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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

ΑΡΝΤΙΑΝΑ ΜΟΥΣΤΑΚΗ: Γλυκοκορτικοειδή και Ανοσοποιητικό Σύστημα. 

Επιπτώσεις στην Ανοσοθεραπεία του Καρκίνου. 

(Υπό την επίβλεψη του Καθηγητή Δρ. Αναστάσιου Γερμενή) 

Η έμφυτη ικανότητα των Φυσικών Φονικών κυττάρων (NK, Natural Killer cells) να 

στοχεύουν άμεσα τα καρκινικά κύτταρα τα καθιστά ιδιαίτερα χρήσιμα εργαλεία στην 

ανοσοθεραπεία του καρκίνου. Ωστόσο, η ελλιπής κατανόηση της δυναμικής και 

πλειοτροπικής φύσης των NK κυττάρων δεν έχει επιτρέψει έως τώρα το σχεδιασμό 

κατάλληλων ανοσοθεραπευτικών σχημάτων που να εκμεταλλεύονται επαρκώς τις 

φυσικές αντινεοπλασματικές ιδιότητες αυτού του κυτταρικού πληθυσμού. Συνεπώς, ο 

χαρακτηρισμός και η μελέτη των ενδογενών και εξωγενών παραγόντων που 

ρυθμίζουν την ανάπτυξη και τη λειτουργία των ΝΚ κυττάρων κρίνεται μεγάλης 

σημασίας για την επίτευξη αποτελεσματικών ανοσοθεραπευτικών παρεμβάσεων. 

Τα γλυκοκορτικοειδή, φυσικά παρόντα όχι μόνο στο περιφερικό αίμα αλλά 

και σε ανατομικές θέσεις διαφοροποίησης λεμφοκυττάρων, περιγράφεται πως 

αναστέλλουν ή ευνοούν την ανοσολογική απόκριση. Στη μελέτη αυτή παρουσιάζουμε 

δεδομένα που υποστηρίζουν ότι γνωστά στην κλινική πράξη γλυκοκορτικοειδή 

ενισχύουν τον πολλαπλασιασμό των ενεργοποιημένων με IL-15 ανθρώπινων ΝΚ 

κυττάρων, χωρίς να επηρεάζουν την κυτταροτοξική τους δράση, την ικανότητα 

έκκρισης κυτταροκινών και την έκφραση υποδοχέων ενεργοποίησης. Επιπλέον, 

δείχνουμε ότι τα γλυκοκορτικοειδή έχουν διαφορική δράση στους δυο κύριους 

υποπληθυσμούς ΝΚ κυττάρων, όσον αφορά το δυναμικό πολλαπλασιασμού όσο και 

το δυναμικό μετανάστευσής τους. Τα γλυκοκορτικοειδή ενίσχυσαν επιλεκτικά τον 

πολλαπλασιασμό ενός πιο ανώριμου κυτταρικού πληθυσμού, ο οποίος μπορεί να 

χαρακτηριστεί ως CD16
-
NKG2A

+
KIR

low/-
CD57

-
CD94

high
. Επιπλέον, η επιφανειακή 

έκφραση των υποδοχέων CXCR3 και CXCR4 ήταν ιδιαίτερα αυξημένη στα 

ενεργοποιημένα με IL-15 και γλυκοκορτικοειδή ΝΚ κύτταρα, ευνοώντας το δυναμικό 

μετανάστευσής τους προς θέσεις φλεγμονής και προς το μυελό των οστών, 

αντίστοιχα. Επιπρόσθετα, τα CD16
-
 ΝΚ κύτταρα εκδήλωσαν αυξημένη ευαισθησία 
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στην επαγόμενη από την IL-15 απόπτωση, η οποία παρεμποδίστηκε παρουσία 

γλυκοκορτικοειδών. Η προστατευτική δράση αυτή των γλυκοκορτικοειδών 

συσχετιζόταν με αυξημένα επίπεδα έκφρασης των αντι-αποπτωτικών παραγόντων 

BCL2 και BCLxL, και μειωμένη έκφραση του αποπτωτικού παράγοντα BIM. Η 

συνέργεια αυτή μεταξύ της IL-15 και γλυκοκορτικοειδών ενδεχομένως να παίζει 

σημαντικό ρόλο στην ομοιόσταση των κυκλοφορούντων ΝΚ κυττάρων. Η έκθεση 

των ΝΚ ακόμα και σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις γλυκοκορτικοειδών προκάλεσε 

ελάττωση του δυναμικού πολλαπλασιασμού των ΝΚ, φαινόμενο το οποίο μπορούσε 

να αντιστραφεί με τη σύγχρονη παρουσία χαμηλών συγκεντρώσεων IL-15. Τέλος, 

στη μελέτη αυτή παρουσιάζουμε ενδείξεις για το ρόλο των γλυκοκορτικοειδών στην 

επιτάχυνση του κυτταρικού κύκλου των ενεργοποιημένων με IL-15 CD16
-
 ΝΚ 

κυττάρων. 

Τα ευρήματα των μελετών αυτών καταδεικνύουν έναν νέο μηχανισμό 

ανοσοτροποποίησης από τα γλυκοκορτικοειδή, μηχανισμός ο οποίος μπορεί να 

αξιοποιηθεί για τον αποτελεσματικότερο σχεδιασμό στρατηγικών ΝΚ-

μεσολαβούμενων ανοσοθεραπευτικών παρεμβάσεων. 

 

Λέξεις κλειδιά: Φυσικά Φονικά κύτταρα, Γλυκοκορτικοειδή, Κυτταρικός 

Πολλαπλασιασμός, Απόπτωση, Ομοιόσταση 
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ABSTRACT 

ARDIANA MOUSTAKI: Glucocorticoids and Immune System.                

Implications in Cancer Immunotherapy. 

(Supervised by Professor Dr. Anastasios Germenis) 

The inherent ability of Natural Killer (NK) cell to directly target tumor cells renders 

them a powerful tool in cancer immunotherapy. However, our limited understanding 

of the dynamic and pleiotropic nature of NK cells has not allowed for the efficient 

exploitation of the anti-tumor features of these cells until now. Therefore, the 

identification and characterization of cell-intrinsic and cell-extrinsic factors, which 

regulate the development and function of NK cells, is of great importance for the 

development of successful NK-cell-based immunotherapies against human cancers.  

Glucocorticoids, naturally present not only in peripheral blood but also within 

the sites of lymphocytes differentiation, have been reported either to stimulate or 

suppress immune responses. In the present study, we provide evidence supporting that 

common glucocorticoids used in clinical practice, promote proliferation of IL-15-

activated human NK cell without impairing their cytotoxic activity, cytokine 

production potential and expression of activating receptors. Moreover, we present 

data supportive of the differential action of glucocorticoids on the two main 

subpopulations of NK cells, in terms of cell proliferation and homing capacity. 

Glucocorticoids preferentially induced the proliferation of a more immature cell 

population characterized as CD16
-
NKG2A

+
KIR

low/-
CD57

-
CD94

high
. In addition, the 

surface expression of CXCR3 and CXCR4 was significantly increased on IL-15/GC 

stimulated NK cells favoring their migration capacity toward sites of inflammation 

and the bone marrow, respectively. Furthermore, CD16
-
 NK cells exhibited enhanced 

susceptibility to IL-15 induced apoptosis, which was prevented by the concurrent 

presence of glucocorticoids. This protective effect of glucocorticoids was correlated 

with elevated expression levels of anti-apoptotic factors BCL2 and BCLxL, and 

reduced levels of the pro-apoptotic factor BIM. The aforementioned synergistic effect 

of glucocorticoids and IL-15 might play a significant role in the homeostasis of 
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peripheral NK cells. The pre-exposure of NK cells to even physiological levels of 

glucocorticoids impaired their proliferation potential, yet the presence of minimal 

amounts of IL-15 during the pre-exposure period could counteract the inhibitory 

effect of glucocorticoids. Finally, we provide evidence for the role of glucocorticoids 

in the acceleration of cell cycle progression of IL-15 stimulated CD16
-
 NK cells. 

These findings underline a novel mechanism of immune-modulation mediated 

by glucocorticoids, which might have implications for development of more efficient 

NK-cell-based immunotherapeutic strategies.  

 

Keywords: Natural Killer cells, Glucocorticoids, Cell Proliferation, Apoptosis, 

Homeostasis 
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Θυμώματος των Τρωκτικών v-AKT 
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succinimidyl ester 

Ηλεκτριμιδυλικός Εστέρας 

Καρβοξυφλουοροσκεϊνης 

c-Kit v-Kit Hardy-Zuckerman 4 

feline sarcoma viral oncogene 

homolog 

Ομόλογο του Ιικού Ογκογονιδίου του 

Σαρκώματος των Αιλουροειδών v-Kit 

Hardy-Zuckerman 4 

CTL Cytotoxic T Lymphocyte Κυτταροτοξικά Τ Λεμφοκύτταρο 

DC Dendritic Cell Δενδριτικό Κύτταρο 

Dex Dexamethasone Δεξαμεθαζόνη 

DNAM-1 DNAX Accessory Molecule-

1 

DNAX Βοηθητικό Μόριο-1 

ERK Extracellular signal-

Regulated Kinase 

Κινάση Ρυθμιζόμενη από Εξωκυττάρια 

Σήματα 

FACS Fluoresence Activated Cell 

Sorting 

Διαλογέας Κυττάρων 

Ενεργοποιημένος από Φθορισμό 

FAS Apoptosis Stimulating 

Fragment 

Θραύσμα Επαγωγής της Απόπτωσης 

FBS Fetal Bovine Serum Εμβρυικός Ορός Μόσχου 
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Flt3 fms-related tyrosine kinase 3 Fms-σχετιζόμενη Κινάση της 

Τυροσίνης 3 

GC Glucocorticoid Γλυκοκορτικοειδές 

GILZ Glucocorticoid Induced 

Leucine Zipper protein 

Επαγόμενη από Γλυκοκορτικοειδή 

Πρωτεϊνη με δομικό μοτίβο 

"Φερμουάρ" Λευκίνης 

GM-CSF Granulocyte-Macrophage 

Colony-Stimulating Factor 

Παράγοντας Διέγερσης 

Κοκκιοκυτταρικών και 

Μονοκυτταρικών Αποικιών 

HC Hydrocortisone Υδροκορτιζόνη 

HLA Human Leukocyte Antigen Αντιγόνο Ανθρώπινων 

Λευκοκυττάρων 

HPC Hematopoietic Progenitor 

Cell 

Αιμοποιητικό Προγονικό Κύτταρο 

HSCT Hematopoietic Stem Cell 

Transplantation 

Μεταμόσχευση Αιμοποιητικών 

Αρχέγονων Κυττάρων  

ICAM-1 Intercellular Adhesion 

Molecule 1 

Διακυτταρικό Μόριο Προσκόλλησης 1 

IFN Interferon Ιντερφερόνη 

IL Interleukin Ιντερλευκίνη 

ITAM Immunoreceptor Tyrosine-

based Activation Motif 

Τυροσινο-βασιζόμενο Ενεργοποιητικό 

Μοτίβο των Ανοσο-υποδοχέων  

ITIM Immunoreceptor Tyrosine-

based Inhibition Motif 

Τυροσινο-βασιζόμενο Ανασταλτικό 

Μοτίβο των Ανοσο-υποδοχέων  

KIR Killer Ig-like Receptor Ανοσοσφαιρινικός Υποδοχέας 

Θανάτωσης 

LFA-1 Lymphocyte Function-

associated Antigen 1 

Λειτουργικό Αντιγόνο 

Λεμφοκυττάρων 1 

LIR Leukocyte Ig-like Inhibitory 

Receptor 

Ανοσοσφαιρικός Ανασταλτικός 

Υποδοχέας των Λευκοκυττάρων 

LPAM Lymphocyte Peyer's patch 

Adhesion Molecule  

Μόριο Προσκόλλησης 

Λεμφοκυττάρων των Πλακών Peyer 

MCP Monocyte Chemotactic 

Proteins 

Χημειοτακτική Πρωτεΐνη των 

Μονοκυττάρων 
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MeP Methylprednisolone Μεθυλπρεδνιζολόνη 

MHC Major Histocompatibility 

Complex 

Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας 

MIP Macrophage Inflammatory 

Protein 

Φλεγμονώδης Πρωτεΐνη Μακροφάγων 

mRNA Messenger RNA Αγγελιοφόρο RNA 

NCR Natural Cytotoxic Receptors Υποδοχείς Φυσικής 

Κυτταροτοξικότητας 

NF-κB Nuclear Factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B 

cells 

Πυρηνικός Παράγοντας του Ενισχυτή 

της Καππα Ελαφριάς Αλυσίδας των 

Ενεργοποιημένων Β Λεμφοκυττάρων 

NK Natural Killer cell Φυσικό Φονικό κύτταρο 

PBMC Peripheral Blood 

Mononuclear Cell 

Μονοπύρηνα Κύτταρα του 

Περιφερικού Αίματος 

PBS Phosphate Buffered Saline Ρυθμιστικό Διάλυμα Φωσφορικών  

PFA Paraformaldehyde  Παραφορμαλεϋδη 

qPCR Quantitative Polymerase 

Chain Reaction 

Ποσοστική Αλυσιδωτή Αντίδραση 

Πολυμεράσης 

SFI Specific Fluorescent Intensity Ειδική Ένταση Φθορισμού 

STAT Signal Transducer and 

Activator of Transcription 

Μεταγωγέας Σήματος και 

Ενεργοποιητής της Μεταγραφής 

TCR T Cell Receptor Υποδοχέας των Τ λεμφοκυττάρων   

TGF Transforming Growth Factor Αυξητικός Παράγοντας 

Μετασχηματισμού 

TIL Tumor Infiltrating 

Lymphocytes 

Λεμφοκύτταρα που διηθούν κακοήθεις 

Όγκους 

TLR Toll-like Receptors Υποδοχέας Τύπου Toll 

TNF Tumor Necrosis Factor Παράγοντας Νέκρωσης των Όγκων 

TRAIL TNF-Related Apoptosis-

Inducing Ligand 

Πρόσδεμα Επαγωγής της Απόπτωσης 

Σχετιζόμενο με τον TNF 

Treg Regulatory T cell Ρυθμιστικά Τ Λεμφοκύτταρα 

TΗ T Helper cell Βοηθητικά Τ Λεμφοκύτταρα 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1  Εισαγωγή 

 

Τα φυσικά φονικά κύτταρα (NK, Natural Killer cells) είναι δραστικά λεμφοκύτταρα 

της έμφυτης ανοσίας, τα οποία παίζουν σημαντικό ρόλο στον έλεγχο των ιικών 

μολύνσεων και της ανάπτυξης των όγκων
1
. Η αντι-ιική και αντι-καρκινική δράση των 

ΝΚ κυττάρων δεν οφείλεται μονάχα στην ικανότητά τους να σκοτώσουν τα κύτταρα-

στόχους, αλλά επίσης και στις ρυθμιστικές τους ιδιότητες στην εκκίνηση και 

τροποποίηση των ανοσολογικών αποκρίσεων, μέσω των εκκρινόμενων κυτταροκινών 

και χημειοκινών
2,3

. Επιπρόσθετα, πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι τα ΝΚ κύτταρα 

επιδεικνύουν ανοσολογική μνήμη, μια ιδιότητα των κυττάρων της επίκτητης 

ανοσίας
4
.  

Τα ΝΚ κύτταρα αποτελούν έναν ετερογενή κυτταρικό πληθυσμό από άποψη 

φαινοτυπική, λειτουργική, πολλαπλασιαστικού δυναμικού και κατανομής στους 

ιστούς. Στο περιφερικό αίμα του ανθρώπου έχουν χαρακτηριστεί δυο κύριοι 

υποπληθυσμοί, οι οποίοι διακρίνονται βάσει της έκφρασης του υποδοχέα CD16 και 

της επιφανειακής πυκνότητας έκφρασης του δείκτη CD56: (α) ο επικρατής (90%) 

CD56
dim

(CD16
+
) πληθυσμός που παρουσιάζει έντονη κυτταροτοξική δραστικότητα, 

και (β) ο σχετικά ανώριμος CD56
bright

(CD16
-
) πληθυσμός που παρουσιάζει υψηλό 

δυναμικό πολλαπλασιασμού και παραγωγής κυτταροκινών
5
. Τα CD56

dim
CD16

+
 ΝΚ 

είναι εξελικτικά πιο ώριμα κύτταρα και θεωρείται ότι προκύπτουν από τη 

διαφοροποίηση των CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ κυττάρων

6
. Οι παραπάνω δυο 

υποπληθυσμοί μπορούν να υποδιαιρεθούν περαιτέρω βάσει επιπρόσθετων 

φαινοτυπικών και λειτουργικών χαρακτηριστικών
7,8

. Ο χαρακτηρισμός των εγγενών 

και εξωγενών παραγόντων, οι οποίοι ρυθμίζουν την ανάπτυξη και διαφοροποίηση 

των NK προς λειτουργικά καθορισμένους υποπληθυσμούς, αποτελεί προϋπόθεση για 

την πιο αποτελεσματική εκμετάλλευση της πλειοτροπικής και δυναμικής φύσης 

αυτών των κυττάρων στην καταπολέμηση των ιικών/παρασιτικών μολύνσεων, 

αυτοάνοσων ασθενειών και του καρκίνου. 
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Πρόσφατα, η απομόνωση και η ex vivo ανάπτυξη πρωτογενών ΝΚ κυττάρων 

έχουν καταστήσει δυνατή την αξιοποίηση αυτών των κυττάρων στην ανοσοθεραπεία 

του καρκίνου
9,10

. Ωστόσο, η απόκτηση επαρκούς αριθμού ενεργοποιημένων ΝΚ 

κυττάρων παραμένει ένας περιοριστικός παράγοντας σε τέτοιου είδους θεραπείες. 

Επίσης, οι ανοσοκατασταλτικές θεραπείες, μέσω χορήγησης γλυκοκορτικοειδών (GC, 

Glucocorticoids), αποτελούν ένα ακόμα εμπόδιο στην εφαρμογή παθητικών 

ανοσοθεραπευτικών σχημάτων. 

Τα GC αντιπροσωπεύουν μια οικογένεια στεροειδών ορμονών που συμμετέχει 

στη διαμόρφωση των ανοσολογικών αποκρίσεων
11

. Η πιο επιφανής δράση των GC, η 

οποία αποτελεί τη βάση της φαρμακολογικής τους χρήσης ως αντι-φλεγμονώδη, είναι 

η ανοσοκαταστολή
12

. Τα GC εκδηλώνουν τις αντι-φλεγμονώδεις τους ιδιότητες 

κυρίως μέσω επαγωγής της απόπτωσης
13-15

, της ρύθμισης της παραγωγής 

κυτταροκινών
16

, της αναστολής της έκφρασης επιφανειακών μορίων πρόσδεσης
17

, 

την παρεμπόδιση της υπερέκφρασης του προσδέματος CD40 στα ενεργοποιημένα 

CD4
+
 T λεμφοκύτταρα

18
, και της άμεσης καταστολής των πρώιμων σηματοδοτικών 

γεγονότων από τον υποδοχέα TCR
19

.  

Συχνά τα GC χορηγούνται σε καρκινοπαθείς, σε συνδυασμό με άλλες 

θεραπευτικές αγωγές, για την αντιμετώπιση ποικιλίας συμπτωμάτων. Το δυναμικό 

των GC να καταστείλουν τις ανοσολογικές αποκρίσεις θεωρείται μειονέκτημα στην 

παθητική ανοσοθεραπεία με ΝΚ κύτταρα. Όμως, παρότι τα GC θεωρείται να 

μεταδίδουν κατασταλτικά σήματα, η δράση τους στο ανοσοποιητικό σύστημα είναι 

μάλλον διττή. Συνεπώς, ο χαρακτηρισμός των παραγόντων που καθορίζουν τη δράση 

των GC στα επιμέρους κυτταρικά συστατικά του ανοσοποιητικού συστήματος, είναι 

ιδιάζουσας σημασίας για την ανοσοθεραπεία του καρκίνου. 

Ο διττός ρόλος των GC έχει δειχθεί αρχικά από την δράση της δεξαμεθαζόνης 

(Dex, dexamethasone), ενός συνθετικού GC, σε υβριδωματικά Τ κύτταρα καθώς και 

σε πρωτογενή T λεμφοκύτταρα. Έτσι, παρότι η Dex επάγει την απόπτωση και στα 

δυο είδη κυττάρων, μπορεί επίσης να ανταγωνιστεί την επαγόμενη από άλλα 

ερεθίσματα (π.χ. αντι-CD3) απόπτωση
20

. Η ισχυρή υπερέκφραση του γονιδίου του 

IL-7Rα υποδοχέα που προκαλείται από τα GC στα Τ λεμφοκύτταρα, αποτελεί ένα 

άλλο παράδειγμα θετικής επίδρασης των GC στο ανοσολογικό σύστημα, 

λαμβάνοντας υπόψη ότι η IL-7 ρυθμίζει τον πολλαπλασιασμό, την επιβίωση και τη 

διαφοροποίηση των Τ λεμφοκυττάρων
21

. Έχει επίσης παρατηρηθεί ότι τα GC 
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μπορούν να επιταχύνουν την επαγόμενη από τη δέσμευση του TCR υποδοχέα 

μιτογένεση των λεμφοκυττάρων
22

. Ο Hinrichs et al έχουν αναφέρει ότι η Dex δεν 

παρουσιάζει καμιά επίπτωση στον πολλαπλασιασμό και τη λειτουργία των 

ενεργοποιημένων pmel-1-ειδικών CD8
+
 λεμφοκυττάρων, και μάλιστα αυτά τα 

κύτταρα μπορούν να μεταμοσχευθούν επιτυχώς σε ποντίκια που φέρουν B16 όγκους 

μελανώματος και λαμβάνουν Dex
23

. Επιπλέον, σε μια κλινική δοκιμή εμβολιασμού 

ασθενών με καρκίνο του προστάτη παρατηρήθηκε μια συνέργεια στις 

ανοσοαποκρίσεις μεταξύ ενεργού εμβολιασμού και της χορήγησης GC
24

. 

Επιπρόσθετα, μελέτες υποστηρίζουν τη θετική επίδραση των GC στη διαφοροποίηση 

των ανώριμων πρόδρομων ΝΚ κυττάρων προς λειτουργικά ώριμα ΝΚ
25-27

. Και τέλος, 

έχει αναφερθεί ότι η υδροκορτιζόνη (HC, hydrocortisone) σε συνδυασμό με την IL-15 

ενισχύει σημαντικά τον πολλαπλασιαστικό δυναμικό των περιφερικών CD56
+
CD3

-
 

ΝΚ κυττάρων χωρίς να επιφέρει καμιά επίπτωση στη λειτουργική τους δράση
28

. 

Μάλιστα, τα κύτταρα αυτά έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς σε μια κλινική μελέτη 

φάσης Ι για την παθητική ανοσοθεραπεία ασθενών με μη-μικροκυτταρικό καρκίνο 

του πνεύμονα
29

, καθώς και σε ένα προκλινικό μοντέλο μεταστατικού καρκίνου του 

πνεύμονα
30

. Και στις δυο περιπτώσεις έχει διαπιστωθεί ότι τα ενεργοποιημένα 

παρουσία της IL-15 και HC ΝΚ κύτταρα έχουν σημαντικό αντικαρκινικό δυναμικό. 

Ωστόσο, υπάρχουν αναφορές στη βιβλιογραφία οι οποίες υποστηρίζουν την 

ανασταλτική δράση των GC σε ανθρώπινα ΝΚ κύτταρα. Συγκεκριμένα, έχει 

αναφερθεί ότι η μεθυλπρεδνιζολόνη (MeP, methylprednisolone) αναστέλλει τόσο την 

ικανότητα πολλαπλασιασμού όσο και τη λειτουργική δράση των ενεργοποιημένων με 

IL-2 ή IL-15 ΝΚ κυττάρων
31,32

. Επιπρόσθετα, ΝΚ από ασθενείς, που λαμβάνουν 

φαρμακολογικές δόσεις GC, παρουσιάζουν μειωμένο λειτουργικό και 

πολλαπλασιαστικό δυναμικό
32

. Από την άλλη μεριά, είναι γνωστό ότι τα 

κυκλοφορούντα ΝΚ κύτταρα εκτίθενται συνεχώς σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις 

κορτιζόλης, που κυμαίνονται μεταξύ 10
-7

 – 10
-6

 Μ ή και σε υψηλότερες τιμές κατά τη 

διάρκεια στρεσογόνων καταστάσεων
33

, αλλά συγχρόνως διατηρούν τη λειτουργική 

τους ακεραιότητα.  

Υπό το πρίσμα αυτών των αντικρουόμενων δημοσιευμάτων, στην εργασία 

αυτή θα προσπαθήσουμε να διαλευκάνουμε τα παρακάτω ερωτήματα: 

o Μπορεί οι βιβλιογραφικές αποκλίσεις να οφείλονται σε διαφορετική 

βιολογική δράση των χρησιμοποιούμενων συνθετικών GC 
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o Πώς ανταποκρίνονται οι υποπληθυσμοί των ΝΚ κυττάρων στην ενεργοποίηση 

με IL-15 και GC 

o Ποιός ο ρόλος των GC στην ομοιόσταση των ΝΚ κυττάρων 

o Πώς τα GC επηρεάζουν την απόπτωση των ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων 

και ποιοι παράγοντες εμπλέκονται στη ρύθμισή της 

o Ποιά είναι η επίδραση των GC στον κυτταρικό κύκλο των ΝΚ κυττάρων και 

ποιοί είναι οι μεσολαβητές της δράσης αυτής 

o Τί αντίκτυπο θα μπορούσε να έχει η χρήση των ενεργοποιημένων με IL-15 και 

GC ΝΚ κυττάρων στην παθητική ανοσοθεραπεία του καρκίνου 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2  Ανασκόπηση της Βιβλιογραφίας  

 

2.1 Φυσικά Φονικά Κύτταρα: Ανασκόπηση του Ρόλου, της Ποικιλομορφίας και 

των Λειτουργιών τους 

Τα Φυσικά Φονικά κύτταρα (Natural Killer cells, NK) αντιπροσωπεύουν τον τρίτο 

μεγαλύτερο πληθυσμό λεμφοκυττάρων στα θηλαστικά και είναι κρίσιμα για τις 

έμφυτες ανοσολογικές αποκρίσεις
34

. Χαρακτηρίζονται από την έκφραση μιας 

ποικιλίας επιφανειακών υποδοχέων, ανασταλτικών ή ενεργοποιητών, που καθορίζουν 

τη λειτουργία τους
35

. Πρόκειται για μεγάλα, κοκκιώδη λεμφοκύτταρα προερχόμενα 

από το μυελό των οστών ή τους λεμφαδένες. Τα ΝΚ κύτταρα διαφοροποιούνται από 

τα Τ και Β λεμφοκύτταρα μορφολογικά, φαινοτυπικά και βάσει των λειτουργικών 

ιδιοτήτων τους. Επίσης, σε αντίθεση με τα Τ και Β λεμφοκύτταρα, δεν απαιτούν 

προηγούμενη ευαισθητοποίηση για να εκδηλώσουν τη δράση τους
36

. Τα ΝΚ κύτταρα 

απαντώνται στο αίμα ως κυκλοφορούντα κύτταρα και σε άλλα όργανα του σώματος 

ως μόνιμα κύτταρα
37,38

.  

Οι βιολογικές λειτουργίες των ΝΚ μπορούν να ομαδοποιηθούν σε τρεις 

κατηγορίες: (1) Κυτταροτοξικότητα – Τα ΝΚ κύτταρα μπορούν να σκοτώσουν 

ορισμένα επιμολυσμένα από ιούς κύτταρα και μετασχηματισμένα κύτταρα 

ανεξάρτητα από την έκφραση των MHC υποδοχέων
39

. Τα ΝΚ διαθέτουν ένα μεγάλο 

αριθμό κυτταρολυτικών κοκκίων (εκκριτικά λυσοσωμάτια) που περιέχουν περφορίνη 

και διάφορα μεγαλοένζυμα (Granzyme). Μετά από την επαφή μεταξύ του ΝΚ 

κυττάρου και του κυττάρου-στόχου τα λυτικά κοκκία εκκρίνονται στη λεγόμενη 

ανοσολογική σύναψη για να προκαλέσουν λύση. Παρότι η εξαρτώμενη από τη 

περφορίνη κυτταροτοξικότητα αποτελεί τον κύριο μηχανισμό λύσης, τα ΝΚ κύτταρα 

μπορούν να χρησιμοποιήσουν και άλλους μηχανισμούς μεσολαβούμενους από το 

FASL, TNF ή TRAIL; (2) Έκκριση κυτταροκινών και χημειοκινών – Τα ΝΚ είναι 

περισσότερο γνωστά για την ικανότητά τους να παράγουν IFN-γ, όμως παράγουν μια 

πληθώρα άλλων κυτταροκινών και χημειοκινών συμπεριλαμβανομένων των TNF-α, 
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GM-CSF, IL-5, IL-13, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1b) και CCL5 (RANTES)
40-42

. Η 

κυτταροτοξικότητα και η έκκριση κυτταροκινών μεσολαβούνται από δυο 

διαφορετικούς υποπληθυσμούς των ανθρώπινων ΝΚ κύτταρων που χαρακτηρίζονται 

από την ένταση της έκφρασης του επιτόπου CD56 στην κυτταρική τους επιφάνεια; 

και (3) Κυτταρική συν-διέγερση εξαρτώμενη από επαφή – Τα ΝΚ κύτταρα εκφράζουν 

διάφορα προσδέματα με συν-διεγερτική δράση, όπως το CD40L (CD154) και 

OX40L, τα οποία τους επιτρέπουν να παρέχουν συν-διεγερτικά σήματα στα T ή Β 

λεμφοκύτταρα
43,44

. Έτσι, τα ΝΚ λειτουργούν ως μια γέφυρα σε ένα κύκλωμα 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ της έμφυτης και επίκτητης ανοσίας. Τα δενδριτικά κύτταρα 

(DC, Dendritic Cells) ενεργοποιούν τα ΝΚ, τα οποία με τη σειρά τους συντελούν 

στην βέλτιστη διέγερση των Τ και Β λεμφοκυττάρων. 

Σύμφωνα με την επικρατούσα θεώρηση, η ενεργοποίηση και η καταστολή της 

δράσης των ΝΚ βασίζεται στη συντονισμένη δράση ειδικών υποδοχέων 

ενεργοποίησης και καταστολής. Το ισοζύγιο των ενεργοποιητικών και 

κατασταλτικών σημάτων που δέχεται το ΝΚ κύτταρο καθορίζει την τελική έκβαση 

της αλληλεπίδρασης των ΝΚ με τα κύτταρα-στόχους. Τα φυσιολογικά κύτταρα του 

οργανισμού προστατεύονται από την κυτταροτοξική δράση των ΝΚ, όταν σήματα 

που πυροδοτούνται από ενεργοποιητικούς υποδοχείς εξισορροπούνται από 

κατασταλτικά σήματα προερχόμενα από μόρια MHC τάξης I του εαυτού. Εάν, όμως, 

ένα κύτταρο-στόχος χάσει την έκφραση των μορίων MHCτάξης I (ως επακόλουθο 

του μετασχηματισμού ή επιμόλυνσης), τότε τα διεγερτικά σήματα προερχόμενα από 

το κύτταρο-στόχο επικρατούν, με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση των ΝΚ και την 

επακόλουθη λύση του κυττάρου-στόχου (missing-self recognition). Ο 

μετασχηματισμός και η επιμόλυνση μπορούν να επάγουν την υπερέκφραση 

διεγερτικών προσδεμάτων, έτσι ώστε η συνεχής καταστολή προερχόμενη από τους 

ανασταλτικούς υποδοχείς να καταβληθεί (induced-self recognition). Σε πολλές 

περιπτώσεις, αυτοί οι δυο μηχανισμοί αναγνώρισης λειτουργούν συνεργικά 

παρέχοντας στα ΝΚ κύτταρα τη μέγιστη ικανότητα να διακρίνουν τα υγιή κύτταρα 

του εαυτού από τα μετασχηματισμένα ή μολυσμένα κύτταρα-στόχους
45

.  

Στο παρελθόν, η κύρια λειτουργία των ΝΚ κυττάρων είχε σχετιστεί 

αποκλειστικά με την ικανότητά τους να σκοτώσουν μολυσμένα από ιούς κύτταρα ή 

καρκινικά κύτταρα. Τα τελευταία χρόνια, όμως, έχει δειχθεί πως τα ΝΚ παίζουν 

σημαντικό ρόλο στην άμυνα του ξενιστή έναντι ενδοκυττάριων παθογόνων, στην 
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απόρριψη μοσχευμάτων μυελού των οστών, στην αναπαραγωγή και στην μητρική 

(ανοσο)ανοχή του εμβρύου
36

. 

 

2.1.1 Οντογένεση των Ανθρώπινων ΝΚ κυττάρων 

Τα ΝΚ κύτταρα πιστεύεται πως έχουν σχετικά μικρό χρόνο ημι-ζωής και ως εκ 

τούτου πρέπει να αναπληρώνονται συνεχώς προκειμένου να διατηρηθεί η ομοιόστασή 

τους
46,47

. Ενώ είναι ξεκάθαρο ότι τα ΝΚ κύτταρα προέρχονται από το ίδιο CD34
+
 

αιματοποιητικό προγονικό κύτταρο (HPC, hematopoietic progenitor cell) όπως τα Β 

και Τ λεμφοκύτταρα, οι θέσεις στις οποίες συντελείται η ανάπτυξη και ωρίμανσή 

τους δεν έχουν ακόμα διευκρινιστεί πλήρως
48,49

, παρότι πρόσφατες παρατηρήσεις 

υποδεικνύουν ότι, πέρα από το μυελό των οστών, και τα δευτερογενή λεμφοποιητικά 

όργανα (όπως οι λεμφαδένες) παίζουν σημαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση των 

ΝΚ
50,51

.  

Ανάπτυξη των ΝΚ κυττάρων στο Μυελό των Οστών 

Η ανάπτυξη των ΝΚ συμβαίνει πρωταρχικά στο μυελό των οστών, το περιβάλλον του 

οποίου (άλλα αιμοποιητικά κύτταρα καθώς και κύτταρα του στρώματος) προσφέρει 

τα κατάλληλα σήματα για την προώθηση της επιβίωσης, της απόπτωσης, του 

πολλαπλασιασμού και της διαφοροποίησής τους σε ενδιάμεσους κυτταρικούς 

τύπους
47,52

. Ο μυελός των οστών είναι εμπλουτισμένος σε CD34
+
 HPC, 

συμπεριλαμβανομένου και ενός κλάσματος των προδρομικών ΝΚ κυττάρων (των 

pre-NK)
53

. Τα κύτταρα του στρώματος του μυελού των οστών παίζουν σημαντικό 

ρόλο στη σταδιακή λειτουργική ωρίμανση των ΝΚ
54

 κυρίως δημιουργώντας ένα 

μικρο-περιβάλλον από κυτταροκίνες κρίσιμες για την ανάπτυξη των ΝΚ. Η 

ιντερλευκίνη 15 (interleukin IL-15), η οποία παράγεται από τα κύτταρα του 

στρώματος, διευκολύνει τη διαφοροποίηση σε κυτταρολυτικά ΝΚ κύτταρα από 

CD34
+
 HPC προερχόμενα από το εμβρυικό ήπαρ, το μυελό των οστών, το θύμο 

αδένα, το αίμα του ομφάλιου λώρου, το περιφερικό αίμα ενήλικα ή τους 

λεμφαδένες
55-57

.  

Άλλοι παράγοντες, εκκρινόμενοι από τα κύτταρα του στρώματος, που 

ενισχύουν την ανάπτυξη των ΝΚ είναι το πρόσδεμα του υποδοχέα c-kit (c-kit ligand, 

KL) και το πρόσδεμα του υποδοχέα flt3 (flt3 ligand, FL). Οι παράγοντες αυτοί, έχουν 
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δειχθεί, να ενισχύουν σημαντικά τον πολλαπλασιασμό και την ανάπτυξη των ΝΚ 

κυττάρων από τα πρόδρομα CD34
+
 HPC σε συνδυασμό με την IL-15, ενώ από μόνοι 

τους δεν έχουν καμιά επίδραση στη διαφοροποίηση των ΝΚ
56,58,59

.  

Ανάπτυξη των ΝΚ κυττάρων στους Λεμφαδένες  

Πρόσφατες μελέτες προτείνουν ότι οι λεμφαδένες μπορεί να αποτελούν μια επιπλέον 

σημαντική θέση για τη διαφοροποίηση των ΝΚ. Οι λεμφαδένες είναι φυσικά και 

επιλεκτικά εμπλουτισμένοι σε CD34
dim

CD45RA
+
 HPC πρόδρομα κύτταρα, τα οποία 

είναι ικανά να διαφοροποιηθούν in vitro σε CD56
bright

 ΝΚ κύτταρα παρουσία της IL-2 

ή IL-15
60

. Επιπρόσθετα, αυτά τα CD34
dim

CD45RA
+
 HPC πρόδρομα κύτταρα 

παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα έκφρασης μορίων πρόσδεσης, όπως η L-σελεκτίνη 

(CD62L) και η α4/β7-ιντεγκρίνη (LPAM), γνωστών ως υποδοχέων επικοισμού 

(homing receptors). Επίσης, μέσα στους λεμφαδένες τα CD34
dim

CD45RA
+
 HPC 

κύτταρα συν-εντοπίζονται μαζί με τα CD56
bright

 NK στις παραθυλακικές περιοχές, οι 

οποίες είναι εμπλουτισμένες σε Τ λεμφοκύτταρα
58,60

. Η ενδογενής IL-2 προερχόμενη 

από τα Τ λεμφοκύτταρα μπορεί να πυροδοτήσει τα CD56
bright

 NK κύτταρα να 

εκκρίνουν IFN-γ
61

. Με δεδομένο πως μόνο ο CD56
bright

 υποπληθυσμός των ΝΚ 

εκφράζει μόνιμα τον υποδοχέα υψηλής συγγένειας της IL-2 (CD25)
62

, μπορεί να 

εξηγηθεί εν μέρει γιατί στους λεμφαδένες τα CD34
+
 HPC κύτταρα διαφοροποιούνται 

επιλεκτικά σε CD56
bright

 NK και όχι σε CD56
dim

 NK κύτταρα που πολλαπλασιάζονται 

ασθενώς ως απόκριση σε υψηλές δόσεις της IL-2
63

. 

Στην Εικόνα 2-1 παριστάνεται ο μηχανισμός ανάπτυξης και διαφοροποίησης 

των ΝΚ, όπως αυτός προτάθηκε από τους Freud et al
64

. Σύμφωνα με τον 

προτεινόμενο μηχανισμό, τα αρχικά στάδια της ανάπτυξης των ΝΚ 

πραγματοποιούνται στο μυελό των οστών υπό την επίδραση παραγόντων 

προερχόμενων από τα κύτταρα του στρώματος, οι οποίοι καθοδηγούν την πρώιμη 

διαφοροποίηση των CD34
+
 HPC σε CD34

+
CD45RA

+
alpha4/beta7

+
 NK πρόδρομα 

κύτταρα. Τα τελευταία, εκφράζοντας μόρια πρόσδεσης, μεταναστεύουν ταχέως στους 

λεμφαδένες, όπου υπό την επίδραση της IL-2, εκκρινόμενης από τα Τ λεμφοκύτταρα, 

διαφοροποιούνται σε CD56
bright

 NK, τα οποία μπορούν να διαφοροποιηθούν 

περαιτέρω σε CD56
dim

 NK. Το ταξίδι από το μυελό των οστών στους λεμφαδένες 

φαίνεται να είναι σημαντικό για τη διαφοροποίηση των ΝΚ, καθώς το περιφερικό 
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αίμα φαίνεται να είναι περισσότερο εμπλουτισμένο σε pre-NK κύτταρα συγκριτικά με 

το μυελό των οστών
60

.  

 

 

Εικόνα 2-1 Στάδια οντογένεσης των ΝΚ in vivo 

Τα ΝΚ προέρχονται από αιμοποιητικά βλαστικά κύτταρα του μυελού των οστών (Bone 

Marrow) και ολοκληρώνουν τη διαφοροποίησή τους στους λεμφαδένες (Lymph Nodes). 

Καθώς τα ΝΚ κύτταρα προοδεύουν από το στάδιο 1 στο στάδιο 3, η διαφοροποίησή 

τους περιορίζεται αποκλειστικά στο ΝΚ γενεαλογικό μονοπάτι, και χάνουν την 

ικανότητα διαφοροποίησης σε Τ λεμφοκύτταρα ή δενδριτικά κύτταρα (DC). Στα στάδια 

3-5, τα ΝΚ υφίστανται λειτουργική ωρίμανση προς CD56
bright

 και CD56
dim

.
65

 

 

Στάδια διαφοροποίησης των ΝΚ 

Τα αναπτυξιακά στάδια των ΝΚ, παρότι όχι πλήρως καθορισμένα, έχουν 

προσδιοριστεί βάσει της διαφορικής κινητικής έκφρασης ορισμένων μορίων 

επιφανείας. Οι Freud et al.
64

 βασισμένοι στο γεγονός ότι (α) πάνω από το 90% των 
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ΝΚ που βρίσκονται στους λεμφαδένες εκφράζουν τουλάχιστον τους δείκτες CD34, 

CD117 και/ή CD94, (β) το CD34 και το CD94 είναι ανεξάρτητοι αντιγονικοί δείκτες, 

υποδηλώνοντας ότι τα ενδιάμεσα στάδια διαφοροποίησης των ΝΚ πρώτα θα χάσουν 

την έκφραση του CD34 και μετά θα αποκτήσουν το δείκτη CD94, (γ) η λειτουργική 

ωρίμανση των ΝΚ (κυτταροτοξικότητα και έκκριση IFN-γ) καθώς και η έκφραση του 

δείκτη CD56 συμβαίνουν στα τελευταία στάδια της ανάπτυξης
66,67

, έχουν προτείνει 

μια σειρά μοριακών δεικτών για την ταυτοποίηση των διακριτών σταδίων ανάπτυξης 

των ΝΚ, όπως παριστάνεται στην Εικόνα 2-2. Πρέπει να σημειώσουμε πως μόνο τα 

ανώριμα ΝΚ (iNK, immature NK) είναι αποκλειστικά δεσμευμένα (committed) προς 

διαφοροποίηση σε ΝΚ κύτταρα, καθώς έχει βρεθεί ότι τα CD34
dim

CD117
+
CD94

-
 και 

τα CD34
+
CD117

+/-
CD94

-
 υπό τις κατάλληλες συνθήκες μπορούν να διαφοροποιηθούν 

σε πλασματοκυτταρικά DC (pDC, plasmacytoid DC)
60

 και Τ λεμφοκύτταρα
64

, 

αντίστοιχα.  

 

 

Εικόνα 2-2 Στάδια διαφοροποίησης των ΝΚ 

Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που διακρίνουν τους κύριους υποπληθυσμούς των ΝΚ 

κατά τη διαδικασία οντογένεσής τους
65

. Η εικόνα δείχνει τους σημαντικότερους 

δείκτες. 
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2.1.2 Λειτουργικά Ποικιλόμορφοι Κυτταρικοί Υποπληθυσμοί των ΝΚ στον 

Άνθρωπο 

Μετά την ολοκλήρωση της λειτουργικής ωρίμανσής τους, τα ΝΚ εγκαθίστανται στα 

λεμφοειδή όργανα της περιφέρειας και μέσω του αίματος και της λέμφου 

κυκλοφορούν σε ολόκληρο το σώμα. Τα ώριμα ΝΚ αντιπροσωπεύουν ένα σημαντικό 

κλάσμα των κυκλοφορούντων ΝΚ κυττάρων στον άνθρωπο
68

. Δυο κύριοι 

υποπληθυσμοί των ΝΚ μπορούν να προσδιοριστούν με βάση τη διαφορική έκφραση 

του CD16 (FcγRIII) και του CD56 (N-CAM) στην επιφάνεια των κυκλοφορούντων 

CD3
-
 λεμφοκυττάρων: τα CD56

dim
CD16

+
 NK κύτταρα αντιπροσωπεύουν σχεδόν το 

90% των ΝΚ του αίματος, ενώ το υπόλοιπο 10% χαρακτηρίζεται ως CD56
bright

CD16
-
 

NK
69

. Φαινοτυπικά τα CD56
bright

CD16
-
 NK εκφράζουν CD94/NKG2A, CCR7, 

CD62L, CD25, και CD117 αλλά τα περισσότερα στερούνται της έκφρασης των KIR 

υποδοχέων, ενώ τα CD56
dim

CD16
+
 ΝΚ είναι CD94/NKG2A

+/-
 και KIR

+
 αλλά δεν 

εκφράζουν CCR7, CD62L, CD25, ή CD117
63,70-76

 (Εικόνα 2-3). Αυτοί οι δύο 

υποπληθυσμοί παρουσιάζουν διαφορετική λειτουργία καθώς τα CD56
bright

CD16
-
 NK 

παράγουν μεγαλύτερες ποσότητες και μεγαλύτερη ποικιλία κυτταροκινών (IFN-γ, 

GM-CSF, IL-13, TNF-α και IL-10) απ’ ότι τα CD56
dim

CD16
+
 ΝΚ

5,71,77
. Αντίθετα, τα 

CD56
dim

CD16
+
 ΝΚ διαθέτουν άφθονα κυτταροπλασματικά αποθέματα περφορίνης 

και μεγαλοενζύμων και παρουσιάζουν αυξημένη κυτταροτοξικότητα
69,74,77

. Ο 

λειτουργικός αυτός διαχωρισμών των δύο υποπληθυσμών είναι σχετικός με δεδομένο 

πως και οι δυο διαθέτουν την ικανότητα να παράγουν κυτταροκίνες και να 

κυτταρολύουν ΝΚ-ευαίσθητα κύτταρα-στόχους
69

. 
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Εικόνα 2-3 Φαινοτυπική και λειτουργική διαφοροποίηση των CD56
bright

 vs. 

CD56
dim

 

Σχηματική απεικόνιση των σημαντικότερων φαινοτυπικών και λειτουργικών 

διαφορών ανάμεσα στα CD56
brigh

 (αριστερά) και CD56
dim

 (δεξιά) NK κυττάρων
5
. 

 

Το κατά πόσο αυτοί οι δύο καλά καθορισμένοι υποπληθυσμοί των ΝΚ 

συνδέονται μεταξύ τους με μια σχέση «προδρόμου – προϊόντος» ή είναι αποτέλεσμα 

ανεξάρτητων μονοπατιών διαφοροποίησης των ΝΚ κυττάρων, είναι ακόμα υπό 

συζήτηση. Μια σειρά από ενδείξεις, ωστόσο, υποστηρίζει ότι τα CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ 

αποτελούν πρόδρομα των CD56
dim

CD16
+
 ΝΚ κυττάρων. Πρώτον, έχει παρατηρηθεί 

ότι το ποσοστό των CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ είναι αυξημένο στο αίμα των ασθενών 

αμέσως μετά από τη μεταμόσχευση μυελού των οστών και μειώνεται σταδιακά με το 

χρόνο καθώς ο CD56
dim

 υποπληθυσμός γίνεται πιο επικρατής
78-80

. Δεύτερον, το 

μήκος των τελομερών, που ως γνωστόν ελαττώνεται με τις κυτταρικές διαιρέσεις και 

την κυτταρική γήρανση, είναι σημαντικά μικρότερος στα CD56
dim

CD16
+
 ΝΚ σε 

σύγκριση με των CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ κυττάρων του ιδίου δότη

81
. Τρίτον, 

μεταμόσχευση των CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ κυττάρων σε NOD/SCID ποντίκια οδηγεί 

κυρίως στην παραγωγή CD56
dim

CD16
+
 ΝΚ

6
. Το τελευταίο έχει επιπλέον παρατηρηθεί 

και in vitro (παρότι σε μικρότερη ένταση) όπου τα CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ υιοθετούν το 

φαινότυπο των CD56
dim

CD16
+
 ΝΚ κατόπιν συν-καλλιέργειας με ινοβλάστες

6
. Παρά 

τις παρατηρήσεις αυτές, το ενδεχόμενο της ύπαρξης ενός κοινού πρόδρομου 

κυττάρου, που μπορεί να δώσει γέννηση στους δύο αυτούς υποπληθυσμούς, δεν 

μπορεί να αποκλειστεί. 

Η κατανόηση των μηχανισμών και παραγόντων που ρυθμίζουν τη 

διαφοροποίηση των CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ προς CD56

dim
CD16

+
 ΝΚ in vivo μπορεί να 
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βοηθήσει στην προσαρμογή των ανθρώπινων ανοσοθεραπειών έναντι ορισμένων 

ασθενειών, για παράδειγμα τροποποιώντας τη σχετική αναλογία των 

«κυτταροτοξικών» έναντι «εκκριτικών» ΝΚ κυττάρων.  

 

2.1.3 Υποδοχείς των ΝΚ κυττάρων 

Όπως προαναφέρθηκε, τα ΝΚ είναι λεμφοκύτταρα καλά εξοπλισμένα για την 

εξόντωση των καρκινικών και μολυσμένων από ιούς κυττάρων. Η σύνθετη «μηχανή 

θανάτωσης» των ΝΚ ρυθμίζεται από σήματα που δέχονται τα ΝΚ τόσο από 

ανασταλτικούς όσο και από διεγερτικούς υποδοχείς. Οι ανασταλτικοί υποδοχείς 

αναγνωρίζουν μόρια που εκφράζονται στην επιφάνεια των φυσιολογικών κυττάρων 

του οργανισμού ως μέσο προστασίας των υγιών κυττάρων από πιθανή επίθεση από τα 

ΝΚ. Οι κλασικοί ανασταλτικοί υποδοχείς αναγνωρίζουν μόρια MHC τάξης Ι, αλλά σε 

πρόσφατες έρευνες έχουν ταυτοποιηθεί ανασταλτικοί υποδοχείς που αναγνωρίζουν 

προσδέματα μη-MHC. Οι διεγερτικοί υποδοχείς, από την άλλη, αναγνωρίζουν μόρια 

προερχόμενα από παθογόνους οργανισμούς, ή επαγόμενα από το stress, καθώς και 

μια σειρά μη χαρακτηρισμένων κυτταρικών προσδεμάτων. Παρακάτω, εξετάζονται οι 

κυριότεροι εξ’ αυτών των υποδοχέων. 

Ανασταλτικοί Υποδοχείς των ΝΚ κυττάρων 

Όλοι οι καλά χαρακτηρισμένοι ανασταλτικοί υποδοχείς των ΝΚ περιέχουν στην 

κυτταροπλασματική ουρά τους ένα ή περισσότερα ανασταλτικά μοτίβα ITIM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif). Κατόπιν της αλληλεπίδρασης του 

υποδοχέα με το αντίστοιχο πρόσδεμα, τα κατάλοιπα της τυροσίνης στα ITIM 

φωσφορυλιώνονται και προσελκύουν στην μεμβράνη ειδικές φωσφατάσες οι οποίες 

παρεμποδίζουν την επαγωγή διεγερτικών σημάτων
82

. 

Οι υποδοχείς των ΝΚ κυττάρων μπορούν να αναγνωρίσουν κλασικές και μη 

πρωτεΐνες MHC τάξης Ι. Ωστόσο, υποδοχείς για τις πρωτεΐνες MHC τάξης ΙΙ δεν 

έχουν ταυτοποιηθεί ως τώρα. Οι κύριοι MHC-ειδικοί υποδοχέις των NK κυττάρων 

ανήκουν είτε στην οικογένεια των ανοσοσφαιρινών (Ig) (η οποία συμπεριλαμβάνει 

τους υποδοχείς KIR και LIR) ή στην οικογένεια των λεκτινών C-τύπου. Ένα 

σημαντικό γνώρισμα των ανασταλτικών υποδοχέων των ΝΚ στο σύνολό τους είναι 

πως εκφράζονται σε ένα ποικιλόμορφο τρόπο, έτσι ώστε κάθε ΝΚ κύτταρο να 
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εκφράζει πολλαπλούς υποδοχείς σε ένα σύνθετο συνδυαστικό ρεπερτόριο με 

αποτέλεσμα τη δημιουργία διάφορων υποπληθυσμών ΝΚ κυττάρων ικανών να 

αντιληφθούν την απώλεια ενός μόνο μορίου MHC
83

.  

ΥΥπποοδδοοχχεείίςς  KKIIRR  ((KKiilllleerr  IIgg--lliikkee  RReecceeppttoorrss)) – είναι διαμεμβρανικές 

γλυκοπρωτεΐνες τύπου Ι που ανήκουν στην οικογένεια των ανοσοσφαιρινών και 

αποτελούν την πιο πολυμορφική ομάδα υποδοχέων των ΝΚ. Ανάλογα με τον αριθμό 

των ανοσοσφαιρινικών δομών που κατέχουν στο εξωκυττάριο τμήμα τους χωρίζονται 

σε KIR3D (με 3 δομές Ig) και KIR2D (με 2 δομές Ig)
83

. Οι ανασταλτικοί υποδοχείς 

KIR, παρότι όλοι αλληλεπιδρούν με μόρια MHC τάξης Ι, παρουσιάζουν 

αλληλομορφική ειδικότητα αναγνώρισης/δέσμευσης. Οι υποδοχείς KIR3D 

αναγνωρίζουν HLA-A3 και –Α11 και μερικές HLA-B πρωτεΐνες, ενώ οι υποδοχείς 

KIR2D δεσμεύουν κυρίως αλληλόμορφους HLA-C
84

. 

ΥΥπποοδδοοχχεείίςς  LLIIRR  ((LLeeuukkooccyyttee  IIgg--lliikkee  IInnhhiibbiittoorryy  RReecceeppttoorrss)) – ανήκουν κι αυτοί 

στην πρωτεϊνική οικογένεια των ανοσοσφαιρινών. Δύο μόνο γονίδια LIR 

κωδικοποιούν ανασταλτικούς υποδοχείς (LIR1 και LIR2) εκ των οποίων μόνο ο LIR1 

εκφράζεται στα ΝΚ
85

. Σε αντίθεση με τους KIR, ο υποδοχέας LIR1 δεσμεύεται με 

χαμηλή συγγένεια με τις πρωτεΐνες MHC τάξης Ι. Αυτό επιτρέπει την αναγνώριση 

ενός ευρέος φάσματος MHC μορίων συμπεριλαμβανομένων των HLA-A, HLA-B, 

HLA-C και των μη κλασικών HLA-G μορίων
86

.  

ΛΛεεκκττίίννεεςς  CC--ττύύπποουυ  ((CCDD9944//NNKKGG22AA)) – είναι διαμεμβρανικές γλυκοπρωτεΐνες 

τύπου ΙΙ. Η πρωτεΐνη CD94 σχηματίζει ετεροδιμερή με διάφορα μέλη της οικογένειας 

NKG2, τα οποία εκφράζονται επιλεκτικά στα ΝΚ και μια υπο-ομάδα των 

κυτταροτοξικών Τ λεμφοκυττάρων (CTL, Cytotoxic T Lymphocytes)
87

. Ο διμερισμός 

της CD94 με την NKG2A (που διαθέτει μια ITIM δομή στην κυτταροπλασματική της 

ουρά) οδηγεί στη δημιουργία ενός άλλου ανασταλτικού υποδοχέα, που παρουσιάζει 

περιορισμένο πολυμορφισμό: το ετεροδιμερές CD94/NKG2A αναγνωρίζει ένα μόνο 

μη κλασικό μόριο MHC τάξης Ι, το HLA-E
88

.  

Παρότι τα μόρια MHC τάξης Ι είναι σημαντικά για την ανοχή των ΝΚ έναντι 

κυττάρων του εαυτού, υπάρχουν κι άλλα μόρια, μη MHC, τα οποία μπορούν να 

στείλουν ανασταλτικά σήματα στα ΝΚ μέσω ειδικών υποδοχέων. Παρακάτω 

αναφέρονται οι κυριότεροι εξ αυτών των υποδοχέων. 
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ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  CCEEAACCAAMM11  ((CCaarrcciinnooeemmbbrryyoonniicc  AAnnttiiggeenn--rreellaatteedd  cceellll  AAddhheessiioonn  

MMoolleeccuullee  11)) – είναι μια πρωτεΐνη τύπου-ανοσοσφαιρίνης που περιέχει δύο δομές 

ITIM. Έχει βρεθεί να υπερεκφράζεται σε ασθενείς με έλλειψη της πρωτεΐνης TAP2, 

οι οποίοι παρουσιάζουν χαμηλά επίπεδα έκφρασης μορίων MHC τάξης Ι
89

, και κατά 

την εγκυμοσύνη
90

. Πιστεύεται πως η υπερέκφραση αυτή αποτελεί έναν εναλλακτικό 

δρόμο αναγνώρισης του εαυτού από τα ΝΚ κύτταρα. 

ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  KKLLRRGG11  ((KKiilllleerr  cceellll  LLeeccttiinn--lliikkee  RReecceeppttoorr  GG11)) – είναι μια λεκτίνη C-

τύπου που εκφράζεται σε μια υπο-ομάδα των ΝΚ κυττάρων. Ο υποδοχέας KLRG1 

έχει βρεθεί να αλληλεπιδρά με τρία μέλη της οικογένειας των καντερινών 

(cadherin)
91

: την Ε-, Ν-, και R-καντερίνη.  

ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  CCDD116611  ήή  NNKKRR--PP11AA  ((NNKK--cceellll--RReecceeppttoorr  PPrrootteeiinn  11AA)) – είναι ένα 

ομοδιμερές που ανήκει στην οικογένεια λεκτινών C-τύπου. Στον άνθρωπο εκφράζεται 

μόνο στα ανώριμα ΝΚ κύτταρα
92

 και η έκφρασή του ρυθμίζεται από την IL-12. Η 

διασύνδεση του NKR-P1A με το πρόσδεμά του, το LLT1 (Lectin-like Transcript 1)
93

, 

οδηγεί σε καταστολή της κυτταροτοξικής δράσης των ΝΚ. 

Άλλοι υποδοχείς με ανασταλτική δράση είναι (1) ο IRp60 (Inhibitory receptor 

p60)
94

, (2) ο LAIR-1 (Leukocyte-associated Ig-like Receptor)
95

 και (3) οι SIGLEC7 & 

9 (Sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins)
96

, ωστόσο λίγα είναι γνωστά για 

τη φυσιολογική τους δράση in vivo καθώς και τα προσδέματά τους. 

Διεγερτικοί Υποδοχείς των ΝΚ κυττάρων 

Για πολλά χρόνια η δράση των ΝΚ κυττάρων θεωρούταν να ελέγχεται μόνο από 

ανασταλτικούς μηχανισμούς, δηλαδή η εξόντωση των κυττάρων-στόχων ήταν 

αναπόφευκτη απουσία ανασταλτικών σημάτων. Σήμερα, όμως, είναι καλά 

τεκμηριωμένη η απαίτηση για διεγερτικά σήματα προκειμένου τα ΝΚ να εκδηλώσουν 

την κυτταροτοξική τους δράση.  

Σε αντίθεση με τους ανασταλτικούς υποδοχείς, οι διεγερτικοί υποδοχείς των 

ΝΚ σηματοδοτούν μέσω πρωτεϊνών-προσαρμογέων (όπως οι CD3ζ, FcεRIγ, DAP10 

και DAP12), οι οποίες διαθέτουν στην κυτταροπλασματική τους ουρά μια δομή 

ενεργοποίησης ITAM (Immunodominant Tyrosine based Activation Motif)
97

. Επίσης, 

ορισμένοι διεγερτικοί υποδοχείς, έχει βρεθεί, να λειτουργούν ως συν-διεγερτικοί 

υποδοχείς μειώνοντας το κατώφλι ενεργοποίησης του κύριου υποδοχέα με τον οποίο 
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συνεργάζονται
98

. Παρακάτω περιγράφονται οι κυριότεροι διεγερτικοί υποδοχείς που 

έχουν ταυτοποιηθεί στον άνθρωπο.  

ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  NNKKGG22DD – είναι μια διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη τύπου ΙΙ που 

εκφράζεται σε όλα τα ΝΚ κύτταρα, όπως και στα CD8
+
 T και γδ Τ λεμφοκύτταρα

99
. 

Η έκφρασή του αυξάνεται μετά από διέγερση με IL-15 ή TNF-α, και μειώνεται 

παρουσία TGF-β
100

. Ο υποδοχέας αυτός απαντά ως ομοδιμερές και συνδέεται με την 

πρωτεΐνη-προσαρμογέα DAP10
101

. Η δέσμευση του NKG2D οδηγεί σε άμεση 

ενεργοποίηση των ΝΚ ανεξάρτητα από την παρουσία άλλων διεγερτικών σημάτων. 

Διάφορα προσδέματα έχουν ταυτοποιηθεί για τον υποδοχέα NKG2D στον άνθρωπο 

συμπεριλαμβανομένων των πρωτεϊνών MICA, MICB και ULBP1-5
99

. Τα 

προσδέματα αυτά αποτελούν πρωτεΐνες επαγόμενες από το stress, και η έκφρασή 

τους στα κύτταρα έχει βρεθεί να αυξάνεται μετά από οξειδωτικό stress
102

, γενοτοξικό 

stress
103

 και ιική μόλυνση
104

. 

ΥΥπποοδδοοχχεείίςς  NNCCRR  ((NNaattuurraall  CCyyttoottooxxiicc  RReecceeppttoorrss)) – ανήκουν στην οικογένεια των 

ανοσοσφαιρινών, και συμπεριλαμβάνουν τους NKp46, NKp44 και NKp30. Οι 

υποδοχείς NKp46 και NKp30 εκφράζονται σε ενεργοποιημένα και ηρεμούντα ΝΚ 

κύτταρα, ενώ ο NKp44 εκφράζεται στα ΝΚ μόνο κατόπιν ενεργοποίησης
50

. Έχει 

προταθεί ότι υπάρχει μια λειτουργική αλληλεπίδραση μεταξύ των τριών υποδοχέων 

NCR, γιατί η δέσμευση μόνο του ενός NCR οδηγεί στην ενεργοποίηση των 

μονοπατιών μεταγωγής σήματος και των άλλων υποδοχέων
98

. Έτσι οι υποδοχείς NCR 

φαίνεται να δρουν ως μια λειτουργική μονάδα. Όσον αφορά στο ρόλο τους, οι NCR 

εμπλέκονται στην αναγνώριση και εξόντωση καρκινικών κυττάρων
105-107

. Επιπλέον, ο 

NKp30 έχει βρεθεί να αναγνωρίζει ένα άγνωστο πρόσδεμα στα ανώριμα DC
108

 

προκαλώντας έτσι είτε την εξόντωση ή την ωρίμανση των αυτόλογων ανώριμων DC 

κυττάρων.  

ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  NNKKpp8800 – είναι ένα ομοδιμερές που ανήκει στην οικογένεια των 

λεκτινών C-τύπου. Το πρόσδεμά του, το AICL (Activation Induced C-type Lectin)
109

, 

εκφράζεται από τα μονοκύτταρα, τα μακροφάγα και τα κοκκιοκύτταρα. Η 

αλληλεπίδραση των ΝΚ μέσω του NKp80 οδηγεί σε έκκριση κυτταροκινών και 

πιστεύεται πως παίζει ρόλο στην έναρξη των ανοσοαποκρίσεων. 

ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  FFccγγRRIIIIIIaa  ((CCDD1166)) – ανήκει στην οικογένεια των ανοσοσφαιρινών, 

και σηματοδοτεί μέσω των πρωτεϊνών CD3ζ και FcεRγ
97,110

. Ο CD16 είναι ένας IgG 
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υποδοχέας χαμηλής συγγένειας που μεσολαβεί την αντισωμομεσολαβούμενη 

κυτταροτοξική δράση των ΝΚ. Πρόσφατα, έχει αναφερθεί ότι αποτελεί τον πιο 

ισχυρό διεγερτικό υποδοχέα στα φρέσκα απομονωμένα ανθρώπινα ΝΚ κύτταρα, 

ικανό να πυροδοτήσει ισχυρή κυτταροτοξική δράση και παραγωγή κυτταροκινών
98

. 

ΔΔιιεεγγεερρττιικκοοίί  ΥΥπποοδδοοχχεείίςς  KKIIRR – αντίθετα με τους ανασταλτικούς KIR, διαθέτουν 

μια μικρή κυτταροπλασματική ουρά η οποία συνδέεται με την πρωτεΐνη-

προσαρμογέα DAP12
84

. Τα προσδέματα που αναγνωρίζονται από τους διεγερτικούς 

υποδοχείς KIR δεν είναι καλά χαρακτηρισμένα και η δέσμευση τους με μόρια MHC 

τάξης Ι είναι χαμηλής συγγένειας. Επιπρόσθετα, έχει αναφερθεί ότι η σύνδεση των 

KIR με τα μόρια MHC τάξης Ι εξαρτάται από την παρουσία συγκεκριμένων 

πεπτιδίων στα τελευταία
111

. 

ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  22ΒΒ44  ((CCDD224444)) – αποτελεί μια ιδιαίτερη περίπτωση υποδοχέα καθώς 

στο ποντίκι έχει βρεθεί να έχει διπλή δράση, είτε ενεργοποιτική ή ανασταλτική, ενώ 

στον άνθρωπο έχει δειχθεί να έχει μόνο διεγερτική δράση. Ο 2B4 μαζί με το 

πρόσδεμά του, το CD48, είναι μέλη της CD2-οικογένειας (μια υπο-ομάδα της υπερ-

οικογένειας των ανοσοσφαιρινών). Εκφράζεται σε όλα τα ΝΚ, όπως επίσης και στα 

CD8
+
 T και γδ Τ λεμφοκύτταρα, στα μονοκύτταρα και τα βασεόφιλα

84
. Ο 2Β4 

υποδοχέας διαθέτει στην κυτταροπλασματική ουρά του 4 δομές ITSM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif) που καθορίζουν τη δράση του
112

.  

ΥΥπποοδδοοχχέέααςς  DDNNAAMM--11  ((CCDD222266)) – ανήκει και αυτός στην οικογένεια των 

ανοσοσφαιρινών, και εκφράζεται σε όλα τα ΝΚ, τα T λεμφοκύτταρα, μια υπο-ομάδα 

των Β λεμφοκυττάρων, τα μονοκύτταρα και τα αιμοπετάλια
84

. Η αλληλεπίδραση του 

DNAM-1 με τα προσδέματά του, το CD155 και CD112, στα καρκινικά κύτταρα 

προάγει την κυτταροτοξικότητα και την παραγωγή κυτταροκινών στα ΝΚ
113

. 

Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η αλληλεπίδραση του DNAM-1 με τα προσδέματά του 

συνεισφέρει στη λύση των ώριμων και ανώριμων DC
114

. 

 

2.1.4 Λειτουργικά Χαρακτηριστικά των ΝΚ 

Έκκριση Κυτταροκινών από τα ΝΚ κύτταρα 

Τα ΝΚ, παρότι αρχικά αναγνωρίστηκαν ως εκτελεστικά λεμφοκύτταρα, παίζουν 

σημαντικό ανοσορυθμιστικό ρόλο. Είναι γνωστό ότι τα ΝΚ εκκρίνουν κυτταροκίνες 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



18 
 

και χημειοκίνες που συμβάλλουν στην εκκαθάριση των παθογόνων. Επιπλέον, τα ΝΚ 

απαντούν σε μια πληθώρα κυτταροκινών, προερχόμενων από μια σειρά κυτταρικών 

τύπων, ενεργοποιώντας διάφορους ανοσοτροποποιητικούς μηχανισμούς. Επίσης, οι 

αμφίδρομες αλληλεπιδράσεις των ΝΚ με άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού 

συστήματος ελέγχονται από διαλυτούς μεσολαβητές που εκκρίνονται στην περιοχή 

της ανοσολογικής σύναψης, συμβάλλοντας έτσι στην τροποποίηση τόσο της έμφυτης 

όσο και της επίκτητης ανοσίας
3,115

. 

Τα ΝΚ παράγουν μια σειρά κυτταροκινών, συμπεριλαμβανομένων των 

αιμοποιητικών παραγόντων IL-13 και GM-CSF, του TNF-α και των ρυθμιστικών 

κυτταροκινών TGF-β και IFN-γ
116

. Η παραγωγή της IFN-γ από τα ΝΚ έχει δειχθεί να 

παίζει κρίσιμο ρόλο στην αποτελεσματική εκκαθάριση των μολύνσεων, τόσο ιικών 

όσο και βακτηριακών. Η IFN-γ είναι μια πλειοτροπική κυτταροκίνη που επάγει την 

ενεργοποίηση των μακροφάγων, συμβάλλει στην αντι-ιική και αντι-βακτηριακή 

ανοσία, προωθεί την αυτοφαγία, ενισχύει την αντιγονοπαρουσίαση, ενορχηστρώνει 

την ενεργοποίηση της έμφυτης ανοσίας, συγχρονίζει την αλληλεπίδραση μεταξύ 

λεμφοκυττάρων και ενδοθηλίου, ρυθμίζει το ισοζύγιο TH1/TH2 αποκρίσεων, και 

ελέγχει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την απόπτωση
117

. Ως γενικός κανόνας, η 

IL-12, η οποία παράγεται κατά τα αρχικά στάδια των μολύνσεων, προάγει τα ΝΚ να 

παράγουν IFN-γ. Παρότι η IFN-γ είναι η πιο άφθονα παραγόμενη από τα ΝΚ 

κυτταροκίνη, και οι άλλες κυτταροκίνες παίζουν σημαντικό ρόλο σε διάφορες 

ρυθμιστικές λειτουργίες των ΝΚ κυττάρων, όπως η τροποποίηση των φλεγμονωδών 

και αλλεργικών ανοσοαποκρίσεων, η λειτουργία των αντιγονοπαρουσιαστικών 

κυττάρων, η αιμοποίηση έξω από το μυελό των οστών και η διαφοροποίηση των Β 

λεμφοκυττάρων. Ο CD56
bright

 υποπληθυσμός των ΝΚ είναι η πρωταρχική πηγή 

παραγωγής των ανοσορυθμιστικών κυτταροκινών των ΝΚ
5
.  

Τα σήματα που επάγουν την έκκριση κυτταροκινών από τα ΝΚ 

περιλαμβάνουν: 

 ΦΦλλεεγγμμοοννώώδδεειιςς  ΜΜεεσσοολλααββηηττέέςς, όπως κυτταροκίνες και μονοκίνες (κυτταροκίνες 

εκκρινόμενες από μονοκύτταρα και μακροφάγα) που παράγονται από τον 

ξενιστή μετά από μόλυνση. Το ρεπερτόριο καθώς και η ποσότητα των 

μεσολαβητών αυτών καθοδηγούν τα CD56
bright

 ΝΚ κύτταρα να παράγουν 

κυτταροκίνες είτε τύπου 1 ή τύπου 2
118,119

. Για παράδειγμα, παρότι είτε η IL-

12 ή η IL-15 έχουν την ικανότητα να διεγείρουν TH1 και TH2 
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ανοσοαποκρίσεις, οι σχετικές ποσότητες της καθεμιάς και η παρουσία άλλων 

μονοκινών (π.χ. IL-1 ή IL-18) μπορούν να διαμορφώσουν την κυρίαρχη 

απόκριση των CD56
bright

 προς έκκριση συγκεκριμένων κυτταροκινών
5
. 

Παρομοίως, η παρουσία και η σχετική αφθονία άλλων κυτταροκινών, 

συμπεριλαμβανομένου της IL-4, IL-10 και IL-12, μπορεί να τροποποιήσει την 

παραγωγή κυτταροκινών από τα ΝΚ. Για παράδειγμα, η παραγωγή της IFN-γ 

ως απόκριση στην IL-2 καταστέλλεται σημαντικά από την IL-4
120

 ενώ 

ενισχύεται παρουσία της IL-12
121

. Συνεπώς, το ρεπερτόριο των κυτταροκινών 

που είναι παρούσες στο μικροπεριβάλλον της φλεγμονής καθορίζει την 

παραγωγή των Th1 ή Th2 κυτταροκινών από τα CD56
bright

 ΝΚ, και επιπλέον 

τροποποιεί το ρυθμό έκκρισής τους. Προφανώς, η ανταπόκριση στους 

διάφορους φλεγμονώδεις μεσολαβητές εξαρτάται επίσης από τους παρόντες 

ΝΚ υποπληθυσμούς και την έκφραση των σχετικών υποδοχέων στην 

επιφάνεια των ΝΚ. 

 ΠΠρροοσσδδέέμμαατταα  ττωωνν  υυπποοδδοοχχέέωωνν  TTLLRR  ((TToollll--lliikkee  RReecceeppttoorrss))..  Τα ανθρώπινα ΝΚ 

κύτταρα, ανεξάρτητα από την κατάσταση ενεργοποίησής τους, εκφράζουν 

λειτουργικούς υποδοχείς TLR2
122

, TLR3
123

 και TLR9
123

 που τα καθιστούν 

ικανά να αποκριθούν τόσο σε ιικής όσο σε βακτηριακής προέλευσης 

παράγοντες. Για παράδειγμα, η αναγνώριση λιποπρωτεϊνών στην επιφάνεια 

του Mycobacterium bovis από τον TLR2 οδηγεί τα ΝΚ προς έκκριση IFN-γ 

και TNF-α, και προς αποδοτικότερη κυτταροτοξική δράση
124

. Παρομοίως, η 

διέγερση του TLR3 από ιικό dsRNA ή CpG μπορεί να ενεργοποιήσει τα ΝΚ 

προς έκκριση IFN-γ και TNF-α, παρουσία της IL-12 προερχόμενης από τα 

μυελοειδή DC. Επιπλέον, κάτω από αυτές τις συνθήκες τα ΝΚ ενεργοποιούν 

την κυτταρολυτική τους μηχανή και αποκτούν την ικανότητα να σκοτώνουν 

ανώριμα μυελοειδή DC. 

 ΑΑλλλληηλλεεππίίδδρραασσηη  μμεε  ΚΚύύττττααρραα--ΣΣττόόχχοουυςς. Όπως προαναφέρθηκε, η διασύνδεση των 

διεγερτικών υποδοχέων των ΝΚ με τα ανάλογα προσδέματα στα κύτταρα-

στόχους, πυροδοτεί μέσω των ITAM πρωτεϊνών-προσαρμογέων μια 

αλληλουχία κυτταροπλασματικών αντιδράσεων με τελικό αποτέλεσμα την 

ενίσχυση της εκκριτικής και κυτταροτοξικής δράσης των ΝΚ
84

. 

Κυτταροτοξική Δράση των ΝΚ κυττάρων 
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Τα ΝΚ κύτταρα οφείλουν το όνομά τους στην έμφυτη ικανότητα τους να σκοτώσουν 

κύτταρα-στόχους. Στους στόχους της κυτταροτοξικής δράσης των ΝΚ, πέρα από τα 

μολυσμένα και τα μετασχηματισμένα κύτταρα, συμπεριλαμβάνονται και αυτόλογα 

ενεργοποιημένα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, όπως τα Τ 

λεμφοκύτταρα
125

 και τα μακροφάγα
126

. 

Το κυρίαρχο μοντέλο που περιγράφει το μηχανισμό που χρησιμοποιούν τα 

ΝΚ για να εκδηλώσουν την κυτταρολυτική τους δράση, είναι αυτό της 

εξωκυττάρωσης κοκκίων
127

. Μετά την αναγνώριση του ΝΚ κυττάρου με το στόχο 

του μέσω ειδικών αλληλεπιδράσεων υποδοχέων-προσδεμάτων, επακόλουθες 

αλληλεπιδράσεις μέσω μορίων πρόσδεσης (π.χ. LFA-1 και ICAM-1) σηματοδοτούν 

τη δημιουργία της ανοσολογικής σύναψης. Η ανοσολογική σύναψη παρέχει μια 

πλατφόρμα για έντονη σηματοδότηση από το ένα κύτταρο στο άλλο αλλά και μια 

φυσικά καθορισμένη περιοχή για την ακριβή στόχευση της κυτταροτοξικής μηχανής 

και κυτταροκινών προς το κύτταρο-στόχο
128

. Εάν το κύτταρο-στόχος ενεργοποιήσει 

επαρκώς τους διεγερτικούς υποδοχείς των ΝΚ ή αποτύχει να παρουσιάσει το 

κατάλληλο MHC μόριο του «εαυτού» προκειμένου να καταστείλει την ενεργοποίηση 

του ΝΚ κυττάρου, τότε το τελευταίο θα ενεργοποιηθεί επιτυχώς ώστε να ξεκινήσει 

μια μη αναστρέψιμη, μονόδρομη κυτταρολυτική απάντηση. Σ’ αυτό το σημείο, μέσα 

στο ΝΚ κύτταρο, λυτικά κοκκία (προ-σχηματισμένα) κινητοποιούνται προς το σημείο 

της ανοσολογικής σύναψης, όπου συντήκονται με την πλασματική μεμβράνη για να 

ελευθερώσουν το λυτικό περιεχόμενό τους στο διακυτταρικό χώρο. Τα μονομερή της 

περφορίνης, παρουσία ιόντων Ca
+2

, πολυμερίζονται και διεισδύουν στην πλασματική 

μεμβράνη του κυττάρου-στόχου, σχηματίζοντας έτσι πόρους. Ο σχηματισμός των 

πόρων περφορίνης οδηγεί σε μια προσωρινή εισροή ιόντων Ca
+2

 στο κύτταρο-στόχο, 

το οποίο απαντά στον κίνδυνο του οσμωτικού shock με κινητοποίηση των 

λυσοσωμικών και ενδοσωμικών κυστιδίων και ενεργοποίηση της πινοκύτωσης με 

σκοπό την επιδιόρθωση της πλασματικής μεμβράνης
129

. Κατά αυτόν τον τρόπο μόρια 

μεγαλοενζύμων και άλλων λυτικών συστατικών εισέρχονται στο κυτταρόπλασμα του 

κυττάρου-στόχου, όπου σηματοδοτούν την έναρξη προγραμματισμένου κυτταρικού 

θανάτου
130

. 

Ένας δεύτερος μηχανισμός κυτταρολυτικής δράσης των ΝΚ χρησιμοποιεί 

τους λεγόμενους φονικούς-υποδοχείς. Αυτός ο μηχανισμός είναι λιγότερο σημαντικός 

για την άμυνα του ξενιστή έναντι παθογόνων οργανισμών in vivo αλλά παίζει 
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σημαντικό ρόλο στην εξάλειψη των αυτοδραστικών λεμφοκυττάρων όπως και στην 

ομοιόσταση. Πολλοί φονικοί-υποδοχείς και τα προσδέματά τους ανήκουν στην 

οικογένεια του υποδοχέα TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) και της κυτοκίνης 

TNF, αντίστοιχα. Το πρόσδεμα FasL (Fas Ligand) είναι μια μεμβρανική πρωτεΐνη 

τύπου ΙΙ που εκφράζεται σχεδόν αποκλειστικά στα ΝΚ και τα CTL κύτταρα. Τα ΝΚ 

εκφράζουν διαρκώς FasL το οποίο βρίσκεται πακεταρισμένο σε κυτταροπλασματικά 

κυστίδια. Ο υποδοχέας του FasL, ο Fas (CD95) εκφράζεται ευρέως σε διάφορους 

ιστούς. Η διασύνδεση FasL-Fas οδηγεί σε τριμερισμό του υποδοχέα Fas γεγονός που 

σηματοδοτεί την απόπτωση στα κύτταρα-στόχους. Ορισμένα καρκινικά κύτταρα 

έχουν βρεθεί να αυξάνουν την έκφραση του Fas ως απόκριση στην εκκρινόμενη από 

τα ΝΚ IFN-γ, καθιστώντας τα ευαίσθητα στην Fas-εξαρτώμενη θανάτωση
131

. Από 

την άλλη μεριά όμως, άλλα καρκινικά κύτταρα υπερ-εκφράζουν το πρόσδεμα FasL 

επιφέροντας έτσι την απαλοιφή των ΝΚ
132

 και των διεισδυσάντων TIL (Tumor 

Infiltrating Lymphocytes)
133

. Παρά τα αντικρουόμενα αποτελέσματα, η επικρατούσα 

άποψη υποστηρίζει πως το FasL παίζει ρόλο στην ανοσο-διαφυγή παρά στην ανοσο-

προστασία. Ένα άλλο γνωστό φονικό-πρόσδεμα που εκφράζεται από τα ΝΚ και τα 

CTL, είναι και το TRAIL (TNF-related Apoptosis-inducing Ligand). Το TRAIL 

υπερεκφράζεται στα ΝΚ μετά από διέγερση με προ-φλεγμονώδεις κυτταροκίνες, IL-

2, IL-15 και IFNs
134

. 

 

2.1.5 ΝΚ κύτταρα ως Αποδέκτες των Σημάτων των Κυτταροκινών 

Η απόκριση των ΝΚ κυττάρων στα σήματα των κυτταροκινών που παραβρίσκονται 

στο μικροπεριβάλλον τους φαίνεται να εξαρτάται από πολλούς παράγοντες: τον 

ειδικό συνδυασμό και την αφθονία των εκκρινόμενων κυτταροκινών, την έκφραση 

των αντίστοιχων υποδοχέων στα ίδια τα ΝΚ, τα γειτονικά κύτταρα τους στρώματος 

και άλλα κύτταρα του ανοσολογικού συστήματος, τη δυνατότητα δημιουργίας 

επαφών με άλλα κύτταρα καθώς και την παθολογική κατάσταση υπό εξέταση (αν 

είναι φλεγμονώδης, μολυσματική, αυτοάνοση ή κακοήθης μετασχηματισμός). Οι 

ιντερλευκίνες IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 και IL-27, όπως και οι ιντερφερόνες 

τύπου Ι, όλες φαίνεται να παίζουν ρόλο στη διέγερση του πολλαπλασιασμού, στην 

ενεργοποίηση της λειτουργικής δράσης και στη διατήρηση της ομοιόστασης των 

υποπληθυσμών των περιφερικών ΝΚ κυττάρων. Πολλές και διάφορες χημειοκίνες 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



22 
 

είναι αναγκαίες για την επιστράτευση των ΝΚ στις θέσεις εντοπισμού των εκάστοτε 

παθήσεων. Άλλες κυτταροκίνες, όπως οι TNF-α, TNF-β, IL-4, IL-7 και IL-10, 

παρουσιάζουν συμπληρωματική ή και αντίθετη λειτουργική δράση στη ρύθμιση της 

ανάπτυξης και λειτουργίας των ΝΚ. Η δράση των κυτταροκινών πάνω στα ΝΚ 

μπορεί να είναι αυτοκρινής (IFN-γ και IL-10), παρακρινής (π.χ. τα εκκρινόμενα από 

τα DC IL-12, IL-15 και HMGB1) ή ενδοκρινής (π.χ. έκκριση χημειοκινών στην 

κυκλοφορία από απομακρυσμένα κύτταρα).  

Κύτταρα που Επηρεάζουν τη Συμπεριφορά των ΝΚ 

Τα ΝΚ κύτταρα συμμετέχουν σε ένα εκτενές δίκτυο αλληλεπιδράσεων με ένα ευρύ 

φάσμα κυτταρικών τύπων μέσω έκκρισης κυτταροκινών όπως και άμεσων επαφών 

κύτταρο με κύτταρο. Ιδιαίτερης σημασίας είναι η σχέση NK-DC δεδομένου ότι η 

εκτεταμένη αμφίδρομη επικοινωνία ανάμεσα σ’ αυτά τα δυο είδη κυττάρων είναι 

απαραίτητη για την αμοιβαία ρύθμιση της λειτουργίας τους. Τα DC εκκρίνουν 

σημαντικές ποσότητες IFN-α και β, IL-2, IL-15, IL-12 και IL-18, οι οποίες έχουν 

δειχθεί να διεγείρουν τα ΝΚ
135-137

. Επίσης, τα ΝΚ συν-εντοπίζονται με τα DC σε 

περιοχές πλούσιες με Τ λεμφοκύτταρα στους περιφερικούς λεμφαδένες
138

. Πέρα από 

τα προερχόμενα από τα μονοκύτταρα DC του περιφερικού αίματος, και άλλες 

κατηγορίες των DC καθώς και τα υπερκείμενα των in vitro καλλιεργειών τους έχουν 

δειχθεί να αυξάνουν τον πολλαπλασιασμό των ΝΚ, την κυτταροτοξικότητά τους, την 

έκκριση της IFN-γ και την έκφραση του CD56
139

.  
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Εικόνα 2-4 Αλληλεπίδραση των ΝΚ με άλλα κύτταρα του ανοσοποιητικού 

Σήματα κυτταροκινών προερχόμενων από μονοκύτταρα (monocytes), μακροφάγα 

(macrophages), δενδριτικά κύτταρα (dendritic cells) και ουδετερόφιλα (neutrophils) 

επιδρούν στην ενεργοποίηση και λειτουργική δράση των ΝΚ. Επιπρόσθετα, ορισμένα 

σήματα προερχόμενα από τα ίδια τα ΝΚ παρουσιάζουν αυτοκρινή δράση. Από το σχήμα 

αυτό λείπουν οι πολύ σημαντικές αλληλεπιδράσεις των ΝΚ με κύτταρα του στρώματος 

και του ενδοθηλίου, που παράγουν και εκκρίνουν χημειοκίνες
140

.  

 

Η έκκριση της IL-12 από τα DC στο χώρο της ανοσολογικής σύναψης με τα 

ΝΚ, φαίνεται να είναι ουσιώδης για την έκκρισης της IFN-γ από τα ΝΚ, ενώ η 

έκκριση της IL-15 από τα DC είναι αναγκαία για τον πολλαπλασιασμό και την 

επιβίωση των ΝΚ
138

. Στον άνθρωπο, η έκκριση της IL-12 από τα DC (προερχόμενα 

από CD14
+
 μονοκύτταρα) συνοδεύεται από αυξημένη έκφραση του CD40, μαζί με 

έκφραση του CD40L στα CD56
+
 κύτταρα, υπονοώντας ότι η επικοινωνία NK-DC 

οδηγεί σε αμφίδρομη διέγερση των δυο κυτταρικών τύπων
141

. Επιπλέον, η έκκριση 

IL-18 από τα πλασματοκυτταρικά DC έχει βρεθεί να παίζει καταλυτικό ρόλο στην 
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ενεργοποίηση της λειτουργικής δράσης των ΝΚ απέναντι σε κύτταρα μολυσμένα από 

HSV-1 (Herpes Simplex Virus type 1)
142

. 

Τα ενεργοποιημένα μονοκύτταρα και μακροφάγα επίσης παράγουν IL-12, IL-

15 και TNF-α, που συνδέονται με τη διέγερση των ΝΚ
143,144

. Τα ουδετερόφιλα 

παράγουν IL-18 σε απόκριση στη μόλυνση από Legionella, γεγονός που επάγει την 

έκκριση IFN-γ από τα ΝΚ και συμβάλλει στην βακτηριακή εξάλειψη
145

. Τα Τ 

λεμφοκύτταρα στους λεμφαδένες εκκρίνουν IL-2, η οποία ενεργοποιεί περαιτέρω τα 

CD56
bright

 ΝΚ που συνευρίσκονται στην ίδια περιοχή
61

. Αυτού του είδους η 

«στιχομυθία» μεταξύ κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος είναι ουσιώδης για 

την ανάπτυξη μιας ολοκληρωμένης και αποτελεσματικής ανοσοαπόκρισης (Εικόνα 1-

4). 

Ιντερλευκίνες που Επιδρούν στα ΝΚ κύτταρα 

IL-2. Σε υπερ-φυσιολογικές δόσεις προκαλεί ενεργοποίηση των ΝΚ, αυξάνει τον 

πολλαπλασιασμό, την κυτταροτοξικότητα και την έκκριση της IFN-γ
146

. Τα CD56
bright

 

NK κύτταρα εκφράζουν στην επιφάνειά τους τον υψηλής-συγγένειας υποδοχέα της 

IL-2 (IL-2Rαβγc) ενώ τα CD56
dim

 ΝΚ εκφράζουν την ενδιάμεσης-συγγένειας 

υποδοχέα της IL-2 (IL-2Rβγc)
61

. Η απαλοιφή των γονιδίων που κωδικοποιούν για την 

IL-2
147

 ή την ειδική υπομονάδα του υποδοχέα της, την IL-2Rα
148

, δεν επηρεάζει την 

ανάπτυξη των ΝΚ. Από την άλλη, η αποσιώπηση της έκφρασης της β
149,150

 ή της γc 

αλυσίδας
151,152

 του υποδοχέα της IL-2 οδηγεί σε μειωμένο αριθμό των 

κυκλοφορούντων ΝΚ κυττάρων με μειωμένο λειτουργικό δυναμικό. Πρέπει να 

σημειώσουμε ότι η β αλυσίδα αποτελεί δομικό συστατικό του υποδοχέα της IL-15 

ενώ η γc αλυσίδα συμμετέχει επίσης στη σύσταση των υποδοχέων της IL-4, IL-7, IL-9 

και IL-15. Συνολικά τα δεδομένα αυτά συνηγορούν υπέρ της δράσης της IL-15 (και 

όχι της IL-2) στην ανάπτυξη των ΝΚ.  

IL-12. Λειτουργεί συνεργιστικά με την IL-2 για να ενισχύσει την κυτταροτοξικότητα 

των ΝΚ καθώς και την έκκριση της IFN-γ
153

. Η IL-12 δε φαίνεται να είναι 

απαραίτητη για τη βλαστογένεση ή τον πολλαπλασιασμό των ΝΚ. Έχει βρεθεί να 

επάγει την υπερ-έκφραση του υποδοχέα της IL-18 σε λεμφοκύτταρα, δημιουργώντας 

έτσι τις προϋποθέσεις για μια συνεργιστική δράση με την IL-18 με σκοπό την 

αυξημένη παραγωγή της IFN-γ
154

. Η IL-12 έχει βρεθεί να ρυθμίζει θετικά την 

έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα μεγαλοένζυμα και την περφορίνη
155

, 
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ενώ επίσης ρυθμίζει την έκφραση των υποδοχέων TRAIL και NKG2D στην 

επιφάνεια των ΝΚ
156

. Στον άνθρωπο, η IL-12 επάγει κατά προτίμηση την 

ενεργοποίηση της ΝΚ1 υποομάδας των ΝΚ (μια εναλλακτική κατηγοριοποίηση των 

ΝΚ σύμφωνα με το προφίλ των εκκρινόμενων κυτταροκινών σε αντιστοιχία με τους 

TH1 και TH2 υποπληθυσμούς των Τ λεμφοκυττάρων) η οποία εκκρίνει IL-10 και IFN-γ 

και εκφράζει υψηλότερα επίπεδα CD95 (Fas), γεγονός που την καθιστά πιο 

ευαίσθητη στην επαγόμενη από το FasL απόπτωση
157

. Διάφορες μελέτες έχουν δείξει 

ότι η IL-12 έχει αντι-νεοπλασματική δράση, η οποία οφείλεται πρωταρχικά στην 

αυξημένη παραγωγή της IFN-γ (που οδηγεί σε ενισχυμένη κυτταρομεσολαβούμενη 

ανοσία) καθώς και στον αυξημένο αριθμό των κυκλοφορούντων ΝΚ και ΝΚΤ 

κυττάρων
158

. 

IL-15. Είναι ένας κρίσιμος διαμεσολαβητής της ομοιόστασης των περιφερικών ΝΚ 

κυττάρων
159

 που δεν έχει κάποια επίδραση στον ομοιοστατικό πολλαπλασιασμό per 

se
160

. Ο μηχανισμός δράσης της IL-15 βασίζεται στη διατήρηση της έκφρασης του 

αντι-αποπτωτικού παράγοντα Bcl-2 στα ΝΚ κύτταρα
160,161

. Η IL-15 επίσης αυξάνει 

την κυτταροτοξικότητα και τη σύνθεση και έκκριση της IFN-γ
162

. Ο υποδοχέας της 

IL-15 συγκροτείται από την IL-2/IL-15R β-αλυσίδα και την κοινή γc-αλυσίδα, σε 

συνδυασμό με την ειδική για τον IL-15 υποδοχέα α-αλυσίδα
163

. Προκειμένου να 

σηματοδοτήσει μέσα στο κύτταρο, η IL-15 πρέπει να δεσμευτεί πρώτα με την 

υπομονάδα IL-15R-α, η οποία είναι πανταχού παρούσα, και κατόπιν να trans-

παρουσιαστεί μέσω επαφών κύτταρο με κύτταρο στα αντιτιθέμενα κύτταρα τα οποία 

εκφράζουν στην επιφάνειά τους την β και γc αλυσίδα του IL-15 υποδοχέα
164

. Η 

έλλειψη της IL-15R-α αλυσίδας οδηγεί σε σημαντική μείωση του συνολικού αριθμού 

των ΝΚ
165

.  

IL-18. Ενισχύει την κυτταροτοξικότητα των ΝΚ και την παραγωγή της IFN-γ, 

δρώντας συνεργιστικά με την IL-12
166

. Επίσης ενισχύει την έκφραση του FasL στην 

κυτταρική επιφάνεια των ΝΚ
167

. Η IL-18 φαίνεται να επάγει τη ωρίμανση των ΝΚ με 

ένα «βοηθητικό» φαινότυπο που παρουσιάζει αυξημένη αποκριτικότητα στις 

σχετιζόμενες με τους λεμφαδένες χημειοκίνες και βελτιωμένη ικανότητα παραγωγής 

IFN-γ σε απόκριση στα DC και Th1 σήματα
168

. Αυτά τα ΝΚ κύτταρα εκφράζουν 

CD83, CCR7 και CD25. Επιπλέον, η IL-18 επάγει την παραγωγή και έκκριση της 

HMGB1 (High-mobility group protein B1) από τα ΝΚ, που οδηγεί στην ωρίμανση 

των DC και στην προαγωγή της φλεγμονής
169

.  
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IL-21. Προάγει την ανάπτυξη και ωρίμανση των ΝΚ κυττάρων από CD34
+
 

προγονικά κύτταρα
170

 από το μυελού των οστών και το αίμα του ομφάλιου λώρου
25

. 

Επάγει τον πολλαπλασιασμό των CD56
bright

 NK κυττάρων και ενισχύει την 

κυτταροτοξική δράση των CD56
dim

 NK
171

. Από μόνη της δεν επάγει την παραγωγή 

κυτταροκινών. Έχει βρεθεί να ρυθμίζει θετικά την έκφραση της περφορίνης, των 

μεγαλοενζύμων, του CD107a και της IFN-γ
172

. Η IL-21 παρουσιάζει συνεργιστική 

δράση με τον υποδοχέα Fcγ στην ενίσχυση της κυτταρολυτικής δράσης των ΝΚ
173

. 

Επίσης, παρουσία της IL-2 προκαλεί υπερ-έκφραση των NKG2A, CD25, CD86 και 

CD69 μορίων
174

. Η IL-21 δρα συνεργιστικά με την IFN-α στην αύξηση της 

κυτταροτοξικότητας των ΝΚ
175

.  

IL-27. Ανήκει στην οικογένεια της ιντερλευκίνης IL-12. Σε ορισμένα πειραματικά 

μοντέλα καρκίνου έχει βρεθεί πως η υπερέκφραση της IL-27 από τα καρκινικά 

κύτταρα προκαλεί καθυστέρηση στην ανάπτυξη του όγκου, κυρίως μέσω δράσης των 

ΝΚ μεσολαβούμενης από την IFN-γ
176,177

.  

IFN-α/β. Οι ιντερφερόνες τύπου Ι ρυθμίζουν αρνητικά την έκκριση της IL-12 και 

παρεμποδίζουν την απόκριση των ΝΚ κυττάρων στην IL-12
178

. Καταστέλλουν την 

έκκριση της IFN-γ ενώ επάγουν και ενεργοποιούν την κυτταροτοξικότητα, τη 

βλαστογένεση και τον πολλαπλασιασμό των ΝΚ
153

. Οι ιντερφερόνες τύπου Ι 

αυξάνουν την έκφραση της IL-15 και έμμεσα αυξάνουν τα επίπεδα της MIP-1α στο 

ήπαρ
137

.  

Τα ΝΚ κύτταρα έχουν δειχθεί να ανταποκρίνονται σε μια σειρά χημειοκινών 

και να εκφράζουν πολλαπλούς υποδοχείς χημειοκινών. Οι χημειοκίνες αποτελούν 

σήματα ζωτικής σημασίας για τη μετανάστευση των ΝΚ κυττάρων στις θέσεις της 

φλεγμονής ή της μόλυνσης, και η παρεμπόδιση αυτών των σημάτων οδηγεί σε 

εξασθενημένη ανοσολογική απάντηση, σε ανάπτυξη κακοήθειας, ή σε ανεξέλεγκτη 

αυτοανοσία. Η ομάδα αυτή των κυτταροκινών θα εξεταστεί πιο λεπτομερώς στην 

επόμενη ενότητα. 

 

2.1.6 ΝΚ κύτταρα και Χημειοκίνες: Ρύθμιση της Μεταναστευτικής τους 

Ικανότητας  

Όπως έχει προαναφερθεί τα ΝΚ κύτταρα προέρχονται από το μυελό των οστών και 

μεταναστεύουν σε διάφορα όργανα, όπου «αναπαύονται» μέχρι να αντιληφθούν 
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κάποιο σήμα κινδύνου (Εικόνα 2-5). Η θεώρηση αυτή όμως είναι 

υπεραπλουστευμένη καθώς σήμερα έχει επαρκώς τεκμηριωθεί το γεγονός ότι τα ΝΚ 

κύτταρα υφίστανται ομοιοστατικό πολλαπλασιασμό. Συνεπώς, υπάρχει μια συνεχής 

ανακύκλωση των ΝΚ κυττάρων
160

, η οποία αυξάνεται ουσιωδώς σε καταστάσεις 

λεμφοπενίας
165

. Επιπλέον, τα ΝΚ κύτταρα εκφράζουν μια σειρά υποδοχέων των 

χημειοκινών
179

 και απαντούν στα σήματα των χημειοκινών
180

. Εκτεταμένες μελέτες 

έχουν επικεντρωθεί στην ταυτοποίηση των χημειοκινών εκείνων που υποβοηθούν τα 

ΝΚ να μεταναστεύουν ως απάντηση σε μολυσματικές, ογκογενετικές και 

φλεγμονωειδείς προκλήσεις.  

 

 

Εικόνα 2-5 Ανατομική Εντόπιση των ώριμων ΝΚ 

κυττάρων 

 

CC Χημειοκίνες  

Τα μόρια των χημειοκινών περιέχουν στο αμινοτελικό τους άκρο μια ή δυο 

συντηρημένες κυστεΐνες (cysteines, C), οι οποίες μπορεί να είναι παρακείμενες (CC 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



28 
 

χημειοκίνες) ή να διαχωρίζονται από αμινοξέα (CXC ή CX3C χημειοκίνες, όπου Χ = 

οποιοδήποτε αμινοξύ)
181

. Οι χημειοκίνες αναγνωρίζουν και δεσμεύονται σε ειδικούς 

διαμεμβρανικούς υποδοχείς, όμως μια συγκεκριμένη χημειοκίνη μπορεί να 

αλληλεπιδράσει με περισσότερους υποδοχείς. Ένας υποδοχέας μπορεί να δεσμεύει 

είτε μια CC χημειοκίνη [CC-receptor (R)] ή μια CXC χημειοκίνη (CXCR), αλλά ποτέ 

και τους δυο τύπους. 

Σύμφωνα μ’ αυτό, οι μονοκυτταρικές χημειοτακτικές πρωτεΐνες (MCP, 

monocyte chemotactic proteins) MCP-1 (CCL2), MCP-2 (CCL8) και MCP-3 (CCL7) 

μοιράζονται έναν κοινό υποδοχέα, τον CCR2, ο οποίος εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα 

στα ενεργοποιημένα με IL-2 ΝΚ κύτταρα
182

. Παρότι και οι τρεις χημειοκίνες 

μπορούν να επάγουν in vitro χημειόταξη των ΝΚ, η CCL2 έχει βρεθεί να παρουσιάζει 

τις πιο ισχυρές χημειοτακτικές ιδιότητες
183

.  

Η φυσιολογική σημασία της CCL2 έχει δειχθεί σε πειραματικά μοντέλα 

καρκίνου, όπου καρκινικά κύτταρα τα οποία υπερεκφράζουν CCL2 ήταν ανίκανα να 

προκαλέσουν μεταστάσεις στον πνεύμονα σε σχέση με τα CCL2
-
 καρκινικά 

κύτταρα
184

. Αυτό το φαινόμενο, όμως, παρατηρήθηκε μόνο σε ΝΚ-επαρκείς αλλά όχι 

σε ΝΚ-ανεπαρκείς ξενιστές, υποδηλώνοντας ότι η CCL2 μπορεί να επάγει την ΝΚ-

μεσολαβούμενη αναστολή της ανάπτυξης των μεταστατικών όγκων
184

.  

Επίσης, σε ποντικίσιο μοντέλο ασπεργίλλωσης έχει δειχθεί ότι η μόλυνση με 

Aspergillus fumigatus οδηγεί σε αυξημένα επίπεδα CCL2 τόσο στον πνεύμονα όσο 

και στο αίμα, και η απαλοιφή των ΝΚ κυττάρων συσχετίζεται με αυξημένη 

ευαισθησία
185

. Η εξουδετέρωση της CCL2 οδήγησε αρχικά σε μείωση του αριθμού 

των ΝΚ που συσσωρεύονται στον πνεύμονα και τελικά σε μειωμένη ικανότητα 

απαλοιφής της μυκητιακής μόλυνσης. Το ίδιο φαινόμενο αναπαράχθηκε, όταν 

χρησιμοποιήθηκαν CCR2
-
 NK κύτταρα

185
. Συμπερασματικά, υπάρχουν ενδείξεις για 

τη συμμετοχή του συστήματος CCL2-CCR2 στη στρατολόγηση των ΝΚ στον 

πνεύμονα, τόσο κατά τη μετάσταση των όγκων όσο και κατά τη μυκητιακή μόλυνση.  

Επιπρόσθετα των πνευμονικών μολύνσεων, η CCL2 έχει βρεθεί να 

εκφράζεται έντονα και στο ήπαρ ποντικών μολυσμένων με MCMV
186

. Η πηγή 

έκκρισης της CCL2 ήταν λευκοκύτταρα του ήπατος, και η παραγωγή της ήταν 

εξαρτώμενη από τις IFNα/β. Ποντίκια στα οποία απουσίαζε η CCL2 ή ο CCR2 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



29 
 

εμφάνισαν ανεπαρκή συσσώρευση ΝΚ κυττάρων στο μολυσμένο ήπαρ, και αυτό 

συσχετίστηκε με αυξημένο ιικό φορτίο και εκτεταμένη ηπατική βλάβη.  

Μια σημαντική διαφορά της CCL2 από τη CCL7 και CCL8 είναι ότι οι 

τελευταίες αλληλεπιδρούν επίσης με το CCR5 υποδοχέα, ο οποίος έχει και ένα 

εναλλακτικό πρόσδεμα, τη CCL5. Η CCL5 (ή αλλιώς RANTES: regulated upon 

activation, normal T cell expressed and secreted) αναγνωρίζεται επίσης από τους 

CCR1 και CCR3 υποδοχείς, και αποτελεί ένα δραστικό χημειοτακτικό παράγοντα 

των ΝΚ. Μεταμόσχευση καρκινικών κυττάρων θυμώματος που υπερεκφράζουν 

CCL5 σε συγγενικά ποντίκια προκάλεσε σημαντική μείωση στην ανάπτυξη του 

όγκου μαζί με αυξημένη εισροή ΝΚ κυττάρων
187

. Ωστόσο, τα αποτελέσματα αυτά 

δεν μπορούσαν να αναπαραχθούν σε ποντίκια ανεπαρκή σε Β και Τ λεμφοκύτταρα, 

υποδεικνύοντας έναν πιο επικρατή αντικαρκινικό ρόλο για άλλα λεμφοκύτταρα 

διαφορετικών των ΝΚ. Επίσης, μόλυνση CCR5
-/-

 ποντικιών με HSV-1 οδήγησε σε 

μειωμένη κινητοποίηση των ΝΚ προς τη σπλήνα, το στέλεχος του εγκεφάλου και το 

νωτιαίο μυελό
188

. Ένα ενδιαφέρον εύρημα, που αναδεικνύει τη σύνθετη 

αλληλεπίδραση των χημειοκινών με τους διάφορους υποδοχείς, προέρχεται από ένα 

μοντέλο ηπατίτιδας (conA μεσολαβούμενης) σε CCR5-ανεπαρκή ποντίκια
189

. Τα 

ποντίκια αυτά εκδήλωσαν σοβαρά συμπτώματα λόγω της ανεξέλεγκτης 

μετανάστευσης των ΝΚ στο ήπαρ. Αποδείχθηκε ότι στο ήπαρ αυτών των ποντικιών 

εκφράζονται σημαντικά αυξημένες ποσότητες CCL5, η οποία προσελκύει ενεργά τα 

ΝΚ κύτταρα μέσω ενός μηχανισμού που χρησιμοποιεί το CCR1 ως υποδοχέα.  

Οι χημειοκίνες CCL3 (ή αλλιώς MIP-1α: macrophage inflammatory protein-1) 

και CCL4 (MIP-1β) επίσης δεσμεύονται με το CCR5, ενώ η CCL3 μπορεί να δράσει 

και μέσω του CCR1. Ομοίως με τη CCL2, τα επίπεδα έκφρασης της CCL3 στο ήπαρ 

αυξάνονται σημαντικά κατά τα πρώτα στάδια μόλυνσης με MCMV, και η παραγωγή 

της εξαρτάται από ιντερφερόνες τύπου Ι
190

. Πιστεύεται πως η δράση της CCL2 και 

της CCL3 στο ήπαρ είναι συνεργική αλλά όχι περιττή. Αυτές οι δυο χημειοκίνες 

φαίνεται να δρουν σε ακολουθία
186

, δηλαδή η CCL2, που εκφράζεται νωρίτερα από 

τη CCL3, μεσολαβεί την πρώιμη εισροή των ΝΚ στο ήπαρ αλλά για την επαρκή 

μετανάστευση των ΝΚ απαιτείται συνεχής παραγωγή της CCL3. 

Η CCL3 έχει βρεθεί να υπερεκφράζεται στον πνεύμονα μετά από μόλυνση με 

Klebsiella pneumonia, και η αύξηση αυτή συσχετίζεται με μειωμένο πολλαπλασιασμό 

βακτηρίων και με αυξημένο αριθμό ΝΚ κυττάρων στον πνεύμονα
191

. Επιπρόσθετα, 
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έχει αναφερθεί ότι η χορήγηση του Rituximab (αντι-CD20 αντίσωμα) προκαλεί 

αυξημένη έκφραση της CCL3 και αυτό είναι προαπαιτούμενο για την 

αποτελεσματική εκρίζωση των όγκων
192

. Η δράση του Rituximab και της CCL3 

μπορούσε να αντιστραφεί μετά από απαλοιφή λευκοκυτταρικών υποπληθυσμών, 

συμπεριλαμβανομένων και των ΝΚ. 

Τα ΝΚ κύτταρα, μετά από ενεργοποίηση με IL-2
180

, εκφράζουν επίσης τους 

CCR4 και CCR8 υποδοχείς, οι οποίοι μπορούν να επάγουν τη χημειόταξη των ΝΚ 

μέσω της δράσης της CCL17 (που δεσμεύει και τους δυο υποδοχείς), της CCL1 (που 

δεσμεύει το CCR8) και της CCL22 (που δεσμεύει το CCR4). 

CXC Χημειοκίνες  

Εκ των CXC χημειοκινών, οι CXCL9, CXCL10, και CXCL11 παίζουν κυρίαρχο 

ρόλο στην κινητοποίηση των ΝΚ κυττάρων καθώς προκαλούν ισχυρή χημειοτακτική 

προσέλκυση. Πολλές φορές οι χημειοκίνες αυτές χρησιμοποιούνται εναλλακτικά 

μεταξύ τους, επειδή μοιράζονται έναν κοινό υποδοχέα, το CXCR3
193

. 

Οι χημειοκίνες που δεσμεύονται στον υποδοχέα CXCR3 μπορούν να 

προκαλέσουν την ενεργή επιστράτευση των ΝΚ κυττάρων από το φαιό στο λευκό 

πολφό της σπλήνας κατά τη διάρκεια μια μολυσματικής πρόκλησης
194,195

, όπως 

επίσης και στους λεμφαδένες
196

. Μελέτη της Leishmania major στα ποντίκια έδειξε 

ότι ανθεκτικά στη μόλυνση αλλά όχι ευαίσθητα στελέχη εξέφραζαν ψηλά επίπεδα 

CXCL10 στους μολυσμένους λεμφαδένες, ενώ ένεση ανασυνδυασμένης CXCL10 

πρωτεΐνης σε μολυσμένα ποντίκια προκάλεσε αύξηση της ενεργότητας των ΝΚ στους 

λεμφαδένες
197

. Επιπρόσθετα, μόλυνση των DC με M. tuberculosis τα καθιστά 

χημειοτακτικά προς τα ΝΚ κύτταρα
198

. Αυτή η χημειοτακτική ιδιότητα των DC προς 

τα ΝΚ αποδόθηκε στην παραγωγή CXCL9 και CXCL10, και αργότερα αποδείχθηκε 

ότι η επαγωγή της CXCL10 εξαρτάται από τις IFN τύπου Ι. 

Τα πλασματοκυτταρικά DC, τα οποία είναι τα κλασικά κύτταρα που 

παράγουν IFN τύπου Ι, μπορούν επίσης να προσελκύσουν τα ΝΚ κατόπιν της 

επιμόλυνσης τους με HSV, χρησιμοποιώντας ένα μηχανισμό βασισμένο στην 

παραγωγή της CXCL10
199

. Δείχθηκε ότι η IFN-α επιδρούσε με έναν αυτοκρινή τρόπο 

στα DC επάγοντας την έκφραση της CXCL10. Επίσης, όταν CXCL9 ή CXCL10 

ανεπαρκή ποντίκια επιμολύνονται με HSV-2, παρουσιάζουν οξεία ελάττωση του 
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αριθμού των ΝΚ του εγκεφάλου και του νωτιαίου μυελού που συνοδεύεται με 

αυξημένο πολλαπλασιασμό του ιού και μειωμένη επιβίωση
200

.  

Συνεπώς, υπάρχει μια στενή συσχέτιση μεταξύ της επιστράτευσης των ΝΚ 

στους μολυσμένους με παθογόνα ιστούς και της έκφρασης των προσδεμάτων του 

υποδοχέα CXCR3. Μια παρόμοια συσχέτιση έχει περιγραφεί και για την ογκο- και 

φλεγμονο-επαγόμενη κυτταρική διήθηση. Έτσι, όγκοι από CXCR3
-/-

 ποντίκια έχουν 

μειωμένους αριθμούς ΝΚ κυττάρων ενώ CXCR3
-/-

 ΝΚ κύτταρα παρουσιάζουν 

μειωμένη ικανότητα διήθησης σε όγκους, όταν μεταφέρονται σε αγρίου τύπου (wild 

type) δότες
201

. Πέρα από την επιστράτευση, η CXCL10 μπορεί επίσης να διεγείρει 

άμεσα την αντι-καρκινική ικανότητα των ΝΚ
202

.  

Σε ένα πειραματικό μοντέλο πνευμονικής ίνωσης δείχθηκε ότι η ανεπάρκεια 

σε CXCR3 συνδέεται με επιτάχυνση της νόσου και με σημαντική μείωση του 

αριθμού των ΝΚ και CD8
+
 Τ λεμφοκυττάρων στους πνεύμονες

203
. Στον άνθρωπο έχει 

βρεθεί ότι τα ΝΚ κύτταρα από δέρμα ασθενών με ψωρίαση εκφράζουν τον CXCR3 

υποδοχέα και είναι ικανά να μεταναστεύσουν προς διαβαθμιζόμενη συγκέντρωση 

CXCL10
204

. Επίσης σημαντικό είναι το εύρημα ότι τα ανθρώπινα ΝΚ κύτταρα της 

μήτρας εκφράζουν ψηλά επίπεδα CXCR3 και ότι το ενδομήτριο απαντά σε φυλετικές 

ορμόνες, όπως προγεστερόνη και οιστραδιόλη, με αυξημένη έκκριση CXCL10 και 

CXCL11, γεγονός που υποδηλώνει ότι η επιστράτευση των ΝΚ στο ενδομήτριο κατά 

την εγκυμοσύνη πιθανά συμβαίνει μέσω του CXCR3 υποδοχέα
205

.  

Επιπλέον των CXCR3 προσδεμάτων, και άλλα μέλη της CXC οικογένειας των 

χημειοκινών εμπλέκονται στην κινητοποίηση των ΝΚ κυττάρων. Έχει δειχθεί σχετικά 

πρόσφατα ότι μαστοκύτταρα, τα οποία έχουν ενεργοποιηθεί προηγουμένως με ρεοιό, 

εκκρίνουν ψηλά επίπεδα CXCL8
206

. Η CXCL8 δεσμεύεται τόσο στο CXCR1 όσο και 

στο CXCR3, και η έκκρισή της από τα μαστοκύτταρα είναι ικανή να προσελκύσει τα 

ΝΚ κύτταρα κυρίως δια αλληλεπίδρασης με τον CXCR1. Παρομοίως, η χημειοκίνη 

CXCL14 έχει βρεθεί να προάγει τη χημειόταξη των ΝΚ
207

. Είναι ενδιαφέρον το 

γεγονός πως ενώ οι περισσότεροι ιστοί μπορούν να εκφράσουν CXCL14, ένας 

αριθμός καρκινικών κυττάρων αδυνατούν να εκφράζουν, υποδηλώνοντας ότι η 

αρνητική ρύθμιση της CXCL14 μπορεί να είναι ένας τρόπος παρεμπόδισης της 

κινητοποίησης των ΝΚ.  
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Η CXCL12 (γνωστή και ως SDF-1α, stromal cell derived factor-1α) 

αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα CXCR4, ο οποίος εκφράζεται στα ΝΚ κύτταρα
208,209

. 

Έχει αναφερθεί ότι η μεταφορά ανθρώπινων ΝΚ κυττάρων σε ανοσοκατασταλμένα 

ποντίκια οδηγεί στην μετανάστευσή τους στη σπλήνα και το μυελό των οστών, όμως 

μόνο η μετανάστευση προς το μυελό των οστών εξαρτάται από το CXCR4
209

. 

Συνεπώς, ο CXCR4 και η CXCL12 φαίνονται να ρυθμίζουν τον επικοισμό των ΝΚ 

κυττάρων στο μυελό των οστών. Η CXCL12 εκφράζεται από το ενδοθήλιο του 

μυελού, τα κύτταρα του οποίου εκφράζουν επίσης το μόριο πρόσδεσης VCAM-1, το 

πρόσδεμα του οποίου, η ιντεγκρίνη α4β1 ή VLA-4 (very late antigen-4), εκφράζεται 

στην επιφάνεια των ΝΚ
210

. Υπάρχουν ενδείξεις που υποστηρίζουν ότι η CXCL12 

επάγει τη σταθερή πρόσδεση των ΝΚ κυττάρων στα VCAM-1
+
 κύτταρα μέσω 

αλληλεπιδράσεων με το VLA-4, ενώ το in vivo μπλοκάρισμα του VLA-4 

παρεμποδίζει την κινητοποίηση των ΝΚ προς το μυελό των οστών.  

Στο ποντίκι, ο CXCR4 υποδοχέας εκφράζεται στα ΝΚ κύτταρα του αίματος, 

της σπλήνας και του μυελού των οστών ανεξάρτητα από το στάδιο διαφοροποίησής 

τους
208

. Ωστόσο τα ώριμα ΝΚ του μυελού παρουσιάζουν την ισχυρότερη απόκριση 

στην CXCL12, και όταν η σηματοδότηση μέσω του CXCR4 παρεμποδίζεται, ο 

αριθμός των ΝΚ του μυελού των οστών μειώνεται, ενώ των ΝΚ του αίματος και της 

σπλήνας αυξάνεται αναλόγως, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι CXCR4/CXCL12 

αλληλεπιδράσεις μπορούν να προωθήσουν την κατακράτηση των ΝΚ κυττάρων στο 

μυελό των οστών
208

. 

Ένα εύλογο ερώτημα είναι το πώς ρυθμίζεται η κινητοποίηση των ΝΚ από το 

μυελό των οστών. Σχετικά πρόσφατες μελέτες προτείνουν ότι η κινητοποίηση αυτή δε 

ρυθμίζεται από χημειοκίνες αλλά από τον υποδοχέα S1P5 (Sphingosine 1-phosphate 

receptor 5)
211

. S1P5
-/-

 ποντίκια παρουσιάζουν μειωμένους αριθμούς ΝΚ κυττάρων 

στο αίμα, στη σπλήνα και τον πνεύμονα αλλά αυξημένους αριθμούς ΝΚ στο μυελό 

των οστών.  

Επιπρόσθετα, η CXCL12 εκφράζεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα των 

φαρυγγικών αμυγδαλών [μια θέση MALT (Mucosa-associated lymphoid tissue)] ενώ 

τα ΝΚ στις θέσεις αυτές εκφράζουν ψηλά επίπεδα CXCR4
212

. Επίσης, τα ανθρώπινα 

CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ κύτταρα του φθαρτού εκφράζουν CXCR4 και έχουν την 

ικανότητα να μεταναστεύσουν προς τους τροφοβλάστες που εκκρίνουν CXCL12
209

.  
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Συμπερασματικά, υπάρχει μια πληθώρα πειραματικών δεδομένων που 

υποστηρίζουν την άμεση συσχέτιση της κινητοποίησης των ΝΚ κυττάρων τόσο σε 

καταστάσεις φλεγμονής όσο και σε steady-state, με τις CXC χημειοκίνες, και κυρίως 

με τα προσδέματα των υποδοχέων CXCR3 και CXCR4. 

CX3CL1, fractalkine 

Η CX3CL1 αποτελεί μια ιδιαίτερη περίπτωση χημειοκίνης, όχι μόνο λόγω του 

μοναδικού C-x-x-x-C μοτίβου της, αλλά και επειδή συναντάται τόσο σε διαλυτή 

μορφή ως χημειοτακτικός παράγοντας όσο και σε διαμεμβρανική μορφή (σε 

ενδοθηλιακά κύτταρα) ως μόριο πρόσδεσης
213

. Οι δυο αυτές ιδιότητες απαιτούν την 

ύπαρξη του ειδικού υποδοχέα CX3CR1, ο οποίος εκφράζεται σε ψηλά επίπεδα στα 

ΝΚ κύτταρα
214

. Συνεπώς, η έκφραση της CX3CL1 από τα ενδοθηλιακά κύτταρα 

επάγει την πρόσδεση των και την επακόλουθη λύση τους από τα ΝΚ. 

Μελέτες που αποσκοπούσαν στη διερεύνηση του βιολογικού ρόλου της 

CX3CL1, έδειξαν μια ισχυρή συσχέτιση μεταξύ της έκφρασης της CX3CL1 και 

αντικαρκινικής απόκρισης. Έτσι, όταν καρκινικά κύτταρα λεμφώματος που 

υπερεκφράζουν CX3CL1 εισάγονται σε ποντίκια παρατηρείται σημαντική καταστολή 

στην ανάπτυξη του όγκου λόγω της αυξημένης συγκέντρωσης των ΝΚ κυττάρων, τα 

οποία ελέγχουν την ανάπτυξη του όγκου μέσω της παραγωγής της IFN-γ και 

περφορίνης
215

. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν σε πειράματα που 

χρησιμοποιούσαν μια κυτταρική σειρά καρκινώματος του πνεύμονα
216

. Επιπλέον, 

ποντίκια ανεπαρκή σε CX3CR1 αποδείχθηκαν ανίκανα να προσελκύσουν ΝΚ 

κύτταρα στον πνεύμονα τόσο παρουσία καρκινικής πρόκλησης όσο και υπό 

ομοιοστατική κατάσταση
217

. 

Επιπρόσθετα της χημειοτακτικής ιδιότητας, ο υποδοχέας CX3CR1 εμπλέκεται 

και στην παραγωγή της IFN-γ από τα ΝΚ. Έτσι, όταν η έκφραση του CX3CR1 

καταστέλλεται, τα ΝΚ κύτταρα παρουσιάζουν μειωμένη ικανότητα έκκρισης IFN-

γ
217

, ενώ η παραγωγή της IFN-γ επάγεται κατόπιν επώασης με CX3CL1. Επίσης, η 

CX3CL1 που παράγεται από τα ώριμα DC συμμετέχει στην DC-μεσολαβούμενη 

ενεργοποίηση των ΝΚ
218

. Η επίδραση της CX3CL1 μπορεί να τροποποιηθεί από την 

IL-15, καθώς έχει δειχθεί ότι καταστέλλει την έκφραση του CX3CR1 στα ΝΚ
219

.  
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Συμπερασματικά, η CX3CL1 και ο υποδοχέας της, CX3CR1, ρυθμίζουν τη 

μετανάστευση των ΝΚ προς τις καρκινικές εστίες καθώς και τη λειτουργική δράση 

των ΝΚ. 

Τα ΝΚ κύτταρα Κυκλοφορούν Ανάμεσα στα Όργανα του Σώματος  

Απ΄ όσα αναφέρθηκαν προηγουμένως, είναι φανερό ότι υπάρχει μια πληθώρα 

δεδομένων σχετικά με τη μετανάστευση των ΝΚ κυττάρων σε καταστάσεις 

ασθένειας. Για παράδειγμα, οι CC και CXC χημειοκίνες ρυθμίζουν την κινητοποίηση 

των ΝΚ προς διάφορα όργανα του σώματος που έχουν προσβληθεί από μολύνσεις ή 

καρκίνο (Εικόνα 2-6). Παρομοίως, οι χημειοκίνες και οι υποδοχείς τους 

κωδικοποιούν για την εντόπιση των ΝΚ κυττάρων στα διάφορα όργανα του σώματος, 

ενώ απουσία κάποιου σήματος μόλυνσης/φλεγμονής, ο CXCR4 φαίνεται να ρυθμίζει 

την επιστράτευση και κατακράτηση των ΝΚ στο μυελό των οστών.  

 

Εικόνα 2-6 Παραδείγματα Χημειοκινών που 

Απαιτούνται για τη Μετανάστευση των ΝΚ 

κυττάρων 
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Το γεγονός ότι τα ΝΚ κύτταρα είναι παρόντα σε πολλά όργανα του σώματος 

υποδηλώνει δυο εναλλακτικές υποθέσεις: 

1. Τα ΝΚ κύτταρα εγκαταλείπουν το μυελό των οστών και μεταναστεύουν σε 

διάφορα όργανα όπου αναπτύσσουν συγκεκριμένες λειτουργίες και φαινοτυπικές 

ιδιότητες που αποτυπώνονται από το τοπικό περιβάλλον. Στη συνέχεια, τα ΝΚ 

μπορούν να κινητοποιηθούν ξανά σε καταστάσεις ασθενειών που μεταβάλλουν 

την ισορροπία των εκκρινόμενων χημειοκινών. 

2. Τα ΝΚ κύτταρα βρίσκονται σε μια συνεχή κινητοποίηση και κυκλοφορούν 

διαρκώς ανάμεσα στα διάφορα οργανικά διαμερίσματα του σώματος. 

Ως τώρα, δεν είναι ακόμα βέβαιο ποιες από τις δυο υποθέσεις είναι αληθινή, ή 

εάν η αλήθεια βρίσκεται κάπου ενδιάμεσα. Μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί από 

την ομάδα του Vivier υποστηρίζουν τη δεύτερη υπόθεση. Έτσι, όταν σπληνικά ΝΚ 

κύτταρα μεταφέρθηκαν σε naive συγγενικούς ξενιστές, βρέθηκαν να υπάρχουν σε 

όλα τα όργανα, όπου αναμένεται να εντοπιστούν τα ΝΚ και μάλιστα στις ίδιες 

αναλογίες με αυτές των ΝΚ του ξενιστή
211

. Το εύρημα αυτό υποδηλώνει ότι τα ΝΚ 

κύτταρα από μια συγκεκριμένη ανατομική θέση δεν περιορίζονται σε εκείνο το 

περιβάλλον αλλά μπορούν να ανακυκλωθούν μεταξύ διαφόρων οργάνων. Είναι 

πιθανό όμως, λόγω της άμεσης σύνδεσης της σπλήνας με το αίμα, τα σπληνικά ΝΚ να 

εμπεριέχουν μεγάλο ποσοστό ανώριμων κυττάρων (προερχόμενων από το μυελό των 

οστών) τα οποία έχουν την ικανότητα να μεταναστεύσουν παντού. Άρα, θα ήταν 

ενδιαφέρον αυτά τα πειράματα να επαναληφθούν με ΝΚ από διαφορετικά όργανα, 

καθώς υπάρχει ακόμα η πιθανότητα ορισμένα μικροπεριβάλλοντα να αποτυπώνουν 

τέτοιες μεταβολές στα ΝΚ κύτταρα, οι οποίες να επηρεάζουν την ικανότητα 

μετανάστευσής τους. Είναι αξιοσημείωτο το γεγονός, ότι, ενώ ορισμένοι 

υποπληθυσμοί των ΝΚ κυκλοφορούν συνεχώς ανάμεσα στα διάφορα όργανα, άλλοι 

πάλι είτε δεν μεταναστεύουν ή μεταναστεύουν μόνο σε καταστάσεις προσβολής του 

ξενιστή από παθογόνα, καρκίνο ή φλεγμονή.  
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2.2 ΝΚ Κύτταρα στην Ανοσοθεραπεία του Καρκίνου 

Η ικανότητα των ΝΚ κυττάρων να αναγνωρίσουν κύτταρα-στόχους χωρίς 

προηγούμενη ευαισθητοποίησή τους σχετίζεται με την αναγνώριση διεγερτικών 

σημάτων επαγόμενων από το stress και την έλλειψη αναστολής από τα MHC μόρια 

του εαυτού. Η δράση των ΝΚ μπορεί να χρησιμοποιηθεί για θεραπευτικούς σκοπούς 

έναντι διαφόρων μορφών καρκίνου
220

, συμπεριλαμβανομένων των αιματολογικών 

κακοηθειών καθώς και ενός αριθμού συμπαγών όγκων, όπως το μελάνωμα, το 

νεφρικό καρκίνωμα, ο καρκίνος των ωοθηκών και το νευροβλάστωμα. Οι 

στρατηγικές ανοσοθεραπείας αποσκοπούν:  

α) στην ενεργοποίηση των ενδογενών ΝΚ κυττάρων του καρκινοπαθή, η οποία 

μπορεί να επιτευχθεί με τη χορήγηση κυτταροκινών/αυξητικών παραγόντων
221-223

 

αλλά και ανοσοτροποποιητικών ουσιών, όπως τα ανάλογα θαλιδομίδης
224

 και 

ανοσοενισχυτικά DNA σύμπλοκα
225

. 

β) στη στόχευση των καρκινικών κυττάρων από αλλογενή ΝΚ κύτταρα, στο πλαίσιο 

της αλλογενούς μεταμόσχευσης αιμοποιητικών αρχέγονων κυττάρων (SCT, Stem 

Cells Transplantation). Η χιμαιρική κατάσταση των ασθενών στις μεταμοσχεύσεις 

αυτές παρέχει μια κατάλληλη πλατφόρμα για την εκδήλωση αλλοαντιδράσεων, 

μεσολαβούμενων από τα ΝΚ, έναντι των καρκινικών κυττάρων.  

γ) στην άμεση παθητική μεταφορά «έτοιμων να σκοτώσουν» αυτόλογων ή 

αλλογενών ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων
10

.  

 

2.2.1 Αποκρίσεις των ΝΚ Κυττάρων στους Όγκους  

Ένας μεγάλος αριθμός μελετών έχουν αποδείξει την ικανότητα των ΝΚ κυττάρων να 

αναγνωρίσουν και να λύουν in vitro διάφορους τύπους καρκινικών κυτταρικών 

σειρών, ανθρώπινης ή ποντικίσιας προέλευσης
226

. Σε ορισμένες πειραματικές μελέτες 

σε ποντίκια έχει δειχθεί ο ρόλος των ΝΚ στην εξόντωση μεταμοσχευμένων 

όγκων
227,228

. Άμεσες ενδείξεις για τη στόχευση ανθρώπινων καρκίνων από τα ΝΚ 

έχουν προκύψει από ex vivo μελέτες των αλληλεπιδράσεων των ΝΚ με πρωτογενή 

καρκινικά κύτταρα
229

. Επίσης, δεδομένα από κλινικές μελέτες βασισμένες στη 

μεταμόσχευση αιμοποιητικών αρχέγονων κυττάρων (Hematopoietic Stem Cell 

Transplantation, HSCT) ή στην παθητική μεταφορά ΝΚ κυττάρων επιβεβαιώνουν τον 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



37 
 

αντι-καρκινικό ρόλο των ΝΚ
10,230

. Παρά την πληθώρα των μελετών που 

αποδεικνύουν τη δυνατότητα των ΝΚ να στοχεύουν τα καρκινικά κύτταρα τόσο in 

vitro όσο και in vivo, οι ενδείξεις για την κλινική αποτελεσματικότητα των 

χορηγούμενων σε καρκινοπαθείς ΝΚ κυττάρων, είναι ανεπαρκείς.  

Ωστόσο, δεν είναι όλοι οι όγκοι ευαίσθητοι στη μεσολαβούμενη από τα ΝΚ 

λύση. Οι αιτίες της παρατηρούμενης αυτής αντίστασης είναι ποικίλες και 

περιλαμβάνουν τόσο κάποια ειδικά χαρακτηριστικά των ίδιων των καρκινικών 

κυττάρων όσο και τροποποιήσεις των ιδιοτήτων των ΝΚ από τα καρκινικά 

κύτταρα
231

. Μερικά παραδείγματα των μηχανισμών διαφυγής των καρκινικών 

κυττάρων από την ανοσοεπιτήρηση των ΝΚ είναι: 

 Υπερέκφραση μορίων MHC τάξης Ι από ορισμένους μεταστατικούς όγκους 

και/ή απώλεια έκφρασης προσδεμάτων, που αναγνωρίζουν διεγερτικούς 

υποδοχείς των ΝΚ, σε άλλους όγκους
232-234

. 

 Υποέκφραση των διεγερτικών υποδοχέων των ΝΚ υπό την επίδραση του 

TGF-β
100

.  

 Οι αλληλεπιδράσεις των ΝΚ με τα καρκινικά κύτταρα-στόχους μπορεί να 

οδηγήσουν στην καταστολή έκφρασης ειδικών διεγερτικών υποδοχέων, όπως 

για παράδειγμα η μειωμένη έκφραση του DNAM-1 κατόπιν αναγνώρισης των 

καρκινικών ωοθηκικών κυττάρων που εκφράζουν PVR
229

. 

 Τα καρκινικά κύτταρα μπορούν να περιορίσουν τη δράση των ΝΚ μέσω 

επαγωγής και ενεργοποίησης των ανοσοανασταλτικών CD4
+
CD25

+
 Treg 

κυττάρων. Τα Treg κύτταρα δρουν καταστέλλοντας τον ομοιοστατικό 

πολλαπλασιασμό, την κυτταροτοξικότητα και την παραγωγή της IFN-γ από τα 

ΝΚ
235,236

.  

 

2.2.2 Μοριακές Αλληλεπιδράσεις στις αντι-Καρκινικές Αποκρίσεις των ΝΚ 

Κυττάρων 

Οι υποδοχείς NCR (NKp46, NKp30 & NKp44) αντιπροσωπεύουν μια σημαντική 

ομάδα διεγερτικών υποδοχέων των ΝΚ κυττάρων
237

. Παρότι τα προσδέματα που 

ενεργοποιούν αυτούς τους υποδοχείς δεν έχουν ταυτοποιηθεί ακόμα, υπάρχουν 

δεδομένα που υποστηρίζουν το σπουδαίο ρόλο των NCR υποδοχέων στη λύση 
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διάφορων ανθρώπινων καρκινικών κυτταρικών σειρών, όπως μελάνωμα, καρκίνωμα, 

νευροβλάστωμα, μυελο- και λεμφο-βλαστική λευχαιμία, όπως και μετασχηματισμένα 

με EBV (Epstein-Barr virus) Β λεμφοκύτταρα
238

. Άλλοι καλά χαρακτηρισμένοι 

διεγερτικοί υποδοχείς είναι ο NKG2D
101

 και ο DNAM-1
113

. Τα προσδέματα του 

NKG2D υποδοχέα (MICA, MICB, ULBP) εκφράζονται από μια πληθώρα 

ανθρώπινων επιθηλιακών όγκων και λευχαιμικών κυτταρικών σειρών, και παίζουν 

σημαντικό ρόλο στην ευαισθητοποίηση των κυττάρων αυτών στην ΝΚ-

μεσολαβούμενη λύση. Τα προσδέματα του DNAM-1 υποδοχέα (CD155 & CD112) 

έχουν βρεθεί να εκφράζονται σε καρκινώματα, μελανώματα και 

νευροβλαστώματα
239

. Ο υποδοχέας CD16 των ΝΚ κυττάρων συμμετέχει στην 

αναγνώριση των οψωνισμένων με αντισώματα παθογόνων μικροοργανισμών. Άλλοι 

υποδοχείς που λειτουργούν συνδιεγερτικά στην ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων και 

την αναγνώριση των καρκινικών κυττάρων είναι οι 2B4 (CD244), NTBA, NKp80, 

CD2, CD11a/CD18, και CD59
240

. 

Η ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων υπόκειται και σε αρνητικό έλεγχο από 

τους ανασταλτικούς υποδοχείς, οι οποίοι δεσμεύουν κλασικά και μη μόρια MHC 

τάξης Ι
84

. Τα μόρια αυτά εκφράζονται φυσιολογικά στα περισσότερα υγιή κύτταρα 

του οργανισμού, αλλά συχνά η έκφρασή τους ελαττώνεται ή καταστέλλεται πλήρως 

κατόπιν κυτταρικού μετασχηματισμού ή κατά την νεοπλασματική εξέλιξη
241

. Στον 

άνθρωπο, όπως αναφέρθηκε και σε προηγούμενη ενότητα, οι κύριοι ανασταλτικοί 

υποδοχείς είναι οι KIR και το διμερές CD94/NKG2A. Οι υποδοχείς KIR 

αναγνωρίζουν ομάδες των HLA-A, -B, και -C αλληλόμορφων
242

, ενώ οι υποδοχείς 

CD94/NKG2A,Β αναγνωρίζουν HLA-E μόρια
88

. Τα άτομα διαφέρουν στον αριθμό 

και τον τύπο των κληρονομούμενων KIR γονιδίων, και κάθε ΝΚ κύτταρο εκφράζει 

ένα συγκεκριμένο συνδυασμό γονιδίων KIR. Δηλαδή, πολλά ΝΚ κύτταρα εκφράζουν 

μόνο λίγους από τους δυνατούς τύπους των υποδοχέων KIR. Τα περισσότερα ΝΚ 

κύτταρα, όμως, εκφράζουν τουλάχιστον έναν ανασταλτικό υποδοχέα, ο οποίος είναι 

ειδικός για ένα πρόσδεμα MHC τάξης Ι του εαυτού. Το πρότυπο αυτό έκφρασης των 

υποδοχέων KIR επιτρέπει στα ΝΚ κύτταρα να ανιχνεύσουν κύτταρα από τα οποία 

απουσιάζει ένα και μόνο μόριο MHC τάξης Ι
242

.  

Η σχετική σημασία των διαφόρων διεγερτικών υποδοχέων των ΝΚ στην 

αναγνώριση των πρωτογενών ανθρώπινων όγκων είναι μερικώς γνωστή. 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι η αποτελεσματική ενεργοποίηση της 
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κυτταροτοξικής δράσης των ηρεμούντων ΝΚ κυττάρων απαιτεί συν-διέγερση από 

αρκετούς τύπους υποδοχέων
98

. Αντίθετα, η δέσμευση του υποδοχέα LFA-1 μόνο 

είναι ικανή να επάγει την κυτταροτοξική δράση των ενεργοποιημένων με IL-2 ΝΚ 

κυττάρων
98

. Μεταφράζοντας αυτά τα δεδομένα στο πλαίσιο της κυτταροτοξικότητας 

έναντι των καρκινικών κυττάρων, συμπεραίνουμε ότι τα καρκινικά κύτταρα μπορούν 

να προκαλέσουν την ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων μέσω έκφρασης μιας 

συστοιχίας προσδεμάτων, το κάθε ένα από τα οποία ξεχωριστά θα ήταν ανίκανο να 

πυροδοτήσει μια κυτταροτοξική απόκριση. Για τα ΝΚ κύτταρα ενεργοποιημένα με 

IL-2, ποσοτικά λιγότερες αλληλεπιδράσεις είναι επαρκείς για την αναγνώριση και 

εξόντωση των καρκινικών κυττάρων (με δεδομένο την απουσία ανασταλτικών 

σημάτων από τα MHC μόρια τάξης Ι). Σε ορισμένες καταστάσεις, τα διεγερτικά 

σήματα υπερισχύουν των αρνητικών σημάτων, όπως έχει δειχθεί στην περίπτωση των 

NKG2D μεσολαβούμενης ενεργοποίησης από ορισμένες καρκινικές κυτταρικές 

σειρές που εκφράζουν μόρια MHC τάξης Ι
243

. Ο τελικός βαθμός ενεργοποίηση των 

ΝΚ εξαρτάται επίσης από την σχετική πυκνότητα των προσδεμάτων για την 

ενσωμάτωση των σημάτων από τους διεγερτικούς και τους ανασταλτικούς υποδοχείς.  

 

2.2.3 Δραστικοί Μηχανισμοί που Συμμετέχουν στις αντι-Καρκινικές Αποκρίσεις 

των ΝΚ Κυττάρων 

Παρομοίως με τα κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα, τα ΝΚ κύτταρα χρησιμοποιούν 

διάφορους δραστικούς μηχανισμούς για την εκδήλωση της αντι-καρκινικής τους 

δράσης. Οι δυο κύριοι μηχανισμοί που συμβάλλουν στην επαγωγή της απόπτωσης 

των κυττάρων-στόχων είναι η εξωκύττωση κυτταροτοξικών κοκκίων και το μονοπάτι 

των υποδοχέων θανάτου
134

. Η εξωκύττωση κυτταροτοξικών κοκκίων περιλαμβάνει 

την έκκριση περφορίνης και γρανενζύμων
244

. Το μονοπάτι των υποδοχέων θανάτου 

περιλαμβάνει κυρίως μέλη της οικογένειας του TNF, ανάμεσα στα οποία οι FasL, 

TNF-α και TRAIL παίζουν ρόλο κλειδί στην επαγωγή της απόπτωσης
134

. Από τους 

διαλυτούς μεσολαβητές εκκρινόμενους από τα ΝΚ, η IFN-γ κατέχει κυρίαρχη θέση 

στις αντι-καρκινικές αποκρίσεις των ΝΚ, καθώς καταστέλλει τον πολλαπλασιασμό 

και τη μεταβολική ενεργότητα των καρκινικών κυττάρων, και αναστέλλει την 

αγγειογένεση
245

. Η IFN-γ είναι σημαντικός μεσολαβητής των TH1 ανοσολογικών 

αποκρίσεων και κατ’ αυτόν τον τρόπο θεωρείται ότι εξουδετερώνει τους μηχανισμούς 
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διαφυγής καρκινικών κυττάρων, οι οποίοι μεσολαβούνται από κυτταροκίνες τύπου-

2
236

. 

 

2.2.4 Ενεργοποίηση των ΝΚ Κυττάρων που Οδηγεί σε Ενισχυμένη αντι-

Καρκινική Δράση  

Αρκετές κυτταροκίνες έχει δειχθεί να επιδρούν στη διαφοροποίηση και την 

ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων, όπως οι IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, και οι 

τύπου-1 IFN
52

. Ως συνέπεια της ενεργοποίησής τους από κυτταροκίνες, τα ΝΚ 

κύτταρα πολλαπλασιάζονται, διαφοροποιούνται, παράγουν κυτταροκίνες, και 

υπερεκφράζουν διάφορα δραστικά μόρια, όπως μόρια πρόσδεσης, NKp44, 

περφορίνη, γρανένζυμα, FasL και TRAIL. Οι επιδράσεις των επιμέρους 

κυτταροκινών πάνω στα ΝΚ περιγράφονται λεπτομερέστερα στην προηγούμενη 

ενότητα.  

Οι κυτταροκίνες έχουν χρησιμοποιηθεί επιτυχώς στη θεραπεία διάφορων 

ανθρώπινων καρκίνων και μάλιστα σε ορισμένες περιπτώσεις, οι μηχανισμοί δράσης 

βασίζονται στην άμεση ή έμμεση ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων
222

. Αρκετές 

κλινικές μελέτες έχουν εκτιμήσει τις επιδράσεις της χορήγησης της IL-2 στην 

ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων σε καρκινοπαθείς
221

. Δυστυχώς, υψηλές δόσεις της 

IL-2 προκαλούν σημαντική τοξικότητα. Παρόλα αυτά, η IL-2 χρησιμοποιείται συχνά 

σε χαμηλότερες δόσεις με σκοπό τη διέγερση των ΝΚ κυττάρων in vivo. Πιο 

πρόσφατα, η κυτταροκίνη αυτή έχει χρησιμοποιηθεί μαζί με μονοκλωνικά 

αντισώματα για την ενίσχυση της κυτταροτοξικής δράσης των ΝΚ κυττάρων
246

. Από 

πολλές απόψεις, η IL-15 θεωρείται καλύτερη κυτταροκίνη. Η IL-15 είναι πιο 

αποτελεσματική από την IL-2 στην επέκταση του ΝΚ κυτταρικού 

διαμερίσματος
247,248

. Επίσης, προάγει την επιβίωση των ΝΚ και προστατεύει τα ΝΚ 

από την επαγόμενη από την ενεργοποίηση κυτταρικό θάνατο (AICD, Activation-

Induced Cell Death). Όμως, προκειμένου να έχουμε αποτελεσματική αντι-καρκινική 

δράση in vivo, πιθανώς να απαιτούνται υψηλές δόσεις IL-15
249

. Η επίγνωση του 

ρόλου των πρώιμων αιμοποιητικών αυξητικών παραγόντων, όπως το πρόσδεμα c-kit 

και το πρόσδεμα Flt-3, και της συνέργειας τους με την IL-15 στην ανάπτυξη των 

ανθρώπινων ΝΚ κυττάρων στο μυελό των οστών, θα επιτρέψει τη διεξαγωγή μελετών 

για επιπρόσθετους συνδυασμούς κυτταρικών για κλινική χρήση με σκοπό την 
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επέκταση των ΝΚ κυττάρων in vivo. Παρόλα αυτά, είναι αναγκαία μια καλύτερη 

γνώση του πως μπορούν να χρησιμοποιηθούν οι κυτταροκίνες με τον πιο 

αποτελεσματικό τρόπο για την επίτευξη της βέλτιστης ενεργοποίησης των ΝΚ 

κυττάρων, είτε από μόνες τους ή σε συνδυασμό με άλλες ανοσολογικές 

παρεμβάσεις
222

. 

 

2.2.5 Τροποποίηση της Σηματοδότησης των ΝΚ Υποδοχέων με Σκοπό την 

Προώθηση της Κυτταροτοξικής Δράσης των ΝΚ Κυττάρων 

Ένας πιθανός τρόπος ενίσχυσης της κυτταροτοξικής/αντι-καρκινικής δράσης των ΝΚ, 

που τώρα έχει φτάσει στο στάδιο κλινικών δοκιμών σε ανθρώπους, είναι το 

μπλοκάρισμα των ανασταλτικών υποδοχέων KIR με μονοκλωνικά αντισώματα
250

. 

Μια τέτοια προσέγγιση θα ήταν ιδανική για τη θεραπεία αιμοποιητικών καρκίνων που 

δεν επιδέχονται SCT. Προ-κλινικές μελέτες σε ποντίκια έχουν δείξει ότι η στρατηγική 

αυτή μπορεί να ενισχύσει την αντι-καρκινική δράση σε αυτόλογα και σε αλλογενή 

συστήματα
251

. Με την ίδια λογική προσέγγιση, η τροποποίηση των διεγερτικών 

προσδεμάτων στα καρκινικά κύτταρα μπορεί να βελτιώσει την αποτελεσματικότητα 

αναγνώρισης από τα ΝΚ κύτταρα. Τα ΝΚ, επίσης, μπορούν να τροποποιηθούν 

γενετικά πριν την παθητική χορήγησή τους σε ασθενείς. Μια ενδιαφέρουσα 

προσέγγιση είναι η δημιουργία ΝΚ κυττάρων που να υπερ-εκφράζουν σταθερά έναν 

χιμαιρικό υποδοχέα ο οποίος αναγνωρίζει ειδικά προσδέματα στα καρκινικά κύτταρα 

σε συνδυασμό με ένα συστατικό σηματοδότησης που πυροδοτεί την ενεργοποίηση 

των ΝΚ
252,253

.  

 

2.2.6 Μεσολαβούμενες από τα ΝΚ Κύτταρα αντι-Καρκινικές Αποκρίσεις στο 

Πλαίσιο Μεταμόσχευσης Αιμοποιητικών Αρχέγονων Κυττάρων 

Η μεταμόσχευση αιμοποιητικών αρχέγονων κυττάρων (SCT, Stem Cells 

Transplantation) είναι μια καθιερωμένη θεραπευτική στρατηγική έναντι διαφόρων 

αιματολογικών κακοηθειών. Η σκόπιμη αναντιστοιχία μεταξύ των υποδοχέων KIR 

του δότη με τα προσδέματα HLA του δέκτη στις αιμοποιητικές SCT αποσκοπεί στην 

εκδήλωση της μοσχεύματος-έναντι-όγκου (GvT, graft-versus-tumor) επίδρασης από 

τα ΝΚ κύτταρα που αναπτύσσονται στους δέκτες. Στις πρωτοποριακές μελέτες του 
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Velardi και συνεργατών, ενήλικες ασθενείς με οξεία μυελογενή λευχαιμία, οι οποίοι 

υποβλήθηκαν σε απλοταυτόσημη SCT, έδειξαν να έχουν αυξημένη επιβίωση 

ελεύθεροι-νόσου και μειωμένη συχνότητα υποτροπών, όταν μια αναντιστοιχία KIR-

πρόσδεμα υπερισχύει
254,255

. Αυτό το αποτέλεσμα συνέβη απουσία των Τ 

λεμφοκυττάρων του δότη, τα οποία είχαν απομακρυνθεί πριν τη μεταμόσχευση. 

Αξίζει να σημειώσουμε ότι τα αιμοποιητικά μοσχεύματα που παρουσίαζαν ΝΚ 

αλλοαντίδραση έναντι του δέκτη, είχαν επίσης αυξημένη συχνότητα εμφύτευσης 

μυελού των οστών και μειωμένη συχνότητα κλινικά σημαντικής νόσου του 

μοσχεύματος-έναντι-ξενιστή (GvHD, Graft-versus-Host Disease). Αυτό μπορεί να 

οφείλεται στη μεσολαβούμενη από τα ΝΚ κύτταρα του δότη λύση των 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων του ξενιστή, οδηγώντας έτσι στην αναστολή της 

έναρξης (priming) των αλλοαντιδραστικών Τ λεμφοκυττάρων του δότη
256

. Κλινικές 

μελέτες, που ακολούθησαν τις πρώτες αναφορές του Velardi και συνεργατών, 

συμφωνούν στην πλειοψηφία τους για τον ευεργετικό ρόλο της αναντιστοιχίας KIR-

προσδέματος σε διαφορετικά σχήματα μεταμόσχευσης
257

. 

 

2.2.7 Παθητική Ανοσοθεραπεία με τη Χρήση Βραχυπρόθεσμα Ενεργοποιημένων 

ex vivo ΝΚ Κυττάρων 

Λόγω των κλινικά αναξιόλογων αποτελεσμάτων από προηγούμενα πρωτόκολλα 

βασισμένα στη χρήση αυτόλογων «LAK» (Lymphokine Activated Killer cells) ή ΝΚ 

κυττάρων
258,259

, και λόγω των ενθαρρυντικών επιδράσεων που παρατηρήθηκαν στις 

απλοταυτόσημες, απεμπλουτισμένες από τα Τ λεμφοκύτταρα SCT, το ενδιαφέρον 

στράφηκε στο ενδεχόμενο χρήσης αλλογενών (και άρα δυνητικά αλλοαντιδραστικών) 

ΝΚ κυττάρων στην παθητική, κυτταρική ανοσοθεραπεία του καρκίνου. Σε πρόσφατες 

μελέτες, ο Miller και συνεργάτες έγχυσαν απλοταυτόσημα ΝΚ κύτταρα μαζί με IL-2 

σε 43 ασθενείς σε προχωρημένα στάδια καρκίνου
10

. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 

λεμφαφαιρητική αγωγή υψηλής δόσης οδήγησε σε μακροπρόθεσμη επιβίωση και 

επέκταση των προερχόμενων από το δότη ΝΚ κυττάρων in vivo. Ο in vivo 

πολλαπλασιασμός συνοδεύτηκε με αυξημένα επίπεδα της ενδογενούς IL-15, η οποία 

πιθανά κινητοποιεί τον πολλαπλασιασμό των ΝΚ κυττάρων. Τα κλινικά 

αποτελέσματα αυτού του πρωτοκόλλου κρίθηκαν ικανοποιητικά, διότι οι εγχύσεις 

αυτές όχι μόνο ήταν εφικτές και ανεκτές από τον οργανισμό χωρίς κάποια ιδιαίτερη 
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τοξικότητα, αλλά οδήγησαν σε πλήρη ύφεση της νόσου σε 5 από τους 19 ασθενείς με 

οξεία μυελογενή λευχαιμία.  

 

2.2.8 Παθητική Ανοσοθεραπεία με τη Χρήση ΝΚ Κυτταρικών Σειρών ή 

Ενεργοποιημένων ex vivo Πρωτογενών ΝΚ Κυττάρων  

Παράλληλα, έχουν πραγματοποιηθεί κλινικές μελέτες παθητικής μεταφοράς ΝΚ-92 

κυττάρων
260

. Η κυτταρική σειρά αυτή μπορεί να καλλιεργηθεί συνεχώς κάτω από 

GMP-συνθήκες (Good Manufacturing Practice)
261

, εκφράζει πολλούς διεγερτικούς 

υποδοχείς και χαμηλά επίπεδα KIR υποδοχέων, και παρουσιάζει σημαντική 

κυτταροτοξική δράση έναντι πολλών καρκινικών στόχων. Γενικά, οι εγχύσεις αυτών 

των κυττάρων είναι επαρκώς ανεκτές από τον οργανισμό και σε ορισμένες 

περιπτώσεις έχουν επιδείξει αντι-καρκινικές δράσεις. Επιπρόσθετα, η κυτταρική 

σειρά αυτή είναι εύκολα τροποποιήσιμη γενετικά, γεγονός που ανοίγει καινούργιες 

προοπτικές για μελλοντικές κλινικές μελέτες. 

Διάφορες τεχνικές έχουν αναπτυχθεί για την ex vivo επέκταση των ΝΚ 

κυττάρων
29,262,263

. Μερικά από αυτά τα πρωτόκολλα επιτρέπουν την καλλιέργεια 

εμπλουτισμένων σε ΝΚ κυτταρικών πληθυσμών κάτω από GMP-συνθήκες. 

Χρησιμοποιώντας τέτοια πρωτόκολλα έχει δειχθεί πως είναι εφικτή η επέκταση ΝΚ 

κυττάρων από τους ίδιους τους καρκινοπαθείς, ενθαρρύνοντας έτσι το ενδεχόμενο 

χρήσης αυτόλογων ΝΚ κυττάρων για την παθητική ανοσοθεραπεία. Όμως, η 

παθητική μεταφορά αυτόλογων ΝΚ κυττάρων πιστεύεται ότι θα είναι πιο 

αποτελεσματική στις περιπτώσεις καρκίνων που εκφράζουν χαμηλά επίπεδα μορίων 

MHC τάξης Ι. Τα πρωτόκολλα επέκτασης των ΝΚ ex vivo παρέχουν μεγαλύτερους 

αριθμούς ΝΚ κυττάρων προς χρήση, γεγονός που είναι επιθυμητό σε ορισμένες 

περιπτώσεις. Ωστόσο, για να είναι αποτελεσματικά τέτοια πρωτόκολλα, είναι 

σημαντικό η επέκταση των ΝΚ κυττάρων ex vivo να μην οδηγεί σε φαινοτυπικές 

αλλαγές, αποκλίσεις από την αναπτυξιακή γραμμή ή/και επιλεκτική επέκταση 

ορισμένων υποπληθυσμών τέτοιες που να επηρεάζουν την αντι-καρκινική δράση των 

ΝΚ. Μια άλλη πτυχή που πρέπει να ληφθεί υπόψη σε τέτοιες ανοσοθεραπευτικές 

προσεγγίσεις είναι πως οι in vitro χειρισμοί δεν πρέπει να προκαλούν μεταβολές στην 

ικανότητα των κυττάρων να αλληλεπιδρούν με άλλα κύτταρα και στην ικανότητα 

μετανάστευσης των ΝΚ προς επιθυμητές θέσεις στον οργανισμό.  
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2.2.9 Μελλοντικές Δυνατότητες και Στρατηγικές για την Αποτελεσματικότερη 

Παθητική ΝΚ Ανοσοθεραπεία  

Καθώς τα αυτόλογα ΝΚ κύτταρα καταστέλλονται από τα μόρια MHC τάξης Ι του 

εαυτού, τα αλλογενή ΝΚ κύτταρα μπορεί, σε ορισμένες περιπτώσεις, να αποτελούν 

μια καλύτερη επιλογή για χρήση στο πλαίσιο της παθητικής, κυτταρικής 

ανοσοθεραπείας. Η τελευταία επιλογή έχει εφαρμογή ιδιαιτέρως σε καταστάσεις, 

όπου τα καρκινικά κύτταρα εκφράζουν φυσιολογικά επίπεδα μορίων MHC τάξης Ι σε 

συνδυασμό με χαμηλά ή μέτρια επίπεδα έκφρασης διεγερτικών προσδεμάτων. Η 

αλλοαντίδραση των ΝΚ εξαρτάται από τα «απόντα» προσδέματα των KIR υποδοχέων 

στα κύτταρα-στόχους του δέκτη. Παρότι η αλλοαντίδραση των ΝΚ κυττάρων μπορεί 

να προβλεφθεί με γενετικούς αλγορίθμους βάσει της KIR- και HLA-γονοτύπησης, ο 

αριθμός των αλλοαντιδραστικών ΝΚ κυττάρων σε ένα δεδομένο δότη ποικίλει 

σημαντικά, από 0% μέχρι 62% των συνολικών ΝΚ
264

. Άρα, η πρόβλεψη της 

αποτελεσματικότητας μια ανοσοθεραπευτικής παρέμβασης πρέπει να βασιστεί στην 

εκτίμηση του ρεπερτορίου των ΝΚ και στην επιλογή του δότη με την μεγαλύτερη 

υποπληθυσμό αλλοαντιδραστικών ΝΚ κυττάρων.  

Μια προϋπόθεση για την επιβίωση των εγχυμένων κυττάρων είναι να μην 

απορριφθούν από το ανοσοποιητικό σύστημα του δέκτη. Η απόρριψη των αλλογενών 

ΝΚ κυττάρων αποτελεί μια μεγάλη πρόκληση για ειδικές ΝΚ ανοσοθεραπείες 

απουσία μυελοεκκαθαριστικής αγωγής. Συνεπώς, κάποιο είδος προθεραπευτικής 

αγωγής (conditioning regimen) πρέπει να προηγηθεί της μεταφοράς των αλλογενών 

ΝΚ κυττάρων, όπως για παράδειγμα η χορήγηση κυκλοφωσφαμιδίου ή 

φλουδαραβίνης
10

. Πέρα από την πρόληψη της απόρριψης, τέτοιες αγωγές βοηθούν 

στην απαλοιφή των ανοσοκατασταλτικών Treg κυττάρων
265

. Επιπρόσθετα, υπάρχει 

μειωμένος ανταγωνισμός για αυξητικούς παράγοντες κατά τον ομοιοστατικό 

πολλαπλασιασμό που ακολουθεί τη λεμφαφαίρεση και το κύμα των κυτταροκινών, 

συμπεριλαμβανομένου της IL-15, μπορεί να επάγει τον πολλαπλασιασμό, την 

επιβίωση και την επέκταση in vivo των εγχυμένων ΝΚ κυττάρων
10

. 

 

2.2.10 Ανθρώπινοι Καρκίνοι Δεκτικοί στη Στόχευση από τα ΝΚ Κύτταρα 

Είναι ήδη φανερό από in vitro μελέτες και από κλινικές μελέτες ότι ορισμένοι τύποι 

καρκίνων αποτελούν πιο κατάλληλους στόχους για ανοσοθεραπεία με ΝΚ κύτταρα. Η 
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παρουσία διεγερτικών προσδεμάτων σε ανθρώπινους όγκους αποτελεί προϋπόθεση 

για την ενεργοποίηση των ΝΚ, και συνεπώς για την επίτευξη ικανοποιητικών 

κλινικών αποτελεσμάτων
266

. Το γεγονός αυτό απεικονίζεται στην ανεπάρκεια των ΝΚ 

κυττάρων να λύσουν λεμφοειδή λευχαιμικά κύτταρα σε αντίθεση με τα μυελοειδή, 

που ίσως οφείλεται στην απουσία έκφρασης του LFA-1 προσδέματος
254

. Παρομοίως, 

χαμηλή έκφραση των μορίων MHC τάξης Ι, ειδικά σε περιπτώσεις στις οποίες μια 

αναντιστοιχία KIR-προσδέματος υπολείπεται, είναι επίσης σημαντική. Οι 

περισσότερες ανοσοθεραπευτικές δοκιμές έχουν πραγματοποιηθεί σε ασθενείς με 

σημαντικά μεγάλο καρκινικό φορτίο, στους οποίους οι συμβατές θεραπείες ήταν 

αναποτελεσματικές. Οι καλύτερες κλινικές συνθήκες για τις περισσότερες κυτταρικές 

θεραπείες, συμπεριλαμβανομένου και της βασιζόμενης στα ΝΚ ανοσοθεραπείας, 

είναι παρουσία ελάχιστου καρκινικού φορτίου
267

. 

Η ΝΚ ανοσοθεραπεία έναντι μεγάλων συμπαγών καρκίνων παρουσιάζει 

ειδικά προβλήματα τα οποία περιλαμβάνουν όχι μόνο τον καρκινικό όγκο καθαυτό 

αλλά και την αναγκαιότητα διείσδυσης των ΝΚ στον όγκο. Παρά τις έως τώρα 

γνώσεις σχετικά με τους μηχανισμούς που ρυθμίζουν την κυκλοφορία των ΝΚ 

κυττάρων, λίγα είναι γνωστά για τους παράγοντες που προάγουν τη μετανάστευση 

και τη διήθηση των ΝΚ στους όγκους. Είναι γνωστό, όμως, ότι οι χημειοκίνες 

απαιτούνται για την προσέλκυση των ΝΚ κυττάρων στις καρκινικές θέσεις. Επίσης, 

τα ΝΚ εκφράζουν μια πληθώρα υποδοχέων δέσμευσης των χημειοκινών. 

Διαφορετικοί ΝΚ υποπληθυσμοί μπορούν να ταυτοποιηθούν βάσει του προφίλ 

έκφρασης των υποδοχέων των χημειοκινών και το πρότυπο έκφρασης αυτών πιθανά 

εξαρτάται και από το στάδιο ενεργοποίησης των ΝΚ
42

. 
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2.3 Γλυκοκορτικοειδή ως Τροποποιητές των Ανοσολογικών Αποκρίσεων 

Η ανάπτυξη και η λειτουργία των κυττάρων που απαρτίζουν το ανοσολογικό 

σύστημα αποτελούν αντικείμενο ρύθμισης πολλών ενδογενών και εξωγενών 

παραγόντων. Οι πιο γνωστοί και καλά μελετημένοι ως προς τους στόχους τους, το 

δίκτυο των αλληλεπιδράσεων, τους μοριακούς μηχανισμούς δράσης και τις 

φυσιολογικές τους επιδράσεις, είναι οι κυτταροκίνες. Μια άλλη ομάδα ουσιών, που 

μπορούν να επηρεάσουν τη λειτουργία των κυττάρων του ανοσολογικού, αποτελούν 

και οι παράγοντες του νευροενδοκρινικού συστήματος. Πληθώρα πειραματικών 

δεδομένων και παρατηρήσεων, τόσο in vitro όσο και in vivo, υποστηρίζουν πως οι 

παράγοντες αυτοί μπορούν και συμμετέχουν άμεσα στη διαμόρφωση της 

ανοσολογικής απόκρισης. Ίσως οι πιο καλά μελετημένοι μεσολαβητές σ’ αυτήν την 

κατηγορία είναι τα στεροειδή, και ιδιαίτερα τα γλυκοκορτικοειδή (GC). 

Τα GC είναι μικρές λιποφιλικές ουσίες οι οποίες μέσω της πρόσδεσής τους 

στον υποδοχέα των γλυκοκορτικοειδών (GR, GC receptor)
268

 συμμετέχουν σε 

πληθώρα φυσιολογικών διαδικασιών, όπως ο κυτταρικός πολλαπλασιασμός, η 

διαφοροποίηση, η απόπτωση και ο μεταβολισμός. Η γενικευμένη φύση αυτών των 

διαδικασιών καθιστά τα GC σημαντικά στην ανάπτυξη και λειτουργία σχεδόν όλων 

των ιστών του σώματος. Ίσως η πιο γνωστή δράση των GC είναι αυτή στο 

ανοσοποιητικό σύστημα˙ οι αντι-φλεγμονώδεις και ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες 

των GC αποτελούν τη βάση θεραπείας πολλών φλεγμονωδών διαταραχών και 

ορισμένων αιματολογικών κακοηθειών. 

Τα GC παράγονται και εκκρίνονται στη συστηματική κυκλοφορία από το 

φλοιό των επινεφριδίων. Η έκκρισή τους βρίσκεται υπό τον έλεγχο του άξονα 

υποθαλάμου (CRH, corticotropin releasing hormone) – υπόφυσης (ACTH, 

adrenalcorticotropic hormone)
269

. Τα κύτταρα του φλοιού των επινεφριδίων 

ανταποκρίνονται στα υψηλά επίπεδα της κορτικοτροπίνης άμεσα με αυξημένη 

έκκριση GC καθώς και παραγωγή των αντίστοιχων βιοσυνθετικών ενζύμων. Τα 

επίπεδα των GC διατηρούνται, τουλάχιστον εν μέρει, μέσω ενός αναδραστικού 

συστήματος ελέγχου. Το κυριότερο ερέθισμα αυξημένων επιπέδων ACTH, και κατ΄ 

επέκταση των GC, είναι οι εντασιογόνες καταστάσεις (stress) ένας όρος που καλύπτει 

ένα ευρύ φάσμα φυσιολογικών και παθολογικών καταστάσεων
270,271

. 
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Η δράση των GC δεν εξαρτάται μόνο από τη συγκέντρωσή τους στο αίμα και 

τα επίπεδα έκφρασης του GR, αλλά και από τον ενδοκυττάριο μεταβολισμό στους 

ιστούς-στόχους. Η κορτιζόλη μεταβολίζεται από το σύστημα των αφυδρογονασαών 

των 11-βήτα υδροξυστεροειδών (11-β HSD, 11-beta hydroxysteroid dehydrogenase), 

το οποίο αποτελείται από δυο ισοένζυμα, την 11-beta HSD1 και την 11-beta HSD2
272

. 

Η διαφορετική έκφραση αυτών των δυο ισομορφών στους ιστούς καθορίζει και την 

τοπική συγκέντρωση της κορτιζόλης. Η 11-beta HSD1 εκφράζεται σε μεταβολικά 

ενεργούς ιστούς (όπως το ήπαρ, ο λιπώδης ιστός, οι σκελετικοί μύες, το κεντρικό 

νευρικό σύστημα) και καταλύει τη μετατροπή της κορτιζόνης (βιολογικά ανενεργή) 

σε κορτιζόλη (βιολογικά ενεργή). Η 11-beta HSD2 καταλύει την αντίθετη αντίδραση 

και εκφράζεται σε ιστούς με αυξημένη δράση αλατοκορτικοειδών, όπως είναι τα 

νεφρά και το παχύ έντερο. Άλλες ανατομικές θέσεις, όπου η έκφραση της 11-beta 

HSD1 έχει συσχετιστεί με την αναγκαιότητα για επαρκή έκθεση σε GC, είναι τα 

κοκκιώδη κύτταρα των ωοθηκών, τα κύτταρα του οφθαλμού, τα στρωματικά κύτταρα 

του λεμφαδένα, και ο πνεύμονας
273

. Ανάμεσα στους παράγοντες που ρυθμίζουν 

θετικά την έκφραση της 11-beta HSD1 συγκαταλέγονται και διάφορες προ-

φλεγμονώδεις κυτταροκίνες, όπως οι IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, TNF-α
274

. 

 

2.3.1 Γλυκοκορτικοειδή και Απόπτωση 

Από παλιά ήταν γνωστό πως ανεπάρκεια επινεφριδίων στον άνθρωπο και η εκτομή 

τους σε πειραματόζωα προκαλεί υπερτροφία του θύμου αδένα, και ότι η επαγόμενη 

από το stress και τα φάρμακα εκφύλιση του θύμου μπορεί να προληφθεί με την 

αφαίρεση των επινεφριδίων. Ευρήματα ότι η χορήγηση ACTH στα ποντίκια προκαλεί 

μια αξιοσημείωτη μείωση της μάζας του θύμου και των λεμφαδένων ήρθαν να 

συμπληρώσουν τις προηγούμενες παρατηρήσεις. Στις μέρες μας πλέον εκτιμάται ότι 

τα λεμφοκύτταρα, και ειδικότερα τα CD4
+
CD8

+
 θυμοκύτταρα

275
, είναι από τους 

λίγους τύπους κυττάρων που υφίστανται απόπτωση ως απόκριση στα κορτικοειδή. 

Μεταξύ των άλλων κυττάρων περιλαμβάνονται τα δενδριτικά κύτταρα
276

, οι 

οστεοκλάστες και τα οστεοκύτταρα
277

, καθώς και ορισμένες υποομάδες 

νευροκυττάρων
278

. 

Στις μέρες μας καταβάλλονται τεράστιες προσπάθειες προκειμένου να 

διαλευκανθούν οι μηχανισμοί μέσω των οποίων τα GC προκαλούν απόπτωση. Παρά 
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τις, πολλές φορές, αντιφατικές μεταξύ τους επιστημονικές αναφορές είναι γενικά 

αποδεκτό ότι η επαγόμενη από τα GC απόπτωση στα θυμοκύτταρα: α) ενεργοποιεί το 

«μιτοχονδριακό» μονοπάτι το οποίο απαιτεί την έκφραση της Apaf-1 και της 

κασπάσης-9 και καταστέλλεται από την Bcl-2
279

 και Bcl-ΧL
280

, και β) προϋποθέτει 

την ενεργοποίηση γονιδιακής έκφρασης μέσω ενός GRE-εξαρτώμενου 

μηχανισμού
281,282

. 

Η αποπτωτική δράση των GC, έχει αναφερθεί, ότι τροποποιείται με την 

παρουσία ιντερλευκινών (IL). Συγκεκριμένα, λεμφοκύτταρα τα οποία έχουν εκτεθεί 

in vitro και in vivo σε IL-2 είναι ανθεκτικά στην επαγόμενη από τα GC απόπτωση
283-

285
. Επίσης, η IL-2 και τα GC φαίνεται να επάγουν την έκφραση του υψηλής 

συγγένειας υποδοχέα IL-2R με συνεργειακό τρόπο. Ο μεταγραφικός παράγοντας 

STAT5 έχει αναφερθεί να μεσολαβεί στην επικοινωνία των δυο αυτών σημάτων
286

. 

 

2.3.2 Επίδραση των Γλυκοκορτικοειδών στα Τ Λεμφοκύτταρα 

Τα GC έχει αποδειχθεί ότι παίζουν σημαντικό ρόλο τόσο στη λειτουργία όσο και 

στην ανάπτυξη/διαφοροποίηση των Τ λεμφοκυττάρων
11

. 

ΗΗ  ααννοοσσοοκκαατταασσττοολλήή είναι η πιο ευρέως αναγνωρίσιμη επίδραση των εξωγενώς 

χορηγούμενων γλυκοκορτικοειδών
287

. Τα GC αποτελούν τη βασική θεραπεία πολλών 

αυτοάνοσων και φλεγμονωδών καταστάσεων. In vitro μελέτες έχουν δείξει ότι τα GC 

καταστέλλουν τις αυξητικές αποκρίσεις σε μια ποικιλία μιτογόνων ερεθισμάτων, 

κυρίως μέσω αναστολής της έκκρισης αυξητικών παραγόντων από τα Τ 

λεμφοκύτταρα. Τέτοιοι παράγοντες, που προάγουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, 

είναι οι λεμφοκίνες. Η παραγωγή μιας σειράς κυτταροκινών έχει βρεθεί να 

αναστέλλεται από τα GC, όπως η IL-1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 13, GM-CSF, TNFα, και 

IFN-γ
16,288

. Δεδομένα από περιπτώσεις κυτταροκινών ο μοριακός μηχανισμός 

αναστολής των οποίων έχει διερευνηθεί, συνηγορούν υπέρ ενός μη γενομικού τρόπου 

αναστολής κρίσιμων για τη μεταγραφή παραγόντων. Για παράδειγμα, ο υποδοχέας 

GR μέσω φυσικής αλληλεπίδρασης με τον AP-1 παρεμποδίζει τον τελευταίο να 

δεσμευτεί στον υποκινητή του IL-2 γονιδίου
289,290

. Ωστόσο από τη βιβλιογραφία δεν 

λείπουν οι περιπτώσεις στις οποίες ο υποδοχέας GR συμμετέχει άμεσα στην 

αναστολή της μεταγραφής του γονιδίου-στόχου
291

. 
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Ένα παράδοξο σ’ αυτό το ήδη πολύπλοκο σχήμα αλληλεπιδράσεων αποτελεί 

το γεγονός πως τα GC, ενώ παρεμποδίζουν την παραγωγή συγκεκριμένων 

κυτταροκινών, συγχρόνως αυξάνουν την έκφραση των υποδοχέων ορισμένων εξ’ 

αυτών (π.χ. IL-1, IL-6, GM-CSF και IFN-γ)
292

. Άλλες επιδράσεις των GC είναι η 

μείωση της έκφρασης μορίων πρόσδεσης της κυτταρικής επιφάνειας (ICAM-1, E-

σελεκτίνη)
17,293

, η παρεμπόδιση της επαγωγής του προσδέματος του CD40 στα 

ενεργοποιημένα CD4
+
 Τ λεμφοκύτταρα

18
, η παρεμβολή στη μεταγραφή του 

γρανενζύμου Β
294

, ακόμα και η άμεση αναστολή των πρώιμων αντιδράσεων 

μεταγωγής σήματος του Τ-υποδοχέα (TCR, T-cell receptor)
19

. Η φυσιολογική 

σημασία όλων αυτών των επιδράσεων στην ανοσοκαταστολή in vivo δεν έχει 

εξακριβωθεί.  

ΗΗ  δδιιααφφοορροοπποοίίηησσηη  σσεε  TTHH  υυπποοσσεειιρρέέςς είναι ένα σημαντικό βήμα στην επιλογή 

εκτελεστικών λειτουργιών σε μια ανοσολογική απόκριση. Τα CD4
+
 ΤΗ λεμφοκύτταρα 

υπάρχουν σε δυο τύπους με διακριτά πρότυπα απελευθέρωσης κυτταροκινών, τον 

ΤΗ1 και TH2 τύπο
295

. Οι ΤΗ1 κυτταροκίνες (IL-2, IFN-γ, TΝFβ) ενεργοποιούν 

αντιδράσεις κυτταροτοξικές, φλεγμονώδεις και αργοπορημένης υπερευαισθησίας ενώ 

οι TH2 κυτταροκίνες (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13) σχετίζονται με τη ρύθμιση 

ισχυρών αντισωμικών και αλλεργικών αποκρίσεων. Η επιλογή μεταξύ ΤΗ1 και TH2 

είναι κρίσιμη για την αποδοτικότητα της ανοσίας και ανάμεσα στους παράγοντες που 

συνεισφέρουν στην επιλογή αυτή περιλαμβάνονται και τα γλυκοκορτικοειδή. 

Τα GC τείνουν να κατευθύνουν την αναπτυξιακή απόκριση προς την 

παραγωγή λεμφοκυττάρων τύπου TH2. Tα GC φαίνεται να παρεμβαίνουν στο 

ισοζύγιο των παραπάνω κυτταροκινών είτε ευνοώντας είτε αναστέλλοντας 

διαφορετικά την παραγωγή κυτταροκινών συγκεκριμένου τύπου κατά την αρχική 

φάση ενεργοποίησης των TH λεμφοκυττάρων
296,297

. 

Το φαινόμενο του ««ααμμοοιιββααίίοουυ  ααννττααγγωωννιισσμμοούύ»» πρωτοπεριγράφηκε σε μια 

σειρά πειραμάτων με στόχο τη συγκριτική μελέτη της επαγόμενης από τα GC και της 

επαγόμενης από τη διέγερση απόπτωσης σε Τ υβριδώματα
20

. Απροσδόκητα βρέθηκε 

ότι η ταυτόχρονη έκθεση των κυττάρων και στα δυο αποπτωτικά σήματα οδηγεί 

τελικά σε επιβίωση, με άλλα λόγια τα σήματα αυτά αναιρούν το ένα το άλλο. Είναι 

πλέον αποδεκτό ότι η επαγόμενη απ’ τη διέγερση απόπτωση αυτών των κυττάρων 

οφείλεται στην αυξημένη έκφραση του προσδέματος Fas (FasL)
298

 και τουλάχιστον 

τρεις μεταγραφικοί παράγοντες έχουν ενοχοποιηθεί άμεσα για την ενεργοποίηση του 
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FasL: NF-AT
299

, Egr-2/Egr-3
300,301

, και NF-κB
302,303

. Φαίνεται πως τα GC 

παρεμποδίζουν την αυξημένη έκφραση του FasL μετά από διέγερση
304,305

. Έρευνες 

αναφέρουν τρεις υποψήφιους μεσολαβητές της δράσης αυτής των GC: το GILZ
306

, το 

GITR
307

 και το Nur77
308

. 

Πρέπει να σημειώσουμε ότι το φαινόμενο του «αμοιβαίου ανταγωνισμού» δεν 

περιορίζεται μόνο σε Τ υβριδωματικά κύτταρα. Παρόμοιες παρατηρήσεις έχουν γίνει 

και σε ανιτγονο-ειδικές Τ κυτταρικές σειρές
309

, και σε CD4
+
 και CD8

+
 Τ κύτταρα 

απομονωμένα από HIV φορείς
310,311

. Μια ενδιαφέρουσα μελέτη με πιθανές 

προεκτάσεις στην ανοσοθεραπεία αναφέρει πως in vivo χορήγηση δεξαμεθαζόνης σε 

ένα μοντέλο καρκίνου (Β16 μελανώματος) που υφίσταται παθητική κυτταρική 

ανοσοθεραπεία, ενώ προκάλεσε ισχυρή μείωση λεμφοκυττάρων στο δέκτη, δεν είχε 

καμιά επίπτωση στην επιβίωση και κυτταροτοξική δράση των μεταμοσχευμένων 

ενεργοποιημένων CD8
+
 Τ λεμφοκυττάρων

23
. 

 

2.3.3 Επίδραση των Γλυκοκορτικοειδών στα Δενδριτικά Κύτταρα 

Τα δενδριτικά κύτταρα παίζουν κυρίαρχο ρόλο στην έναρξη της Τ-

κυτταρομεσολαβούμενσης ανοσίας λόγω της εξειδίκευσής τους στην πρόσληψη, 

επεξεργασία και παρουσίαση αντιγόνων στα Τ λεμφοκύτταρα. Πληθώρα 

δημοσιευμάτων πιστοποιούν τις επιπτώσεις των GC τόσο στη διαφοροποίηση των DC 

από μονοκύτταρα όσο και στην τελική ωρίμανσή τους
312

. Συγκεκριμένα 

μονοκύτταρα/δενδριτικά κύτταρα που διαφοροποιούνται παρουσία GC 

παρουσιάζουν: 1) εξασθενημένη αντιγονο–παρουσιαστική λειτουργία λόγω 

αναστολής έκφρασης ορισμένων συνδιεγερτικών μορίων (CD40, CD86, CD56)
313

, 2) 

αυξημένη ενδοκυτταρική δραστηριότητα ως συνέπεια της υπερέκφρασης μορίων 

εμπλεκόμενων στην σύλληψη του αντιγόνου (CD32, MR, CD16, CD11b), και 3) 

μειωμένη ικανότητα έκκρισης κυτταροκινών (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α)
312

. Η δράση 

αυτή των γλυκοκορτικοειδών πάνω στα δενδριτικά κύτταρα συμπληρώνει την ήδη 

γνωστή εικόνα τους ως ανοσοκατασταλτικά. 
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2.3.4 Επίδραση των Γλυκοκορτικοειδών στα Φυσικά Φονικά Κύτταρα 

Όπως αναλύθηκε λεπτομερέστερα σε προηγούμενες ενότητες, τα φυσικά φονικά 

κύτταρα αντιπροσωπεύουν μια μοναδική υποομάδα λεμφοκυττάρων που έχουν την 

ικανότητα αναγνώρισης και καταστροφής ορισμένων νεοπλαστικών κυττάρων καθώς 

και μολυσμένων από ιούς κυττάρων. Επιπρόσθετα οι κυτταροκίνες (IFN-γ, TNF, 

GM-CSF) που εκκρίνονται από ενεργοποιημένα NK κύτταρα διεγείρουν τις 

φλεγμονώδεις αποκρίσεις ενώ συγχρόνως συμβάλλουν στην κινητοποίηση των 

επίκτητων ανοσοαντιδράσεων. Έχει αναφερθεί ότι τα GC αναστέλλουν άμεσα την 

κυτταρική λειτουργία των NK
314,315

. Συγκεκριμένα, η έκθεση ηρεμούντων και 

ενεργοποιημένων NK κυττάρων σε GC προκαλεί καταστολή της κυτταροτοξικής τους 

δράσης και μάλιστα η καταστολή αυτή φαίνεται να συσχετίζεται με την μειωμένη 

έκφραση των NCR υποδοχέων (NKp30, NKp44 και NKp46)
32

. Εκτός απ’ αυτές τις in 

vitro παρατηρήσεις, υπάρχει μια σειρά μελετών in vivo που συνδέουν την 

παρατηρούμενη μείωση τόσο στον αριθμό όσο και στην κυτταροτοξική δράση των 

περιφερικών NK με διάφορες εντασιογόνες παθολογικές καταστάσεις και τη λήψη 

γλυκοκορτικοειδών, ως ανοσοκατασταλτικά
316,317

. 

 

2.3.5 Τα Γλυκοκορτικοειδή ως Θετικοί Ρυθμιστές των Ανοσολογικών 

Αποκρίσεων 

Παρότι τα GC έχουν θεωρηθεί να έχουν ανοσοκατασταλτική δράση, ο ρόλος τους 

στη διαμόρφωση των ανοσοαποκρίσεων είναι μάλλον διττός. Υπό ορισμένες 

συνθήκες τα GC μπορούν να ενισχύουν τις ανοσολογικές απαντήσεις. Μερικά 

παραδείγματα που φανερώνουν αυτή τη θετική επίδραση των GC, αναφέρονται 

παρακάτω. 

o Ίσως το πιο χαρακτηριστικό παράδειγμα του διπλού ρόλου των GC είναι η 

επίδραση της δεξαμεθαζόνης (Dex, dexamethasone) σε υβριδωματικά και 

φυσιολογικά Τ λεμφοκύτταρα. Ενώ η Dex προκαλεί απόπτωση και στους δυο 

τύπους κυττάρων, παράλληλα μπορεί να ανταγωνίζεται την απόπτωση που 

προκαλούν άλλα σήματα, όπως το CD3
20

. 

o Η ισχυρή υπερέκφραση του γονιδίου του IL-7Rα υποδοχέα που προκαλείται 

από τα GC στα Τ λεμφοκύτταρα, αποτελεί ένα άλλο παράδειγμα θετικής 
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επίδρασης των GC στο ανοσολογικό σύστημα, λαμβάνοντας υπόψη ότι η IL-7 

ρυθμίζει τον πολλαπλασιασμό, την επιβίωση και τη διαφοροποίηση των Τ 

λεμφοκυττάρων
21

. 

o Έχει επίσης αναφερθεί ότι τα GC μπορούν να επιταχύνουν την επαγόμενη από 

τη δέσμευση του TCR υποδοχέα μιτογένεση των λεμφοκυττάρων
22

. 

o Ο Hinrichs και συνεργάτες έχουν αναφέρει ότι η Dex δεν παρουσιάζει καμιά 

επίπτωση στον πολλαπλασιασμό και τη λειτουργία των ενεργοποιημένων 

pmel-1-ειδικών CD8
+
 λεμφοκυττάρων, και μάλιστα αυτά τα κύτταρα μπορούν 

να μεταμοσχευθούν επιτυχώς σε ποντίκια που φέρουν B16 όγκους και 

λαμβάνουν Dex
23

. 

o Σε μια κλινική δοκιμή εμβολιασμού ασθενών με καρκίνο του προστάτη 

παρατηρήθηκε μια συνέργεια στις ανοσοαποκρίσεις μεταξύ ενεργού 

εμβολιασμού και της χορήγησης GC
24

.  

o Επίσης, έχει αναφερθεί ότι η υδροκορτιζόνη (HC, hydrocortisone) σε 

συνδυασμό με την IL-15 ενισχύει σημαντικά τον πολλαπλασιαστικό δυναμικό 

των περιφερικών CD56
+
CD3

-
 κυττάρων χωρίς να επιφέρει καμιά επίπτωση 

στη λειτουργική τους δράση
28

. 

o Επιπρόσθετα, μελέτες υποστηρίζουν τη θετική επίδραση των GC στη 

διαφοροποίηση των ανώριμων πρόδρομων ΝΚ κυττάρων προς λειτουργικά 

ώριμα ΝΚ
25-27

. 

Το συλλογικό συμπέρασμα που προκύπτει από τον τεράστιο αυτό όγκο 

βιβλιογραφικών δεδομένων σχετικά με τη δράση των GC στις ανοσολογικές 

αποκρίσεις είναι πως εάν πρέπει να αποδοθεί ένας λειτουργικός ρόλος στα GC, θα 

πρέπει κανείς πρώτα να ορίσει τις συνθήκες υπό τις οποίες βρίσκεται το πειραματικό 

του σύστημα. Με άλλα λόγια η κυτταρική απόκριση στα GC εξαρτάται τόσο από τα 

εξωγενή σήματα που λαμβάνει όσο και από την κατάσταση 

διαφοροποίησης/ενεργοποίησης στην οποία ήδη βρίσκεται το κύτταρο. Μια τέτοια 

θεώρηση αντιπροσωπεύει πιο πειστικά τη φυσιολογική κατάσταση του κυττάρου in 

vivo.  
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2.3.6 Γλυκοκορτικοειδή και Ανοσοθεραπεία του Καρκίνου 

Τα GC παίζουν σημαντικό ρόλο στη λειτουργικότητα κυττάρων του ανοσοποιητικού 

συστήματος (Τ λεμφοκύτταρα, ΝΚ και DC) τα οποία έχουν κυρίαρχη θέση στην 

ανοσολογία του καρκίνου και χρησιμοποιούνται στην ανοσοθεραπεία του 

καρκίνου
220,318,319

. Οι στρατηγικές ανοσοθεραπείας που ακολουθούνται βασίζονται 

είτε στην ενεργοποίηση ειδικών και μη μηχανισμών ανοσίας κατά του καρκίνου 

(Ενεργητική Ανοσοποίηση, όπως εμβολιασμός με καρκινικά αντιγόνα ή με καρκινικά 

κύτταρα ενισχυμένα ως προς την ικανότητα πυροδότησης μιας ισχυρής κυτταρικής 

ανοσίας) είτε στην παθητική χορήγηση ex vivo ενεργοποιημένων κυτταροτοξικών 

λεμφοκυττάρων ή αντισωμάτων με αντι-νεοπλασματική δράση.  

Μια από τις δυσκολίες που πρέπει να λάβει κανείς υπόψη κατά τη σχεδίαση 

μιας αποτελεσματικής ανοσοθεραπευτικής προσέγγισης είναι το ιδιαίτερα 

ανοσοκατασταλτικό περιβάλλον, όπου θα γίνει η ανοσοπαρέμβαση. Σ’ αυτήν την 

κατάσταση μεταξύ άλλων συμβάλλουν και τα αυξημένα επίπεδα GC στους ασθενείς 

με καρκίνο είτε αυτά παράγονται ενδογενώς λόγω ψυχολογικού ή φυσιολογικού 

stress
320

 είτε χορηγούνται φαρμακολογικά για την αντιμετώπιση παρενεργειών της 

νόσου ή της συμβατικής θεραπείας (π.χ. φλεγμονή, οίδημα). Μια άλλη παράμετρος 

που πρέπει να ληφθεί υπόψη είναι η διαφορετική συγκέντρωση ενεργών 

γλυκοκορτικοειδών στους διάφορους ιστούς και κυτταρικούς τύπους
272

. 

Με βάση όλα τα παραπάνω είναι αναγκαίο να προσδιοριστούν επακριβώς οι 

συνθήκες δράσης των GC (ανοσοκαταστολή/ανοσοδιέγερση, απόπτωση/επιβίωση) 

στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, ώστε να εφαρμοστούν για την 

αποτελεσματικότερη ανοσοπαρέμβαση σε ασθενείς με καρκίνο. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3  Μεθοδολογία της Έρευνας  

 

3.1 Διαχωρισμός και Απομόνωση PBMC  

Τα μονοπύρηνα κύτταρα διαχωρίζονται από τα υπόλοιπα συστατικά του αίματος 

μέσω φυγοκέντρησης διαβάθμισης πυκνότητας. Η τεχνική βασίζεται στη διαφορετική 

ειδική πυκνότητα των κυτταρικών συστατικών του αίματος σε σχέση με το μέσο 

διαχωρισμού (Ficoll: ένα υδατικό διάλυμα πολυμερούς με πυκνότητα 1,077 g/mL). 

Συγκεκριμένα, τα ερυθροκύτταρα και τα κοκκιοκύτταρα, όταν έρχονται σε επαφή με 

το Ficoll, σχηματίζουν συσσωματώματα, γεγονός που αυξάνει το ρυθμό καθίζησης. 

Αντίθετα, τα λεμφοκύτταρα, τα μονοκύτταρα και τα αιμοπετάλια δεν είναι αρκετά 

πυκνά ώστε να διεισδύσουν το στρώμα του Ficoll. Έτσι, μετά την ολοκλήρωση της 

φυγοκέντρισης τα ερυθροκύτταρα και τα κοκκιοκύτταρα καθιζάνουν στον πάτο του 

σωλήνα ενώ τα λεμφοκύτταρα, μονοκύτταρα και τα αιμοπετάλια σχηματίζουν ένα 

πυκνό υπόλευκο στρώμα πάνω από το Ficoll. 

Πρωτόκολλο: (η εκτέλεση της όλης διαδικασίας γίνεται σε θερμοκρασία 

δωματίου, εκτός κι αν η μετέπειτα χρήση των κυττάρων απαιτεί τη συντήρησή τους 

στους 4
o
C) 

o Λήψη περιφερικού αίματος σε κατάλληλο δοχείο με αντιπηκτικό μέσο 

(ηπαρίνη ή EDTA). 

o Το αίμα αραιώνεται με ρυθμιστικό διάλυμα (1xPBS + 2 mM EDTA) σε 

αναλογία 1:1. 

o Το αραιωμένο αίμα επιστρώνεται προσεκτικά σε ίσο όγκο Ficoll. 

o Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 400 x g (χωρίς φρένο) για 25 min. 

o Συλλογή των κυττάρων της μεσόφασης (μεταξύ Ficoll και πλάσματος) με μια 

πιπέτα Pasteur και μεταφορά σε ένα νέο σωληνάριο. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



56 
 

o Ακολουθεί μια έκπλυση με ρυθμιστικό διάλυμα στα 200 x g, για 10 min, για 

την απομάκρυνση των αιμοπεταλίων, και μια δεύτερη στα 400 x g για 5 min. 

 

3.2 Απομόνωση CD56
+
/ΝΚ κυττάρων 

Τα CD56
+
 κύτταρα απομονώνονται από PBMC μέσω μιας διαδικασίας θετικής 

ανοσο-επιλογής. Η μέθοδος βασίζεται στην τεχνολογία των μαγνητικών μικρο-

σφαιριδίων επικαλυμμένων με ένα ειδικό μονοκλωνικό αντίσωμα (MACS, Magnetic 

Cell Sorting; Miltenyi Biotec, Germany), που επιτρέπουν τη στόχευση ενός 

συγκεκριμένου πληθυσμού κυττάρων μέσα σε ένα ετερογενές μείγμα. Περιληπτικά τα 

κύρια βήματα είναι τα ακόλουθα (σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή): 

 Μαγνητική Σήμανση. Τα κύτταρα-στόχοι επωάζονται με τα ανοσο-σφαιρίδια 

(επικαλυμμένα με αντι-CD56) σε κατάλληλη αναλογία και ορισμένο τελικό 

όγκο, για 25 min στους 4
o
C. 

 Μαγνητικός Διαχωρισμός. Μετά από απομάκρυνση των αδέσμευτων ανοσο-

σφαιριδίων, τα σημασμένα κύτταρα διέρχονται από μια στήλη στερεωμένη σε 

έναν ισχυρό μαγνήτη. Τα σημασμένα κύτταρα συγκρατούνται στο πλέγμα της 

στήλης λόγω της μαγνητικής δύναμης που δέχονται, ενώ τα μη σημασμένα 

διαπερνούν τη στήλη ελεύθερα. Η στήλη εκπλένεται ωσότου να μην 

παρατηρηθούν άλλα κύτταρα στο έπλυμα.  

 Έκλουση Σημασμένων Κυττάρων. Για την ανάκτηση του θετικού κυτταρικού 

κλάσματος, η στήλη απομακρύνεται από το μαγνήτη και τα κύτταρα 

εκλούονται με κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα. 

Η απομόνωση καθαρών ΝΚ κυττάρων (CD56
+
CD3

-
) από PBMC βασίζεται 

στην απομάκρυνση των υπολοίπων κυτταρικών πληθυσμών (Β και Τ λεμφοκύτταρα, 

μονοκύτταρα) και στην μετέπειτα επιλογή των CD56
+
 κυττάρων. Συγκεκριμένα: 

 Σήμανση των ανεπιθύμητων κυτταρικών πληθυσμών με αντισώματα. Τα 

PBMC επωάζονται με τα κατάλληλα μονοκλωνικά αντισώματα (αντι-CD14-

FITC, αντι-CD19-FITC, αντι-CD3-FITC, αντι-CD4-FITC) στους 4
o
C, για 30 

min. Η αντίδραση πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 200 μL για 100x10
6
 

PBMC, και τα αντισώματα χρησιμοποιούνται σε αραίωση 1/10. Ακολουθεί 
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απομάκρυνση των μη δεσμευμένων αντισωμάτων με έκπλυση (3x) με 50 mL 

ρυθμιστικό διάλυμα.  

 Στόχευση των ανεπιθύμητων κυτταρικών πληθυσμών με μαγνητικά σφαιρίδια. 

Τα σημασμένα με αντισώματα PBMC επωάζονται με μαγνητικά σφαιρίδια 

επικαλυμμένα με αντι-IgG πολυκλωνικά αντισώματα, σε κατάλληλη αναλογία 

και τελικό όγκο, για 25 min, στους 4
ο
C. 

 Μαγνητικός διαχωρισμός των ανεπιθυμητων κυτταρικών πληθυσμών. Μετά 

την απομάκρυνση των αδέσμευτων ανοσο-σφαιριδίων, τα σημασμένα 

κύτταρα διέρχονται από μια στήλη αρνητική επιλογής, όπου συγκρατούνται 

με μαγνητικές δυνάμεις.  

 Το αρνητικό κλάσμα των κυττάρων (CD14
-
CD19

-
CD3

-
CD4

-
) συλλέγεται μετά 

από ήπια έκπλυση της στήλης. Τα εμπλουτισμένα σε ΝΚ κύτταρα 

καταμετρούνται και σημαίνονται με αντι-CD56 μαγνητικά σφαιρίδια, όπως 

προηγουμένως. 

Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας απομόνωσης, η καθαρότητα των 

απομονωμένων κυττάρων εκτιμάται με κυτταρομετρία ροής. 

 

3.3 Καλλιέργεια CD56
+
/ΝΚ κυττάρων 

Τα απομονωμένα CD56
+
/NK κύτταρα επαναιωρούνται σε κατάλληλο μέσο 

καλλιέργειας σε συγκέντρωση 1x10
6
 κύτταρα/mL, τοποθετούνται σε πλάκα 

καλλιέργειας σε πυκνότητα 1x10
6
 κύτταρα/cm

2
 και επωάζονται σε επωαστικό 

κλίβανο κυτταροκαλλιεργειών με 95% υγρασία στους 37
o
C, με παροχή 5% CO2. Το 

μέσο καλλιέργειας συνίσταται από α-MEM (Life Technologies, Scotland) 

εμπλουτισμένο με 20% FBS (Fetal Bovine Serum; Biosera, UK), 2 mM L-γλουταμίνη 

(Life Technologies), 50 μg/mL γενταμικίνη και 30 ng/mL ανασυνδυασμένη 

ανθρώπινη IL-15 (CellGenix, Germany). Η συγκέντρωση των GC που 

χρησιμοποιήθηκαν σ’ αυτήν τη μελέτη [HC (Pfizer, Belgium NV), MeP (Vianex, 

Greece) και Dex (Vianex)], προσδιορίστηκε βάσει της γλυκοκορτικοειδούς 

δραστικότητάς τους, όπως φαίνεται στην Εικόνα 3-1. Το μέσο καλλιέργειας 

ανανεώνεται κάθε 3-4 μέρες, και η συγκέντρωση των κυττάρων προσαρμόζεται στα 

0,25-0,5x10
6
 κύτταρα/mL. Ο αριθμός των κυττάρων προσδιορίζεται 
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χρησιμοποιώντας ένα αιμοκυτταρόμετρο και αποκλεισμό των νεκρών κυττάρων με 

Trypan Blue.  

 

Εικόνα 3-1 Συγκριτική Δραστικότητα Γλυκοκορτικοειδών 

 

 

3.4 Καλλιέργεια Καρκινικών Κυτταρικών Σειρών 

Οι ανθρώπινες καρκινικές κυτταρικές σειρές K562 (ερυθρομυελοβλαστικά 

λευχαιμικά κύτταρα) και Daudi (Β λεμφοβλάστες λεμφώματος Burkitt) 

καλλιεργήθηκαν σε μέσο καλλιέργειας RPMI-1640 (Life Technologies) 

εμπλουτισμένο με 10% FBS, 2 mM L-γλουταμίνη και 50 μg/mL γενταμικίνη, σε 

επωαστικό κλίβανο κυτταροκαλλιεργειών με 95% υγρασία στους 37
o
C, με παροχή 

5% CO2. Το μέσο καλλιέργειας ανανεώνονταν 2-3 φορές εβδομαδιαίως διατηρώντας 

τη συγκέντρωση των κυττάρων μεταξύ 0,3-1,0x10
6
 κύτταρα/mL. 

 

3.5 Ανοσοφθορισμός και Κυτταρομετρία Ροής (Flow Cytometry) 

Η τεχνική αυτή μας επιτρέπει την ανάλυση πολύπλοκων κυτταρικών πληθυσμών 

βάσει της έκφρασης συγκεκριμένων μοριακών δεικτών είτε στην επιφάνεια των 

κυττάρων ή ενδοκυττάρια. Βασίζεται στην ικανότητα ανίχνευσης και ανάλυσης κάθε 

μεμονωμένου κυττάρου ως προς διάφορες παραμέτρους, όπως το μέγεθος κυττάρου, 
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η πολυπλοκότητα επιφάνειας και ο βαθμός ενδοκυττάριας κοκκίωσης, και η έκφραση 

συγκεκριμένων αντιγόνων (μετά από σήμανση με ειδικά προς αυτά αντισώματα τα 

οποία είναι συζευγμένα με κατάλληλα φθοριοχρώματα).  

Γενικό πρωτόκολλο ανοσοφθορισμού επιφανειακών αντιγόνων: 

o Συλλογή κυττάρων και έκπλυση (1x) με ρυθμιστικό διάλυμα ανοσοφθορισμού 

(1xPBS + 2% FBS + 0,1% N3Na). 

o Επώαση κυττάρων με το/τα κατάλληλο/α αντίσωμα/τα για 15 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Κάθε αντίδραση ανοσοφθορισμού πραγματοποιείται 

σε 50 μL τελικό όγκο, και περιλαμβάνει: 1) < 10
6
 κύτταρα, και 2) το κάθε 

αντίσωμα στη βέλτιστη αραίωση (η οποία έχει προσδιοριστεί μετά από 

τιτλοδότηση του αντισώματος). 

o Έκπλυση (2x) των κυττάρων με ρυθμιστικό διάλυμα ανοσοφθορισμού για 

απομάκρυνση των αδέσμευτων αντισωμάτων. Εάν τα κύτταρα δεν αναλυθούν 

άμεσα σε κυτταρομετρητή ροής, φυλάσσονται σε διάλυμα 1% PFA στους 4
ο
C. 

Πρωτόκολλο ταυτόχρονης ανίχνευσης επιφανειακών και ενδοκυττάριων 

αντιγόνων μετά από διαπερατοποίηση των κυττάρων με μεθανόλη: 

o Συλλογή κυττάρων και έκπλυση (1x) με ρυθμιστικό διάλυμα 

ανοσοφθορισμού. 

o Μονιμοποίηση των κυττάρων με διάλυμα 2% PFA (σε 1xPBS) για 10 min, σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

o Έκπλυση (2x) των κυττάρων με ρυθμιστικό διάλυμα ανοσοφθορισμού. 

o Διαπερατοποίηση των κυττάρων με διάλυμα 90% μεθανόλης (σε 1xPBS) για 

30 min στους 4
ο
C ή στους -20

ο
C για τουλάχιστον 16h. 

o Έκπλυση (2x) των κυττάρων με ρυθμιστικό διάλυμα ανοσοφθορισμού. 

o Επώαση των κυττάρων με τα κατάλληλα μονοκλωνικά αντισώματα για 45 

min, σε θερμοκρασία δωματίου και προστατευμένα από το φως. Προσοχή!!! 

Πρέπει να επιλεγούν κλώνοι αντισωμάτων που να αναγνωρίζουν επιτόπους, η 

διαμόρφωση των οποίων δεν τροποποιείται μετά την επεξεργασία των 

κυττάρων με μεθανόλη. Επίσης, η επεξεργασία των κυττάρων με μεθανόλη 

πρέπει να προηγείται της ανοσοαντίδρασης, γιατί τα φθοριοχρώματα είναι 

ευαίσθητα στις αλκοόλες. 

o Έκπλυση (2x) των κυττάρων με ρυθμιστικό διάλυμα ανοσοφθορισμού. 
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Πρωτόκολλο ταυτόχρονης ανίχνευσης επιφανειακών και ενδοκυττάριων 

αντιγόνων μετά από διαπερατοποίηση των κυττάρων με απορρυπαντικό: 

o Σήμανση των κυττάρων με αντισώματα έναντι δεικτών επιφανείας, όπως 

περιγράφθηκε προηγουμένως. 

o Μονιμοποίηση των κυττάρων με διάλυμα 2% PFA (σε 1xPBS) για 10 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Έκπλυση (2x) των κυττάρων με ρυθμιστικό διάλυμα 

ανοσοφθορισμού. 

o Διαπερατοποίηση των κυττάρων με διάλυμα που περιέχει σαπονίνη (BD 

Perm/Wash buffer) για 30 min, στους 4
o
C. 

o Επώαση με αντισώματα έναντι ενδοκυττάριων στόχων για 40 min, στους 4
o
C. 

Η αντίδραση πραγματοποιείται σε διάλυμα Perm/Wash. 

o Έκπλυση (2x) των κυττάρων με διάλυμα Perm/Wash. 

Τα αντισώματα και αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη αυτή 

για την ανάλυση των κυττάρων με FACS, αναφέρονται παρακάτω: 

(από BD Biosciences) 

FITC–συζευγμένα αντι -CD244 (clone 2-69), -CD62L (clone Dreg 56), -Granzyme B 

(clone ICRF44), -CD107a (clone H4A3), -CD107b (clone H4B4); PE–συζευγμένα 

Annexin V, anti-CD56 (clone B159), -NKp46 (clone 9E2/NKp46), -NKG2D (clone 

1D11), DNAM-1 (clone DX11), -CD94 (clone HP-3D9), -CD57 (clone NK-1), -

CD158a (clone HP-3E4), -CD158b (clone CH-L), -CCR7 (clone 3D12), -CXCR1 

(clone 5A12). -CXCR3 (clone 1C6/CXCR3), -CXCR4 (clone 12G5), -perforin (clone 

δG9), -phospho-ERK1/2 (T202/Y204), -phospho-STAT5 (Y694), -NF-κB p65 

(pS529, clone K10-895.12.50), -phospho-Akt (pS473, clone M89-61); PerCP–

συζευγμένο αντι-CD3 (clone SK7); 7-AAD (Amino-actinomycin D). 

(από Beckman-Coulter) 

PE–συζευγμένα αντι-NKG2A (clone Z199), -NKp30 (clone Z25), -NKp44 (clone 

Z231), PE-Cy5–συζευγμένα αντι-CD56 (clone NKH-1) και -CD16 (clone 3G8). 

(από eBioscience) 

FITC–συζευγμένο αντι-CD16 (clone CB16), PE–συζευγμένο αντι-CD16 (clone 

CB16), και allophycocyanin (APC)–συζευγμένο αντι-CD3 (clone UCHT1). 
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Τα δεδομένα συλλέχθηκαν σε μηχάνημα κυτταρομετρίας ροής (FACSCalibur; 

BD Biosciences) εξοπλισμένο με 2 laser και 4 ανιχνευτές, μετά από κατάλληλη 

ρύθμιση της έντασης των φωτοπολλαπλασιαστών και διόρθωση του μη ειδικού 

σήματος (προερχόμενο από την αλληλεπικάληψη των φασμάτων εκπομπής των 

διαφόρων φθοριοχρωμάτων). Η ανάλυση των δεδομένων έγινε σε κατάλληλο 

λογισμικό, FCS3 Express (De Novo Software). Ο ορισμός της θετικότητας (δηλαδή 

του ποσοστού των κυττάρων θετικών προς ένα δείκτη) σε ένα συγκεκριμένο κανάλι 

έγινε βάσει του αυτοφθορισμού δειγμάτων σημασμένων με όλα τα φθοριοχρώμτα 

εκτός από το προς μελέτη φθοριόχρωμα (FMO, Fluorescence Minus One). Στην 

περίπτωση κατά την οποία ένας δείκτης παρουσιάζει καθολική έκφραση, η 

ποσοτικοποίηση της έκφρασης πραγματοποιείται υπολογίζοντας την ειδική ένταση 

φθορισμού (SFI, Specific Fluorescence Intensity), η οποία προκύπτει από τη 

γεωμετρική μέση ένταση φθορισμού του ειδικού αντισώματος μετά από αφαίρεση της 

γεωμετρικής μέσης έντασης φθορισμού του κατάλληλου δείγματος FMO.  

 

3.6 Δοκιμασία Κυτταροτοξικότητας (με CFSE) 

Η κυτταροτοξική ικανότητα των καλλιεργημένων CD56
+
 κυττάρων μετρήθηκε έναντι 

της ΝΚ-ευαίσθητης κυτταρικής σειράς, Κ562. Η τεχνική που ακολουθήθηκε 

βασίζεται στην διπλή σήμανση με φθορίζουσες ουσίες, που επιτρέπει τη διάκριση των 

κυττάρων στόχων (Κ562) από τα κύτταρα-εκτελεστές (CD56
+
), και των ζωντανών 

από τα νεκρά/αποπτωτικά κύτταρα.  

Πρωτόκολλο: 

o Προετοιμασία κυττάρων-στόχων. Δύο μέρες πριν την εκτέλεση του 

πειράματος τα Κ562 ανακαλλιεργούνται σε πυκνότητα 0,2 x 10
6
 ανά mL 

θρεπτικού μέσου, ώστε να βρίσκονται σε λογαριθμική φάση ανάπτυξης. 

Ακολουθεί σήμανση με CFSE (Molecular Probes, The Netherlands): 2 x 10
6
 

κύτταρα επαναιωρημένα σε 1 mL 1xPBS + 5%FBS επωάζονται με CFSE 

(τελική συγκέντρωση 1μM) για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου. Τα κύτταρα 

εκπλένονται 3 φορές με PBS+FBS, επαναιωρούνται σε 10% α-ΜΕΜ, και 

αφήνονται να «ξεκουραστούν» στους 37
o
C για μισή ώρα. 
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o Εν τω μεταξύ τα κύτταρα προς δοκιμασία (CD56
+
) μετριούνται, 

επαναιωρούνται σε κατάλληλο όγκο 10% α-ΜΕΜ και επιστρώνονται σε μια 

πλάκα μικροτιτλοδότησης U-σχήματος. 

o Τα κύτταρα-εκτελεστές και στόχοι αναμειγνύονται σε διάφορες αναλογίες 

(5/1, 2.5/1 και 1.25/1) και επωάζονται για 4 h στους 37
o
C σε κλίβανο CO2. 

o Μετά το πέρας της αντίδρασης τα κύτταρα σημαίνονται με 7-AAD (τελική 

αραίωση 1/20) για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί ένα πλύσιμο 

με ρυθμιστικό διάλυμα ανοσοφθορισμού και μονιμοποίηση με 1% PFA. Τα 

δείγματα αναλύονται κυτταρόμετρο μέσα σε μία ώρα.  

Τα νεκρά κύτταρα-στόχοι ορίζονται ως CFSE
+
7-AAD

+
 σημασμένα κύτταρα. 

Το ποσοστό κυτταροτοξικότητας υπολογίστηκε σύμφωνα με τον τύπο: 

 

                                                     

                              
      

 

3.7 Δοκιμασία Αποκοκκίωσης/Κινητοποίησης του δείκτη CD107  

Η δοκιμασία κινητοποίησης κυτταρολυτικών κοκκίων επιτρέπει την ανίχνευση 

κυτταρολυτικών ΝΚ κυττάρων. Οι γλυκοπρωτεΐνες CD107 καλύπτουν την εσωτερική 

επιφάνεια (προς τον αυλό) της εξωτερικής μεμβράνης των λυτικών κοκκίων, αλλά 

δεν είναι ανιχνεύσιμες στην επιφάνεια της κυτταροπλασματικής μεμβράνης των 

ηρεμούντων ΝΚ κυττάρων. Κατόπιν ενεργοποίησης των ΝΚ κυττάρων, π.χ. από ένα 

καρκινικό κύτταρο, τα λυτικά κοκκία μετακινούνται προς τη θέση επαφής με το 

κύτταρο στόχο, όπου συντήκονται με την κυτταροπλασματική μεμβράνη με 

αποτέλεσμα την έκλυση κυτταροτοξικών μορίων και την προσωρινή έκθεση των 

CD107 μορίων στην επιφάνεια των ΝΚ κυττάρων. Σ’ αυτό το στάδιο, τα ΝΚ κύτταρα 

που πραγματοποιούν αποκοκκίωση είναι ανιχνεύσημα μέσω ανάλυσης με 

κυτταρομετρία ροής χρησιμοποιώντας κατάλληλα συζευγμένα αντι-CD107 

μονοκλωνικά αντισώματα
321

.  

Το δυναμικό αποκοκκίωσης των ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων μετρήθηκε 

έναντι της ΝΚ-ευαίσθητης καρκινικής κυτταρικής σειράς, K562, και της LAK-

ευαίσθητης σειράς, Daudi. Εν συντομία, καλλιεργημένα για 10 μέρες CD56
+
 κύτταρα 
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και κύτταρα-στόχοι αναμειγνύονται σε αναλογία 1/1 και συν-επωάζονται για 4 h, 

στους 37
o
C σε επωαστικό κλίβανο κυτταροκαλλιεργειών. Στο μείγμα προστίθενται 

αντι-CD107 μονοκλωνικά αντισώματα (αντι-CD107a-FITC και αντι-CD107b-FITC 

σε αναλογία 1/1) σε τελική αραίωση 1/20. Το τελευταίο 3-ωρο της επώασης 

προστίθεται μονενσίνη (eBioscience) σε τελική συγκέντρωση 2 μM, με σκοπό την 

εξουδετέρωση του όξινου pH των λυτικών κοκκίων και προστασία των 

φθοριοχρωμάτων. Στο τέλος της δοκιμασίας, τα κύτταρα συλλέγονται και 

σημαίνονται με αντι-CD3-APC και αντι-CD56-PE πριν την κυτταρομετρική ανάλυση.  

 

3.8 Μέτρηση Ικανότητας Πολλαπλασιασμού  

Το δυναμικό πολλαπλασιασμού των ΝΚ κυττάρων και των διάφορων υποπληθυσμών 

μετρήθηκε βάσει της CFSE μεθόδου. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στην ικανότητα του 

CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) να σημάνει ομοιοπολικά 

ενδοκυττάρια μόρια (μακράς διάρκειας ζωής) με τη φθορίζουσα χρωστική ουσία, 

carboxylfluorescein. Μετά από κάθε κυτταρική διαίρεση, η ίση κατανομή αυτών των 

φθοριζόντων μορίων στα θυγατρικά κύτταρα οδηγεί σε μείωση της έντασης 

φθορισμού των θυγατρικών κυττάρων κατά το ήμισυ. Αυτή η μέθοδος επιτρέπει την 

ανίχνευση έως 8 κυτταρικών διαιρέσεων πριν ο φθορισμός του CFSE μειωθεί στα 

επίπεδα των μη σημασμένων κυττάρων.  

Περιληπτικά, το πρωτόκολλο σήμανσης των κυττάρων με CFSE περιλαμβάνει 

επώαση φρέσκων απομονωμένων CD56
+
 κυττάρων με CFSE σε τελική συγκέντρωση 

5 μΜ σε 1xPBS παρουσία προστατευτικών πρωτεϊνών (5% FBS), για 5 min σε 

θερμοκρασία δωματίου. Το αδέσμευτο CFSE απομακρύνεται μετά από έκπλυση (3x) 

των κυττάρων με PBS. Ο πολλαπλασιασμός των ΝΚ κυττάρων εκτιμήθηκε βάσει της 

αραίωσης του CFSE μετά από πολυπαραμετρική, κυτταρομετρική ανάλυση
322

. 

 

3.9 Ποσοτικός Προσδιορισμός των Εκκρινόμενων Κυτταροκινών 

Για τον προσδιορισμό των επιπέδων έκκρισης κυτταροκινών, ΝΚ κύτταρα 

ενεργοποιημένα για 10 μέρες επωάστηκαν για επιπλέον 48 h με IL-15 (30 ng/mL), 

IL-12 (2 ng/mL; R&D Systems) και IL-18 (100 ng/mL; MBL International, MA)
323
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απουσία ή παρουσία GC. Τα υπερκείμενα των κυτταρικών καλλιεργειών 

συλλέχθηκαν με φυγοκέντρηση και παγώθηκαν στους -80
o
C. Η συγκέντρωση της 

IFN-γ, του GM-CSF, του TNF-α, και της IL-10 ποσοστικοποιήθηκε με τη χρήση μιας 

εμπορικά διαθέσιμης ανοσοδοκιμασίας πολλαπλής ανάλυσης κυτταροκινών 

(Fluorokine MAP Multiplex Human
 
Cytokine Panel; R&D Systems), σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Η συλλογή των δεδομένων έγινε σε κατάλληλο αναλυτή 

(Lifematch Fluoroanalyzer), ο οποίος χρησιμοποιεί τη τεχνολογία xMAP της 

Luminex, ενώ για την ανάλυση των δεδομένων χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό 

Luminex 100 IS 2.2. 

Αρχή λειτουργίας της ανοσοδοκιμασίας: Φθόριο-κωδικοποιημένα 

μικροσφαιρίδια έχουν προ-επικαλυφθεί με αντισώματα ειδικά για συγκεκριμένο 

αναλύτη. Τα μικροσφαιρίδια αυτά αναμειγνύονται με τα προς ανάλυση δείγματα 

(καθώς και με πρότυπα διαλύματα των αντίστοιχων κυτταροκινών) και τα 

ακινητοποιημένα αντισώματα δεσμεύουν τους αναλύτες-στόχους. Μετά από 

απομάκρυνση των αδέσμευτων ουσιών, προστίθεται ένα μείγμα βιοτινυλιωμένων 

αντισωμάτων ειδικών ως προς τους αναλύτες που μας ενδιαφέρουν. Μετά από 

έκπλυση των αδέσμευτων αντισωμάτων, προστίθεται στρεπταβιδίνη συζευγμένη με 

τη φθορίζουσα ουσία φυκοερυθρίνη, PE. Μετά την τελική έκπλυση, τα 

μικροσφαιρίδια επαναιωρούνται σε ρυθμιστικό διάλυμα και τα δείγματα είναι έτοιμα 

προς ανάλυση. Ο αναλυτής διαθέτει ένα σύστημα διπλού-laser: η μια δέσμη laser 

είναι ειδική για τα μικροσφαιρίδια και προσδιορίζει ποιος αναλύτης ανιχνεύεται κάθε 

φορά, ενώ η άλλη δέσμη laser καθορίζει το μέγεθος του σήματος που προέρχεται από 

τη φυκοερυθρίνη, το οποίο είναι ευθέως ανάλογο της ποσότητας του δεσμευμένο στα 

μικροσφαιρίδια αναλύτη.  

 

3.10 Δοκιμασία Έκκρισης IFN-γ 

Η έκκριση της IFN-γ από τα ΝΚ κύτταρα προσδιορίστηκε σε ενεργοποιημένα για 10 

μέρες CD56
+
 κύτταρα τα οποία επωάστηκαν για επιπλέον 24 h με IL-15 (30 ng/mL), 

IL-12 (2 ng/mL) και IL-18 (100 ng/mL) απουσία ή παρουσία GC. Για την εκτίμηση 

των επιπέδων έκκρισης της IFN-γ χρησιμοποιήθηκε μια εμπορικά διαθέσιμη 

ανοσοδοκιμασία (IFN-γ secretion assay kit, Miltenyi) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή.  
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Η δοκιμασία βασίζεται στην ικανότητα ενός αντισωμικού συμπλόκου-παγίδα 

να προσκολλάται στην κυτταρική επιφάνεια των λευκοκυττάρων (μέσω του anti-

CD45 τμήματος) και συγχρόνως να δεσμεύει τα εκκρινόμενα μόρια της IFN-γ (μέσω 

του anti- IFN-γ τμήματος). Έτσι, μετά τη δέσμευση του αντιδραστηρίου σύλληψης 

στην επιφάνεια των κυττάρων, τα τελευταία επωάζονται για μικρό χρονικό διάστημα 

στους 37
o
C, ώστε να συνεχιστεί η έκκριση των κυτταροκινών. Η εκκρινόμενη IFN-γ 

παγιδεύεται από το αντιδραστήριο σύλληψης στα θετικά κύτταρα. Αυτά τα κύτταρα, 

ακολούθως, σημαίνονται με ένα δεύτερο αντίσωμα anti-IFN-γ, το οποίο είναι 

συζευγμένο με φυκοερυθρίνη ώστε να επιτρέπει την ανίχνευσή τους με 

κυτταρομετρία ροής. Πριν την ανάλυση τα κύτταρα σημαίνονται και με anti-CD3-

FITC προκειμένου να αποκλειστούν τα ΝΚΤ.  

 

3.11 Μέτρηση του Ρυθμού Απόπτωσης  

Η απόπτωση μπορεί να οριστεί ως μια φυσιολογική διαδικασία κυτταρικής αυτό-

καταστροφής κατευθυνόμενη από το γονιδίωμα. Αναφέρεται συχνά και ως 

«προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος» (PCD, programmed cell death) ή τύπου Ι 

PCD. Τα κλασικά αποπτωτικά κύτταρα μπορούν να αναγνωριστούν βάσει ενός 

χαρακτηριστικού προτύπου μορφολογικών, βιοχημικών και μοριακών αλλαγών. Μια 

από αυτές τις αλλαγές είναι και η έκθεση των καταλοίπων φωσφατιδυλσερίνης (PS, 

phosphatidylserine)
324

. 

Στα φυσιολογικά κύτταρα, τα κατάλοιπα PS βρίσκονται στην εσωτερική 

στιβάδα της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. Κατά τη διάρκεια της απόπτωσης, τα 

κατάλοιπα PS μεταπηδούν στην εξωτερική στιβάδα της μεμβράνης. Γενικά, αλλά όχι 

πάντοτε, αυτό είναι ένα πρώιμο γεγονός κατά τη διαδικασία της απόπτωσης και 

θεωρείται ότι μεταδίδει σήματα στα γειτονικά κύτταρα ότι ένα κύτταρο είναι έτοιμο 

να φαγοκυτταρωθεί. Η Annexin-V είναι μια πρωτεΐνη που δεσμεύεται ειδικά στα 

κατάλοιπα PS και χρησιμοποιείται ευρέως για την ανίχνευση των αποπτωτικών 

κυττάρων. Επειδή η Annexin-V δεσμεύεται τόσο στα πρώιμα αποπτωτικά όσο και 

στα όψιμα αποπτωτικά/νεκρωτικά κύτταρα (τα οποία μπορεί να είναι αποτέλεσμα 

αποπτωτικών και νεκρωτικών γεγονότων), τα κύτταρα προς ανάλυση πρέπει να 

σημανθούν επιπροσθέτως και με μια χρωστική που επιτρέπει την διάκριση νεκρών 

κυττάρων, όπως το 7-AAD, PI, DAPI
325-327

. 
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Πρωτόκολλο σήμανσης αποπτωτικών κυττάρων με Annexin-V και 7-AAD: 

o Σήμανση των κυττάρων με αντισώματα έναντι αντιγόνων επιφανείας (αν αυτό 

είναι απαραίτητο για τη διάκριση υποπληθυσμών), όπως περιγράφηκε 

προηγουμένως. 

o Επαναιώρηση των κυττάρων σε ρυθμιστικό διάλυμα δέσμευσης Annexin-V 

[10x Annexin-V ρυθμιστικό διάλυμα: 0.1 M HEPES, pH 7.4; 1.4 M NaCl; 25 

mM CaCl2. Το διάλυμα αραιώνεται σε συγκέντρωση 1x με ddH2O πριν τη 

χρήση και η περίσσεια απορρίπτεται μετά το τέλος της διαδικασίας] σε 

συγκέντρωση 1x10
6
 κύτταρα/mL. 100μL του κυτταρικού εναιωρήματος 

μεταφέρονται σε άλλο δοκιμαστικό σωλήνα. 

o Προσθήκη Annexin-V-PE (αραίωση 1/20) και 7-AAD (αραίωση 1/20), και 

επώαση της αντίδρασης για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου. 

o Η αντίδραση τερματίζεται με την προσθήκη 400 μL ρυθμιστικού διαλύματος 

δέσμευσης Annexin-V. Η συλλογή των δεδομένων στον κυτταρομετρητή 

πρέπει να γίνει μέσα σε 1 ώρα. Τα όψιμα αποπτωτικά κύτταρα ορίζονται ως 

Annexin-V
+
7-AAD

+
 ενώ τα πρώιμα αποπτωτικά ως Annexin-V

+
7-AAD

-
.  

 

3.12 Απομόνωση ΝΚ Υποπληθυσμών με Κυτταροδιαχωριστή Ροής  

Η απομόνωση υποπληθυσμών των ΝΚ κυττάρων (CD56
bright

, CD56
dim

, 

CD56
bright

CD16
-
) έγινε με τη βοήθεια κυτταροδιαχωριστή (BD FACSAria III). Οι 

κυτταροδιαχωριστές (cell sorters) αξιοποιούν τις αρχές της κυτταρομετρίας ροής με 

την πρόσθετη δυνατότητα του επιλεκτικού διαχωρισμού κυττάρων που φέρουν 

συγκεκριμένα χαρακτηριστικά. Η συλλογή των δεδομένων έγινε με τη βοήθεια του 

λογισμικού BD FACSDiva Software v4.1.  

Τα προς διαχωρισμό κύτταρα ήταν εμπλουτισμένα σε CD56 περιφερικά 

PBMC. Η διαδικασία σήμανσης των προς διαχωρισμό κυττάρων με τα κατάλληλα 

αντισώματα είναι παρόμοια με αυτή που περιγράφηκε προηγουμένως για την 

κυτταρομετρική ανάλυση αντιγόνων επιφανείας, με μικρές παραλλαγές που 

αποσκοπούν κυρίως στη διατήρηση της βιωσιμότητας των κυττάρων. Η όλη 

διαδικασία πραγματοποιείται στους 4
o
C. Το ρυθμιστικό διάλυμα ανοσοφθορισμού 

αντικαθίσταται από στείρο ρυθμιστικό διάλυμα κυτταροδιαχωρισμού, το οποίο 

περιλαμβάνει: 1x PBS, 2% FBS, 25 mM HEPES (pH 7.4), 1 mM EDTA. Μετά το 
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τέλος της σήμανσης, τα κύτταρα φιλτράρονται σε πλέγμα 70μm για την απομάκρυνση 

των συσσωματωμάτων και επαναιωρούνται σε ρυθμιστικό διάλυμα 

κυτταροδιαχωρισμού, σε συγκέντρωση 10x10
6
/mL. Η συλλογή των κυττάρων από 

τον κυτταροδιαχωριστή γίνεται σε σωληνάρια από πολυστυρένιο, τα οποία έχουν 

επικαλυφθεί εσωτερικά με FBS για τουλάχιστον 4 h ή σε σωληνάρια από 

πολυπροπυλένιο. 

 

3.13 Ποσοτικοποίηση των Επιπέδων Έκφρασης Γονιδίων με PCR Πραγματικού 

Χρόνου (real-time PCR) 

NK κύτταρα καλλιεργημένα υπό τις παραπάνω συνθήκες, συλλέχτηκαν στα 

αναγραφόμενα χρονικά σημεία, και συντηρήθηκαν ως κυτταρικό ίζημα στους -80
o
C 

μέχρι την περαιτέρω επεξεργασία τους.  

ΑΑπποομμόόννωωσσηη  ΟΟλλιικκοούύ  ΚΚυυττττααρριικκοούύ  RRNNAA: το ολικό κυτταρικό RNA απομονώθηκε 

χρησιμοποιώντας ένα εμπορικά διαθέσιμο kit, το RNAqueous-Micro Kit (Ambion, 

Austin, TX), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Συνοπτικά η διαδικασία 

περιλαμβάνει (1) τη λύση του δείγματος με ένα διάλυμα ισοθειοκυανικής 

γουανιδίνης, ένα ισχυρό χαοτροπικό αντιδραστήριο που διασπά τα κύτταρα ενώ 

συγχρόνως απενεργοποιεί τις ριβονουκλεάσες, (2) τη δέσμευση του κυτταρικού 

ομογενοποιήματος σε ένα φίλτρο διοξειδίου του πυριτίου (μικρής διαμέτρου που 

επιτρέπει την έκλουση του δεσμευμένου RNA σε πολύ μικρό όγκο, χωρίς απώλειες), 

(3) την έκλουση του RNA με ddH2O, και (4) απομάκρυνση του γενωμικού DNA μετά 

από επώαση με DNase I.  

ΑΑννττίίσσττρροοφφηη  ΜΜεεττααγγρρααφφήή  κκααιι  ΣΣύύννθθεεσσηη  11
οουυ

  ΚΚλλώώννοουυ  ccDDNNAA: 0.5 μg ολικού 

κυτταρικού RNA χρησιμοποιήθηκαν για τη σύνθεση μονοκλωνικού cDNA με τη 

χρήση τυχαίων εξαμερών εκκινητών (random primers, Invitrogen, Carlsbad, CA) και 

μιας αντίστροφης μεταγραφάσης, ImProm-II Reverse Transcriptase (Promega, 

Madison, WI). Οι συνθήκες της αντίδρασης φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. 
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Δείγμα RNA……………………………..………… 0.5 μg 

Random Primers……………………..…………….. 0.3 μg 

ddH2O………………………………………….…... < 12 μL 

70
o
C για 5 min (αποδιάταξη) 

Άμεση μεταφορά σε πάγο για τουλάχιστον 5 min 

RT ρυθμιστικό διάλυμα 5x………...……………… 1x 

dNTP mix………………………….………………. 0.5 mM 

MgCl2……………………………..……………… 1.5M 

RTase…….……………………………………….. 1 μL 

ddH2O……………..……………………………… < 8μL 

25
o
C για 5 min (υβριδοποίηση) 

42
o
C για 60 min (επιμήκυνση) 

70
o
C για 15min (απενεργοποίηση) 

 

PPCCRR  ππρρααγγμμααττιικκοούύ  χχρρόόννοουυ  ήή  πποοσσοοττιικκήή  PPCCRR: η ποσοτική PCR 

πραγματοποιήθηκε σε ένα μηχάνημα Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Sydney, 

Australia) χρησιμοποιώντας το Platinum SYBR green qPCR SuperMix-UDG 

(Invitrogen). Οι συνθήκες της αντίδρασης παρουσιάζονται αναλυτικά παρακάτω: 

 

Δείγμα cDNA……………………………..……… 10 ng

 

SYBR green mix…………………………………. 1x 

5’ Εκκινητής………………………………………. 0.2 μΜ 

3’ Εκκινητής….……………………..…………….. 0.2 μM 

ddH2O………………………………………….…... < 20 μL 


Η ποσότητα αναφέρεται στο αρχικό ολικό RNA 
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Κύκλος Βήμα Τ (
o
C) t (min:s) 

Αποδιάταξη (Hold) 1
ο
 95 05:00 

Πολυμερισμός 

(Cycling) [x35] 

1
ο
 95 00:20 

2
ο
 59 00:20 

3
ο
 72 00:20 

4
ο 
(*) xx 00:15 

Τήξη (Melt) 

Αύξηση από 70
o
C έως 99

o
C 

Βήμα αύξησης: 0.3
o
C ανά κύκλο 

Αναμονή: 45 s στον 1
ο
 κύκλο 

5 s στους επόμενους κύκλους  


Η θερμοκρασία στην οποία γίνεται απόκτηση του σήματος 

φθορισμού εξαρτάται από το σημείο τήξης (Tm) του εκάστοτε 

παραγόμενου προϊόντος PCR. 

 

Οι εκκινητές για την ποσοτική PCR σχεδιάστηκαν με τη βοήθεια ενός 

κατάλληλου λογισμικού, το PerlPrimer
328

. Στον Πίνακα Ι φαίνονται όλοι οι εκκινητές 

που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη αυτή. 
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Πίνακας Ι. Ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν σ’ αυτήν τη μελέτη 

Γονίδιο Κοινό Όνομα Πρόσθιος Εκκινητής (5’-3’) Αντίστροφος Εκκινητής (5’-3’) 

TSC22D3 Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) CCATAGACAACAAGATCGAACAG AGACAGGACTGGAACTTCTC 

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 CTGTGGATGACTGAGTACCT AGCCAGGAGAAATCAAACAG 

BCLxL BCL2-like 1 (transcript variant 1) ACTTACCTGAATGACCACCT ATTTCCGACTGAAGAGTGAG 

BCL2L11 BCL2 interacting mediator of cell death (BIM) AGTGCAATGGCTTCCATGAG CCCTCCTTGCATAGTAAGCGT 

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) CAGCATGACAGATTTCTACCAC AGACTAAGGCAGAAGATGTAGAG 

CDKN1B Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1) CAACCGACGATTCTTCTACTC TCGAGCTGTTTACGTTTGAC 

CCND2 Cyclin D2 CCACCGACTTTAAGTTTGCC CTTTGAGACAATCCACGTCTG 

CCND3 Cyclin D3 TGTGCTACAGATTATACCTTTGCC GCTTCGATCTGCTCCTGAC 

CCNE1 Cyclin E1 AGGTTTCAGGGTATCAGTGG CTGTGGGTCTGTATGTTGTG 

CCNE2 Cyclin E2 TCAGAATGTGTAGATTGGATGG TTACTTCCTCCAGCATAGCC 

B2M Beta-2-microglobulin GTCTGGGTTTCATCCATCCG TCATCCAATCCAAATGCGGC 
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Τα σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων στόχων υπολογίστηκαν βάσει της 

συγκριτικής ΔΔCt μεθόδου και αντιπροσωπεύουν την ποσότητα του γονιδίου στόχου 

ομαλοποιημένη ως προς το ενδογενές γονίδιο αναφοράς, β2-μικροσφαιρίνης (B2M), 

σε σχέση με ένα δείγμα αναφοράς (φρέσκα απομονωμένα ΝΚ κύτταρα). Η αρχή 

λειτουργίας της ποσοτικής PCR καθώς και της ΔΔCt μεθόδου ανάλυσης περιγράφεται 

παρακάτω. 

Η ποσοτική PCR βασίζεται στη σήμανση των προϊόντων της PCR με 

φθορίζοντα μόρια και τη μέτρηση της έντασης φθορισμού (η οποία είναι ανάλογη του 

παραγόμενου προϊόντος) που εκπέμπεται καθ’ όλη τη διάρκεια της αντίδρασης. 

Ανάλογα με το ρυθμό παραγωγής του προϊόντος, μια αντίδραση PCR μπορεί να 

χωριστεί σε 3 φάσεις
329

 (Εικόνα 3-2):  

1) Την εκθετική ή λογαριθμική φάση (exponential growth or log phase), η οποία 

ξεκινάει μόλις συσσωρευτεί επαρκής ποσότητα προϊόντος έτσι ώστε να είναι 

ανιχνεύσιμη πάνω από το θόρυβο του συστήματος. Σε κάθε κύκλο της φάσης 

αυτής πραγματοποιείται ακριβής διπλασιασμός του προϊόντος (με την 

προϋπόθεση ότι η απόδοση της αντίδρασης είναι 100%). Η αντίδραση είναι 

πολύ ειδική και ακριβής. 

2) Τη γραμμική φάση (linear phase), κατά τη διάρκεια της οποίας η αντίδραση 

επιβραδύνεται και η απόδοση μειώνεται λόγω της κατανάλωσης των 

αντιδραστηρίων και του σημαντικού ανταγωνισμού των εκκινητών με το 

προϊόν που τείνει να αυτό-υβριδοποιείται. Στη φάση αυτή δεν 

πραγματοποιείται διπλασιασμός του προϊόντος στο τέλος του κάθε κύκλου και 

η ποσότητα του παραγόμενου προϊόντος είναι εξαιρετικά μεταβλητή λόγω 

διαφόρων παραγόντων, συμπεριλαμβανομένου του ρυθμού κατανάλωσης των 

αντιδραστηρίων και της συσσώρευσης των προϊόντων. Ακόμα και 

επαναλήψεις του ίδιου δείγματος/αντίδρασης, οι οποίες είναι ταυτόσημες κατά 

τη λογαριθμική φάση, μπορεί να παρουσιάσουν μεταβλητότητα σ’ αυτή τη 

φάση (Εικόνα 3-2, Δ) 

3) Τη φάση «κορεσμού» (plateau phase), κατά την οποία η αντίδραση έχει 

σταματήσει και δεν παράγεται άλλο προϊόν.  

Η PCR πραγματικού χρόνου ποσοτικοποιεί την παραγωγή προϊόντος κατά τη 

λογαριθμική φάση της αντίδρασης, γιατί μόνο κατά τη λογαριθμική φάση η ποσότητα 

του παραγόμενου προϊόντος είναι ανάλογη της αρχικής ποσότητας DNA στο δείγμα. 
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Το μέγεθος που χρησιμοποιείται ως ένδειξη της ποσότητας του παραγόμενου 

προϊόντος κατά τη λογαριθμική φάση της PCR είναι ο λεγόμενος «κύκλος 

κατωφλιού», Ct (Cycle threshold). Ως κατώφλι ορίζεται το ελάχιστο σήμα φθορισμού 

που είναι στατιστικά σημαντικότερη πάνω από το υπόβαθρο της αντίδρασης (περίπου 

3 φορές το SD του σήματος υποβάθρου). Ο κύκλος της αντίδρασης στον οποίο η 

καμπύλη φθορισμού της αντίδρασης τέμνει το κατώφλι ορίζεται ως Ct (Εικόνα 3-3). 

Οι τιμές Ct παρέχουν χρήσιμες πληροφορίες για τη σύγκριση μεταξύ δειγμάτων 

καθώς διαφορές στην αρχική ποσότητα του DNA μεταφράζονται σε διαφορές στις 

τιμές Ct, με το πιο εμπλουτισμένο σε DNA-στόχο δείγμα να παρουσιάζει μικρότερη 

τιμή Ct. 

 

 

Εικόνα 3-2 Θεωρητικός Διπλασιασμός και Πειραματική Συσσώρευση του DNA-

στόχου κατά την PCR 

Ξεκινώντας από ένα μόριο, ο πίνακας (Α) δείχνει τη συσσώρευση του DNA μετά από 

κάθε κύκλο υπό θεωρητικές συνθήκες διπλασιασμού (μπλε γραμμή) ή όπως 

παρατηρούνται σε μια πραγματική δοκιμασία (κόκκινη γραμμή). Τα δεδομένα του 

πίνακα (Α) απεικονίζονται γραφικά σε γραμμική (Β) και λογαριθμική (Γ) κλίμακα. (Δ) 

Γραφική παράσταση μιας ποσοτικής αντίδρασης PCR, όπως πραγματοποιήθηκε σε ένα 

μηχάνημα iQ5 της Bio-Rad. Είναι εμφανές ότι οι 3 φάσεις της PCR διαφέρουν στα 4 

δείγματα όπως και στις επαναλήψεις του ίδιου δείγματος. άξονας x: αριθμός των 

κύκλων, άξονας y στο (Β) και (Δ): ποσότητα DNA, άξονας y στο (Γ): log
10

[ποσότητα 

DNA] 
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Εικόνα 3-3 Ορισμός του Κατωφλιού Φθορισμού και των Τιμών Ct 

Παράδειγμα μιας πειραματικής αντίδρασης PCR πραγματικού χρόνου που δείχνει 

τις καμπύλες φθορισμού σε αριθμητική (Α) και λογαριθμική (Β) κλίμακα. Η γραμμή 

κατωφλιού χρησιμοποιείται προκειμένου να ποσοτικοποιηθεί η ποσότητα του DNA, 

και έχει προσδιοριστεί να αντιστοιχεί στη λογαριθμική φάση της αντίδρασης. 

 

ΗΗ  ΜΜέέθθοοδδοοςς  22
--ΔΔΔΔCCtt – Η εξίσωση που περιγράφει το λογαριθμικό 

πολλαπλασιασμό μιας αντίδρασης PCR είναι
330

: 

                                                                         

όπου    είναι ο αριθμός των μορίων-στόχων στον κύκλο n της αντίδρασης,    είναι ο 

αρχικός αριθμός των μορίων-στόχων.    είναι η απόδοση της αντίδρασης 

πολυμερισμού της αλληλουχίας-στόχου. Για Ct κύκλους η εξίσωση διαμορφώνεται ως 

εξής: 

                                                                          

όπου    είναι ο αριθμός των μορίων-στόχων στο σημείο του κατωφλιού,      είναι ο 

κύκλος κατωφλιού για την αλληλουχία-στόχο, και    είναι μια σταθερά. Μια 

αντίστοιχη εξίσωση μπορεί να γραφτεί για την ενδογενή αντίδραση αναφοράς (για το 

γονίδιο-ομαλοποιητή): 
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όπου    είναι ο αριθμός των μορίων αναφοράς στο σημείο του κατωφλιού,    είναι ο 

αρχικός αριθμός των μορίων αναφοράς,    είναι η απόδοση της αντίδρασης 

πολυμερισμού της αλληλουχίας αναφοράς,      είναι ο κύκλος κατωφλιού για το 

γονίδιο αναφοράς, και    μια σταθερά. 

Ομαλοποιώντας την έκφραση της αλληλουχίας X προς την έκφραση του 

γονιδίου αναφοράς R, προκύπτει η σχέση: 

  

  
 

             

             
 

  

  
                                              

Υποθέτοντας ότι η απόδοση του γονιδίου-στόχου είναι ίση με την απόδοση 

του γονιδίου αναφοράς, τότε η εξίσωση [4] μεταμορφώνεται ως εξής: 

         

  

  
                                                                     

ή 

                                                                    

όπου το    ισούται με την ομαλοποιημένη αρχική ποσότητα του γονιδίου στόχου 

(     ) και το     ισούται με τη διαφορά των κύκλων κατωφλίου του γονιδίου 

στόχου από το γονίδιο αναφοράς (         ). 

Μετά από αναδιάταξη η εξίσωση [6] μπορεί να γραφτεί ως: 

                                                                   

Το τελικό βήμα είναι να διαιρέσουμε το    ενός οποιουδήποτε δείγματος q με το    

του δείγματος-βαθμονομητή (cb, calibrator): 

    

     
 

             

              
                                             

όπου,                        . 

Για αντιδράσεις οι οποίες έχουν βελτιστοποιηθεί σωστά, η απόδοση πλησιάζει 

κοντά στο 1 (100%), και ως εκ τούτου, η ποσότητα του γονιδίου-στόχου, 

ομαλοποιημένη ως προς την ενδογενή αντίδραση αναφοράς και σχετικά με το 

βαθμονομητή, δίνεται από τη σχέση: 
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Για να είναι έγκυροι οι υπολογισμοί βάσει της μεθόδου     , θα πρέπει η 

απόδοση της αντίδρασης πολυμερισμού του γονιδίου-στόχου να είναι ίδια με την 

απόδοση για το γονίδιο αναφοράς. 

 

3.14 Μελέτη του Κυτταρικού Κύκλου – Μέθοδος Παλμού/Παρακολούθησης με 

BrdU 

Η μέθοδος αυτή (BrdU pulse/chase assay) αποσκοπεί στη μελέτη της κινητικής των 

κυτταρικών διαιρέσεων. Βασίζεται (α) στην παλμική σήμανση των κυττάρων που 

βρίσκονται στη φάση-S του κυτταρικού κύκλου με ένα ανάλογο θυμιδίνης, τη 

βρωμοδεοξυουριδίνη (Bromodeoxyuridine, BrdU), και (β) στην παρακολούθηση των 

σημασμένων αυτών κυττάρων κατά την πρόοδό τους στις επόμενες φάσεις του 

κυτταρικού κύκλου. Κατά το στάδιο του παλμού, η βρωμοδεοξυουριδίνη διαχέεται 

εύκολα μέσα στο κύτταρο, όπου ενσωματώνεται γρήγορα στη νουκλεοτιδική 

δεξαμενή του κυττάρου, έτοιμη να ενσωματωθεί στο DNA κατά την αντιγραφή του. 

Μετά την παλμική σήμανση και την απομάκρυνση της BrdU, τα σημασμένα κύτταρα 

αναλύονται σε τακτά χρονικά διαστήματα ως προς την κατανομή τους στις φάσεις 

του κυτταρικού κύκλου με κυτταρομετρία ροής. Προκειμένου να αναλυθεί το 

περιεχόμενο σε DNA των κυττάρων, τα τελευταία πρέπει να βαφτούν με μια 

φθορίζουσα χρωστική (π.χ 7-AAD, PI, DAPI) η οποία να δεσμεύεται στο DNA 

στοιχειομετρικά, έτσι ώστε η ένταση φθορισμού της να αντικατοπτρίζει επακριβώς 

την ποσότητα του DNA στο κύτταρο. Έτσι, η ποσότητα της φθορίζουσας ουσίας (και 

κατ΄ επέκταση η ένταση φθορισμού) η οποία δεσμεύεται σε κύτταρα που βρίσκονται 

στη φάση-G2/M (DNA περιεχόμενο = 4Ν) πρέπει να είναι διπλάσια απ’ την 

ποσότητα που δεσμεύουν τα κύτταρα που βρίσκονται στη φάση-G0/G1 (DNA 

περιεχόμενο = 2Ν). Ενώ τα κύτταρα που βρίσκονται στη φάση-S (2N  DNA 

περιεχόμενο  4N) παρουσιάζουν ενδιάμεσες τιμές φθορισμού. Επειδή στην πράξη τα 

όρια μεταξύ G0/G1- και πρώιμων S-κυττάρων καθώς και μεταξύ G2/Μ- και όψιμων 

S-κυττάρων δεν είναι εύκολα διακριτά (λόγω παρεκκλίσεων τόσο κατά τη διαδικασία 

σήμανσης του DNA όσο και κατά τη συλλογή των δεδομένων στον κυτταρομετρητή), 

η διάκριση των φάσεων του κυτταρικού κύκλου γίνεται με τη βοήθεια ειδικού 
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αλγορίθμου (ενσωματωμένο στο λογισμικό FCS Express 4) που αναλύει τα δεδομένα 

λαμβάνοντας υπόψη αυτήν την αλληλεπικάληψη των επιμέρους φάσεων του κύκλου.  

Ο ανοσοφθορισμός των κυττάρων με αντισώματα έναντι αντιγόνων 

επιφανείας, με αντι-BrdU αντίσωμα και με την DNA-ειδική φθορίζουσα ουσία έγινε 

με τη βοήθεια ενός εμπορικά διαθέσιμου kit (FITC BrdU Flow Kit, BD Pharmingen), 

σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

 

3.15 Στατιστική Ανάλυση 

Η ανάλυση των πειραματικών δεδομένων έγινε με τη χρήση του λογισμικού 

GraphPad Prism V4 (Graphpad Software, CA). Η στατιστική σημαντικότητα για τη 

σύγκριση ολικών ΝΚ κυττάρων υπολογίσθηκε βάσει ανάλυσης διακύμανσης κατά 

ένα παράγοντα (One-way ANOVA) για επαναλαμβανόμενες μετρήσεις (repeated 

measures), ενώ η στατιστική σημαντικότητα για τη σύγκριση των επιμέρους 

υποπληθυσμών των ΝΚ υπολογίσθηκε βάσει ανάλυσης διακύμανσης κατά δυο 

παράγοντες (Two-way ANOVA) για επαναλαμβανόμενες μετρήσεις. Τιμές 

πιθανότητας (P, probability) < 0.05 θεωρήθηκαν στατιστικά σημαντικές. Οι 

αστερίσκοι στα γραφήματα υποδεικνύουν: *P < 0.05, **P < 0.01 και ***P < 0.001. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4  Αποτελέσματα 

4.1 Τα GC Ενισχύουν τον Πολλαπλασιασμό των ΝΚ κυττάρων Ενεργοποιημένων 

με IL-15 

Όπως έχει δειχθεί προηγουμένως από Perez et al.
28

, ο πολλαπλασιασμός των ΝΚ 

κυττάρων ενεργοποιημένων με IL-15 ενισχύεται παρουσία HC. Ωστόσο, υπάρχουν 

αναφορές στη βιβλιογραφία που υποστηρίζουν την κατασταλτική δράση της MeP 

στον επαγόμενο από IL-2 και IL-15 πολλαπλασιασμό των ΝΚ
31,32

. Προκειμένου να 

διερευνήσουμε το ενδεχόμενο μιας διαφορικής δράσης των γλυκοκορτικοειδών στη 

ρύθμιση των ενεργοποιημένων ΝΚ, πρωταρχικά εξετάσαμε την επίδραση της MeP 

και της Dex (δυο από τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα συνθετικά γλυκοκορτικοειδή 

στη ιατρική πράξη) στα ΝΚ κύτταρα. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4-1, η MeP (Α) και η Dex (Β), παρομοίως με την 

HC, ενίσχυσαν τον πολλαπλασιασμό των ΝΚ κυττάρων. Το εύρος επίδρασης 

κυμαίνεται από 2 x 10
-5

 μέχρι 2 x 10
-7

 Μ για την MeP, και από 4 x 10
-6

 μέχρι 4 x 10
-8

 

Μ για την Dex. Σε όλα τα μετέπειτα πειραματικά σχήματα, τα τρία γλυκοκορτικοειδή 

χρησιμοποιήθηκαν σε ισοδύναμες μεταξύ τους συγκεντρώσεις οι οποίες είναι: HC = 1 

x 10
-5

 M, MeP = 2 x 10
-6

 M, Dex = 4 x 10
-7

 M. 

Λεπτομερέστερη ανάλυση των κινητικών αύξησης έδειξε πως τα ΝΚ κύτταρα, 

όταν ενεργοποιούνται παρουσία IL-15/GC, τείνουν να έχουν μειωμένο ρυθμό 

αύξησης συγκριτικά με όσα μεγαλώνουν παρουσία μόνο της IL-15, τις 5 πρώτες 

μέρες της ενεργοποίησης (Εικόνα 4-1, Γ). Όμως, μετά τη 10
η
 μέρα ενεργοποίησης ο 

ρυθμός πολλαπλασιασμού αυξάνεται με αποτέλεσμα την 20
η
 μέρα της καλλιέργειας 

παρουσία IL-15/GC ο συντελεστής αύξησης (GI, Growth Index) των κυττάρων να 

είναι 10 φορές μεγαλύτερος απ’ ότι απουσία GC (Εικόνα 4-1, Δ).  

Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώθηκαν περαιτέρω από πειράματα 

ιχνηλάτησης κυτταρικών διαιρέσεων μέσω σήμανσης των κυττάρων με CFSE. Τα 

πειράματα αυτά έδειξαν ότι τα ενεργοποιημένα με IL-15/GC ΝΚ κύτταρα, παρότι 

προσωρινά καθυστερούν να εισέλθουν στον κυτταρικό κύκλο (βλ. Εικόνα 4-2,Α: 4
η
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και 6
η
 μέρα ενεργοποίησης), παρουσιάζουν αυξημένο δυναμικό πολλαπλασιασμού 

την 8
η
 μέρα με το 50% του κυτταρικού πληθυσμού να έχει ολοκληρώσει πάνω από 5 

διαιρέσεις. Ενώ μόνο το 20% των ενεργοποιημένων με IL-15 ΝΚ κυττάρων έχει 

περατώσει πάνω από 5 διαιρέσεις. Τα ευρήματα αυτά υποδεικνύουν ότι είτε ο 

επαγόμενος από την IL-15 και τα GC αναπρογραμματισμός των ΝΚ κυττάρων 

απαιτεί περισσότερο χρόνο για να «υλοποιηθεί» ή ότι η ενεργοποίηση των ΝΚ 

παρουσία GC οδηγεί στην επιλεκτική αύξηση ενός μικρού υποπληθυσμού κυττάρων, 

ο οποίος αρχικά δεν είναι εμφανής. 

 

 

Εικόνα 4-1 Κινητική αύξησης των ΝΚ παρουσία IL-15 & GC 

Περιφερικά CD56
+
 κύτταρα από υγιείς δότες καλλιεργήθηκαν με IL-15 απουσία ή 

παρουσία GC. Κάθε 5 ημέρες πραγματοποιήθηκε μέτρηση του αριθμού των βιώσιμων 

CD56
+
 κυττάρων καθώς και ανοσοφαινοτυπικός προσδιορισμός του ποσοστού των 

ΝΚ κυττάρων (CD56
+
CD3

-
) επί των συνολικών CD56

+
. Ο καθαρός αριθμός των ΝΚ 

κυττάρων σε κάθε χρονική στιγμή υπολογίστηκε βάσει αυτών των δυο παραμέτρων. 

(Α) και (Β) Αντιπροσωπευτικές καμπύλες αύξησης των ΝΚ ενεργοποιημένων με IL-

15 απουσία ή παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων MeP (M-5,-6,-7: 2 x 10
-5,-6,-7

 

M) και  Dex (D-6,-7,-8: 4 x 10
-6,-7,-8 

 M) αντίστοιχα. (Γ) και (Δ) Συγκεντρωτικά 
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αποτελέσματα συντελεστών αύξησης των ΝΚ από 8 δότες μετά από 5 (Γ) και 20 (Δ) 

μέρες καλλιέργειας στις αναγραφόμενες συνθήκες. 

 

 

Εικόνα 4-2 Τα GC ενισχύουν το δυναμικό πολλαπλασιασμού των ΝΚ 

(Α) Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα που δείχνουν την αραίωση του CFSE (μείωση 

της έντασης φθορισμού) καθώς τα ΝΚ κύτταρα διαιρούνται υπό τις αναγραφόμενες 

συνθήκες. (Β) Συγκεντρωτικά αποτελέσματα από 3 ανεξάρτητα πειράματα 

παρουσιάζονται ως ποσοστό των ταχέως διαιρούμενων ΝΚ κυττάρων (> 5 

διαιρέσεις) την 8
η
 μέρα της καλλιέργειας.  

 

4.2 Τα Ενεργοποιημένα με IL-15/GC ΝΚ κύτταρα Είναι Ανθεκτικά στην 

Επαγόμενη από Ενεργοποίηση Απόπτωση 

Μια από τις βιολογικές ιδιότητες των GC είναι και η επαγωγή της απόπτωσης. Σε 

προηγούμενη εργασία όμως των Perez et.al. έχει δειχθεί ότι η HC προστατεύει τα ΝΚ 

κύτταρα από την επαγόμενη από ενεργοποίηση απόπτωση
28

. Σε συμφωνία με τα 

ευρήματα αυτά, η MeP και η Dex επίσης προστατεύουν τα ΝΚ από την επαγόμενη 

από την IL-15 απόπτωση. Το ποσοστό των Annexin V
+
 (αποπτωτικών) κυττάρων 

μειώθηκε σχεδόν κατά 50% στα ενεργοποιημένα ΝΚ κύτταρα παρουσία GC (Εικόνα 

4-3).  
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Εικόνα 4-3 Τα ενεργοποιημένα με IL-15/GC 

ΝΚ είναι ανθεκτικά στην επαγόμενη από την 

ενεργοποίηση απόπτωση 

Ο ρυθμός απόπτωσης των ΝΚ κυττάρων, 

ενεργοποιημένων για 10 μέρες με IL-15 

απουσία ή παρουσία GC, εκτιμήθηκε μέσω 

σήμανσης των κυττάρων με AnnexinV/7-AAD. 

(A) Αντιπροσωπευτικά στικτογράμματα ΝΚ 

κυττάρων σημασμένων με AnnexinV και 7-

AAD. Τα ποσοστά των πρώιμων (Annexin 

V
+
7AAD

-
) και όψιμων (Annexin V

+
7AAD

+
) 

αποπτωτικών κυττάρων παρουσιάζονται στο 

αντίστοιχο τεταρτοκύκλιο. (Β) Συγκεντρωτικά 

ποσοστά των αποπτωτικών (Annexin V
+
) ΝΚ 

κυττάρων από 3 ανεξάρτητα πειράματα. 

 

4.3 Το Λειτουργικό Δυναμικό των Ενεργοποιημένων με IL-15/GC NK κυττάρων 

Η ακόλουθη σειρά πειραμάτων αποσκοπεί στη διερεύνηση του λειτουργικού 

δυναμικού των ΝΚ κυττάρων ενεργοποιημένων παρουσία GC. 

Η κυτταροτοξική ικανότητα των ενεργοποιημένων με IL-15 ΝΚ κυττάρων δεν 

επηρεάστηκε από την παρουσία των GC, όπως φαίνεται από το ποσοστό λύσης των 

Κ562 κυττάρων-στόχων (Εικόνα 4-4). Επίσης σε κυτταρικό επίπεδο τα 

ενεργοποιημένα ΝΚ κύτταρα, ανεξάρτητα από την παρουσία ή απουσία GC, έδειξαν 

να διατηρούν το ίδιο δυναμικό αποκοκκίωσης (Εικόνα 4-5) και παραγωγής λυτικών 

ουσιών (Εικόνα 4-6).  

Επιπλέον προσδιορίστηκε και το δυναμικό έκκρισης κυτταροκινών. ΝΚ 

κύτταρα ενεργοποιημένα για 10 μέρες με IL-15 απουσία ή παρουσία GC, 

διεγέρθηκαν για επιπλέον 2 μέρες με IL-12 και IL-18, και μετρήθηκε η συγκέντρωση 

των κυτταροκινών στο υπερκείμενο. Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 4-7, τα GC δεν 

επηρέασαν την παραγωγή της IFN-γ, του GM-CSF και του TNF-α, ενώ προκάλεσαν 
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αυξημένη έκκριση της IL-10. Το δυναμικό έκκρισης της IFN-γ μετρήθηκε και σε 

κυτταρικό επίπεδο (Εικόνα 4-8). 

Είναι γνωστό ότι η λειτουργία των ΝΚ ρυθμίζεται από ένα καλά 

εξισορροπημένο δίκτυο θετικών και αρνητικών σημάτων
331

. Ένας σημαντικός 

αριθμός υποδοχέων ενεργοποίησης (Natural Cytotoxicity Receptors, NCR), ικανών 

να πυροδοτήσουν την μεσολαβούμενη από τα ΝΚ κυτταρόλυση, έχει ταυτοποιηθεί ως 

τώρα
332,333

. Το προφίλ έκφρασης αυτών των υποδοχέων από ενεργοποιημένα ΝΚ 

κύτταρα παρουσιάζεται στην Εικόνα 4-9, 10. Με εξαίρεση τον υποδοχέα NKp46, η 

έκφραση του οποίου αυξάνεται παρουσία των GC, η έκφραση του NKp30, NKp44, 

NKG2D, CD244 (2B4), και DNAM-1 παραμένει ίδια στα ΝΚ κύτταρα 

ενεργοποιημένα παρουσία ή απουσία GC.  

 

 

Εικόνα 4-4 Κυτταρολυτική δράση 

των ΝΚ 

ΝΚ κύτταρα καλλιεργημένα με IL-15 

απουσία ή παρουσία GC υποβλήθηκαν 

σε δοκιμασία κυτταροτοξικότητας 

έναντι καρκινικών κυττάρων στόχων 

Κ562 σε διάφορες αναλογίες. Μετά 

από 4 ώρες συνεπώασης το ποσοστό 

νέκρωσης των κυττάρων στόχων 

μετρήθηκε με κυτταρομετρία ροής 

βάσει του βαθμού πρόσληψης του 7-

AAD. Το γράφημα παρουσιάζει 

συγκεντρωτικά αποτελέσματα από 3 

ανεξάρτητα πειράματα. 
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Εικόνα 4-5 Δυναμικό αποκοκκίωσης των ΝΚ 

ΝΚ κύτταρα καλλιεργημένα για 10 μέρες με IL-15, απουσία ή παρουσία GC, 

συνεπωάστηκαν με καρκινικά κύτταρα, Κ562 (Α, Γ) και Daudi (Β, Δ) για 4 ώρες, 

παρουσία monensin και anti-CD107a/b-FITC μονοκλωνικών αντισωμάτων. Ο 

ρυθμός αποκοκκίωσης των ΝΚ εκτιμήθηκε με κυτταρομετρία ροής βάσει του 

βαθμού πρόσδεσης/ενσωμάτωσης του anti-CD107a/b-FITC. (Α) και (Β) 

Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα από ένα δότη. (Γ) και (Δ) Συγκεντρωτικά 

αποτελέσματα της μέσης έντασης φθορισμού του (MFI, Mean Fluorescence 

Intensity) CD107 από 3 ανεξάρτητα πειράματα. 
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Εικόνα 4-6 Περιεκτικότητα των ΝΚ σε Περφορίνη και Granzyme B 

Η περιεκτικότητα σε Περφορίνη και Granzyme B των ΝΚ κυττάρων, 

καλλιεργημένων για 10 μέρες με IL-15 απουσία ή παρουσία GC, 

μετρήθηκε με τη χρήση ειδικών μονοκλωνικών αντισωμάτων. (Α) και (Β) 

Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα από έναν δότη. (Γ) και (Δ) 

Συγκεντρωτικά αποτελέσματα από 3 ανεξάρτητα πειράματα. 

 

 

 

Εικόνα 4-7 Έκκριση κυτταροκινών 

Η ικανότητα των ΝΚ να παράγουν και 

να εκκρίνουν κυτταροκίνες μετρήθηκε 

μετά από τη διέγερση τους με IL-12 

και IL-18. Παρουσιάζεται ο μέσος 

όρος από 3 ανεξάρτητα πειράματα. 
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Εικόνα 4-8 Ικανότητα παραγωγής IFN-γ 

ΝΚ κύτταρα καλλιεργημένα για 10 μέρες με IL-15 παρουσία ή 

απουσία GC, επωάστηκαν για ένα επιπλέον 24-ωρο με IL-12 & IL18. 

Η ποσότητα των εκκρινόμενων μορίων IFN-γ μετρήθηκε μέσω μια 

FACS βασιζόμενης δοκιμασίας. (Α) Αντιπροσωπευτικό ιστόγραμμα 

από έναν δότη. (Β) Συγκεντρωτικά αποτελέσματα από 3 ανεξάρτητα 

πειράματα. 

 

 

Εικόνα 4-9 Έκφραση υποδοχέων NCR  

Επιφανειακή πυκνότητα NCR υποδοχέων σε ΝΚ κύτταρα ενεργοποιημένα 

για 10 μέρες με IL-15 απουσία ή παρουσία GC. Αντιπροσωπευτικά 
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ιστογράμματα από έναν δότη. 

 

 

Εικόνα 4-10 Έκφραση NCR υποδοχέων (MFI) 

Μέση ένταση φθορισμού (MFI) των υποδοχέων NCR από 3 ανεξάρτητα 

πειράματα. 
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4.4 Τα Ενεργοποιημένα με IL-15 NK κύτταρα Αποκτούν ένα Διακριτό 

Ανοσοφαινοτυπικό Προφίλ 

Τα ΝΚ κύτταρα αποτελούν έναν ετερογενή πληθυσμό αποτελούμενο από διάφορους 

φαινοτυπικά διακριτούς υποπληθυσμούς οι οποίοι αντιπροσωπεύουν διαφορετικά 

στάδια ωρίμανσης
5,7,8,81,334

. Τα ηρεμούντα ΝΚ κύτταρα του περιφερικού αίματος 

διαχωρίζονται σε δυο κύριους υποπληθυσμούς βάσει της έντασης έκφρασης του 

επιφανειακού δείκτη CD56: 1) τον πιο ώριμο/διαφοροποιημένο CD56
dim

 πληθυσμό, 

και 2) το σχετικά ανώριμο/αδιαφοποίητο CD56
bright

 πληθυσμό. Αυτοί οι 

υποπληθυσμοί χαρακτηρίζονται περαιτέρω από την έκφραση άλλων αντιγόνων 

επιφανείας: CD16, NKG2A, CD94, KIR και CD57. Με βάση τα δεδομένα αυτά 

μελετήθηκαν οι φαινοτυπικές μεταβολές που σχετίζονται με την ενεργοποίηση των 

ΝΚ παρουσία GC. Ηρεμούντα και ενεργοποιημένα ΝΚ κύτταρα αναλύθηκαν με 

κυτταρομετρία ροής για την έκφραση αντιγόνων επιφανείας σχετιζόμενων με τη 

διαφοροποίηση. Η ανάλυση έγινε βάσει της παρουσίας ή όχι του δείκτη CD16, διότι ο 

διαχωρισμός των υποπληθυσμών βάσει του CD56 δεν είναι εφικτός, καθώς η 

έκφραση του CD56 αυξάνεται μετά από διέγερση των κυττάρων και στους δυο 

υποπληθυσμούς.  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4-11, η συχνότητα των CD16
-
 NK κυττάρων 

αυξήθηκε σημαντικά παρουσία της IL-15 και GC αντιπροσωπεύοντας περίπου το 

50% του συνολικού πληθυσμού των ΝΚ ενεργοποιημένων για 10 μέρες (IL-15/HC: 

51.97% ± 0.54, IL-15/MeP: 44.79% ± 0.76, IL-15/Dex: 43.09% ± 0.46). Ενώ 

παρουσία μόνο της IL-15 ο επικρατής υποπληθυσμός είναι CD16
+
 (85.39% ± 2.03; 

P<0.001 συγκριτικά με τα IL-15/GC ενεργοποιημένα ΝΚ). Επιπλέον, τα 

ενεργοποιημένα παρουσία GC NK κύτταρα εκφράζουν υψηλότερα επίπεδα NKG2A 

και CD94, ενώ εμφανίζουν να έχουν σημαντικά χαμηλότερα ποσοστά κυττάρων 

θετικών για KIR (CD158a &CD158b) ή CD57, σε σύγκριση με ΝΚ ενεργοποιημένα 

μόνο με IL-15. Αυτές οι φαινοτυπικές ιδιότητες των ενεργοποιημένων ΝΚ παρουσία 

GC αντικατοπτρίζουν ένα προφίλ κυττάρων λιγότερο διαφοροποιημένων.  
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Εικόνα 4-11 Έκφραση δεικτών διαφοροποίησης 

(Α) Κυτταρομετρική ανάλυση ηρεμούντων ΝΚ κυττάρων από περιφερικό αίμα. 

Παρουσιάζεται η έκφραση των μορίων επιφανείας CD16, NKG2A, CD94, KIR, και 

CD57 έναντι της έκφρασης του αντιγόνου CD56. (Β) Αντιπροσωπευτικός 

ανοσοφαίνοτυπος ηρεμούντων ΝΚ (άνω σειρά) ή καλλιεργημένων με IL-15 για 10 

μέρες ΝΚ κυττάρων παρουσία ή απουσία GC. Τα στικτογράμματα δείχνουν την 

έκφραση του αντιγόνου της επιλογής έναντι της έκφρασης του CD16. Οι συχνότητες 

του κάθε υποπληθυσμού σημειώνονται στο αντίστοιχο τεταρτοκύκλιο. 
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Εικόνα 4-12 Έκφραση δεικτών διαφοροποίησης 

(συγκεντρωτικά δεδομένα) 

Έκφραση των αναγραφόμενων δεικτών επιφανείας σε 

ενεργοποιημένα για 10 μέρες ΝΚ κύτταρα εκφραζόμενη ως 

ποσοστό θετικών κυττάρων (αριστερά) και ειδική ένταση 

φθορισμού (SFI) (δεξιά). Τα αποτελέσματα αντιπροσωπεύουν 
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μέσες τιμές από 3 ανεξάρτητα πειράματα. 

 

4-5 Τα ενεργοποιημένα με IL-15/GC NK κύτταρα εκφράζουν διαφορετικούς 

υποδοχείς χημειοκινών 

Η έκφραση υποδοχέων χημειοκινών, οι οποίοι καθορίζουν την ικανότητα 

μετανάστευσης των κυττάρων, είναι ετερογενής ανάμεσα στους υποπληθυσμούς των 

ΝΚ
179

. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4-13 και Εικόνα 4-14, η έκφραση του CD62L και 

CXCR1 καταστέλλεται κατόπιν ενεργοποίησης των ΝΚ και στις δυο συνθήκες (με 

και χωρίς GC), παρότι η παρουσία GC επιβραδύνει την καταστολή αυτή. Η έκφραση 

του CXCR3 αυξήθηκε σημαντικά παρουσία GC. Επίσης, η έκφραση του υποδοχέα 

της CXCL12, ο CXCR4, απάγεται σημαντικά από τα GC ενώ μόνο ένα μικρό 

ποσοστό (3%) των ΝΚ ενεργοποιημένων μόνο με IL-15 εκφράζουν CXCR4. 
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Εικόνα 4-13 Έκφραση υποδοχέων χημειοκινών 

Διακριτό προφίλ έκφρασης των υποδοχέων χημειοκινών στα ΝΚ κύτταρα 

καλλιεργημένα παρουσία IL-15 και GC. Η έκφραση ενός ρεπερτορίου υποδοχέων 

χημειοκινών προσδιορίστηκε σε απομονωμένα και in vitro καλλιεργημένα ΝΚ 

κύτταρα όπως περιγράφεται στην Εικόνα 4-11. 
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Εικόνα 4-14 Έκφραση υποδοχέων χημειοκινών (συγκεντρωτικά 

αποτελέσματα) 

Έκφραση των αναγραφόμενων δεικτών επιφανείας σε ενεργοποιημένα 

για 10 μέρες ΝΚ κύτταρα με IL-15 παρουσία ή απουσία GC. Τα 

δεδομένα αντιπροσωπεύουν μέσες τιμές από 3 ανεξάρτητα πειράματα. 
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4.6 Η Έκφραση του CD16 Καθορίζει Δυο Πληθυσμούς ΝΚ κυττάρων με 

Διαφορετικό Δυναμικό Πολλαπλασιασμού 

Όπως περιγράφθηκε στην ενότητα 4.4, τα ενεργοποιημένα με IL-15/GC ΝΚ κύτταρα 

παρουσιάζουν έναν ανοσοφαινότυπο χαρακτηριστικό των λιγότερο 

διαφοροποιημένων κυττάρων. Είναι γνωστό ότι τα CD16
-
 αντιπροσωπεύουν πιο 

ανώριμα ΝΚ κύτταρα
81

. Τα αποτελέσματά μας (Εικόνα 4-15) έδειξαν ότι ο 

πολλαπλασιασμός αυτού του υποπληθυσμού ευνοείται παρουσία GC: το ποσοστό των 

ταχέως διαιρούμενων κυττάρων (>5 διαιρέσεις) ανάμεσα στα CD16
-
 NK κύτταρα 

είναι σημαντικά ψηλότερο παρουσία IL-15/HC απ΄ ότι παρουσία μόνο της IL-15. 

Αυτή η ανισορροπία στο ρυθμό πολλαπλασιασμού των CD16
+
 και CD16

-
 ΝΚ 

κυττάρων, λόγω διαφορικής επίδρασης των GC, μπορεί να εξηγήσει τον σχετικά 

ανώριμο φαινότυπο που παρουσιάζουν τα ΝΚ παρουσία IL-15/GC (Εικόνα 4-11). 
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Εικόνα 4-15 Η έκφραση του 

CD16 προσδιορίζει υπο-

πληθυσμούς με διαφορετικό 

δυναμικό πολλαπλασιασμού. 

(Α) Αντιπροσωπευτικά πυκνο-

γράμματα σεσημασμένων με 

CFSE ΝΚ κυττάρων καλλιεργη-

μένων υπό τις αναγραφόμενες 

συνθήκες. Τα ποσοστά των 

ταχέως διαιρούμενων κυττάρων 

ανάμεσα στους CD16
+
 και 

CD16
-
 υποπληθυσμούς παρου-

σιάζονται στις αντίστοιχες περι-

φράξεις (R1&R2). (B) 

Συγκεντρωτικά αποτελέσματα 

του ποσοστού των ταχέως διαι-

ρούμενων CD16
+
 και CD16

-
 

κυττάρων από 3 ανεξάρτητα 

πειράματα. 

 

Στην ακόλουθη σειρά πειραμάτων έγινε μια προσπάθεια ανοσοφαινοτυπικού 

χαρακτηρισμού του ΝΚ υποπληθυσμού, ο πολλαπλασιασμός του οποίου ευνοείται 

από τα GC. Όπως προαναφέρθηκε, η σταδιακή διαφοροποίηση των ΝΚ από τα 

CD56
bright

 προς ώριμα CD56
dim

 συνοδεύεται από την απώλεια των δεικτών CD94 και 

NKG2A, και τη σύγχρονη απόκτηση των υποδοχέων KIR και CD57
8,334,335

. Έτσι, οι 

δυο κύριοι υποπληθυσμοί των ενεργοποιημένων ΝΚ, CD16
+
 και CD16

-
, αναλύθηκαν 

περαιτέρω βάσει της έκφρασης αυτών των δεικτών διαφοροποίησης (Εικόνα 4-16, 4-

17, 4-18, και 4-19). 

Η ανάλυση έδειξε πως τα CD16
-
 κύτταρα τα οποία ευνοούνται περισσότερο 

από την παρουσία της HC (όπως αυτό εκδηλώνεται από την ολοκλήρωση 

μεγαλύτερου αριθμού διαιρέσεων) είναι τα NKG2A
+
 (Εικόνα 4-16), τα CD94

+
 

(Εικόνα 4-17), τα CD57
-
 (Εικόνα 4-18) και τα CD117

+
 (Εικόνα 4-20). 
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Εικόνα 4-16 Τα GC ευνοούν τον 

πολλαπλασιασμό των NKG2A
+
CD16

-
 

NK 

(Α) Χαρακτηριστικά CFSE πυκνο-

γράμματα (n=2) που δείχνουν την 

κινητική πολλαπλασιασμού των CD16
+
 

και CD16
-
 υποπληθυσμών έναντι της 

έκφρασης του NKG2A. Ο σταυρός 

διαχωρίζει τα κύτταρα οριζοντίως σε 

NKG2A
+
 ή NKG2A

-
 και καθέτως σε όσα 

έχουν ολοκληρώσει >5 ή <5 διαιρέσεις. 

(Β) Γραφική παράσταση των ποσοστών 

των ταχέως διαιρούμενων κυττάρων 

(>5 διαιρέσεις) ανάμεσα στα NKG2A
+
 ή 

NKG2A
-
 κύτταρα.  
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Εικόνα 4-17 Τα GC ευνοούν τον 

πολλαπλασιασμό των CD94
+
CD16

- 
NK 

 

Εικόνα 4-18 Τα GC ευνοούν τον 

πολλαπλασιασμό των CD57
-
CD16

-
 NK 

(για επεξηγήσεις βλέπε Εικόνα 4-16) (για επεξηγήσεις βλέπε Εικόνα 4-16) 
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Εικόνα 4-19 Τα GC ευνοούν τον 

πολλαπλασιασμό των CD158
+
CD16

-
 

και των CD158
-
CD16

-
 NK κυττάρων 

 

Εικόνα 4-20 Τα GC ευνοούν τον 

πολλαπλασιασμό των CD117
+
 ΝΚ 

κυττάρων  

(για επεξηγήσεις βλέπε Εικόνα 4-16) (για επεξηγήσεις βλέπε Εικόνα 4-16) 

 

4.7 Δυναμικό Πολλαπλασιασμού Απομονωμένων ΝΚ Υποπληθυσμών 

Προκειμένου να αποκλείσουμε το ενδεχόμενο καταστολής της έκφρασης του CD16 

δείκτη από τα GC, προχωρήσαμε σε μελέτη απομονωμένων ΝΚ κυτταρικών 

υποπληθυσμών. Ο διαχωρισμός και η μετέπειτα ενεργοποίηση των CD56
dim

CD16
+
 

κυττάρων προκάλεσε ισχυρή απόπτωση στα κύτταρα αυτά, όπως έχει αναφερθεί και 

στη βιβλιογραφία
336,337

. Συνεπώς, αρκεστήκαμε στο διαχωρισμό και τη μελέτη των 

CD56
dim

 και CD56
bright

CD16
-
 κυτταρικών πληθυσμών.  

Στην Εικόνα 4-21 παρουσιάζονται μερικά παραδείγματα απομονωμένων 

υποπληθυσμών, οι οποίοι καλλιεργήθηκαν in vitro με IL-15, απουσία ή παρουσία 

HC. Λαμβάνοντας υπόψη (α) το χαμηλό ρυθμό αύξησης των CD56
dim

 καλλιεργειών 

σε σχέση με τις CD56
bright

CD16
-
 (στις αντίστοιχες συνθήκες), και (β) το υψηλό 

ποσοστό (>80%) των CD16
+
 κυττάρων που διατηρούν οι CD56

dim
 καλλιέργειες, 

μπορούμε να συμπεράνουμε ότι ο παρατηρούμενος αυξημένος πολλαπλασιασμός των 
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CD16
-
 κυττάρων στις μεικτές καλλιέργειες (CD56

+
) παρουσία IL-15 και GC, δεν 

μπορεί να οφείλεται σε πολλαπλασιασμό των CD16
+
 κυττάρων τα οποία χάνουν την 

έκφραση του CD16 δείκτη παρουσία GC. Επιπλέον, τα ενεργοποιημένα παρουσία HC 

CD16
-
 NK κύτταρα παρουσιάζουν ένα προφίλ λιγότερο διαφοροποιημένων κυττάρων 

(Εικόνα 4-22). 

 

 

Εικόνα 4-21 Δυναμικό Αύξησης Απομονωμένων ΝΚ Υποπληθυσμών 

Εμπλουτισμένα σε CD56 περιφερικά PBMC κύτταρα χρησιμοποιήθηκαν για την 

απομόνωση επιμέρους ΝΚ υποπληθυσμών μέσω κυτταροδιαχωριστή: (Α, Β) 

CD56
bright

CD16
-
, (Γ, Δ) CD56

dim
, και (Ε) CD56

bright
. Η καθαρότητα των 

απομονωμένων πληθυσμών μετά το διαχωρισμό (post-sort) αναγράφεται πάνω από 

την αντίστοιχη περίφραξη (gate). Τα απομονωμένα κύτταρα καλλιεργήθηκαν in vitro 
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με IL-15, απουσία ή παρουσία HC. Ο ρυθμός αύξησης (μεσαία στήλη) και η σύσταση 

των καλλιεργειών σε CD16
+/-

 κύτταρα (δεξιά στήλη) μετρήθηκαν στα αναγραφόμενα 

χρονικά διαστήματα. 

 

 

Εικόνα 4-22 Φαινοτυπικός 

Χαρακτηρισμός Απομονωμένων 

CD16
-
 NK κυττάρων 

Απομονωμένα με κυτταρο-

διαχωριστή ροής CD16
-
 NK 

κύτταρα καλλιεργήθηκαν με IL-15, 

παρουσία ή απουσία HC. Τα 

ιστογράμματα παρουσιάζουν το 

προφίλ έκφρασης των κυρίων 

μοριακών δεικτών διαφοροποίησ-

ης μετά από 20 μέρες καλλιέργειας.  

 

4.8 ΝΚ κύτταρα προ-Εκτεθειμένα σε GC Παρουσιάζουν Μειωμένο Δυναμικό 

Πολλαπλασιασμού 

Έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι ΝΚ κύτταρα από ασθενείς που λαμβάνουν 

θεραπεία με MeP παρουσιάζουν μειωμένο ρυθμό πολλαπλασιασμού
32

. Με αφορμή 

αυτά τα δεδομένα εξετάσαμε το δυναμικό πολλαπλασιασμού ΝΚ κυττάρων 

απομονωμένων από υγιείς δότες, μετά από in vitro έκθεση σε φαρμακολογικές δόσεις 

GC. Η προ-επώαση των ΝΚ σε HC για 24 ώρες οδήγησε σε αξιοσημείωτη αναστολή 

του ρυθμού πολλαπλασιασμού ως απόκριση στην ενεργοποίηση με IL-15 (παρουσία 

HC) (Εικόνα 4-23, Α). Η καταστολή αυτή αντικατοπτρίζεται και στο υψηλό ποσοστό 

των αδιαίρετων κυττάρων 8 μέρες μετά την ενεργοποίηση (Εικόνα 4-23, Β). Όπως 

είναι αναμενόμενο, η καταστολή γίνεται  πιο έντονη καθώς αυξάνεται ο χρόνος 

έκθεσης στην HC.  

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



99 
 

 

 

Εικόνα 4-23 Μειωμένος πολλα-

πλασιασμός των ΝΚ κυττάρων προ-

εκτεθειμένων σε HC 

(A) NK κύτταρα από υγιείς δότες προ-

επωάστηκαν για 24 ώρες με HC (10
-5

 M) 

ή με θρεπτικό μέσο καλλιέργειας (Ctrl) 

προτού διεγερθούν με IL-15 παρουσία ή 

απουσία HC. Το γράφημα παρουσιάζει το 

δυναμικό πολλαπλασιασμού ενός 

αντιπροσωπευτικού δότη. (Β) ΝΚ 

κύτταρα από υγιείς δότες προ-

επωάστηκαν για 1 μέρα ή 3 μέρες με HC 

(10
-5

 M) προτού διεγερθούν με IL-15 

παρουσία ή απουσία HC. Τα 

ιστογράμματα παρουσιάζουν τα προφίλ 

πολλαπλασιασμού την 8
η
 μέρα της 

ενεργοποίησης. Τα ποσοστά των 

αδιαίρετων κυττάρων παρουσιάζονται 

στην κάτω γραφική παράσταση. Τα 

ιστογράμματα είναι αντιπροσωπευτικά 

ενός δότη (από τους 3 που εξετάστηκαν). 
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4.9 Το Ισοζύγιο των Σημάτων Προερχόμενων από την IL-15 και τα GC Ρυθμίζει 

την Ομοιόσταση των ΝΚ κυττάρων 

Είναι γνωστό ότι τα ΝΚ που κυκλοφορούν στο αίμα είναι διαρκώς εκτεθειμένα στη 

κορτιζόλη, η συγκέντρωση της οποίας σε φυσιολογικές συνθήκες κυμαίνεται μεταξύ 

10
-7

 – 10
-6

Μ ενώ σε στρεσογόνες συνθήκες φτάνει σε υψηλότερα επίπεδα
270

. Παρόλα 

αυτά τα ΝΚ παραμένουν πλήρως λειτουργικά και «έτοιμα» να ανταποκριθούν σε 

επακόλουθα διεγερτικά σήματα τόσο in vivo όσο και in vitro. Είναι αξιοπερίεργο το 

πώς τα ΝΚ μπορούν να αντιμετωπίσουν τα ανοσοκασταλτικά σήματα της κορτιζόλης. 

Με δεδομένο ότι η ομοιόσταση των ΝΚ in vivo εξαρτάται από την παρουσία της IL-

15
338

, υποθέσαμε ότι πιθανά η IL-15 εξισορροπεί τη δράση της κορτιζόλης. Έτσι 

εξετάσαμε την επιβίωση και την ικανότητα πολλαπλασιασμού των ΝΚ 

προεκτεθειμένων για 3 μέρες σε HC [10
-7

Μ (φυσιολογική συγκέντρωση) ή 10
-5

Μ 

(φαρμακολογική συγκέντρωση)] παρουσία αυξανόμενων συγκεντρώσεων της IL-15. 

Κατόπιν εκτιμήθηκε η απόπτωση των ΝΚ βάσει της πρόσδεσης/πρόσληψης της 

Annexin V/7-AAD, καθώς και η ικανότητα πολλαπλασιασμού τους μετά από 

διέγερση με IL-15/HC για 8 επιπρόσθετες μέρες. 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4-23 και Εικόνα 4-24, απουσία οποιουδήποτε 

σήματος ενεργοποίησης, τα GC – ακόμα και σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις – 

μπορούν να μειώσουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού και επιβίωσης των ΝΚ 

κυττάρων in vitro. Καθώς η συγκέντρωση και η διάρκεια επώασης με τα GCs 

αυξάνονται, τα κύτταρα χάνουν τελείως την ικανότητά τους να ανταποκριθούν στη 

διέγερση με IL-15, όπως αυτό εκδηλώνεται από τα αυξημένα ποσοστά των 

αδιαίρετων κυττάρων (Εικόνα 4-24). Η σύγχρονη παρουσία μικρών ποσοτήτων της 

IL-15, όχι μόνο προστατεύει τα κύτταρα από την GC-επαγόμενη απόπτωση αλλά 

επίσης εξασφαλίζει τη λειτουργική τους ακεραιότητα. Πιο ισχυρή ενεργοποίηση (IL-

15 ≥ 0.5 ng/mL) των NK οδηγεί σε αυξημένη απόπτωση (επαγόμενη από την 

ενεργοποίηση) με ένα εξαρτώμενο-από-τη-δόση τρόπο (Εικόνα 4-25). Ωστόσο, τα 

GC προστατεύουν αυτά τα κύτταρα από την απόπτωση μειώνοντας σημαντικά το 

ρυθμό απόπτωσής τους.  
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Εικόνα 4-24 Η ικανότητα πολλαπλασιασμού των ΝΚ ρυθμίζεται από 

τη συνδυασμένη δράση των GC και της IL-15 

ΝΚ κύτταρα προ-επωάστηκαν για 3 μέρες είτε απουσία (HC:0M) ή 

παρουσία HC (HC:10
-7

M; HC:10
-5

M) με αυξανόμενες δόσεις IL-15. 

Έπειτα διεγέρθηκαν με υψηλή συγκέντρωση IL-15 (20 ng/mL) και HC 

(10
-5

M). Στην αριστερή στήλη απεικονίζονται αντιπροσωπευτικά προφίλ 

πολλαπλασιασμού μετά από 8 μέρες διέγερσης. Τα ποσοστά των 

αδιαίρετων κυττάρων παρουσιάζονται με γραφικό τρόπο στη δεξιά στήλη. 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



102 
 

 

Εικόνα 4-25 Η επιβίωση των ΝΚ ρυθμίζεται από τη συνδυασμένη 

δράση των GC και της IL-15 

ΝΚ κύτταρα προ-επωάστηκαν για 3 μέρες είτε απουσία (HC:0M) ή 

παρουσία HC (HC:10
-7

M; HC:10
-5

M) με αυξανόμενες δόσεις IL-15. Την 

3
η
 μέρα ο βαθμός απόπτωσης μετρήθηκε βάσει της πρόσδεσης της 

Annexin V. 

 

4.10 Η Ενισχυμένη Επιβίωση των ΝΚ Παρουσία IL-15 και HC 

Αντικατοπτρίζεται στα Επίπεδα Γονιδιακής Έκφρασης των Μελών της 

Οικογένειας BCL2 

Είναι γνωστό ότι η απόπτωση και κατ’ επέκταση η ομοιόσταση των ΝΚ ρυθμίζονται 

άμεσα από τα μέλη της γονιδιακής οικογένειας του BCL2
161,339-341

. Προκειμένου να 

διερευνήσουμε τους αποπτωτικούς μηχανισμούς που πυροδοτούνται από την IL-15 

και τα GC, μετρήσαμε τα επίπεδα έκφρασης των αντι-αποπτωτικών γονιδίων, BCL2 

και BCLxL, καθώς και του προ-αποπτωτικού γονιδίου BIM (Εικόνα 4-26). Τα 

αυξημένα επίπεδα έκφρασης του BCL2 mRNA σε συνδυασμό με τα χαμηλότερα 

επίπεδα του BIM mRNA δικαιολογούν την μειωμένη απόπτωση που παρατηρείται 

στα ενεργοποιημένα με IL-15 και HC ΝΚ κύτταρα σε σύγκριση με τα 

ενεργοποιημένα μόνο με IL-15. Η έκφραση του BCL2 μετρήθηκε και σε πρωτεϊνικό 

επίπεδο (Εικόνα 4-27).  
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Εικόνα 4-26 Συγκριτικά πρότυπα έκφρασης γονιδίων σχετιζόμενων 

με την απόπτωση 

Απομονωμένα ΝΚ κύτταρα καλλιεργήθηκαν για 3 μέρες υπό τις 

αναγραφόμενες συνθήκες. Τα επίπεδα έκφρασης των μεταγραφημάτων 

του BIM, BCL2 και BCLxL μετρήθηκαν με ποσοτική PCR. Ο ρυθμός της 

απόπτωσης προσδιορίστηκε βάσει της πρόσδεσης της Annexin V. 

Παρουσιάζονται συγκεντρωτικά αποτελέσματα από 3 ανεξάρτητα 

πειράματα. 

 

 

Εικόνα 4-27 Αυξημένη έκφραση BCL2 παρουσία IL-15 και HC 

Ενδοκυττάρια επίπεδα έκφρασης της BCL2 πρωτεΐνης σε ΝΚ κύτταρα 

ενεργοποιημένα για 3 μέρες με IL-15, απουσία ή παρουσία HC. (Α) 

Αντιπροσωπευτικά ιστογράμματα από ένα δότη. (Β) Συγκεντρωτικά 
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αποτελέσματα από 4 ανεξάρτητα πειράματα. 

 

4.11 Τα CD16
-
 NK κύτταρα Είναι πιο Ευαίσθητα στην Επαγόμενη από την IL-15 

Απόπτωση 

Ανάλυση των δυο κύριων υποπληθυσμών των ΝΚ, CD16
+
 και CD16

-
, έδειξε ότι τα 

CD16
-
 NK κύτταρα είναι πιο ευαίσθητα στην επαγόμενη από την ενεργοποίηση (IL-

15) απόπτωση, σε σχέση με τα CD16
+
. Το ποσοστό των Annexin V

+
 CD16

-
 NK 

κυττάρων είναι σχεδόν διπλάσιο εκείνων των CD16
+
 (Εικόνα 4-28, Α). Τα μειωμένα 

επίπεδα έκφρασης της BCL2 πρωτεΐνης στα CD16
-
 κύτταρα δικαιολογούν εν μέρει 

τον αυξημένο ρυθμό απόπτωσής τους (Εικόνα 4-28, Β). Ωστόσο, όταν τα ΝΚ 

ενεργοποιήθηκαν παρουσία IL-15 και HC, η απόπτωση και των δυο πληθυσμών 

μειώθηκε, με μεγαλύτερη έμφαση στα CD16
-
 NK κύτταρα. Παράλληλα, η παρουσία 

της HC προκάλεσε σημαντική αύξηση των επιπέδων έκφρασης της BCL2 και στους 

δυο υποπληθυσμούς. Πρέπει να σημειωθεί ότι, παρά τα αυξημένα επίπεδα έκφρασης 

της BCL2 στα CD16
+
 ΝΚ παρουσία IL-15/HC, η επιβίωσή τους δε βελτιώθηκε 

σημαντικά, σε σχέση με τα αντίστοιχα CD16
+
 ενεργοποιημένα μόνο με IL-15, 

υποδηλώνοντας ότι και άλλοι παράγοντες ρυθμίζουν το μηχανισμό απόπτωσης των 

CD16
+
 κυττάρων υπό αυτές τις συνθήκες. 
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Εικόνα 4-28 Διαφορική επίδραση της HC στην απόπτωση των ΝΚ 

υποπληθυσμών 

Ανάλυση ΝΚ κυττάρων (n=3) καλλιεργημένων για 3 μέρες με IL-15, απουσία 

ή παρουσία HC, ως προς το ποσοστό των Annexin V
+
 κυττάρων (Α) και τα 

ενδοκυττάρια επίπεδα έκφρασης της BCL2 (B) στους 2 επιμέρους 

υποπληθυσμούς τους (CD16
+
 και CD16

-
). (Γ) Χαρακτηριστικά ιστογράμματα 

έκφρασης της πρωτεΐνης BCL2. 

 

4.12 Η Ταυτόχρονη Διέγερση των ΝΚ με IL-15 και GC δεν Επηρεάζει την 

Ενεργοποίηση των Παραγόντων STAT5, ERK1/2, AKT και NFκΒ  

Η διέγερση των λεμφοκυττάρων από κυτταροκίνες ή παράγοντες αύξησης 

σηματοδοτεί την ενεργοποίηση διαφόρων μονοπατιών μεταγωγής σήματος που 

ελέγχουν την επιβίωση και τον πολλαπλασιασμό τους
342-344

. Έτσι στην επόμενη σειρά 

πειραμάτων εξετάσαμε τα επίπεδα ενεργοποίησης του STAT5, ERK1/2, AKT και 

NFκΒ. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 4-29, τα επίπεδα φωσφορυλίωσης του STAT5 και 

ERK1/2 αυξήθηκαν σημαντικά στα ενεργοποιημένα με IL-15 ΝΚ κύτταρα. Ωστόσο 

καμιά διαφορά δεν παρατηρήθηκε όταν αυτά ενεργοποιήθηκαν παρουσία HC. 

Επιπρόσθετα, NK προ-επωασμένα με HC μπορούσαν να φωσφορυλιώσουν τους 

παράγοντες αυτούς σε επίπεδα παρόμοια με τα κύτταρα μάρτυρες (medium pre), 
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κατόπιν ενεργοποίησης με IL-15/HC. Όμως, η προ-επώαση των ΝΚ με HC 

προκάλεσε σημαντική μείωση στα επίπεδα της φωσφορυλιωμένης STAT5 συγκριτικά 

με τα ενεργοποιημένα κύτταρα (IL-15+/-HC). 

 

 

Εικόνα 4-29 Η ενεργοποίηση του STAT5 και ERK1/2 παρουσία GC 

NK κύτταρα επωάστηκαν είτε 1) για 3 μέρες με θρεπτικό μέσο καλλιέργειας (medium) ή 

HC ή IL-15 ή IL-15/HC (λευκές μπάρες), είτε 2) για 2 μέρες με θρεπτικό μέσο 

καλλιέργειας (med pre) ή HC (HC pre) και κατόπιν ενεργοποιήθηκαν με IL-15/HC για 

επιπλέον 24 ώρες (γκρι μπάρες). Τα ενδοκυττάρια επίπεδα φωσφορυλίωσης του 

ERK1/2 και STAT5 μετρήθηκαν με κυτταρομετρία ροής. (SFI: Specific Fluorescent 

Intensity). Παρουσιάζονται αποτελέσματα από 5 ανεξάρτητα πειράματα. 

 

Με δεδομένο ότι τα GC επηρεάζουν διαφορετικά τον πολλαπλασιασμό και 

την επιβίωση των ΝΚ υποπληθυσμών, επιπλέον εξετάσαμε τα επίπεδα ενεργοποίησης 

ενδοκυττάριων μορίων σηματοδότησης στα CD16
+
 και CD16

-
 NK κύτταρα (Εικόνα 

4-30). Η ανάλυση έδειξε ότι τα επίπεδα ενεργοποίησης του STAT5, ERK1/2, AKT1 

και NFκΒ [p65 (ή αλλιώς REL-A) υπομονάδα του ετεροδιμερούς συμπλόκου NFκΒ] 

είναι υψηλότερα στα πιο αδιαφοροποίητα CD16
-
 ΝΚ, ωστόσο καμιά διαφορά δεν 

παρατηρήθηκε όταν αυτά ενεργοποιήθηκαν παρουσία HC.  
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Εικόνα 4-30 Τα ενεργοποιημένα CD16
-
 NK παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα 

ενεργοποίησης STAT5, ERK1/2, AKT και NFκΒ 

Απομονωμένα ΝΚ κύτταρα ενεργοποιήθηκαν ex vivo με IL-15, απουσία ή παρουσία 

HC, για 10, 30 και 60 λεπτά. Οι CD16
+
 και CD16

-
 υποπληθυσμοί αναλύθηκαν ως 

προς το περιεχόμενό τους σε φωσφορυλιωμένες μορφές των STAT5, ERK1/2, AKT 

και p65 (REL-A). Παρουσιάζονται δεδομένα από ένα αντιπροσωπευτικό δότη (από 

τους δυο που εξετάστηκαν). 

 

4.13 Αντίθετη Δράση της IL-15 και GC στη Ρύθμιση της Έκφρασης του 

Γονιδίου GILZ 

Ένα από τα γονίδια-στόχους του υποδοχέα των GC είναι και το γονίδιο που 

κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη GILZ (Glucocorticoid Induced Leucine Zipper protein). 

Η πρωτεΐνη GILZ έχει δειχθεί να μεσολαβεί τις ανοσο-κατασταλτικές και αντι-

πολλαπλασιαστικές δράσεις των GC
345-347

. Από την άλλη, όμως, έχει αναφερθεί ότι η 

υπερέκφραση της πρωτεΐνης GILZ προστατεύει επιλεκτικά τα Τ κύτταρα από την 

αντι-CD3 επαγόμενη απόπτωση
306,348

. Προκειμένου να εξετάσουμε το ενδεχόμενο 
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συμμετοχής του γονιδίου GILZ στην παρατηρούμενη διαφορική επίδραση των GC 

στο δυναμικό πολλαπλασιασμού των ΝΚ κυττάρων ανάλογα με την κατάσταση 

ενεργοποίησής των τελευταίων (Εικόνα 4-23, 4-24), μετρήσαμε τα επίπεδα έκφρασης 

του GILZ mRNA. 

Έτσι, σύμφωνα και με προηγούμενη δημοσίευση
28

, ΝΚ κύτταρα 

ενεργοποιημένα ex vivo παρουσία GC παρουσίασαν αυξημένα επίπεδα έκφρασης του 

GILZ mRNA (Εικόνα 4-31, Α). Επιπρόσθετα, τα GC και η IL-15 έδειξαν να έχουν 

αντίθετη δράση στην έκφραση του GILZ mRNA (Εικόνα 4-31, Β). Συγκεκριμένα, η 

HC προκάλεσε αύξηση των επιπέδων έκφρασης του GILZ mRNA 10 φορές πάνω 

από τα επίπεδα αναφοράς (20% αΜΕΜ, medium), ενώ η IL-15 προκάλεσε μείωση 

κατά 10 φορές. Όμως, τα επίπεδα έκφρασης του GILZ mRNA σε ΝΚ κύτταρα, τα 

οποία εκτέθηκαν συγχρόνως και στα δυο σήματα (HC & IL-15), ήταν παρόμοια με τα 

επίπεδα αναφοράς, υποδηλώνοντας ότι τα δύο αυτά σήματα «ανταγωνίζονται» το ένα 

το άλλο στην ενεργοποίηση του γονιδίου GILZ.  

 

 

Εικόνα 4-31 Αντίθετη Δράση της IL-

15 και της HC στην Έκφραση του 

GILZ 

(Α) Απομονωμένα NK κύτταρα (n=3) 

καλλιεργήθηκαν για 20 μέρες με IL-15 

απουσία ή παρουσία GC και 

αναλύθηκαν ως προς τα επίπεδα 

έκφρασης του GILZ με qPCR. (Β) 

Επίπεδα έκφρασης του GILZ σε ΝΚ 

κύτταρα (n=3) που καλλιεργήθηκαν 

κάτω από τις αναγραφόμενες συνθήκες. 

(Γ) Επίπεδα έκφρασης του GILZ σε 

απομονωμένους ΝΚ υποπληθυσμούς 

μετά από 3 μέρες καλλιέργειας. Τα 

δεδομένα έχουν εκφραστεί σε σχετικές 

τιμές βάσει της ΔΔCt μεθόδου.  
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Προηγουμένως, έχουμε δείξει ότι ΝΚ κύτταρα προ-εκτεθειμένα σε HC παρουσιάζουν 

μειωμένο δυναμικό πολλαπλασιασμού, όταν ενεργοποιούνται εκ των υστέρων με IL-

15. Αυτή η GC-επαγόμενη ανέργεια δε φαίνεται να ρυθμίζεται από τα επίπεδα 

έκφρασης του γονιδίου GILZ, διότι ο ρυθμός έκφρασής του επανέρχεται σύντομα στα 

επίπεδα αναφοράς μετά την προσθήκη της IL-15 (Εικόνα 4-31, Β). Επιπρόσθετα, το 

GILZ mRNA υπερ-εκφράζεται σε παρόμοια επίπεδα στους δυο κύριους 

υποπληθυσμούς των ΝΚ κυττάρων, όταν αυτά ενεργοποιούνται παρουσία GC 

(Εικόνα 4-31, Γ).  

 

4.14 Επίδραση των GC στον Κυτταρικό Κύκλο των Ενεργοποιημένων με IL-15 

ΝΚ κυττάρων – Προκαταρκτικά δεδομένα 

Με δεδομένο τη διαφορική δράση των GC στο δυναμικό πολλαπλασιασμού των δυο 

κύριων υποπληθυσμών των ΝΚ κυττάρων, προχωρήσαμε στη μελέτη της επίδρασης 

των GC στον κυτταρικό κύκλο αυτών των δυο υποπληθυσμών. Όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 4-32, κατά την τρίτη μέρα επώασης με IL-15 το ποσοστό των κυττάρων το 

οποίο βρίσκεται στη φάση-S του κύκλου, τόσο στο σύνολο των ΝΚ κυττάρων όσο 

και στους δυο επιμέρους υποπληθυσμούς, είναι σχεδόν διπλάσιο των αντίστοιχων 

κυττάρων που έχουν ενεργοποιηθεί παρουσία HC. Η κατανομή αυτή των κυττάρων 

μπορεί να οφείλεται σε μειωμένη εισροή των ενεργοποιημένων με IL-15/HC ΝΚ 

κυττάρων στη φάση-S ή/και σε παρατεταμένη παραμονή των ενεργοποιημένων με IL-

15 ΝΚ κυττάρων στη φάση-S. Ήδη γνωρίζουμε από προηγούμενα πειράματα (Εικόνα 

4-15, Α) ότι κατά την 6
η
 μέρα ένα σημαντικό ποσοστό των ενεργοποιημένων με IL-

15/HC ΝΚ κυττάρων (CD16
+
 ή CD16

-
) δεν έχει εκτελέσει καμία κυτταρική διαίρεση. 

Αντίθετα, τα αδιαίρετα κύτταρα αποτελούν ένα πολύ μικρό ποσοστό των ΝΚ 

κυττάρων ενεργοποιημένων απουσία HC. Το γεγονός αυτό συμφωνεί με το 

παρατηρούμενο υψηλό ποσοστό των ενεργοποιημένων με IL-15/HC ΝΚ κυττάρων 

στη φάση-G1 του κυτταρικού κύκλου. Επιπρόσθετα, η αυξημένη συσσώρευση των 

ΝΚ κυττάρων στη φάση-G1 αντικατοπτρίζεται και στα μειωμένα επίπεδα έκφρασης 

των μεταγράφων των κυκλινών Ε (Εικόνα 4-33), οι οποίες απαιτούνται για τη 

μετάβαση από τη φάση-G1 στη φάση-S του κύκλου
349

. 
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Εικόνα 4-32 Η HC αναστέλλει τη μαζική εισροή/συσσώρευση των 

ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων στη φάση-S του κυτταρικού κύκλου 

ΝΚ κύτταρα, καλλιεργημένα για 3 μέρες με IL-15 απουσία ή παρουσία HC, αναλύθηκαν 

ως προς το περιεχόμενό τους σε DNA, βάσει της στοιχειομετρικής δέσμευσης του 7-

AAD με το κυτταρικό DNA. Η διάκριση των φάσεων του κυτταρικού κύκλου έγινε με τη 

βοήθεια ειδικού αλγορίθμου (FCS Express 4). 
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Εικόνα 4-33 Μειωμένα Επίπεδα Έκφρασης Κυκλινών Ε παρουσία HC 

Τα σχετικά επίπεδα έκφρασης μεταγράφων των κυκλινών D2, D3, E1 και E2 σε ΝΚ 

κύτταρα καλλιεργημένα ex vivo με IL-15 ή IL-15/HC, στα αναγραφόμενα χρονικά 

διαστήματα, μετρήθηκαν με ποσοτική PCR. Παρουσιάζονται συγκεντρωτικά 

αποτελέσματα από 3 ανεξάρτητα πειράματα.  

 

Προκειμένου να εξετάσουμε την κινητική των κυττάρων που διέρχονται από 

τη φάση-S του κυτταρικού κύκλου, παρακολουθήσαμε την πορεία κυττάρων που 

βρίσκονται στη φάση-S μετά από σήμανσή τους με BrdU. Η ταχύτητα με την οποία 

τα κύτταρα διέρχονται από και ολοκληρώνουν τη φάση-S αντικατοπτρίζεται και στο 

ποσοστό των κυττάρων που συσσωρεύονται στη φάση-G1 μετά από ένα επιτυχημένο 

κύκλο μίτωσης. Ανάλυση αυτών των πειραμάτων έδειξε ότι η HC προκάλεσε 

σημαντική επιτάχυνση της φάσης-S του κυτταρικού κύκλου των ΝΚ, τόσο στο 

CD16
+
 όσο και στο CD16

-
 κλάσμα (Εικόνα 4-34, 4-35). Τα CD16

-
 ΝΚ κύτταρα, 

ανεξάρτητα από τις συνθήκες καλλιέργειας, φαίνεται να ολοκληρώνουν τις 

κυτταρικές διαιρέσεις σε συντομότερο χρονικό διάστημα, σε σχέση με τα CD16
+
 ΝΚ 

κύτταρα στις αντίστοιχες συνθήκες.  
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Εικόνα 4-34 Η HC επιταχύνει την πρόοδο των ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων από 

τη φάση-S του κυτταρικού κύκλου 

ΝΚ κύτταρα, ενεργοποιημένα για 3 μέρες με IL-15 παρουσία ή απουσία HC, 

επωάστηκαν για 2 ώρες με BrdU. Στο τέλος του παλμού, το BrdU απομακρύνθηκε από 

το μέσο καλλιέργειας και τα κύτταρα συνέχισαν να καλλιεργούνται υπό τις αρχικές 

συνθήκες. Στα αναγραφόμενα χρονικά σημεία (όπου t=0h αντιστοιχεί στο πέρας του 

παλμού με BrdU) ένα δείγμα των κυττάρων αναλύθηκε ως προς το ενσωματωμένο 

BrdU και το περιεχόμενο σε DNA. Τα ποσοστά σε κάθε στικτόγραμμα αντιστοιχούν στο 

ποσοστό των BrdU
+
 κυττάρων που βρίσκονται στη φάση-G1 (περίφραξη) του 

κυτταρικού κύκλου. (Σημείωση: το ποσοστό των G1 κυττάρων στο τέλος του παλμού με 

BrdU, t=0h, είναι υπερεκτιμημένο λόγω του μεγάλου ποσοστού των πρώιμων S 

κυττάρων που εμφανίζονται στην G1 περίφραξη.) 
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Εικόνα 4-35 Η HC επιταχύνει την πρόοδο των ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων από 

τη φάση-S του κυτταρικού κύκλου 

ΝΚ κύτταρα, ενεργοποιημένα για 9 μέρες με IL-15 παρουσία ή απουσία 

HC,αναλύθηκαν ως προς την ταχύτητα ολοκλήρωσης κυτταρικών διαιρέσεων όπως 

στην Εικόνα 4-34. 

 

Ο αναστολέας των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών, p21
Waf1/Cip1

, και ο 

μεταγραφικός παράγοντας, MYC, παίζουν σημαντικό ρόλο στην πρόοδο του 

κυτταρικού κύκλου, και η υπερέκφρασή τους έχει συσχετιστεί με επιβράδυνση
350

 και 

επιτάχυνση
351

 της φάσης-S, αντίστοιχα. Στο πειραματικό μας σύστημα, 

παρατηρήθηκαν μειωμένα επίπεδα έκφρασης μεταγράφων p21
Waf1/Cip1

 και αυξημένα 

επίπεδα έκφρασης μεταγράφων MYC σε ΝΚ κύτταρα ενεργοποιημένα παρουσία HC 

(Εικόνα 4-36). Το πρότυπο έκφρασης αυτών των δυο παραγόντων συμφωνεί με την 

παρατηρούμενη επιτάχυνση της φάσης-S του κυτταρικού κύκλου στα 

ενεργοποιημένα με IL-15 και HC ΝΚ κύτταρα (Εικόνα 4-34, 4-35). Μελέτη της 

έκφρασης αυτών των δυο γονιδίων στου δυο κύριους υποπληθυσμούς των ΝΚ 

κυττάρων έδειξε να έχουν παρόμοιο τρόπο ρύθμισης (Εικόνα 4-37, 4-38). Η έκταση 

αυτής της ρύθμισης στους επιμέρους υποπληθυσμούς, ωστόσο, χρειάζεται να 

μελετηθεί πιο λεπτομερώς. 
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Εικόνα 4-36 Διαφορική 

έκφραση των γονιδίων 

p21
Waf1/Cip1

 και MYC στα 

ενεργοποιημένα παρουσία HC 

ΝΚ κύτταρα 

Τα επίπεδα έκφρασης του 

p21
Waf1/Cip1

 και MYC mRNA 

μετρήθηκαν με  ποσοτική PCR 

πραγματικού χρόνου σε ΝΚ 

κύτταρα (n=4) καλλιεργημένα για 

3 μέρες με IL-15, απουσία ή 

παρουσία HC.  

 

 

Εικόνα 4-37 Η HC παρεμποδίζει την επαγόμενη από την IL-15 υπερέκφραση 

του παράγοντα p21
Waf1/Cip1

 

NK κύτταρα, καλλιεργημένα για 3 μέρες με IL-15 απουσία ή παρουσία HC, 

αναλύθηκαν ως προς την ενδοκυττάρια έκφραση της πρωτεΐνης p21
Waf1/Cip1

. (A) 

Αντιπροσωπευτικά διπαραμετρικά στικτογράμματα από ένα δότη. (Β) 
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Συγκεντρωτικά αποτελέσματα από 3 πειράματα. (Γ) Σχετική έκφραση του 

p21
Waf1/Cip1

 mRNA σε απομονωμένους ΝΚ υποπληθυσμούς από ένα δότη. 

 

 

Εικόνα 4-38 Έκφραση του γονιδίου 

MYC σε υποποληθυσμούς των ΝΚ 

(A) Επίπεδα έκφρασης του MYC mRNA 

σε απομονωμένους ΝΚ υποπληθυσμούς 

καλλιεργημένους υπό τις αναγραφόμενες 

συνθήκες. Παρουσιάζονται δεδομένα 

από 3 διαφορετικά πειράματα. (Β) 

Επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης MYC 

σε CD16
+
 και CD16

-
 ΝΚ κύτταρα  

(n=3), ενεργοποιημένα για 3 μέρες με 

IL-15, παρουσία ή απουσία HC.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5  Συζήτηση – Συμπεράσματα 

5.1 Παρόμοια Ενισχυτική Δράση των GC στον Πολλαπλασιασμό των ΝΚ 

κυττάρων 

Στην παρούσα εργασία δείχνουμε ότι η MeP και η Dex έχουν παρόμοια δράση με την 

HC στα ενεργοποιημένα ανθρώπινα ΝΚ κύτταρα του περιφερικού αίματος
28

. 

Συγκεκριμένα, ΝΚ κύτταρα καλλιεργημένα με IL-15 παρουσία GC έδειξαν να έχουν 

αυξημένο ρυθμό αύξησης σε σχέση με τα ίδια κύτταρα καλλιεργημένα μόνο με IL-15. 

Η ενεργοποίηση αυτή παρουσία GC δεν επέφερε καμία σημαντική επίπτωση στη 

λειτουργική δράση των ΝΚ κυττάρων, όπως αυτή αξιολογήθηκε βάσει της 

κυτταροτοξικής δραστικότητας, της παραγωγής/έκκρισης κυτταροκινών και της 

έκφρασης ενεργοποιητικών υποδοχέων.  

Λεπτομερέστερη ανάλυση της κινητικής αύξησης των καλλιεργειών των ΝΚ 

κυττάρων με IL-15/GC συγκριτικά με την IL-15 έδειξε ότι τα ΝΚ της πλειοψηφίας 

των δοτών αρχικά απάντησαν στη συνδυασμένη χορήγηση της IL-15 με GC με 

μειωμένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Η παροδική αυτή αρχική (5-7 ημέρες) φάση 

ακολουθήθηκε από μια φάση ενισχυμένου κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Η αρχική 

φάση αναστολής δεν οφειλόταν σε κυτταρικό θάνατο, διότι τα GC προστατεύουν τα 

ΝΚ κύτταρα από την επαγόμενη από την IL-15 απόπτωση. Τα ευρήματα αυτά 

συμφωνούν με ήδη δημοσιευμένα δεδομένα από τους Chiosone et al
31

 που 

υποστηρίζουν την κατασταλτική δράση της MeP σε συνδυασμό με την IL-15 στον 

πολλαπλασιασμό, την επιβίωση και την έκφραση ενεργοποιητικών υποδοχέων των 

ΝΚ κυττάρων καλλιεργημένα για χρονικά διαστήματα λίγων ημερών.  

Η παροδική υστέρηση στην κυτταρική αύξηση κατά τις πρώτες μέρες 

καλλιέργειας των ΝΚ παρουσία IL-15/GC ήταν ενδεικτική της παρουσίας ενός 

αριθμητικά μικρού υποπληθυσμού των ΝΚ που ανταποκρίνεται στα συγκεκριμένα 

ερεθίσματα.  
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5.2 Η IL-15 και τα GC Ευνοούν τον Πολλαπλασιασμό των CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ 

κυττάρων 

Ένας υποψήφιος πληθυσμός για την επιλεκτική δράση των GC θα μπορούσε να ήταν 

ο CD56
bright

 , ο οποίος θεωρείται να είναι εξελικτικά πιο πρώιμος σε σύγκριση με τον 

CD56
dim

 πληθυσμό, καθώς έχει βρεθεί ότι η διαφοροποίηση των CD34
+
 

αιμοποιητικών προγονικών κυττάρων προς CD56
bright

 ΝΚ κύτταρα να ευνοείται 

παρουσία GC
25-27,352

. Πράγματι, και στο δικό μας πειραματικό σύστημα ο 

πολλαπλασιασμός των CD56
bright

CD16
-
 ΝΚ κυττάρων ενισχύθηκε σημαντικά έναντι 

των CD56
dim

CD16
+
, παρουσία IL-15/HC.  

Επιπρόσθετες φαινοτυπικές αναλύσεις έδειξαν ότι η επέκταση και των δυο 

υποπληθυσμών (CD16
+
 & CD16

-
) παρουσία IL-15/HC συσχετίζεται ανεξάρτητα με 

αυξημένες συχνότητες NKG2A
+
 κυττάρων, χαμηλότερες συχνότητες CD158a/b

+
 

(KIR2DL1/S1 και KIR2DL2/L3) και CD57
+
 κυττάρων, και υψηλότερα επίπεδα 

έκφρασης του υποδοχέα CD94, σε σχέση με τους αντίστοιχους υποπληθυσμούς 

ενεργοποιημένους με IL-15. Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι η σταδιακή 

διαφοροποίηση των ΝΚ από τα CD56
bright

 προς ώριμα CD56
dim

 συνοδεύεται από την 

απώλεια των δεικτών CD94 και NKG2A, και τη σύγχρονη απόκτηση των υποδοχέων 

KIR
334,335

. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι ΝΚ κύτταρα που εκφράζουν το δείκτη 

επιφανείας CD57 αντιπροσωπεύουν έναν άκρως διαφοροποιημένο πληθυσμό με πολύ 

περιορισμένο πολλαπλασιαστικό δυναμικό
8
. Άρα τα ευρήματα μας υποδεικνύουν ότι 

τα GC ενισχύουν επιλεκτικά τον πολλαπλασιασμό ενός λιγότερο διαφοροποιημένου 

πληθυσμού που μπορεί να χαρακτηριστεί ως CD16
-
NKG2A

+
KIR

low/-
CD57

-
CD94

high
. 

Οι δυο κύριοι υποπληθυσμοί των ΝΚ κυττάρων παρουσιάζουν διαφορική 

έκφραση υποδοχέων των χημειοκινών, γεγονός που καθορίζει και τη διαφορετική 

τους μεταναστευτική ικανότητα
179

. Το μόριο πρόσδεσης CD62L
353,354

 εκφράζεται 

στην επιφάνεια της πλειοψηφίας των CD56
bright

 κυττάρων και σε ένα ποσοστό των 

CD56
dim

. Κατόπιν ενεργοποίησης με IL-15, ανεξάρτητα από την παρουσία GC, η 

έκφραση του CD62L χάνεται και στους δυο υποπληθυσμούς. Παρόμοια 

αποτελέσματα έχουν αναφερθεί για ΝΚ κύτταρα ενεργοποιημένα με IL-2
353

. Ο 

υποδοχέας CXCR1, ο οποίος εκφράζεται από μεγάλο ποσοστό των CD56
bright

 NK 

κυττάρων, έχει βρεθεί να ρυθμίζεται αρνητικά από την IL-2 και IL-15
209

. Τα 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



119 
 

αποτελέσματα μας συμφωνούν μ’ αυτό, και επιπλέον έδειξαν ότι τα GC 

επιβραδύνουν τη διαδικασία της υπο-ρύθμισης.  

Οι υποδοχείς CXCR3 και CXCR4 εκφράζονται σε χαμηλά ποσοστά στα 

ηρεμούντα ΝΚ κύτταρα
209

. Η ενεργοποίηση των τελευταίων με IL-2 οδηγεί σε 

αυξημένη έκφραση του CXCR3 και μειωμένη έκφραση του CXCR4, παρομοίως με 

τα δικά μας αποτελέσματα σε ενεργοποιημένα με IL-15 περιφερικά ΝΚ κύτταρα. 

Παρουσία των GC, όμως, παρατηρήθηκε επιπλέον αύξηση στην έκφραση του 

CXCR3 και ισχυρή επαγωγή έκφρασης του CXCR4. Η επαγωγή της έκφρασης του 

υποδοχέα CXCR4 από τη Dex έχει προηγουμένως αναφερθεί για τα Τ 

λεμφοκύτταρα
355

.  

 

5.3 Τα GC Συμμετέχουν στη Διατήρηση της Ομοιόστασης των ΝΚ κυττάρων 

Η ομοιόσταση των λεμφοκυττάρων βασίζεται στην ισορροπία μεταξύ της παραγωγής 

νέων κυττάρων από το μυελό των οστών και του πολλαπλασιασμού και επιβίωσης 

των ήδη υπαρχόντων κυττάρων. Η διατήρηση της ομοιόστασης των ΝΚ κυττάρων 

της περιφέρειας επιτυγχάνεται κυρίως μέσω ρύθμισης της επιβίωσης
164

. Η IL-15, 

πιθανότατα μέσω trans-παρουσίασης από τον υποδοχέα IL-15Rα από πληθώρα 

κυτταρικών τύπων, αποτελεί έναν κρίσιμο παράγοντα στην επιβίωση των 

ΝΚ
338,339,356

. Στην παρούσα εργασία δείχνουμε ότι τα GC συνεργάζονται με την IL-

15, με έναν δοσο-εξαρτώμενο τρόπο, για να προστατεύουν τα ΝΚ κύτταρα από την 

απόπτωση διατηρώντας παράλληλα τη λειτουργική τους ακεραιότητα.  

Είναι γνωστό πως τα κυκλοφορούντα ΝΚ κύτταρα εκτίθενται συνεχώς σε 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις κορτιζόλης που κυμαίνονται μεταξύ 10
-7

 – 10
-6

 Μ
33

. Σε 

εντασιογόνες καταστάσεις οι τιμές αυτές μπορούν να αυξηθούν πάνω από 10 

φορές
270

. Η αύξηση της παραγωγής/έκκρισης των GC κατά το οξύ stress έχει 

αναφερθεί να ενισχύει την ανοσία μέσω μηχανισμών που πυροδοτούνται από τη 

συνέργεια ιντερλευκινών και GC
357

. Από την άλλη πλευρά, υπάρχουν αναφορές ότι 

τα ΝΚ από ασθενείς, που λαμβάνουν φαρμακολογικές δόσεις GC, παρουσιάζουν 

μειωμένο λειτουργικό και πολλαπλασιαστικό δυναμικό
32

. Σύμφωνα με τα δικά μας 

δεδομένα, σε απουσία οποιουδήποτε σήματος ενεργοποίησης, τα GC – ακόμα και σε 

φυσιολογικές συγκεντρώσεις – μειώνουν την ικανότητα πολλαπλασιασμού και 

επιβίωσης των ΝΚ κυττάρων in vitro. Ωστόσο, η σύγχρονη παρουσία μικρών 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
10/06/2024 08:42:27 EEST - 18.117.184.27



120 
 

ποσοτήτων της IL-15, όχι μόνο προστατεύει τα κύτταρα από την GC-επαγόμενη 

απόπτωση αλλά επίσης εξασφαλίζει τη λειτουργική τους ακεραιότητα. Συνεπώς, 

συμπεραίνουμε ότι η συνέργεια μεταξύ αυτών των δύο σημάτων είναι απαραίτητη για 

να εξασφαλίσει ο οργανισμός μια λειτουργική επάρκεια σε ΝΚ κύτταρα, υπό 

φυσιολογικές συνθήκες. Όντως, in vivo τα ΝΚ κύτταρα, τα οποία εκτίθενται συνεχώς 

σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις GC, λαμβάνουν διεγερτικά σήματα από σύμπλοκα 

IL-15/IL-15Rα που εκφράζονται σε μια πληθώρα κυττάρων. Στην περίπτωση, όμως, 

της παρατεταμένης χορήγησης φαρμακολογικών δόσεων GC, τα διεγερτικά σήματα 

της IL-15 (ή/και άλλων κυτταροκινών) αδυνατούν να «αντισταθμίσουν» την 

ανοσοκατασταλτική δράση των GC, με δεδομένο τη χαμηλή συγκέντρωση της 

κυτταροκίνης στο σώμα
10

.  

Επίσης τα δεδομένα μας έδειξαν ότι η επαγόμενη από τα GC ανέργεια των 

ΝΚ κυττάρων δε ρυθμίζεται στο επίπεδο έκφρασης του μεταγραφικού παράγοντα 

GILZ ή ενεργοποίησης των παραγόντων SΤΑΤ5, ERK1/2 & AKT. Ωστόσο, παρότι 

τα επίπεδα έκφρασης ή ενεργοποίησης αυτών των παραγόντων επανέρχονται 

σύντομα στα επίπεδα αναφοράς κατόπιν διέγερσης των κυττάρων με IL-15, δεν 

μπορούμε να αποκλείσουμε την πιθανότητα αυτά τα μονοπάτια μεταγωγής σήματος 

να συμμετέχουν στη διαμόρφωση του μοριακού μηχανισμού που καθορίζει την 

ανέργεια των ΝΚ κυττάρων.  

 

5.4 Τα GC Προστατεύουν τα Ενεργοποιημένα ΝΚ κύτταρα από την Απόπτωση 

μέσω Ενισχυμένης Έκφρασης του BCL2 και Αναστολής Έκφρασης του ΒΙΜ 

Η ομοιόσταση των ΝΚ κυττάρων επιτυγχάνεται κυρίως μέσω της ρύθμισης της 

επιβίωσης
164,338

. Η IL-15 έχει αναδειχθεί να παίζει κυρίαρχο ρόλο στην προστασία 

των ΝΚ από την απόπτωση ρυθμίζοντας την έκφραση μελών της οικογένειας του 

αντι-αποπτωτικού παράγοντα BCL2
161,339,340

.  

Τα δικά μας δεδομένα, σε συμφωνία με την υπάρχουσα βιβλιογραφία
161

, 

υποστηρίζουν την αναγκαιότητα της IL-15 στη διατήρηση υψηλών επιπέδων 

έκφρασης του αντι-αποπτωτικού παράγοντα BCL2. Ενδιαφέρουσα, ωστόσο, ήταν η 

παρατήρηση ότι τα GC ενίσχυσαν περαιτέρω την επαγόμενη από την IL-15 έκφραση 

του BCL2, δικαιολογώντας έτσι την παρατηρούμενη βελτιωμένη επιβίωση των ΝΚ 

κυττάρων παρουσία IL-15 και GC. Στην εργασία αυτή, επίσης, δείχνουμε ότι τα 
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CD16
-
 ΝΚ κύτταρα είναι πιο ευαίσθητα στην επαγόμενη από την IL-15 απόπτωση σε 

σχέση με τα CD16
+
. Η ευαισθησία αυτή πιθανό να οφείλεται στο γεγονός ότι τα 

επίπεδα έκφρασης του BCL2 στα CD16
-
 ΝΚ κύτταρα ήταν σημαντικά χαμηλότερα 

απ’ ότι στα CD16
+
.  

Ο παράγοντας BCL-xL (B-cell leukemia XL) είναι ένας άλλος μεσολαβητής 

της αντι-αποπτωτικής δράσης της IL-15 στα ΝΚ κύτταρα
341

. Επίσης, έχει προταθεί 

ότι η μειωμένη έκφραση του BCL-xL ευθύνεται για την παρατηρούμενη αυξημένη 

απόπτωση των θυμοκυττάρων σε διαγονιδιακά ποντίκια που υπερ-εκφράζουν 

GILZ
358

. Στο δικό μας σύστημα, το πρότυπο έκφρασης του BCL-xL στα ΝΚ κύτταρα 

παρομοιάζει εκείνο του BCL2, υποδεικνύοντας και πάλι τη σημασία της IL-15 στην 

προαγωγή της έκφρασης αυτών των δυο γονιδίων. Η αυξημένη έκφραση του BCL-xL 

στα ενεργοποιημένα παρουσία GC ΝΚ κύτταρα δεν ήταν στατιστικά σημαντική, η 

βιολογική της σημασία όμως μένει να διερευνηθεί.  

Ο προ-αποπτωτικός παράγοντας BIM έχει αναφερθεί να μεσολαβεί την 

επαγόμενη από τα GC απόπτωση
359

. Πράγματι, η έκθεση των ΝΚ κυττάρων σε HC 

οδήγησε σε αυξημένη μεταγραφή του γονιδίου BIM. Από την άλλη μεριά, η IL-15 

έχει δειχθεί να παρεμποδίζει τη συγκέντρωση του BIM σε ενεργοποιημένα ποντικίσια 

ΝΚ κύτταρα (προερχόμενα από τη σπλήνα), προστατεύοντάς τα από την 

απόπτωση
340

. Τα δικά μας αποτελέσματα, όμως, έδειξαν αυξημένη έκφραση του 

γονιδίου BIM σε ενεργοποιημένα με IL-15 ανθρώπινα περιφερικά ΝΚ κύτταρα σε 

σύγκρισή τόσο με τα ηρεμούντα ΝΚ όσο και με τα καλλιεργημένα σε θρεπτικό υλικό 

χωρίς IL-15. Το πρότυπο αυτό έκφρασης συμφωνεί απόλυτα με την παρατηρούμενη 

αυξημένη απόπτωση της πρώτης ομάδας. Όταν τα κύτταρα ενεργοποιήθηκαν 

παρουσία GC παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των μεταγράφων του γονιδίου BIM, 

καταδεικνύοντας τον παράγοντα BIM ως έναν από τους μεσολαβητές την 

προστατευτικής δράσης των GC στην επιβίωση των ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων.  

 

5.5 Τα GC Επιταχύνουν τη Φάση-S των Ενεργοποιημένων με IL-15 ΝΚ 

κυττάρων 

Στην παρούσα εργασία δείχνουμε ότι τα GC (+IL-15) ευνοούν τον πολλαπλασιασμό 

ενός μικρού υποπληθυσμού, τόσο στα CD16
-
 όσο και στα CD16

+
 ΝΚ κύτταρα, που 

φέρει φαινοτυπικά χαρακτηριστικά λιγότερο διαφοροποιημένων κυττάρων. Το 
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φαινόμενο αυτό είναι περισσότερο εμφανές στα CD16
-
 ΝΚ κύτταρα, τα οποία 

αποτελούν έναν πιο πρόδρομο πληθυσμό. Το διαφορετικό δυναμικό 

πολλαπλασιασμού αυτών των 2 υποπληθυσμών σε διάφορα μιτωτικά σήματα έχει 

επισημανθεί στη βιβλιογραφία
6,360

. Ανάλυση της κινητικής του κυτταρικού κύκλου 

έδειξε ότι τα διαιρούμενα ΝΚ κύτταρα παρουσία IL-15 και GC ολοκληρώνουν την 

αντιγραφή του DNA πολύ πιο γρήγορα απ’ ότι τα αντίστοιχα κύτταρα παρουσία μόνο 

της IL-15.  

Ο αναστολέας των κυκλινο-εξαρτώμενων κινασών p21
WAF1/CIP1

 έχει βρεθεί, 

όχι μόνο να παρεμβαίνει στη μετάβαση G1-S, αλλά επίσης να μπλοκάρει άμεσα την 

αντιγραφή του DNA αναστέλλοντας το πυρηνικό αντιγόνο των διαιρούμενων 

κυττάρων, PCNA (Proliferating-cell Nuclear Antigen)
361

 ή παρεμποδίζοντας τη 

δράση των CDK (Cyclin-Dependent Kinases)
350

. Στο δικό μας σύστημα, η δράση των 

GC στον κυτταρικό κύκλο συσχετίστηκε με μειωμένα επίπεδα έκφρασης του 

αναστολέα p21
WAF1/CIP1

. Συγκεκριμένα, τα GC ανέστειλαν την επαγόμενη από την IL-

15
362

 αυξημένη έκφραση του p21
WAF1/CIP1

 και στους δυο υποπληθυσμούς των ΝΚ 

κυττάρων. Το εάν η στατιστικά μη σημαντική μείωση του p21
WAF1/CIP1

 στα CD16
-
 

κύτταρα παρουσιάζει κάποια βιολογική σημασία μένει να διευκρινιστεί. Ωστόσο δεν 

μπορεί να αποκλειστεί και το ενδεχόμενο της ύπαρξης ενός διαφορετικού μηχανισμού 

ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου σ’ αυτόν τον κυτταρικό πληθυσμό. 

Ένας σημαντικός μεταγραφικός παράγοντας επαγόμενος από γc κυτταροκίνες, 

ο οποίος αλληλεπιδρά άμεσα με την αντιγραφική μηχανή του κυττάρου, είναι και το 

προϊόν του πρωτο-ογκογονιδίου MYC
363

. Έχει αναφερθεί ότι η υπερ-έκφραση του 

MYC προκαλεί επιτάχυνση της φάσης-S του κυτταρικού κύκλου
351

. Προκαταρκτικά 

αποτελέσματα σχετικά με την έκφραση αυτού του παράγοντα, έδειξαν αυξημένη 

έκφραση μεταγράφων MYC σε ΝΚ κύτταρα ενεργοποιημένα με IL-15/HC, τόσο στο 

σύνολό τους όσο και στους 2 επιμέρους υπο-πληθυσμούς. Μάλιστα, η υπερ-έκφραση 

αυτή φαίνεται να είναι πιο έντονη στα CD56
bright

 ΝΚ κύτταρα. Μια πιο συστηματική 

και λεπτομερής μελέτη στο ρόλο του MYC στην ενεργοποίηση των ΝΚ θα 

αποκαλύψει αν ο παράγοντας αυτός συμμετέχει στη διαφορετική ρύθμιση των ΝΚ 

παρουσία GC.  

Τα έως τώρα δεδομένα μας υποστηρίζουν ότι τα GC ενισχύουν τον 

πολλαπλασιασμό ενός υποπληθυσμού τόσο στα CD16
-
 όσο και στα CD16

+
 

ενεργοποιημένα ΝΚ κύτταρα. Η πρόοδος αυτών των πληθυσμών – προνομιούχων της 
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δράσης των GC – στον κυτταρικό κύκλο φαίνεται να ακολουθεί παρόμοια κινητική. 

Η αριθμητική επικράτηση των CD16
-
 ΝΚ κυττάρων στις καλλιέργειες με IL-15 και 

GC (σε αντίθεση με τη διατήρηση των CD16
+
 ΝΚ κυττάρων στις καλλιέργειες με IL-

15) πιθανότατα να οφείλεται και (α) στο γεγονός ότι τα CD16
-
 ΝΚ κύτταρα είναι πιο 

ευαίσθητα στην επαγόμενη από την IL-15 απόπτωση απ’ ότι τα CD16
+
, και (β) τα 

CD16
+
 NK κύτταρα φέρουν μικρότερα τελομερή απ’ ότι τα CD16

-
, με αποτέλεσμα ο 

πολλαπλασιασμός του πρώιμου CD16
+
 κυτταρικού υποπληθυσμού παρουσία IL-

15/GC να οδηγεί πιο γρήγορα σε κυτταρική γήρανση (cellular senescence)
81,364

.  

 

5.6 Ανάπτυξη ΝΚ κυττάρων Ενεργοποιημένων ex vivo με IL-15 και HC στο 

Πλαίσιο της Παθητικής Ανοσοθεραπείας του Καρκίνου  

Η ex vivo ανάπτυξη ανθρώπινων ΝΚ κυττάρων με IL-15 και GC επιτρέπει την 

ανάκτηση μεγάλων αριθμών ενεργοποιημένων ΝΚ κυττάρων. Το γεγονός αυτό 

καθιστά το συγκεκριμένο πρωτόκολλο ιδιαίτερα χρήσιμο στην ανοσοθεραπεία του 

καρκίνου μέσω παθητικής μεταφοράς κυττάρων. ΝΚ κύτταρα καλλιεργημένα με IL-

15 και HC υπό GMP συνθήκες έχουν ήδη χρησιμοποιηθεί σε μια κλινική μελέτη 

φάσης Ι σε ασθενείς με καρκίνο του πνεύμονα
29

. Δεδομένα από προκλινικές μελέτες 

σε ένα ποντικίσιο μεταστατικό μοντέλο καρκίνου έχουν δείξει ότι η χορήγηση ex vivo 

ενεργοποιημένων με IL-15/HC NK κυττάρων προκάλεσε σημαντική μείωση του 

καρκινικού φορτίου ενώ συγχρόνως πυροδότησε και  επίκτητες αντι-καρκινικές 

ανοσολογικές απαντήσεις
30

. 

Όπως αναφέρθηκε και στην Ενότητα 2.2.8, είναι σημαντικό η ανάπτυξη των 

ΝΚ κυττάρων ex vivo να μην οδηγεί σε φαινοτυπικές αλλαγές, αποκλίσεις από την 

αναπτυξιακή γραμμή ή/και επιλεκτική επέκταση ορισμένων υποπληθυσμών, τέτοιες 

που να επηρεάζουν την αντι-καρκινική δράση των ΝΚ.  

Από τη μελέτη αυτή προκύπτει ότι τα GC ευνοούν την ανάπτυξη των CD16
-
 

ΝΚ κυττάρων. Ο υποδοχέας CD16 είναι ένας σημαντικός διαμεσολαβητής της 

εξαρτώμενης από αντίσωμα κυτταροτοξικότητας (ADCC, Antibody-Dependent 

Cellular Cytotoxicity) η οποία αποτελεί το βασικό μηχανισμό καταστροφής 

καρκινικών κυττάρων στις βασιζόμενες στα αντισώματα αντι-καρκινικές 

ανοσοθεραπείες. Προς αυτήν την κατεύθυνση θα ήταν χρήσιμο να αναπτυχθεί ένα 

πρωτόκολλο καλλιέργειας ΝΚ κυττάρων εμπλουτισμένων σε CD16
+
 κύτταρα. Η 
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αξιοποίηση λεμφοβλαστικών κυτταρικών σειρών LCL (Lymphoblastoid Cell Line) 

ως κύτταρα στρώματος ενδεχομένως να φέρει επιθυμητά αποτελέσματα
365

.  

Η αποτελεσματικότητα της παθητικής μεταφοράς κυττάρων ως μέσο 

αντικαρκινικής ανοσοθεραπείας εξαρτάται και από την ικανότητα των χορηγούμενων 

κυττάρων να μεταναστεύσουν προς και να διατηρηθούν στις εστίες των όγκων. 

Συνεπώς, είναι σημαντικό τα καλλιεργημένα ex vivo ΝΚ κύτταρα να φέρουν 

κατάλληλους υποδοχείς εποικισμού. Η έκφραση του υποδοχέα CXCR3 από τα ΝΚ 

θεωρείται απαραίτητο προσόν για τη διείσδυσή τους στους όγκους
201

. Επιπρόσθετα, 

ορισμένες αιμοποιητικές και μη κακοήθειες «κατοικούν» ή μεταναστεύουν σε θέσεις 

όπου παράγεται η χημειοκίνη CXCL12, κυρίως στο μυελό των οστών
366,367

. Άρα, η 

αυξημένη έκφραση των δυο αυτών υποδοχέων, CXCR3 και CXCR4, από τα ΝΚ 

κύτταρα που έχουν καλλιεργηθεί με IL-15 και GC, τα καθιστά ικανά να 

μεταναστεύσουν στις εστίες των πρωτογενών ή δευτερογενών όγκων.  

 

5.7 Γενικά Συμπεράσματα 

Τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής μας οδηγούν στα παρακάτω γενικά 

συμπεράσματα: 

Ο ρόλος των GC στο ανοσολογικό σύστημα είναι διττός και εξαρτάται από 

την ταυτόχρονη ύπαρξη άλλων παραγόντων, όπως σημάτων διέγερσης ή/και 

πολλαπλασιασμού, σταδίου διαφοροποίησης, σηματοδότησης άλλων μοριακών 

μονοπατιών κλπ. Τόσο τα δικά μας δεδομένα, όσο και δεδομένα που αφορούν στα Τ 

λεμφοκύτταρα ως προς τα GC, αλλά και πολλά άλλα παραδείγματα πλειοτροπικής 

βιολογικής δράσης πληθώρας ουσιών, υποστηρίζουν σαφώς τα συμπεράσματά μας. 

Τα GC φαίνεται να έχουν ένα σημαντικό ρόλο, όχι μόνο στην διαφοροποίηση 

των ΝΚ κυττάρων (όπως έχει δειχθεί προηγούμενα), αλλά και στην ομοιόστασή τους 

στην περιφέρεια και πιθανά σε άλλους ιστούς. Περεταίρω πειράματα in vivo 

χρειάζονται για την τεκμηρίωση της υπόθεσής μας αυτής. 

Τα ευρήματά μας μπορούν να αξιοποιηθούν στην ανάπτυξη 

ανοσοθεραπευτικών πρωτοκόλλων, τόσο για την in vivo ενίσχυση της ανάπτυξης των 

ενδογενών ΝΚ κυττάρων (ή την προστασία τους στις περιπτώσεις θεραπευτικής 
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χρήσης των GC), όσο και στην παθητική μεταφορά ex vivo ενεργοποιημένων και 

ανεπτυγμένων ΝΚ κυττάρων. 

Με δεδομένο ότι τα GC είναι ενεργά συστατικά του οργανισμού με σημαντική 

διακύμανση ανάλογα με την ώρα, διάθεση, επίπεδο stress κλπ, η πιο συστηματική 

μελέτη της επίδρασής τους, σε συνδυασμό με άλλους παράγοντες, σε άλλους 

πληθυσμούς του ανοσολογικού συστήματος ανοίγει ένα σημαντικό κεφάλαιο 

έρευνας. 
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