απαινηθή ηνπ 3
νπ

 

Twsg1 εμσλίνπ απφ ηα Β θχηηαξα φπνπ βξίζθεηαη ε θαηαιπηηθή πεξηνρή ηεο 

TWSG1 πξσηεΐλεο   

 

 

2.1.2 Αλνζνπνηήζεηο 

Γηα ηελ επαγσγή ζπκνεξμαξηψκελεο αλνζνινγηθήο απφθξηζεο, ρξεζηκνπνηήζεθε 

ην αλνζνγφλν ηνπ απηέληνπ (Keyhole Lympet Heomocyanin, KLH) δη-πδξφμπ-3-

ληηξνθαηλπι αθεηπιίνπ (di-hydroxy-3-nitrophenyl acetyl, DNP) (DNP-KLH). ηελ 

πξσηνγελή αλνζνπνίεζε ρνξεγήζεθαλ ελδνπεξηηνλατθά ζηα πνληίθηα 100κg DNP-

KLH ζε PBS αλαγκπφκελν 1:1 (v/v) κε πιήξεο εληζρπηηθφ ηνπ Freud (CFA). Μεηά 

απφ 28 ή 70 εκέξεο ρνξεγήζεθε ε ίδηα πνζφηεηα DNP-KLH ζε PBS αλαγκπφκελν κε 

CFA. Οξφο απφ ηελ νπξά ζπιιέρζεθε 7 θαη 35 ή 14, 28, 70 θαη 77 εκέξεο κεηά ηελ 

πξψηε αλνζνπνίεζε. 

To DNP-KLH απνθηήζεθε απφ ηελ Calbiochem θαη ην CFA απφ ηελ SIGMA.  

PGKneo 

1 2 4 5 frt frt 

loxP 

+ flp Cre 

1 2 4 5 frt 

5‟UTR 3‟UTR 

αιιήιην 

twsg1
flx(neo)

 

αιιήιην 

twsg1
flx

 
loxP 

loxP 

3 

loxP 

3 

1 2 4 5 
frt 

loxP 

+ CD19 Cre 

αιιήιην 

twsg1
flx

CD19
cre/+
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ε κία αλεμάξηεηε απφ ηα Σ ιεκθνθχηηαξα αλνζναπφθξηζε ηχπνπ Η (T-

independent type 1 response, TI-1), νη ππνδνρείο πνπ πξνζνκνηάδνπλ ηνπο ππνδνρείο 

Toll (Toll like receptors, TLRs) ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ αλαγλσξίδνπλ ζπληεξεκέλα 

πξφηππα κηθξννξγαληζκψλ πνπ είλαη πξνζδεδεκέλα ζην αληηγφλν.  Πξνθεηκέλνπ λα 

αμηνινγεζεί ε ηχπνπ 1 αλεμάξηεηε απφ ηα Σ ιεκθνθχηηαξα αλνζναπφθξηζε (ΣΗ-1) 

πνληηθνί ειηθίαο νθηψ έσο δψδεθα εβδνκάδσλ ελέζεθαλ ελδνπεξηηνλατθά κε 25 

κηθξνγξακκάξηα ηνπ απηέληνπ δη-πδξνμπ-3-ληηξνθελπι αθεηπιίνπ (di-hydroxy-3-

nitrophenyl acetyl, DNP) ην νπνίν ήηαλ ζπδεπγκέλν κε ιηπνπνιπζαθραξίηε (DNP-

LPS) ζε PBS.  

Ζ ηχπνπ 2 αλεμάξηεηε απφ ηα Σ ιεκθνθχηηαξα αλνζναπφθξηζε ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ φρη κφλν δελ απαηηεί ηα Σ ιεκθνθχηηαξα αιιά δε ρξεηάδεηαη νχηε 

ηνπο TLRs. Απηφο ν ηχπνο αλνζναπφθξηζεο ησλ Β θπηηάξσλ δηέπεηαη απφ ηελ 

ηθαλφηεηα παξαγσγήο αληηζσκάησλ αθφκα θαη ζε θαιιηέξγεηεο φπνπ ππάξρνπλ 

απνθιεηζηηθά Β ιεκθνθχηηαξα. Έηζη, πξνθεηκέλνπ λα δηεξεπλεζεί ε αλεμάξηεηε απφ 

ηα Σ ιεκθνθχηηαξα αλνζναπφθξηζε ηχπνπ 2 (T-independent type 1 response, TI-2), 

ρνξεγήζεθαλ ελδνπεξηηνλατθά ζηνπο πνληηθνχο 25κg  DNP3-θηθφιιεο ζε PBS. Καη 

ζηηο 2 πεξηπηψζεηο νη νξνί ζπιιέρζεθαλ κεηά απφ 7 θαη 14 εκέξεο. Σν DNP-LPS θαη 

ην DNP3-Ficoll απνθηήζεθαλ απφ ηελ Biosearch Technologies. 

 
Διάλςμα PBS: 0.138M NaCl, 2.7mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2mM NaH2PO4, pH 7.4 

 

 

 

2.2 Μεθόδοι Μοριακής Βιολογίας και Βιοτημείας  

 

2.2.1 Απνκόλσζε γελνκηθνύ DNA 

Πξνθεηκέλνπ λα απνκνλσζεί ην γελνκηθφ DNA ην ηκήκα ηνπ ηζηνχ ή ηα θχηηαξα 

επσάζηεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο ζε πδαηφινπηξν ζε ζεξκνθξαζία 55ºC κε 

300κL δηάιπκα TENS θαη 5κL πξσηετλάζε Κ (απφ δηάιπκα ζπγθέληξσζεο 1mg/ml) 

αλά δείγκα. Σελ επφκελε κέξα ζε θάζε δείγκα πξνζηέζεθαλ 300κL «δηάιπκα DNA» 

θαη αθνχ αλαδεχηεθαλ ηζρπξά γηα 10 ιεπηά, θπγνθεληξήζεθαλ γηα 10min ζε 

13.000rpm. ηε ζπλερεία αθαηξέζεθαλ πεξίπνπ 250κL απφ ηελ ππεξθείκελε πδαηηθή 

θάζε κε θνκκέλα αθξνξχγρηα (tips), γηα λα απνθεπρζεί ε ζξαχζε ηνπ γελνκηθνχ 

DNA. Σν ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε λέα ζσιελάθηα (eppendorf) θαη ζε θάζε 

δείγκα πξνζηέζεθαλ  480κL ηζνπξνπαλφιεο. Σν κίγκα αλαθηλήζεθε ειαθξά κέρξη λα 

ζρεκαηηζηεί κηα νξαηή ιεπθή κάδα, ην DNA. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε γηα 6min 
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ζηηο 13000rpm. Σν ππεξθείκελν απνκαθξχλζεθε πξνζεθηηθά ψζηε λα κελ 

δηαηαξαρηεί ην DNA πνπ ήηαλ νξαηφ σο ίδεκα ζηνλ ππζκέλα ηνπ eppendorf.  

ην ζεκείν απηφ  ζε θάζε δείγκα  πξνζηέζεθε 70% αηζαλφιε πξνθείκελνπ λα πιπζεί 

ην DNA. Πξαγκαηνπνηήζεθε λέα θπγνθέληξεζε ζηηο 13000rpm γηα 5min θαη αθνχ ην 

ππεξθείκελν απνκαθξχλζεθε πξνζεθηηθά ην DNA αθέζεθε λα ζηεγλψζεη. ην ηέινο, 

επαλαδηαιχζεθε ζε 100κL H2O. 

 
Διάλςμα TENS (Tris EDTA NaCl SDS): 50mM Tris pH 8.0, 100mM EDTA, 100mM 

NaCl, 10% SDS  

 

Διάλςμα DNA: θαηλνιε: ριωξνθόξκην: ηζνακπιηθή αιθνόιε (1:1:25), 100mM Tris pH 

8.0 , 2.5mM EDTA 

 

 

2.2.2 Aιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 
 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο ρξεζηκνπνηήζεθε πξνθεηκέλνπ λα 

πξνζδηνξηζζεί ν γνλφηππνο ησλ πνληηθψλ αιιά θαη ζε πεηξάκαηα εκη-πνζνηηθήο 

αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο. Σα αληηδξαζηήξηα ηνπ κίγκαηνο γηα ηελ PCR φπσο θαη νη 

ζπλζήθεο, παξαηείζεληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα.  

Αληηδξαζηήξην/Γηάιπκα Όγθνο 
Πξόγξακκα PCR 

Βήκα Θεξκ. Υξόλνο 

Γηάιπκα PCR 2.0κL 1. 95°C 5min 

Υισξηνχρν Μαγλήζην (MgCl2) 1Μ 1.2κL 2. 95°C 1min 

Γεφμπ-λνπθιενηίδηα (dNTP) 2.5mM 0.9κL 3. 57°C 5min 

Μίγκα εθθηλεηψλ 0.4κL 4. 72°C 1min 30sec 

Απνκνλσκέλν DNA 0.5κL Δπηζηξνθή ζην Βήκα 2, 34 θνξέο 

Σaq πνιπκεξάζε 0.3κL 5. 14°C 15min 

Γηπιά-απεζηαγκέλν λεξφ (ddH2O) 14.7κL Σέινο   

 

Σα κείγκαηα ησλ εθθηλεηψλ (primer sequence) πνπ ρξεζεκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

πνιιαπιή γελνηχπνζε γνληδίσλ είλαη ηα αθφινπζα. Οη αιιεινπρίεο ηνπο 

παξαηίζεληαη ζηελ ελφηεηα 2.6. 

 

Twsg1
+/lacZ

: D18/D19/D20 

 

Twsg1
flx/+

: D25/D182, D183/D184 

 

Gremlin
+/lacZ

 θαη Noggin
+/lacZ

: D25/D34, D126/D127 

 

Gremlin
flx/+

: D139/D140 

 

neo: D13/D16 
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Cd19
cre

: D118/D119, D135/D136 

 

Vav
cre

: D169/D170 

 

ηα πξνηφληα ηεο PCR πξνζηέζεθαλ 5κL Orange G θαη ην κέηγκα ειεθηξνθνξέζεθε 

ζε γέιε 1.5% αγαξφδεο κε δηάιπκα 1Υ ΣΒΔ. 

 
10X διάλςμα PCR: 0.5Μ KCl, 0.1M Tris pH 9.0, 1% Triton-X 

Orange G: 50% (w/v) νπθξόδε, 0.25% (w/v) Orange G   

10X διάλςμα TBE: Γηα 1lt δηάιπκα, 103g Tris, 55g Βνξηθό νμύ, 9.3g EDTA ζε dH2O 

 
 
2.2.3 Aπνκόλσζε γελσκηθνύ RNA, παξαγσγή cDNA θαη 
αληηζηξεπηήο κεηαγξαθήο - αιπζηδσηε αληίδξαζε πνιπκεξάζεο 
(RT-PCR) 
 

Γηα ηελ απνκφλσζε νιηθνχ RNA απφ θχηηαξα θαη ηζηνχο ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

κέζνδνο TRIZOL (Invitrogen) ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ηνπ θαηαζθεπαζηή. Ζ 

ζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο πξνζδηνξίδεηαη κε θσηνκέηξεζε. Γηα θάζε δείγκα 2mg 

RNA κεηαγξάθεθαλ αληηζηξεπηά ζε cDNA ρξεζηκνπνηψληαο superscript II 

(Invitrogen).  

Γηα ηελ απνκφλσζε νιηθνχ RNA απφ θχηηαξα θαη ηζηνχο ρξεζηκνπνηήζεθε ην 

παθέην πιηθψλ NucleoSpin RNA II ηεο Macherey-Nagel (Γεξκαλία) ζχκθσλα κε ην 

πξσηφθνιιν ηνπ θαηαζθεπαζηή. Ζ ζπγθέληξσζε ηνπ δείγκαηνο πξνζδηνξίδεηαη κε 

θσηνκέηξεζε. Γηα ηελ παξαζθεπή cDNA 5-10mg νιηθνχ RNA ζε ηειηθφ φγθν 6κL 

ηνπνζεηεζεθε ζε κηθξνζσιελίζθν ησλ 0,5mL. ηε ζπλέρεηα ηνπνζεηήζεθαλ 80pmol 

oligo dT πξνο πβξηζνπνίεζε φισλ ησλ πνιπαδελπιησκέλσλ κεηαγξαθεκάησλ 

(polyA+). To κέηγκα επσάζηεθε ηνπο 65ºC γηα 5min. Μεηα ην πεξαο ηνπ πβξηδηζκνχ, 

ε αληίδξαζε κεηαθέξζεθε ζηνπο 37ºC φπνπ πξνζηέζεθαλ ηα αθφινπζα: 

 Σειηθή ζπγθέληξσζε Όγθνο 

Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα RT 1X 4κL 

DTT 10mM 2 κL 

BSA 1X 2 κL 

dNTPs 0,25mM 2 κL 

Αλαζηνιέαο ξηβνλνπθιεαζψλ (RNAsin) 40U 1 κL 

ddH2O  4 κL 

MMLV-RT 200U 1 κL 
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Ζ αληίδξαζε επσάζηεθε γηα 1hour ζηνπο 37ºC θαη αθνινχζεζε θαηαθξήκλε ησλ 

cDNA πξνηφλησλ κε πξνζζήθε 1/10 5M NaCl θαη 2 φγθσλ αηζαλφιεο. Σα ηδήκαηα 

επαλαησξήζεθαλ ζε 50-100κL ddH2O θαη ήηαλ έηνηκα γηα αληηδξάζεηο PCR.  

Hκη-πνζνηηθή RT-PCR πξαγκαηνπνηήζεθε κε δηαδνρηθέο αξαηψζεηο 1:5 ζε δηάιπκα 

πνπ πεξηείρε 1,2κL  MgCl2 (25 mM), 4κL κίγκαηνο πνπ πεξηείρε dNTPs, 0,4κL 

κίγκαηνο εθθηλεηψλ, 3κL Taq πνιπκεξάζεο.   Οη ζπλζήθεο ηνπ πξνγξάκκαηνο γηα ηελ 

αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο είλαη φπσο αλαθέξνληαη ζηνλ πίλαθα ηεο 

ελφηεηαο 2.2.2. Οη αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζεκνπνηήζεθαλ παξαηίζεληαη 

ζην παξάξηεκα Α2.   

 
2.2.4 Απνκόλσζε πξσηετλώλ 

5 x 10
6
 Β ιεκθνθχηηαξα επαλαησξήζεθαλ ζε RPMI πνπ πεξηείρε 1% FBS θαη 

κεηά απφ 1hour ζηέξεζεο απφ νξφ ππέζηεζαλ εξεζηζκφ κε 1 κg/mL LPS θαη (θαηά 

πεξίπησζε) 100 ng/mL rBmp2. Σα θχηηαξα ππέζηεζαλ ιχζε κεηά απφ δηάθνξα 

επηζπκεηά ρξνληθά δηαζηήκαηα εξεζηζκνχ ζε δηάιπκα RIPA (30κL δηαιχκαηνο RIPA 

αλα 10
6
 θχηηαξα). ηε ζπλέρεηα θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 13,000rpm γηα 15min φπνπ 

θαη ζπιιέρηεθε ην ππεξθέηκελν. 

 

Διάλςμα RIPA: 50mM Tris, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS, 1mM Na3VO4, 1mM 

PMSF/ 1X αλαζηνιείο ηωλ πξωηεαζώλ  

 

 

2.2.5 Ζιεθξνθόξεζε πεθηήο SDS-αθξπιακπδίνπ (SDS-PAGE) 

Ζ ειεθηξνθφξεζε SDS-PAGE αθνινπζήζεθε φπσο πεξηγξάγεηαη απφ ηνλ 

Laemmli (1970). ηελ παξνχζα εξγαζία ρξεζεκνπνηήζεθαλ πήθηεο δηαρσξηζκνχ 10 

θαη 13% φπσο παξείζηαληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα. 

 

Πεθηή επηζηέγαζεο 3 mL  Πεθηή δηαρσξηζκνύ 10% (13%) 10 mL 

dH2O 2.1  dH2O  4.0 (2.7) 

30% αθξπιακχδην 0.5  30% αθξπιακχδην  3.3 (4.6) 

1.0M Tris pH 6.8 0.38  1.5M Tris pH 8.8  2.5 

10% SDS (w/v) 0.03  10% SDS (w/v)  0.1 

10% APS (w/v) 0.03  10% APS (w/v)  0.1 

TEMED 0.003  TEMED  0.004 

 

Τπνινγίζηεθε ε πεξηεθηηθφηεηα θάζε πξσηετληθνχ εθρπιίζκαηνο ζε πξσηεΐλε ψζηε 

λα αλαιπζνχλ δείγκαηα κε ίζεο πνζφηεηεο πξσηεΐλεο Πξηλ απφ ηελ ειεθξνθφξεζε 

ζηα δείγκαηα πξνζηέζεθε 5X δηάιπκα θφξησζεο ζε αλαινγία 1:5v/v. Σα δείγκαηα 
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βξάζηεθαλ γηα 5min, θπγνθεληξήζεθαλ ζηηο 11000rpm γηα 1min ζηνπο 4ºC θαη 

ςχρηεθαλ ζε πάγν γηα ηνπιάρηζηνλ 10min. 10κg νιηθήο πξσηεΐλεο  απφ θάζε δείγκα 

θνξηψζεθαλ ζηελ πεθηή θαη δηαρσξίζηεθαλ κε ζχζηεκα Mini-Protean II (Bio-rad) ζε 

1Υ δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο γηα θαηάιιειν ρξνληθφ δηάζηεκα, ζηα 90-100Volt. Ωο 

δείθηεο πξφηππσλ κνξηαθψλ βάξσλ ρξεζεκνπνηήζεθε ην Prestained MW Standards 

ηεο Invitrogen.  

 
30% ακπςλαμίδιο (29:1): 29.2g αθξπιακύδην, 0.8g bis-αθξπιακύδην ζε 100mL dH2O 

ηειηθό όγθν 

 

5Χ  διάλςμα θόπηυζηρ: 250mM Tris pH 6.8, 9.2% (w/v) SDS, Μπιέ ηεο βξωκνθαηλόιεο 

(w/v), 40% (w/v) Γιπθεξόιε, 5% β-κεξθαπηναηζαλόιε 

 

1Χ Διάλςμα ηλεκηποθόπηζηρ: 3.03g Γιπθίλε, 14.4g Tris, 0.1% SDS 

 

 

2.2.6 ηύπσκα (αλνζναπνηύπσζε) θαηά Western 

Μεηά ην ηέινο ηεο ειεθηξνθφξεζεο, ε πεθηή ηνπνζεηήζεθε ζε εηδηθή δηάηαμε θαη 

πξαγκαηνπνηήζεθε ειεθηξνκεηαθνξά πξσηετλψλ ζε κεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο 

(Whatman) ζε δηάιπκα κεηαθνξάο (transfer buffer). Ζ κεηαθνξά ησλ πξσηετλψλ ζηε 

κεκβξάλε, δηαπηζηψλεηαη κε ρξψζε ηεο κεκβξάλεο κε εηδηθή θφθθηλε ρξσζηηθή 

(ponceau, 0,1% Ponceau S ζε 5% glacial acetic acid). 

 

Διάλςμα μεηαθοπάρ: 6g Tris 24.4g Γιπθίλε, 1600mL dH2O, 400mL κεζαλόιε 

  

Ζ κεκβξάλε μεπιχζεθε κε PBS θαη ππέζηε θαηεξγαζία κε δηάιπκα επηθάιπςεο 

(blocking), (PBS 1X κε 0.1% Tween-20, 5% BSA) γηα ηνπιάρηζηνλ 1hour . Σν 

δηάιπκα επηθάιπςεο αθαηξέζεθε, ε κεκβξάλε μεπιχζεθε κε PBS, πξνζηέζεθε ην 

πξψην αληίζσκα ζε δηάιπκα PBS 1X κε 0.05% Tween20, 1% BSA θαη αθνινχζεζε 

επψαζε φιε ηελ λχρηα ζηνπο 4ºC. Σα αληηζψκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ 

παξαηίζεληαη ζην Παξάξηεκα Α2. 

Σν πξψην αληίζσκα, απνκαθξχλζεθε μεπιέλνληαο ηξεηο θνξέο απφ δέθα ιεπηά κε 

PBS 1X, ην νπνίν πεξηέρεη 0.1% Tween20 (PBS-T). ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθε ην 

δεχηεξν αληίζσκα, ζε δηάιπκα PBS 1X κε 0.05% Tween20, 1% BSA, ην νπνίν 

αλαγλσξίδεη ην πξψην. Ζ επψαζε έγηλε γηα 1hour θαη αθνινχζεζαλ ηξεηο πιχζεηο κε 

PBS-T γηα ηελ κε εηδηθή απνκάθξπλζε θαη ηνπ δεχηεξνπ αληηζψκαηνο.  
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Ζ αλίρλεπζε ησλ πξσηετλψλ έγηλε κε ηελ κέζνδν ηεο εληζρπκέλεο 

ρεκεηνθσηαχγεηαο ECL plus αθνινπζψληαο ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή 

(Amersham). Ζ αλίρλεπζε ηνπ ζήκαηνο επηηεχρζεθε κε Biomax film (Kodak). 

Ζ κεκβξάλε ζηελ νπνία είρε πξνζηεζεί ην πξψην αληίζσκα, ππέζηε ηελ 

δηαδηθαζία ηεο απνκάθξπλζεο αληηζψκαηνο (stripping). Με ηελ δηαδηθαζία απηή, 

απνκαθξχλζεθαλ ηα αληηζψκαηα πνπ είραλ πξνεγνπκέλσο πξνζδεζεί ζηηο ζέζεηο πνπ 

αληηζηνηρνχζαλ ζηελ κειεηψκελε πξσηεΐλε, θαζψο θαη ζηηο κε εηδηθέο ζέζεηο 

πξφζδεζεο. Ζ κεκβξάλε κε ην δηάιπκα απνκάθξπλζεο αληηζψκαηνο (stripping) 

ηνπνζεηήζεθε ζε κηα πιαζηηθή ζπζθεπαζία επηηξέπνληαο ηελ δηεμαγσγή αληίδξαζεο 

γηα 30min ζηνπο 50ºC. Αθαηξέζεθε ην δηάιπκα stripping θαη πξαγκαηνπνηήζεθαλ 3 

πιχζεηο ησλ 10min κε PBS-T. Σέινο αθαηξέζεθε ην δηάιπκα πιχζεο θαη 

πξαγκαηνπνηήζεθε επαλάιεςε ηεο αληίδξαζεο κε δηαθνξεηηθά αληηζψκαηα. Ζ 

δηαδηθαζία απηή κπνξεί λα επαλαιεθζεί ζπλνιηθά 2 θνξέο. 

 

Διάλςμα απομάκπςνζηρ ανηιζώμαηορ (stripping buffer):12, ml 0.5 M Tris pH 6.8, 2 ml 

10% SDS, 700κL  β- κεξθαπηναηζαλόιε, ηειηθόο όγθνο δηαιύκαηνο 100 ml. 

 

 
 
2.3 Μέθοδοι Ανοζολογίας  

 

2.3.1 Παξαζθεπή αησξήκαηνο κεκνλσκέλσλ θπηηάξσλ από 
ιεκθηθό ηζηό  

 
Οη πνληηθνί ζαλαηψζεθαλ κε αζθπμία πνπ πξνθιήζεθε απφ CO2. Όξγαλα φπσο ν 

ζχκνο, ν ζπιήλαο θαη νη ιεκθαδέλεο απνκνλψζεθαλ θαη κεηαθέξζεθαλ ζε ηξπβιίν 

Petri ησλ 60mm πνπ πεξηείρε πεξίπνπ 1ml παγσκέλνπ PBS. Απφ ην ζεκείν απηφ φιεο 

νη δηαδηθαζίεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηνλ πάγν. Αθνινχζσο, ηα φξγαλα   

νκνγελνπνηήζεθαλ κε ηε βνήζεηα γπάιηλνπ εκβφινπ ζε κεηαιιηθφ δίρηπ (cell 

dissociation sieve) ζε δηάιπκα FACS.  

Πξνθεηκέλνπ λα απνκνλσζνχλ θχηηαξα ηνπ κπεινχ ησλ νζηψλ, αθνχ 

ζαλαηψζεθε ν πνληηθφο, αθαηξέζεθε ην δέξκα απφ ηα πφδηα ηα νπνία θαη απνθφπεθαλ 

απφ ην δψν. ηε ζπλέρεηα, απνκαθξχλζεθαλ νη κπο, θφπεθαλ νη αξζξψζεηο θαη 

θπιάρζεθαλ ηα θαζαξά πιένλ νζηά ζε falcons ησλ 15mL ζε δηάιπκα FACS. Σα νζηά 

κεηαθέξζεθαλ ζε ηξπβιίν Petri φπνπ πξαγκαηνπνηήζεθε έθπιπζε ηεο θνηιφηεηαο ηνπ 

νζηνχ πνπ πεξηέρεη ηνλ κπειφ εηζάγνληαο ζε απηφ βειφλα 20-25G πξνζαξηεκέλε ζε 
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ζχξηγγα ησλ 5ml θαη απειεπζεξψλνληαο πεξίπνπ 1ml δηάιπκα FACS ζε θάζε νζηφ. 

Καηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο απηήο ην νζηφ θξαηείηαη ππφ γσλία 45 κνηξψλ κε 

ηε βνήζεηα απνζηεηξσκέλεο ιαβίδαο πάλσ απφ ηξπβιίν Petri. Ο κπειφο θαη ησλ 2 

νζηψλ ηνπ δψνπ ζπιιέρζεθε ζην ίδην ηξπβιίν. Αθνχ νινθιεξσζεί ε δηαδηθαζία 

ζπιινγήο ηνπ κπεινχ δεκηνπξγήζεθε έλα νκνηνγελέο ελαηψξεκα πνπ απαξηίδεηαη 

απφ κεκνλσκέλα θχηηαξα (single cell suspension). Σν ελαηψξεκα απηφ κεηαθέξζεθε 

ζε πιαζηηθφ ζσιήλα θσληθνχ ππζκέλα ησλ 15mL. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ζηνπο 

4
ν
C γηα 10min. Αθνινχζσο, ην ππεξθείκελν απνκαθξχλζεθε θαη ηα θχηηαξα 

επαλαησξήζεθαλ ζε δηάιπκα ACK θαη επσάζηεθαλ ζηνλ πάγν γηα 2-5min 

πξνθεηκέλνπ λα επέιζεη ιχζε ησλ εξπζξνβιαζηψλ φηαλ απηφ ήηαλ επηζπκεηφ. 

Αθνινχζεζε λέα θπγνθέληξεζε ζηνπο 4ºC γηα 10min. Σα θχηηαξα επαλαησξήζεθαλ 

ζε δηάιπκα FACS θαη  κεηξήζεθαλ.  

Σα εθιπφµελα πεξηηνλατθά καθξνθάγα απνκνλψζεθαλ απφ πνληηθνχο ηξεηο κέξεο 

κεηά απφ ελδνπεξηηνλατθή έγρπζε 1ml ζξεπηηθνχ ζεηνγιπθνιιηθνχ (Thioglycollate 

broth). Οη πνληηθνί ζπζηάζηεθαλ, έγηλε έγρπζε 2 ml RPMI-10%FBS ζηελ 

πεξηηνλατθή θνηιφηεηα θαη αλαξξφθεζε κεηά απφ καιάμεηο ζηελ πεξηνρή ηεο θνηιηάο. 

Σα θχηηαξα θπγνθεληξήζεθαλ ζε 1000rpm γηα 10min ζηνπο 4
ν
C θαη ην ίδεµα 

επαλαησξήζεθε ζε 10ml RPMI-10% FBS. Σν αξρηθφ πεξηηνλατθφ εμίδξσµα πεξηέρεη 

90% καθξνθάγα 2-3% νπδεηεξφθηια, 2% εσζηλφθηια, 1% ηζηηνθχηηαξα θαη 2-3% 

ιεκθνθχηηαξα (Σhorens, 1987). 

    

Διάλςμα FACS: 25mL Fetal Bovine Serum (FBS), 0.05g NaN3 ζε ηειηθό όγθν 475κL PBS 

Διάλςμα ACK: 0.15M NH4Cl, 1mM KHCO3, 0.1mM EDTA, pH 7.2 

  
 

2.3.2 Υξώζε θζνξηζκνύ γηα θπηηαξνκεηξία ξνήο (FACS) 

Όιε ε δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη ζε πάγν. Δλαησξήκαηα κεκνλσκέλσλ 

θπηηάξσλ 50κL πνπ πεξηέρεη 10
6
 θχηηαξα ελαπνηείζεηαη ζε θξεάηην πιάθαο V-bottom 

96 θξεαηίσλ. Γηα ηελ ρξψζε ησλ θπηηάξσλ πξνζηίζεηαη δηάιπκα FACS πνπ πεξηέρεη 

θζνξηνγφλα αληηζψκαηα ζηελ θαηάιιειε αξαίσζε θαη 1κg/mL CD16/32 γηα ηελ 

θάιπςε ησλ Fc ππνδνρέσλ. Πιήξεο ιίζηα ησλ αληηζσκάησλ πνπ ρξεζεκνπνηνχληαη 

παξαηίζεηαη ζηελ ελφηεηα 2.5.4. Σα θχηηαξα επσάδνληαη γηα 15min ζην ζθνηάδη. Ζ 

αληίδξαζε ζηακαηά κε ηελ πξνζζήθε 100κL δηαιχκαηνο FACS θαη ε πιάθα 

θπγνθεληξείηαη γηα 5min ζηηο 1500rpm. Σν ππεξθείκελν αθαηξείηαη θαη ηα θχηηαξα 
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πιέλνληαη κε 200κL δηάιπκα FACS θαη θπγνθεληξνχληαη μαλα, ελαπνηίζεληαη ζε 

150-250κL PBS θαη κεηαθέξνληαη ζε ζσιήλα Falcon.  

Γηα λα αληρλεπζνχλ ηα βηνηηλπιησκέλα αληηζψκαηα αθνινχζεζε επψαζε κε 

ζηξεπηαβηδίλε ζπδεπγκέλε κε θαηάιιειν θζνξηνγφλα θαηά πεξίπησζε. Γηα ηελ 

αλίρλεπζε ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο lacZ ηα θχηηαξα επσάδνληαη κε 2mM FDG 

(Fluorescein, di-β-D-Galactopyranoside) θζνξηνγφλν (Marker Gene Technologies) 

ζηνπο 37ºC γηα 1min πξηλ ηελ ρξψζε κε αληηζψκαηα. 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο θπηηαξηθήο επηβίσζεο ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ρξψζε γηα αλλεμίλε V θαη  Propidium Iodide. Οη αλλεμίλεο απνηεινχλ κηα νηθνγέλεηα 

πξσηετλψλ πνπ πξνζδέλνληαη ζε θσζθνιηπίδηα θαη εμαξηψληαη απφ ην αζβέζηην.  Ζ 

αλλεμίλε V αιιειεπηδξά θαηά πξνηίκεζε κε ηε θσζθαηηδπινζεξίλε (PS). Τπφ 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο ε θσζθαηηδπινζεξίλε εληνπίδεηαη πξσηαξρηθά ζηελ 

εζσηεξηθή ζηηβάδα ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο, πνπ αληηθξίδεη ην θπηηαξφπιαζκα. 

Καηά ηελ έλαξμε ηεο απφπησζεο, ε θσζθαηηδπινζεξίλε ράλεη ηελ αζχκκεηξε ηεο 

δηάηαμε ζηε θσζθνιηπηδηθή δηπινζηηβάδα θαη κεηαηνπίδεηαη ζηελ εμσθπηηαξηθή 

ζηηβάδα φπνπ εθεί αλαγλσξίδεη θχηηαξα πξνο θαγνθπηηάξσζε. Απφ ηε ζηηγκή πνπ ε 

PS βξεζεί ζηελ εμσθπηηαξηθή επηθάλεηα ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο κπνξεί λα 

αληρλεπζεί κέζσ ηεο αλλεμίλεο V πνπ έρεη ζπδεπρζεί κε θζνξηφρξσκα, θαηά ηξφπν 

πνπ εμαξηάηαη απφ ηελ παξνπζία ηφλησλ αζβεζηίνπ. 

ηα αξρηθά απνπησηηθά ζηάδηα, ε πιαζκαηηθή κεκβξάλε απνθιείεη ηελ είζνδν 

ρξσζηηθψλ βησζηκφηεηαο φπσο είλαη ην PI (Propidium Iodide). Ωο εθ ηνχηνπ, ηα 

θχηηαξα πνπ βξίζθνληαη ζε απηφ ην ζηάδην ζα βαθνχλ κφλν κε αλλεμίλε V ε νπνία 

σο εθ ηνχηνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο πξψηκνο δείθηεο ηεο απφπησζεο. Ωζηφζν, 

ζε κεηαγελέζηεξα απνπησηηθά ζηάδηα, ε θπηηαξηθή κεκβξάλε ράλεη ηελ αθεξαηφηεηά 

ηεο. Έηζη, ηα θχηηαξα πνπ βξίζθνληαη ζε πξνρσξεκέλε απφπησζε ζα 

αιιειεπηδξάζνπλ, ηφζν κε ηελ αλλεμίλε V, φζν κε απφ ην PI. Αθξηβψο επεηδή ε 

αλλεμίλε V εμαξηάηαη απφ ηελ παξνπζία αζβεζηίνπ είλαη θξίζηκν ε ρξψζε λα γίλεη ζε 

δηάιπκα πξφζδεζεο αλλεμίλεο V.  

 

Διάλςμα Ππόζδεζηρ ζε Αννεξίνη (10 Χ):0,1 M HEPES, pH 7.4; 1.4 M NaCl; 25 mM 

CaCl2. Η ρξώζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε δηάιπκα 1Χ 

 

  

 Ζ αλάιπζε ησλ δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζε θπηηαξφκεηξν FACSCanto II 

θαη ρξεζηκνπνηήζεθε ην ινγηζκηθφ DIVA v6  (Becton Dickinson).  Σα γξαθήκαηα 
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θπηηαξνκεηξίαο ξνήο θαηαγξάθεθαλ κε ην πξφγξακκα FlowJo (Tree Star, Inc).  

Γηαθνξέο ζηνπο ππνπιεζπζκνχο ησλ θπηηάξσλ ππνινγίζηεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ην 

unpaired student t test φπσο ππνινγίζηεθε κε ην ζηαηηζηηθφ πξφγξακκα  Graphpad 

Prism 5. 

 
2.3.3 Αλνζντζηνρεκεία 

Οη ηζηνί πνπ ζπιιέρζεθαλ εκβαπηίζηεθαλ απεπζείαο ζηελ νπζία θξπνζπληήξεζεο 

OCT (BDH) θαη ακέζσο ςχρηεθαλ ζε αηκφ απφ πγξφ άδσην. Πξαγκαηνπνηεζήθαλ 

ηνκέο θξπνζηάηε πάρνπο 5-6κm, νη νπνίεο ηνπνζεηήζεθαλ ζε αληηθεηκελνθφξεο 

πιάθεο επηθαιπκκέλεο κε δειαηίλε. Οη ηνκέο αθέζεθαλ λα ζηεγλψζνπλ ην ιηγφηεξν 

γηα 30min, κνληκνπνηήζεθαλ ζε παγσκέλε αθεηφλε  γηα 10min θαη επαλπδαηψζεθαλ 

ζε PBS. ηε ζπλέρεηα ελαπνηέζεθαλ ζε δηάιπκα νμεηδάζεο ηεο γιπθφδεο [glucose 

oxidase (GO)] ζε πδαηφινπηξν ζηνπο 37ºC γηα 3hours. Με απηή ηε δηαδηθαζία 

επηηπγράλεηαη ε απελεξγνπνίεζε ηνπ ελδνγελνχο ελδχκνπ ηεο ππεξνμεηδάζεο. Ζ 

απελεξγνπνίεζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ ελδχκνπ είλαη απαξαίηεηε θαζψο παξεκβαίλεη ζε 

ηερληθέο ρξψζεο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ην έλδπκν ρξελνπεξνμηδάζε (HRP) θαη 

ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ (Ζ2Ο2). Έπεηηα νη πιάθεο μεπιχζεθαλ κε PBS θαη 

ελαπνηέζεθαλ ζε PBS/5%FBS γηα 30min. ηε ζπλέρεηα επσάζηεθαλ κε δηάιπκα 

αληηζψκαηνο (αληίζσκα ζηελ θαηάιιειε ζπγθέληξσζε ζε PBS/5%FBS) γηα 1hour. 

ηε ζπλέρεηα νη πιάθεο μεπιχζεθαλ κε PBS θαη ηνπνζεηήζεθε ην δεπηεξεχνλ 

αληίζσκα ζπδεπγκέλν κε  –HRP ή –ΑΡ (αιθαιηθή θσζθαηάζε) γηα 1hour. ηελ 

πεξίπησζε πνπ ην αληίζσκα είλαη ζπδεπγκέλν κε βηνηίλε (biotin) ηφηε αθνινπζήζεθε 

έλαο λένο γχξνο εθπιχζεσλ θαη κεηά ηνπνζεηήζεθε Straptavidin-HRP ή Streptavidin-

AP. Γηα ηνλ εληνπηζκφ ηνπ HRP ρξεζηκνπνηήζεθε ε ρξψζε DAB γηα 5min θαη γηα 

ηνπ AP ην παθέην πιηθψλ Blue Alkaline Phosphatase Substrate kit (Vector Labs) 

ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Μεηά ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο ρξψζεο ε 

αληίδξαζε ζηακάηεζε κε H2O. ηηο ηνκέο ηνπνζεηήζεθε πιηθφ ζηαζεξνπνίεζεο 

Mowiol® (Sigma) θαη θαιχθηεθαλ κε θαιππηξίδεο. Οη ηνκέο αλαιχζεθαλ ζε 

κηθξνζθφπην. 

 

 Διάλςμα GO: 50mL PBS, 6.5mg NaN3, 0.180g β-D(+) γιπθόδε, 5mg νμεηδάζε ηεο  

γιπθόδεο (από A. niger) 

 

Χπώζη DAB: 1mL PBS, 0.01g DAB, 0.5κL 30%H2O2     
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Υξώζε lac-Z  Οη ηνκέο κνληκνπνηήζεθαλ ζε παγσκέλν θξέζθν δηάιπκα 

κνληκνπνίεζεο γηα 5min θαη μεπιχζεθαλ ηξεηο θνξέο κε PBS/2mM MgCl2. ηε 

ζπλέρεηα ηνπνζεηήζεθαλ ζε νξηδφληηα ζέζε θαη ελαπνηέζεθε ζε απηέο δηάιπκα 

ρξψζεο-lacZ. Οη αληηθεηκελνθφξεο πιάθεο επσάζηεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα ηελ λχρηαο 

ζε εηδηθά πγξά θνπηηά ζηνπο 37ºC. Σελ επφκελε κέξα νη πιάθεο μεπιχζεθαλ κε 

PBS/2mM MgCl2. Αθνινχζεζε ε δηαδηθαζία ηεο  αλνζντζηνρεκείαο απφ ην ζηάδην 

εθαξκνγήο απελεξγνπνίεζεο ηεο ελδνγελνχο ππεξνμεηδάζεο. 

 
Διάλςμα μονιμοποίηζηρ: PBS, 0.01% Na deoxycholate, 0.02% NP-40, 2% Φνξκαιδεϋδε, 2% 

Γινπηεξαιδεϋδε 

 

Διάλςμα σπώζηρ lac-Z: 0.1Μ δηάιπκα Na Phosphate pH7.3, 2mM MgCl2, 0.01% Na 

deoxycholate, 0.02% NP-40, 5mM K3Fe(CN)6, 5mM K4Fe(CN)6 , 1mg/ml X-gal)      
 

    

2.3.4 ELISA 
 

Οη ζπγθεληξψζεηο αληηζσκάησλ έλαληη εηδηθψλ αληηγφλσλ ζηνλ νξφ 

πξνζδηνξίζζεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο ELISA. Γηα ην πξνζδηνξηζκφ ησλ ζρεηηθψλ 

επηπέδσλ ησλ Ig ζε ζπλζήθεο κε ελεξγνπνίεζεο ζηνλ νξφ αιιά θαη ζηελ πεξηηνλατθή 

θνηιφηεηα πνληηθψλ, NUNC πςειήο πξνζδεηηθήο ηθαλφηεηαο δηζθία 96 νπψλ 

επηζηξψζεθαλ κε 2κg/mL anti-mouse Ig(H+L) απνκνλσκέλν απφ αίγα ζε ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα επηθάιπςεο γηα 1hour. (Ο ηειηθφο φγθνο ζε απηή ηε δηαδηθαζία ήηαλ 100κL 

ζε θάζε νπή). Αθνινχζεζε μέπιπκα 3 θνξέο κε PBS/ 0.05% Tween20. Οη νξνί πνπ 

απνκνλψζεθαλ απφ πνληηθνχο θαη απφ ηα ππεξθείκελα θπηηαξνθαιιηεξγεηψλ 

αξαηψζεθαλ ζε ηέζζεξηο δηαδνρηθέο ζπγθεληξψζεηο θαη πξνζηέζεθαλ ζε θάζε νπή 

ηνπ δηζθίνπ γηα 2hours. Μεηά ην πέξαο ησλ 2hours, νη νπέο μεπιχζεθαλ 3 θνξέο κε 

PBS/ 0.05% Tween20. Οη αλνζνζθαηξίλεο Igs αληρλεχζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο  goat 

anti-mouse IgM, IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA ζεκαζκέλα κε HRP γηα 

1,5hours ζε δηάιπκα PBS/ 0.05% Tween20. Αθνινχζεζε μέπιπκα φπσο θαη ζηα 

πξνεγνχκελα βήκαηα θαη έλα ηειηθφ κε PBS. ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε ρξψζε κε 

δηάιπκα OPD κέρξη ηελ εκθάληζε ρξψκαηνο. Ζ αληίδξαζε ζηακάηεζε κε ηελ 

πξνζζήθε  50κL 2M H2SO4. Tα δηζθία θσηνκεηξήζεθαλ ζε OD490.   

Ζ ίδηα δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ αλνζνζθαηξηλψλ 

IgM, IgG2b θαη  IgG3 ζηηο in vitro θαιιηέξγεηεο. Δηδηθέο αληί-DNP αλνζνζθαηξίλεο 

Igs αληρλεχζεθαλ ζηνπο νξνχο πνπ ζπιιέρζεθαλ επηζηξψλνληαο ηα δηζθία κε 1κg/mL 

DNP-BSA (απφ ηελ Calbiochem). Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο σξίκαλζεο ζπλάθεηαο 
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ησλ αληηζσκάησλ ηα δηζθία επηζηξψζεθαλ κε 1mg/mL DNP31-BSA (ρακειή/πςειή 

ζπλάθεηα)  ή DNP3-BSA (πςειή ζπλάθεηα). Αθνινχζεζε ρξψζε κε δηάιπκα OPD 

(Ο-Phenylene Diamine) θαη ηα δηζθία θσηνκεηξήζεθαλ ζε OD490. Οη ηηκέο πνπ 

πξνέθπςαλ κεηαηξάπεθαλ ζε ηπραίεο κνλάδεο (arbitrary units A.U.) κεηά απφ 

ζχγθξηζε κε έλα άζξνηζκα νξψλ απφ ηελ νκάδα ειέγρνπ. 

 

Ρςθμιζηικό διάλςμα επικάλςτηρ: 0.795g Na2CO3  θαη 1.47g NaHCO3 ζε 500mL ηειηθό 

όγθν Η2Ο  pH 9.6) 

 

Ρςθμιζηικό διάλςμα σπώζηρ (150mM): 7.3g Κηηξηθό νμύ θαη 11,86g Na2HPO4·H2O ζε 

1000κL ηειηθό όγθν Η2Ο pH 5.0) 

 

Διάλςμα σπώζηρ OPD: (150mM Ρπζκηζηηθό δηάιπκα ρξώζεο, 0.4mg/mL OPD, 

0.03%H2O2,) 

 

 

2.3.5 ELISPOT 

Γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ πνπ εθθξίλνπλ ΗgM ρξεζηκνπνηήζεθε 

ε ηερληθή ELISPOT. Υξεζηκνπνηήζεθαλ νη πιάθεο MAIP N4510 Multiscreen IP 

(Millipore, Germany) 96 νπψλ. Σελ πξνεγνχκελε κέξα πξηλ ηελ απνκφλσζε νη νπέο 

βξάρεθαλ κε 35% αηζαλφιε γηα 1min θαη κεηά πιχζεθαλ 2 θνξέο κε PBS. ηε 

ζπλέρεηα επσάζηεθαλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο ζηνπο  37ºC (φπσο θαη ζε φιε ηε 

κέζνδν πνπ αθνινπζεί) κε 1κg/mL DNP-BSA. Σελ επφκελε κέξα νη νπέο 

κπινθαξίζηεθαλ κε complete RPMI-10%FBS (Δλφηεηα 2.4.1) θαη πξνζηέζεθαλ 10
6
 

Β θχηηαξα απνκνλσκέλα απφ αλνζνπνηεκέλνπο πνληηθνχο κε DNP-Ficoll 4 εκέξεο 

πξηλ.  Οη πιάθεο επσάζηεθαλ γηα 24hours. Σελ επφκελε κέξα νη πιάθεο επσάζηεθαλ 

κε βηνηηλπιησκέλν  anti-mouse IgM, πιχζεθαλ κε   PBS/ 0.05% Tween 20 γηα 2hours 

θαη αθνινχζεζε επψαζε κε ζηξεπηαβηδίλε ζπδεπγκέλε κε HRP γηα 45min. Ζ 

αλίρλεπζε έγηλε ρξεζηκνπνηψληαο AEC Peroxidase Substrate Kit, 3-amino-9-

ethylcarbazole (Vector Labs, USA), ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Σα 

ζεκεία (spots) κεηξήζεθαλ ζε  A.EL.VIS Eli.Expert 4-Plate ELISPOT Reader 

(A.EL.VIS, GmbH). 

 

2.3.6 Απνκόλσζε Β θπηηάξσλ 

Γηα ηελ απνκφλσζε ησλ Β θπηηάξσλ ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη ζηήιεο MACS 

(Miltineyi Biotech). πιήλεο απφ πνληηθνχο ζε ζσιελάθηα κε PBS κεηαθέξζεθαλ ζε 

θιίβαλν θπηηαξνθαιιηέξγεηαο θαη αθνινχζεζεθε ε δηαδηθαζία δεκηνπξγίαο 
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αησξήκαηνο κεκνλσκέλσλ θπηηάξσλ (Δλφηεηα 2.3.1). ην αηψξεκα κεκνλσκέλσλ 

θπηηάξσλ πξνζηέζεθαλ καγλεηηθά ζθαηξίδηα επηθαιπκέλα κε αληί-CD19 (Miltineyi 

Biotech) γηα 15min ζηνπο 4ºC. ηε ζπλέρεηα ηα θχηηαξα μεπιχζεθαλ κε δηάιπκα 

FACS 3 θνξέο. ηε ζπλέρεηα κεηαθέξζεθαλ ζηηο ζηήιεο MACS θαη ε απνκφλσζε 

ηνπο έγηλε ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή. Σν ζεηηθφ θιάζκα (CD19
+
 

θχηηαξα) αλαιχζεθε κε FACS κε πνζνζηφ θαζαξφηεηαο >98% θάζε θνξά.       

 

 

2.4 Μέθοδοι Κσηηαρικής Βιολογίας 
 
2.4.1 Καιιηέξγεηα Β θπηηάξσλ 

Σα απνκνλσκέλα Β θχηηαξα εξεζίζηεθαλ κε ηα παξαθάησ αληηδξαζηήξηα 

(κεκνλσκέλα ή ζε ζπλδπαζκνχο): αληί-CD40 (FGK-45, επγεληθή πξνζθνξά ηνπ Dr. 

A. Rolink, Παλεπηζηήκην ηεο Βαζηιείαο, Βαζηιεία, Διβεηία), αληί-IgM F(ab)2, LPS 

(Sigma), 100 ng/mL rBmp2, rTwsg1 θαη 1κg/mL rChordin. Πξνθεηκέλνπ λα κεηξεζεί 

ν πνιιαπιαζηαζκφο ησλ θπηηάξσλ, απνκνλσκέλα Β ιεκθνθχηηαξα ζε πιήξεο RPMI 

δηάιπκα κεηαθέξζεθαλ ζε πηάηα ησλ 96 νπψλ θαη ζε ππθλφηεηα  2x10
5 

θπηηάξσλ αλά 

νπή. Σα θχηηαξα ζεκάλζεθαλ κε 0.5 κCi 
3
H-ζπκηδίλε αλά νπή γηα 16hours πξηλ 

ζπιιερζνχλ. Ζ 
3
H -ζπκηδίλε κεηξήζεθε ζε Beckman LS 6500 κεηξεηή ζπηλζεξηζκνχ. 

Πξνθεηκέλνπ λα επηηεπρζεί ελεξγνπνίεζε Β θπηηάξσλ, ηα θχηηαξα εξεζίζηεθαλ κε 

5κg/mL αληί-IgM F(ab)2 ή κε 1κg/mL LPS γηα 24hours, ελψ γηα λα επαρζνχλ 

πιαζκαηηθά θχηηαξα, ηα Β θχηηαξα επσάζηεθαλ κε  1κg/mL LPS γηα 72hours. Οη 

αλνζνζθαηξίλεο (IgGs) πνπ εθθξίζεθαλ ζην ππεξθείκελν, κεηξήζεθαλ κε ηε κέζνδν 

ELISA (φπσο πξναλαθέξζεθε), κεηά απφ εξεζηζκφ κε 1κg/mL LPS θαη 7 εκέξεο 

θαιιηέξγεηαο. Όιεο νη επσάζεηο πξαγκαηνπνηεζήθαλ ζε επσαζηήξα (37ºC, 5% CO2).  

 

1X πλήπερ RPMI (500mL): 10% v/v RPMI 1640 stock, 5% v/v FBS (heat inactivated), 

100U/mL Πεληθηιίλε, 100κg/mL ηξεπηνκπθίλε, 50κM 2-κεξθαπηναηζαλόιε  

 

2.4.2 Καιιηέξγηα δελδξηηηθώλ θπηηάξσλ από κπειό ησλ νζηώλ 
 

Ο κπειφο ησλ νζηψλ πεξηέρεη έλα πιήζνο απφ πξφδξνκα θχηηαξα ηεο κπειψδνπο 

ζεηξάο, ηα νπνία παξνπζία ησλ θαηάιιεισλ εξεζηζκάησλ θαη ζπγθεθξηκέλα 

παξνπζία ηνπ παξάγνληα GM-CSF, δηαθνξνπνηνχληαη θαη κεηαηξέπνληαη ζε 

δελδξηηηθά θχηηαξα. Σα παξαγφκελα θχηηαξα αληηπξνζσπεχνπλ ψξηκα δελδξηηηθά 

θχηηαξα ησλ ηζηψλ θαη ηεο πεξηθέξεηαο.  
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ηε ζπγθεθξηκέλε δηαδηθαζία απφ ηνπο πνληηθνχο αθαηξέζεθε ην δέξκα απφ ηα 

πφδηα ηα νπνία θαη απνθφπεθαλ απφ ην δψν. ηε ζπλέρεηα, απνκαθξχλζεθαλ νη κπο, 

θφπεθαλ νη αξζξψζεηο θαη θπιάρζεθαλ ηα θαζαξά πιένλ νζηά ζε falcons ησλ 15 mL 

ζε δηάιπκα FACS. Αθνχ καδεχηεθαλ φια ηα femur θαη tibia (άλσ θαη θάησ ηκήκαηα 

ησλ πνδηψλ ηνπ πνληηθνχ), ηνπνζεηήζεθαλ ζε ζάιακν λεκαηηθήο ξνήο γηα λα 

ππάξρνπλ απνζηεηξσκέλεο ζπλζήθεο. Γηα λα απνζηεηξσζνχλ ηα θνκκέλα κέξε, 

αθέζεθαλ γηα κεξηθά δεπηεξφιεπηα ζε απνζηεηξσκέλε 70% αηζαλφιε θαη έπεηηα 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε ηξπβιίν πνπ πεξηείρε απνζηεηξσκέλν PBS. Υξεζηκνπνηψληαο 

ζχξηγγεο ηλζνπιίλεο θαη RPMI αζθήζεθε πίεζε θαηά κήθνο ηνπ απινχ, κέρξη πνπ ν 

κπειφο σζήζεθε έμσ απφ ηνλ απιφ. Σα δηάθνξα ηκήκαηα ηνπ κπεινχ 

πεξηζπιιέρζεθαλ θαη κεηαηξάπεθαλ ζε κνλνθχηηαξν ελαηψξεκα κεηά απφ δίνδν 

δηακεηξήκαηνο 26G. Σν ελαηψξεκα ζπιιέρζεθε ζε ζσιήλεο θσληθνχ ππζκέλα (15ml) 

θαη ν φγθνο απμήζεθε ζηα 10ml. Σα δείγκαηα θπγνθεληξήζεθαλ, αθαηξέζεθε ην 

ππεξθείκελν θαη επαλαδηαιχζεθαλ πξνζζέηνληαο δηάιπκα ACK κε ζθνπφ ηελ 

αθαίξεζε ησλ εξπζξνθπηηάξσλ. Φπγνθεληξήζεθαλ, αθαηξέζεθε ην ππεξθείκελν θαη 

επαλαδηαιχζεθαλ ζε RPMI. Δπαλαιήθζεθε θπγνθέληξεζε γηα πιχζε θαη ηέινο 

επαλαδηάιπζε ζε 20ml RPMI. O GM-CSF επάγεη δηαθνξνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ ηεο 

κπειψδνπο ζεηξάο ζε δελδξηηηθά θχηηαξα. ηξψζεθαλ 10
7
θχηηαξα ζε ηξπβιία 

βαθηεξηαθνχ ηχπνπ θαη ηνπνζεηήζεθαλ ζηνλ επσαζηήξα ζε ζπλζήθεο 37ºC κε 5% 

CO2 γηα 2 εκέξεο. Κάζε 3 εκέξεο ην ζξεπηηθφ κέζν αληηθαζίζηαηαη κε θξέζθν. Καηά 

ηε δηάξθεηα ηεο επψαζεο ηα θχηηαξα απφ θάζε ηξπβιίν ρσξίζηεθαλ ζε 2 λέα ηξπβιία 

γηα ηελ απνθπγή θνξεζκνχ ησλ θπηηάξσλ. Ζ επψαζε δηήξθεζε 10-12 εκέξεο, κεηά 

ην πέξαο ηεο νπνίαο ε πιεηνλφηεηα ησλ θπηηάξσλ βξηζθφηαλ ζηελ πξνζδελφκελε 

θάζε ηεο θαιιηέξγεηαο.  

Γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ πξνζηέζεθε ζηα ηξπβιία 100ng/mL LPS θαη 

ηα θχηηαξα επσάζηεθαλ γηα 24hours. ηε ζπλέρεηα ζπιιέρηεθαλ, κεηξήζεθαλ θαη 

αθνινχζεζε ρξψζε κε δηάθνξνπο δείθηεο ελεξγνπνίεζεο. ηα θχηηαξα 

πξαγκαηνπνηήζεθε θπηηαξνκεηξία ξνήο, φπσο ζηελ ελφηεηα 2.3.2.   

 

2.4.3 Καιιηέξγεηα καθξνθάγσλ από κπειό ησλ νζηώλ 

Γηα ηελ θαιιηέξγεηα καθξνθάγσλ απφ ην κπειφ ησλ νζηψλ αθνινπζήζεθε 

παξφκνηα δηαδηθαζία φπσο ζηελ 2.4.2. Υξεζηκνπνηήζεθε ν M-CSF γηα ηελ επαγσγή 

ησλ καθξνθάγσλ ζε δηάιπκα RPMI κε 20% L-medium. To ζξεπηηθφ κέζν 

αλαλεσλφηαλ θάζε 3 εκέξεο κε ηελ επψαζε λα θξαηά γηα 10-12 εκέξεο. Ζ δηαδηθαζία 
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δηαθνξνπνίεζεο γίλεηαη αληηιεπηή κε ηελ παξνπζία πξνζδελφκελσλ θπηηάξσλ ζηνλ 

ππζκέλα ησλ ηξηβιίσλ. Απηφ νθείιεηαη ζηελ επαγσγή κνξίσλ πξφζδεζεο ησλ 

καθξνθάγσλ θαηά ηελ δηαθνξνπνίεζε, φπσο ηνπ κνξίνπ επηθαλείαο Mac-1. Δπεηδή ε 

πξφζδεζε ζε θαλνληθά ηξπβιία θπηηαξνθαιιηέξγεηαο πνιπζηπξελίνπ δελ είλαη 

εχθνια αλαζηξέςηκε, ηα θχηηαξα αλαθαιιηεξγνχληαη ζε ηξπβιία βαθηεξηαθνχ ηχπνπ 

(10cm
2
). Έηζη φηαλ ηα θχηηαξα πιεζίαζαλ ζε ζπλζήθεο θνξεζκνχ, δηαρσξίζηεθαλ 

κεραληθά κε απφμεζε. ην ηέινο ηεο επψαζεο θχηηαξα απνθνιιήζεθαλ κεραληθά. ε 

θάζε πηάην πξνζηέζεθε 5ml απφ ην δηάιπκα απνθφιιεζεο θαη αθνχ επσάζηεθαλ ηα 

θχηηαξα γηα 5min ζηνλ επσαζηήξα, αλαδεχηεθαλ κεραληθά γηα λα απνθνιιεζνχλ. 

Μεηαθέξζεθαλ ζε ζσιήλα (falcon) ρσξεηηθφηεηαο 15ml θαη πξνζηέζεθαλ άιια 5ml 

RPMI. Αθνχ θπγνθεληξήζεθαλ θαη αθαηξέζεθε ην ππεξθείκελν, επαλαδηαιχζεθαλ ζε 

5 ml RPMI. Γηα ηελ ρξήζε ησλ θπηηάξσλ γηα ηελ απνκφλσζε RNA, ηα θχηηαξα 

ηνπνζεηήζεθαλ ζε ηξπβιία πνιπζηπξελίνπ (10cm
2
) θπηηαξνθαιιηέξγεηαο θαη ζε 

ππθλφηεηα 1x10
7
 θχηηαξα/ηξηβιίν. 

  

2.4.4 Καιιηέξγεηεο εθιπόκελσλ πεξηηνλατθώλ καθξνθάγσλ  

Σα εθιπφκελα πεξηηνλατθά καθξνθάγα (elicited-peritoneal macrophages) 

απνηεινχλ έλαλ πεηξακαηηθά δηαθνξνπνηεκέλν θπηηαξηθφ ηχπν, ν νπνίνο 

αληηπξνζσπεχεη ηα θιεγκνλψδε καθξνθάγα. Σα θχηηαξα απηά δεκηνπξγνχληαη κεηά 

απφ έθζεζε πεξηθεξηθψλ κνλνθπηηάξσλ ζε εμσγελή εξεζίζκαηα, φπσο ην βαθηεξηαθφ 

ζξεπηηθφ κέζν Thioglycollate Broth. Δπηπιένλ ηα θχηηαξα απηά έρνπλ ηε κέγηζηε 

ηθαλφηεηα παξαγσγήο πξνθιεγκνλσδψλ θπηηαξνθηλψλ.  

Αξρηθά παξαζθεπάδεηαη δηάιπκα 4% Thioglycollate (TG) ζε PF-ddH20 κεηά απφ 

βξαζκφ θαη απνζηείξσζε. Σν δηάιπκα απνζεθεχεηαη ζηνπο 4ºC ζε κε δηαπεξαηέο απφ 

θσο θηάιεο, δηφηη είλαη θσηνεπαίζζεην θαη δηάζπαζε ησλ πεξηερφκελσλ νπζηψλ ηνπ 

νδεγεί ζηελ απειεπζέξσζε ξηδψλ νμπγφλνπ, πνπ κπνξνχλ λα ελεξγνπνηήζνπλ ηα 

καθξνθάγα. ηε ζπλέρεηα ρνξεγείηαη ελδνπεξηηνλατθά 1ml TG ζε πνληηθνχο ειηθίαο 

8 εβδνκάδεο θαη άλσ. Μεηά απφ 3 εκέξεο, νη πνληηθνί ζαλαηψλνληαη θαη ηα θχηηαξα 

ηεο πεξηηνλατθήο θνηιφηεηαο ζπιιέγνληαη κε έθρπζε θαη απνξξφθεζε 5ml ζξεπηηθνχ 

κέζνπ RPMI-5. Σα δείγκαηα θπγνθεληξνχληαη ζε 1000rpm γηα 10min ζηνπο 4ºC θαη 

θπηηαξηθφ ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 10ml RPMI. Σα θχηηαξα ηνπνζεηνχληαη ζε 

ηξπβιία θπηηαξνθαιιηέξγεηαο θαη επσάδνληαη (ζε θιίβαλν 37ºC, 5% CO2) γηα κία 

1hour. Σν αξρηθφ πεξηηνλατθφ έθρπκα εκπεξηέρεη 90% καθξνθάγα, 2%-3% 

νπδεηεξφθηια, 2% εσζηλφθηια, 1% ηζηηνθχηηαξα θαη 2% κε 3% ιεκθνθχηηαξα. Καηά 
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ηελ δηάξθεηα ηεο επψαζεο κφλνλ ηα καθξνθάγα πξνζθνιιψληαη ζηνλ ππζκέλα ηνπ 

ηξηβιίνπ. Μεηά ην πέξαο ηεο επψαζεο, ηα κε πξνζθνιιεκέλα θχηηαξα αθαηξνχληαη 

κε έθπιπζε θαη ε ηειηθή θαιιηέξγεηα πεξηέρεη καθξνθάγα ζε πνζνζηφ 99%. Σέινο 

ηνπνζεηνχληαη 10
6
 καθξνθάγα αλά ηξπβιίν θαη εξεζίδνληαη κε 100ng/κL LPS γηα 6 ή 

18hours φπνπ θαη ζπιιέγνληαη γηα ηελ απνκφλσζε RNA. 

 

2.5 Τλικά 
 
2.5.1 Δμνπιηζκόο 
 
Φπγφθεληξνη Heraeus, Eppendorf 

πζθεπέο ειεθηξνθφξεζεο Biorad 

Δπσαζηηθνί θιίβαλνη θπηηαξνθαιιηέξγεηαο (CO2) Thermo 

UV transilumminator. 

Gel documentation system 
GDS 8000-UVP-UK 

Θεξκηθφο θπθινπνηεηήο MJ research 

πζθεπή PAGE/ ζηππψκαηνο (Western) Biorad 

Φσηφκεηξν πιαθψλ 96 θξεαηίσλ MRX. DYNATECH 

Μηθξνζθφπηα NIKON 

Κξπνηφκνο Thermo Fisher Scientific 

Phosphoimager STORM860 Molecular Dynamics 

Coulter Particle Counter Beckman-Coulter 

FACS Canto II
TM

 BD biosciences 

Rotor Gene 6000 Corbett 

Πηπέηηεο (P2, P20, P200, P1000) Gilson 

Pipette boy Eppendorf 

 
 
2.5.2 Αλαιώζηκα 

 
Σξπβιία Petri Conring 

Κσληθνί ζσιήλεο Sarstedt 

Πιάθεο κηθξνζθνπίνπ Manzel-Glaser 

Πιάθεο επίπεδνπ πάηνπ 24, 48, 96 θξεαηίσλ Conring 

Πιάθεο V-πάηνπ 96 θξεαηίσλ Conring 

Πιάθεο NUNC (ELISA) Conring 
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Πιαζηηθέο Πηπέηηεο (2, 5, 10 θαη 25mL) Sarstedt 

Δηδηθά αθξνξχγρηα Sarstedt 

σιελάθηα ρσξεηηθφηεηαο 0,5 θαη 1,5mL Sarstedt 

σιήλεο  ρσξεηηθφηεηαο 15 θαη 50mL (Falcon) BD Biosciences 

Μεκβξάλε ληηξνθπηηαξίλεο Whatman 

Πιαζηηθέο ζχξηγγεο BD Biosciences 

Βειφλεο BD Biosciences 

Nylon mesh 40mm Sefar 

Υαξηί Whatman Whatman 

  

 
2.5.3 Υεκηθά, αληηδξαζηήξηα θαη έλδπκα 

 
2-κεξθαπηναηζαλφιε Sigma 

2-κεξθαπηναηζαλφιε (θπηηαξνθαιιηέξγεηα) Gibco 

Αγαξφδε Applichem 

Αηζαλφιε Riedel-de Haën 

Αθεηφλε Riedel-de Haën 

Αθξπιακίδην Riedel-de Haën 

Β-D-γιπθφδε Sigma 

Βξνκηνχρν Αηζχδην Invitrogen 

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma 

Γινπηεξαιδευδε (25%) Sigma 

Γιπθεξφιε Sigma 

Γιπθίλε Sigma 

Γιπθφδε Riedel-de Haën 

Θετθφ νμχ Riedel-de Haën 

Ηζνακπιηθή αιθνφιε Riedel-de Haën 

Ηζνπξνπαλφιε Riedel-de Haën 

Ληπνπνιπζαθθραξίηεο (LPS) Riedel-de Haën 

Μεζαλφιε Riedel-de Haën 

Τδξνρισξηθφ νμχ Sigma 

Φαηλφιε Sigma 

Φνξκαιδευδε Sigma 
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Annexin V BP Pharmigen 

CFA Sigma 

DMSO Sigma 

EDTA Sigma 

FBS Gibco 

Ipegal (NP-40) Sigma 

K3Fe(CN)6 Riedel-de Haën 

K4Fe(CN)6 Sigma 

KCl Sigma 

KH2PO4 Riedel-de Haën 

MgCl2 Riedel-de Haën 

Mowviol Sigma 

Na2CO3 Riedel-de Haën 

NaCl Riedel-de Haën 

Na2HPO4 Riedel-de Haën 

NaH2PO4 Riedel-de Haën 

NaHCO3 Riedel-de Haën 

NaN3 Fluka 

O-phenylenediamine (OPD) Sigma 

Polyvinylpryrrolidone Sigma 

Propidium Iodide Fluka 

Protein Marker Sigma 

RPMI medium Gibco 

rBMP2 Peprotech 

rTwsg1 R n D 

rChrodin R n D 

SDS (Sodium dodecyl sulfate) Sigma 

Sodiumdeoxycholate Sigma 

TEMED Fluka 

Tris base Sigma 

Triton-X Fluka 

Tween-20 Fluka 

X-gal Sigma 
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2.5.4 Αληηζώκαηα θαη δεπηεξνγελή αληηδξαζηήξηα 

 
Δηδηθόηεηα 

Αληηζώκαηνο 

Κιώλνο ήκαλζε Δθαξκνγή Δηαηξία 

     

a-Smooth muscle 

actin (α-SMA) 
1A4  W Sigma 

Β-actin AC-15  W Sigma 

BMP2 πνιπθισληθφ  IHC Peprotech 

Β220 RA3-6B2 PE, bio F, IHC Biolegend 

CD11b (Mac1) M1/70 PE, bio F, IHC Biolegend 

CD11c HL3 FITC, bio F, IHC BD Pharmigen 

CD16/32 2.4.G2  F BD Pharmigen 

CD19 5D5 APC, FITC F eBioscience 

CD21/CD35 7E9 APC, PE F Biolegend 

CD23 B3B4 FITC, PE-Cy7 F Biolegend 

CD25 PC61 Alexa700, APC F Biolegend 

CD3ε 145-2C11 FITC F BD Pharmigen 

CD3ε KT3  IHC BD Pharmigen 

CD40 1C10 PE F eBioscience 

CD40 FGK-45  TC Dr A. Rolink 

CD43  Bio F BD Pharmigen 

CD45.1 A20 APC-Cy7 F eBioscience 

CD45.2 104 Alexa700 F eBioscience 

CD5 53-7.3 FITC F Biolegend 

CD69 H1.2F3 PE-Cy7 F Biolegend 

CD80 16-10A1 Alexa647 F Biolegend 

CD86 PO3 PE-Cy7 F Biolegend 

CD117 (c-kit) 2B7 PE-Cy7 F BD Pharmigen 

CD138 2B8 APC F Biolegend 

DEC-205 NLDC145  IHC Biolegend 

F4/80 BM8 Bio IHC eBioscience 

FDC FDC-M1  IHC BD Pharmigen 

GL7 GL-7 Bio, FITC F, IHC eBioscience 

Gr-1 RB6-8C5 PE-Cy7 F eBioscience 

Gremlin πνιπθισληθφ  IHC RnD Systems 

IgD 11-26c.2a FITC, PE F Biolegend 

IgM (Fab)2 πνιπθισληθφ FITC, HRP, bio F, E Southern Biotech 

IgM (Fab)2 πνιπθισληθφ  TC Southern Biotech 

IgA πνιπθισληθφ HRP E Southern Biotech 

MHC-II
I-ab 

AF6-120.1 FITC F Biolegend 

MOMA-2 MOMA-2  IHC Serotec 

mouse IgG  πνιπθισληθφ HRP E Southern Biotech 

mouse IgG1  πνιπθισληθφ HRP E Southern Biotech 

mouse IgG2a πνιπθισληθφ HRP E Southern Biotech 

mouse IgG2b πνιπθισληθφ HRP E Southern Biotech 

mouse IgG3  πνιπθισληθφ HRP E Southern Biotech 

mouse Ηg (M+G+A) πνιπθισληθφ  E Southern Biotech 

Goat IgG πνιπθισληθφ AP, HRP, bio IHC, W Southern Biotech 
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Δηδηθόηεηα 

Αληηζώκαηνο 

Κιώλνο ήκαλζε Δθαξκνγή Δηαηξία 

     

Rabbit IgG πνιπθισληθφ AP, HRP, bio IHC Southern Biotech 

Rat IgG πνιπθισληθφ AP, HRP, bio IHC, W Southern Biotech 

pSmad1/5/8 πνιπθισληθφ  W Cell Signaling 

Smad1 πνιπθισληθφ  W Sigma 

Streptavidin  HRP IHC Vector Labs 

Streptavidin  AP IHC Southern Biotech 

Streptavidin  APC, PE, PerCP F BD Pharmigen 

Twsg1 πνιπθισληθφ  W RnD Systems 

 

Δπεμήγεζε: F: θπηηαξνκεηξία ξνήο    Δ: ELISA    IHC: αλνζντζηνρεκεία  

          W: ζηχπσκα θαηά Western   TC: θπηηαξνθαιιηέξγεηα 

 
 
2.6 Δκκινηηές γενοηύπφζης ηφν πονηικών και RT-PCR 
 
Γελνηύπσζε Σwsg1+/lacZ: 
D18: 5'-AGA CAC AGC AGG AAC GTC AG-3' 

D19: 5'-CTC CAT GTC TGA GTA GTT TGC-3' 

D20: 5'-GGG AAC AAA CGG ATT GAC CG-3' 

 

Γελνηύπσζε Σwsg1+/flx: 

D25: 5'-ACT TTC TCC CCA CCC GTC TA-3' 

D182: 5'-CAT TGA TGG CTC ACA GCA GTC-3' 

D183: 5'-TGG TCC TGA TGA ACA CCG AG-3' 

D184: 5'-TTT CAG GTC AGC CTG GTC TG-3' 

 

Γελνηύπσζε Gremlin+/lacZ θαη Noggin+/lacZ: 
D25: 5'-ACT TTC TCC CCA CCC GTC TA-3' 

D34: 5'-AAC AAC AAT GGC ACA ACC TAA T-3' 

D126: 5'-TGG TCG CTG GGG AAT GAA TC-3'  

D127: 5'-GCC AAA ATC ACC GCC GTA AG-3' 

 

Γελνηύπσζε Gremlin+/flx: 

D139: 5'-TGG CAG AAA GAA TGA TAC CAG CC-3' 

D140: 5'-ACA GGT CAC ACA GTG AAT TTG CC-3' 

 
Γελνηύπσζε neo: 

D13: 5'-CGT GGT CTC GAG AAG TTC-3' 

D16: 5'-AAA CAG GAG TGG TCA GCA-3' 

 
Γελνηύπσζε Cd19cre: 

D118: 5'-AGA CTC TTT AGT GAG CAT TTT CAA C-3' 

D119: 5'-AGC CCA ATT TCC ACA ACT TC-3' 

D135: 5'-ATT ACC GGT CGA TGC AAC GAG T-3' 

D136: 5'-CAG GTA TCT CTG ACC AGA GTC A-3' 
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Γελνηύπσζε Vavcre: 

D169: 5'-CTG GCT GTG AAG ACC ATC CAA C-3' 

D170: 5'-GCA TTC TCC CAC CAT CGG TG-3' 

 

 
RT-PCR 
 

Bmp2: 
D97: 5'-TAC CGC AGG CAC TCA GG-3' 

D98: 5'-CAT TCC ACC CCA CAT CAC T-3' 

 

Bmp4: D99: 5'-CGA GGC GAC ACT TCT ACA G-3' 

  D100: 5'-TGG GGG CTT CAT AAC CT-3' 

 

Bmp5: D4: 5'-AGC GGC TGG GTT CAA GT-3' 

  D5: 5'-AGG TGG GCT CTG GGT AGT-3' 

 

Bmp6: D6: 5'-TCT TCT TCG GGC TTC CTC TA-3' 

  D7: 5'-CAA ATT CCA GCC AAC CTT CT-3' 

 

Bmp7: D54: 5'-AGG AGG GCT GGT TGG TGT-3' 

  D55: 5'-GGT GGC GTT CAT GTA GGA GT-3' 

 

Noggin: 
D52: 5'-CTC TAC GCC CTG GTG GTG-3' 

D53: 5'-AAG CCC GGG TCG TAG TG-3' 

 

Gremlin: D2: 5'-CTG TTT CCG GCT GGT GTT-3' 

  D3: 5'-AAC AGC CGC ACT ATC ATC AA-3' 

 

Twsg1: D109: 5'-AGG GGG CGT GGA CAT TG-3' 

  D110: 5'-CTG TGT CTC CCC GTG TCC-3' 

 

Chordin: D105: 5'-CAA GCC TCA GCG GAA GAA-3' 

  D106: 5'-CAA GCC CAG CCA ATA GAA CT-3' 

 

Alk-1:  D115: 5'-GGC CGA TAT GGT GAG GTG-3' 

D116: 5'-TGT TGC CGA TAT CCA GGT AA-3' 

 

Alk-2:  D88: 5'-GCC CAG CTG CCC ACT AA-3' 

  D89: 5'-CAG CTG CCC CTC CAT ACT T-3' 

 
Alk-3:  D58: 5'-AAG GCC GCT ATG GAG AAG T-3' 

  D59: 5'-AGC GGT TAG ACA GCA TTG G-3' 

 
Alk-6:  D60: 5'-ACC CGG CCA TAA GTG AAG-3' 

  D61: 5'-CAG ATG GGG GTG GAG GTC-3' 

 

BmpR-II: D62: 5'-AGA AGC CTG GAA AGA AAA TAG C-3' 

  D63: 5'-TGT GGC GTG CAA ATG TGT-3' 

 

ActR-II: 
D86: 5'-GTG GCC ACC GAG GAG AAC-3' 

D87: 5'-CCG GGT GTG CTG AAG ATT T-3' 
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Blimp1:  D225: 5'-TTG TCG GGA CTT TGC GGA G-3'  

D226: 5'-TGG AAG ACG GAA GGG GAC TG-3' 

 

Irf4:   D235: 5'-TTG CTG AGC CAC CTG GAG AG-3'  

D236: 5'-TGG ATG GAA GAA TGA CGG AGG-3' 

 

Xbp1:  D229: 5'-GCA GCA AGT GGT GGA TTT GG-3'  

D230: 5'-TTC TGG GGA GGT GAC AAC TGG-3' 

 

Mitf:   D231:  5'-GCA ACG GAA CAG CAA CGA G-3'  

D232:  5'-CAA CAG GTG AGA GGG CAT CG-3' 

 

Bcl6:   D227:  5'-AGT CGG GAC ATC TTG ACG GAC-3'  

D228:  5'-TCA GGA ACT CTT CAC GGG GAG-3' 

 

Pax5:   D233:  5'-AGT GGC ATC CTG GGC ATC AC-3'  

D234:  5'-GGG CTC GTC AAG TTG GCT TTC-3' 

 

Gapdh: D192:  5'-TCT TCT TGT GCA GTG CC-3' 

D193:  5'-ACT CCA CGA CAT ACT CAG C-3' 
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Απνηειέζκαηα. 
 

 

3.1 Έκθραζη ηφν γονιδίφν ποσ απαρηίζοσν ηο δίκησο 
ζημαηοδόηηζης BMP ζε ιζηούς και κύηηαρα ηοσ 
περιθερικού ανοζοποιηηικού ζσζηήμαηος 

 

 

Σα θχηηαξα ελφο ελήιηθνπ ζπνλδπισηνχ νξγαληζκνχ πνπ παξάγνπλ ηα 

καθξνκφξηα ηα νπνία απαξηίδνπλ ην δίθηπν ζεκαηνδφηεζεο ΒΜΡ παξακέλνπλ ζε 

κεγάιν βαζκφ άγλσζηα. Ζ κειέηε ησλ ΒΜΡs ζε ελήιηθνπο ηζηνχο απαηηεί ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ απηψλ απφ ηζηνχο θαη θχηηαξα, δίλνληαο 

έηζη κία γεληθή πξψηε εηθφλα πξνζδηνξηζκνχ ηνπ πηζαλνχ ξφινπ ηνπο ζηηο 

ιεηηνπξγίεο ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. πλεπψο, ν πξψηνο ζηφρνο ηεο 

παξνχζαο εξγαζίαο είλαη ε ραξηνγξάθεζε ησλ γνληδίσλ πνπ απνηεινχλ ην δίθηπν 

ζεκαηνδφηεζεο ΒΜΡ ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ΒΜΡs, ησλ αληαγσληζηψλ ηνπο θαη 

ησλ ππνδνρέσλ ηνπο, αξρηθά ζηα ιεκθηθά φξγαλα θαη θαηά ζπλέπεηα ζε δηαθφξνπο 

ηχπνπο θπηηάξσλ πνπ ηα απαξηίδνπλ. Ζ κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ απηψλ ζε 

επίπεδν mRNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κέζνδν RT-PCR, απνκνλψλνληαο RNA απφ 

δηάθνξα φξγαλα ή θπηηαξηθνχο ηχπνπο θπζηνινγηθνχ πνληηθνχ. Οη BMPs θαζψο θαη 

νη αληαγσληζηέο ηνπο θαίλεηαη λα εθθξάδνληαη απφ κηα επξεία γθάκα νξγάλσλ πνπ 

ζπζρεηίδνληαη κε ην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα θαη ηηο ιεηηνπξγίεο ηνπ, φπσο ζχκνο 

αδέλαο, ζπιήλαο, ιεκθαδέλεο θαη κπειφο ησλ νζηψλ (Δηθφλα 3.1Α). Δίλαη 

αμηνζεκείσην φηη φια ηα γνλίδηα ησλ ΒΜΡs θαζψο θαη απηά ησλ αληαγσληζηψλ ηνπο 

εθθξάδνληαη ζην κπειφ ησλ νζηψλ, ηελ θχξηα πεξηνρή παξαγσγήο αηκνπνηεηηθψλ 

θπηηάξσλ ζηνλ ελήιηθα. Έηζη εμεηάζηεθαλ δελδξηηηθά (BMDC) θαη καθξνθάγα 

(BMDMΦ) θχηηαξα πξνεξρφκελα απφ κπειφ ησλ νζηψλ θαη δηαθνξνπνηεκέλα in 

vitro (Δηθφλα 3.1Β). Παξαηεξήζεθε φηη ηα BMDCs εθθξάδνπλ κφλν bmp5 αιιά 

αξθεηνχο αληαγσληζηέο φπσο noggin, gremlin θαη chordin. Δπίζεο εθθξάδνπλ ζρεδφλ 

φινπο ηνπο BMP ππνδνρείο εθηφο ηνπ actR-II. Σνπο ίδηνπο ζρεδφλ BMP ππνδνρείο 

εθθξάδνπλ θαη ηα BMDMΦs. ε αληίζεζε φκσο κε ηα BMDCs, ηα BMDMΦs 

εθθξάδνπλ bmp2, bmp5, bmp7, noggin θαη twsg1. Μνινλφηη ηα δελδξηηηθά θαη ηα 

καθξνθάγα πξνέξρνληαη απφ θνηλφ κπειψδε πξφγνλν, εθθξάδνπλ δηαθνξεηηθά bmps 

θαη bmp αληαγσληζηέο ζε αληηζηνηρία κε ηνπο δηαθνξεηηθνχο ξφινπο ηνπο ζηηο 

ιεηηνπξγίεο ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ.  
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Ζ πεξηηνλατθή θνηιφηεηα είλαη πινχζηα ζε πιεζπζκνχο ψξηκσλ καθξνθάγσλ. 

Δμεηάζηεθε θαηά πφζν ηα ψξηκα καθξνθάγα εθθξάδνπλ bmps θαη θαη‟ επέθηαζε αλ 

κεηά απφ εξεζηζκφ ε νπνηαδήπνηε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ απηψλ δηαθνξνπνηείηαη. 

πλεπψο, καθξνθάγα απνκνλψζεθαλ απφ ηελ πεξηηνλατθή θνηιφηεηα θπζηνινγηθνχ 

πνληηθνχ θαη εξεζίζηεθαλ ex vivo κε LPS γηα 6 θαη 18hours (Δηθφλα 3.1Γ). ην 

δηάζηεκα ησλ 6hours κεηά ηνλ εξεζηζκφ δελ παξαηεξήζεθε αιιαγή ζηελ έθθξαζε 

ησλ bmps, ησλ αληαγσληζηψλ θαη ησλ ππνδνρέσλ ζε ζχγθξηζε κε ηα BMDMΦs. ηηο 

18hours φκσο ππάξρεη έιιεηςε ηνπ twsg1 γνληδίνπ ζε ζρέζε κε ηηο 6hours. Απηφ 

αλαδεηθλχεη κηα πηζαλή δπλακηθή σο πξνο ηελ ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο  ησλ γνληδίσλ 

πνπ απαξηίδνπλ ην ΒΜΡ δίθηπν. Ζ δπλακηθή απηή απνηππψλεηαη μεθάζαξα ζηελ 

πεξίπησζε ησλ Β θπηηάξσλ φπνπ ππάξρεη ππέξ-ξχζκηζε ζηελ έθθξαζε ηνπ twsg1 

θαζψο θαη φισλ ησλ BMP ππνδνρέσλ ζε απνκνλσκέλα Β θχηηαξα κεηά απφ 

εξεζηζκφ κε LPS (Δηθφλα 3.1Δ). 

Σέινο φζνλ αθνξά ηα Σ θχηηαξα έρεη δεηρζεί φηη εθθξάδνπλ bmp2/4, twsg1 θαη 

δηάθνξνπο ππνδνρείο ησλ ΒΜΡ (Bleul and Boehm, 2005; Hager-Theodorides et al., 

2002). Ζ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ απηψλ εμεηάζηεθε ιεπηνκεξψο ζε απνκνλσκέλα Σ 

θχηηαξα θαηά ηα δηάθνξα ζηάδηα ηεο αλάπηπμεο ηνπο ζην ζχκν αδέλα. Καη ζε απηή 

ηελ πεξίπησζε, ππάξρεη ππν-ξχζκηζε ζηελ έθθξαζε ηνπ bmp7 θαη twsg1 απφ ην 

ζηάδην φπνπ ηα Σ θχηηαξα είλαη δηπιά-ζεηηθά (DP) έσο ψξηκα (CD4, CD8) ζε ζρέζε 

κε ηα δηάθνξα ζηάδηα ησλ «δηπιά-αξλεηηθψλ» (Δηθφλα 3.1Γ). Δπίζεο θαη νη 

ππνδνρείο παξνπζηάδνπλ κεηαβνιέο σο πξνο ηελ έθθξαζή ηνπο αλάινγα κε ην ζηάδην 

ηεο αλάπηπμεο.  

Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα αλαδεηθλχνπλ ηελ παξνπζία ησλ γνληδίσλ πνπ 

απαξηίδνπλ ην BMP δίθηπν ζεκαηνδφηεζεο ζε ηζηνχο θαη κεκνλσκέλα θχηηαξα ηνπ 

αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. Πεξαηηέξσ, ε ξχζκηζε ηεο έθθξαζεο κεξηθψλ απφ απηά 

ζε δηάθνξα ζηάδηα θπηηαξηθήο αλάπηπμεο θαη δηαθνξνπνίεζεο, πξντδεάδεη γηα ηελ 

εκπινθή ελφο ή θαη πνιιαπιψλ BMP δηθηχσλ ξπζκίδνληαο έηζη δηάθνξεο 

αλνζνινγηθέο ιεηηνπξγίεο.          
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Δηθόλα 3.1 Έθθξαζε ηνπ BMP δηθηύνπ ζεκαηνδόηεζεο ζην αλνζνπνηεηηθό 

ζύζηεκα  RT-PCR ησλ bmps ησλ αληαγσληζηψλ θαη ησλ ππνδνρέσλ ηνπο ζε A) 

δηάθνξα ιεκθηθά φξγαλα, B) δελδξηηηθά θαη καθξνθάγα αλαπηπγκέλα απφ κπειφ ησλ 

νζηψλ, Γ) καθξνθάγα απνκνλσκέλα απφ ηελ πεξηηνλατθή θνηιφηεηα εξεζηζκέλα κε 

LPS γηα 6 θαη 16hours, Γ) Σ ζπκνθχηηαξα απνκνλσκέλα ζε δηάθνξα ζηάδηα ζηεο 

αλάπηπμεο ηνπο, Δ) απνκνλσκέλα Β θχηηαξα εξεζηζκέλα κε LPS γηα 72hours. Σν 

RNA απνκνλψζεθε απφ θπζηνινγηθνχο πνληηθνχο.  
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3.2 Έκθραζη ηοσ noggin ζηο ζπλήνα 
 

Ζ κεηάδνζε ηνπ ζήκαηνο ησλ ΒΜΡs ζε θχηηαξα ζηφρνπο ξπζκίδεηαη απφ ηνπο 

αληαγσληζηέο ησλ ΒΜΡs. Οη ΒΜΡ αληαγσληζηέο κπνξνχλ λα πξνζδεζνχλ ζε 

παξαπάλσ απφ έλα ΒΜΡ θαη ζε άιιεο πεξηπηψζεηο λα κπινθάξνπλ ηαπηφρξνλα έλα 

ΒΜΡ ζήκα. Ζ κειέηε ησλ αληαγσληζηψλ ησλ ΒΜΡs κπνξεί λα δψζεη κία πην 

νινθιεξσκέλε εηθφλα ησλ ιεηηνπξγηψλ ηνπ πεξηθεξηθνχ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο 

ζηηο νπνίεο κπνξεί λα εκπιέθνληαη ηα ΒΜΡ ζήκαηα. ε απηφ ην ζηάδην είλαη 

απαξαίηεηε θαη ε ραξηνγξάθεζε ηεο ηνπνινγίαο έθθξαζεο ησλ ΒΜΡ αληαγσληζηψλ 

in vivo ζε επίπεδν κεκνλσκέλσλ θπηηάξσλ. Έηζη δίλεηαη κία εηθφλα απφ ην 

κηθξνπεξηβάιινλ φπνπ κπνξεί λα ιεηηνπξγνχλ νη ΒΜΡ αληαγσληζηέο. Κπξίσο, κε 

απηφ ηνλ ηξφπν θαζίζηαηαη δπλαηή ε κειέηε ησλ γνληδίσλ ησλ ΒΜΡ αληαγσληζηψλ in 

vivo πξνζδηνξίδνληαο ηελ ηζηνεηδηθή απαινηθή ηνπο απφ ζπγθεθξηκέλνπο ηχπνπο 

θπηηάξσλ. Με απηφ ηνλ ηξφπν κειεηήζεθαλ ηα γνλίδηα noggin, gremlin θαη twisted 

gastrulation ρξεζηκνπνηψληαο γηα ην θαζέλα απφ απηά μερσξηζηνχο πνληηθνχο 

αλαθνξάο lacZ.         

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ noggin ρξεζηκνπνηήζεθε ν πνληηθφο 

Noggin
+/lacZ

. Ζ έθθξαζε ηνπ noggin είλαη εκθαλήο ζην ζπιήλα φπσο θαίλεηαη απφ ηε 

κπιε lacZ ρξψζε (Δηθφλα 3.2). Σα θχηηαξα πνπ εθθξάδνπλ noggin ππάξρνπλ ζην 

ιεπθφ θαη ζηνλ εξπζξφ πνιθφ. Σν πξφηππν ηεο ρξψζεο δελ πξνκελχεη παξαγσγή ηνπ 

noggin απφ Β ε Σ ιεκθνθχηηαξα θαη επηβεβαηψλεηαη απφ ηηο δηπιέο αλνζντζηνρεκηθέο 

ρξψζεηο lacZ κε Β (Β220) θαη Σ (CD3) θπηηαξηθνχο δείθηεο φπνπ δελ δηαθξίλεηαη 

θάπνηνο ζπλεληνπηζκφο. Πηζαλφηαηα θχηηαξα πνπ απνηεινχλ ηε δηαθξαγκαηηθή 

αξηεξία ή θιέβα θαζψο θαη ηα αξηεξηφιηα λα εθθξάδνπλ noggin. Οη ηζηνί απηνί 

απνηεινχληαη θπξίσο απφ πςειφ ελδνζήιην ή επηζήιην θαη καιαθφ κπτθφ ηζηφ. Απηφ 

επαιεζεχεηαη κε ηελ αλίρλεπζε ηνπ lacZ ζε θχηηαξα πνπ έρνπλ βαθηεί κε αληίζσκα 

γηα καιαθφ κπτθφ ηζηφ (SMA).   
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Δηθόλα 3.2 Αλίρλεπζε ηνπ noggin κέζσ ηνπ lacZ γνληδίνπ αλαθνξάο ζην ζπιήλα ζε 

πνληηθό noggin
+/lacZ

  Υξψζε X-gal ζε ζπλδπαζκφ κε αλνζντζηνρεκεία γηα θπηηαξηθνχο 

δείθηεο Β (Β220), Σ (CD3) θπηηάξσλ θαη καιαθνχ κπτθνχο ηζηνχ (SMA).    

 

 

 

 
3.3 Σο gremlin ζηα αιμοποιηηικά κύηηαρα 
 

3.3.1 Έθθξαζε ηνπ gremlin θαη θαηλνηππηθή αλάιπζε ηνπ Gremlin+/lacZ 

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο έθθξαζεο ηνπ gremlin ρξεζηκνπνηήζεθε ν πνληηθφο 

Gremlin
+/lacZ

. ε ρξψζε Υ-gal πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε αξρηθά ζην ζπιήλα θαη ζηνπο 

ιεκθαδέλεο δελ παξαηεξήζεθε θάπνην ζπγθεθξηκέλν ηνπνινγηθφ πξφηππν πνπ λα 

πξνδίδεη θάπνηνλ θπξίαξρν θπηηαξηθφ πιεζπζκφ. Σα θχηηαξα πνπ εμέθξαδαλ lacZ 

ήηαλ ιίγα θαη δηάζπαξηα ζηελ θάςα, ζηνλ εξπζξφ θαη ιεπθφ πνιθφ. Μεηά απφ 

αλνζνπνίεζε κε DNP-KLH ζε CFA παξαηεξήζεθε έθθξαζε ηνπ lacZ ζε ζεκεία 

αλάκεζα ζηηο πεξηνρέο ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ. Παξαηεξείηαη ζπλεληνπηζκφο 

αλάκεζα ζηα θχηηαξα πνπ εθθξάδνπλ gremlin θαη παξάιιεια ηνπο δείθηεο DEC-205 

θαη CD11c ηαπηνπνηψληαο έηζη ηελ έθθξαζε ηνπ gremlin απφ ηα δελδξηηηθά θχηηαξα 

(Δηθφλα 3.3). Όπσο αλακελφηαλ, ηα Β θχηηαξα ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ (ΡΝΑ) δελ 

εθθξάδνπλ gremlin. ην ζπιήλα παξαηεξήζεθε ην ίδην φκσο ζε πνιχ κηθξφηεξε 

θιίκαθα. 

Παξφιν πνπ ζε επίπεδν έθθξαζεο mRNA ην gremlin αληρλεχεηαη ζην ζπιήλα 

θπζηνινγηθνχ πνληηθνχ, δελ παξαηεξήζεθε θάηη αλάινγν ζηνλ πνληηθφ Gremlin
+/lacZ

 

ζηε ρξψζε lacZ. Γηα ηελ πεξαηηέξσ δηεξεχλεζε ησλ θπηηάξσλ πνπ εθθξάδνπλ 
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Δηθόλα 3.3 Αλίρλεπζε ηνπ gremlin κέζσ ηνπ lacZ γνληδίνπ αλαθνξάο ζηνπο 

ιεκθαδέλεο ζε πνληηθνύο Gremlin
+/lacZ

  Υξψζε X-gal ζε ζπλδπαζκφ κε 

αλνζντζηνρεκεία γηα θπηηαξηθνχο δείθηεο δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ (DEC-205 θαη CD11c) 

θαη Β θπηηάξσλ ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ (PNA). 

 

gremlin εμεηάζηεθε ε παξαγσγή πξσηεΐλεο Gremlin ζην ζπιήλα κε ηε 

ρξεζηκνπνίεζε αληί-gremlin. Γηπιή αλνζντζηνρεκεία ζε ζπιήλεο απφ θπζηνινγηθνχο 

πνληηθνχο έδεημε φηη παξάγεηαη gremlin απφ ηα ζπιαθηψδε δελδξηηηθά θχηηαξα (ΘΓΚ) 

(Δηθφλα 3.4). Αξρηθά εληνπίζηεθε ε Gremlin ζπγθεληξσκέλε ζε πεξηνρέο αλάκεζα 

ζηα ζπιάθηα ηνπ ζπιήλα. Έπεηηα αληρλεχηεθε ζπλεληνπηζκφο ηεο Gremlin κε ην 

δείθηε ησλ ΘΓΚ FDC-M1. Ζ απνπζία ηνπ TNF ππνδνρέα p55 ζηνλ πνληηθφ (p55KO) 

έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ απνπζία ησλ ΘΓΚ απφ ην ζπιήλα (Pasparakis et al., 1996). 

Ζ κε αλίρλεπζε Gremlin ζην ζπιήλα ησλ p55KO πνληηθψλ (Δηθφλα 3.4Β) απνηειεί 

αθφκα κία έλδεημε ηεο παξαγσγήο Gremlin απφ ηα ΘΓΚ.       

Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα πξνδίδνπλ πηζαλφ ξφιν ηνπ gremlin ζηελ αλάπηπμε 

θαη σξίκαλζε ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ θαη ησλ ΘΓΚ. Γηεξεπλήζεθε αξρηθά ε 

ηπρφλ επηξξνή ηεο απνπζίαο ελφο αιιειίνπ gremlin in vivo (ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ 

πνληηθφ Gremlin
+/lacZ

) ζηα θχηηαξα απηά θαζψο ηα φπνηα επξήκαηα παξνπζηαζηνχλ ζα 

κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζαλ νδεγνί απνζαθήληζεο ησλ πηζαλψλ 

αλνζνιεηηνπξγηψλ ζηηο νπνίεο κπνξεί λα εκπιέθεηαη ην gremlin. Υξεζηκνπνηήζεθε ε 

αλνζνπνίεζε κε DNP-KLH ζε CFA θαζψο ζα κπνξνχλ λα κειεηεζνχλ ηαπηφρξνλα 

πηζαλέο αιιαγέο α) ζηα πνζνζηά ιεκθνεηδψλ θαη κπεισδψλ θπηηάξσλ ζε έλα 
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Δηθόλα 3.4 Σα ΘΓΚ εθθξάδνπλ Gremlin Α) Αλίρλεπζε πξσηεΐλεο Gremlin ζηα 

ΘΓΚ κέζσ δηπιήο αλνζντζηνρεκείαο ζε θπζηνινγηθνχο πνληηθνχο. Β) Με αλίρλεπζε 

ηεο Gremlin ζε πνληηθνχο p55ΚΟ πνπ δελ αλαπηχζζνπλ ΘΓΚ.  

 

ελεξγνπνηεκέλν πεξηβάιινλ, β) ζηα πνζνζηά ησλ ΒΚ Β θπηηάξσλ θαζψο έλαο απφ 

ηνπο θχξηνπο παξάγνληεο αλάπηπμεο ηνπο είλαη ηα ΘΓΚ. Ζ αλάιπζε ζηα θχηηαξα 

απηά έγηλε ζε θπζηνινγηθνχο θαη Gremlin
+/lacZ

 πνληηθνχο, 12 εκέξεο κεηά απφ ηελ 

αλνζνπνίεζε ηνπο, φπνπ ηα πνζνζηά ησλ ΒΚ είλαη ζην κέγηζην. Σα απνηειέζκαηα 

δελ έδεημαλ δηαθνξέο ζηα πνζνζηά ησλ ιεκθνεηδψλ θαη κπεισδψλ δελδξηηηθψλ 

θπηηάξσλ. Δπηπξφζζεηα, δελ παξαηεξήζεθαλ δηαθνξέο ζηα πνζνζηά ησλ ΒΚ 

αλάκεζα ζηνπο θπζηνινγηθνχο θαη Gremlin
+/lacZ

 πνληηθνχο. Φαίλεηαη φηη ε 

κνλναιιειηαθή έιιεηςε ηνπ gremlin δελ είλαη αξθεηή ψζηε λα επεξεάζεη ηελ 
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Δηθόλα 3.5  Αλάπηπμε δελδξηηηθώλ θπηηάξσλ θαη Βιαζηηθώλ Κέληξσλ κεηά από 

ζπκνεμαξηώκελε αλνζνπνίεζε  Κπηηαξνκεηξία ξνήο ζε θπζηνινγηθνχο πνληηθνχο θαη 

Gremlin
+/lacZ

 (λ = 3) 12 εκέξεο κεηά απφ ελδνπεξηηνλατθή ρνξήγεζε DNP-KLH ζε CFA. 

Πνζνζηά Α) ησλ ιεκθνεηδψλ (CD8
+
CD11c

+
 ε CD8

int
CD11c

+
) θαη κπεισδψλ (CD8

-
CD11c

+
) 

δελδξηηηθψλ Β) Βιαζηηθψλ Κέληξσλ (Β220
+
ΡΝΑ

+
) ζε ζπιήλα θαη ΜΛΓ αληίζηνηρα.   
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αλάπηπμε ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ ή ηελ ζπκκεηνρή ηνπο ζηηο ζπκνεμαξηψκελεο 

απνθξίζεηο. Παξφια απηά, ε ζπκκεηνρή ηνπ gremlin ζηηο δηαδηθαζίεο αλάπηπμεο ησλ 

δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ ή ηελ δηακφξθσζε ηνπ ΒΚ δελ κπνξεί πιήξσο λα απνθιεηζηεί.    

 

3.3.2 Απαινηθή ηνπ gremlin από ηα αηκνπνηεηηθά θύηηαξα 
 

Γηα ηελ πεξαηηέξσ κειέηε ηνπ gremlin ζηηο ιεηηνπξγίεο ησλ δελδξηηηθψλ 

θπηηάξσλ είλαη απαξαίηεηε ε ηζηνεηδηθή απαινηθή ηνπ απφ ηα δελδξηηηθά θχηηαξα. 

Υξεζηκνπνηήζεθε ν πνληηθφο πνπ θέξεη δπν πεξηνρέο floxed ζην θάζε αιιήιην ηνπ 

gremlin (Gremlin
flx/flx

) (Gazzerro et al., 2007) θαη δηαζηαπξψζεθε κε ηνλ πνληηθφ 

Vav
cre

 (de Boer et al., 2003). Ο Vav
cre

 πνληηθφο ρξεζηκνπνηείηαη  γηα ηελ απαινηθή 

γνληδίνπ απφ ηα αηκνπνηεηηθά θχηηαξα∙ επηιέρηεθε ζε απηή ηελ πεξίπησζε, δηφηη έρεη 

πςειφ πνζνζηφ αλαζπλδπαζκνχ ζε ζρέζε κε άιινπο νδεγνχο. Δπίζεο ην gremlin δελ 

θαίλεηαη λα εθθξάδεηαη απφ άιινπο ηχπνπο αηκνπνηεηηθψλ θχηηαξσλ (Δηθφλα 3.1) θαη 

ζπλεπψο ε δηαζηαχξσζε ηνπ Gremlin
flx/flx

 κε ην Vav
cre

 δελ εκπλέεη θηλδχλνπο γηα 

αλάκημε πηζαλψλ θαηλνηχπσλ. 

Ο πνληηθφο κε απαιεηκκέλν ην gremlin (Gremlin-cKO) απφ ηα αηκνπνηεηηθά 

θχηηαξα δελ θαίλεηαη λα έρεη θάπνηα αλσκαιία σο πξνο ηελ αλάπηπμε ησλ 

ιεκθνεηδψλ νξγάλσλ. Αλάιπζε κε θπηηαξνκεηξία ξνήο γηα δηάθνξνπο πιεζπζκνχο 

κπεισδψλ θπηηάξσλ θαζψο θαη ησλ Β θπηηάξσλ ζην κπειφ ησλ νζηψλ δελ έδεημε 

δηαθνξέο αλάκεζα ζηνλ πνληηθφ κάξηπξα (Gremlin
flx/flx

) θαη ζηνλ Gremlin-cKO 

(Δηθφλα 3.5Α). Ζ εμέηαζε ησλ Β θπηηάξσλ ζην κπειφ ησλ νζηψλ θαη ζην ζπιήλα 

φπσο θαη ησλ Σ θπηηάξσλ ζην ζπιήλα επηιέρηεθε ζαλ έιεγρνο ηεο νκαιήο αλάπηπμεο 

ησλ ιεκθνεηδψλ θπηηάξσλ θαη κεηαθίλεζεο ηνπο ζηα πεξηθεξηθά ιεκθηθά φξγαλα. 

Αλάιπζε ζηα πεξηθεξηθά φξγαλα ζπιήλα θαη κεζεληεξηθφ ιεκθαδέλα έδεημε φηη 

ππάξρεη κείσζε γχξσ ζην 35% ζηα κπειψδε δελδξηηηθά (CD11c
+
Mac-1

+
) ηνπ 

κεζεληεξηθνχ ιεκθαδέλα ζην Gremlin-cKO (Δηθφλα 3.5Β) δψν. Δπίζεο παξαηεξείηαη 

ε ίδηα πεξίπνπ πνζνζηηαία κείσζε ζηα κπειψδε θχηηαξα (Mac-1
+
) ζην ζπιήλα.  

πλεπψο ην gremlin δελ είλαη απαξαίηεην γηα ηελ πξσηνγελή αλάπηπμε ησλ 

δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ, ζπκβάιιεη φκσο ζηελ πιήξε αλάπηπμε ησλ δελδξηηηθψλ θαη 

γεληθά ησλ κπεισδψλ θπηηάξσλ ζηελ πεξηθέξεηα. ηε ζπλέρεηα εμεηάζηεθε ε 

πεξίπησζε ζπκκεηνρήο ηνπ gremlin ζηε ελεξγνπνίεζε ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ in 

vitro. Απνκνλσκέλα θχηηαξα κπεινχ ησλ νζηψλ απφ πνληηθφ κάξηπξα θαη Gremlin-  
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Δηθόλα 3.6 Φαηλνηππηθή αλάιπζε ηνπ Gremlin-cKO  Κπηηαξνκεηξία ξνήο ζε πνληηθφ 

κάξηπξα θαη Gremlin-cKO. Πνζνζηά θπηηαξηθψλ δεηθηψλ απφ Α) κπειφ ησλ νζηψλ γηα 

αλψξηκα Β θχηηαξα (IgD
-
CD19

+
), ψξηκα πεξηθεξφκελα Β θχηηαξα (IgD

+
CD19

+
), 

θνθθηνθχηηαξα (Gr-1
high

Mac-1
+
), νπδεηεξφθηια (Gr-1

low
Mac-1

+
) θαη Β) απφ ζπιήλα θαη 

κεζεληεξηθφ ιεκθαδέλα (ΜΛΓ) γηα Β θχηηαξα (Β220), Σ θχηηαξα (CD3), κπειψδε (Mac-

1) θαη κπειψδε δελδξηηηθά (CD11c
+
Mac-1

+
). λ = 3 πνληηθνί αλά νκάδα. 

 

cKO θαιιηεξγήζεθαλ κε GM-CSF γηα λα δηαθνξνπνηεζνχλ ζε δελδξηηηθά θχηηαξα. 

Δξεζηζκφο απηψλ ησλ θπηηάξσλ κε LPS γηα 24ψξεο ελεξγνπνηεί ηα δελδξηηηθά 

θχηηαξα θαη απμάλεη ηελ έθθξαζε δεηθηψλ πνπ ζπκβάιινπλ ζηελ 

αληηγνλνπαξνπζηαζηηθφηεηά ηνπο. Ζ έθθξαζε ησλ δεηθηψλ MHC-II, CD40 θαη CD86 

κε θπηηαξνκεηξία ξνήο απνθιεηζηηθά ζηα δελδξηηηθά (gated CD11c
+
) δείρλεη κείσζε 

25-30% πεξίπνπ ζην πνζνζηφ έθθξαζεο ηνπο ζην Gremlin-cKO ζε ζρέζε κε ην 

κάξηπξα (Δηθφλα 3.7). Ζ κείσζε ηεο έθθξαζεο απηψλ ησλ δεηθηψλ πξντδεάδεη γηα 

θάπνηα αλσκαιία ελεξγνπνίεζεο ηεο αληηγνλνπαξνπζηαζηηθφηεηαο ησλ δελδξηηηθψλ 

θπηηάξσλ.   

Σν παξαπάλσ απνηέιεζκα ππνδειψλεη ηε ζπκκεηνρή ηνπ gremlin ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ. Δπίζεο δελ θέξεηαη ην gremlin λα είλαη 

απαξαίηεην γηα ηελ αλάπηπμε ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ in vitro θαζψο δελ 
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παξαηεξνχληαη δηαθνξέο ζην πνζνζηφ ηνπ CD11c
+
 θπηηάξσλ αλάκεζα ζην κάξηπξα 

θαη ην Gremlin-cKO πξηλ θαη κεηά ηνλ εξεζηζκφ, θάηη πνπ ήηαλ αλακελφκελν απφ ηα 

in vivo πεηξάκαηα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην κπειφ ησλ νζηψλ. 

 

 

 

CD86

CD40

MHC- II (I-Ab)

μάρτυρας Gremlin-cKO
ce

ll 
co

u
n

ts

Gated on CD11c+

LPS 24h
+

-

53 40

2737

43 33

(49) (52)(53) (51)

   
Δηθόλα 3.7 Ζ έιιεηςε ηνπ gremlin κεηώλεη ηελ αληηγνλνπαξνπζηαηηθόηεηα 

εξεζηζκέλσλ δελδξηηηθώλ θπηηάξσλ  Γελδξηηηθά θχηηαξα απφ κπειφ ησλ νζηψλ 

εξεζίζηεθαλ κε LPS γηα 24hours θαη αληρλεχηεθαλ γηα ηνπο δείθηεο MHC-II, CD40 θαη 

CD86 κε θπηηαξνκεηξία ξνήο. ηηο παξελζέζεηο αλαγξάθνληαη ηα πνζνζηά ησλ 

δελδξηηηθψλ (CD11c
+
) πνπ κεηξήζεθαλ ζε κάξηπξα θαη Gremlin-cKO ρσξίο 

ελεξγνπνίεζε (άζπξν) θαη κε LPS  (καχξν). Σα πνζνζηά είλαη ν κέζνο φξνο γηα λ = 2 

πνληηθνχο απφ ηελ θάζε νκάδα. Σν παξαπάλσ πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε δχν θνξέο. 
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3.4 Ο ρόλος ηοσ twsg1 ζηις λειηοσργίες ηοσ περιθερικού 
ανοζοποιηηικού ζσζηήμαηος 

 
3.4.1 Ζ έθθξαζε ηνπ twsg1 ζηα βιαζηηθά θέληξα ησλ ιεκθνεηδώλ ηζηώλ 

θαη ε απαινηθή ηνπ από ηα Β θύηηαξα  
 

Ο ηνπνινγηθφο πξνζδηνξηζκφο έθθξαζεο ηνπ twsg1 πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε 

ρξεζηκνπνίεζε ηνπ πνληηθνχ Twsg1
+/lacZ

. Υξψζε X-gal ζε ηνκέο ζπιήλα θαη ΜΛΓ 

ζην Twsg1
+/lacZ

 έδεημε έθθξαζε ηνπ twsg1 ζηελ ηλψδε θάςα, ζηνλ ιεπθφ θαη εξπζξφ 

πνιθφ ηνπ ζπιήλα. Δπίζεο αληρλεχηεθε ζηνλ πεξηθεξηθφ θφιπν, ζην θινηφ θαη ζηελ 

παξαθινηψδε πεξηνρή ηνπ ΜΛΓ. πλδπαζκφο ηεο ρξψζεο X-gal κε αλνζντζηνρεκεία 

γηα ηνλ δείθηε Β220 δείρλεη φηη ππάξρεη έθθξαζε ηνπ twsg1 ζηηο Β θαη Σ θπηηαξηθέο 

πεξηνρέο ηνπ ιεπθνχ πνιθνχ ζην ζπιήλα θαη ζε θινηφ θαη παξαθινηψδε πεξηνρή 

ζηνπο ΜΛΓ (Δηθφλα 3.8Α). Μεηά απφ αλνζνπνίεζε κε ην ζπκνεμαξηψκελν αληηγφλν 

DNP-KLH παξαηεξήζεθε φηη ηα Β θχηηαξα ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ (ΒΚ) παξάγνπλ 

twsg1 (Δηθφλα 3.8Β). Παξφηη ηα Β θχηηαξα ησλ ΒΚ είλαη έλαο ζρεηηθά κηθξφο 

ππνπιεζπζκφο ησλ Β θπηηάξσλ δελ θαίλεηαη λα εθθξάδνπλ φια twsg1. 

Πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ twsg1 κε θπηηαξνκεηξία ξνήο ζηηο πιάθεο ηνπ 

Peyer έδεημε φηη έλα 10%-20% πεξίπνπ ησλ Β θπηηάξσλ ζηα ΒΚ (GC) εθθξάδεη 

twsg1 ζε αληίζεζε κε ηα ππφινηπα Β θχηηαξα (non-GC) πνπ εθθξάδνπλ πνιχ 

ιηγφηεξν (Δηθφλα 3.8Γ).     

Σα ΒΚ είλαη πεξηνρέο κε έληνλν πνιιαπιαζηαζκφ ησλ Β θπηηάξσλ, φπνπ 

ζπκβαίλεη ζσκαηηθή ππεξκεηαιιαμηγέλεζε ησλ αλαδηαηεηαγκέλσλ γνληδίσλ ηεο 

κεηαβιεηήο πεξηνρήο ηεο αλνζνζθαηξίλεο, ε κεηαζηξνθή ηζνηχπνπ ηεο Β αιπζίδαο, ε 

σξίκαλζε ζπγγέλεηαο θαη ελ ηέιεη ε παξαγσγή πιαζκαηνθπηηάξσλ θαη αληηζσκάησλ. 

Ζ έθθξαζε ηνπ twsg1 ζηα ΒΚ ζπλεπψο ππνδειψλεη ηελ πηζαλή ζπκκεηνρή ηνπ ζηηο 

πξναλαθεξζείζεο ιεηηνπξγίεο ηνπ ΒΚ. Γηα ηελ κειέηε ηνπ twsg1 ζηα ΒΚ θαζψο θαη 

ζε φια ηα Β θχηηαξα ν πνληηθφο Twsg1
flx/flx

 δηαζηαπξψζεθε κε ηνλ πνληηθφ Cd19
cre

. 

ηνλ Cd19
cre

, ε ελεξγνπνίεζε ηνπ cre ππνθηλεηή αξρίδεη απφ ην ζηάδην ηνπ πξψηκνπ 

πξν-πξν Β θπηηάξνπ θαη έηζη επηηπγράλεηαη ε απαινηθή ηνπ twsg1 ζηα Β θχηηαξα 

απφ απηφ ην ζηάδην ηεο αλάπηπμεο ηνπο. Ζ επηηπρήο απαινηθή ηνπ twsg1 ζηα Β 

θχηηαξα επηβεβαηψζεθε ζε επίπεδν mRNA κε εκη-πνζνηηθνπνηεκέλε RT-PCR. 

Απνκνλσκέλα Β θχηηαξα απφ πνληηθφ Twsg1
flx/flx

Cd19
cre

 (Twsg1-cKO) κεηά απφ 

αλνζνπνίεζε δελ πεξηέρνπλ twsg1 mRNA ζε ζρέζε κε ηνλ Twsg1
flx/flx

 (κάξηπξαο) 
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Δηθόλα 3.8 Έθθξαζε ηνπ twsg1 ζε ζπιήλα, κεζεληεξηθνύο ιεκθαδέλεο θαη ζηα 

Βιαζηηθά Κέληξα ζηνλ Τwsg1
+/lacZ

 πνληηθό Α) Υξψζε X-gal ζην Σwsg1
+/lacZ

 ζπλδπαζκφ 

κε αλνζντζηνρεκεία γηα ην Β θπηηαξηθφ δείθηε Β220 ζην ζπιήλα θαη ζηνπο κεζεληεξηθνχο 

ιεκθαδέλεο (ΜΛΓ). Γηαθξίλνληαη ε Β θπηηαξηθή πεξηνρή (Β) θαη ε Σ θπηηαξηθή πεξηνρή 

(Σ) ηνπ ιεπθνχ πνιθνχ. Β) Υξψζε X-gal ζε θπζηνινγηθφ πνληηθφ (wt) θαη Twsg1
+/lacZ

 

ζπλδπαζκφ κε αλνζντζηνρεκεία γηα ην δείθηε ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ GL-7 ζην ζπιήλα 

θαη ζηνπο ΜΛΓ. Γ) Αλίρλεπζε ηνπ twsg1 ζηα Β θχηηαξα ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ (GC) 

(Β220
+
GL-7

+
) θαη κε (non-GC) (Β220

+
GL-7

-
) ησλ πιαθψλ ηνπ Peyer κε θπηηαξνκεηξία 

ξνήο κε ηε ρξεζηκνπνίεζε ηνπ θζνξίδνληνο ππνζηξψκαηνο FDG (αξηζηεξά). ηα δεμηά 

θαηαγξάθεηαη ε κέζε έληαζε θζνξηζκνχ (Mean Fluorescence Intensity, MFI) αλάκεζα ζε 

θπζηνινγηθφ (wt) θαη ζην Σwsg1
+/lacZ

 ζηα GC θαη non-GC (λ = 5). 
 

 
Δηθόλα 3.9  Απαινηθή ηνπ twsg1 από ηα Β θύηηαξα  Α) Ζκη-πνζνηηθνπνηεκέλε RT-PCR 

ζε απνκνλσκέλα Β θχηηαξα 7 εκέξεο κεηά απφ αλνζνπνίεζε κε DNP-KLH ζε κάξηπξα 

θαη Σwsg1-cKO. Οη δηαδνρηθέο αξαηψζεηο ησλ δεηγκάησλ είλαη 1:5 θαη γηα ηνλ έιεγρν ίζεο 

πνζφηεηαο δείγκαηνο ρξεζηκνπνηήζεθε ην gapdh. Β) ηχπσκα Western γηα ηελ TWSG1 ζε 

απνκνλσκέλα Β θχηηαξα κάξηπξα θαη Σwsg1-cKO εξεζηζκέλα κε LPS. Πξσηεΐλε απφ ηα 

θχηηαξα απνκνλψζεθε θάζε 24hours απφ ην εξέζηζκα κέρξη θαη 3 εκέξεο. Ζ β-actin 

ρξεζηκνπνηήζεθε ζαλ εζσηεξηθφο πνζνηηθφο έιεγρνο ησλ δεηγκάησλ.   

 
 
 
(Δηθφλα 3.9Α). Δπηπξφζζεηα ε κε παξαγσγή twsg1 mRNA δελ επηηξέπεη ηελ 

παξαγσγή TWSG1 πξσηεΐλεο απφ ελεξγνπνηεκέλα Β θχηηαξα κε LPS in vitro ζην 

Σwsg1-cKO (Δηθφλα 3.9Β). Ζ επηβεβαίσζε ηεο έιιεηςεο ηεο TWSG1 απφ ηα Β 

θχηηαξα ζεκαηνδνηεί ηελ πξαγκαηνπνίεζε πεξαηηέξσ πεηξακάησλ γηα ηελ 

απνζαθήληζε ηνπ ξφινπ ηεο ζηελ βηνινγία ηνπ Β θπηηάξνπ. 
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3.4.2 Β θπηηαξηθή αλάπηπμε, δεκηνπξγία βιαζηηθώλ θέληξσλ θαη 
ζπκνεμαξηώκελε αλνζνπνηεηηθή απόθξηζε ζην Σwsg1-cKO 

 

Ζ έθθξαζε ηνπ twsg1 απφ ηα Β θχηηαξα πξνκελχεη ηελ εκπινθή ηνπ twsg1 ζε 

δηαδηθαζίεο φπσο ε Β θπηηαξηθή αλάπηπμε, ε δηαθνξνπνίεζε, δηάθνξα ζηάδηα ηεο 

ρπκηθήο αλνζίαο.  Δπίζεο είλαη πηζαλή ε εκπινθή ηνπ twsg1θαη ζηε θπζηνινγία ησλ 

νξγάλσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθφ ζπζηήκαηνο  Οη πνληηθνί κε απαιεηκκέλν ην twsg1 απφ 

ηα Β θχηηαξα εμεηάζηεθαλ αξρηθά σο πξνο ηελ αλάπηπμε ηνπ ζπιήλα, ιεκθαδέλα θαη 

κπεινχ ησλ νζηψλ. Μαθξνζθνπηθή αλάιπζε πνπ πεξηιάκβαλε εμέηαζε ηεο 

κνξθνινγίαο, ηνπ φγθνπ αιιά θαη ηζηνπαζνινγία ησλ παξαπάλσ νξγάλσλ, δελ έδεημε 

δηαθνξέο αλάκεζα ζην κάξηπξα θαη ην Σwsg1-cKO. Έπεηηα εμεηάζηεθε ε Β 

θπηηαξηθή αλάπηπμε ζην κπειφ ησλ νζηψλ, ζην ζπιήλα θαη ην πεξηθεξηθφ αίκα κε 

θπηηαξνκεηξία ξνήο. Γελ ππήξραλ αμηνζεκείσηεο δηαθνξέο ζηα δηάθνξα ζηάδηα ηεο 

Β θπηηαξηθήο αλάπηπμεο ζην κπειφ ησλ νζηψλ (Δηθφλα 3.10Α). Απφ απηά 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ φςηκν πξν-πξν Β θχηηαξν (Β220
+
CD19

+
IgD

-
IgM

-

CD25
+
c-kit

-
), πξν-Β θχηηαξν (Β220

+
CD19

+
IgD

-
IgM

-
CD25

-
c-kit

+
), αλψξηκν Β 

θχηηαξν (Β220
+
CD19

+
IgD

-
IgM

+
), ψξηκν Β θχηηαξν (Β220

+
CD19

+
IgD

+
IgM

+/-
) 

θαλέλα δελ έδεημε δηαθνξέο αλάκεζα ζην κάξηπξα θαη ην Σwsg1-cKO. Απηφ έρεη ζαλ 

ζπλέπεηα ηα ζπλνιηθά πνζνζηά ησλ Β θπηηάξσλ (Β220
+
) ζην ζπιήλα θαη ην 

πεξηθεξηθφ αίκα λα είλαη αλαιινίσηα (Δηθφλα 3.10Β). Ο ζπιήλαο είλαη έλα απφ ηα 

θχξηα φξγαλα πνπ πξαγκαηνπνηείηαη ε ηειηθή δηαθνξνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ, 

πεξηέρνληαο Β θχηηαξα ησλ βιαζηηθψλ θέληξσλ, Β θχηηαξα ηεο νξηαθήο δψλεο, Β1 

θχηηαξα θαη πιαζκαηνθχηηαξα. ηνπο δηάθνξνπο ππνπιεζπζκνχο πνπ εμεηάζηεθαλ 

δελ παξαηεξήζεθαλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο αλάκεζα ζην κάξηπξα θαη ην Σwsg1-cKO 

(Δηθφλα 3.10Γ). Πην ζπγθεθξηκέλα δελ ππήξραλ δηαθνξέο ζηα πνζνζηά ησλ Β1 

θπηηάξσλ (Β220
+
CD23

-
IgΜ

+
CD5

+
CD43

+
) θαη ησλ νκάδσλ F-I (IgD

high
IgM

low
) 

(ζπιαθηψδε Β θχηηαξα), F-II (IgD
high

IgM
high

) (κεηαβαηηθά Β θχηηαξα). 

Παξαηεξήζεθε κία κηθξή κείσζε ζηα πνζνζηά ηεο νκάδαο F-III (IgD
low

IgM
high

) ζην 

Σwsg1-cKO φπνπ εκπεξηέρεη ηα Β θχηηαξα ηεο νξηαθήο δψλεο αιιά θαη ηα NF/T1 

θχηηαξα. Απηνί νη δχν ππνπιεζπζκνί ηνπνζεηνχληαη έμσ απφ ην ζπιάθην ζε αληίζεζε 

κε ηα θχηηαξα ησλ νκάδσλ F-I θαη  F-II.  Δπηπξφζζεηε αλάιπζε κε ηνπο δείθηεο 

CD23, CD21 γηα ηα θχηηαξα ηεο νξηαθήο δψλεο (CD23
-
CD21

+
) επηβεβαίσζε ηε 

κείσζε ηνπ πνζνζηνχ ηνπο απφ 3.2% ζην κάξηπξα ζε 2.2% ζην Σwsg1-cKO.  

Όπσο έρεη πξναλαθεξζεί, έλα απφ ηα θχξηα ραξαθηεξηζηηθά ησλ Β θπηηάξσλ είλαη 

ε έθθξηζε αληηζσκάησλ. Με ηε κέζνδν ELISA εμεηάζηεθαλ ηα επίπεδα ησλ 
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αλνζνζθαηξηλψλ ζε νξνχο ηνπ κάξηπξα θαη Σwsg1-cKO ππφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο 

(Δηθφλα 3.9Γ). Αλαιχνληαο ηηο ζπγθξηηηθέο ηηκέο γηα θάζε ηχπν αλνζνζθαηξίλεο δελ 

δηαπηζηψζεθε θακία δηαθνξά αλάκεζα ζηνπο  ππφ εμέηαζε πνληηθνχο. πλεπψο ε 

TWSG1 δελ είλαη απαξαίηεηε γηα ηε απηνηειή έθθξηζε αληηζσκάησλ ππφ 

θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο. Δπίζεο ε TWSG1 θέξεηαη λα κελ επεξεάδεη ηελ Β 

θπηηαξηθή αλάπηπμε. Πηζαλφηαηα ε έιιεηςε ηεο TWSG1 λα επεξεάδεη ηελ 

δηαθνξνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ ηεο νξηαθήο δψλεο πνπ αλ ηζρχεη ζα επεξεάδεη θαη 

ηελ βηνινγία ηνπο, σο πξνο ηηο ΣΗ-2 απνθξίζεηο. 

Ζ έθθξαζε ηoπ twsg1 είρε πξσηαξρηθά παξαηεξεζεί ζηα Βιαζηηθά Κέληξα (ΒΚ) 

ηνπ ζπιήλα. Δμεηάζηεθε ινηπφλ αλ ε έιιεηςε ηεο TWSG1 επεξεάδεη ηελ αλάπηπμε 

ησλ ΒΚ. Κπηηαξνκεηξία ξνήο γηα ηα Β θχηηαξα ησλ ΒΚ (B220
+
GL-7

+
) ζε πιάθεο ηνπ 

Peyer θαη κεζεληεξηθνχο ιεκθαδέλεο (ΜΛΓ) δελ έδεημε δηαθνξέο ζηα πνζνζηά ηνπο 

αλάκεζα ζην κάξηπξα θαη ην Σwsg1-cKO (Δηθφλα 3.11Α). ε απηά ηα φξγαλα ε 

δεκηνπξγία ησλ ΒΚ είλαη ζπλερήο ππν θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο. Γηεξεπλήζεθε ε 

πηζαλφηεηα αλάκεημεο ηεο TWSG1 ζηα ΒΚ ηνπ ζπιήλα κεηά απφ επαγσγή κε ην 

ζπκνεμαξηψκελν αληηγφλν DNP-KLH  ζε CFA. Οχηε θαη ζε απηή ηελ πεξίπησζε 

παξαηεξήζεθαλ δηαθνξέο ζηα πνζνζηά ησλ ΒΚ Β θπηηάξσλ ηνπ κάξηπξα θαη ηνπ 

Twsg1-cKO (Δηθφλα 3.11Β). Παξφιν πνπ ε TWSG1 δελ έρεη ξφιν ζηελ αλάπηπμε 

ησλ ΒΚ πηζαλφηαηα λα εκπιέθεηαη ζηε κεηαζηξνθή ηζνηχπνπ. Γηα ηελ εμέηαζε απηή, 

πνληηθoί κάξηπξεο θαη Twsg1-cKO αλνζνπνηήζεθαλ κε DNP-KLH ζε CFA θαη κεηά 

απφ 28 εκέξεο κε DNP-KLH  ζε ΗFA. Οξνί απφ ηνπο πνληηθνχο πνπ ζπγθεληξψζεθαλ 

7 εκέξεο κεηά ηελ πξψηε θαη 7 εκέξεο κεηά ηε δεχηεξε αλνζνπνίεζε, αλαιχζεθαλ 

γηα ηελ πεξηεθηηθφηεηα ηνπο ζε εηδηθέο DNP-αλνζνζθαηξίλεο κε ηε κέζνδν ELISA 

(Δηθφλα 3.11Γ). Καη ζε απηή ηε πεξίπησζε δελ παξαηεξήζεθε θάπνηα δηαθνξά 

αλάκεζα ζην κάξηπξα θαη ην Σwsg1-cKO, πνπ δείρλεη ηελ κε εκπινθή ηεο TWSG1 

ζε απηή ηε δηαδηθαζία. Δπίζεο ε TWSG1 δελ θαίλεηαη λα εκπιέθεηαη θαη ζηελ Β 

θπηηαξηθή κλήκε in vivo εθφζνλ νη ηηκέο ησλ αλνζνζθαηξηλψλ σο πξνο ηελ 

δεπηεξεχνπζα απφθξηζε ήηαλ νη ίδηεο θαη ζηηο δχν νκάδεο.              
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Δηθόλα 3.9 Β θπηηαξηθή αλάπηπμε θαη έθθξηζε αλνζνζθαηξηλώλ ππό θπζηνινγηθέο 

ζπλζήθεο ζην Τwsg1-cKO  Αλάιπζε θπηηαξνκεηξίαο ξνήο ζε δηάθνξα ζηάδηα ηεο 

αλάπηπμεο θαη δηαθνξνπνίεζεο ησλ Β θπηηάξσλ ζε A) κπειφ ησλ νζηψλ, B) πεξηθεξηθφ 

αίκα, Γ) ζπιήλα. λ = 3 πνληηθνί αλά νκάδα. Σν παξαπάλσ πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε δχν 

θνξέο. Γ) ELISA γηα δηάθνξεο αλνζνζθαηξίλεο ζε νξνχο απφ πνληηθνχο κάξηπξεο (λ = 8) 

θαη Σwsg1-cKO (λ = 6). Οη ηηκέο απεηθνλίδνληαη ζε ζπγθξηηηθέο κνλάδεο (Arbitrary Units).  
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Δηθόλα 3.11 Αλάπηπμε ησλ ΒΚ θαη ζπκνεμαξηώκελεο απνθξίζεηο ζην Τwsg1-cKO  

Κπηηαξνκεηξία ξνήο γηα ΒΚ (B220
+
GL-7

+
) Α) ζηηο πιάθεο ηνπ Peyer θαη ζηνπο ΜΛΓο 

θαη Β) ζην ζπιήλα κεηά απφ αλνζνπνίεζε κε DNP-KLH ζε CFA. γ) ELISA γηα 

αλνζνζθαηξίλεο κεηά απφ αλνζνπνίεζε κε DNP-KLH ζε CFA θαη DNP-KLH ζε IFA 

28 εκέξεο κεηά. (λ = 10 γηα θάζε νκάδα) 

 
 
3.4.3  Ζ TWSG1 εκπιέθεηαη ζηελ σξίκαλζε ζπγγέλεηαο ηεο IgM 
 

Ζ σξίκαλζε ηεο ζπγγέλεηαο επηηξέπεη ηελ δηαινγή αλνζνζθαηξηλψλ πςειήο 

ζπγγέλεηαο γηα ηελ θαιχηεξε πξνζθφιιεζε ηνπο ζην αληηγφλν. Απηή ε δηαινγή 

γίλεηαη ζηα ΒΚ θαη ζπλήζσο πεξηγξάθεηαη γηα ηηο αλνζνζθαηξίλεο ηεο νκάδαο ΗgG. 

ε απηή ηελ πεξίπησζε επηζηξαηεχηεθε θαη πάιη ε κέζνδνο ELISA κφλν πνπ απηή ηε 

θνξά δηαθνξεηηθά πηάηα επηζηξψζεθαλ κε DNP31-BSA γηα ηε δέζκεπζε 

αληηζσκάησλ ρακειήο θαη πςειήο ζπγγέλεηαο θαη κε DNP3-BSA γηα ηε δέζκεπζε 

αληηζσκάησλ πςειήο ζπγγέλεηα απνθιεηζηηθά. Πνληηθoί κάξηπξεο θαζψο θαη Σwsg1-

cKO αλνζνπνηήζεθαλ κε DNP-KLH ζε CFA θαη αθνινχζεζε έπεηηα απφ 70 εκέξεο 

αλνζνπνίεζε κε DNP-KLH ζε PBS. Σα πεηξάκαηα ELISA πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε 

νξφ 14, 28, θαη 70 εκέξεο κεηά ηελ πξσηνγελή αλνζνπνίεζε θαζψο θαη 7κέξεο κεηά 

ηελ δεπηεξνγελή αλνζνπνίεζε. Όζνλ αθνξά ηελ σξίκαλζε ηεο IgG1 δελ βξέζεθαλ 

δηαθνξέο ζηηο ζπγθξηηηθέο ηηκέο αλάκεζα ζην κάξηπξα θαη ζην Σwsg1-cKO (Δηθφλα 
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3.12Α). Δπίζεο δελ ππήξραλ δηαθνξέο θαη ζην ιφγν αλάκεζα ζηελ πςειή θαη 

ρακειή-πςειή ζπγγέλεηα (DNP3/DNP31) (Δηθφλα 3.12Β). Παξαηεξήζεθε φκσο 

κείσζε ζηελ σξίκαλζε ηεο IgM. Πην ζπγθεθξηκέλα, ε κείσζε παξνπζηάδεηαη ζηηο 

ηηκέο ηεο IgM ζηηο 14, 28 θαη 77 εκέξεο δειαδή ζηελ αξρή ηεο πξσηνγελνχο θαη 

δεπηεξνγελνχο αλνζνπνίεζεο (Δηθφλα 3.12Γ). Παξάιιεια, ν ιφγνο DNP3/DNP31 

ήηαλ κεησκέλνο ζηηο 14 θαη 77 εκέξεο (Δηθφλα 3.12Γ). Σν απνηέιεζκα απηφ δείρλεη 

πηζαλή εκπινθή ηνπ Σwsg1 ζηελ σξίκαλζε ζπγγέλεηαο απνθιεηζηηθά θαη κφλν γηα 

ηελ IgM θαη θπξίσο κεηά ηελ αλνζνπνίεζε ζηα πξψηα ζηάδηα ηεο απφθξηζεο. 
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Δηθόλα 3.12 Ωξίκαλζε ζπγγέλεηαο ζην Τwsg1-cKO  Πνληηθνί κάξηπξεο (αλνηρηά 

ηεηξάγσλα) θαη Σwsg1-cKO (θιεηζηά ηξίγσλα) αλνζνπνηήζεθαλ κε DNP-KLH ζε CFA θαη 

DNP-KLH ζε PBS 70 εκέξεο κεηά. ELISA γηα Α) ΗgG1 θαη Γ) IgM, ζε νξνχο 14, 28, 70 

θαη 77 εκέξεο κεηά ηελ πξσηνγελή αλνζνπνίεζε. Β,Γ) Λφγνο πςειήο/(ρακειήο θαη 

πςειήο) ζπγγέλεηαο DNP3/DNP31 γηα ηελ ΗgG1 θαη IgM αληίζηνηρα. λ = 5 πνληηθνί αλά 

νκάδα. *p<0.05   
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3.4.4  Ζ έιιεηςε ηεο TWSG1 επεξεάδεη ηηο ζπκναλεμάξηεηεο απνθξίζεηο 
 

Οη ζπκναλεμάξηεηεο απνθξίζεηο απνηεινχλ ηνλ θχξην κεραληζκφ γηα ηελ 

αληηκεηψπηζε ησλ βαθηεξηαθψλ ινηκψμεσλ θαζψο ελεξγνπνηνχληαη απφ βαθηεξηαθά 

ζπκπιέγκαηα φπσο ν βαθηεξηαθφο πνιπζαθραξίηεο. Σα αληηζψκαηα εθθξίλνληαη 

θπξίσο απφ ηα Β θχηηαξα ηεο νξηαθήο δψλεο θαη ηα Β1 Β θχηηαξα. Γηα ηελ επαγσγή 

ζπκναλεμάξηεηεο αληίδξαζεο ηχπνπ 1 (ΣΗ-1) πνληηθνί αλνζνπνηήζεθαλ κε ην 

αληηγφλν DNP-LPS. Οξφο ζπιιέρηεθε απφ πνληηθνχο κάξηπξεο θαη Σwsg1-cKO 7 θαη 

14 εκέξεο κεηά ηελ αλνζνπνίεζε θαη νη αλνζνζθαηξίλεο αληρλεχηεθαλ κε ELISA. 

Παξαηεξήζεθε φηη ππήξρε αχμεζε 1.5Υ ζηηο ηηκέο ηεο IgM ζηηο 14 εκέξεο θαη 

ζρεδφλ ηξηπιάζηα κείσζε ηεο IgG3 ζηηο 7 εκέξεο ζηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο 

(Δηθφλα 3.13Α). Οη ηηκέο ηεο IgG2b δελ έδεημαλ κεηαβνιέο. Ζ έιιεηςε ηεο TWSG1 

θέξεηαη λα επεξεάδεη πνηθηινηξφπσο ηελ ΣΗ-1 απφθξηζε θαη φζν αθνξά ηελ πνζφηεηα 

ηεο IgM θαη IgG3 ζηνλ νξφ αιιά θαη ην ρξνληθφ ζηάδην παξαγσγήο ηνπο. 

Ζ ΣΗ-2 απφθξηζε επάγεηαη κε ην αληηγφλν DNP-Ficoll θαη παξάγεη 

αλνζνζθαηξίλεο ηχπνπ IgM θαη IgG3. Οη ηηκέο ηνπο ζηνλ νξφ είλαη απμεκέλεο θαηά 

50% ζηηο 14 εκέξεο ζηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο ζε ζρέζε κε ηνπο πνληηθνχο 

κάξηπξεο (Δηθφλα 3.13Β). Πηζαλφηαηα ε αχμεζε ζηηο ηηκέο ησλ IgM θαη IgG3 λα 

είλαη απνηέιεζκα αχμεζεο ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ θαηά ηα αξρηθά ζηάδηα ηεο 

απφθξηζεο. Δμεηάζηεθε ν αξηζκφο ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ πνπ εθθξίλνπλ εηδηθά 

DNP αληηζψκαηα ηχπνπ ΗgM κε ELISPOT. Σα DNP-ΗgM πιαζκαηνθχηηαξα ήηαλ 

απμεκέλα θαηά 50% ζηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο 4 εκέξεο κεηά ηελ αλνζνπνίεζε 

(Δηθφλα 3.13Γ). πλεπψο, ε έιιεηςε ηεο TWSG1 απμάλεη ηελ παξαγσγή ησλ IgM 

πιαζκαηνθπηηάξσλ ζηελ TI-2 απφθξηζε θαη ε αχμεζε απηή έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ 

αχμεζε ηεο παξαγσγήο ηεο IgM.  
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Δηθόλα 3.13 Θπκναλεμάξηεηεο ΣΗ-1 θαη ΣΗ-2 απνθξίζεηο ζηνλ Τwsg1-cKO πνληηθό  
ELISA γηα δηάθνξεο αλνζνζθαηξίλεο κεηά απφ αλνζνπνίεζε κε Α) DNP-LPS ζε 

κάξηπξα (v = 8) θαη Σwsg1-cKO (λ = 6), Β) DNP-Ficoll, v = 10 (κάξηπξαο) θαη λ = 8 

(Σwsg1-cKO). Γ) ELISPOT γηα εηδηθά anti-DNP IgM πιαζκαηνθχηηαξα 4 εκέξεο κεηά 

απφ αλνζνπνίεζε κε DNP-Ficoll. Σν ζπγθεθξηκέλν πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε δχν 

θνξέο, λ = 3 πνληηθνί αλά νκάδα. *p<0.05. 
 

 

 

3.4.5 Ζ απνπζία ηεο TWSG1 επεξεάδεη ηνλ Β θπηηαξηθό 
πνιιαπιαζηαζκό ηελ ελεξγνπνίεζε θαη ηελ απόπησζε in vitro 

 

Σα παξαπάλσ πεηξάκαηα έδεημαλ φηη ε TWSG1 επηδξά ζηελ αχμεζε ηεο 

παξαγσγήο εηδηθψλ anti-DNP IgM πιαζκαηνθπηηάξσλ θαη θαηά ζπλέπεηα ζηελ 

έθθξηζε αληηζσκάησλ ζηηο ζπκναλεμάξηεηεο απνθξίζεηο. Δπεηδή ε TWSG1 

ιεηηνπξγεί θπξίσο ζαλ αληαγσληζηήο ησλ BMPs, ην απνηέιεζκα ηεο αχμεζεο απηήο 

κπνξεί λα πξνέξρεηαη απφ ηε δξάζε θάπνηαο ΒΜΡ πνπ ιφγν ηεο έιιεηςεο ηεο 

TWSG1 παξεκβάιιεηαη ειεχζεξα ζηηο ιεηηνπξγίεο ησλ Β θπηηάξσλ. Γελληέηαη έηζη ην 

εξψηεκα αλ ε αχμεζε απηή ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ είλαη άκεζν απνηέιεζκα ηεο 

έιιεηςεο ηεο TWSG1 ή ηεο ππεξδξάζεο θάπνηαο ΒΜΡ. Γηα ηελ δηεξεχλεζε ηνπ 
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παξαπάλσ εξσηήκαηνο απνκνλψζεθαλ Β θχηηαξα απφ πνληηθνχο κάξηπξεο θαη 

Σwsg1-cKO, ελεξγνπνηήζεθαλ in vitro θαη εμεηάζηεθαλ γηα δηάθνξεο ηδηφηεηεο ηνπο. 

Ζ πξψηε ηδηφηεηα πνπ εμεηάζηεθε ήηαλ ν θπηηαξηθφο πνιιαπιαζηαζκφο κε 

κηηνγφλα πνπ πξνζνκνηάδνπλ ηηο ζπκνεμαξηψκελεο (anti-CD40) θαη ζπκναλεμάξηεηεο 

(anti-IgM, LPS) απνθξίζεηο in vitro. Δξεζηζκφο ησλ θπηηάξσλ κε ηα παξαπάλσ 

κηηνγφλα έδεημε φηη ηα Σwsg1-cKO B θχηηαξα πνιιαπιαζηάδνληαη δχν θνξέο 

πεξηζζφηεξν πεξίπνπ ζε ζρέζε κε ηα θχηηαξα απφ κάξηπξεο θαηφπηλ εξεζηζκνχ κε 

anti-IgM ή LPS (Δηθφλα 3.14Α) θαη φρη κε anti-CD40 (Δηθφλα 3.14Β αξηζηεξά). Ζ 

αχμεζε απηή είλαη αλεμάξηεηε γηα ην θάζε κηηνγφλν θαζψο δελ παξαηεξήζεθε ε 

αλάινγε αχμεζε ή κείσζε ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ φηαλ εμεηάζηεθαλ ζπλεξγηζηηθά 

(Δηθφλα 3.14Β δεμηά). Ζ παξαπάλσ παξαηήξεζε πηζαλφηαηα νθείιεηαη ζε θάπνηα 

ππεξιεηηνπξγία κεραληζκψλ Β θπηηαξηθήο ελεξγνπνίεζεο ε θαη θαηαζηνιή 

κεραληζκψλ λέθξσζεο ησλ θπηηάξσλ. Δμεηάζηεθαλ δηάθνξνη επηθαλεηαθνί δείθηεο 

ελεξγνπνίεζεο ησλ Β θπηηάξσλ. Γηαπηζηψζεθε φηη νη δείθηεο CD25 θαη CD69 

ππεξεθθξάδνληαη θαηά πεξίπνπ 30%, 24ψξεο κεηά απφ εξεζηζκφ κε anti-IgM (Δηθφλα 

3.14Γ, Δ). Απηή ε ππεξ-ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ ζπκπίπηεη θαη κε 30% 

πεξίπνπ κείσζε ηεο απφπησζεο ησλ Β θπηηάξσλ 24ψξεο κεηά ηνλ ίδην εξεζηζκφ ελψ 

παξάιιεια δελ παξαηεξνχληαη δηαθνξέο ζε θχηηαξα κε εξεζηζκέλα θαη εξεζηζκέλα 

κε LPS (Δηθφλα 3.14Σ). Όζνλ αθνξά ηελ αχμεζε ηνπ πνιιαπιαζηαζκνχ κε LPS θαη 

IgM θαζψο θαη ηελ ππεξ-ελεξγνπνίεζή, ηνπο πηζαλφηαηα λα είλαη απνηέιεζκα 

αχμεζεο ησλ θπηηάξσλ πνπ επηβηψλνπλ ζηελ θαιιηέξγεηα. Κάηη ηέηνην φκσο δελ 

παξαηεξείηαη φπσο θαίλεηαη απφ ηα πνζνζηά ησλ θπηηάξσλ πνπ βξίζθνληαη αλάκεζα 

ζην πεδίν FSC/SSC κεηά απφ ελεξγνπνίεζε κε φια ηα πξναλαθεξζέληα κηηνγφλα 

(Δηθφλα 3.14Γ). Άξα ε έιιεηςε ηεο TWSG1 επεξεάδεη ζεηηθά ηελ δσηηθφηεηα ησλ Β 

θπηηάξσλ θαζψο θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπο, ρσξίο φκσο λα εκπιέθεηαη ζε 

κεραληζκνχο πνπ επηδξνχλ ζηε βησζηκφηεηα ηνπο. 
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Δηθόλα 3.13 Πνιιαπιαζηαζκόο, ελεξγνπνίεζε θαη απόπησζε ησλ Β θπηηάξσλ in vitro             

Α,Β) Γηάρπζε 
3
Ζ-ζπκηδίλεο 72hours κεηά απφ εξεζηζκφ κε anti-CD40, anti-IgM θαη LPS. 

Κπηηαξνκεηξία ξνήο γηα Γ) επηβίσζε κεηά απφ 72hours φπσο ην α Γ,E) ελεξγνπνίεζε ησλ 

δεηθηψλ CD25, CD69 Σ) απφπησζε σο ΑnnexinV
+
PI

-
 24hours κεηά απφ εξεζηζκφ κε LPS 

θαη anti-IgM. Οη κεηξήζεηο θαη ηα πνζνζηά είλαη νη κέζνη φξνη απφ ηξία δείγκαηα. Σα 

παξαπάλσ πεηξάκαηα πξαγκαηνπνηήζεθαλ δχν θνξέο.  ε φια ηα πεηξάκαηα 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξείο πνληηθνί αλά νκάδα. (ns, non-significant)   
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3.4.6 Ζ παξαγσγή ηεο TWSG1 δελ επεξεάδεη επζέσο ηελ Β θπηηαξηθή 
ελεξγνπνίεζε 

  

Μέρξη ζηηγκήο, έρεη απνζαθεληζηεί ν ξφινο ηεο ΣWSG1 ζηελ ξχζκηζε ηεο 

δξάζεο ησλ ΒΜPs. Σα παξαπάλσ απνηειέζκαηα δείρλνπλ φηη ε έιιεηςε ηεο TWSG1 

επεξεάδεη ησλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ. Σίζεηαη 

ινηπφλ ην εξψηεκα αλ ε παξαγσγή κε ιεηηνπξγηθήο TWSG1 επεξεάδεη απηνηειψο ην 

Β θχηηαξν ή ε έιιεηςε ηεο δελ ελεξγνπνηεί θάπνηνλ πηζαλφ ππνδνρέα θαηαζηνιήο ηεο 

ελεξγνπνίεζεο. Δμεηάζηεθε αλ ε παξαγσγή ηεο TWSG1 απφ εξεζηζκέλα 

θπζηνινγηθά Β θχηηαξα κπνξεί λα επεξεάζεη αξλεηηθά ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Σwsg1-

cKO θπηηάξσλ. Αλακείρηεθαλ Β θχηηαξα απφ θπζηνινγηθφ πνληηθφ (CD45.1) καδί κε 

Β θχηηαξα απφ κάξηπξα θαη Σwsg1-cKO ζε μερσξηζηά πεγαδάθηα θαη εξεζίζηεθαλ 

κε anti-IgM γηα 24ψξεο. Όπσο θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 3.14Α δελ παξαηεξήζεθαλ
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Δηθόλα 3.14 Απηνύζηα έιιεηςε ηεο ΣWSG1 δελ επεξεάδεη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Β 

θπηηάξσλ in vitro Α) ελεξγνπνίεζε ηνπ CD25 ζε θχηηαξα απφ κάξηπξα θαη Σwsg1-cKO 

αλακεηγκέλα μερσξηζηά ζε αλαινγία 1:1 κε Β θχηηαξα απφ πνληηθφ CD45.1 εξεζηζκέλα 

κε anti-IgM (πάλσ). MFI ηνπ CD25 ζηηο ηξεηο νκάδεο πξηλ θαη κεηά ηνλ εξεζηζκφ (θάησ).  

Β) ελεξγνπνίεζε ηνπ CD25 ζε θχηηαξα απφ κάξηπξα θαη Σwsg1-cKO εξεζηζκέλα κε anti-

IgM θαη rTWSG1 ζε δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο. Σα παξαπάλσ πεηξάκαηα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξείο θαη δχν θνξέο αληίζηνηρα.  ε φια ηα πεηξάκαηα 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξείο πνληηθνί αλά νκάδα. 

 

απνθιίζεηο ζηελ έθθξαζε ηνπ CD25 απφ θχηηαξα κάξηπξα θαη Σwsg1-cKO. Ζ ίδηα 

δηαθνξά ζηα πνζνζηά ηνπ CD25 ζηα Σwsg1-cKO απνδεηθλχεηαη θαη απφ ηηο 

κεηξήζεηο ηεο κέζεο έληαζεο θζνξηζκνχ (Mean Fluorescence Intensity, MFI) ζην 

CD25 (Δηθφλα 3.14Α θάησ). Παξαηεξείηαη επίζεο, φηη ηα CD45.1 Β θχηηαξα 

αληαπνθξίλνληαη εμίζνπ ην ίδην ζηελ έθθξαζε ηνπ CD25 θαη ζηηο δχν αλακείμεηο.  

Ζ δηαθνξά ζηελ έθθξαζε ηνπ CD25 αλάκεζα ζηα θχηηαξα κάξηπξα θαη Σwsg1-

cKO παξακέλεη ε ίδηα αθφκα θαη κε ηελ πξνζζήθε rTWSG1 πξσηεΐλεο ζηελ 

θαιιηέξγεηα. Οη δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο ηεο rTWSG1 πνπ πξνζηέζεθαλ ζηα 

θχηηαξα ζε ζπλδπαζκφ κε anti-IgM δελ είραλ αληίθηππν ζηελ ππεξελεξγνπνίεζε ησλ 

Σwsg1-cKO θπηηάξσλ ζε ζρέζε κε ην κάξηπξα (Δηθφλα 3.14Β). Σα παξαπάλσ 

απνηειέζκαηα δείρλνπλ ηε κε επηξξνή ηεο TWSG1 πάλσ ζηελ θπζηνινγία ησλ Β 

θπηηάξσλ. Πηζηνπνηνχλ επίζεο ην γεγνλφο φηη ε TWSG1 δελ δξα θαζεαπηή ζηα 

θχηηαξα αιιά ξπζκίδεη ηελ πξφζδεζε ησλ ΒΜΡs ή άιισλ πξσηετλψλ πάλσ ζε απηά.           
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3.4.7 Σα Β θύηηαξα αληηδξνύλ ζηα ΒΜΡ ζήκαηα 

Ζ θχξηα δξάζε ηεο TWSG1 είλαη λα αληαγσλίδεηαη θαη λα απνηξέπεη ηελ ζχλδεζε 

ησλ BMPs ζηνπο ππνδνρείο ηνπο. Πξνεγνχκελα πεηξάκαηα έδεημαλ φηη νη BMPs 

εθθξάδνληαη ζην ζπιήλα (Δηθφλα 3.1Α). Δθφζνλ ν ρψξνο δξάζεο ηεο TWSG1 είλαη 

πεξηνρέο φπνπ ππάξρεη έθθξηζε αληηζσκάησλ είλαη πηζαλφλ λα ππάξρεη ζε απηέο ηηο 

πεξηνρέο θάπνηα ΒΜΡ πνπ ε δξάζε ηεο λα ξπζκίδεηαη απφ ηελ TWSG1. Απηή ε 

πηζαλφηεηα ελδπλακψλεηαη απφ ην γεγνλφο φηη ηα εξεζηζκέλα Β θχηηαξα εθθξάδνπλ 

ηνπο BMP ππνδνρείο (Δηθφλα 3.1Δ), ζπλεπψο είλαη ζε ζέζε λα δερηνχλ ΒΜΡ ζήκαηα. 

Δμεηάζηεθε αξρηθά κε ηελ ηερληθή ηεο δηπιήο αλνζντζηνρεκείαο ε παξνπζία θάπνηαο 

ΒΜΡ ζηα ΒΚ ηνπ ζπιήλα. Απφ ηηο ΒΜΡ2, 4 θαη 7 πνπ εμεηάζηεθαλ κφλν ε ΒΜΡ2 

ήηαλ παξνχζα ζηα ΒΚ (Δηθφλα 3.15Α). Δπηπιένλ θαίλεηαη λα εθθξάδεηαη ζηελ 

θσηεηλή πεξηνρή ηνπ ΒΚ φπνπ θπξηαξρνχλ ηα ζπιαθηψδε Σ θχηηαξα (TFH) θαη ηα 

ζπιαθηψδε δελδξηηηθά θχηηαξα. Παξφιν πνπ ππάξρνπλ ελδείμεηο γηα ηελ έθθξαζε ηεο 

ΒΜΡ7 απφ ηα TFH δελ δηαπηζηψζεθε κε απηή ηελ ηερληθή ηίπνηα παξφκνην. Ζ 

αληαπφθξηζε ησλ Β θπηηάξσλ ζηα ΒΜΡ ζήκαηα ζηεξίδεηαη απφ ην γεγνλφο ηεο 

παξνπζίαο pSmad1/5/8 ζε απηά. Απηφ θαίλεηαη απφ ηελ αλίρλεπζε ηνπ pSmad1/5/8 

ζηα Β θχηηαξα θπζηνινγηθψλ πνληηθψλ κεηά απφ ηαπηφρξνλν εξεζηζκφ κε LPS θαη 

rΒΜΡ2 (Δηθφλα 3.15Β) ζε ζηχπσκα Western. Ζ ΒΜΡ2 πξνηηκήζεθε απφ ηελ ΒΜΡ6 

θαη ΒΜΡ7 ιφγσ ηνπ γεγνλφηνο φηη ήηαλ ε κνλαδηθή ΒΜΡ πνπ εληνπίζηεθε ζε 

πεξηνρέο παξαγσγήο πιαζκαηνθπηηάξσλ ζην ζπιήλα. Παξφιν πνπ ην pSmad1/5/8 

αληρλεχεηαη ζε ήκεξα θχηηαξα δίρσο εξεζηζκφ κε ΒΜΡ2 (time = 0min) εληνχηνηο 

παξαηεξείηαη αχμεζε ηνπ ζήκαηνο pSmad1/5/8 θαηά ηελ δηάξθεηα ηνπ εξεζηζκνχ 

(time = 60 θαη 120min), ελψ παξάιιεια ηα επίπεδα ηνπ Smad1 παξακέλνπλ ζηαζεξά. 

πλεπψο, Β θχηηαξα ηα νπνία είλαη ππφ ελεξγνπνίεζε δέρνληαη ΒΜΡ ζήκαηα. Απηά 

ηα θχηηαξα θαίλεηαη φηη βξίζθνληαη ζηα ΒΚ. Ζ αλίρλεπζε θσζθνξπιησκέλνπ 

Smad1/5/8 ζηνπο ππξήλεο ησλ Β θπηηάξσλ ησλ ΒΚ, επηβεβαηψλεη ηελ χπαξμε ελφο 

ΒΜΡ δηθηχνπ ζεκαηνδφηεζεο ζηα ΒΚ (Δηθφλα 3.15Γ). Παξαηεξείηαη επίζεο φηη 

αξθεηά απφ ηα θχηηαξα απηά είλαη δίπια ζηα θχηηαξα πνπ εθθξάδνπλ twsg1.  

Ζ ΒΜΡ2 εθηφο απφ ηα ΒΚ θαίλεηαη λα εθθξάδεηαη θαη κεξηθψο ζηνλ εξπζξφ 

πνιθφ θηάλνληαο κέρξη ηελ νξηαθή δψλε. Μηα πην ιεπηνκεξή εμέηαζε αλέδεημε 

ζπλεληνπηζκφ ηεο ΒΜΡ2 θαη καθξνθάγσλ (F4/80) ζε απηή ηελ πεξηνρή (Δηθφλα 

3.15Γ). Τπάξρνπλ δχν εηδψλ καθξνθάγα πνπ εληνπίδνληαη ζηελ νξηαθή δψλε,  
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Γ

BMP2/F4-80 BMP2/MOMA-II

40Χ

200Χ
 

Δηθόλα 3.15 Σα Β θύηηαξα αληαπνθξίλνληαη ζηηο ΒΜΡs  A) Γηπιή 

αλνζντζηνρεκεία ζε ζπιήλα κε ΒΜΡ2, 4 θαη 7 ζε ζπλδπαζκφ κε GL-7 ζε 

πνληηθνχο 12 εκέξεο κεηά απφ αλνζνπνίεζε κε DNP-KLH ζε CFA.Β) ηχπσκα 

θαηά Western γηα ηελ αλίρλεπζε ηoπ pSmad1/5/8, Smad1 απφ Β θχηηαξα 

θπζηνινγηθνχ πνληηθνχ εξεζηζκέλα κε LPS θαη ΒΜΡ2 ζε πξνθαζνξηζκέλα ρξνληθά 

ζεκεία. Ζ θφξησζε ίζεο πνζφηεηαο πξσηεΐλεο γηα θάζε ρξνληθφ ζεκείν 

αληρλεχηεθε κε β-actin Γ) ρξψζε X-gal ζε Σwsg1
+/lacZ

 αλνζνπνηεκέλνπο πνληηθνχο 

φπσο ζην Α, ζε ζπλδπαζκφ κε αλνζντζηνρεκεία γηα pSmad1/5/8. Γ) Γηπιή 

αλνζντζηνρεκεία ΒΜΡ2 ζε ζπλδπαζκφ κε δείθηεο καθξνθάγσλ F4/80 θαη ΜΟΜΑ-

ΗΗ ζε ζπιήλα θπζηνινγηθψλ πνληηθψλ.     

 

ηα καθξνθάγα ηεο νξηαθήο δψλεο (ΜΕΜΦs) θαη ηα νξηαθά κεηαιινθηιηθά 

καθξνθάγα (MMMs). Γηπιή ρξψζε γηα ΒΜΡ2 θαη ΜΟΜΑ-ΗΗ αλέδεημε κεξηθφ 

ζπλεληνπηζκφ νπφηε πηζαλφηαηα ε ΒΜΡ2 λα εθθξάδεηαη απφ ηα δχν απηά είδε 

καθξνθάγσλ. Σα παξαπάλσ πεηξάκαηα ζπλεγνξνχλ ζηελ χπαξμε ελεξγψλ ΒΜΡ 

δηθηχσλ ζεκαηνδφηεζεο ζε πεξηνρέο παξαγσγήο αληηζσκάησλ φπνπ ε δξάζε ηνπο 

ζηνρεχεη ηα Β θχηηαξα. 
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3.4.8 Ζ έιιεηςε ηνπ twsg1 επεξεάδεη ηελ παξαγσγή IgG3 θαη απμάλεη 
ηελ έθθξαζε ηνπ id2 in vitro   

 

Ζ έιιεηςε ηνπ twsg1 απφ ηα Β θχηηαξα πξνθαιεί ηελ αχμεζε ζηελ παξαγσγή ησλ 

αλνζνζθαηξηλψλ ζηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο. H χπαξμε ηεο ΒΜΡ2 ζηηο πεξηνρέο 

δηαθνξνπνίεζεο ησλ Β θπηηάξσλ ζε πιαζκαηνθχηηαξα ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ 

ηδηφηεηα ηεο λα πξνζδεζεί ζηα Β θχηηαξα θαη λα ελεξγνπνηήζεη ηελ ζεκαηνδνηηθή 

νδφ ηνπ pSmad1/5/8 πξνκελχεη ηελ χπαξμε ελφο ΒΜΡ δηθηχνπ ζεκαηνδφηεζεο πνπ 

πηζαλφηαηα εκπιέθεηαη ζηελ παξαγσγή αλνζνζθαηξηλψλ. Δμεηάζηεθε ε 

δηαθνξνπνίεζε απνκνλσκέλσλ Β θπηηάξσλ απφ πνληηθφ κάξηπξα θαη Twsg1-cKO ζε 

πιαζκαηνθχηηαξα κεηά απφ εξεζηζκφ κε LPS in vitro. Γελ ππήξρε θακία δηαθνξά ζηα 

πνζνζηά ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ (B220
low

CD138
+
) θαη ζηηο δχν νκάδεο (Δηθφλα 

3.16Α). Δπηπξφζζεηα εκη-πνζνηηθή RT-PCR γηα γνλίδηα πνπ επάγνπλ (blimp1, irf4, 

xbp-1) ή κπινθάξνπλ (mitf) ηελ δηαθνξνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ ζε 

πιαζκαηνθχηηαξα δελ έδεημε δηαθνξέο (Δηθφλα 3.16Β). Δπίζεο εμεηάζηεθαλ γνλίδηα 

πνπ ζπκβάιινπλ ζηνλ πνιιαπιαζηαζκφ ησλ Β θπηηάξσλ in vitro (bcl-6, pax5) φπνπ 

θαη παξαηεξήζεθε αχμεζε ζηελ έθθξαζε ηνπο, απνηέιεζκα πνπ πηζηνπνηεί ην 

γεγνλφο φηη ηα Twsg1-cKO Β θχηηαξα πνιιαπιαζηάδνληαη πεξηζζφηεξν ζε ζρέζε κε 

απηά ηνπ κάξηπξα (Δηθφλα 3.16Β). Ζ πξνζζήθε ηεο BMP2 ζε ζπλδπαζκφ κε LPS δελ 

επεξέαζε ηα ζπλνιηθά πνζνζηά ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ φπσο θαη ζηελ πεξίπησζε 

ηνπ LPS. ηε ζπλέρεηα εμεηάζηεθε ε πνζφηεηα ησλ αλνζνζθαηξηλψλ IgM, IgG2b θαη 

IgG3 πνπ παξάρζεθαλ ζηελ θαιιηέξγεηα. Γηαπηζηψζεθε αχμεζε ηεο IgG3 απφ ηα 

Twsg1-cKO Β θχηηαξα κεηά απφ εξεζηζκφ κε LPS ελψ νη ηηκέο ησλ IgM θαη IgG2b 

παξέκεηλαλ ακεηάβιεηεο (Δηθφλα 3.16Γ). Ζ πξνζζήθε ηεο BMP2 κε LPS δελ 

θαηάθεξε λα δηαθνξνπνηήζεη ηηο ηηκέο ησλ ππφ εμέηαζε αλνζνζθαηξηλψλ ζε θακία 

απφ ηηο δχν νκάδεο· φπσο θαη ε πξνζζήθε ηεο rChordin καδί κε rΒΜΡ2 θαη LPS 

(Δηθφλα 3.16Γ). πλεπψο ε ΒΜΡ2 δελ επεξεάδεη ηα Β θχηηαξα ζηελ παξαγσγή 

αλνζνζθαηξηλψλ in vitro. Παξαηεξήζεθε ηειηθψο φηη ηα εξεζηζκέλα κε LPS Twsg1-

cKO Β θχηηαξα εθθξάδνπλ ιίγν πεξηζζφηεξν Id2 mRNA ζε ζρέζε κε ηα Β θχηηαξα 

ηνπ κάξηπξα (Δηθφλα 3.16Γ). Απφ ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα θαίλεηαη φηη ηα 

Twsg1-cKO Β θχηηαξα κπνξνχλ λα πνιιαπιαζηαζηνχλ γξεγνξφηεξα παξάγνληαο 

πεξηζζφηεξε αλνζνζθαηξίλε IgG3 θαη παξάιιεια ππεξεθθξάδνληαο ην γνλίδην id2 

ρσξίο ηνλ έιεγρν ηεο ΒΜΡ2. 
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Δηθόλα 3.15 Σα Twsg1-cKO Β θύηηαξα παξάγνπλ πεξηζζόηεξε IgG3 θαη 

ππεξεθθξάδνπλ id2   Α) Κπηηαξνκεηξία ξνήο γηα πιαζκαηνθχηηαξα 4 εκέξεο κεηά 

απφ εξεζηζκφ κε LPS ή ζπλδπαζκφ κε rΒΜΡ2. Οη κεηξήζεηο θαη ηα πνζνζηά είλαη νη 

κέζνη φξνη απφ ηξία δείγκαηα. Β, Γ) εκη-πνζνηηθή RT-PCR απφ mRNA Β θπηηάξσλ 

κάξηπξα θαη Twsg1-cKO 3 εκέξεο κεηά απφ εξεζηζκφ κε LPS γηα Β) γνλίδηα ξπζκηζηέο 

πιαζκαηνθπηηάξσλ θαη πνιιαπιαζηαζκνχ Γ) νηθνγέλεηαο θπηηαξηθψλ ΒΜΡ ζηφρσλ id 

Γ) ELISA γηα IgM, IgG2b θαη IgG3 7 εκέξεο κεηά απφ εξεζηζκφ κε LPS θαη rBMP2 

θαη rChordin. Οη ηηκέο είλαη ν κέζνο φξνο ηξηψλ κεηξήζεσλ απφ ηξείο πνληηθνχο αλά 

νκάδα. Σν παξαπάλσ πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθε ηξεηο θνξέο. A.U.: Arbitrary Units 
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4 πδήηεζε. 
 
 
4.1 Παροσζία ηφν ΒΜΡs ζηο περιθερικό ανοζοποιηηικό 

ζύζηημα 
 

ε απηή ηε κειέηε, ε έθθξαζε ησλ ζπζηαηηθψλ ζηνηρείσλ ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ 

δηθηχνπ ησλ BMP ηαπηνπνηήζεθε ζηνπο πεξηθεξηθνχο ιεκθνεηδείο ηζηνχο. ηηο 

πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ κειψλ πνπ απαξηίδνπλ ην 

ζεκαηνδνηηθφ δίθηπν ησλ  BMP πνηθίιεη αλάκεζα ζε δηαθνξεηηθνχο θπηηαξηθνχο 

ηχπνπο, πεξηνξίδεηαη ζε ζπγθεθξηκέλεο ηζηνινγηθέο ηνπνινγίεο θαη αθνινπζεί έλα 

δπλακηθφ πξφηππν πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ ηδηαίηεξε θαηάζηαζε ηνπ θπηηάξνπ. 

Δηδηθφηεξα:  

 

α) BMPs, νη αληαγσληζηέο ησλ BMP θαη νη ππνδνρείο ησλ  BMP εθθξάδνληαη ζε 

θύηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνύ ζπζηήκαηνο πνπ έρνπλ ιεκθνεηδή θαη κπεινεηδή 

πξνέιεπζε  

β) Ζ έθθξαζή ηνπο παξαηεξείηαη πξσηίζησο ζε ελεξγνπνηεκέλα θύηηαξα   

 

Σν πξφηππν ηεο δηαθνξηθήο έθθξαζεο ησλ θπξίσλ κειψλ ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ 

δηθηχνπ ησλ BMP έρεη σο εμήο: 

 

BMPs θαη ππνδνρείο ησλ  BMP. Σν bmp2 εθθξάδεηαη ζε θαιιηέξγεηεο καθξνθάγσλ 

ηα νπνία δηαθνξνπνηνχληαη απφ θχηηαξα ηνπ κπεινχ ησλ νζηψλ [bone marrow 

derived macrophages (BMDMΦs)] θαη φρη απφ ηα δελδξηηηθά θχηηαξα ηα νπνία 

πξνέξρνληαη απφ ην κπειφ ησλ νζηψλ  [bone marrow derived dendritic cells 

(BMDCs)]. Δπηπξφζζεηα, ε  BMP2 έρεη παξαηεξεζεί ζηελ πεξηνρή ηνπ δαθηπιίνπ ηεο 

νξηαθήο δψλεο (ΜΕ) φπνπ ηα καθξνθάγα ηεο νξηαθήο δψλεο ή ηα oξηαθά 

κεηαιινθηιηθά καθξνθάγα απνηεινχλ ηνπο πιένλ πηζαλνχο ππνςήθηνπο θπηηαξηθνχο 

ηχπνπο πνπ εθθξάδνπλ ηελ BMP2. Δίλαη αζαθέο εαλ ε έθθξαζε ηνπ bmp2 

επεξεάδεηαη απφ ηελ θαηάζηαζε ελεξγνπνίεζεο ησλ καθξνθάγσλ σζηφζν,  ηα 

παξαπάλσ απνηειέζκαηα αλαδεηθλχνπλ έλαλ πηζαλφ ξφιν ηεο BMP2 ζηελ ξχζκηζε 

σξηζκέλσλ δηαδηθαζηψλ ηεο εγγελνχο αλνζίαο πνπ ππαγνξεχνληαη απφ ηα 

καθξνθάγα. Δπηπιένλ, ε BMP2 εληνπίδεηαη ζηελ θσηεηλή δψλε ησλ βιαζηηθψλ 

θέληξσλ (ΒΚ) ζε αλνζνπνηεκέλνπο πνληηθνχο. Με βάζε ηελ ηνπνζεζία θαη ηελ 
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παξαηήξεζε άιισλ πεηξακάησλ αλνζντζηνρεκείαο ζε κε αλνζνπνηεκέλνπο 

πνληηθνχο (απνηειέζκαηα πνπ δελ παξνπζηάδνληαη), είλαη ηδηαίηεξα πηζαλφ φηη θαη ηα 

ζπιαθηψδε δελδξηηηθά θχηηαξα (ΘΓΚ) εθθξάδνπλ ηελ BMP2. Ζ παξαηήξεζε απηή 

ππνλνεί έλαλ επηπξφζζεην ξφιν ηεο BMP2, ζπκκεηέρνληαο ζε κεραληζκνχο 

αληίδξαζεο ηνπ βιαζηηθνχ θέληξνπ.    

Σν bmp5 εθθξάδεηαη απφ ηα BMDMΦs αιιά θαη απφ ηα BMDCs ζε θαιιηέξγεηα. 

Δπηπξφζζεηα, ε έθθξαζε ηνπ θαίλεηαη φηη είλαη ηδηαίηεξα δπλακηθή θαζψο 

εκθαλίδεηαη λα ειαηηψλεηαη ζε έλα κεηαγελέζηεξν ζηάδην ηνπ θαηαξξάθηε 

ελεξγνπνίεζεο  ησλ καθξνθάγσλ πνπ εληνπίδνληαη ζηελ ελεξγνπνηεκέλε πεξηηνλατθή 

θνηιφηεηα. Καζψο δελ ππάξρνπλ ζηνηρεία γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ bmp5 ζε θάπνην απφ 

ηα ιεκθνεηδή φξγαλα, ζα ήηαλ ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ λα απνθαιπθζνχλ ιεηηνπξγίεο 

ηνπ bmp5 αλαθνξηθά κε ηελ θπηηαξηθή θπζηνινγία ησλ καθξνθάγσλ αιιά θαη ησλ 

δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ. 

Σν bmp7 εθθξάδεηαη επηιεθηηθά απφ ηα  BMDMΦs θαη φρη απφ ηα  BMDCs. Αλ 

θαη εθθξάδεηαη επίζεο δπλακηθά απφ ηα αλαπηπζζφκελα αιιά θαη ηα ψξηκα Σ 

θχηηαξα δελ αληρλεχζεθε ζην ηκήκα ηνπ ζπιήλα κε αλνζντζηνρεκεία. Απνηειέζκαηα 

απφ πεηξάκαηα κηθξνζπζηνηρηψλ ππνδεηθλχνπλ ηελ έθθξαζε ηνπ bmp7 απφ 

θπζηηδηαθά  T θχηηαξα ηα νπνία εδξάδνληαη ζην BK (Nurieva et al., 2008). Δαλ ην 

bmp7 δηαδξακαηίδεη  θάπνην ξφιν ζηηο αλνζνινγηθέο απνθξίζεηο  ζηελ έκθπηε ή ηελ 

επίθηεηε αλνζία  απνκέλεη λα δηαιεπθαλζεί.  

ρεδφλ θάζε ππνδνρέαο ησλ  BMP εθθξάδεηαη ζε φινπο ηνπο θπηηαξηθνχο ηχπνπο 

ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ πνπ έρνπλ δνθηκαζζεί κε ηελ εμαίξεζε ηνπ Alk6 θαη ηνπ ActRII 

πνπ δελ εθθξάδνληαη ζηα  BMDMΦs θαη ηα BMDCs. Όινη νη ππνδνρείο ησλ BMP 

εθθξάδνληαη ζε Β ιεκθνθχηηαξα πνπ έρνπλ ελεξγνπνηεζεί κε LPS αιιά φρη ζηα B 

θχηηαξα ηα νπνία βξίζθνληαη ζε θαηάζηαζε εξεκίαο. ε αληίζεζε κε ηα BMDMΦs 

απηή ε δπλακηθή έθθξαζε πνπ παξαηεξείηαη ζηα Β ιεκθνθχηηαξα αλαδεηθλχεη ηελ 

αλαγθαηφηεηα ηεο ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ησλ BMP ζε δηεξγαζίεο φπσο είλαη ε ηειηθή 

δηαθνξνπνίεζε ησλ Β ιεκθνθπηηάξσλ, ε ελεξγνπνίεζε αιιά θαη ε παξαγσγή 

αλνζνζθαηξηλψλ.  

 

Chordin and Noggin    Ζ chordin βξέζεθε φηη εθθξάδεηαη ζηα  BMDCs θαζψο θαη 

ζηα ελεξγνπνηεκέλα καθξνθάγα ηεο πεξηηνλατθήο θνηιφηεηαο. Απνπζία ηεο Chordin 

παξαηεξήζεθε αθφκα ζηνλ ζπιήλα (απνηειέζκαηα πνπ δελ παξνπζηάδνληαη). Ζ 

έθθξαζε  ηνπ chordin θαζψο θαη ησλ noggin, gremlin θαη  bmp5 απφ ηα BMDCs 
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θαηαδεηθλχνπλ ηελ παξνπζία ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ δηθηχνπ ησλ BMP πνπ ξπζκίδεη 

πηπρέο ηηο θπζηνινγίαο ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ (ΓΚ) πηζαλφηαηα ζην ζηάδην ηεο 

αλάπηπμεο. Παξά ηελ απνπζία απνηειεζκάησλ αλαθνξηθά κε ηελ έθθξαζε ησλ  

BMPs θαη ησλ αληαγσληζηψλ ηνπο ζηα ελεξγνπνηεκέλα BMDCs, ηα πξναλαθεξζέληα 

επξήκαηα δείρλνπλ φηη ε αλάπηπμε ή/θαη ε κεηαλάζηεπζε ησλ ΓΚ ξπζκίδεηαη απφ ην 

ζεκαηνδνηηθφ κνλνπάηη ησλ BMP. ηα ελεξγνπνηεκέλα καθξνθάγα ηεο πεξηηνλατθήο 

θνηιφηεηαο, απνηειεί αμηνζεκείσην γεγνλφο φηη ε έθθξαζε ηνπ chordin ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηελ απνπζία ησλ αληαγσληζηψλ ησλ BMP ππνδειψλεη ηελ φπνηα 

ιεηηνπξγία ελφο ζπγθεθξηκέλνπ ζεκαηνδνηηθνχ κνλνπαηηνχ ησλ BMP ζε απηά ηα 

θχηηαξα. Ζ αλάπηπμε πνληηθψλ αλαθνξάο γηα ην chordin („chordin reporter‟ mice) 

θαζψο θαη πνληηθψλ πνπ θέξνπλ κηα ηζηνεηδηθή απαιεηθή ηνπ chordin ζηα 

καθξνθάγα ή ηα ΓΚ ζα απνθαιχςεη ηε ιεηηνπξγία ηνπ  chordin ζε απηά ηα θχηηαξα.  

Καηά έλαλ παξφκνην ηξφπν, ην πξφηππν έθθξαζεο ηνπ  noggin ζηα  ΓΚ θαη ηα 

καθξνθάγα ππνδεισλεη παξάιιειεο ιεηηνπξγίεο κε ηελ chordin. Έλα επηπιένλ 

εξψηεκα πνπ αλαδχεηαη είλαη εαλ νη Νoggin θαη Chordin ιεηηνπξγνχλ ζπλεξγαηηθά 

ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν ξπζκίδνληαο έηζη έλα θνηλφ δίθηπν ζεκαηνδφηεζεο ησλ  

BMP πνπ δξα ζηα καθξνθάγα θαη ηα ΓΚ. Δθηφο απφ ηελ έθθξαζε ηνπ noggin ζηα 

καθξνθάγα θαη ηα ΓΚ, πεηξάκαηα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηνπο πνληηθνχο 

αλαθνξάο noggin
+/lacZ

, αλέδεημαλ ηελ έθθξαζε ηνπ noggin απφ ιεία κπτθά θχηηαξα 

αθηίλεο  ηα νπνία ζπλζέηνπλ  ίλεο ζηξεο ζηνλ θφθθηλν πνιθφ ηνπ ζπιήλα. Απηέο νη 

ίλεο ζηξεο πνπ νκνηάδνπλ κε ηλίδηα αθηίλεο ζπλδένπλ ηα ελδνζειηαθά θχηηαξα κε 

ζπζηαηηθά ηνπ εμσθπηηαξηθνχ ζηξψκαηνο θαη κε παξάιιειε αλαδηάηαμε ησλ 

ελδνζειηαθψλ θπηηάξσλ ιεηηνπξγνχλ επηβνεζεηηθά ζηελ θαγνθπηηάξσζε ησλ 

εξπζξνθπηηάξσλ (Mebius and Kraal, 2005). Ωο εθ ηνχηνπ θαζίζηαηαη πηζαλφ φηη ην 

noggin εκπιέθεηαη ζηελ αλαδηάηαμε ησλ ηληδίσλ ζηξεο.  

 

Gremlin θαη Twisted gastrulation Ζ έθθξαζε ηεο Gremlin εληνπίζηεθε ζηα ΘΓΚ. 

Δπηπξφζζεηα, ε παξνπζία ηεο  BMP2 επίζεο ζηελ πεξηνρή ηνπ ΒΚ  (πηζαλφηαηα απφ 

ηα ΘΓΚ) θαη ε έθθξαζε ηνπ twsg1 απφ ηε ΒΚ Β θχηηαξα ζε ζπλδηαζκφ κε ηελ 

αλίρλεπζε ηνπ pSmad1/5/8 ζην ΒΚ εδξαηψλεη ηελ άπνςε φηη θάπνην ζεκαηνδνηηθφ 

δίθηπν ησλ  BMP ιεηηνπξγεί ζηα  ΒΚ. Όζνλ αθνξά ην gremlin, ην ξεπεξηφξην ηεο 

αλνζνινγηθήο ιεηηνπξγίαο ηνπ επεθηείλεηαη αθφκα πεξηζζφηεξν θαζψο ε έθθξαζε 

ηνπ παξαηεξείηαη ζηα  DMDCs θαζψο θαη ζηα ΓΚ ησλ κεζεληέξησλ ιεκθαδέλσλ  πνπ 
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είλαη παξαθείκελα ζηα  ΒΚ ησλ αλνζνπνηεκέλσλ πνληηθψλ. Ο φπνηνο ξφινο ηνπ ζηα 

ΓΚ θαη ζηε δεκηνπξγία ηνπ ΒΚ κειεηήζεθε πεξαηηέξσ (Δλφηεηα 4.2). 

 Σν twsg1 βξέζεθε λα εθθξάδεηαη κφλν απφ ηα Β θχηηαξα πνπ έρνπλ ππνζηεί 

ελεξγνπνίεζε κε  LPS θαζψο θαη ζηα Β θχηηαξα ησλ ΒΚ. Μαδί κε ηελ αχμεζε ηεο 

έθθξαζεο ησλ ππνδνρέσλ ησλ BMP, εκθαλψο ηα ελεξγνπνηεκέλα Β θχηηαξα πνπ 

εκπιέθνληαη ζηηο αλνζνινγηθέο απνθξίζεηο απνηεινχλ ζηφρνπο ξχζκηζεο κέζσ ησλ 

BMP. Με βάζε απηά ηα επξήκαηα ν ξφινο ηνπ twsg1 ζηα B θχηηαξα απνηέιεζε ζέκα 

πεξαηηέξσ κειέηεο.  

Οη εθηεηακέλεο κειέηεο έθθξαζεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ηα BMP, ηνπο 

ππνδνρείο αιιά θαη ηνπο αληαγσληζηέο ησλ BMP αλέδεημαλ πνηθίια πηζαλά δίθηπα 

ζεκαηνδφηεζεο ησλ BMP πνπ ιεηηνπξγνχλ ζηνπο πεξηθεξηθνχο ιεκθηθνχο ηζηνχο. 

Καζψο ηα κέιε ηεο BMP νηθνγέλεηαο θαίλεηαη λα εθθξάδνληαη απφ δηάθνξνπο ηχπνπο 

θπηηάξσλ ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο, πηζαλφηαηα λα εκπιέθνληαη ζε κηα 

πνηθηιία θπηηαξηθψλ ιεηηνπξγηψλ φπσο είλαη ε αλάπηπμε, ε δηαθνξνπνίεζε, ε 

ελεξγνπνίεζε, ε νκνηφζηαζε, θαη ε κεηαλάζηεπζε:  ιεηηνπξγίεο νη νπνίεο έρνπλ ήδε 

παξαηεξεζεί επίζεο ζε άιια ζπζηήκαηα ηνπ νξγαληζκνχ  (Chen et al., 2004b).  

 

 

4.2 Ρόλος ηοσ gremlin ζηην ενεργοποίηζη ηφν δενδριηικών  
κσηηάρφν 

 

Πνληηθνί πνπ θέξνπλ απαινηθή ηνπ gremlin ζε αηκνπνηεηηθά θπηηαξα 

απνθάιπςαλ εκπινθή ηνπ ζε πηπρέο ηεο βηνινγίαο ησλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ (ΓΚ) . 

Δηδηθφηεξα: 

 

α) ε απώιεηα ηνπ gremlin πξνθαιεί κείσζε ησλ κπεισδώλ δελδξηηηθώλ 

θπηηάξσλ ζηνλ ζπιήλα θαη ηνπο κεζεληέξηνπο ιεκθαδέλεο (ΜΛΓ) αιιά θαη ησλ 

κπεισδώλ θπηηάξσλ ζηνλ ζπιήλα.   

β) ε απώιεηα ηνπ gremlin επεξεάδεη ηελ ελεξγνπνίεζε ησλ BMDCs 

επηθέξνληαο κεησκέλε έθθξαζε ησλ κνξίσλ  MHC-II, CD40 and CD86 

γ) ην gremlin δελ έρεη θακία επίδξαζε ζηελ αλάπηπμε ησλ DMDCs  in vitro 

δ) ε απώιεηα ηνπ gremlin δελ έρεη θακία επίδξαζε ζηελ αλάπηπμε ησλ 

θνθθηνθπηηάξσλ θαη ησλ νπδεηεξόθηισλ   
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Ζ έθθξαζε ηνπ gremlin απφ ηα ΓΚ θαη ηα ΘΓΚ αλαδεηθλχεη πηζαλνχο ηνπ ξφινπο 

ζε δηαδηθαζίεο ηεο επίθηεηεο αλνζίαο. Καζψο θαη νη δχν απηνί θπηηαξηθνί ηχπνη 

εκπιέθνληαη ζηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ, ε νπνηαδήπνηε αιινίσζε ηνπο (ή 

ησλ ιεηηνπξγηψλ ηνπο) ζα είρε αληίθηππν ζηελ δεκηνπξγία ησλ ΒΚ. πλεπψο, αλ ε 

έιιεηςε ηνπ gremlin επέθεξε αιινηψζεηο ζηελ ιεηηνπξγία απηψλ ησλ θπηηάξσλ ζα 

είρε ζαλ απνηέιεζκα αιινηψζεηο ζηελ αλάπηπμε ησλ ΒΚ. Οη εηεξφδπγνη πνληηθνί  

gremlin
+/lacZ

 δελ αλέδεημαλ (έζησ ελ κέξεη) θάηη ηέηνην, πηζαλφηαηα ιφγσ ηεο κε 

επαξθνχο έιιεηςεο ηνπ gremlin απφ απηά ηα θχηηαξα. Με βάζε ην παξαπάλσ 

απνηέιεζκα ε ρξήζε ησλ CD21-cre πνληηθψλ (Kraus et al., 2004) γηα ηελ απαινηθή 

ηνπ gremlin ζηα ΘΓΚ ζα κπνξνχζε λα απνθσδηθνπνηήζεη πην απνηειεζκαηηθά ηελ 

δπλεηηθή ιεηηνπξγία ηνπ gremlin ζηελ αληίδξαζε ηνπ ΒΚ.   

 Αλάιπζε ησλ πνληηθψλ φπνπ ην gremlin έρεη απαιεηθζεί ζην αηκνπνηεηηθφ ηκήκα  

(Gremlin-cKO) δελ απνθάιπςε αλαπηπμηαθέο ή δνκηθέο αλσκαιίεο, γεγνλφο πνπ 

ππνδειψλεη φηη ην gremlin δελ επηηειεί ιεηηνπξγίεο φζνλ αθνξά ζηελ αλάπηπμε ησλ 

ιεκθνθπηηάξσλ, ησλ θνθθηνθπηηάξσλ θαη ησλ νπδεηεξφθηισλ ζην κπειφ ησλ νζηψλ.  

Ζ κηθξή ειάηησζε ζηα πνζνζηά ησλ ΓΚ ζηνλ ζπιήλα θαη ηνπο ΜΛΓ είλαη ακθίβνιν 

εάλ νθείιεηαη ζηε δηαηαξαρή ηνπ ζεκαηνδνηηθνχ δηθηχνπ ησλ BMP ζην 

κηθξνπεξηβάιινλ ησλ ΓΚ ή εάλ απνηειεί κηα ελδνγελή επίδξαζε ηνπ gremlin ζε απηά 

ηα θχηηαξα. Σα ΓΚ εθηφο απφ ην gremlin εθθξάδνπλ bmp5, noggin, chordin θαζψο 

θαη κία πνηθηιία BMP ππνδνρέσλ. Με ηελ έθθξαζε ησλ ΒΜΡ ππνδνρέσλ θαίλεηαη 

φηη ηα ΓΚ ππφθεηληαη πηζαλφηαηα ζηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ BMP. Ζ κηθξή 

ειάηησζε ζηα πνζνζηά ησλ ΓΚ ζηνπο Gremlin-cKO πνληηθνχο ππνδειψλεη φηη ε 

εθθξηλφκελε Gremlin κπνξεί λα ιεηηνπξγεί ζε ζπλεξγαζία κε έλαλ άιιν BMP 

αληαγσληζηή ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν, πξνθεηκέλνπ λα εκπνδίζεη ηα ΓΚ απφ ην λα 

ιάβνπλ έλα BMP ζήκα. Παξάιιεια, απηφ ππνζηεξίδεηαη απφ ην γεγνλφο φηη ηα 

BMDCs πνπ ζηεξνχληαη gremlin θαη κεγαιψλνπλ in vitro δελ εκθαλίδνπλ 

αλαπηπμηαθά πξνβιήκαηα. πλεπψο ε κηθξή ειάηησζε ζηα πνζνζηά ησλ ΓΚ ζην 

ζπιήλα πηζαλφηαηα λα είλαη απνηέιεζκα αιινησκέλεο ΒΜΡ ζεκαηνδφηεζεο ζε 

απηνχο ηνπο πνληηθνχο θαη φρη ηεο ελδνγελνχο απνπζίαο ηνπ gremlin. Δθηφο απφ ηελ 

αλάπηπμε ησλ ΓΚ, παξαηεξήζεθε in vitro, κηθξή κείσζε ηεο έθθξαζεο κνξίσλ 

αληηγνλνπαξνπζίαζεο θαη ελεξγνπνίεζεο ζηελ επηθάλεηα ησλ ΓΚ. Σν γεγνλφο απηφ 

εγείξεη ην εξψηεκα εαλ κηα ηέηνηα επίδξαζε απνδίδεηαη ζηελ απψιεηα ηνπ gremlin ζε 

απηφ ηνλ θπηηαξηθφ ηχπν. Καζψο ε απνπζία ηεο ελεξγνπνίεζεο ησλ BMDCs δελ 

ππφθεηηαη ζε εμσηεξηθφ BMP εξέζηζκα είλαη πηζαλφλ φηη ππάξρεη κηα ελδνγελήο 
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απαίηεζε γηα ηo gremlin πξνθεηκέλνπ  (ηνπιάρηζηνλ ελ κέξεη) ηα ΓΚ λα κπνξνχλ λα 

ελεξγνπνεζνχλ φπσο πξέπεη. 

   

 

4.3 Ο ρόλος ηοσ Twsg1 ζηην θσζιολογία ηοσ Β κσηηάροσ και 
ζηοσς μητανιζμούς ανοζοαπόκριζης  

 

Ζ απαινηθή ηνπ twsg1 ζηα B θχηηαξα, απνθάιπςε πνιιαπινχο ξφινπο γηα ην  

twsg1 ζε πνηθίιεο ιεηηνπξγίεο πνπ δηέπνπλ ηελ θπζηνινγία ησλ Β θπηηάξσλ. Δίλαη 

εκθαλέο φηη ην twsg1 απνηειεί κέξνο ηεο ξπζκηζηηθήο κεραλήο πνπ ιεηηνπξγεί ζηνπο 

κεραληζκνχο ηεο αλνζναπφθξηζεο. Μηα πεξίιεςε ησλ επξεκάησλ παξαηίζεηαη 

αθνινχζσο:  

α) Απαινηθή ηνπ twsg1 ζηα Β θύηηαξα, επεξεάδεη ηελ αλάπηπμε ησλ Β 

ιεκθνθπηηάξσλ ηεο νξηαθήο δώλεο  θαζώο θαη ησλ λενζρεκαηηζκέλσλ / 

κεηαβαηηθνύ ηύπνπ Η θπηηάξσλ (NF/T1)  

β) Απαινηθή ηνπ twsg1 έρεη επηιεθηηθά αληίθηππν ζηελ αιιαγή ηζνηύπνπ ηεο 

IgM θαη όρη ηεο IgG 

γ) Σν twsg1 επεξεάδεη ηηο ζπκναλεμάξηεηεο απνθξίζεηο θαη ηελ αλάπηπμε 

θπηηάξσλ πνπ εθθξίλνπλ αληηγνλνεηδηθά αληηζώκαηα anti-IgM  

δ) Οη κεζνιαβνύκελεο από ην twsg1 επηδξάζεηο ζηα B θύηηαξα ελδέρεηαη λα είλαη 

ελδνγελείο  

ε) Ο πνιιαπιαζηαζκόο ησλ Β θπηηάξσλ, ε ελεξγνπνίεζε, ε έθθξηζε IgG3, ε 

έθθξαζε ησλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ bcl-6, pax5 θαη ηνπ γνληδίνπ πνπ 

αληαπνθξίλεηαη ζηα BMP (BMP responsive gene) id2 πξνάγνληαη θαηά ηελ 

απαινηθή ηνπ twsg1 ζηα Β θύηηαξα 

 

Οκνηόζηαζε ζηνλ δαθηύιην ηεο νξηαθήο δώλεο   

Αθνινπζψληαο ηελ εηδηθή ζηα B θχηηαξα απαινηθή ηνπ twsg1, ηα πξσηνγελή ή 

δεπηεξνγελή ιεκθνεηδή φξγαλα ησλ Σwsg1-cKO πνληηθψλ εκθάληζαλ θπζηνινγηθνχο 

αξηζκνχο Β θπηηάξσλ. Παξφκνηα, ε ηζηνεηδηθή απαινηθή ζε φια ηα αηκνπνηεηηθά 

θχηηαξα ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ Vav
Cre

 πνληηθφ (de Boer et al., 2003) είρε σο 

απνηέιεζκα θαη πάιη θπζηνινγηθνχο θπηηαξηθνχο αξηζκνχο ζηα ιεκθνεηδή φξγαλα, 

φπσο θαη ζηνλ Σwsg1-cKO πνληηθφ. Δίλαη γλσζηφ φηη νη Σwsg1
-/-

 πνληηθνί έρνπλ 

πξνβιήκαηα αλάπηπμεο ησλ ιεκθνεηδψλ νξγάλσλ (Nosaka et al., 2003). Με βάζε ηα 

παξαπάλσ απνηειέζκαηα, είλαη ελδεηθηηθφ φηη ην twsg1 πνπ πξνέξρεηαη απφ ηα 
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αηκνπνηεηηθά θχηηαξα δελ κπνξεί λα είλαη ππεχζπλν γηα ηα πξνβιήκαηα πνπ 

παξαηεξνχληαη ζηνπο ιεκθνεηδείο ηζηνχο ησλ πνληηθψλ πνπ δελ εθθξάδνπλ θαζφινπ 

twsg1. Πην ιεπηνκεξήο αλάιπζε ησλ Β θπηηαξηθψλ ππννκάδσλ απφ ζπιήλεο πνπ 

απνκνλψζεθαλ απφ ηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο απνθάιπςε 30% ειάηησζε ησλ MZB 

θπηηάξσλ. Απηή ε ειάηησζε αληαλαθιάηαη ζην θιάζκα ησλ  IgD
low

IgM
high

, ην νπνίν 

πεξηιακβάλεη λενζρεκαηηζκέλα / κεηαβαηηθνχ ζηαδίνπ 1 (NF/T1) θαη  MZB θχηηαξα. 

Αμηνζεκείσηα, απηνί νη πιεζπζκνί ησλ B θπηηάξσλ εδξάδνληαη ζηνλ εμσηεξηθφ 

δαθηχιην ηεο νξηαθήο δψλεο (Pillai et al., 2005; Saito et al., 2003). Ζ κεηάβαζε ησλ 

NF αλψξηκσλ B θπηηάξσλ ζηα θπζηηδηαθά Β θχηηαξα ηεο νξηαθήο δψλεο ξπζκίδεηαη 

απφ πνιπάξηζκα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα. Ηδηαίηεξνπ ελδηαθέξνληνο είλαη πνληηθνί 

πνπ δελ εθθξάδνπλ id2, ζηνπο νπνίνπο νη NF/T1 θαη MZB πιεζπζκνί έρνπλ επίζεο 

ππνζηεί βιάβε κε κηα άλνδν πξνο ηα θπζηηδηαθά θχηηαξα (Becker-Herman et al., 

2002).  Σν id2 απνηειεί γνλίδην ζηφρν ηνπ BMP ζήκαηνο. Έηζη είλαη αληηιεπηφ φηη 

έλα ζήκα BMP ξπζκίδεη απηήλ ηελ πηπρή ηεο δηαθνξνπνίεζεο ησλ Β θπηηάξσλ. ε 

ζπκθσλία κε ηελ παξαηήξεζε γηα ηνπο πνληηθνχο πνπ δελ εθθξάδνπλ id2, κεησκέλα 

πνζνζηά ζηνπο πιεζπζκνχο ησλ  NF/T1 θαη ηνπο πιεζπζκνχο ησλ MZB 

παξαηεξνχληαη επίζεο ζηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο. Ζ παξνπζία ηεο BMP2 ζηελ 

πεξηνρή ηεο MZ πξνάγεη ηελ ππφζεζε φηη έλα δίθηπν ζεκαηνδφηεζεο ησλ BMP 

παξέρεη νκνηνζηαηηθά ζήκαηα ζην κηθξνπεξηβάιινλ ηνπ εμσηεξηθνχ δαθηπιίνπ ηεο  

MZ πνπ ζηεγάδεη ηα NF/T1 θαη ηα MZB θχηηαξα. Ζ έθθξαζε ηνπ  twsg1 απφ ηα  

MZB θχηηαξα ή απφ ηα πξφδξνκα θχηηαξά ηνπο δελ αληρλεχζεθε ζε ζεκαληηθά πνζά. 

Δπηπξφζζεηα, δελ αληρλεχζεθαλ άιιεο πεγέο ηνπ twsg1 ζηελ MZ, γεγνλφο πνπ 

απνθιείεη ηελ πηζαλφηεηα ελφο κε Β θπηηάξνπ ην νπνίν παξάγνληαο TWSG1 ζα 

κπνξνχζε λα επεξεάζεη ηελ νκνηφζηαζε ησλ  MZB (Δηθφλα 4.1). Δίλαη πηζαλφλ φηη 

κηθξέο πνζφηεηεο ηεο TWSG1 παξάγνληαη ππφ ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο θαη 

ξπζκίδνπλ ηηο επηδξάζεηο πνπ παξαηεξνχληαη. Σίζεηαη επηπιένλ ην εξψηεκα αλ ηα 

NF/T1 θαη ηα MZB θχηηαξα  φλησο δέρνληαη ΒΜΡ ζήκαηα θαη αλ ε TWSG1 ξπζκίδεη 

πξάγκαηη ηε δξάζε ηεο  BMP2 ζηα  NF/T1 θχηηαξα θαζψο θαη ζηα MZB θχηηαξα. Αλ 

θαη ε αιιειεπίδξαζε ησλ TWSG1-BMP είλαη γλσζηή (Chang et al., 2001; Larrain et 

al., 2001; Oelgeschlager et al., 2000) δελ είλαη μεθάζαξν εάλ ε TWSG1 δξα ζηα ΜΕΒ 

θχηηαξα κε αληαγσληζηηθφ ηξφπν σο πξνο ην ΒΜΡ ζήκα. Πεξαηηέξσ ιεηηνπξγηθέο 

κειέηεο ζε δηαρσξηζκέλνπο πιεζπζκνχο MZB θαη πξφδξνκσλ MZB ζε κε 

ελεξγνπνηεκέλεο θαη ελεξγνπνηεκέλεο θαηαζηάζεηο ζα ξίμεη θσο ζηνλ ηξφπν κε ηνλ 

νπνίν ε ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ  BMP ιεηηνπξγεί ζε απηά ηα θχηηαξα. 
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IgMhigh, IgDlow , CD21-,CD23-, CD1d-

NF/T1 (F-III)

IgMhigh, IgDlow , CD21high,CD23low/-, CD1d-

MZ (F-III)

IgMhigh, IgDhigh, CD21high,CD23high, CD1d-

IgMhigh, IgDhigh, CD21high,CD23high, CD1d+

IgMlow , IgDhghi, CD21int,CD23hi, CD1d-

T2 (F-II)

pre-MZ (F-II)

(F-I)

ΘΤΛΑΚΗΟ

TWSG1 BMP2

MΦ

TWSG1
BMP2

MΦ

?

?

?
?

Δηθόλα 4.1 Πξνηεηλόκελνο έιεγρνο ηεο νκνηόζηαζεο ηνπ δαθηπιίνπ ηεο ΜΕ από ηε 

ζεκαηνδόηεζε ησλ BMP  (βιέπε θείκελν γηα επεμήγεζε) 

 

 

Δκπινθή ηεο TWSG1 ζηηο TD θαη  TI απνθξίζεηο 

Σα βιαζηηθά θέληξα (BK) απνηεινχλ ζέζεηο ζπκνεμαξηψκελσλ (TD) απνθξίζεσλ 

πνπ έρνπλ σο απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή θπηηάξσλ πνπ εθθξίλνπλ πςειήο 

ζπγγέλεηαο αληηζψκαηα [antibody secreting cells, ASCs]. Πεηξάκαηα πνπ 

πινπνηήζεθαλ ζε Σwsg1-cKO θαη πνληηθνχο ειέγρνπ δελ έδεημαλ αιιαγέο ζηελ 

αλάπηπμε ησλ BK θαζψο θαη ζηελ ελαιιαγή ησλ ζπγθεθξηκέλσλ Ig ππνηχπσλ. 

Ωζηφζν, απνθάιπςαλ πξνβιήκαηα ζηελ ζπγγέλεηα σξίκαλζεο ησλ  IgM θαη φρη ησλ 

IgG. Απηή ε παξαηήξεζε είλαη κνλαδηθή θαζψο γνλίδηα πνπ λα εκπιέθνληαη ζε έλαλ 

ηέηνην κεραληζκφ δελ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί κέρξη ζήκεξα.  Ζ TWSG1 ζα κπνξνχζε λα 

εκπιέθεηαη ζηελ θισληθή επηινγή ησλ πιαζκαβιαζηψλ πνπ εθθξίλνπλ IgM θαη πνπ 

απαηηνχληαη γηα λα παξάγνπλ πςειήο ζπγγέλεηαο IgM αληηζψκαηα. Ζ ηαπηνπνίεζε 

ζεηηθψλ γηα pSmad1/5/8 Β θπηηάξσλ θαζψο ε παξνπζία ησλ Gremlin θαη BMP2 ζηα 

BK παξέρεη ηζρπξή έλδεημε γηα ηε ξχζκηζε  ηεο σξίκαλζεο ζπγγέλεηαο ηεο IgM απφ 

ηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ BMP. Παξακέλεη αλνηθηφ ην εξψηεκα πψο ε ζεκαηνδφηεζε 
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κέζσ ησλ BMP ιεηηνπξγεί ζε απηφ ην κεραληζκφ θαη επηπξφζζεηα εάλ νη TWSG1, 

Gremlin and BMP2 ζπλεξγάδνληαη ζε απηφ ην πιαίζην. Ζ απάληεζε ζε απηφ ην 

εξψηεκα ζα κπνξνχζε λα δνζεί κε έλαλ ζπλδπαζκφ πνληηθψλ φπνπ ζα έρεη 

απαιεηθζεί ε Gremlin θαη ε BMP2 ή αθφκα θαη κε ππεξέθθξαζε ζηα ΘΓΚ. 

Δπηπξφζζεηεο κειέηεο ζα κπνξνχζαλ επίζεο λα ηαπηνπνηήζνπλ άιιεο επηδξάζεηο ηεο 

ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ησλ BMP ζε κεραληζκνχο σξίκαλζεο ησλ BK. 

Οη κεηαβνιέο ζηελ ζπκναλεμάξηεηε παξαγσγή αλνζνζθαηξηλψλ πνπ 

παξαηεξήζεθαλ ζηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο, αλαδεηθλχνπλ ηελ εκπινθή ηεο  

TWSG1 ζε κεραληζκνχο αλνζναπφθξηζεο. Ζ αλνζνπνίεζε κε αληηγφλα  TI-1 θαη TI-

2 είρε σο απνηέιεζκα απμεκέλε έθθξηζε  IgM θαη νξηζκέλσλ θαηεγνξηψλ  IgG. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, ε αχμεζε ησλ DNP-IgM ηηκψλ ζηηο ΣΗ-2 απνθξίζεηο πξνθαιείηαη απφ 

ηελ αχμεζε ησλ DNP-IgM ASCs. Οη TI απνθξίζεηο ζεσξείηαη φηη μεθηλνχλ ζηα  MZB 

θχηηαξα, θαζψο έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα απνθξίλνληαη πνιχ γξήγνξα ζηα TI αληηγφλα 

εμαηηίαο ηνπ ρακεινχ επηπέδνπ ελεξγνπνίεζεο πνπ ηνπο επηηξέπεη λα ρεηξηζηνχλ 

ρακειέο ζπγθεληξψζεηο αληηγφλνπ πξνάγνληαο έηζη ηηο θπηηαξηθέο απνθξίζεηο (Levy 

et al., 1998). Πνληηθνί κε ηζηνεηδηθή απαινηθή ηνπ RBP-Jθ ζε B θχηηαξα εκθαλίδνπλ 

θπζηνινγηθέο απνθξίζεηο  IgM θαη IgG3 σο απφθξηζε ζηελ  NP-Ficoll. ε απηνχο 

ηνπο πνληηθνχο ε έιιεηςε RBP-Jθ δελ επεξέαζε θαλέλαλ απφ ηνπο θπηηαξηθνχο 

ππνηχπνπο ησλ B θπηηάξσλ εθηφο απφ ηα MZ B θχηηαξα (Tanigaki et al., 2002). 

Δπηπξφζζεηα, νη δηαγνληδηαθνί IL-7 (ηληεξιεπθίλε 7) πνληηθνί νη νπνίνη εκθαλίδνπλ 

πςεινχο αξηζκνχο FO αιιά φρη MZ B θχηηαξα εκθαλίδνπλ απμεκέλε απφθξηζε  IgM 

ζηελ NP-Ficoll (Ceredig et al., 2003). Αλ θαη νη ζπιήλεο ησλ  Σwsg1-cKO πνληηθψλ 

πεξηέρνπλ ρακεινχο αξηζκνχο ησλ MZB θπηηάξσλ ε ηθαλφηεηά ηνπο λα απνθξίλνληαη 

ζηα TI-1 θαη TI-2 αληηγφλα πξνάγεηαη. Ζ παξαηήξεζε απηή δξα πξνζζεηηθά ζην 

κνληέιν ιεηηνπξγίαο ηεο ζεκαηνδφηεζεο κέζσ ΒΜΡ, πξνηείλνληαο ηε ξχζκηζε 

πνιιαπιψλ κνξηαθψλ κεραληζκψλ πνπ εκπιέθνληαη ζε δηαθνξεηηθά ζηάδηα ηεο 

θπηηαξηθήο νκνηφζηαζεο. 

 

Τπεξ-απόθξηζε ησλ Β θπηηάξσλ πνπ ζηεξνύληαη twsg1 

Ζ in vitro ελεξγνπνίεζε απνκνλσκέλσλ B θπηηάξσλ κε anti-IgM ή LPS αλέδεημε 

απμεκέλν πνιιαπιαζηαζκφ θαη κεησκέλε απφπησζε ζηα θχηηαξα πνπ ζηεξνχληαη 

twsg1. Αληηζέησο, ν πνιιαπιαζηαζκφο πνπ επάγεηαη απφ ην anti-CD40 δελ άιιαμε, 

θαη ε ελεξγνπνίεζε κε CD40 δελ αληηζηξέθεη ηνλ επαγφκελν απφ ην  anti-IgM ή LPS 

ππεξπνιιαπιαζηαζκφ. Ο ππεξπνιιαπιαζηαζκφο ζπλνδεχηεθε κε απμεκέλα επίπεδα 
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έθθξαζεο ηνπ CD25, ελψ άιινη δείθηεο ελεξγνπνίεζεο/ δηαθνξνπνίεζεο φπσο νη  

CD69, CD86, MHC-II δελ κεηαβιήζεθαλ. Γελ είλαη θαλεξφ εάλ ηα απμεκέλα επίπεδα 

έθθξαζεο ηνπ CD25 απνηεινχλ άκεζν απνηέιεζκα ηεο έιιεηςεο ηεο TWSG1 ή εάλ 

απνηεινχλ έλα θαηλφκελν ην νπνίν ζρεηίδεηαη κε ηνλ απμεκέλν πνιιαπιαζηαζκφ.  

Υξεζηκνπνηήζακε ηα ηξνπνπνηεκέλα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ CD25 γηα λα εμεηάζνπκε 

εάλ ν ππεξπνιιαπιαζηαζκφο πνπ παξαηεξήζεθε ήηαλ απνηέιεζκα ηεο επαγφκελεο 

απφ ηελ ελεξγνπνίεζε TWSG1 πνπ επηδξά ζηα B θχηηαξα θαηά έλαλ απηνθξηλή/ 

παξαθξηλή ηξφπν ή εάλ ηα θχηηαξα πνπ ζηεξνχληαη twsg1 είραλ ήδε ππνζηεί 

κεηαβνιέο in situ θαη ζπλεπψο ν απμεκέλνο πνιιαπιαζηαζκφο απνηεινχζε απιά κηα 

αληαλάθιαζε απηνχ ηνπ θαηλνκέλνπ. Καζψο ε πξνεξρφκελε CD45.1 

(αληαγσληζηηθή)-πξνεξρφκελε TWSG1 δελ κπνξνχζε λα επεξεάζεη ηνλ 

ππεξπνιιαπιαζηαζκφ ησλ Σwsg1-cKO B θπηηάξσλ ζε πεηξάκαηα ζπλ-θαιιηέξγεηαο 

ζπκπεξαίλεηαη φηη ε ηάζε γηα ππεξπνιιαπιαζηαζκφ ζε απηά ηα θχηηαξα είλαη 

ελδνγελήο. Τπφ ην θσο απηήο ηεο άπνςεο δελ απνηεινχζε έθπιεμε φηη ε εμσγελήο 

πξνζζήθε εμσγελψλ κνξίσλ ηνπ BMP κνλνπαηηνχ (rTWSG1, rBmp2, rChordin) δελ 

είραλ θακία επίδξαζε ζε  in vitro ελεξγνπνηεκέλα B θχηηαξα (θπζηνινγηθά θαη 

Σwsg1-cKO. 

Ζ ελεξγνπνίεζε κε LPS ησλ Twsg1-cKO B θπηηάξσλ in vitro επέθεξε 

απμεκέλε παξαγσγή IgG3 θαηαδεηθλχνληαο έλαλ πηζαλφ ξφιν ηνπ twsg1 ζηελ αιιαγή 

ηάμεο πξνο IgG3. Απηά ηα πςειφηεξα επίπεδα ηεο IgG3 δελ αληαπνθξίλνληαη ζε κηα 

ζπλνιηθή αχμεζε  ησλ πιαζκαηνθπηηάξσλ νχηε ζηελ έθθξαζε ησλ θχξησλ 

κεηαγξαθηθψλ παξαγφλησλ πνπ νδεγνχλ ηελ δηαθνξνπνίεζε ησλ 

πιαζκαηνθπηηάξσλ. Ωζηφζν, παξαηεξήζεθε κηα αχμεζε ζηελ έθθξαζε ησλ  bcl-6, 

pax5 θαη id2. Οη Bcl-6 θαη Pax5 είλαη γλσζηφ φηη δηαδξακαηίδνπλ ξφιν θιεηδί ζηνλ 

πνιιαπιαζηαζκφ ησλ B θπηηάξσλ, ηελ σξίκαλζε θαη ηελ δηαθνξνπνίεζε ησλ 

πιαζκαηνθπηηάξσλ (Max et al., 1995; Shaffer et al., 2000; Usui et al., 1997; 

Wakatsuki et al., 1994). Ο Gonda θαη νη ζπλεξγάηεο έρνπλ πξνηείλεη φηη ε 

ηξνπνπνίεζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ πξσηετλψλ  Pax5, E2A θαη Id παξέρεη έλαλ 

κεραληζκφ γηα ηε ιεπηή ξχζκηζε ησλ επηδξάζεσλ ησλ κνξίσλ  Pax5 θαη E2A ζηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ B θπηηάξσλ θαη απηέο νη δηαθνξηθέο δξαζηεξηφηεηεο θαζνξίδνπλ 

ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ θπξίαξρνπ ξπζκηζηή ηεο αιιαγήο ηάμεο πνπ είλαη ε AID 

(Gonda et al., 2003). Σα απνηειέζκαηα απφ ηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο πξνηείλνπλ 

φηη ηα απμεκέλα επίπεδα έθθξαζεο ησλ κνξίσλ  Pax5 θαη Id2, ηα νπνία ξπζκίδνληαη 

απφ ηελ ελεξγφηεηα ηεο TWSG1, κεηαηνπίδνπλ ηελ ηζνξξνπία  ηεο κεηαγξαθήο ηνπ 
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γελεηηθνχ ηφπνπ ηνπ Cγ3 πξνάγνληαο έηζη ηελ παξαγσγή ησλ IgG3 ζε 

ελεξγνπνηεκέλα B θχηηαξα θάησ απφ ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο. Ζ TWSG1 απνηειεί 

έλαλ ηξνπνπνηεηή ηεο ελεξγφηεηαο ησλ  BMP θαη θακία ιεηηνπξγία ηεο TWSG1 

ρσξίο λα αιιειεπηδξά κε BMP δελ έρεη αλαθεξζεί. ε αλαδήηεζε ελφο 

ζεκαηνδνηηθνχ δηθηχνπ ηνπ  BMP πνπ ζα κπνξνχζε λα ππφθεηηαη ζε ξχζκηζε απφ ηελ  

TWSG1 in situ ηαπηνπνηήζακε ηελ  BMP2 ζηελ πεξηνρή ησλ BK θαη ζηνλ δαθηχιην 

MZ ηνπ ζπιήλα. Απνηειεί εξσηεκαηηθφ εάλ  ε TWSG1 ηξνπνπνηεί ηελ ελεξγφηεηα 

ηεο BMP2 απφ κφλε ηεο ή ζε ζπλεξγαζία κε άιινπο αληαγσληζηέο in vivo. Οη 

δηαθνξέο πνπ παξαηεξνχληαη ζηελ θηλεηηθή ησλ IgM θαη Ig ππνηχπσλ ζε Σwsg1-cKO 

B θχηηαξα πξνηείλνπλ φηη έλα ηέηνην BMP ζήκα ζα κπνξνχζε λα επεξεάζεη ηελ 

ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ. Οη επαθφινπζεο απνθξίζεηο ησλ Ig βαζίδνληαη ζην 

γεγνλφο φηη κηα θαηεγνξία θνηλψλ κνξίσλ πνπ ελζσκαηψλνπλ ηε ζεκαηνδφηεζε 

κέζσ ηνπ BCR θαη ηνπ BMP απνηεινχλ νη πξσηεΐλεο Id (Engel and Murre, 2001). 

Αμηνζεκείσηα, ηα Β θχηηαξα πνπ ζηεξνχληαη twsg1 έρνπλ απμεκέλα επίπεδα ηνπ id2.  

Σα ηn vitro πεηξάκαηα δελ θαηέζηε δπλαηφ λα απνθαιχςνπλ κηα άκεζε επίδξαζε 

ηεο εμσγελνχο BMP2 ζηελ ελεξγνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ (απνηειέζκαηα πνπ δελ 

παξνπζηάδνληαη), ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ θαη παξαγσγή ησλ Ig είηε ζε θχηηαξα ειέγρνπ 

είηε ζε Σwsg1-cKO θχηηαξα. Ζ παξαγσγή Ig δελ επεξεάζηεθε επίζεο απφ ηελ  

Chordin, πνπ απνηειεί γλσζηφ ζπλεξγάηε ηεο TWSG1 (Ross et al., 2001). Δπεηδή νη 

BMP ππνδνρείο εθθξάδνληαη κεηά βίαο ζηα Β θχηηαξα ζε θαηάζηαζε εξεκίαο, αιιά 

ε έθθξαζή ηνπο απμάλεηαη ηζρπξά κεηά απφ ελεξγνπνίεζε ηνπο in vitro, απηφ ζα 

κπνξνχζε λα παξέρεη κηα πηζαλή εμήγεζε γηα ηηο πξναλαθεξζείζεο παξαηεξήζεηο. 

Παξφιν πνπ δελ ήηαλ εθηθηφ λα ηαπηνπνηεζεί έλαο κεραληζκφο ζηα πιαίζηα ηεο 

παξνχζαο κειέηεο θαζψο θαη νη αθξηβείο ζπλζήθεο ππφ ηηο νπνίεο ηα BMP ζήκαηα 

επεξεάδνπλ ηα B θχηηαξα, δε κπνξεί λα απνθιεηζηεί φηη ε in vitro ππεξαπφθξηζε πνπ 

παξαηεξήζεθε ζηα Β θχηηαξα πνπ ζηεξνχληαη TWSG1 απνηειεί απφξξνηα ελφο 

ελδνγελνχο  BMP ζήκαηνο „πξν-πξνγξακκαηηζκνχ‟ ηνπ B θπηηάξνπ γηα κηα 

ηξνπνπνηεκέλε απφθξηζε  in vitro.  

πλνιηθά, νη παξαηεξνχκελνη θαηλφηππνη ζηνπο Σwsg1-cKO πνληηθνχο δε 

δείρλνπλ φηη ε TWSG1 είλαη απαξαίηεηε ζε απηέο ηηο δηαδηθαζίεο αιιά κάιινλ 

αλαδεηθλχνπλ έλα δεχηεξν επίπεδν ειέγρνπ πνπ απνζθνπεί ζηε ιεπηή ξχζκηζε ηεο 

απφθξηζεο ηνπ Β θπηηάξνπ θαηά ηελ έθζεζε ζην αληηγφλν. Ζ απνθάιπςε ησλ 

κεραληζκψλ πνπ ξπζκίδνπλ ηε ζεκαηνδφηεζε κέζσ ησλ BMP αιιά θαη ε θαηαλφεζε 

ηνπ ηξφπνπ αληαπφθξηζεο ησλ θπηηάξσλ ζε απηά ηα ζήκαηα ζα απνηειέζεη έλα 
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αθφκα ζεκαληηθφ βήκα ζηελ θαηαλφεζε ηεο ξπζκηζηηθήο πνιππινθφηεηαο  πίζσ απφ 

ηελ δηαθνξνπνίεζε ησλ Β θπηηάξσλ, θαζψο θαη ηεο παξαγσγήο ησλ αληηζσκάησλ. 
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5. Πεξηιήςεηο 
 
5.1 Περίληυη ζηα Δλληνικά. 

 
Ζ δηαηήξεζε ηεο θπηηαξηθήο νκνηφζηαζεο επηηπγράλεηαη δπλακηθά κέζσ ηεο 

ιεηηνπξγίαο εμσθπηηάξησλ δηθηχσλ κεηαγσγήο ζήκαηνο, ε δξάζε ησλ νπνίσλ 

ζπληνλίδεη ηε ιεηηνπξγία ησλ κεκνλσκέλσλ θπηηάξσλ. Οη νζηηθέο κνξθνγελεηηθέο 

πξσηεΐλεο (BMPs) είλαη κία νηθνγέλεηα εθθξηλφκελσλ πξσηετλψλ κεηαγσγήο 

ζήκαηνο. Δίλαη κέιε ηεο ππεξνηθνγέλεηαο ηνπ κεηακνξθσηηθνχ απμεηηθνχ 

παξάγνληα-βήηα (TGF-β) θαη είλαη άκεζα εκπιεθφκελεο ζε κεραληζκνχο δηαηήξεζεο 

ηεο νκνηφζηαζεο. Ζ νδφο κεηαγσγήο ζήκαηνο ησλ ΒΜΡs είλαη απζηεξά ξπζκηδφκελε 

ζηνλ εμσθπηηάξην ρψξν απφ δηάθνξνπο εθθξηλφκελνπο ξπζκηζηέο (αληαγσληζηέο) ησλ 

ΒΜΡs. Παξάγνληεο φπσο νη πξσηεΐλεο Noggin, Chordin, Gremlin θαη Twisted 

Gastrulation (TWSG1) δηακνξθψλνπλ ηε δηαβάζκηζε ηεο δξάζεο ησλ ΒΜΡs, 

ξπζκίδνληαο κε απηφ ηνλ ηξφπν ηελ ηθαλφηεηα ηνπο λα ζπλδένληαη κε ηνπο ππνδνρείο 

ηνπο. Ζ εκθάληζε ηνπο έρεη παξαηεξεζεί ζε λφζνπο φπσο ν θαξθίλνο ηνπ πξνζηάηε 

θαη ηνπ καζηνχ, κπειψκαηα, ιεπραηκία θαη ιεκθψκαηα, ρσξίο φκσο λα έρεη 

απνζαθεληζηεί ν ξφινο ηνπο αθφκα θαη ζε θπηηαξηθφ επίπεδν.   

Οη ζηφρνη ηεο παξνχζαο εξεπλεηηθήο εξγαζίαο ήηαλ ε αλαγλψξηζε κειψλ ηεο 

BMP νηθνγέλεηαο πνπ επηδξνχλ/ζπζρεηίδνληαη κε θχηηαξα ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 

ζπζηήκαηνο θαη ν ραξαθηεξηζκφο πηζαλψλ θαηλνηχπσλ πνπ ζα πξνθχπηνπλ απφ ηελ 

ηζηνεηδηθή απαινηθή δηαθφξσλ ξπζκηζηψλ ηεο ΒΜΡ νδνχ κεηαγσγήο ζήκαηνο ζε 

πνληηθνχο. ηε ζπλέρεηα, κε βάζε ηα επξήκαηα, ζηφρνο είλαη ν ραξαθηεξηζκφο ησλ 

ΒΜΡ δηθηχσλ ζεκαηνδφηεζεο πνπ επηδξνχλ ζηε θπζηνινγία ησλ ιεκθνθπηηάξσλ. 

Τπάξρνπλ ειάρηζηα δεδνκέλα ζρεηηθά κε ηελ παξνπζία θαη ηηο επηδξάζεηο ησλ 

ΒΜΡs ζε ελήιηθεο ηζηνχο. Με ηε ρξεζηκνπνίεζε δηαγνληδηαθψλ πνληηθψλ αλαθνξάο 

ζε ζπλδπαζκφ κε ηερληθέο αλνζντζηνρεκείαο ραξηνγξαθήζεθε ε παξνπζία δηαθφξσλ 

κειψλ ηεο ΒΜΡ νηθνγέλεηαο ζε ηζηνχο ηνπ πεξηθεξηθνχ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. 

Παξαηεξήζεθε ε έθθξαζε ησλ ΒΜΡs (ΒΜΡs, ξπζκηζηέο ησλ ΒΜΡs, ΒΜΡ ππνδνρείο) 

απφ δελδξηηηθά θχηηαξα, καθξνθάγα θαη Β ιεκθνθχηηαξα. Ζ έθθξαζε ησλ ΒΜPs 

θαίλεηαη λα είλαη δπλακηθά ξπζκηδφκελε θαη λα ζρεηίδεηαη κε ηελ θπηηαξηθή 

ελεξγνπνίεζε.  

Με βάζε ηα παξαπάλσ απνηειέζκαηα, θαηέζηε δπλαηή ε κειέηε ησλ ΒΜΡ 

αληαγσληζηψλ Gremlin θαη TWSG1 κέζσ ηεο απαινηθήο ζηνπο απφ ηα δελδξηηηθά θαη 
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Β θχηηαξα πνληηθψλ αληίζηνηρα. Ζ απαινηθή ηνπ gremlin απφ ηα δελδξηηηθά θχηηαξα 

είρε ζαλ απνηέιεζκα ηελ κείσζε ηνπ αξηζκνχ ησλ κπεισδψλ δελδξηηηθψλ θπηηάξσλ 

in vivo, αιιά θαη ηε κείσζε ηεο έθθξαζεο ησλ δεηθηψλ 

ελεξγνπνίεζεο/αληηγνλνπαξνπζίαζεο MHC-II, CD40 θαη CD86 ζηα θχηηαξα απηά in 

vitro. Ζ απνπζία ηεο TWSG1 απφ ηα Β θχηηαξα είρε ζαλ απνηέιεζκα δηάθνξεο 

επηπινθέο ζηελ θπζηνινγία ηνπο. Παξαηεξήζεθαλ κεηψζεηο ζηελ σξίκαλζε ηεο IgM 

ζπγγέλεηαο κεηά απφ αλνζνπνίεζε κε ζπκνεμαξηψκελν αληηγφλν. ηηο 

ζπκναλεμάξηεηεο αλνζναπνθξίζεηο ππήξραλ απμήζεηο ζηα επίπεδα αλνζνζθαηξηλψλ, 

ζπλέπεηα (ελ κέξεη) ηεο αχμεζεο ηνπ αξηζκνχ ησλ αληηγνλνεηδηθψλ IgM 

πιαζκαηνθχηηαξσλ πνπ παξάγνληαη απφ απηέο. In vitro, ηα Β θχηηαξα ρσξίο ηελ 

TWSG1 παξνπζίαδαλ ππεξπνιιαπιαζηακφ, ππεξέθθξαδαλ ηνπο δείθηεο 

ελεξγνπνίεζεο CD25 θαη CD69 θαη ππεξέθθξηλαλ IgG3 κεηά απφ εξεζηζκφ ζε ζρέζε 

κε ηα θπζηνινγηθά. Δπίζεο, ππεξέθθξαδαλ ηα γνλίδηα bcl-6, pax5 θαη ην γνλίδην 

ζηφρν ηνπ ΒΜΡ ζήκαηνο id2.  

Οη αιιαγέο πνπ πθίζηαληαη ηα Β θχηηαξα απφ ηελ έιιεηςε ηεο TWSG1, 

νδήγεζαλ ζηελ πξνζπάζεηα αλίρλεπζεο ησλ ΒΜΡ δηθηχσλ κεηαγσγήο ζήκαηνο πνπ 

πηζαλφλ πθίζηαληαη θαη παξάιιεια εκπιέθνληαη ζηε θπζηνινγία ησλ Β θπηηάξσλ. Ζ 

θσζθνξπιίσζε ηνπ Smad1/5/8 απφ ηα ελεξγά Β θχηηαξα, θαζψο θαη ε παξνπζία ηεο 

ΒΜΡ2 ζε πεξηνρέο Β θπηηαξηθήο ελεξγνπνίεζεο θαη δηαθνξνπνίεζεο ζην ζπιήλα ηνπ 

πνληηθνχ, πξνδίδεη ηελ παξνπζία ΒΜΡ δηθηχσλ κεηαγσγήο ζήκαηνο, πνπ πηζαλφηαηα 

εκπιέθνληαη ζε δηάθνξα ζηάδηα ησλ αλνζναπνθξίζεσλ.  

Σα παξαπάλσ επξήκαηα αλαδεηθλχνπλ ηελ παξνπζία ηεο ΒΜΡ νηθνγέλεηαο ζηνπο 

ιεκθηθνχο ηζηνχο ηνπ πεξηθεξηθνχ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο θαη πξνδίδνπλ ηνπο 

πηζαλνχο ξφινπο ησλ ΒΜΡ δηθηχσλ κεηαγσγήο ζήκαηνο ζηηο αλνζναπνθξίζεηο. 

Σέινο, ζπκβάιινπλ ζηελ πεξαηηέξσ θαηαλφεζε ησλ πνιχπινθσλ κεραληζκψλ πνπ 

ξπζκίδνπλ ηηο ιεηηνπξγίεο ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο. 
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5.2 Summary in English. 

 
The role of BMP signaling network in the peripheral 

immune system 
 

Sotirios Tsalavos 

 
Cellular homeostasis is dynamically maintained through extracellular signaling 

networks which control the functioning of individual cells. Bone Morphogenetic 

Proteins (BMPs) are a group of secreted signaling proteins. BMPs are members of the 

Transforming Growth Factor – β (TGF-β) superfamily and are directly involved in the 

maintenance of tissue homeostatis. BMP signaling is highly regulated at the 

extracellular space by several BMP modulators (antagonists). Factors such as Noggin, 

Chordin, Gremlin and Twisted Gastrulation (TWSG1) fine-tune BMP signaling by 

regulating their capability to bind to their receptors. The presence of BMPs has been 

observed in prostate and breast cancer, myelomas, leukemia and lymphoma albeit 

their function has not been characterized even at the cellular level.  

The aims of this work were the identification of the BMP family members which 

act on cells of the immune system and the characterization of potential phenotypes 

that arise from the cell-specific deletion of various BMPs antagonists in gene targeted 

mice. Based on the findings an attempt will be made to identify and characterize 

potential BMP signaling networks that affect lymphocyte physiology. With the use of 

transgenic gene reporter mice in combination with immunohistochemistry techniques, 

the presence of several BMP members in tissues of the peripheral immune system was 

mapped. Thereby the expression of BMPs (including BMPs, BMP antagonists and 

receptors) by dendritic cells, macrophages and B lymphocytes was observed. The 

expression of BMPs was dynamically regulated depending on the cell‟s activation 

status.  

Based on above findings, the antagonists Gremlin and TWSG1 were selected for 

further study and were deleted in dendritic cells and B cell respectively. Deletion of 

Gremlin from dendritic cells resulted in a numerical reduction of myeloid dendritic 

cells in vivo and also in reduced expression levels of activation/antigen presentation 

makers MHC-II, CD40 and CD86 in these cells in vitro. Absence of TWSG1 from B 

cells has different effects. IgM affinity maturation after immunization with a thymus 
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dependent antigen was reduced. In thymus independent responses, Ig production was 

increased, in part the consequence (of increased numbers of antigen specific IgM 

secreting cells. In vitro, TWSG1 deficient B cells were hyperproliferative, 

overexpressed the activation markers CD25 and CD69 and secreted more IgG3 after 

stimulation, compared to wt cells. Furthermore they overexpressed bcl-6, pax5 and 

the BMP target gene id2. 

The alterations observed in TWSG1-deficient B cells lead to the attempt to detect 

BMP signaling networks in situ that could affect B cell physiology. Phosphorylation 

of Smad1/5/8 in activated B cells and the presence of BMP2 in regions of the murine 

spleen, where B cells are activated and differentiate indicated the presence of BMP 

signaling networks that operate at various stages of immune responses.  

In summary, the findings demonstrate that various members of the BMP family 

are present in peripheral lymphoid tissues and describe the potential roles of BMP 

signalling in immune responses. Finally, they add to the understanding of the complex 

mechanisms that regulate immune function. 
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