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χρηματοδοτήθηκε από την Πράξη «Πρόγραμμα χορήγησης υποτροφιών για 
μεταπτυχιακές σπουδές δεύτερου κύκλου σπουδών» από πόρους του ΕΠ «Ανάπτυξη 
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Με αγάπη και εκτίμηση

Στον σύζυγο μου Κλέωνα, πολύτιμο βοηθό και σύντροφο 

Στην κόρη μας Ηλιάνα, πηγή άντλησης δύναμης και υπομονής
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© 2019 Μ ΑΡΙΑ ΣΟΥΝΙΔΑΚΗ

Η  έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το Τμήμα Ιατρικής της Σχολής Επιστημών 

Υγείας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας δεν υποδηλώνει αποδοχή των απόψεων του 

συγγραφέα (σύμφωνα με τις διατάξεις του άρθρου 202, παράγραφος 2 του 

Ν.5343/1932).
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Εγκρίθηκε από τα Μέλη της Επταμελούς Εξεταστικής Επιτροπής (ΐ5η/20-06-20ΐ 8 γσες):

1ος Εξεταστής 
(Επιβλέπων)

Ιωάννης Στεφανίδης
Καθηγητής Παθολογίας - Νεφρολογίας, 
Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

2ος Εξεταστής Θεόδωρος Ελευθεριάδης
Επίκουρος Καθηγητής Νεφρολογίας,
Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

3ος Εξεταστής Σπυρίδων Ποταμιάνος
Καθηγητής Γαστρεντερολογίας,
Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

4ος Εξεταστής Φίλιππος Τρυποσκιάδης
Καθηγητής Καρδιολογίας,
Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

5ος Εξεταστής Γ εώργιος Βασιλόπουλος
Καθηγητής Παθολογίας-Αιματολογίας, 
Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

6ος Εξεταστής Γ εώργιος Νταλέκος
Καθηγητής Παθολογίας,
Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

7ος Εξεταστής Δημήτριος Μπόγδανος
Αναπληρωτής Καθηγητής Παθολογίας και Αυτοάνοσων 
Νοσημάτων, Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ

Η  παρούσα διδακτορική διατριβή με θέμα «ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ

ΑΝΟΣΟΤΡΟΠΟΠΟΙΗΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΔΙΧΛΩΡΟΞΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΕ 

ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ CD4+ T ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ.» εκπονήθηκε εξ’ 

ολοκλήρου στο Εργαστήριο της Νεφρολογικής Κλινικής του τμήματος Ιατρικής του 

Πανεπιστημίου Θεσσαλίας.

Αρχικά, θα ήθελα να ευχαριστήσω θερμά τον επιβλέποντα Καθηγητή κ. 

Ιωάννη Στεφανίδη για την ανάθεση του συγκεκριμένου θέματος, την εμπιστοσύνη, την 

αμέριστη συμπαράστασή και την δημιουργική καθοδήγησή του.

Τις ειλικρινείς μου ευχαριστίες εκφράζω και στα μέλη της τριμελούς 

συμβουλευτικής αλλά και της επταμελούς εξεταστικής επιτροπής για τις 

εποικοδομητικές παρατηρήσεις τους.

Έ να ιδιαίτερο ευχαριστώ οφείλω στον Καθηγητή κ. Θεόδωρο Ελευθεριάδη για 

την στήριξη του όλα αυτά τα χρόνια καθώς και για την βοήθεια του σε πολλά 

επιστημονικά και τεχνικά ζητήματα που αφορούσαν στην ερευνητική μου πορεία ως 

υποψήφια διδάκτωρ.

Πολλές ευχαριστίες ανήκουν στους ειδικευμένους και ειδικευόμενους ιατρούς 

της νεφρολογικής κλινικής του τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας για 

την ανεύρεση και λήψη των δειγμάτων αλλά και σε όλο το υπόλοιπο προσωπικό για το 

ευχάριστο κλίμα συνεργασίας όλα αυτά τα χρόνια της ερευνητικής μου 

δραστηριότητας.
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Πολύτιμος συνεργάτης, φίλος και συμπαραστάτης μου υπήρξε ο 

μεταδιδακτορικός ερευνητής του εργαστηρίου κ. Γιώργος Πίσσας, τον οποίο και 

ευχαριστώ για την πολύτιμη βοήθεια του σε κάθε βήμα της προσπάθειάς μου.

Έ να μεγάλο ευχαριστώ οφείλω στη μητέρα μου Χρύσα, τον πατέρα μου 

Θανάση και τον αδερφό μου Δημήτρη, των οποίων η στήριξη και η αγάπη έκαναν τα 

πάντα να μοιάζουν πιο εύκολα. Ακόμα, θα ήταν ειλικρινά μεγάλη παράλειψη, αν δεν 

ευχαριστούσα στο σημείο αυτό το σύζυγο μου Κλέωνα, για την τεράστια υπομονή και 

το κουράγιο που μου έδωσε όλα αυτά τα χρόνια. Τέλος δε μπορώ να μη ζητήσω ένα 

μεγάλο συγνώμη από την κόρη μου Ηλιάνα, που με στερήθηκε κατά τη διάρκεια της 

συγγραφής της διατριβής, ελπίζοντας ότι κάποτε θα καταλάβει.

Μαρία Σουνιδάκη
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ΒΙΟΓΡΑΦΙΚΟ ΣΗΜΕΙΩΜΑ

Υποψήφιου διδάκτορα Μαρίας Α. Σουνιδάκη

ΠΡΟΣΩΠΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ

Ονοματεπώνυμο: 

Ό νομα πατρός: 

Ημερ. γεννήσεως: 

Τόπος γεννήσεως: 

Σύζυγος:

Τέκνα:

Μ αρία Σουνιδάκη 

Αθανάσιος 

12-10-1986 

Λάρισα

Κλέων Κορομπίλιας, Φιλόλογος 

Ηλιάνα 2018

Δ/νση κατοικίας:

Τηλ.Παν/μίου:

Κιν.:

Κίρκης 1, Λάρισα 41221

241-3501665

6989466904

Fax: 241-3501667

Em ail: maria_sounidaki@ hotmail.com

ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΙΤΛΟΙ ΣΠΟΥΔΩΝ

Μάιος 2017 - Μετεκπαίδευση μέσω του προγράμματος

Σεπτέμβριος 2017 κινητικότητας υποψηφίων διδακτόρων στο

εξωτερικό ERASMUS +.

Ερευνητικό εργαστήριο Πανεπιστημιακής κλινικής

Νεφρολογίας, Υπέρτασης, Διαβήτη και Ενδοκρινολογίας, 

Πανεπιστήμιο Otto von Guericke, Μαγδεβούργο, Γερμανία.
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Σεπτέμβριος 2014 -  

Σήμερα

Σεπτέμβριος 2012 -  

Ιούνιος 2014

Τίτλος ερευνητικού προγράμματος «Μελέτη του ρόλου του 

πρωτεϊνικού παράγοντα YB1 στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, την 

κυτταρική απόπτωση και τον μεταβολισμό των σωληναριακών κυττάρων 

στο πλαίσιο της νεφρικής ανεπάρκειας» (“The Many Roads to Cell Death: 

Gaining an insight of the role of YB-1 in apoptosis associated to kidney 

disease”).

Διδακτορικό Δίπλωμα Ειδίκευσης (PhD) στην νεφρολογία, 

ανοσοβιολογία και τον κυτταρικό μεταβολισμό.

Εργαστήριο Νεφρολογικής Κλινικής, Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο 

Θεσσαλίας, Λάρισα, Ελλάδα.

Τίτλος διδακτορικός διατριβής: «Μελέτη της ανοσοτροποποιητικής 

δράσης του διχλωροξικού οξέος σε καλλιέργειες ανθρώπινων CD4+ Τ 

λεμφοκυττάρων»

Μεταπτυχιακό Δίπλωμα Ειδίκευσης (Msc) στις Βιο-ιατρικές 

Επιστήμες (Master of Science in Biomedical Sciences) με 

ειδίκευση στον κυτταρικό μεταβολισμό (Βαθμός: Λίαν Καλώς, 

7,05)

Σχολή Υγείας, Ιατρικής και Επιστημών ζωής, Πανεπιστήμιο Μάαστριχτ, 

Μάαστριχτ, Ολλανδία
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Σεπτέμβριος 2011 -  

Ιούνιος 2012

Σεπτέμβριος 2006 -  

Ιούνιος 2011

Τίτλος μεταπτυχιακά διπλωματικής εργασίας: «Ο ρόλος της 

οξειδωμένης χοληστερόλης (oxLDL) στην δυσλειτουργία των 

λυσοσωμάτων στο πλαίσιο της μη αλκοολικής στεατοηπατίτιδας» 

(“Lysosomes and oxLDL: A vesicular “traffic jam” in non alcoholic 

steatohepatitis”) [Βαθμός: 9, Cum caude (Άριστα)]

Μεταπτυχιακό Δίπλωμα Ειδίκευσης (Msc) στην 

Διατροφογενωμική και την Εξατομικευμένη Διατροφή 

(Μaster,s Degree in Nutrigenomics and Personalized Nutrition) 

(Βαθμός: Άριστα, 9,08)

Σχολή Βιολογίας και Επιστημών Υγείας, Πανεπιστήμιο Βαλεαρίδων 

Νήσων, Μαγιόρκα, Ισπανία.

Τίτλος μεταπτυχιακής διπλωματικής εργασίας: «Διατροφικός έλεγχος 

νέων μυοκινών σε C2C12 μυϊκά κύτταρα» (“Nutritional control of novel 

myokines in C2C12 muscle cells”) [Βαθμός: 10, Honor list (άριστα)].

Πτυχίο στην Βιολογία με ειδίκευση στη Μοριακή Βιολογία, 

Γενετική, Βιοτεχνολογία. (Βαθμός: Λίαν Καλώς, 7,73).

Τμήμα Βιολογίας, Σχολή Θετικών Επιστημών, Αριστοτέλειο 

Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα.
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Τίτλο διπλωματικά εργασίας σε συνεργασία με το Εθνικό Ινστιτούτο 

Υγείας και Ερευνας (INSERM, UMR 1149), Τμήμα Ιατρικής, 

Πανεπιστήμιο Paris Diderot , Παρίσι, Γαλλία: «Πειραματική εντεροπάθεια 

από γλουτένη σε ποντίκα και αποδόμηση γλοιαδίνης από πιθανά 

προβιοτικά στελέχη μικροοργανισμών» (Βαθμός: 10, Άριστα).

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΣΥΝΕΔΡΙΑ

1. Τίτλος συνεδρίου: 60 Νεφρολογικό Συμπόσιο Κεντρικής Ελλάδος 

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Ξενοδοχείο Larisa Imperial, Δεκέμβριος 7-9, 2018 

Φορέας διοργάνωσης: Ακαδημία Νεφρολογίας Κεντρικής Ελλάδος, σε συνεργασία με τη 

Πανεπιστημιακή Νεφρολογική Κλινική του Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου 

Θεσσαλίας

Τρόπος συμμετοχής: Μέλος οργανωτικής επιτροπής

2. Τίτλος συνεδρίου: Kongress fur Nephrologie (Nephrology Congress)

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Βερολίνο, Γερμανία, Σεπτέμβριος 27 -  30, 2018 

Φορέας διοργάνωσης: Γερμανική εταιρεία Νεφρολογίας (Deutschen Gesellschaft fur

Nephrologie)

Τρόπος συμμετοχής: Αναρτημένη δημοσίευση (poster): Bernhardt A., Jerchel S., Brandt 

S., Wolters K., Sounidaki M., Lindquist J.A., Mertens PR. The Cold Shock Domain Protein 

YB-1 Plays a Critical Role in Sterile Tubulointerstitial Nephritis (Das Kalteschockprotein 

YB-1 spielt eine kritische Rolle in der tubulointerstitiellen Nephritis).
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3. Τίτλος συνεδρίου: 30th Meeting of the European Renal Cell Study Group (ERCSG) 

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Φλορεντία, Ιταλία, Απρίλιος 19-22, 2018.

Τρόπος συμμετοχής: Ομιλία: Bernhardt A., Jerchel S., Brandt S., Wolters K., Sounidaki M., 

Lindquist J.A., Mertens P.R. “The Cold Shock Domain Protein YB-1 Plays a Critical Role in 

Sterile Tubulointerstitial Nephritis” .

4. Τίτλος συνεδρίου: 5o Νεφρολογικό Συμπόσιο Κεντρικής Ελλάδος 

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Ξενοδοχείο Larisa Imperial, Δεκέμβριος 8-10, 2017 

Φορέας διοργάνωσης: Ακαδημία Νεφρολογίας Κεντρικής Ελλάδος σε συνεργασία με τη 

Πανεπιστημιακή Νεφρολογική Κλινική του Τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου 

Θεσσαλίας

Τρόπος συμμετοχής: Μέλος οργανωτικής επιτροπής

5. Τίτλος συνεδρίου: 19ο Πανελλήνιο Συνέδριο Μεταμοσχεύσεων

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Κέντρο Διάδοσης Ερευνητικών Αποτελεσμάτων

ΚΕ.Δ.Ε.Α. / Α.Π.Θ. Θεσσαλονίκη, Νοέμβριος 17-18-19, 2017.

Φορέας διοργάνωσης: Ελληνική Εταιρεία Μεταμοσχεύσεων, υπό την αιγίδα της 

Περιφέρειας Κεντρικής Μακεδονίας και του Τμήματος Ιατρικής Α.Π.Θ.

Τρόπος συμμετοχής: Ομιλία: Πίσσας Γ., Ελευθεριάδης Θ., Σουνιδάκη Μ., Τσόγκα 

Κ., Γεωργία Α., Γκολφινόπουλος Σ., Λιακόπουλος Β., Στεφανίδης Ιωάννης. «H 2,3 

διοξυγενάση της ινδολεαμίνης μειώνει την χυμική αλλοανοσία σε καλλιέργειες 

ανθρώπινων λεμφοκυττάρων».
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6. Τίτλος συνεδρίου: 16th European Nephrology Conference 

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Βαρκελώνη, Ισπανία, Οκτώβριος 02-03, 2017. 

Τρόπος συμμετοχής: Ομιλία: Sounidaki M., Stefanidis I., Eleftheriadis T. and Pissas 

G. “Indoleamine 2,3-dioxygenase decreases humoral alloimmunity in primary human 

peripheral blood mononuclear cells by pathways different than those implicated in its 

effect on T-cells” .

7. Τίτλος συνεδρίου: 4o Νεφρολογικό Συμπόσιο Κεντρικής Ελλάδος

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Ξενοδοχείο Larisa Imperial, Νοέμβριος 25-27,

2016

Φορέας διοργάνωσης: Ακαδημία Νεφρολογίας Κεντρικής Ελλάδος, σε συνεργασία 

με τη Πανεπιστημιακή Νεφρολογική Κλινική του Τμήματος Ιατρικής του 

Πανεπιστημίου Θεσσαλίας

Τρόπος συμμετοχής: Μ έλος οργανωτικής επιτροπής και Ομιλία με θέμα: 

«Αγγειογενίνη ως ανοσοτροποιητική κυτταροκίνη».

8. Τίτλος συνεδρίου: 22nd W orld Congress on Advances in Oncology and 20th 

International Symposium on M olecular Medicine.

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Athens M etropolitan Hotel, Οκτώβριος 6-8, 2016 

Φορέας διοργάνωσης: Spandidos Publications

Τρόπος συμμετοχής: Ομιλία μετά από πρόσκληση με θέμα: «Dichloroacetate: 

Targeting energy metabolism in immune cells».
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9. Τίτλος συνεδρίου: 3o Νεφρολογικό Συμπόσιο Κεντρικής Ελλάδος

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Ξενοδοχείο Larisa Imperial, Δεκέμβριος 11-13,

2015

Φορέας διοργάνωσης: Ακαδημία Νεφρολογίας Κεντρικής Ελλάδος σε συνεργασία 

με τη Πανεπιστημιακή Νεφρολογική Κλινική του Τμήματος Ιατρικής του 

Πανεπιστημίου Θεσσαλίας

Τρόπος συμμετοχής: Μ έλος οργανωτικής επιτροπής και Ομιλία με θέμα: 

«Παρέμβαση στο μεταβολισμό της γλυκόζης με διχλωροξικό οξύ (DCA) στα Τ- 

λεμφοκύτταρα».

10. Τίτλος συνεδρίου: 4th European Congress o f Immunology.

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Βιέννη, Αυστρία, Σεπτέμβριος 6-9, 2015 

Φορέας διοργάνωσης: European Federation o f Immunological Societies (EFIS) 

Τρόπος συμμετοχής: αναρτημένη δημοσίευση (poster): Sounidaki M., Eleftheriadis 

T, Pissas G., Stefanidis I. “The effect o f dichloroacetate on certain glycolytic enzymes 

and on the signature transcription factors o f Th1, Th2, Th17 and Treg on human 

alloreactive CD4+ T cells” .

11. Τίτλος συνεδρίου: 4o Πανελλήνιο συνέδριο Ρευματικών και Αυτοάνοσων 

παθήσεων Κεντρικής Ελλάδος

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Ξενοδοχείο Larisa Imperial, Σεπτέμβριος 26-28,

2014

Φορέας διοργάνωσης: Ελληνική Ρευματολογική Εταιρεία
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Τρόπος συμμετοχής: αναρτημένη δημοσίευση (poster): Eleftheriadis T., Pissas G., 

Sounidaki M., Stefanidis I. “Indoleamine 2,3-dioxygenase inhibits aerobic glycolysis 

and cell proliferation in human T cells increasing p53” .

12. Τίτλος συνεδρίου: International conference o f M aster students in Biomedical 

Sciences.

Τόπος/Ημερομηνία διεξαγωγής: Πανεπιστήμιο Χάσελτ, Χάσελτ, Βέλγιο, 26 Ιουνίου 

2014.

Φορέας διοργάνωσης: Σχολή Υγείας, Ιατρικής και Επιστημών ζωής, Πανεπιστήμιο 

Μάαστριχτ, Μάαστριχτ, Ολλανδία σε συνεργασία με τη Σχολή Υγείας, Ιατρικής και 

Επιστημών ζωής, Πανεπιστήμιο Χάσελτ, Χάσελτ, Βέλγιο.

Τρόπος συμμετοχής: αναρτημένη δημοσίευση (poster): Sounidaki M ., Houben T., 

W alenbergh S.M.A., Hendrikx T., Jeurissen M.L.J, van Gorp P.J., Sverdlov R. 

“Lysosomes and oxLDL: a vesicular traffic jam  in NASH” .

ΤΙΜΗΤΙΚΕΣ ΔΙΑΚΡΙΣΕΙΣ - ΥΠΟΤΡΟΦΙΕΣ - ΒΡΑΒΕΙΑ

1. Χορήγηση υποτροφίας-χρηματοδότησης για το χρονικό διάστημα 01/06/2017 

έως 31/08/2017 από το Ίδρυμα Κρατικών Υποτροφιών (ΙΚΥ) για μετεκπαίδευση

στο Ερευνητικό εργαστήριο της Πανεπιστημιακής κλινικής Νεφρολογίας, Υπέρτασης, 

Διαβήτη και Ενδοκρινολογίας του Πανεπιστημίου Otto von Guericke University, 

Μαγδεβούργο, Γερμανία, στο πλαίσιο του προγράμματος ERASMUS +.
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2. Χορήγηση υποτροφίας-χρηματοδότησης για το χρονικό διάστημα 15/5/2017 

έως 15/5/2018 από το Ίδρυμα Κρατικών Υποτροφιών (ΙΚΥ) για μεταπτυχιακές 

σπουδές δεύτερου κύκλου σε εφαρμογή του Κανονισμού του Επιχειρησιακού 

Προγράμματος (Απόφαση 625Π /Ζ1/Π .04.2017, ΦΕΚ 14Π /τ.Β726.04.2017) με 

τίτλο: «ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΥ ΕΡΕΥΝΗΤΙΚΟΥ ΔΥΝΑΜΙΚΟΥ ΜΕΣΩ 

ΤΗΣ ΥΛΟΠΟΙΗΣΗΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΕΡΕΥΝΑΣ» 2ος ΚΥΚΛΟΣ. ΜΑΪΟΣ 2017 

(Για υποψήφιους διδάκτορες που έχουν αρχίσει το διδακτορικό πριν από 18-36 μήνες).

3. Επιλογή στον κατάλογο επιτυχόντων με τις προς χρηματοδότηση αιτήσεις ανά 

επιστημονική περιοχή έρευνας στο πλαίσιο της υπ’ αριθμόν ΓΓΕΤ 

185494/12/3.11.2016 (ορθή επανάληψη της 182390/12/31.10.2016) πρώτης 

προκήρυξης υποτροφιών ΕΛΙΔΕΚ για υποψήφιους διδάκτορες. Ωστόσο, 

υποβλήθηκε αίτημα (αρ. πρ. 188761/12/3-11-2017 ΓΓΕΤ) μη αποδοχής της 

υποτροφίας από την ίδια την υποψήφια, λόγω νομικών φραγμών, δεδομένου ότι είχε 

προηγηθεί λήψη χρηματοδότησης από το Ίδρυμα Κρατικών Υποτροφιών (βλ. 

παράγραφο 2).

4. Απονομή εύφημους μνείας στην αναρτημένη δημοσίευση: «Sounidaki M., 

Eleftheriadis T, Pissas G., Stefanidis I. The effect o f dichloroacetate on certain 

glycolytic enzymes and on the signature transcription factors o f Th1, Th2, Th17 and 

Treg on human alloreactive CD4+ T cells», στο πλαίσιο του συνεδρίου: 4th European 

Congress o f Immunology, Βιέννη, Αυστρία, Σεπτέμβριος 6-9, 2015.
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5. Χορήγηση υποτροφίας-οικονομικής ενίσχυσης για τη συμμετοχή στο σεμινάριο:

«Onassis Foundation Science Lecture Series in Biology 2009: “Immunobiology’’», 

Ίδρυμα Τεχνολογίας και Έρευνας, Ηράκλειο Κρήτης, Ελλάδα, Ιούλιος 27-31, 2009.

ΔΗΜΟΣΙΕΥΣΕΙΣ ΣΕ ΔΙΕΘΝΗ ΕΠΙΣΤΗΜΟΝΙΚΑ ΠΕΡΙΟΔΙΚΑ ------------------------------------------

Δημοσιευμένα άρθρα στην Pubmed:

1. Sounidaki M , Pissas G, Eleftheriadis T, Antoniadi G, Golfinopoulos S, Liakopoulos 

V, Stefanidis I. Indoleamine 2,3-dioxygenase suppresses humoral alloimmunity via 

pathways that different to those associated with its effects on T cells. Biomed Rep. 

2019;10: 323-330.

2. Stefanidis I, Tziastoudi M, Tsironi E, Dardiotis E, Tachmitzi S, Fotiadou A, Pissas 

G, Kytoudis K, Sounidaki M , Ampatzis G, Karakosta P, Mertens P.R, Liakopoulos V, 

Eleftheriadis T, Hadjigeorgiou G, Santos M; Zintzaras E. The contribution o f genetic 

variants o f SLC2A1 gene in T2DM and T2DM-nephropathy: association study and 

meta-analysis. Ren Fail. 2018;40(1):561-576.

3. Eleftheriadis T, Pissas G, Sounidaki M , Antoniadi G, Tsialtas I, Liakopoulos V, 

Stefanidis I. Urate crystals activate directly T-cell receptor complex and induce T-cell 

proliferation. Biomed Rep. 2017; 7(4):365-369.
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4. Eleftheriadis T, Pissas G, Sounidaki M , Antoniadi G, Antoniadis N, Liakopoulos V, 

Stefanidis I. In human cell cultures, everolimus is inferior to tacrolimus in inhibiting 

cellular alloimmunity, but equally effective as regards humoral alloimmunity. Int Urol 

Nephrol. 2017; 49(9):1691-1697.

6. Eleftheriadis T, Pissas G, Sounidaki M , Antoniadi G, Antoniadis N, Liakopoulos V, 

Stefanidis I. Uric acid increases cellular and humoral alloimmunity in primary human 

peripheral blood mononuclear cells. Nephrology (Carlton). 2017. doi: 

10.1111/nep.13069.

7. Eleftheriadis T, Pissas G, Sounidaki M , Antoniadi G, Antoniadis N, Liakopoulos V, 

Stefanidis I. Preconditioning o f primary human renal proximal tubular epithelial cells 

without tryptophan increases survival under hypoxia by inducing autophagy. Int Urol 

Nephrol. 2017; 49(7):1297-1307.

8. Eleftheriadis T, Pissas G, Sounidaki M , Antoniadi G, Antoniadis N, Liakopoulos V, 

Stefanidis I. Tryptophan depletion under conditions that imitate insulin resistance 

enhances fatty acid oxidation and induces endothelial dysfunction through reactive 

oxygen species dependent and independent pathways. Mol Cell Biochem. 2017; 428(1- 

2):41-56.

9. Eleftheriadis T, Pissas G, Sounidaki M , Tsogka K, Antoniadis N, Antoniadi G, 

Liakopoulos V, Stefanidis I. Indoleamine 2,3-dioxygenase, by degrading L-tryptophan, 

enhances carnitine palmitoyltransferase I activity and fatty acid oxidation, and exerts
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fatty acid-dependent effects in human alloreactive CD4+ T-cells. Int J Mol Med. 2016; 

12(5):3471-3475.

10. Eleftheriadis T, Pissas G, Antoniadi G, Liakopoulos V, Tsogka K, Sounidaki M , 

Stefanidis I. Differential effects o f the two amino acid sensing systems, the GCN2 

kinase and the mTOR complex 1, on primary human alloreactive CD4+ T-cells. Int J 

Mol Med. 2016;37(5):1412-20

11. Eleftheriadis T, Pissas G, Sounidaki M , Antoniadis N, Antoniadi G, Liakopoulos 

V, Stefanidis I. Angiogenin is upregulated during the alloreactive immune response 

and has no effect on the T-cell expansion phase, whereas it affects the contraction 

phase by inhibiting CD4+ T-cell apoptosis. Exp Ther Med. 2016;12(5):3471-3475.

12. Eleftheriadis T, Sounidaki M , Pissas G, Antoniadi G, Liakopoulos V, Stefanidis I. 

In human alloreactive CD4+ T-cells, dichloroacetate inhibits aerobic glycolysis, 

induces apoptosis and favors differentiation towards the regulatory T-cell subset 

instead o f effector T-cell subsets. Mol M ed Rep. 2016;13(4):3370-6.

13. Stefanidis I, Vainas A, Giannaki CD, Dardiotis E, Spanoulis A, Sounidaki M , 

Eleftheriadis T, Liakopoulos V, Karatzaferi C, Sakkas GK, Zintzaras E, Hadjigeorgiou 

GM. Restless legs syndrome and mortality in hemodialysis patients. Sleep Med. 

2016;22:103
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14. Eleftheriadis T, Pissas G, Antoniadi G, Tsogka K, Sounidaki M , Liakopoulos V, 

Stefanidis I. Indoleamine 2,3-dioxygenase down-regulates T-cell receptor complex 

zeta-chain and c-myc, and decreases proliferation, lactate dehydrogenase and 

mitochondrial glutaminase in human T-cells. Mol M ed Rep. 2016;13(1):925-32.

15. Stefanidis I, Vainas A, Giannaki CD, Dardiotis E, Spanoulis A, Sounidaki M , 

Eleftheriadis T, Liakopoulos V, Karatzaferi C, Sakkas GK, Zintzaras E, Hadjigeorgiou 

GM. Restless legs syndrome does not affect 3- year mortality in hemodialysis patients. 

Sleep Med. 2015;16(9):1131-8.

16. Papista C, Gerakopoulos V, Kourelis A, Sounidaki M , Kontana A, Berthelot L, 

M oura IC, M onteiro RC, Yiangou M. Gluten induces coeliac-like disease in sensitised 

mice involving IgA, CD71 and transglutaminase 2 interactions that are prevented by 

probiotics. Lab Invest. 2012;92(4):625-35.

Κατατιθέμενα άρθρα (υπό εξέταση)

1. Sounidaki M , Eleftheriadis T, Stefanidis I. Dichloroacetate: a novel “metabolic”, 

immunoregulatory drug.

2. Stefanidis I, Tsironi E, Dardiotis E, Tachmitzi S, Fotiadou A, Pissas G, Kytoudis K, 

Sounidaki M , Xanthopoulou P, Tziastoudi M, Liakopoulos V, Eleftheriadis T, 

Hadjigeorgiou G.M., Zintzaras E. Genetic Variants in SLC2A1 enhance the Risk of 

Type 2 Diabetes leading to Nephropathy: a Candidate-gene Association Study.
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«ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΝΟΣΟΤΡΟΠΟΠΟΙΗΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΗΣ ΤΟΥ

ΔΙΧΛΩΡΟΞΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΕ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΑΝΘΡΩΠΙΝΩΝ 

CD4+ T ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ»

ΜΑΡΙΑ ΣΟΥΝΙΔΑΚΗ

Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Τμήμα Ιατρικής, 2019

ΤΡΙΜΕΛΗΣ ΣΥΜΒΟΥΛΕΥΤΙΚΗ ΕΠΙΤΡΟΠΗ

1. Ιωάννης Στεφανίδης, Καθηγητής Παθολογίας - Νεφρολογίας, Τμήμα 
Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας (Επιβλέπων)

2. Θεόδωρος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής Νεφρολογίας, Τμήμα 
Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας

3. Σπυρίδων Ποταμιάνος, Καθηγητής Γαστρεντερολογίας, Τμήμα Ιατρικής, 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας
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Περίληψη

Σήμερα, η μεταμόσχευση νεφρού θεωρείται η πιο διαδεδομένη θεραπεία για τη 

νεφρική ανεπάρκεια τελικού σταδίου. Ωστόσο, η ανάπτυξη νέων

αποτελεσματικότερων και ασφαλέστερων ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων θεωρείται 

αναγκαία, δεδομένων των σοβαρών επιπλοκών που εμφανίζονται στους 

μεταμοσχευμένους νεφροπαθείς.

Έρευνες των τελευταίων ετών προσανατολίζονται στην διερεύνηση ουσιών 

που παρεμβαίνουν στο μεταβολισμό των αλλοδραστικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων, με 

το να αναστέλλουν την αερόβια γλυκόλυση, επιτυγχάνοντας τελικά τη στοχευμένη 

διαφοροποίησή τους προς ρυθμιστικά (Tregs) έναντι των εκτελεστικών (Teffs). Τα 

τελευταία, μάλιστα, αποτελούν τους κύριους μεσολαβητές της απόρριψης αλλογενών 

μοσχευμάτων. Αντίθετα, τα ρυθμιστικά συμβάλλουν στην ανοχή του μοσχεύματος. 

Στο πλαίσιο αυτό, το διχλωροξικό οξύ (DCA) είναι ένα φάρμακο που επηρεάζει τον 

κυτταρικό μεταβολισμό. Πιο συγκεκριμένα, ο εν λόγω παράγοντας παρεμποδίζει την 

αερόβια γλυκόλυση, ενώ ήδη χρησιμοποιείται κλινικά στη θεραπεία της κληρονομικής 

γαλακτικής οξέωσης χωρίς παρενέργειες. Σκοπός, λοιπόν, της παρούσας διατριβής 

ήταν να διερευνηθεί η πιθανή επίδραση του DCA στα ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ 

Τ-λεμφοκύτταρα και συγκεκριμένα στη διαφοροποίησή τους προς Tregs ή Teffs, μέσω 

παρέμβασης στον μεταβολισμό τους.

Για την επίτευξη του παραπάνω στόχου, χρησιμοποιήθηκε ως μοντέλο άλλο- 

ανοσοαντίδρασης η αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR) η οποία 

προσομοιάζει τις in vivo συνθήκες. Αρχικά, για τη μελέτη της επίδρασης του DCA στο 

μεταβολικό μονοπάτι της αερόβιας γλυκόλυσης υπολογίστηκε η κατανάλωση
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γλυκόζης και η παραγωγή γαλακτικού οξέος στο υπερκείμενο των 

κυτταροκαλλιεργειών. Η  επίδραση του φαρμάκου στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

εκτιμήθηκε ανοσοενζυμικά με τη χρήση βρωμο-δεοξυ-ουριδίνης. Κατόπιν, ανθρώπινα 

αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα απομονώθηκαν με χρήση αρνητικού 

διαχωρισμού σε στήλες από κάθε MLR. Σε αυτά, με τη διαδικασία της 

ανοσοαποτύπωσης κατά Western, εκτιμήθηκε η επίδραση του DCA στην σχετική 

πρωτεϊνική έκφραση: α) μεταφορέων και ενζύμων που εμπλέκονται στην γλυκόλυση, 

β) δεικτών της κυτταρικής απόπτωσης και γ) μεταγραφικών παραγόντων-δεικτών 

διαφοροποίησης των CD4+ T λεμφοκυττάρων προς Tregs ή Teffs.

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων έδειξαν ότι συνολικά στις MLRs, το DCA 

μείωσε την κατανάλωση γλυκόζης και την παραγωγή γαλακτικού οξέος, ενώ άσκησε 

αμελητέα επίδραση στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Ειδικότερα, στα ανθρώπινα 

αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα που απομονώθηκαν από τις MLRs, το DCA:

α) μείωσε την πρωτεϊνική έκφραση του υποδοχέα-μεταφορέα της γλυκόζης 

GLUT1, της εξοκινάσης II, της γαλακτικής δεϋδρογενάσης Α και της 

φωσφορυλιωμένης πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης, ενώ συγχρόνως αύξησε την 

ολική πυροσταφυλική αφυδρογονάση,

β) αύξησε τα επίπεδα έκφρασης της ματισμένης (ενεργοποιημένης) κασπάσης-

3 και

γ) αύξησε τα επίπεδα έκφρασης του FoxP3, μεταγραφικού παράγοντα-δείκτη 

των Tregs, μειώνοντας ταυτόχρονα την έκφραση των μεταγραφικών παραγόντων 

RORγt, GATA-3 και T-bet που αποτελούν δείκτες διαφοροποίησης των εκτελεστικών 

υποειδών Th17, Th2 και Th1.
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Συνοψίζοντας, το DCA αναστέλλει την αερόβια γλυκόλυση, προκαλεί 

κυτταρική απόπτωση και ευνοεί την διαφοροποίηση των ανθρώπινων αλλοδραστικών 

CD4+ Τ λεμφοκυττάρων προς ^ e g s . Τα παραπάνω δεδομένα, σε συνδυασμό με το 

γεγονός ότι το DCA χρησιμοποιείται ήδη στη κλινική πράξη, το καθιστούν ένα πολλά 

υποσχόμενο ανοσοκατασταλτικό φάρμακο στον τομέα των μεταμοσχεύσεων 

συμπαγών οργάνων.
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Abstract

Today, kidney transplantation is considered to be the most widespread 

treatment for end-stage renal failure. However, the development o f novel, more 

effective and safer immunosuppressants is considered essential given the serious 

complications o f renal transplanted patients.

Recent research has been focused on investigating substances that interfere 

with the metabolism o f allogeneic CD4+ T cells, inhibit aerobic glycolysis and direct 

their differentiation to Tregs instead o f Teffs. The latter are the main mediators of 

rejection o f allogenic grafts whereas, on the contrary, Tregs have been shown to 

contribute to graft tolerance. In this context, dichloroacetic acid (DCA) is a drug that 

inhibits aerobic glycolysis and is already used in the treatment o f hereditary lactic 

acidosis without side effects. The aim of this PhD dissertation was to investigate the 

potential immunomodulatory effect o f DCA focusing on the metabolism o f allogeneic 

CD4+ T-lymphocytes and their differentiation into effector or regulatory subsets.

In this context, two-way mixed lymphocyte reaction (MLR) was used as a 

model o f alloreactivity. Initially, in order to study the effect o f DCA on the metabolic 

pathway o f aerobic glycolysis, both glucose consumption and lactic acid production 

were measured in the supernatant o f cell cultures. Moreover, the effect o f the drug on 

cell proliferation was assessed with 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) immunostaining. 

In addition to this, human alloreactive CD4+ T-cells o f each M LR were isolated using 

negative magnetic separation and the effect o f DCA on the relative protein expression 

of: (a) transporters and enzymes involved in glycolysis; (b) cleaved caspase-3, marker 

o f cellular apoptosis; and c) transcriptional markers that characterize the differentiation
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of CD4+ T lymphocytes to effector or regulatory subsets, was assessed by W estern 

blotting.

The results o f our experiments showed that in MLRs, DCA reduced glucose 

consumption and aerobic glycolysis while having a negligible effect on cell 

proliferation. In addition, with respect to human alloreactive CD4+ T-lymphocytes 

isolated from MLRs, DCA:

a) reduced the protein expression o f the glucose receptor GLUT1, 

hexokinase II, lactate dehydrogenase A and phosphorylated pyruvate 

dehydrogenase, while increasing total pyruvate dehydrogenase.

b) increased the protein expression levels o f cleaved (activated) caspase-3

c) increased the protein expression levels o f FoxP3, a transcriptional factor 

and lineage marker o f CD4+ Tregs, while reducing expression of 

RORγt, GATA-3 and T-bet transcription factors and markers o f 

differentiation o f CD4+ T-lymphocytes to effector Th17, Th2 and Th1 

subspecies, respectively.

Summarizing, in alloreactive CD4+ T lymphocytes, DCA inhibits aerobic 

glycolysis, induces cell apoptosis and favors differentiation into Tregs. The above data, 

couple with the fact that DCA is already used in clinical practice, rendering it a 

promising immunosuppressive drug in the field o f solid organ transplantation.
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Κεφάλαιο 1. Εισαγωγή

1.1. Χρόνια νεφρική νόσος και μεταμόσχευση νεφρού 

1.1.1 Λειτουργία νεφρού

Οι δύο νεφροί, τα επεκκριτικά όργανα που ευθύνονται για την αποβολή των μη 

πτητικών προϊόντων του μεταβολισμού, εντοπίζονται στον οπισθοπεριτοναϊκό χώρο 

στο ύψος του 12ου θωρακίκου και του 3 ου οσφυϊκού σπονδύλου. Ο δεξιός νεφρός 

συνήθως βρίσκεται λίγο χαμηλότερα από τον αριστερό, πιθανώς λόγω του ήπατος που 

βρίσκεται από πάνω. Η  επιμήκης διάμετρος του νεφρού ανέρχεται σε 10 cm περίπου. 

Οι νεφροί περιβάλλονται από λίπος και περιτονίες, που τους καθηλώνουν και τους 

προστατεύουν. Ο καθένας περιέχει πάνω από 1 εκατομμύριο νεφρώνες που είναι 

δομικές και λειτουργικές μονάδες των νεφρών. Οι νεφρώνες αποτελούνται από ένα 

θύσανο τριχοειδών, το σπείραμα, το εγγύς εσπειραμένο σωληνάριο, την αγκύλη του 

Henle και το άπω εσπειραμένο σωληνάριο (1).

Κάθε νεφρός δέχεται περίπου το 1/8 της καρδιακής παροχής μέσω της 

νεφρικής αρτηρίας. Το σπείραμα διηθεί το αίμα και παράγει ένα υπερδιήθημα (το 

λεγόμενο πρόουρο) με ρυθμό 100-125 ml ανά λεπτό (175 L ημερησίως). Το 

υπερδιηθήμα αυτό δεν περιέχει έμμορφα στοιχεία και μεγαλομοριακές πρωτεΐνες. 

Κατά τα άλλα η σύνθεση του είναι ίδια με το πλάσμα. Το μεγαλύτερο τμήμα του 

υπερδιηθήματος, συμπεριλαμβανομένων των ηλεκτρολυτών, της γλυκόζης και των 

μικρομοριακών πρωτεϊνών που περιέχει, επαναρροφάται στο εγγύς σωληνάριο. Ο 

όγκος των ούρων ελέγχεται από την αντιδιουρητική ορμόνη (ADH) ώστε να 

διατηρείται μια σταθερή ποσότητα νερού στον οργανισμό. Μ ετα από επίδραση των
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ανωτέρω μηχανισμών έκκρισης και επαναρρόφησης το πρόουρο μετατρέπεται σε 

ούρα. Ο όγκος των ούρων ανέρχεται περίπου σε 1,5 L ημερησίως. (2).

Ο νεφρός λειτουργεί επίσης και ως ενδοκρινής αδένας, υπεύθυνος για την 

παραγωγή της ρενίνης, που είναι σημαντική για το τελικό έλεγχο της έκκρισης της 

αλδοστερόνης. Αποτελεί την κύρια πηγή παραγωγής ερυθροποιητίνης, επηρεάζοντας 

έτσι τη συνολική μάζα των ερεθροκυττάρων του οργανισμού. Παράγει τη βιολογικά 

δραστική μορφή της βιταμίνης D καθώς και πλειάδα προσταγλανδινών (3).

Εν κατακλείδι, οι νεφροί είναι ζωτικά όργανα που εξασφαλίζουν την αποβολή 

των άχρηστων προιόντων του μεταβολισμού. Ρυθμίζουν όμως και άλλες σημαντικές 

λειτουργίες του σώματος, όπως: α) διατήρηση της ισορροπίας ύδατος και 

ηλεκτρολυτών, β) διατήρηση της ωσμωτικότητας του πλάσματος και των άλλων 

υγρών του σώματος, γ) διατήρηση της οξεοβασικής ισορροπίας, δ) διαφύλαξη 

ορισμένων απαραίτητων ουσιών, όπως γλυκόζης, αμινοξέων, πρωτεϊνών κ.α., ε) 

άσκηση ορμονικής δράσεως (με τη ρενίνη, ερυθροποιητίνη κ.α.) και ορισμένων 

μεταβολικών διεργασιών (διασπαση πεπτιδίων, μετατροπή οργανικών οξέων κ.α.) (4).

1.1.2. Χρόνια νεφρική νόσος

1.1.2.1. Ορισμός

Χρόνια νεφρική νόσος (ΧΝΝ) είναι η προοδευτική, γενικά μη αναστρέψιμη 

μείωση της νεφρικής λειτουργίας, που προκαλείται από βλάβη του νεφρού ποικίλης 

αιτιολογίας. Η  μείωση της νεφρικής λειτουργίας μπορεί να προσδιοριστεί ως 

ελάττωση του ρυθμού σπειραματικής διηθήσεως (GFR) δηλαδή του συνόλου του 

υπερδιηθήματος που περνά από το αίμα στον αυλό των σωληναρίων στη μονάδα του
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χρόνου (5). Οι φυσιολογικές τιμές του GFR, που μετράται με την κάθαρση 

κρεατινίνης, είναι 90-125ml/min/1.73m2 (6). Η  προοδευτική μείωση της νεφρικής 

λειτουργίας δίνει τη δυνατότητα στο νεφρώνα να προχωρήσει σε προσαρμοστικές 

μεταβολές και έτσι η ΧΝΝ μπορεί να διαδράμει για μεγάλο χρονικό διάστημα χωρίς 

ιδιαίτερα συμπτώματα (5).

Η  πιο συχνή αιτία της χρόνιας νεφρικής νόσου είναι ο σακχαρώδης διαβήτης, 

ενώ ακολουθούν σε συχνότητα η αρτηριακή υπέρταση και οι σπειραματονεφρίτιδες. 

Λιγότερο συχνές αιτίες είναι οι πολυκυστικοί νεφροί και η αποφρακτική ουροπάθεια 

(5).

1.1.2.2. Στάδια

Ως χρόνια νεφρική νόσος ορίζεται η διαταραχή της λειτουργικής ή δομικής 

ακεραιότητας του νεφρού, χωρίς ή με μείωση του ρυθμού σπειραματικής διήθησης 

(GFR < 60 ml/min/ 1.73 m2), για χρονικό διάστημα μεγαλύτερο ή τουλάχιστον 3 

μηνών. Ανεξάρτητα από την αιτία που την προκάλεσε η χρόνια νεφρική νόσος 

παρουσιάζει σημαντικές επιπτώσεις που επηρεάζουν την υγεία του ασθενούς. Η 

διαταραχή της δομικής / λειτουργικής ακεραιότητας του νεφρού δηλαδή η ύπαρξη 

νεφρικής βλάβης στοιχειοθετείται με την παρουσία ενός ή περισσότερων από τα 

παρακάτω κριτήρια:

• παρουσία αλβουμίνης στα ούρα σε ποσότητα > 30mg/24h ή ACR 

δηλαδή λόγος αλβουμίνης / κρεατινίνης > 30mg/gr

• σπειραματική αιματουρία / λευκωματουρία

• διαταραχές στον εργαστηριακό έλεγχο π.χ. αυξημένη τιμή κρεατινίνης

• ιστολογική διάγνωση νεφρικής βλάβης με βιοψία νεφρού
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• υπερηχογραφική απεικόνιση (πχ μικρό μέγεθος νεφρών, πολυκυστικοί 

νεφροί, ινωτικές ουλές)

Παράλληλα, η μείωση του ρυθμού σπειραματικής διήθησης πρέπει να 

αντιστοιχεί και να εμμένει σε GFR < 60 ml/min/1.73 m2 για το χρονικό διάστημα που 

προαναφέρθηκε (τουλάχιστον 3 μηνών). Μ ε βάση τον ρυθμό σπειραματικής διήθησης 

και την ύπαρξη νεφρικής βλάβης, η χρόνια νεφρική νόσος χωρίζεται σε 5 συνολικά 

στάδια. Στο πρώτο στάδιο οι ασθενείς έχουν φυσιολογικό ρυθμό σπειραματικής 

διήθησης >90 ml/min/1.73 m2. Στο δεύτερο στάδιο παρατηρείται μείωση του GFR (60­

89 ml/min/1.73 m2) και στο τρίτο μεγαλύτερη μείωση του GFR (30-59 ml/min/1.73 

m2). Το τέταρτο στάδιο της ΧΝΝ επέρχεται όταν ο GFR είναι 15-29 ml/min/1.73 m2 

ενώ το πέμπτο και τελευταίο στάδιο χαρακτηρίζεται από GFR κάτω του 15 

ml/min/1.73 m2 ή όταν ο ασθενής υποβάλλεται σε θεραπεία νεφρικής υποκαταστασης 

(Πίνακας 1.1).

Η  χρόνια νεφρική νόσος δεν έχει συμπτώματα στα πρώτα 2 στάδια. Στο στάδιο 

3 εμφανίζεται υπέρταση, στον εργαστηριακό έλεγχο παρατηρείται αύξηση του 

φωσφόρου στο αίμα και μείωση της βιταμίνης D που θα οδηγήσουν στην αύξηση της 

παραθορμόνης και στον δευτεροπαθή υπερπαραθυρεοειδισμό με αποτέλεσμα 

παθολογικές διαταραχές των οστών. Στο στάδιο 4 παρατηρούνται αναιμία και 

συμπτώματα όπως κόπωση και αδυναμία. Στο στάδιο 5 εμφανίζονται περισσότερα 

συμπτώματα όπως ανορεξία, ναυτία, έμετοι, μυϊκή αδυναμία, διαταραχή 

συγκέντρωσης, οιδήματα κάτω άκρων. Σε αυτό το στάδιο οι ασθενείς 

αντιμετωπίζονται με θεραπευτικές μεθόδους υποκατάστασης της νεφρικής λειτουργίας 

με αιμοκάθαρση, περιτοναϊκή κάθαρση ή μεταμόσχευση (5).
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Στάδιο Περιγραφή GFR
(ml/min/1,73m2)

Επιπολ.
(%)

1

Νεφρική 
βλάβη (ΝΒ) 
με φυσιολ. ή 

t  GFR

> 90 3,3%

2
NB με 

ελαφρά Ί  
GFR

60-89 3,0%

3 Μέτρια Ί  
GFR 30-59 4,3%

4 Σοβαρή Ί  
GFR 15-29 0,2%

5 Τελικό < 15 ή ΑΚ 0,2%

Πίνακας 1.1. Στάδια ΧΝΝ (5)

1.1.3. Μεταμόσχευση νεφρού

Η  μεταμόσχευση θεωρείται η καλύτερη μέθοδος υποκαταστάσεως της 

νεφρικής λειτουργίας με βασικότερα πλεονεκτήματα έναντι της αιμοκάθαρσης και της 

περιτοναϊκής κάθαρσης: την καλύτερη ποιότητα ζωής, το μεγαλύτερο προσδόκιμο 

επιβίωσης, τη σχεδόν πλήρη απαλλαγή από τα συμπτώματα της ουραιμίας καθώς και 

το μικρότερο κόστος (7-9).

Τα μοσχεύματα νεφρών προέρχονται από δύο κύριες πηγές: από ζώντες ή από 

πτωματικούς δότες. Οι βασικές προϋποθέσεις για δωρεά οργάνων από ζώντα δότη 

είναι η εθελοντική και πλήρως ενημερωμένη συναίνεση και η καλή υγεία του δότη. Οι 

πτωματικοί δότες έχουν υποστεί καρδιακό ή εγκεφαλικό θάνατο. Στον καρδιακό 

θάνατο (non heart beating donor) υπάρχει περιθώριο 90 min από το θάνατο για να
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πραγματοποιηθεί η δωρεά. Στον εγκεφαλικό θάνατο το χρονικό περιθώριο είναι 

μεγαλύτερο διότι η οξυγόνωση και η κυκλοφορία διατηρούνται παροδικά με μηχανική 

αναπνοή και φάρμακα (10).

Στη μεταμόσχευση νεφρού διακρίνουμε τρεις χρόνους που έχουν σημασία:

1) Χρόνος θερμής ισχαιμίας. Το διάστημα από τη διακοπή της κυκλοφορίας του 

νεφρού μέχρι την ψύξη του στους 4ο C με έκπλυση (και τοποθέτηση στη λεκάνη με 

πάγο).

2) Χρόνος ψύξεως ή ψυχρής ισχαιμίας. Ο χρόνος αυτός, που αφορά κυρίως τους 

πτωματικούς νεφρούς ανέρχεται μέχρι 48 ώρες. Πέραν των 48 ωρών υπάρχει 

ανεπανόρθωτη μείωση της λειτουργίας του μοσχεύματος.

3) Χρόνος επαναθερμάνσεως ή αναστόμωσης. Είναι η χρονική περίοδος 

αναλήψεως του μοσχεύματος από την ψύξη με πάγο μέχρι την αναστόμωση της 

αρτηρίας.

Ό σο μικρότεροι είναι αυτοί οι χρόνοι, τόσο ευνοϊκότερες είναι οι συνθήκες για 

τη λειτουργία του μοσχεύματος (11). Το νεφρικό μόσχευμα τοποθετείται στο λαγόνιο 

βόθρο, με τομή από την ηβική σύμφυση προς τη λαγόνιο ακρολοφία. Η  νεφρική 

αρτηρία αναστομώνεται με την έξω λαγόνιο αρτηρία, η φλέβα με την έξω λαγόνιο 

φλέβα και ο ουρητήρας με την κύστη (10).

Το μείζον πρόβλημα της νεφρικής μεταμοσχεύσεως είναι η απόρριψη και 

γ ι’αυτή σημαντικό ρόλο παίζει η ιστοσυμβατότητα μεταξύ λήπτη και δότη. 

Συγκεκριμένα, στην αλλομεταμόσχευση εκλύεται μια ανοσολογική αντίδραση κατά 

του μοσχεύματος, το οποίο αναγνωρίζεται από τον οργανισμό σαν ξένο. Η  αντίδραση 

ονομάζεται ανοσολογική απόρριψη και έχει σαν αποτέλεσμα την καταστροφή του

34

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2024 01:19:01 EEST - 13.59.143.21



νεφρικού αλλομοσχεύματος από το λήπτη. Για το λόγο αυτό στην αλλομεταμόσχευση 

απαιτείται ανοσοκατασταλτική αγωγή. Η  απόρριψη είναι η συχνότερη αιτία απώλειας 

ενός νεφρικού μοσχεύματος. Με κλινικά και ιστολογικά κριτήρια διακρίνουμε 

τέσσερις μορφές της ανοσολογικής απόρριψης νεφρικού μοσχεύματος: την υπεροξεία, 

την επιταχυνόμενη οξεία, την οξεία και τη χρόνια απόρριψη.

Η  υπεροξεία αρχίζει με την αφαίρεση των λαβίδων, δηλαδή αμέσως μετά την 

έναρξη αιματώσεως του μοσχεύματος. Το μόσχευμα γίνεται χαλαρό και κυανωτικό 

από βλάβη των αγγείων και ισχαιμική νέκρωση. Δεν υπάρχει θεραπεία και το 

μόσχευμα αφαιρείται. Η  επισπεύδουσα οξεία απόρριψη εμφανίζεται 24 ώρες με 4 

ημέρες μετά τη μεταμόσχευση και εμφανίζεται σε ευαισθητοποιημένους από 

προηγηθείσα μεταμόσχευση ή μεταγγίσεις ασθενείς. Η  οξεία απόρριψη εμφανίζεται 

ημέρες ή και εβδομάδες μετά τη μεταμόσχευση με πυρετό, ρίγος, μυαλγίες 

αρθραλγίες, ευαισθησία στο μόσχευμα και διαταραχές της νεφρική λειτουργίας. Με τη 

σύγχρονη ανοσοκαταστολή (μετά την κυκλοσπορίνη) προεξάρχει η μείωση της 

νεφρικής λειτουργίας ενώ δεν παρατηρούνται συχνά τα ανωτέρω συμπτώματα 

συστηματικής φλεγμονής ούτε και ευαισθησία στο μόσχευμα. Τέλος η χρόνια 

απόρριψη χαρακτηρίζεται από σπειραματοσκλήρυνση, ατροφία σωληναρίων και 

διάμεση ίνωση. Επειδή οι αλλοιώσεις μοιάζουν με αυτές στις χρόνιες 

σπειραματοπάθειες, επικράτησε για τη χρόνια απόρριψη ο όρος χρόνια νεφροπάθεια 

μοσχεύματος (12). Για τον έλεγχο της οξείας απόρριψης οι ασθενείς αντιμετωπίζονται 

με ανοσοκατασταλτικούς παράγοντες. Ωστόσο, τα ανοσοκατασταλτικά φάρμακα 

μπορεί να έχουν σοβαρές παρενέργειες κυρίως με επιρρέπεια σε λοιμώξεις και καρκίνο 

(13).
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Σήμερα, είναι γνωστό ότι η απόρριψη αλλομοσχεύματος συμπεριλαμβάνει τις 

αλλοανοσιακές αποκρίσεις των Β κυττάρων, καθώς και των CD8+ και CD4+ Τ 

κυττάρων (12), με κυριότερους διαμεσολαβητές τις διάφορες κυτταρικές υποομάδες 

των CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων (14). Η  καλύτερη κατανόηση των αλλοανοσιακών 

αποκρίσεων καθώς και του ρόλου των υποοομάδων των CD4+ στην απόρριψη 

αλλομοσχεύματος, θα είναι καθοριστικής σημασίας για την ανάπτυξη καινοτόμων 

στρατηγικών για την επαγωγή ανοχής στην κλινική μεταμόσχευση.

1.2 Ανοσολογία μεταμόσχευσης νεφρού

Μεταμόσχευση νεφρού μπορεί να πραγματοποιηθεί αφού διαπιστωθεί ότι το 

συγκεκριμένο όργανο πληρεί τις απαραίτητες ανοσολογικές προϋποθέσεις για 

μεταμόσχευση. Η  απόρριψη ενός μοσχεύματος εξαρτάται από τα αντιγόνα 

ιστοσυμβατότητας του δότη, την ανοσολογική αναγνώριση των αντιγόνων αυτών από 

το ανοσολογικό σύστημα του λήπτη και την καταστροφή και εξάλειψη του ιστού που 

φέρει τα παραπάνω αντιγόνα. Δύο είναι τα κύρια αντιγονικά συστήματα στον 

άνθρωπο, από τα οποία εξαρτάται η ιστοσυμβατότητα μεταξύ δότη και λήπτη 

μοσχεύματος: τα αντιγόνα της ομάδας αίματος (σύστημα ABO) και τα H LA -αντιγόνα.

Τα αντιγόνα Α και Β του συστήματος ΑΒΟ βρίσκονται εκτός των 

ερυθροκυττάρων στην επιφάνεια όλων των κυττάρων του οργανισμού. Ασυμβατότητα 

στο σύστημα ABO οδηγεί κατά κανόνα σε υπεροξεία απόρριψη του μοσχεύματος. Για 

το λόγο αυτό η συμβατότητα της ομάδας αίματος είναι μέγιστης σημασίας (αναγκαία 

συνθήκη) στη χειρουργική των μεταμοσχεύσεων. Η  ασυμβατότητα Rhesus δεν 

αποτελεί αντένδειξη για τη μεταμόσχευση.
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Τα HLA-αντιγόνα είναι γλυκοπρωτεϊνες, που παράγονται από τα γονίδια του 

μεγίστου συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας ("Major Histocompatibility Complex", 

MHC) και εντοπίζονται στην επιφάνεια εμπύρηνων κυττάρων. Κωδικοποιούνται από 

επτά γονιδιακούς επιτόπους (Α, Β, C, D, DR, DQ, DP), που βρίσκονται στο μικρό 

σκέλος του χρωμοσώματος 6, που ονομάζεται και H LA-χρωμόσωμα. Σύμφωνα με τη 

δομή, τη λειτουργία και την εντόπισή τους τα H LA-αντιγόνα κατατάσσονται σε δύο 

ομάδες (τάξεις): την τάξη Ι και την τάξη ΙΙ (15). Στη μεταμόσχευση οργάνων η 

επίδραση της συμβατότητας των HLA στην κλινική έκβαση ποικίλλει, ανάλογα με το 

όργανο που μεταμοσχεύεται. Συγκεκριμένα, στη μεταμόσχευση νεφρού, μελέτες 

προηγούμενων ετών έχουν ήδη αποδείξει τα οφέλη της συμβατότητας των HLA-A, -B, 

και -DR (16-18). Η  καλύτερη επιβίωση των μεταμοσχευμένων νεφρών με καλή 

συμβατότητα των HLA εξηγείται από τη μείωση των επεισοδίων απόρριψης, 

οδηγώντας παράλληλα και σε μείωση του συνολικού «φορτίου» των 

ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων (13). Επομένως, η καλή συμβατότητα των HLA 

οδηγεί σε λιγότερη ανοσοκαταστολή και καλύτερη ανοσία σε μεταμοσχευμένους 

ασθενείς (18).

Πέραν όμως από τα HLA μόρια, και άλλα μόρια παίζουν ρόλο στην απόρριψη 

του μοσχεύματος όπως τα πολυμορφικά μόρια του ελάσσονος συστήματος 

ιστοσυμβατότητας (mHAgs). Αυτά είναι πρωτεϊνικά μόρια που είτε προέρχονται από 

μιτοχονδριακό DNA είτε μόρια που κωδικοποιούνται οπουδήποτε στο γονιδίωμα, 

όπως π.χ. το αντιγόνο H-Y που κωδικοποιείται στο Υ χρωμόσωμα. Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το γεγονός ότι, όταν τα παραπάνω αντιγόνα δεν είναι συμβατά μεταξύ 

δότη και λήπτη, μπορούν να προκαλέσουν οξεία απόρριψη του μοσχεύματος, ακόμη 

και όταν τα MHC (HLA) μόρια εμφανίζουν συμβατότητα (19). Μ ια τέτοια
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αλλοανοσιακή αντίδραση μπορεί να αντιμετωπιστεί μόνο με την χορήγηση ισχυρών 

ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων (15).

1.2.1. Κυτταρική και χυμική ανοσοαπόκριση απόρριψης του μοσχεύματος

Ο μηχανισμός απόρριψης οργάνου διαμεσολαβούμενος από Τ λεμφοκύτταρα 

(TCMR) εμπεριέχει δυο οδούς αναγνώρισης αλλοαντιγόνων: την άμεση και την 

έμμεση. Η  άμεση οδός έχει να κάνει με την αναγνώριση αλλογενών MHC μορίων που 

υπάρχουν στην κυτταρική μεμβράνη των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων του 

μοσχεύματος του δότη από τα Τ λεμφοκύτταρα του λήπτη (20). Θεωρείται ότι η 

άμεση ανοσοαντίδραση συμβαίνει νωρίς, όσο είναι παρόντα ακόμη 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα του δότη (21). Έ χει αποδειχθεί ότι τα 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα δότη, όπως δενδριτικά κύτταρα που περιέχονται στο 

μόσχευμα, μέσω της λέμφου μεταφέρονται στους επιχώριους λεμφαδένες του λήπτη. 

Εκεί, αυτά τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα παρουσιάζουν τα αλλογενή MHC 

μόρια τους απευθείας σε CD4+ ή CD8+ κύτταρα μέσω άμεσης παρουσίασης. Πιο 

συγκεκριμένα, ένα MHC μόριο τάξης ΙΙ ή τάξης Ι που βρίσκεται πάνω στην κυτταρική 

μεμβράνη του δενδριτικού κυττάρου συνδέεται με έναν υποδοχέα TCR που βρίσκεται 

στην μεμβράνη του CD4+ ή CD8+ κυττάρου αντίστοιχα. Δημιουργείται, έτσι, μια 

φυσική σύνδεση μεταξύ του MHC μορίου του μοσχεύματος και του TCR του λήπτη. 

Μ πορεί ακόμη να δημιουργείται ένα σύμπλοκο του MHC μορίου με ένα πεπτίδιο 

(Εικόνα 1.1). Υπάρχουν δύο περιπτώσεις: είτε να μεσολαβεί ένα αλλοπεπτίδιο, 

δηλαδή ένα πεπτίδιο που προέρχεται από το μόσχευμα (π.χ. MHC μόρια, αντιγόνα του 

συστήματος ΑΒΟ, ενδοθηλιακά αντιγόνα κ.α.) είτε ένα αυτόλογο πεπτίδιο, δηλαδή 

ένα πεπτίδιο που προέρχεται από τον ίδιο τον λήπτη. Έπειτα, τα παραπάνω κύτταρα
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διαφοροποιούνται: τα μεν CD4+ σε εκτελεστικά ή ρυθμιστικά και τα CD8+ σε 

κυτταροτοξικά (CTLs) αντίστοιχα. Αυτά τα ενεργοποιημένα αλλοδραστικά Τ κύτταρα 

επιστρέφουν στο νεφρικό μόσχευμα και διαμεσολαβούν την απόρριψη του 

μοσχεύματος. Η  βλάβη πραγματοποιείται με διαφορετικούς μηχανισμούς όπως: α) 

μέσω άμεσης επαφής με τα επιθηλιακά κύτταρα των σωληναρίων (κυρίως από CD8+ 

CTLs κύτταρα), β) μέσω δράσης τοπικά παραγομένων κυτταροκινών (όπως IL-2, IFN- 

γ και TNF-β) και γ) μέσω ενεργοποίησης φλεγμονωδών και κυττάρων του αγγειακού 

ενδοθηλίου (20).

Συνεχίζοντας, η έμμεση οδός αλλοαναγνώρισης αφορά στο κλασσικό μονοπάτι 

παρουσίασης ενός αλλο-αντιγόνου από αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα του λήπτη. 

Πιο συγκεκριμένα, αλλογενή MHC μόρια ή άλλα πεπτίδια κυττάρων του 

αλλομοσχεύματος, μέσω ενδοκύτωσης, υπόκεινται σε φαγοκύτωση από 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα του λήπτη, με αποτέλεσμα να παρουσιάζονται μαζί 

με ένα αυτόλογο MHC μόριο στην κυτταρική μεμβράνη του αντιγονοπαρουσιαστικού 

κυττάρου. Αυτά ενεργοποιούν κυρίως τα CD4+ Τ κύτταρα, επειδή μέσω του 

μονοπατιού ενδοκύτωσης, εκφράζονται MHC μόρια τάξης ΙΙ. Παράλληλα, όμως, 

ενεργοποιούνται έμμεσα και CD8+ Τ κύτταρα λήπτη. Σε αυτή την περίπτωση, 

αλλοπεπτίδια μεταφέρονται στο κυτταρόπλασμα. Αφού διασπαστούν, εντός των 

πρωτεοσωμάτων (ενδογενής τρόπος), τελικά μεταφέρονται στο ενδοπλασματικό 

δίκτυο όπου και συνδέονται με MHC τάξης Ι μόρια. Παρουσιάζονται τέλος στην 

επιφάνεια των κυττάρων, προκειμένου να αναγνωρισθούν από τα CD8+ Τ κύτταρα του 

λήπτη (20) (Εικόνα 1.1). Ρόλο επίσης στην ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων από 

τα δεντριτικά κύτταρα παίζει και η αλληλεπίδραση των συνδιεγερτικών μορίων Β7 

(CD80/CD86) και CD40 των δενδριτικών με το CD28 και CD40L των Τ κυττάρων
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αντίστοιχα (15). Τελικά, στην περίπτωση της έμμεσης οδού όπως και στην άμεση, 

τόσο τα κυτταροτοξικά κύτταρα, προερχόμενα από CD8+ Τ κύτταρα, όσο και τα 

εκτελεστικά, προερχόμενα από CD4+ Τ κύτταρα, συντελούν στην απόρριψη του 

μοσχεύματος (20). Η  ενεργοποίηση είτε κυτταροτοξικών, είτε εκτελεστικών, μέσω της 

έμμεσης οδού, γίνεται όταν εγκατασταθούν σε αυτό (το μόσχευμα) τόσο δενδριτικά, 

όσο και CD4+ Τ κύτταρα του λήπτη. Σε αυτό το πλαίσιο, ιστολογικές μελέτες έχουν 

δείξει ότι τα δενδριτικά κύτταρα δότη στο μόσχευμα, αντικαθίστανται σταδιακά από 

κύτταρα λήπτη. Συγκεκριμένα, σε μια μελέτη, βρέθηκε ότι την πρώτη μέρα της 

μεταμόσχευσης καρδιάς, το 85% των δενδριτικών κυττάρων του μοσχεύματος είναι 

κύτταρα λήπτη και την έβδομη μέρα τα ίδια κύτταρα καλύπτουν το 95%. Παρόμοια 

ήταν τα αποτελέσματα και για μοσχεύματα νεφρών. Τέλος έχει δειχθεί ότι στην οξεία 

απόρριψη υπεύθυνος είναι ο άμεσος τρόπος παρουσίασης του αλλοαντιγόνου σε 

αντίθεση με την χρόνια απόρριψη όπου εμπλέκεται κατά κύριο λόγο ο έμμεσος τρόπος 

παρουσίασης του αλλοαντιγόνου (22).

Φαίνεται, όμως, πως υπάρχει και η ημι-έμμεση οδός, όπου πεπτίδιο με άλλο- 

MHC μεταφέρεται από ένα αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο του δότη σε ένα 

αντίστοιχο του λήπτη. Η  συγκεκριμένη οδός μελετήθηκε προσφάτως σε τρωκτικά 

όπου και διαπιστώθηκε ότι μεγάλος αριθμός από αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα του 

λήπτη έχουν ένα άλλο-MHC μόριο το οποίο μεταφέρθηκε εκεί από 

αντιγονοπαρουσιαστικό κύτταρο του δότη, είτε μέσω εξωσωμάτων, είτε μέσω 

διακυτταρικής επαφής κατά την διάρκεια της μεταμόσχευσης (20). Αυτό το άλλο- 

MHC μόριο παρουσιάζει πεπτίδια του μοσχεύματος απευθείας σε Τ λεμφοκύτταρα του 

λήπτη (19) (Εικόνα 1.1).
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Είναι επίσης γνωστό ότι τα Β κύτταρα διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο, στο 

πλαίσιο της μεταμόσχευσης οργάνων, λόγω της ικανότητάς τους να διαφοροποιούνται 

σε πλασματοκύτταρα, που εμφανίζουν μεγάλη διάρκεια ζωής και παράγουν υψηλής 

συγγένειας αλλοαντισώματα (23,24). Η  ανάπτυξη των Β κυττάρων περιλαμβάνει ένα 

σύνολο γεγονότων που ξεκινούν στα πρωτογενή λεμφικά όργανα και εν τέλει οδηγούν 

σε ένα στάδιο λειτουργικής ωρίμανσης στα δευτερογενή λεμφικά όργανα (24). Η 

ανάπτυξη και επιβίωση των Β κυττάρων εξαρτάται από την έκφραση στην κυτταρική 

επιφάνεια ενός λειτουργικού υποδοχέα-αντιγόνου, δηλαδή του υποδοχέα των Β 

κυττάρων (BCR). Ο BCR είναι ένα μόριο ανοσοσφαιρίνης (Ig) δεσμευμένο στη 

μεμβράνη σε σύμπλοκο με τα ετεροδιμερή σηματοδοτικά μόρια Ig α/β (25). Η 

επιβίωση των Β κυττάρων προάγεται επίσης από έναν αριθμό παραγόντων, όπως ο 

BAFF (παράγοντας ενεργοποίησης των Β κυττάρων) και ο APRIL (προσδέτης που 

επάγει τον πολλαπλασιασμό) (26,27). Πιο συγκεκριμένα, ένα ώριμο Β κύτταρο απαιτεί 

δύο σήματα για να ενεργοποιηθεί: το πρώτο σήμα λαμβάνεται μέσω της σύνδεσης του 

BCR με ένα συγκεκριμένο αντιγόνο και το δεύτερο μέσω αλληλεπιδράσεων με CD4+ 

Τ κύτταρα, που ονομάζονται θυλακικά βοηθητικά Τ κύτταρα (TFH). Η  ίδια 

σηματοδότηση είναι απαραίτητη εκτός από την ενεργοποίηση και για την επιβίωση και 

τη διαφοροποίηση των Β λεμφοκυττάρων σε μακρόβια πλασματοκύτταρα και Β 

κύτταρα μνήμης. Επιπρόσθετα, η πρόσδεση του MHC τάξης II στα Β κύτταρα με τον 

υποδοχέα TCR, του CD40 με το CD40L και του CD80/86 με το CD28 στα Τ κύτταρα, 

παρουσία κυτοκινών (όπως οι IL-2, IL -4, IL-5 και IL-21), είναι ιδιαίτερα σημαντική 

για την ενεργοποίηση των Β λεμφοκυττάρων (28-30). Τα ενεργοποιημένα Β κύτταρα 

υφίστανται κλωνική επέκταση, ανασυνδυασμό μεταστροφής τάξης από IgM σε IgG, 

IgA ή IgE και αποκτούν σωματικές υπερμεταλλάξεις στη μεταβλητή περιοχή του
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υποδοχέα BCR (31,32). Ό σον αφορά τη μεταμόσχευση συμπαγών οργάνων, τα 

αντισώματα που συνδέονται με μη συμβατά μόρια HLA (ή μη-HLA) στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα του μοσχεύματος, ξεκινούν ένα σύνολο σηματοδοτικών γεγονότων, που 

οδηγούν στην στρατολόγηση κυττάρων τελεστών στο ενδοθήλιο του μοσχεύματος 

μέσω εξαρτώμενων και μη από το συμπλήρωμα μονοπατιών. Αυτή η διαδικασία 

οδηγεί σε θρόμβωση του μοσχεύματος και τελικά σε μείωση της λειτουργίας του (24). 

Οι κλινικές μελέτες έχουν δείξει ότι τόσο η προϋπάρχουσα, όσο και η de novo 

παραγωγή των ειδικών για τον δότη αντισωμάτων IgG (DSA), σχετίζονται με οξεία 

αλλά και χρόνια βλάβη του αλλομοσχεύματος στη περίπτωση των νεφρών, της 

καρδιάς, του πνεύμονα και του ήπατος (33-38). Αντίθετα, οι μελέτες με IgM και IgA 

DSA αντισώματα δεν αποκάλυψαν καμία επίδραση αυτών των ισοτύπων στην 

επιβίωση του αλλομοσχεύματος εκτός και αν συνυπήρχαν με IgG αντισώματα (39,40).

Τελειώνοντας, αξίζει να αναφέρουμε ότι η κυτταρική σειρά μονοκύτταρων- 

μακροφάγων αναγνωρίζεται επίσης όλο και περισσότερο, ως ένας από τους κύριους 

τελεστές στην οξεία και χρόνια ανοσοπαθολογία αλλομοσχεύματος (41). Τα 

μονοκύτταρα CD14+ (συν-υποδοχέας LPS) προέρχονται από μυελοειδή πρόδρομα 

κύτταρα πρωτογενών και δευτερογενών λεμφοειδών οργάνων, όπως το ήπαρ και ο 

μυελός των οστών και μπορούν να στρατολογηθούν στη θέση της φλεγμονής ή σε 

περιοχές ιστικής βλάβης, όπου μπορούν να διαφοροποιηθούν σε μακροφάγα και 

δενδριτικά κύτταρα (42). Αυτά τα κύτταρα συνεισφέρουν στην αλλοανοσία μέσω 

διαφόρων οδών, όπως η επεξεργασία και παρουσίαση αντιγόνου, συνδιέγερση, 

παραγωγή προ-φλεγμονωδών κυτοκινών και επούλωση ιστικής βλάβης (12,43,44). Στο 

πλαίσιο της μεταμόσχευσης, τα μακροφάγα υπάρχουν τόσο στην οξεία χυμική, όσο 

και στην οξεία κυτταρική απόρριψη των συμπαγών οργάνων (45,46). Η
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αλληλεπίδρασή τους με άλλα ανοσολογικά κύτταρα του λήπτη και τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα του δότη ενισχύουν τη φλεγμονή στη θέση του μοσχεύματος (12,43,44). Γι 

αυτό το λόγο, η παρουσία αυξημένου αριθμού μακροφάγων στο νεφρικό μόσχευμα 

έχει περιγραφεί ως κακός προγνωστικός δείκτης επιβίωσης του νεφρικού μοσχεύματος 

και του ασθενούς (45,47,47-55). Ακόμη, ιστοπαθολογικές μελέτες δείχνουν αύξηση 

του αριθμό των μακροφάγων στο μόσχευμα αρκετά πριν την έναρξη της απόρριψης 

και της δυσλειτουργίας, γεγονός που τον καθιστά χρήσιμο διαγνωστικό δείκτη για την 

απόρριψη μοσχεύματος (49).

Η  διαφοροποίηση των μονοκυττάρων σε μακροφάγα είναι εξαρτώμενη από τον 

υποδοχέα του παράγοντα διέγερσης αποικιών μακροφάγων (CSF1). Παράλληλα, το 

χημειοτακτικό πεπτίδιο 1 των μονοκυττάρων (MCP-1) είναι ένας σημαντικός 

ρυθμιστής της προσέλκυσης μακροφάγων που όπως έχει αποδειχθεί εκφράζεται 

έντονα σε αλλομοσχεύματα νεφρού (56). Τα μακροφάγα μπορούν να υποδιαιρεθούν 

σε «κλασικά ενεργοποιούμενα» ή «εναλλακτικά ενεργοποιούμενα». Τα «κλασικά 

ενεργοποιούμενα» μακροφάγα περιγράφονται ως μακροφάγα Μ1, τα οποία 

αναπτύσσονται ως απόκριση σε ΙΡΝγ, LPS ή TNF-α. Τα μακροφάγα Μ1 εκφράζουν 

τους επιφανειακούς δείκτες: MHCII, CD40, CD80, CD86 και CD11b και μπορούν να 

παράγουν φλεγμονώδεις κυτοκίνες όπως ο TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, CCL2, 

CXCL9 και CXCL10. Τα μακροφάγα Μ1 συνδέονται με την απόκριση Th1 και 

θεωρούνται φλεγμονώδη μακροφάγα. Σε αντιδιαστολή, τα «εναλλακτικά 

ενεργοποιούμενα» ή Μ2 μακροφάγα θεωρούνται αντιφλεγμονώδη και υποδιαιρούνται 

σε M2a, M2b και M2c. Τα μακροφάγα M 2a παράγονται ως απόκριση σε IL-4 και IL-

13. Τα ανοσοσυμπλέγματα και οι προσδέτες του toll-like υποδοχέα (TLR)/IL-1R 

ενεργοποιούν τα μακροφάγα M2b, ενώ τα μακροφάγα M 2c ενεργοποιούνται από IL-
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10, TGF-β και γλυκοκορτικοειδή. Τα μακροφάγα Μ2 εκφράζουν τους επιφανειακούς 

δείκτες: CD163, CD206 και CD209, παράγουν IL-10 και TGF-β και συμμετέχουν 

στην επούλωση ιστού (41). Τα μακροφάγα M2 συνδέονται με την απόκριση Th2 και 

παρουσιάζουν ανοσορυθμιστικές λειτουργίες (42,57). Επιπλέον, ένας άλλος 

υποπληθυσμός μακροφάγων, τα ανθρώπινα ρυθμιστικά μακροφάγα (Mregs), 

εμφανίζουν ικανότητα καταστολής Τ-κυττάρων. Τα Mregs προκύπτουν από CD14+ 

μονοκύτταρα περιφερικού αίματος κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 7 ημερών παρουσία 

M-CSF και I F N  (58). Τα Mregs εκφράζουν αρκετά μόρια, όπως τα MHCII, FCyR, 

I F ^ R ,  TLR-4 και PD-L1. Μ έχρι σήμερα, δύο κλινικές μελέτες διερεύνησαν την 

σημασία των Mregs για την επιβίωση του αλλομοσχεύματος με πολλά υποσχόμενα 

αποτελέσματα (59,60). Καταλήγοντας, η καλύτερη κατανόηση του ρόλου των 

διαφόρων ανοσοκυττάρων στη μεταμόσχευση συμπαγών οργάνων, θα οδηγήσει στην 

ανάπτυξη νέων αποτελεσματικότερων θεραπειών οι οποίες θα παρατείνουν την 

επιβίωση του μοσχεύματος.
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Εικόνα 1.1. Άμεσες, έμμεσες και ημι-άμεσες οδοί ανοσοαναγνώρισης. (Α) Άμεση 

οδός. Τα αντιγόνα MHC τάξης Ι και τάξης II του δότη στα APCs στο μόσχευμα 

αναγνωρίζονται από τα CD8+ κυτταροτοξικά Τ κύτταρα και τα CD4+ βοηθητικά Τ κύτταρα 

του ξενιστή αντίστοιχα. (Β) Έμμεση οδός. Η έμμεση οδός περιλαμβάνει την παρουσίαση 

επεξεργασμένου άλλο-MHC. Τα APCs του λήπτη παρουσιάζουν τα επεξεργασμένα πεπτίδια 

σε MHC τάξης II περιορισμένα CD4+ Τ βοηθητικά κύτταρα. Παράλληλα, ενεργοποιούνται και 

CD8+ κύτταρα μιας και δενδριτικά κύτταρα λήπτη πέπτουν κύτταρα του μοσχεύματος, 

πεπτίδια των οποίων παρουσιάζονται τελικά στην κυτταρική μεμβράνη του δενδριτικού 

κυττάρου μαζί με ένα MHC μόριο τάξης Ι. (Γ) Ημι-άμεση οδός. Η διακυτταρική επαφή 

μεταξύ APC δότη και λήπτη μπορεί να μεταφέρει ανέπαφα συστατικά μεμβράνης που 

περιλαμβάνουν άθικτα άλλο-MHC μόρια. Ομοίως, το APC δότη μπορεί να απελευθερώνει 

μικρά κυστίδια, γνωστά ως «εξωσώματα» που περιέχουν άθικτα μόρια MHC, τα οποία 

συγχωνεύονται με τη μεμβράνη των APCs του λήπτη. Το APC του λήπτη, τώρα χιμαιρικό για 

τα μόρια MHC, διεγείρει την άμεση και την έμμεση οδό αποκρίσεων των CD4+ και CD8+ Τ 

κυττάρων.
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1.2.2. O ρόλος των CD4+ T λεμφοκυττάρων στη μεταμόσχευση νεφρού

Τα CD4+ Τ κύτταρα συντονίζουν προσαρμοστικές ανοσολογικές αποκρίσεις 

μέσω της έκκρισης κυτοκινών και των διακυτταρικών επαφών (61). Τα παρθένα Τ 

λεμφοκύτταρα του θύμου αδένα εκφράζουν ένα πολύ μεγάλο ρεπερτόριο 

διαφορετικών αντιγονικών υποδοχέων (αντιγονικοί υποδοχείς Τ κυττάρων, TCR) και 

είναι έτσι δυνητικά ικανά να αναγνωρίσουν πολλά είδη παθογόνων (62). 

Κυκλοφορούν στο περιφερικό αίμα και εισέρχονται στους λεμφαδένες μέσω 

ενδοθηλιακών φλεβιδίων ενώ δεν έχουν πρόσβαση σε μη λεμφοειδείς ιστούς (61). Για 

αυτή τη διαδικασία απαιτούν L-σελεκτίνη (CD62L) και τον υποδοχέα χημειοκινών 

CCR7 (63,64). Ανθρώπινα παρθένα CD4+ T κύτταρα ταυτοποιήθηκαν με την έκφραση 

της μακρύτερης ισομορφής του κοινού αντιγόνου λεμφοκυττάρων CD45 

(CD45RABC, “ CD45RA” ) ή/και της έλλειψης της μικρότερης ισομορφής (CD45R0) 

(65).

Στους περιφερικούς ιστούς, τα αλλοαντιγόνα από τα νεομεταμοσχευθέντα 

όργανα ανιχνεύονται από τα δενδριτικά κύτταρα (DC), τα οποία στη συνέχεια 

καθοδηγούν την κατάλληλη πρωτογενή απόκριση Τ κυττάρων στα δευτερογενή 

λεμφοειδή όργανα (66). Τα δενδριτικά κύτταρα, που αναγνωρίζουν ένα παθογόνο, 

υφίστανται ένα σύνθετο πρόγραμμα ωρίμανσης: επάγουν την έκφραση μορίων MHC 

και συν-διεγερτικών μορίων, μεταναστεύουν σε λεμφαδένες, αλληλεπιδρούν με ειδικά 

για το παθογόνο Τ-λεμφοκύτταρα και εκκρίνουν τις κατάλληλες κυτταροκίνες 

πόλωσης. Η  ισχύς των σημάτων που μετάγονται από τους υποδοχείς TCR και ο τύπος 

των κυτοκινών που τα δενδριτικά κύτταρα ελευθερώνουν καθορίζουν τη 

διαφοροποίησή των Τ λεμφοκυττάρων σε διάφορους υποτύπους εκτελεστικών (Teffs)
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ή ρυθμιστικών (Tregs) κυττάρων. Αυτά με τη σειρά τους αποκτούν την ικανότητα να 

εδρεύουν σε συγκεκριμένους ιστούς και να εκκρίνουν χαρακτηριστικές κυτοκίνες (61). 

Το κύριο μονοπάτι ενεργοποίησης των CD4+T κυττάρων περιλαμβάνει σήματα που 

ενεργοποιούν την μεταγραφή από τρεις σηματοδότες: τον πυρηνικό παράγοντα κΒ 

(NF-κΒ), την πρωτεΐνη ενεργοποίησης 1 (AP-1) και τον πυρηνικό παράγοντα των 

ενεργοποιημένων Τ λεμφοκυττάρων (NFAT). Θεωρείται ότι για να ενεργοποιηθούν τα 

Τ λεμφοκύτταρα είναι απαραίτητο και ένα δεύτερο μονοπάτι συν-ενεργοποίησης, του 

οποίου οι μηχανισμοί δεν έχουν διαλευκανθεί πλήρως (67).

Ό σον αφορά το μοριακό μηχανισμό που καθοδηγεί τη διαφοροποίηση των 

CD4+ Τ λεμφοκυττάρων σε Teffs και Tregs, αυτό που ισχύει είναι ότι αμέσως μετά την 

ενεργοποίηση τους, το σήμα, μέσω του υποδοχέα TCR, προωθείται προς τις κινάσες 

Janus (JAKs). Αυτές φωσφορυλιώνουν το ενδοκυτταρικό κομμάτι του υποδοχέα με 

αποτέλεσμα να ενεργοποιούνται τα μόρια STAT (signal transducer and activator o f 

transcription). Τα μόρια STAT ενεργοποιούν έναν κύριο μεταγραφικό παράγοντα με 

αποτέλεσμα, μέσω τροποποιήσεων στις ιστόνες (π.χ. ακετυλίωση-αποακετυλίωση και 

μεθυλίωση-απομεθυλίωση ιστονών) και γενικότερα στην διάπλαση της χρωματίνης 

(π.χ. μεθυλίωση του D NA -σχηματισμός νησίδων 5mCpG που επιτυγχάνονται μέσω 

επιγενετικών τροποποιήσεων), την παραγωγή μιας κύριας κυτοκίνης. Με άλλα λόγια, 

οι περιοχές του DNA που φέρουν τα γονίδια για συγκεκριμένες κυτοκίνες παραμένουν 

προσβάσιμες από τους μεταγραφικούς παράγοντες, ενώ τα γονίδια για κυτοκίνες που 

δεν εκφράζονται από τον συγκεκριμένο υποπληθυσμό, παραμένουν μη προσβάσιμα. 

Έτσι, κάθε κύτταρο δεσμεύεται ως προς ποιες κυτοκίνες παράγει, ενώ οι παραπάνω 

επιγενετικές αλλαγές στο DNA κληρονομούνται στα πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα 

κάθε συγκεκριμένου υποπληθυσμού (67) (Εικόνα 1.2).
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Η  κυτταρική σταθερότητα ελέγχεται επίσης με την έκφραση microRNA. Αυτά 

τα μικρά μονόκλωνα μη κωδικά RNA καταστέλλουν τα mRNAs στόχους, 

παρεμποδίζοντας τη μετάφραση και επάγοντας την αποσύνθεση του mRNA (68). 

Πέραν όμως από τις STAT, υπάρχουν και αναστολείς αυτών, που ονομάζονται 

πρωτεΐνες SOCS. Οι τελευταίες δρουν κατασταλτικά στην ενεργοποίηση των STAT 

είτε μέσω μπλοκαρίσματος της φυσικής σύνδεσης με τον υποδοχέα της κυτοκίνης, είτε 

μέσω παρεμπόδισης της φωσφορυλίωσης από τις JAKs. Μεταλλάξεις στις STAT 

προκαλούν διάφορα προβλήματα, όπως μετάλλαξη στην STAT 3 εμπλέκεται στη νόσο 

Chron, ενώ μη ρυθμισμένη έκφραση των SOCS εμπλέκεται σε διάφορες αυτοάνοσες 

ασθένειες (67).

Υπάρχουν τρεις κύριοι υποπληθυσμοί εκτελεστικών CD4+ λεμφοκυττάρων: τα 

Th1, Th2 και τα Th17 (61). Ως προς την δημιουργία του υποπληθυσμού των Th1, η 

πιο χαρακτηριστική κυτοκίνη που παράγεται είναι η INF-γ. Αρχικά, κατά την 

διαφοροποίηση προς τον υποπληθυσμό Th1, η κυτοκίνη IL-12 που παράγεται από τα 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα ενεργοποιεί καταρχάς τον μεταγραφικό παράγοντα 

STAT4, ο οποίος με τη σειρά του ενεργοποιεί το μεταγραφικό παράγοντα T-bet. Ο 

μεταγραφικός αυτός παράγοντας, θεωρητικά, προσδένεται σε T-box περιοχές πάνω 

στο γονιδίωμα, ενώ πράγματι τέτοιες περιοχές έχουν ταυτοποιηθεί στο γονίδιο της 

INF-γ, όπου ο T-bet δρα σαν ενεργοποιητής (67,69). Ο T-bet επάγει επίσης τους 

υποδοχείς χημειοκινών CXCR3, που επιτρέπουν στα κύτταρα τελεστές Th1 να 

εισέλθουν σε περιφερικούς ιστούς (70). Τέλος, η INF-γ παράγεται και από τα ΝΚ 

κύτταρα και δεσμεύει με αυτόν τον τρόπο τη διαφοροποίηση των Τ λεμφοκυττάρων 

προς τη δημιουργία Th1, μέσω των παραπάνω μεταγραφικών παραγόντων (61,67) 

(Εικόνα 1.2). Υπάρχουν διάφοροι μηχανισμοί με τους οποίους τα Th1 κύτταρα
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συμμετέχουν στην απόρριψη μοσχεύματος. Πρώτον, μετά από αλλογενή διέγερση, τα 

κύτταρα Th1 παράγουν τον αυξητικό παράγοντα IL-2, που προάγει τον 

πολλαπλασιασμό αλλοαντιδραστικών κυτταροτοξικών CD8+ Τ κυττάρων. Επιπλέον, 

τα CD8+ Τ κύτταρα παράγουν ιντερφερόνη-γ (ΉΝ-γ), η οποία ενισχύει τις αποκρίσεις 

των Th1 κυττάρων. Έτσι, τα αλλοδραστικά CD8+ Τ-λεμφοκύτταρα δρουν ως βρόγχος 

ανατροφοδότησης για την ενίσχυση αλλοαντιδραστικών αποκρίσεων Th1 κυττάρων. 

Δεύτερον, τα αλλοδραστικά Th1 κύτταρα επάγουν μια καθυστερημένου τύπου 

υπερευαισθησία (DTH) από τα μακροφάγα και ενεργοποιούν τα Β κύτταρα για την 

παραγωγή αλλοαντιδραστικών αντισωμάτων. Πράγματι, η χυμική απόρριψη που 

προκαλείται από τα ειδικά άλλο-αντισώματα παρατηρείται έντονα μετά τη 

μεταμόσχευση. Τρίτον, αλλοδραστικά Th1 κύτταρα μπορούν να προκαλέσουν βλάβη 

αλλομοσχεύματος απευθείας, λόγω κυτταροτοξικότητας, μέσω του υποδοχέα 

κυτταρικού θανάτου Fas (CD95) και του προσδέτη του (FasL) (71). Τα Th1 κύτταρα 

κυριαρχούν στην οξεία απόρριψη αλλομοσχεύματος (72), αλλά υπάρχουν επίσης 

μελέτες που υποδηλώνουν ότι συνεισφέρουν και στη χρόνια απόρριψη στη νεφρική 

κυρίως μεταμόσχευση (73).

Για τη δημιουργία του υποπληθυσμού Th2, χαρακτηριστική είναι η κυτοκίνη 

IL-4, η οποία ενεργοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα STAT6, ο οποίος με τη σειρά 

του μαζί με σήμα από τον υποδοχέα TCR ενεργοποιεί τον μεταγραφικό παράγοντα 

GATA-3. Ο GATA-3 επάγει την παραγωγή IL-4 (61). Επιπλέον, ο παράγοντας 

GATA-3 επάγει τον υποδοχέα χημειοκινών CCR4 και τον υποδοχέα της 

προσταγλανδίνης D2 CRTh2 σε ανθρώπους (74). Τέλος, άλλες κυτοκίνες που 

παράγονται από τα Th2 κύτταρα είναι η IL-13 και η IL-5 (61) (Εικόνα 1.2). Στους 

ανθρώπους, στη χρόνια απόρριψη αλλομοσχευμάτων, παρατηρήθηκε η έκφραση της
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IL-4 στις νεφρικές βιοψίες, υποδεικνύοντας ότι τα Th2 κύτταρα κυριαρχούν κατά τη 

διάρκεια της χρόνιας απόρριψης (75). Οι κυτοκίνες των Th2 κυττάρων ενεργοποιούν 

τα ηωσινόφιλα, τα οποία πιστεύεται ότι μεσολαβούν στην απόρριψη αλλομοσχεύματος 

(76). Επιπρόσθετα, οι κυτοκίνες των Th2 κυττάρων, ιδιαίτερα η IL-4, είναι ικανές να 

αναστέλλουν τις αποκρίσεις των Th1 κυττάρων. Ως αποτέλεσμα, έχει προ πολλού 

προταθεί ότι τα Th2 κύτταρα μπορούν να καθυστερήσουν και ακόμη και να 

αποτρέψουν την απόρριψη μοσχεύματος. Τα στοιχεία από τη βιβλιογραφία για την 

υποστήριξη αυτού του μηχανισμού είναι αντικρουόμενα (77), αφού υπάρχουν 

ενδείξεις ότι η IL-4 και άλλες κυτοκίνες των Th2 κυττάρων προάγουν την απόρριψη 

μοσχεύματος (75,76,78,79).

Συνεχίζοντας, τα Th17 κύτταρα διαφοροποιούνται μέσω δυο μεταγραφικών 

παραγόντων: STAT3 και ΚΘΚγΙ. Αυτοί οι μεταγραφικοί παράγοντες ενεργοποιούνται 

από κυτοκίνες όπως η IL-6 και ο παράγοντας TGF-β, που μαζί επάγουν την ανάπτυξη 

των Th17 κυττάρων από τα παρθένα CD4+ Τ κύτταρα. Η  IL-23 δρα ως «κινητήριος 

δύναμη» για την ωρίμανση πλήρως δεσμευμένων Th17 κυττάρων (14). Ο παράγοντας 

RORγt με τη σειρά του οδηγεί στην παραγωγή IL-17, την πιο χαρακτηριστική 

κυτοκίνη που παράγεται από αυτό τον υποπληθυσμό, και στην έκφραση του υποδοχέα 

χημειοκινών CCR6, καθώς και του υποδοχέα IL-23R (80-82). Άλλες κυτοκίνες που 

παράγονται είναι η IL-22 και IL-21 (14) (Εικόνα 1.2). Υπάρχει πλειάδα δεδομένων 

που καταδεικνύουν την εμπλοκή των κυτοκινών των Th17 κυττάρων στην παθογένεση 

της απόρριψης μοσχεύματος. Το χαρακτηριστικό γνώρισμα της απόρριψης 

μοσχεύματος με τη μεσολάβηση των κυττάρων Th17 είναι η προσέλκυση 

ουδετερόφιλων (μέσω της IL-17), που προκαλούν βλάβη στο αλλομόσχευμα. Στην 

κλινική μεταμόσχευση, οι ειδικοί δείκτες των Th17 κυττάρων είναι εύκολα
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ανιχνεύσιμοι κατά την διάρκεια της οξείας απόρριψης (83-85). Ωστόσο, υπάρχουν 

αντικρουόμενα δεδομένα σχετικά με το ρόλο των Th17 κυττάρων στη χρόνια 

απόρριψη (86-88).

Πρόσφατα, προσδιορίστηκε (89,90) ένα υποσύνολο εξειδικευμένων 

βοηθητικών Τ κυττάρων, τα θυλακικά βοηθητικά Τ κύτταρα (TFH) (91-93) που 

βοηθούν τα Β κύτταρα στις ανοσιακές αποκρίσεις. Πιο συγκεκριμένα, βοηθούν στην 

ανάπτυξη βλαστικών κέντρων (εξειδικευμένες περιοχές εντός των δευτερογενών 

λεμφικών ιστών που προάγουν την ανοσία των Β κυττάρων) ενώ επάγουν τον 

ανασυνδυασμό μετάπτωσης τάξης των ανοσοσφαιρινών και την ωρίμανση συγγένειας 

(94-96). Τα ανθρώπινα TFH κύτταρα εκφράζουν τον μεταγραφικό καταστολέα BCL-6 

(97) και το συν-διεγερτικό μόριο ICOS (91,93). Αυτό που δεν γνωρίζουμε είναι αν τα 

TFH είναι ένας διακριτός υποπληθυσμός παράλληλος με τους υπόλοιπους των CD4+ Τ 

κυττάρων ή αν πρόκειται για μια ενδιάμεση μορφή κάποιου από όλους τους 

υποπληθυσμούς (94,98). Χαρακτηριστικό αυτής της ομάδας κυττάρων είναι η 

έκφραση του υποδοχέα της χημοκίνης CXCR5 (99) που προκαλεί τη μετανάστευση 

τους στη ζώνη Β κυττάρων σε λεμφοειδή όργανα (100,101). Για την διαφοροποίηση 

τους φαίνεται ότι είναι απαραίτητη η IL-6, η οποία δρα μέσω του STAT3. Αυτό έχει 

σαν αποτέλεσμα την παραγωγή IL-21, η οποία παίζει κυρίαρχο ρόλο στην ωρίμανση 

των Β λεμφοκυττάρων (102) (Εικόνα 1.2). Ο ρόλος των αλλοειδικών TFH κυττάρων, 

στις διαμεσολαβούμενες από αλλοαντισώματα αποκρίσεις κατά την μεταμόσχευση, 

δεν είχε μελετηθεί μέχρι παρά πολύ πρόσφατα. Σε αυτό το πλαίσιο, σε ένα μοντέλο 

μεταμόσχευσης καρδιάς, η στόχευση των TFH κυττάρων, φαίνεται να κατέχει το 

κλινικό δυναμικό για την πρόληψη της βλάβης του μοσχεύματος που προκαλείται από 

αλλοαντισώ ματα (103).
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Ένας άλλος υποπληθυσμός CD4+ Τ λεμφοκυττάρων που διαφέρει από τους 

υποπληθυσμούς των εκτελεστικών κυττάρων (Τοίί) Th1, Th2 , Th17 και Tfh, είναι τα 

ρυθμιστικά κύτταρα (Tregs) (61). Αυτά αναξάρτητα αν προέρχονται από το θύμο 

αδένα (tTregs) ή από την περιφέρεια (pTregs) ορίζονται με την έκφραση του CD4 και 

του βασικού μεταγραφικού παράγοντα Foxp3. Τα Tregs διαδραματίζουν κρίσιμο ρόλο 

στην καταστολή της φλεγμονής, τόσο στους επιχώριους λεμφαδένες, όσο και στους 

ίδιους τους ιστούς. Τα Tregs με την έκφραση της αλυσίδας IL-2Rα υψηλής συγγένειας 

(CD25), που τα χαρακτηρίζει, ταυτοποιήθηκαν ως μείζον ρυθμιστικό υποσύνολο στο 

ανοσοποιητικό σύστημα (5% - 10% των CD4+ Τ κυττάρων) (104). Τα παρθένα CD4+ 

Τ κύτταρα διαφοροποιούνται σε Tregs με αντιγονική διέγερση μέσω του υποδοχέα 

TCR, παρουσία TGF -β και IL-2 (105). Μ ε αυτόν τον τρόπο ενεργοποιείται ο 

παράγοντας STAT5 που προσδένεται στον υποκινητή του γονιδίου του μεταγραφικού 

παράγοντα FoxP3 και ενεργοποιεί την έκφραση του (104) (Εικόνα 1.2). Επιπρόσθετα, 

διάφορα συνδιεγερτικά μόρια παίζουν σημαντικό ρόλο στη λειτουργία των Treg. Σε 

αυτά συγκαταλέγεται το κυτταροτοξικό αντιγόνο 4 σχετιζόμενο με Τ λεμφοκύτταρα 

(CTLA-4 ή CD152), μια ενδοκυτταρική πρωτεΐνη που εκφράζεται ιδιοσυστατικά σε 

FoxP3+ Treg κύτταρα. Επάγεται σε συμβατικά Τ κύτταρα μετά την ενεργοποίηση και 

είναι σημαντικό για τον έλεγχο της ανοσιακής ομοιόστασης (106,107). Συγκεκριμένα, 

ο μεταγραφικός παράγοντας FoxP3, προάγει την έκφραση του CTLA-4 καθώς και 

άλλων χαρακτηριστικών δεικτών των Treg όπως το CD25. Το CTLA-4 συνδέεται με 

τους υποδοχείς CD80/CD86 των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων δρώντας ως 

ανταγωνιστής του CD28. Εχει παρατηρηθεί, ότι σε ποντίκια με έλλειψη CTLA-4 

αναπτύσσονται θανατηφόρες αυτοάνοσες διαταραχές (108). Το CTLA-4 

χρησιμοποιείται από τα FOXP3+ Tregs για να προκληθεί ανοσοκαταστολη (94,95).
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Μ όλις ενεργοποιηθούν, τα CD4+ FoxP3+ Tregs, καταστέλλουν τις ανοσολογικές 

αποκρίσεις σε πολλαπλά επίπεδα. Άμεσα, αναστέλουν την ενεργοποίηση και 

πολλαπλασιασμό των CD4+ και CD8+ Τ κυττάρων και έμμεσα, εμποδίζουν την 

ενεργοποίηση των Τ κυττάρων μέσω της τροποποίησης της λειτουργίας των 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (APC). Άλλοι στόχοι των Tregs περιλαμβάνουν: 

τα Β κύτταρα, τα κύτταρα φυσικούς φονείς (NK), τα Τ κύτταρα φυσικούς φονείς 

(NKT) και τα ιστιοκύτταρα (109-112). Σε αυτό το πλαίσιο, οι παράγοντες IL-10 και 

TGF-β που εκκρίνονται από τα Tregs, έχει αποδειχθεί, ότι είναι κρίσιμοι για την 

πρόληψη των αυτοάνοσων νόσων και για την ανοχή σε αλλομοσχεύματα (113-116) 

(Εικόνα 1.2).

Τα FoxP3+ Tregs παίζουν σημαντικό ρόλο στην επαγωγή και διατήρηση 

ανοχής νεφρικού αλλομοσχεύματος, όπως έχει αποδειχθεί σε διάφορα μοντέλα 

μεταμοσχευμένων ζώων. Συγκεκριμένα, πολλές ερευνητικές ομάδες έχουν αποδείξει 

ότι τα FoxP3+ Tregs διαδραματίζουν κρίσιμο ρόλο στην αυθόρμητη ανοχή νεφρικού 

αλλομοσχεύματος σε μεταμοσχεύσεις από C57BL (H-2b) σε B10BR (H-2k)51 και από 

DBA/2 (H-2d) σε C57BL/6 (H-2b) ποντικούς (117-119). Σε αυτά τα μοντέλα 

μεταμόσχευσης μεταξύ ποντικών μη συμβατών για MHC μόρια, η ανοχή του νεφρικού 

μοσχεύματος εξαρτάται από τα FoxP3+ Tregs. Αυτό φαίνεται από το γεγονός ότι η 

ειδική εξάλειψη του FoxP3+ Tregs υποπληθυσμού σε DEREG ποντικούς, οι οποίοι 

φέρουν τον υποδοχέα τοξίνης της διφθερίτιδας, καταλήγει σε απόρριψη 

αλλομοσχεύματος στα ανωτέρω μοντέλα νεφρικής μεταμόσχευσης (117,119).

Επιπλέον, υπάρχουν αρκετές μελέτες σε ανθρώπους που υποδεικνύουν έναν 

κρίσιμο ρόλο για τα Tregs στην επιβίωση αλλομοσχεύματος νεφρού. Υψηλά επίπεδα 

του FoxP3+ Tregs στο περιφερικό αίμα συσχετίζονται με την επιβίωση και τη εύρυθμη
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λειτουργία του νεφρικού αλλομοσχεύματος (120-125). Παράλληλα, οι παράγοντες 

TGF-β και IL-10 έχουν ταυτοποιηθεί και σχετίζονται με μακροχρόνια επιβίωση 

νεφρικού αλλομοσχεύματος (126-128). Συγκεκριμένα, ο παραγόντας TGF-β 

καταστέλλει τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των Th1 και Th2 κυττάρων, 

αναστέλλοντας την έκφραση των παραγόντων T-bet και GATA3 (129,130) και την 

ενεργοποίηση των δενδριτικών κυττάρων (131). Ιστολογικές μελέτες έχουν εξετάσει 

τα επίπεδα των Tregs σε ανθρώπινα νεφρικά μοσχεύματα. Σε αυτό το πλαίσιο, 

βρέθηκε ότι η παρουσία διηθητικών FoxP3+ Tregs σε δείγματα νεφρικής βιοψίας 

συσχετίζεται με σημαντικά βελτιωμένη λειτουργία μοσχεύματος (132). Επιπλέον, 

αυξημένα επίπεδα FoxP3+ Tregs εντοπίζονται σε αλλομοσχεύματα νεφρού από 

ασθενείς που έχουν υποβληθεί σε μικτά χιμαιρικά πρωτόκολλα ανοσοκαταστολής και 

εμφανίζουν ανοχή, υποδηλώνοντας ότι τα Tregs μπορεί να είναι σημαντικά στην 

ρύθμιση της ανοχής των νεφρικών μοσχευμάτων (133,134).

Πέρα από τις παραπάνω μελέτες, ενδιαφέρον παρουσίαζουν και ορισμένες που 

εστιάζουν στην ισορροπία μεταξύ των Treg και των διαφόρων υποειδών των Teffs στη 

νεφρική μεταμόσχευση. Πιο συγκεκριμένα, σε ασθενείς με ανοχή για το μόσχευμα 

βρέθηκε μικρότερος αριθμός Th17 κυττάρων, με μειωμένη δραστικότητα και ατελή 

σηματοδότηση μέσω του TCR. Τα παραπάνω οδηγούσαν σε μικρότερη παραγωγή IL- 

17 (135). Επιπρόσθετα, σε μια μελέτη κυτταρομετρίας ροής, μετρήθηκαν τα Τ 

λεμφοκύτταρα σε άτομα με νεφρική ανεπάρκεια τελικού σταδίου πριν και μετά την 

μεταμόσχευση, σε ασθενείς με οξεία και χρόνια απόρριψη και τέλος σε υγιείς 

εθελοντές. Συγκεκριμένα, μετρήθηκαν κύτταρα με φαινότυπους CD4+IFN^+IL-17- 

Th1, CD4+IFN^- IL -17+ Th17, CD4+IFN^+IL-17+ Th1/17 και CD4+CD25+FoxP3+ 

Treg. Βρέθηκε ότι σε σταθερούς ασθενείς μετά την μεταμόσχευση ο λόγος μεταξύ
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Treg προς Th17 είχε αυξηθεί πολύ, ενώ ο αριθμός όλων των Teffs είχε μειωθεί. 

Αντίθετα, σε ασθενείς με οξεία και χρόνια απόρριψη ο λόγος των Treg προς Th1 

παρέμεινε σταθερός πριν και μετά την μεταμόσχευση (136). Φαίνεται, λοιπόν, ότι η η 

επιβίωση του μοσχεύμαρος εξαρτάται από τη σχετική ισορροπία μεταξύ Τeffs και 

ιδιαιτέρως Th17 CD4+ Τ κυττάρων έναντι των ^ e g s  (137). Αν και ο ρόλος των Th17 

κυττάρων στην απόρριψη αλλομοσχεύματος βρίσκεται υπό διερεύνηση, έχει

αποδειχθεί ότι παράγοντες που παρεμποδίζουν τη διαφοροποίηση των Τ κυττάρων 

προς Treg καταστέλλουν την ανάπτυξη ανοχής στο μόσχευμα (86). Τέλος, κατά την 

περιμεταμοσχευτική περίοδο, η παραγωγή προφλεγμονωδών κυτοκινών όπως η IL-6, ο 

TNF-α, TGF-β, IL-12 και IFN-γ προάγει τους Th1 και Th17 φαινότυπους αντί των 

FoxP3+ Treg (86,138). Έτσι, παράγοντες που εμποδίζουν τη φλεγμονή στο μόσχευμα 

και στους νεφρικούς λεμφαδένες παράλληλα αποτρέπουν την απόρριψη και προωθούν 

την ανοχή (139,140).

Εν κατακλείδι, τα κύτταρα Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 και Tfh

αντιπροσωπεύουν υπο-ομάδες διαφοροποιημένων εκτελεστικών CD4+ Τ-βοηθητικών 

κυττάρων, που δρουν ως ενορχηστρωτές στη διαμεσολάβηση ανοσολογικών

ασθενειών. Επί του παρόντος, φαίνεται ότι τα κύτταρα Th1, Th2 και Th17

συνεισφέρουν στην απόρριψη αλλομοσχεύματος. Αντίθετα, τα CD4+ FoxP3+ Tregs 

παίζουν κεντρικό ρόλο στην καθιέρωση ανοχής και είναι ικανά να καταστέλλουν όλα 

τα υποσύνολα των εκτελεστικών CD4+ Τ-κυττάρων στη φλεγμονή και στη 

μεταμόσχευση. Περαιτέρω μελέτες θα διαλευκάνουν τους υποκείμενους μηχανισμούς 

στους οποίους συμμετέχουν τα διαφορετικά υποσύνολα των CD4+ Τ κυττάρων κατά 

την νεφρική μεταμόσχευση και αυτό θα διευκολύνει τη χάραξη στρατηγικών για την 

επίτευξη ανοχής στην κλινική πράξη.
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Κυτοκίνες
διαφοροποίησης

Μεταγραφικοί
παράγοντες

διαφοροποίησης

Κυτοκίνες
τελεστές

Ο)

Αντιγονοπαρουσίαση
Ενεργοποίηση Παρθένου CD4+ Τ λεμφοκυττάρου

Ενεργοποιημένο CD4+ Τ λεμφοκύτταρο

π ιΐ TH2 Th17 Tfh Treg

Εικόνα 1.2. Διαφοροποίηση παρθένων βοηθητικών CD4+ Τ λεμφοκυττάρων σε 

εκτελεστικά και ρυθμιστικά υποείδη. Μετά από ενεργοποίηση μέσω αντιγονοπαρουσίασης, 

τα παρθένα CD4+ Τ κύτταρα μπορούν να διαφοροποιηθούν σε ποικίλα υποσύνολα Τ

βοηθητικών κυττάρων όπως Th1, Th2, Th17, Tfh και Treg. Αρχικά, ο κύριος μεταγωγέας 

σημάτων και επαγωγέας της μεταγραφής (STAT) ενεργοποιείται από χαρακτηριστική για κάθε

υποτύπο κυτοκίνη (κυτοκίνη διαφοροποίησης). Αυτό οδηγεί στην επαγωγή της έκφρασης 

συγκεκριμένων παραγόντων-ρυθμιστών διαφοροποίησης για κάθε υποείδος CD4+ Τ κυττάρων.

Ως αποτέλεσμα, συγκεκριμένες κυτοκίνες (εκτελεστικές) απελευθερώνονται, χαρακτηριστικές 

για κάθε υποσύνολο βοηθητικών CD4+ Τ κυττάρων, οι οποίες ρυθμίζουν περαιτέρω τις 

ανοσολογικές αντιδράσεις ανάλογα με τα αντιγόνα.
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1.3 Επιβίωση μοσχεύματος και ανοσοκαταστολή

Η  σημερινή ανοσοκαταστολή μετά τη μεταμόσχευση βασίζεται κυρίως σε 

συνδυασμένη θεραπεία πολλαπλών φαρμάκων, με διαφορετικούς και συνεργιστικούς 

μηχανισμούς δράσης. Σε μια συνεργιστική φαρμακευτική αγωγή, η συγκέντρωση κάθε 

μεμονωμένου φαρμάκου μπορεί να μειωθεί ουσιαστικά, γεγονός το οποίο έχει ως 

αποτελέσματα να αποφεύγεται η δοσοεξαρτώμενη τοξικότητα, χωρίς όμως να χάνεται 

η αποτελεσματικότητα (141). Η  επιλογή του κατάλληλου ανοσοκατασταλτικού 

σχήματος θα πρέπει να γίνεται με βάση το μέγιστο όφελος με το μικρότερο κόστος. 

Επιπλέον σημαντικούς παράγοντες για τον βέλτιστο συνδυασμό των 

ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων αποτελούν: το ιστορικό προηγούμενης

μεταμόσχευσης νεφρού, ο βαθμός ιστοσυμβατότητας δότη-λήπτη, η ηλικία δότη και 

λήπτη και η προέλευση νεφρικού μοσχεύματος (από ζώντα ή αποβιώσαντα δότη) 

(141).

1.3.1. Κλασσικά ανοσοκατασταλτικά σχήματα στη μεταμόσχευση νεφρού

1.3.1.1. Κορτικοστεροειδή

Τα στεροειδή αποτελούν μέρος των ανοσοκατασταλτικών θεραπειών τα 

τελευταία 50 χρόνια (142,143) και εξακολουθούν να αποτελούν την αρχική πρότυπη 

θεραπεία παγκοσμίως. Είναι ισχυρά μη ειδικά αντιφλεγμονώδη φάρμακα, που δρουν 

παρεμβαίνοντας στην οδό του πυρηνικού παράγοντα kB (144). Μ ετά τη σύνδεση στον 

ενδοκυτταρικό υποδοχέα γλυκοκορτικοειδών, ένας αριθμός ισχυρών φλεγμονωδών 

κυτοκινών καταστέλλονται, οι οποίες με τη σειρά τους ασκούν ποικίλες δράσεις σε 

σχεδόν όλα τα ανοσοκύτταρα (141). Τα στεροειδή είναι αποτελεσματικά στην
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πρόληψη, αλλά και στην αντιμετώπιση, των επεισοδίων οξείας απόρριψης. Πράγματι, 

σε μελέτη με 6070 ασθενείς, που είχαν λάβει μόσχευμα μεταξύ 1990-2012, απόσυρση 

των εν λόγω φαρμάκων μέσα στους πρώτους 18 μήνες από την χρήση τους οδηγεί σε 

αυξημένο κίνδυνο για απώλεια του μοσχεύματος (145). Ωστόσο, τα στεροειδή δεν 

έχουν μόνο ισχυρή επίδραση στο ανοσοποιητικό σύστημα, αλλά και μεγάλο αριθμό 

καλά τεκμηριωμένων παρενεργειών, ειδικά μετά από μακροχρόνια χρήση. Πράγματι, 

τα συγκεκριμένα φάρμακα είναι υπεύθυνα για παρενέργειες που περιλαμβάνουν 

μεταβολικές διαταραχές (π.χ. υπεργλυκαιμία / διαβήτη, υπέρταση και υπερλιπιδαιμία), 

αύξηση βάρους, καθυστέρηση ανάπτυξης, καταρράκτη, σύνδρομο Cushing, 

υπερτρίχωση, ατροφία δέρματος και μυών, οστεοπόρωση και οστεονέκρωση (141).

1.3.1.2. Αντιμεταβολίτες (αζαθειοπρίνη, MMF)

Η  αζαθειοπρίνη και το mycophenolate mofetil (MMF) ανήκουν στην 

κατηγορία των αντιμεταβολιτών και προκαλούν αναστολή της σύνθεσης των πουρινών 

και άρα την αντιγραφή του DNA (146). Η  δράση του MMF είναι πιο ειδική, σχετίζεται 

με την αναστολή του ενζύμου ινοσινική μονοφωσφορική δεϋδρογενάση και οδηγεί σε 

μειωμένη παραγωγή μονοφωσφορικής γουανίνης (146-149). Η  ευεργετική επίδραση 

της αζαθειοπρίνης και του MMF στην πρόληψη της οξείας απόρριψης οφείλεται στην 

αδυναμία πολλαπλασιασμού των ενεργοποιημένων Β και Τ-λεμφοκυττάρων λόγω της 

ανικανότητας σύνθεσης πουρινών (146-151). Ο συνδυασμός της αζαθειοπρίνης με τα 

κορτικοειδή ήταν το κλασσικό ανοσοκατασταλτικό σχήμα στη μεταμόσχευση νεφρού 

κατά την προ της εφαρμογής της κυκλοσπορίνης περίοδο (μέχρι τα τέλη της δεκαετίας 

του 1970), όταν το ποσοστό ετήσιας επιβίωσης των νεφρικών μοσχευμάτων ήταν 50% 

και το ποσοστό επεισοδίων οξείας απόρριψης άνω του 85%. Ακολούθως, και μετά την
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εφαρμογή της κυκλοσπορίνης, ήταν μέρος του τριπλού ανοσοκατασταλτικού σχήματος 

που περιελάμβανε κορτικοειδή, αζαθειοπρίνη και κυκλοσπορίνη. Από τα μέσα της 

δεκαετίας του 1990 το MMF έχει υποκαταστήσει σε σημαντικό βαθμό την 

αζαθειοπρίνη σε αυτό το τριπλό ανοσοκατασταλτικό σχήμα. Η  υπεροχή του MMF 

έναντι της αζαθειοπρίνης συνίσταται κυρίως στη μείωση των επεισοδίων οξείας 

απόρριψης κατά τους πρώτους 6 μήνες από τη μεταμόσχευση (από 50% σε 25% των 

ασθενών) αλλά και της χρόνιας δυσλειτουργίας των νεφρικών μοσχευμάτων (141). Οι 

συχνότερες ανεπιθύμητες ενέργειες από τη χρήση του MMF είναι γαστρεντερικές 

διαταραχές, (οισοφαγίτιδα, γαστρίτιδα, διάρροιες), αιματολογικές διαταραχές 

(λευκοπενία) και ευαισθησία σε λοιμώξεις (κυρίως προσβολή του γαστρεντερικού 

συστήματος από κυτταρομεγαλοϊό, CMV) (152-154).

1.3.1.3. Αναστολείς της καλσινευρίνης (κυκλοσπορίνη, tacrolimus)

Από τις αρχές της δεκαετίας του 1980 η κυκλοσπορίνη προστέθηκε στην 

ανοσοκατασταλτική αγωγή της μεταμόσχευσης νεφρού. Ο συνδυασμός 

κυκλοσπορίνης, κορτικοειδών και αζαθειοπρίνης είχε ως συνέπεια τη σημαντική 

βελτίωση της ετήσιας επιβίωσης των νεφρικών μοσχευμάτων, η οποία ξεπέρασε το 

80%. Παρά το γεγονός ότι η κυκλοσπορίνη και το tacrolimus έχουν διαφορές στη 

χημική τους σύνθεση παρουσιάζουν ομοιότητες στον τρόπο της

ανοσοσοκατασταλτικής τους δράσης. Πιο συγκεκριμένα, συνδέονται με δύο 

διαφορετικές ενδοκυττάριες πρωτεΐνες (κυκλοφυλίνη και FK δεσμευτική πρωτεΐνη) 

και σχηματίζουν σύμπλοκα τα οποία αναστέλλουν τη δράση της καλσινευρίνης, η 

οποία είναι γνωστό ότι ενεργοποιεί συγκεκριμένους μεταγραφικούς παράγοντες για 

την παραγωγή κυτταροκινών. Κατά συνέπεια, μειώνεται η παραγωγή της
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ιντερλευκίνης-2 (IL-2) από ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα (141). Η  μετα-ανάλυση, οι 

προοπτικές μελέτες και οι μεγάλες αναδρομικές αναλύσεις του tacrolimus και της 

κυκλοσπορίνης έδειξαν παρόμοιες εκβάσεις σε σχέση με την συνολική επιβίωση 

ασθενούς και μοσχεύματος. Οι περισσότερες μελέτες επιβεβαίωσαν ότι η προφύλαξη 

απόρριψης είναι καλύτερη με το tacrolimus αλλά απέτυχαν στο να αποδείξουν οφέλη 

όσον αφορά την μακροπρόθεσμη επιβίωση ασθενούς και μοσχεύματος (155-159). 

Κατά τη δεκαετία του 1990 το tacrolimus χρησιμοποιήθηκε αρχικά στη μεταμόσχευση 

ήπατος και ακολούθως στη μεταμόσχευση νεφρού με καλά αποτελέσματα, όσον 

αφορά στην πρόληψη της οξείας απόρριψης (141). Π αρ’ όλα αυτά, οι CNIs, όπως η 

κυκλοσπορίνη, θεωρείται ότι έχουν επιβλαβή επίδραση στα Tregs (160,161). Ωστόσο, 

σε μια μελέτη που εξέτασε τη χορήγηση CNIs για την ατοπική δερματίτιδα με τη 

χρήση tacrolimus, υπήρξε σημαντική μείωση των ενδοθηλιακών κυττάρων CD25+ 

αλλά όχι των FoxP3+ κυττάρων (162).

Οι κυριότερες ανεπιθύμητες ενέργειες από τη χρήση της κυκλοσπορίνης είναι 

νεφροτοξικότητα, νευροτοξικότητα, υπερχοληστερολαιμία, αρτηριακή υπέρταση, 

σακχαρώδης διαβήτης, υπερτρίχωση, υπερτροφία ούλων, γαστρεντερικές διαταραχές ή 

ακόμη και προβλήματα που σχετίζονται με την όραση όπως καταρράκτης (141,163). 

Κατά τα τελευταία χρόνια η κυκλοσπορίνη διατίθεται σε μικρογαλακτώδη μορφή, η 

οποία παρουσιάζει μεγαλύτερη απορρόφηση και καλύτερα φαρμακοκινητικά 

χαρακτηριστικά από την παλαιότερα διαθέσιμη μορφή της. Η  χορήγηση του 

tacrolimus συνοδεύεται από ανάλογες με την κυκλοσπορίνη ανεπιθύμητες ενέργειες, 

αλλά υπάρχουν διαφορές στη συχνότητα και στη βαρύτητα της εκδήλωσής τους. Από 

την ανάλυση βιοψιών νεφρικών μοσχευμάτων σε πρόσφατη μεγάλη πολυκεντρική 

μελέτη φαίνεται ότι η χορήγηση κυκλοσπορίνης ή tacrolimus συνοδεύεται από ίδιας
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βαρύτητας νεφροτοξικότητα. Υπερτρίχωση και υπερτροφία ούλων παρουσιάζονται 

λιγότερο συχνά, ενώ η εμφάνιση σακχαρώδη διαβήτη είναι συχνότερη με το 

tacrolimus συγκριτικά με την κυκλοσπορίνη (σε 20% και 4% των ασθενών σε 12 

μήνες θεραπείας αντίστοιχα). Έτσι, συνοπτικά, και τα δύο CNIs μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν για την αποτελεσματική πρόληψη της οξείας απόρριψης. Η  επιλογή 

του ενός έναντι του άλλου εξαρτάται συνήθως από την συχνότητα εμφάνισης των 

ανεπιθύμητων ενεργειών. Βέβαια, το tacrolimus θεωρείται πρότυπη θεραπεία στα 

περισσότερα ιατρικά κέντρα και συνιστάται από τις κατευθυντήριες οδηγίες για τη 

βελτίωση των γενικών αποτελεσμάτων (KDIGO) για τις νεφρικές νόσους (141,164).

Επιπλέον οι αναστολείς της καλσινευρίνης (κυκλοσπορίνη και tacrolimus), 

είναι γνωστό ότι μεταβολίζονται μέσω του κυτοχρώματος P-450 και η πλειονότητα 

των μεταβολικών προϊόντων απεκκρίνεται στη χολή. Λόγω του μεταβολισμού τους 

από το σύστημα του κυττοχρώματος P-450 παρουσιάζουν αλληλεπιδράσεις με 

διάφορα φάρμακα (μακρολίδες, αναστολείς διαύλων ασβεστίου, αντιεπιληπτικά, κλπ) 

με αποτέλεσμα να χρειάζεται αναπροσαρμογή της δόσης για διατήρηση των 

επιθυμητών επιπέδων τους στην κυκλοφορία (141).

1.3.1.4. Αναστολείς mTOR (mammalian target o f rapamycin) (Sirolimus -  Everolimus)

Το sirolimus άρχισε να χρησιμοποιείται στην κλινική πράξη το 1999. 

Παρουσιάζει ομοιότητες στη χημική δομή με το tacrolimus, συνδέεται με τον ίδιο 

υποδοχέα, αλλά έχει διαφορετικό τρόπο δράσης. Αναστέλλει τη δράση ειδικής 

ενδοκυττάριας πρωτεΐνης (target o f rapamycin, TOR), η οποία δεν σχετίζεται με την 

καλσινευρίνη, αλλά με την ενδοκυττάρια διαβίβαση σήματος της ιντερλευκίνης-2 (IL- 

2). Η  mTOR είναι μια πρωτεϊνική κινάση και δημιουργεί με ρυθμιστικές πρωτεΐνες το

61

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2024 01:19:01 EEST - 13.59.143.21



σύμπλοκο m TO RCl. Το παραπάνω σύμπλοκο λειτουργεί ως μόριο «αισθητήρας» και 

όταν ενεργοποιηθεί οδηγεί σε κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Τα τελευταία χρόνια 

χρησιμοποιείται και το everolimus το οποίο έχει ανάλογη δράση (141).

Η  χρήση sirolimus ή everolimus παρέχει τη δυνατότητα μείωσης της δόσης 

των αναστολέων καλσινευρίνης ή ακόμα και διακοπής τους με σκοπό την πρόληψη ή 

και τον περιορισμό της νεφροτοξικότητας που προκαλείται από τα φάρμακα αυτά. Σε 

περίπτωση διακοπής του αναστολέα καλσινευρίνης, το ανοσοκατασταλτικό σχήμα στη 

μεταμόσχευση νεφρού περιλαμβάνει συνδυασμό κορτικοειδών με mycophenolate 

mofetil και everolimus ή sirolimus. Θα πρέπει όμως να τονιστεί ότι η διακοπή του 

αναστολέα καλσινευρίνης και η αντικατάστασή του με everolimus μπορεί να 

συνοδεύεται από αυξημένη πιθανότητα οξείας απόρριψης, ειδικά εάν η αλλαγή αυτή 

γίνεται πριν από τη συμπλήρωση 6 μηνών από τη μεταμόσχευση νεφρού. Αντίθετα, το 

σχήμα αυτό φαίνεται ότι είναι κατάλληλο για μακροχρόνια θεραπεία συντήρησης 

ασθενών που δεν έχουν εμφανίσει επεισόδια οξείας απόρριψης (141). Ιδιαίτερα 

αποτελεσματικός στην πρόληψη των επεισοδίων οξείας απόρριψης φαίνεται ότι είναι ο 

συνδυασμός κορτικοειδών με μικρές δόσεις αναστολέα καλσινευρίνης και everolimus 

ή sirolimus (165). Σε μελέτη, όπου χρησιμοποιήθηκε το εβερόλιμους βρέθηκε μείωση 

της IL-17 και αύξηση των Treg (166). Σε μελέτες με το σιρόλιμους τα αποτελέσματα 

σε in vitro και in vivo συστήματα μελέτης έδειξαν μείωση του αριθμού των Th17 και 

αύξηση των Treg (167). Επιπλέον, η ραπαμυκίνη (αναστολέας mTOR) έχει θετική 

επιδραση στην επιβίωση των Treg, όχι μόνο in vitro αλλά και in vivo (168-173).

Οι ανεπιθύμητες ενέργειες περιλαμβάνουν τη δοσοεξαρτώμενη τοξικότητα 

στον μυελό των οστών, την υπερλιπιδαιμία, το οίδημα, την ανάπτυξη λεμφοκηλών, τα 

προβλήματα επούλωσης τραύματος, την πνευμονίτιδα, πρωτεϊνουρία και μειωμένη
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γονιμότητα (174-176). Ό ταν συνδυάζεται με CNIs, απαιτείται προφύλαξη από 

πνευμονοκύστη (π.χ. χαμηλή δόση κοτριμοξαζόλης). Οι αναδυόμενες ανεπιθύμητες 

ενέργειες, όπως η πρωτεϊνουρία, η ανάπτυξη αντισωμάτων HLA (177), η τοξικότητα 

των ωοθηκών και η στειρότητα απαιτούν περισσότερη έρευνα και μια πιο προσεκτική 

προσέγγιση και μελέτη (178).

1.3.1.5. Αντιθυμοκυτταρική σφαιρίνη (ATG)

Οι αντι-θυμοκυτταρικές σφαιρίνες (ATGs) ή οι αντι-λεμφοκυτταρικές 

σφαιρίνες είναι κλάσματα πολυκλωνικών ανοσοσφαιρινών G (IgG) που έχουν 

απομονωθεί από τους ορούς κουνελιών ή αλόγων προηγουμένως ανοσοποιημένων με 

ανθρώπινα λεμφοκύτταρα από ανθρώπινο σπλήνα, αίμα, θύμο αδένα ή 

λεμφοβλαστικές σειρές (179). Μ ετά την έγχυση, προκαλούν ταχεία μείωση των 

ανοσοκυττάρων και ιδιαίτερα την εξάντληση των Τ λεμφοκυττάρων μέσω τεσσάρων 

γνωστών μηχανισμών: 1) εξαρτώμενη από αντίσωμα κυτταροτοξικότητα, 2) 

εξαρτώμενη από το συμπλήρωμα κυτταροτοξικότητα, 3) οψωνινοποίηση και 4) 

επαγόμενος από την ενεργοποίηση κυτταρικός θάνατος (180-182). Επιπλέον, μπορούν 

να προκαλέσουν μείωση της ενεργοποίησης των Τ-κυττάρων από την κατασταλτική 

ρύθμιση του συμπλέγματος TCR/CD3 και άλλων επιφανειακών πρωτεϊνών (179). Σε 

αυτό το πλαίσιο, η μείωση των Τ-κυττάρων μετά από ATG είναι σχεδόν πλήρης 

(98%). Καταστρέφει περισσότερο αθώα από άλλους πληθυσμούς Τ-κυττάρων 

(δηλαδή, μνήμης και ρυθμιστικά Τ κύτταρα) (183). Ό σον αφορά την επίδραση του 

φαρμάκου στα διάφορα υποείδη CD4+ T λεμφοκυττάρων έχει βρεθεί ότι σε επαγωγή 

με θυμοσφαιρίνη, οι υποπληθυσμοί αλλοδραστικών εκτελεστικών CD4+ Τ κυττάρων 

μειώνονται, ενώ οι πληθυσμοί Treg παραμένουν σταθεροί. Επομένως, σε σχετικό
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επίπεδο αυξάνουν τα ποσοστά των ρυθμιστικών κυττάρων (184). Τα αποτελέσματα 

από άλλο in vitro σύστημα μελέτης έδειξαν ότι η rATG προκαλεί κυτταρική απόπτωση 

σε Τ λεμφοκύτταρα ενώ τα in vivo πειράματα της ίδια μελέτης έδειξαν αναλογική 

μείωση των εκτελεστικών Τ λεμφοκυττάρων και ταυτόχρονη αύξηση των Treg (185). 

Επιπρόσθετα, η αντιθυμοκυτταρική σφαιρίνη (ATG) αποτελεί ισχυρό 

ανοσοκατασταλτικό παράγοντα, που χρησιμοποιείται συνήθως για τη θεραπεία 

απορριπτικών επεισοδίων ανθεκτικών σε υψηλές δόσεις κορτικοειδών. Η  χορήγηση 

ATG συνιστάται ως θεραπεία επαγωγής κατά τις πρώτες ημέρες μετά τη 

μεταμόσχευση νεφρού με σκοπό την αποφυγή ή τη μείωση της χρησιμοποίησης των 

αναστολέων της καλσινευρίνης στη φάση της άμεσης δυσλειτουργίας του 

μοσχεύματος. Η  αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης σημαντικών ανεπιθύμητων 

ενεργειών και το υψηλό κόστος αποτελούν προβλήματα για την εφαρμογή της 

θεραπείας επαγωγής με ATG. Σε αυτό το πλαίσιο η χορήγηση ATG συχνά 

συνοδεύεται από λευκοπενία και θρομβοπενία και αυξημένη πιθανότητα εμφάνισης 

ευκαιριακών λοιμώξεων (από κυτταρομεγαλοϊό, CMV) ή ανάπτυξης 

λεμφοϋπερπλαστικού νοσήματος από τον ιό Epstein Barr (156).

1.3.1.6. Αντίσωμα κατά των υποδοχέων της ιντερλευκίνης-2 (βασιλιξιμάμπη - 

δακλιζουμάμπη )

Η  βασιλιξιμάμπη (basiliximab) και η δακλιζουμάμπη είναι δύο αντι-CD25 (μία 

αλυσίδα του υποδοχέα της ιντερλευκίνης [IL]-2) μονοκλωνικά χιμαιρικά αντισώματα 

(αντι-CD25 mAb). Η  πρόσδεσή τους στο CD25 οδηγεί σε αναστολή της 

σταθεροποίησης της IL-2 στον υποδοχέα της, που εκφράζεται σε ενεργοποιημένα Τ 

κύτταρα, και κατ’ επέκταση σε απενεργοποίηση των οδών JAK3 / STAT5 και PI3K /
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Akt / mTOR. Κατά συνέπεια, τα ενεργοποιημένα Τ κύτταρα δεν είναι ικανά να 

πολλαπλασιαστούν και μπλοκάρονται στη φάση S του κυτταρικού κύκλου, και στη 

συνέχεια οδηγούνται σε κυτταρική απόπτωση (141).

Τα αντι-CD25 μονοκλωνικά αντισώματα αναπτύχθηκαν αρχικά για επαγωγικά 

πρωτόκολλα για την πρόληψη της οξείας απόρριψης σε δέκτες νεφρικών μοσχευμάτων 

(RTRs). Κατά τα τελευταία χρόνια, η χορήγηση basiliximab έχει χρησιμοποιηθεί στη 

μεταμόσχευση νεφρού ως θεραπεία επαγωγής. Ο συνδυασμός του basiliximab με 

κυκλοσπορίνη, κορτικοειδή και mycophenolate mofetil έχει οδηγήσει σε σημαντική 

μείωση του ποσοστού οξείας απόρριψης κατά τους πρώτους 6 μήνες από τη 

μεταμόσχευση (<20%). Παρά το γεγονός αυτό, η ετήσια επιβίωση των νεφρικών 

μοσχευμάτων δεν διαφέρει μεταξύ των ασθενών που έλαβαν ή δεν έλαβαν basiliximab, 

επιπλέον του κλασικού τριπλού ανοσοκατασταλτικού σχήματος (141). Ακόμη, οι 

επιδράσεις του αντι-CD25 mAb στα Tregs δεν είναι απολύτως σαφείς. Σε πρόσφατη 

μελέτη, η βασιλιξιμάμπη μείωσε όλα τα κύτταρα που φέρουν CD25, 

συμπεριλαμβανομένων των Tregs. Ωστόσο, σε άλλη μελέτη που εξέτασε τα 

αποτελέσματα της χορήγησης δακλιζουμάμπης (εξανθρωπισμένο αντι-CD25 mAb) σε 

ασθενείς με καρδιακή μεταμόσχευση, η παραγωγή Treg στην περιφέρεια δεν 

επηρεάστηκε (186). Τέλος, το πλεονέκτημά του εν λόγω φαρμάκου έναντι της ATG 

είναι η απουσία σημαντικών ανεπιθύμητων ενεργειών, χωρίς ωστόσο να παρουσιάζει 

την ισχυρή αντιαπορριπτική δράση της ATG. Για το λόγο αυτό δεν πρέπει να 

χρησιμοποιείται για θεραπεία ή πρόληψη επεισοδίων οξείας απόρριψης του 

μοσχεύματος (141).
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1.3.1.7. Αντίσωμα κατά του αντιγόνου CD52 (αλεμτουζουμάμπη)

Η  αλεμτουζουμάμπη είναι ένα κυτταρολυτικό μονοκλωνικό IgG lk  αντίσωμα 

που δεσμεύεται με το CD52, μια γλυκοπρωτεΐνη 21-28 kDa, που εκφράζεται σε 

μεγάλο βαθμό από διαφορετικά κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, 

συμπεριλαμβανομένων των Β, Τ, ΝΚ κυττάρων, των μακροφάγων και των 

θυμοκυττάρων. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η αλεμτουζουμάμπη εμφανίζει 

σημαντικά πλεονεκτήματα σε σύγκριση με τα αντίστοιχα πολυκλωνικά κυτταροτοξικά 

αντισώματα: πρώτον, το CD52 δεν εκφράζεται στα κοκκιοκύτταρα, ερυθροκύτταρα 

και αιματοποιητικά βλαστικά κύτταρα, καθιστώντας το κυτταροτοξικό προφίλ της 

αλεμτουζουμάμπης πιο κατάλληλο και δεύτερον, είναι ένα κλινικά καλά ανεκτό μόριο 

με λιγότερες παρενέργειες που σχετίζονται με την έγχυση, όπως πυρετός, ρίγη, 

κεφαλαλγία, δύσπνοια, μυαλγία και υπόταση από τα πολυκλωνικά κυτταροτοξικά 

αντισώματα (141).

Αυτό το εξανθρωπισμένο μονοκλωνικό αντίσωμα αναπτύχθηκε αρχικά για τη 

θεραπεία της χρόνιας Β λεμφογενούς λευχαιμίας, αλλά οι ιδιότητές του που 

καταστρέφουν τα Τ κύτταρα, έχουν προκαλέσει ενδιαφέρον στο πεδίο της 

μεταμόσχευσης συμπαγών οργάνων και των αυτοάνοσων ασθενειών. Ό πως και με την 

ATG, η αλεμτουζουμάμπη επάγει τον κυτταρικό θάνατο μέσω εξαρτώμενης από 

αντισώματα κυτταροτοξικότητα και μονοπατιών κυτταρικού θανάτου (141). Μ ειώνει 

το 99% των Τ κυττάρων και το 75% των Β κυττάρων μετά την πρώτη δόση με 50% 

ανασύσταση της δεξαμενής Τ-κυττάρων μετά από 36 μήνες και συνολική ανάκτηση 

του πληθυσμού των Β-κυττάρων μετά από 12 μήνες. Ορισμένες τυχαιοποιημένες 

μελέτες αποδεικνύουν την αποτελεσματικότητά του (187,188), αλλά και σαφή
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τοξικότητα (189,190) στη μεταμόσχευση νεφρού ως μέσο επαγωγής. Η  θεραπεία 

επαγωγής με αυτούς τους ισχυρούς παράγοντες παρόμοια με την ATG έχει ως 

αποτέλεσμα αρχικά χαμηλότερους ρυθμούς απόρριψης μοσχεύματος (191— 

193,193,194) που επιτρέπουν την πρώιμη απόσυρση των στεροειδών και την έξοδο 

από το νοσοκομείο. Ωστόσο, μερικές μελέτες υποδεικνύουν αυξημένο ρυθμό 

απόρριψης μετά την διακοπή τους και την αυξηση των λεμφοκυττάρων που την 

ακολουθεί (141). Επιπλέον, δεν υπάρχουν στοιχεία για καλύτερη μακροπρόθεσμη 

επιβίωση μοσχεύματος σε ασθενείς που λαμβάνουν επαγωγική θεραπεία έναντι αυτών 

που δεν λαμβάνουν. Αντίθετα, είναι καλά τεκμηριωμένο ότι οι επαγωγικές θεραπείες 

με παράγοντες που καταστρέφουν τα Τ κύτταρα φέρουν αυξημένο κίνδυνο 

μετεγχειρητικών ευκαιριακών λοιμώξεων και καρκίνου (185,194,195).

1.3.2. Νέας γενιάς ανοσοκατασταλτικά σχήματα στη μεταμόσχευση νεφρού

1.3.2.1. Αναστολείς του μονοπατιού ενεργοποίησης των Τ λεμφοκυττάρων CD28- 

CD80/86

Το μπελατασέπτ (πρωτεΐνη σύντηξης CTLA4-Ig) αποτελεί έναν ελπιδοφόρο, 

νέας γενιάς, ανοσοκατασταλτικό παράγοντα που δρα σαν αναστολέας στο μονοπάτι 

ενεργοποίησης των Τ λεμφοκυττάρων μέσω της αλληλεπίδρασης των υποδοχέων 

CD28-CD80/86. Ως ανοσοκατασταλτικό, έλαβε άδεια από τον αμερικάνικο οργανισμό 

φαρμάκων μόλις το 2011 (196). Ό σον αφορά στην αποτελεσματικότητα του, ποικίλες 

κλινικές μελέτες που διεξήχθησαν για διάστημα έως και 7 ετών μετά τη 

μεταμόσχευση, κατέδειξαν καλή νεφρική λειτουργία, με εξαιρετική ανεκτικότητα και 

χαμηλούς δείκτες καρδιαγγειακού κινδύνου στους μεταμοσχευμένους ασθενείς (π.χ. 

λιπίδια, αρτηριακή πίεση, διαβήτη) (141). Επιπλέον, μελέτες σε ποντίκια έχουν δείξει
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ότι το μπελατασέπτ παρεμποδίζει την κυτταροτοξική δράση των CD8+ Τ κυττάρων 

καθώς και την παραγωγή IFN-γ από Τ κύτταρα που διηθούν το μόσχευμα (197). 

Σύμφωνα με μια πρόσφατη μελέτη, ασθενείς που έλαβαν μπελατασέπτ εμφάνισαν 

υψηλότερα επίπεδα ^ e g  εντός του μοσχεύματος (198). Επιπλέον, οι ασθενείς που 

έλαβαν μπελατασέπτ για ένα χρόνο είχαν χαμηλότερη συχνότητα εμφάνισης 

αλλοαντισωμάτων και λιγότερες αλλοιώσεις αλλομοσχεύματος σε σύγκριση με αυτούς 

που έλαβαν κυκλοσπορίνη (199). Ωστόσο, σημαντικές παρενέργειες περιλαμβάνουν: 

λοιμώξεις από ιούς έρπητα και φυματίωση σε ενδημικές περιοχές και υψηλότερη 

συχνότητα μεταμεταμοσχευτικών λεμφοπολλαπλασιαστικών διαταραχών, ιδιαίτερα σε 

ασθενείς αρνητικούς για τον ιό Epstein-Barr. Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι το εν λόγω 

φάρμακο εμφανίζει επικινδυνότητα για την ανάπτυξη διαβήτη (141).

Συνοψίζοντας, μία από τις μεγαλύτερες προκλήσεις που αντιμετωπίζει ο 

τομέας της μεταμόσχευσης είναι η διαχείριση της ανοσοκαταστολής. Παρόλο που η 

ανοσοκαταστολή είναι απαραίτητη για την πρόληψη της απόρριψης, εμπεριέχει επίσης 

σημαντικούς κινδύνους νοσηρότητας και θνησιμότητας για τους λήπτες των 

μοσχευμάτων. Η  χρόνια ανοσοκαταστολή προσβάλλει τις ανοσολογικές αντιδράσεις 

στα μικροβιακά παθογόνα και εμποδίζει την ανοσολογική παρακολούθηση των όγκων. 

Συχνά, οι λοιμώξεις και οι μεταμοσχευτικοί καρκίνοι, παρά η απόρριψη 

αλλομοσχεύματος, είναι οι κύριοι συντελεστές της θνησιμότητας στη μεταμόσχευση, 

ειδικά μετά το πρώτο έτος. Εκτός από αυτές τις επιπλοκές, τα ανοσοκατασταλτικά 

φάρμακα είναι συχνά αίτια νοσηρότητας λόγω άλλων επιπτώσεων όπως η 

νεφροτοξικότητα, ο διαβήτης, η υπερλιπιδαιμία, η υπέρταση, οι καρδιαγγειακές 

παθήσεις και η παχυσαρκία. Ό λες αυτές οι επιπλοκές μπορεί να απαιτήσουν μείωση ή 

ακόμα και απόσυρση της ανοσοκαταστολής που οδηγεί σε απόρριψη και απώλεια του

68

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2024 01:19:01 EEST - 13.59.143.21



μοσχεύματος (141). Συνεπώς, το κλειδί για τη βελτίωση της ανοσοκαταστολής μετά τη 

μεταμόσχευση είναι η επιλεκτική επίδραση στις ανοσολογικές αντιδράσεις έναντι του 

μοσχεύματος, χωρίς να παρεμποδίζει άλλες προστατευτικές ανοσολογικές λειτουργίες 

ή να προκαλεί μη ειδικές τοξικότητες. Τώρα γίνεται ολοένα και πιο προφανές ότι η 

τελική έκβαση της απόρριψης μοσχεύματος και της ανοχής εξαρτάται από την 

ισορροπία μεταξύ των Τ εκτελεστικών κυττάρων που συμμετέχουν στην απόρριψη και 

των ανοσοκατασταλτικών Tregs που την μπλοκάρουν (200). Έτσι, η καλύτερη 

κατανόηση της βιολογίας τόσο των Treg όσο και των Τ εκτελεστικών κυττάρων στα 

πλαίσια της μεταμόσχευσης θα οδηγούσε σε νέα γενιάς πιο αποτελεσματικά και 

λιγότερα τοξικά ανοσοκατασταλτικά φάρμακα.

1.4 Μεταβολισμός CD4+ Tλεμφοκυττάρων

Ο προγραμματισμός του ανοσοποιητικού συστήματος του λήπτη με στόχο την 

πρόκληση ανοχής, διατηρώντας παράλληλα τις φυσιολογικές ανοσοαποκρίσεις έναντι 

των παθογόνων παραγόντων και των καρκινικών όγκων, υπήρξε από καιρό ο 

«απώτερος» στόχος των ανοσολόγων μεταμόσχευσης (201). Σε αυτό το πλαίσιο, 

πρόσφατα, τα σηματοδοτικά μονοπάτια που ελέγχουν τον κυτταρικό μεταβολισμό έχει 

αποδειχθεί ότι διαδραματίζουν έναν κρίσιμο ρόλο στην έκβαση της ενεργοποίησης 

των CD4+ Τ κυττάρων καθώς και της περαιτέρω διαφοροποίησής τους προς 

εκτελεστικά ή ρυθμιστικά υποείδη (202).

1.4.1.Η  Γλυκόλυση στην ανοσία

Η  γλυκόζη αποτελεί σημαντική πηγή ενέργειας και βιοσύνθεσης στα 

ενεργοποιημένα Τ κύτταρα, όπως ακριβώς και στα καρκινικά κύτταρα τα οποία έχουν
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αποδειχθεί ότι εμπλέκουν τον μεταβολισμό W arburg όταν πολλαπλασιάζονται (203). 

Μ ετά τη μεταφορά στο εσωτερικό των κυττάρων, η γλυκόζη υποβάλλεται σε 

αντίδραση 10 σταδίων για να δημιουργηθεί πυροσταφυλικό. Το τελευταίο μπορεί να 

αναχθεί είτε σε γαλακτικό από τη γαλακτική αφυδρογονάση ^ Ό Η Α ) στο κυτοσόλιο 

είτε να μεταφερθεί στα μιτοχόνδρια μέσω του συμπλέγματος του μιτοχονδριακού 

φορέα πυροσταφυλικού (MPC) (204,205). Εκεί μετατρέπεται σε ακετυλο- CoA από το 

σύμπλεγμα της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης, μια διαδικασία που ρυθμίζεται 

στενά από την κινάση της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης (PDK1). Η  PDK1 μπορεί 

να φωσφορυλιώσει το σύμπλεγμα της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης και να 

αναστείλει τη δράση του (206).

Μ ετά την επαγόμενη από τον TCR υποδοχέα κυτταρική ενεργοποίηση, τα Τ 

κύτταρα αυξάνουν γρήγορα την πρόσληψη γλυκόζης μέσω της αυξημένης στην 

κυτταρική επιφάνεια έκφρασης των μεταφορέων της γλυκόζης GLUT1 (207,208). 

Αυτό ήταν αρχικά κάπως περίεργο, καθώς η γλυκόλυση δεν είναι ο πιο 

αποτελεσματικός τρόπος για την παραγωγή ΑΤΡ. Συγκεκριμένα, η γλυκόλυση παράγει 

2 μόρια ΑΤΡ από 1 μόριο γλυκόζης, ενώ η οξειδωτική φωσφορυλίωση είναι πολύ πιο 

αποτελεσματική, αφού παράγει 36 μόρια ΑΤΡ από ένα μόριο γλυκόζης (206). Ωστόσο, 

ο γλυκολυτικός μεταβολισμός παρέχει βασικά οφέλη στα κύτταρα, διότι επιτρέπει την 

αναγωγή του NAD+ σε NADH, το οποίο χρησιμοποιείται από πολυάριθμα ένζυμα. 

Παράλληλα επιτρέπει την εκτροπή των ενδιάμεσων προϊόντων προς άλλες 

βιοσυνθετικές οδούς για την υποστήριξη της αναβολικής ανάπτυξης (206).

Πολλά προ-αναπτυξιακά μονοπάτια σηματοδότησης, συμπεριλαμβανομένων 

των μονοπατιών της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (ΡΙ3Κ) και της 

επαγόμενης από μιτογόνα πρωτεΐνικής κινάσης (ΜΑΡΚ), προάγουν την κυτταρική
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χρήση του γλυκολυτικού μεταβολισμού (206). Επιπρόσθετα, η γλυκόλυση προάγεται 

από την ενεργοποίηση του cMyc. Αυτός είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας που 

επάγει την έκφραση των: μεταφορέα γλυκόζης GLUT1, πυροσταφυλικής κινάσης, 

γαλακτικής αφυδρογονάσης Α (LDHA) και εξοκινάσης 2 (HKII), το ένζυμο δηλαδή 

που καταλύει το πρώτο στάδιο της γλυκόλυσης (209). Αυτά τα σήματα ενεργοποίησης 

μαζί με αυξητικούς παράγοντες προάγουν την έντονα αυξημένη πρόσληψη γλυκόζης 

και κατ’επέκταση την γλυκόλυση. Αυτή προμηθεύει με ΑΤΡ το κύτταρο, υποστηρίζει 

τον κύκλο του Krebs και προσφέρει ενδιάμεσους μεταβολίτες σε μια πλειάδα 

αντιδράσεων του μεταβολισμού. Για τους λόγους αυτούς, η γλυκόλυση συχνά 

παρατηρείται να κατέχει κυρίαρχο και ουσιαστικό ρόλο στον μεταβολισμό των ταχέως 

πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων (206).

Ό σον αφορά στα CD4+ Τ κύτταρα, είναι γνωστό ότι τα εκτελεστικά υποείδη 

παρουσιάζουν αύξηση της γλυκόλυσης αμέσως μετά την ενεργοποίηση τους και 

ιδιαίτερα τα βοηθητικά ΤΜ 7 (210), ΤΜ και Ή 2  κύτταρα (211). Επίσης, η αυξημένη 

δραστικότητα του μονοπατιού mTOR που συσχετίζεται με αυξημένη γλυκόλυση (202) 

φαίνεται ότι σχετίζεται με την παραγωγή pTregs. Ό μως φαίνεται να είναι επιζήμια για 

τη μακροπρόθεσμη επιβίωση και τη σταθερότητα των συγκεκριμένων υποειδών (212­

214) (Είκονα 1.3). M ra πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι η αναστολή της γλυκόλυσης με 2- 

δεοξυγλυκόζη συνετελεσε στη μετατροπή των βοηθητικών Th17 κύττάρων σε 

ρυθμιστικά κύτταρα (Treg) (210). Τέλος, μια άλλη ενδιαφέρουσα πτυχή των 

αυξημένων επιπέδων της γλυκόλυσης στα CD4+ ανοσοκύτταρα είναι ο ρόλος του 

γλυκολυτικού ενζύμου της αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης 

(GAPDH) (202). Στα Th1 κύτταρα, έχει αποδειχθεί, ότι η GAPDH συνδέεται με το 

mRNA που κωδικοποιεί την ιντερφερόνη-γ (ΙΡΝγ), καταστέλλοντας τη μετάφρασή
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του. Ωστόσο, μόλις ενεργοποιηθεί η γλυκόλυση, η GAPDH διαχωρίζεται από το 

mRNA της I F ^ ,  επιτρέποντάς το να μεταφραστεί (215,216). Επιπλέον, η GAPDH 

μπορεί να εισέλθει στην γλυκολυτική οδό για να προωθήσει περαιτέρω την παραγωγή 

ΑΤΡ (202). Αυτές οι μελέτες τονίζουν και πάλι τη σχέση μεταξύ του μεταβολισμού και 

του φαινοτύπου ενός ανοσοκυττάρου, με τη γλυκόλυση να οδηγεί στην απόκτηση ενός 

περισσότερο φλεγμονώδους φαινοτύπου.

1.4.2. Η  οδός των φωσφορικών πεντοζών στην ανοσία

Η  οδός των φωσφορικών πεντοζών (PPP) λαμβάνει χώρα στο κυτταρόπλασμα 

και εξυπηρετεί διάφορους βασικούς σκοπούς που υποστηρίζουν την ανάπτυξη και τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Πρώτον, και πιο γνωστό, η οδός των φωσφορικών 

πεντοζών επιτρέπει την εκτροπή των ενδιάμεσων μεταβολιτών της γλυκολυτικής οδού 

προς την παραγωγή πρόδρομων ενώσεων νουκλεοτιδίων και αμινοξέων (μη 

οξειδωτικός κλάδος της οδού των φωσφορικών πεντοζών) (Είκονα 1.3). Μ ια δεύτερη 

βασική λειτουργία της συγκεκριμένης μεταβολικής οδού είναι η δημιουργία 

ανηγμένων ισοδυνάμων του NADPH. To NADPH έχει σημαντικό ρόλο στη 

διατήρηση ενός ευνοϊκού κυτταρικού οξειδοαναγωγικού περιβάλλοντος ενώ 

παράλληλα είναι χρήσιμο ως συνένζυμο για τη σύνθεση λιπαρών οξέων. 

Συγκεκριμένα το NADPH χρησιμοποιείται από την οξειδάση του NADPH για την 

παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) κατά τη διάρκεια της κυττταρικής 

αναπνοής. Ως αντιστάθμισμα χρησιμοποιείται επίσης για τη παραγωγή γλουταθειόνης 

και άλλων αντιοξειδωτικών (οξειδωτικός κλάδος της οδού των φωσφορικών 

πεντοζών) (202).
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1.4.3. Ο κύκλος του Krebs στην ανοσία

Ο κύκλος TCA (επίσης γνωστός ως κύκλος του κιτρικού οξέος ή κύκλος του 

Krebs) λαμβάνει χώρα στη μήτρα του μιτοχονδρίου και είναι μια κύρια μεταβολική 

οδός που θεωρείται ότι χρησιμοποιείται σε μη πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα. Ο κύκλος 

του Krebs αποτελεί ένα πολύ σημαντικό μεταβολικό μονοπάτι προς ή από το οποίο 

εκτρέπονται διάφοροι μεταβολίτες. Πιο συγκεκριμένα, το παραγόμενο από γλυκόζη 

πυροσταφυλικό ή τα λιπαρά οξέα μετατρέπονται σε ακετυλο-συνένζυμο Α (ακετυλο- 

ΟοΑ) το οποίο μέσω του TCA σχηματίζει κιτρικό. Παράλληλα, δύο κύρια προϊόντα 

του κύκλου του Krebs είναι τα NADH και FADH2, τα οποία μπορούν να μεταφέρουν 

ηλεκτρόνια στην αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων για να υποστηρίξουν την 

οξειδωτική φωσφορυλίωση και την παραγωγή ΑΤΡ. Αυτή η διαδικασία επιτρέπει την 

επιβίωση στους περισσότερους τύπους κυττάρων. Σήματα από αυξητικούς παράγοντες 

παρόμοια με αυτά που παρατηρούνται στη γλυκόλυση, μπορούν να προάγουν την 

εκτροπή ενδιάμεσων ενώσεων του κύκλου του Krebs για την παραγωγή αμινοξέων και 

λιπιδίων (αποκαλούμενη καταπλήρωση). Ωστόσο, αυτό απαιτεί αυξημένη εκτροπή 

ουσιών από άλλα μεταβολικά μονοπάτια προς τον κύκλο του Krebs (ονομαζόμενη 

αναπλήρωση), όπως για παράδειγμα το γλουταμινικό οξύ. Αυτό αποτελεί κρίσιμο 

«τροφοδοτικό» καύσιμο για τον κύκλο του Krebs μέσω της άμεσης μετατροπής του 

στην ενδιάμεση ένωση α-κετογλουταρικό (202).

Ο κύκλος του Krebs και η οξειδωτική φωσφορυλίωση έχουν μελετηθεί 

εκτεταμένα σε ανοσοκύτταρα και έχει αποδειχθεί ότι είναι ένας πολύ αποδοτικός 

τρόπος παραγωγής ΑΤΡ που χρησιμοποιείται από ανοσοκύτταρα των οποίων οι 

πρωταρχικές απαιτήσεις είναι η ενέργεια και η μακροζωία (202). Και οι δύο
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μεταβολικές οδοί είναι πλήρως λειτουργικές στις περισσότερες υποομάδες CD4+ Τ 

κυττάρων (211). Ωστόσο, στα Teffs υπάρχει μια μετατόπιση προς τη γλυκόλυση, αντί 

του κύκλου του Krebs. Αντίθετα, τα Tregs χρησιμοποιούν κατά κύριο λόγο αυτή τη 

συγκεκριμένη οδό για να καλύψουν τις ενεργειακές τους ανάγκες (202) (Είκονα 1.3).

1.4.4. Οξείδωση λιπαρών οξέων και αποκρίσεις Τ κυττάρων

Η  οξείδωση των λιπαρών οξέων κατέχει βασικό ρόλο στη ρύθμιση των 

ανοσολογικών αποκρίσεων. Σε αντίθεση με την αερόβια γλυκόλυση, σε πολλά 

ανοσοκύτταρα που δεν έχουν φλεγμονώδη φύση, παρατηρήθηκε εξάρτηση από την 

οξείδωση λιπαρών οξέων. Τα κύτταρα αυτά παρουσιάζουν αυξημένη κυτταρική 

διάρκεια ζωής, συμπεριλαμβανομένων και των Treg (202) (Είκονα 1.3).

Η  οδός οξείδωσης λιπαρών οξέων επιτρέπει τη μιτοχονδριακή μετατροπή των 

λιπαρών οξέων σε πολυάριθμα προϊόντα που το κύτταρο μπορεί περαιτέρω να 

χρησιμοποιήσει για να παράγει ενέργεια, συμπεριλαμβανομένων των ακετυλ-CoA, 

NADH και FADH2. Συνολικά, η οξείδωση λιπαρών οξέων μπορεί να επιτρέψει την 

παραγωγή τεράστιων ποσοτήτων ΑΤΡ, με την πλήρη β-οξείδωση ενός μονού μορίου 

παλμιτικού οξεός που έχει τη δυνατότητα να αποδώσει πάνω από 100 μόρια ΑΤΡ. 

Μ έχρι σήμερα, η οξείδωση λιπαρών οξέων έχει παρατηρηθεί ότι ρυθμίζει την 

ισορροπία μεταξύ των Teffs και των Tregs (202). Σε αυτό το πλαίσιο έχει αποδειχθεί 

ότι τα Tregs παρουσιάζουν αυξημένη οξείδωση λιπαρών οξέων σε σχέση με τα 

εκτελεστικά Th1, Th2 και Th17 κύτταρα. Επιπλέον η οξείδωση λιπαρών οξέων 

προάγει τη διαφοροποίηση προς Treg και αναστέλλει την ανάπτυξη των Teffs (211) 

(Είκονα 1.3). Συγκεκριμένα, το etomoxir, ένα φάρμακο που μπλοκάρει την οξείδωση 

λιπαρών οξέων, (αναστέλλοντας την παλμιτοϋλοτρανσφεράση-1 της καρνιτίνης-
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C P T la) αποτρέπει την ανάπτυξη των κυττάρων Treg. Αντίστροφα, η προσθήκη 

εξωγενών λιπαρών οξέων προωθεί την ανάπτυξη των παραπάνω κυττάρων, ενώ 

αναστέλλει ισχυρά την παραγωγή φλεγμονωδών κυτοκινών από Th1, Th2 και Th17 

κύτταρα (211). Συνεπής με την αναστολή της λειτουργία των Teffs και την επίτευξη 

ανοχής, η σύνδεση του ανασταλτικού υποδοχέα προγραμματισμένου θανάτου 1 (PD1) 

στα Τ κύτταρα βρέθηκε να έχει ως αποτέλεσμα την αυξημένη έκφραση της CPT1A και 

κατ’επέκταση την αυξημένη οξείδωση λιπαρών οξέων (217).

1.4.5. Σύνθεση λιπαρών οξέων και ανοσολογική λειτουργία

Σε αντίθεση με την οξείδωση των λιπαρών οξέων, η σύνθεση λιπαρών οξέων 

φαίνεται να ρυθμίζει θετικά τη δημιουργία και τη λειτουργία των προ-φλεγμονωδών 

ανοσοκυττάρων τόσο των έμφυτων όσο και των επίκτητων ανοσοποιητικών 

συστημάτων. Η  οδός σύνθεσης λιπαρών οξέων επιτρέπει στα κύτταρα να παράγουν 

λιπίδια που είναι απαραίτητα για κυτταρική ανάπτυξη και πολλαπλασιασμό από 

πρόδρομες ενώσεις προερχόμενες από άλλες κυτταρικές ενδογενείς μεταβολικές 

οδούς. Η  δραστικότητα της οδού σύνθεσης λιπαρών οξέων συνδέεται στενά με την 

σηματοδότηση του mTOR. Ο mTOR προάγει τη σύνθεση λιπαρών οξέων μέσω της 

ρύθμισης πολλών από τα βασικά ένζυμα που ευθύνονται για τη de novo σύνθεση 

λιπιδίων όπως : SREBP (πρωτεΐνη πρόσδεσης ρυθμιστικού στοιχείου στερολών), 

FASN (συνθάση λιπαρού οξέος) και ACC (καρβοξυλάση του ακετυλο-ΌοΑ). Η 

σύνθεση λιπαρών οξέων χρησιμοποιεί προϊόντα που προέρχονται από αρκετές άλλες 

μεταβολικές οδούς, συγκεκριμένα τη γλυκόλυση, τον κύκλο του Krebs και την οδό 

φωσφορικών πεντοζών. Ό πως παρατηρείται στην οξείδωση λιπαρών οξέων, η 

ισορροπία των εκτελεστικών και των ρυθμιστικών Τ κυττάρων επηρεάζεται επίσης

75

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2024 01:19:01 EEST - 13.59.143.21



από τη σύνθεση λιπαρών οξέων (202). Σε αυτό το πλαίσιο, η φαρμακολογική ή 

γενετική αναστολή της ACC1 σε υποομάδες CD4+ Τ κυττάρων έδειξε ότι η σύνθεση 

λιπαρών οξέων απαιτείται για τη σωστή διαφοροποίηση των κυττάρων Th17 και 

γενικότερα των Τοίί8 αλλά όχι για την παραγωγή και τη λειτουργία των κυττάρων 

Treg (218) (Είκονα 1.3).

1.4.6. Μεταβολισμός αμινοξέων και ανοσολογική λειτουργία

Τα αμινοξέα, ως συνέπεια της χρήσης τους ως υποστρώματα για την 

πρωτεϊνική σύνθεση, συνδέονται στενά με σημαντικά αναβολικά μονοπάτια 

κυτταρικής σηματοδότησης. Τέτοια είναι η οδός mTOR, η σύνθεση νουκλεοτιδίων 

καθώς και η de novo σύνθεση λιπαρών οξέων διακλαδισμένων αλυσίδων (202). 

Επιπρόσθετα, μεμονωμένα αμινοξέα μπορούν να παίξουν πιο συγκεκριμένους ρόλους 

σε μεταβολικές οδούς. Για παράδειγμα, η πρόσληψη και ο μεταβολισμός της 

γλουταμίνης είναι απαραίτητα για την ενεργοποίηση των Τ κυττάρων (207,219,220). 

Έ χει βρεθεί ότι η στέρηση της γλουταμίνης παρεμποδίζει τον πολλαπλασιασμό των Τ 

κυττάρων και την παραγωγή κυτοκινών (207,219). Πιο συγκεγκριμένα, όπως 

αναφέραμε παράπανω, η οξείδωση της γλουταμίνης μπορεί να οδηγήσει στην 

παραγωγή α-κετογλουταρικού. Αυτό είναι βασικός ενδιάμεσος μεταβολίτης του 

κύκλου του Krebs, ο οποίος παρέχει υποστρώματα για την παραγωγή διαφόρων 

μακρομορίων (πχ. είναι πηγή κιτρικού για τη σύνθεση λιπαρών οξέων) (203). Ως εκ 

τούτου, ο μεταβολισμός της γλουταμίνης φαίνεται να ρυθμίζει την ισορροπία μεταξύ 

των εκτελεστικών Τ κυττάρων και των Treg. Συγκεκριμένα η γενετική απώλεια της 

πρωτεΐνης μεταφορέα ASCT2 (η οποία είναι υπεύθυνη για την πρόσληψη ουδέτερων 

αμινοξέων όπως η γλουταμίνη και η λευκίνη) στα CD4+ Τ κύτταρα φαίνεται να έχει ως
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αποτέλεσμα την μειωμένη παραγωγή και λειτουργία των κυττάρων Th1 και Th17. Από 

την άλλη, η παραγωγή των Treg κυττάρων δεν μεταβάλλεται (221) (Είκονα 1.3). 

Επιπλέον, εκτός από τον κεντρικό ρόλο του στη γλυκόλυση, ο παράγοντας cMyc 

προάγει την έκφραση τόσο της γλουταμινάσης όσο και των μεταφορέων γλουταμίνης 

(222). Στα εκτελεστικά CD4+ T υποείδη, αυτό επιτυγχάνεται μέσω της μεταγραφικής 

καταστολής των microRNAs miR-23a και miR-23b, τα οποία παρεμποδίζουν την 

έκφραση της γλουταμινάσης (223).

Πρόσθετα αμινοξέα, όπως η αργινίνη και η τρυπτοφάνη, μεταβολίζονται μέσω 

διαφόρων μεταβολικών οδών για να υποστηρίξουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό 

και την αναβολική ανάπτυξη (202). Υποδεικνύοντας έναν πιθανό ανοσορυθμιστικό 

ρόλο για το μεταβολισμό της, η αργινίνη, έχει βρεθεί ότι ρυθμίζει την έκφραση των 

συστατικών του υποδοχέα των Τ κυττάρων (224) και προάγει τον πολλαπλασιασμό 

τους (225).

Παράλληλα, όσον αφορά την τρυπτοφάνη, μεγάλο μέρος της έρευνας σχετικά 

με τον ανοσορυθμιστικό ρόλο του μεταβολισμού της επικεντρώθηκε στο ένζυμο 

ινδολαμινο-2,3-διοξυγενάση (IDO). Αυτό είναι υπεύθυνο για το περιοριστικό στάδιο 

στον καταβολισμό της τρυπτοφάνης. Συνολικά, πλήθος μελετών υποδεικνύουν ένα 

μοντέλο στο οποίο η διαθεσιμότητα τρυπτοφάνης είναι απαραίτητη για τη λειτουργία 

των ανοσοκυττάρων. Καταλήγουν μάλιστα στο συμπέρασμα ότι ενδέχεται να υπάρχει 

ανταγωνισμός μεταξύ των ανοσοκυττάρων σχετικά με τη κατανάλωσή της 

τρυπτοφάνης από το μικροπεριβάλλον (226-229). Σε μια in vitro ανάλυση, 

αποδείχθηκε ότι τα Τ κύτταρα απαιτούν το εν λόγω αμινοξύ για να πολλαπλασιαστούν 

(230). Η  κατανάλωση της τρυπτοφάνης από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα 

λοιπόν αμβλύνει την ενεργοποίηση τους (229). Αυτό συμβαίνει διότι η ανεπάρκεια
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τρυπτοφάνης μπορεί να οδηγήσει σε συσσώρευση φορτισμένων tRNAs και 

ενεργοποίηση της GCN2 πρωτεΐνης απόκρισης μη αναδιπλούμενων πρωτεϊνών (231). 

Ωστόσο, πολυάριθμες άλλες πτυχές του μεταβολισμού της τρυπτοφάνης μπορούν να 

διαδραματίσουν σημαντικούς ρόλους στη διαμόρφωση της λειτουργίας των 

ανοσοκυττάρων μέσω της ενεργοποίησης του υποδοχέα αρυλο υδρογονανθράκων 

(AHR) (232). Μελλοντική έρευνα στον μεταβολισμό των αμινοξέων στα 

ανοσοκύτταρα, ιδιαίτερα για τα αμινοξέα που δεν έχουν μελετηθεί μέχρι σήμερα, θα 

μπορούσε να δώσει σημαντικές νέες γνώσεις σχετικά με τη λειτουργία των 

ανοσοκυττάρων.

Εν κατακλείδι, από όλα τα παράπανω διαφαίνεται ότι τα μεταβολικά 

σηματοδοτικά προγράμματα είναι αναπόσπαστα συνδεδεμένα με την ενεργοποίηση, 

διαφοροποίηση και λειτουργία των CD4+ Τ κυττάρων. Έτσι, ενώ οι κλασικές 

ανοσοκατασταλτικές θεραπείες στοχεύουν σε κλασσικές/μη ειδικές οδούς 

ενεργοποίησης Τ κυττάρων, θα μπορούσε να προταθεί ένα πιο επιλεκτικό μέσο 

ρύθμισης, που θα στοχεύει σε συγκεκριμένα μεταβολικά σηματοδοτικά προγράμματα. 

Ως εκ τούτου, οι εκλεκτικοί μεταβολικοί αναστολείς μπορεί να αποδειχθούν κλινικά 

χρήσιμοι ανοσοτροποποιητές. Στην περίπτωση της ανοσοκαταστολής, τέτοιοι 

παράγοντες θα είχαν το πλεονέκτημα να αναστέλλουν τη λειτουργία των εκτελεστικών 

CD4+ Τ κυττάρων και να ενισχύουν επίσης τη λειτουργία των ρυθμιστικών κυττάρων 

Treg. Σε αυτή την κατεύθυνση η στρατηγική της άμεσης αναστολής της γλυκόλυσης 

φαίνεται να είναι πολλά υποσχόμενη. Έτσι, ένας ευρύς αναστολέας της γλυκόλυσης θα 

μπορούσε να αναστέλλει επιλεκτικά τα εκτελεστικά κύτταρα. Δεν θα επηρεάζει όμως 

δυσμενώς τα σωματικά ή ακόμη και τα ρυθμιστικά Τ κύτταρα (και τα δύο εκ των 

οποίων χρησιμοποιούν τη γλυκόλυση αλλά σε πολύ χαμηλότερα επίπεδα σε σύγκριση
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με τα εκτελεστικά) (233). Επομένως, η μελλοντική έρευνα δεν θα πρέπει να 

επικεντρώνεται στην αδιάκριτη ενεργοποίηση ή απενεργοποίηση των αποκρίσεων των 

Τ κυττάρων, αλλά πολύ περίσσοτερο στη ρύθμιση των αποκρίσεων αυτών ανάλογα με 

τον απαιτούμενο ανοσοποιητικό μηχανισμό. Αυτή η θεραπευτική προσέγγιση μπορεί 

να αξιοποιήσει την πιο ισχυρή απόκριση και να ελαχιστοποιήσει τις ανεπιθύμητες 

ενέργειες.
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Γλυκόζη

Εικόνα 1.3. Οι μεταβολικές διαφορές μεταξύ CD4+ εκτελεστικών και 

ρυθμιστικών Τ-λεμφοκυττάρων. Με την ενεργοποίησή τους τα CD4+ Τ εκτελεστικά 

λεμφοκύτταρα αυξάνουν την πρόσληψη γλυκόζης, την γλυκόλυση και την γλουταμινόλυση 

προς κάλυψη των ενεργειακών τους αναγκών για την ανάπτυξη και πολλαπλασιασμό τους. Η 

γλυκόζη, όπως και το γλουταμινικό οξύ, εισέρχονται στον κύκλο του κιτρικού οξέος (TCA) 

και προωθούν τη σύνθεση λιπαρών οξέων. Το γαλακτικό οξύ παράγεται ως παραπροϊόν του 

γρήγορου ρυθμού της γλυκόλυσης στα εκτελεστικά Τ κύτταρα. Επίσης, ο μεταβολισμός της 

γλυκόζης στο PPP μπορεί να συμβάλλει τόσο στη σύνθεση νουκλεοτιδίων όσο και στην 

παραγωγή NADPH για σύνθεση λιπιδίων. Τα CD4+ Τ ρυθμιστικά υποείδη διασπούν τα λιπαρά 

οξέα μέσω της β-οξείδωσης (β-οχ) στα μιτοχόνδρια και παράγουν ΑΤΡ μέσω της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης (OXPHOS).

80

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2024 01:19:01 EEST - 13.59.143.21



1.5. Το διχλωροξικό οξύ (DCA)

Το DCA περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1969 (234,235) και είναι ένα μικρού 

μεγέθους μόριο (150 Da) με υψηλή βιοδιαθεσιμότητα (236) Το διχλωροξικό οξύ είναι 

ένα προϊόν της χλωρίωσης του νερού (237). Ό ταν χορηγείται δια του στόματος, με την 

μορφή άλατος του νατρίου απορροφάται γρήγορα και περνά τόσο την πλασματική όσο 

και τη μιτοχονδριακή μεμβράνη. Επίσης, διαπερνά τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό 

(237,238). Οι πρώτες έρευνες, κυρίως σε μυοσκελετικά κύτταρα, έδειξαν ότι το 

διχλωροξικό οξύ δρα επάγοντας την πυροσταφυλική αφυδρογονάση (PDH), η οποία 

καταλύει τη μετατροπή του πυροσταφυλικού σε α κ ετυ λο ^ο Α  (239,240). Η  PDH 

αναστέλλεται από την κινάση της πυροσταφιλικής αφυδρογονάσης (PDHK) και έτσι 

καταστέλλεται η οξείδωση του πυροσταφυλικού οξέος. Με αυτόν τον τρόπο προάγεται 

η γλυκόλυση και η μετατροπή του πυροσταφιλικού σε γαλακτικό μέσω της γαλακτικής 

αφυδρογονάσης (LDH).

Η  πυροσταφυλική αφυδρογονάση είναι ένα πολυενζυμικό σύμπλοκο που 

συναντάται στο στρώμα των μιτοχονδρίων. Παρουσία ιόντων μαγνησίου και ATP, η 

κινάση της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού φωσφορυλιώνει και απενεργοποιεί 

την αφυδρογονάση ενώ η φωσφατάση της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού 

αντιστρέφει την αναστολή (241). Το διχλωροξικό οξύ παρεμποδίζει την PDHK. 

Επομένως με τη δράση του η αφυδρογονάση βρίσκεται στην μη φωσφορυλιωμένη 

ενεργή μορφή της (238). Κ ατ’ επέκταση η δράση του διχλωροξικού είναι να 

καταστέλλει την γλυκόλυση, ενεργοποιώντας την οξείδωση του πυροσταφυλικού στα 

μιτοχόνδρια (242). Μ έχρι σήμερα έχουν εντοπιστεί τέσσερις διαφορετικές ισομορφές 

της κινάσης PDHK που έχουν μεταβλητή έκφραση και ευαισθησία στην αναστολή από
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το DCA. Το ισοένζυμο που εκφράζεται ιδιοσυστατικά στους περισσότερους ιστούς και 

με την υψηλότερη ευαισθησία στο DCA είναι η ισομορφή PDHKII (243).

1.5.1 Χρήση του διχλωροξικού οξεός στην κλινική πράξη: φαρμακολογική δόση και 

παρενέργειες

Το φάρμακο αποαλογονώνεται σε γλυοξυλικό (το οποίο είναι ανενεργό έναντι 

της PDHK) μέσω της κυτοσολικής και μιτοχονδριακής zeta 1 τρανσφεράσης της 

γλουταθειόνης (GSTZ1). Η  τρανσφεράση GSTZ1 είναι ένα διλειτουργικό ένζυμο το 

οποίο, ως ισομεράση μαλεοξικού οξέος (MAAI), καταλύει το προτελευταίο βήμα στην 

καταβολική οδό φαινυλαλανίνης / Q7 τυροσίνης. Το DCA δρα ως αναστολέας της 

GSTZ1/MAAI με αποτέλεσμα τη μειωμένη δραστικότητα και πρωτεϊνική έκφραση 

του ενζύμου μετά από επαναλαμβανόμενη έκθεση στο φάρμακο, με αποτέλεσμα τη 

συσσώρευση του στο πλάσμα (237). Τόσο η ηλικία του υποκειμένου (244) όσο και οι 

παραλλαγές του απλότυπου GSTZ1/MAAI (245) επηρεάζουν την κινητική του DCA 

στο πλάσμα και την τοξικότητα. Επιπλεόν, η κάθαρση του DCA από το πλάσμα έχει 

βρεθεί ότι σχετίζεται αντιστρόφως ανάλογα με την ηλικία τόσο σε ανθρώπους όσο και 

σε αρουραίους (244).

Τη δεκαετία του 1950 και 1960 μια πλειάδα από μελέτες οδήγησαν στον 

χαρακτηρισμό του DCA (246) ως μόριο ικανό να επιδρά στον μεταβολισμό των 

υδατανθράκων και των λιπιδίων σε πειραματικά μοντέλα διαβήτη (234). Λίγο 

αργότερα ακολούθησε και η αναφορά-ορόσημο σχετικά με την επίδρασή του στη 

λειτουργικότητα της PDHK (235). Αυτά τα πρώιμα ευρήματα οδήγησαν σε 

ενδιαφέρον για τη χρήση του DCA ως αντιδιαβητικό και αντιλιπιδαιμικό φάρμακο 

(247), καθώς και ως φάρμακο για τη θεραπεία της μυοκαρδιακής και
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εγκεφαλοαγγειακής ισχαιμίας (238,248) αλλά και επίκτητων (249,250) και συγγενών 

(250-252) μορφών γαλακτικής οξέωσης (253).

Πολλές in vitro και in vivo μελέτες με ενδοφλέβια και από του στόματος 

χορήγηση του DCA στοχεύουν στον προσδιορισμό της βέλτιστης δόσης. Όπως 

αναφέρθηκε αρχικά από τους Stacpoole et al. (1989), το DCA, in vitro, ενεργοποιεί 

την PDH σε συγκέντρωση 10-250 mM με δοσοεξαρτώμενο τρόπο (238). Είναι αρκετά 

ενδιαφέρον το γεγονός ότι, σύμφωνα με τους W hitehouse et al. (1973), σε μη 

καρκινικά κύτταρα, η ex νίνο συγκέντρωση «κατώφλι» του DCA για επαγωγή της 

δραστικότητας της PDH είναι <1 mM (235,242). Καταλήγουμε έτσι στο συμπέρασμα 

ότι πολύ υψηλότερες in vitro δόσεις μπορεί να εμφανίζουν δράσεις εκτός αυτών που 

αποδίδονται άμεσα στην ενεργοποίηση του εν λόγω ενζύμου. Επιπροσθέτως, in vivo, η 

αναστολή της PDK λαμβάνει χώρα ταχέως, επειδή η επαγωγική δράση του φαρμάκου 

είναι μετρήσιμη εντός 15-30 λεπτών μετά από μία απλή από του στόματος ή 

παρεντερική δόση και μειώνεται εντός 12-24 ωρών μετά τη χορήγηση (254,255). Η 

αύξηση της ενζυμικής δραστηριότητας σχετίζεται χρονικά με σημαντικές μειώσεις 

στις συγκεντρώσεις του κυκλοφορούντος πυροσταφυλικού και γαλακτικού οξεός 

(254). Η  μείωση του γαλακτικού στο αίμα είναι, λοιπόν, ένας χρήσιμος δείκτης για την 

επίδραση του DCA στη λειτουργικότητα της PDH, ενώ φαίνεται να είναι 

δοσοεξαρτώμενη μέχρι τουλάχιστον μια μη τοξική δόση της τάξης των 50 mg/kg 

στους ανθρώπους (256). Αναφέρεται, μάλιστα, ότι το DCA είναι ικανό να μειώνει τα 

επίπεδα γαλακτικού του αίματος σε ανθρώπους σε δόσεις τόσο χαμηλές όσο περίπου 5 

mg / kg / 24h (238,257) και σε αρουραίους (που μεταβολίζουν το DCA ταχύτερα 

(258)) σε δόσεις περίπου 25-50 mg/kg/24 h (238). Τέλος, σε αρκετές μελέτες με 

ασθενείς με κληρονομική γαλακτική οξέωση στους οποίους χορηγήθηκε DCA και
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ακολούθως μετρήθηκε η δραστικότητα της PDH σε μυϊκές βιοψίες, βρέθηκε ότι το 

DCA που χορηγείται σε δόσεις των 35-50 mg kg-1 μειώνει τα επίπεδα του γαλακτικού 

οξέος κατά περισσότερο από 60% και ενεργοποιεί άμεσα την PDH κατά 3-6 φορές 

(239,240).

Παρόλο που η φαρμακοκινητική του DCA σε υγιείς εθελοντές ακολουθεί ένα 

απλό μοντέλο ενός διαμερίσματος, είναι πιο πολύπλοκη σε εξαιρετικά ακραίες μη 

φυσιολογικές καταστάσεις όπως η σοβαρή γαλακτική οξέωση ή κίρρωση. Σε αυτό το 

πλαίσιο, είναι γνωστό ότι το DCA αναστέλλει τον μεταβολισμό του με έναν άγνωστο 

μηχανισμό και η κάθαρση του DCA μειώνεται μετά από πολλαπλές δόσεις (256). 

Πράγματι, αν και ο χρόνος ημιζωής στο πλάσμα μιας αρχικής από του στόματος δόσης 

της τάξης των 12,5-50 mg/kg DCA είναι ~ 1 ώρα, αυτός ο χρόνος αυξάνεται σε 

μερικές ώρες μετά από επακόλουθες δόσεις. Ωστόσο, υπάρχει ένα όριο όπου τα 

επίπεδα του DCA στον ορό δεν συνεχίζουν να αυξάνονται άλλο ιδιαίτερα μετά από 

χρόνια θεραπεία. (236). Για παράδειγμα, τα επίπεδα του DCA στον ορό, μετά από 5 

χρόνια συνεχούς θεραπείας, με από του στόματος χορήγηση 25 mg/kg/ημέρα, 

αυξάνονται ελαφρώς μόνο, σε σύγκριση με τα επίπεδα μετά τις πρώτες δόσεις (και 

παραμένουν περίπου στα 100 mg/ml) (259). Αυτό που φαίνεται να εξηγεί το 

συγκεκριμένο φαινόμενο είναι ότι το DCA πιθανόν "κλειδώνει" την PDHK σε μια 

παρατεταμένη ανενεργή κατάσταση. Για το λόγο αυτό η αναστολή της PDHK και κατ’ 

επέκταση οι επιδράσεις στα επίπεδα γαλακτικού δεν είναι άμεσα αναστρέψιμα, παρά 

τη μείωση των επιπέδων του DCA στον ορό του αίματος (236).

Τα τελευταία 40 χρόνια, ένας μεγάλος αριθμός παιδιών και ενηλίκων έχουν 

εκτεθεί στο DCA, συμπεριλαμβανομένων υγιών εθελοντών αλλά και ατόμων με 

διάφορες καταστάσεις ασθενειών. Από την πρώτη του περιγραφή το 1969 (246), το
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DCA έχει βρεθεί ότι ανακουφίζει τα συμπτώματα ή τις αιμοδυναμικές συνέπειες της 

γαλακτικής οξέωσης όπως η σοβαρή ελονοσία, σηψαιμία, συμφορητική καρδιακή 

ανεπάρκεια, εγκαύματα, κίρρωση, μεταμόσχευση ήπατος και συγγενείς 

μιτοχονδριακές ασθένειες (236). Οι μελέτες σε καθορισμένες ομάδες ασθενών καθώς 

και οι τυχαιοποιημένες μελέτες χρησιμοποίησαν δόσεις που κυμαίνονται από 12,5 έως 

100 mg/kg/ημέρα από το στόμα ή ενδοφλεβίως (256). Σε αυτές, αν και το DCA ήταν 

ευρέως αποτελεσματικό στη μείωση των επιπέδων γαλακτικού οξέος, δεν άλλαξε την 

πορεία της πρωτοπαθούς νόσου (για παράδειγμα της σήψης).

Επιπλέον, οι ελεγχόμενες δοκιμές χρόνιας, από του στόματος χορήγησης DCA 

σε ασθενείς με μιτοχονδριακές ασθένειες κατέδειξαν καλή ανεκτικότητα και ασφάλεια 

σε μικρά παιδιά (251,253,260), αλλά αυξημένο κίνδυνο συμπτωματικής περιφερικής 

νευροπάθειας σε εφήβους και ενήλικες (261), λόγω εμφανούς οξειδωτικού στρες στα 

περιφερικά νεύρα (262). Πράγματι, έχουν αναφερθεί περισσότερες από 40 μη 

τυχαιοποιημένες μελέτες DCA σε μικρές κοόρτες ασθενών. Οι πρώτες δύο 

τυχαιοποιημένες κλινικές δοκιμές της χρόνιας, από του στόματος θεραπείας με DCA, 

σε συγγενείς μιτοχονδριακές ασθένειες αναφέρθηκαν το 2006. Στην πρώτη, μια τυφλή 

κλινική δοκιμή έναντι εικονικού φαρμάκου, πραγματοποιήθηκε με από του στόματος 

χορήγηση DCA σε δόση των 25 mg/kg/day σε 30 ασθενείς με σύνδρομο MELAS 

(mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes) 

(263). Οι περισσότεροι ασθενείς που έλαβαν DCA εμφάνισαν συμπτωματική 

περιφερική νευροπάθεια, σε σύγκριση με 4 από τους 15 που έλαβαν το εικονικό 

φάρμακο, οδηγώντας στον τερματισμό της μελέτης. Δεκαεπτά από τους 19 ασθενείς 

είχαν μερική ανάλυση των περιφερικών νευρολογικών συμπτωμάτων για 9 μήνες μετά 

τη διακοπή του DCA. Είναι σημαντικό να σημειωθεί ότι η περιφερική νευροπάθεια
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συχνά περιπλέκει το MELAS λόγω πρωτογενών ή δευτερογενών επιδράσεων στα 

περιφερικά νεύρα. Για παράδειγμα, οι ασθενείς έχουν επίσης διαβήτη και σχετιζόμενη 

με διαβήτη περιφερική νευροπάθεια. Αντίθετα, μια άλλη τυχαιοποιημένη διπλά τυφλή 

κλινική μελέτη με εικονικό φάρμακο σε παιδιά απέτυχε να δείξει σημαντική 

τοξικότητα του DCA, συμπεριλαμβανομένης της περιφερικής νευροπάθειας. Σε αυτή 

τη μελέτη μόνο ένα από τα 21 παιδιά με συγγενή γαλακτική οξέωση, που του 

χορηγήθηκε από το στόμα DCA στα 25 mg/kg/ημέρα για 6 μήνες, εμφάνισε ήπια 

περιφερική νευροπάθεια. Οι σειριακών μελέτες αγωγιμότητας νεύρων απέτυχαν να 

αποδείξουν οποιαδήποτε διαφορά στην εμφάνιση νευροπάθειας στις 2 ομάδες 

ασθενών (εικονικό φάρμακο έναντι DCA). Η  υπνηλία και ο λήθαργος, η μυϊκή 

ακαμψία του άνω άκρου και ο τρόμος του χεριού αναφέρθηκαν σε έναν ασθενή σε 

κάθε ομάδα (260). Καταλήγοντας, η υψηλότερη συχνότητα εμφάνισης περιφερικής 

νευροπάθειας σε ενήλικες ασθενείς με MELAS μπορεί να αντιπροσωπεύει μια εγγενή 

προδιάθεση σε αυτή την επιπλοκή του MELAS ή στις σχετιζόμενες καταστάσεις, 

δηλαδή, τον σακχαρώδη διαβήτη. Επίσης, αυτή η τοξικότητα μπορεί επίσης να 

εξαρτάται από την ηλικία. Π αρ’ολ’αυτά, η περιφερική νευροπάθεια είναι μια δυνητική 

παρενέργεια του DCA που φαίνεται να είναι σε μεγάλο βαθμό αναστρέψιμη.

1.5.2 Το διχλωροξικό οξύ ως νεό «μεταβολικό φάρμακο» κατά του καρκίνου

Τα καρκινικά κύτταρα καλύπτουν πολλές ή τις περισσότερες από τις 

βιοενεργειακές ανάγκες τους μέσω της γλυκόλυσης και όχι μέσω του μιτοχονδριακού 

οξειδωτικού μεταβολισμού. Αυτό είναι ένα βασικό χαρακτηριστικό των όγκων που 

περιγράφηκε για πρώτη φορά από τον Otto W arburg πριν από 80 χρόνια (264). Το 

φαινόμενο αυτό, γνωστό ως το φαινόμενο Warburg, συμβαίνει ακόμη και παρουσία
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επαρκούς παροχής οξυγόνου (αερόβια γλυκόλυση) και οδηγεί σε απελευθέρωση 

γαλακτικού οξέος από τον όγκο (264). Την τελευταία δεκαετία το φαινόμενο W arburg 

έχει μελετηθεί πιο επισταμμένα υπό το φως της σύγχρονης βιολογίας και της 

αυξανόμενης αναγνώρισης του κεντρικού ρόλου των μιτοχονδρίων στην εξέλιξη του 

καρκίνου (265-270).

Ό πως αναφέρθηκε παραπάνω, η οξείδωση της γλυκόζης (GO) παρέχει ~ 36 

μόρια τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP) ανά μόριο γλυκόζης, σε σύγκριση με δύο 

μόρια ATP ανά γραμμομόριο γλυκόζης που παράγεται κατά τη διάρκεια της 

γλυκόλυσης (GLY). Ως εκ τούτου, αυξάνοντας την γλυκολύση, τα καρκινικά κύτταρα 

μπορεί να είναι σε θέση να παράγουν επαρκή ποσότητα ΑΤΡ (236). Για να γίνει αυτό, 

τα καρκινικά κύτταρα αυξάνουν την έκφραση των μεταφορέων γλυκόζης και 

γλυκολυτικών ενζύμων, για να αυξήσουν την πρόσληψη γλυκόζης και να ενισχύσουν 

την γλυκολυτική παραγωγή ΑΤΡ (271). Η  μετατόπιση του μεταβολισμού της γλυκόζης 

από τα μιτοχόνδρια (GO) προς το κυτταρόπλασμα (GLY) καταστέλλει την απόπτωση, 

μια μορφή κυτταρικού θανάτου που εξαρτάται από την μιτοχονδριακή παραγωγή 

ενέργειας (Εικόνα 1.4). Πιο συγκεκριμένα, οι προ-αποπτωτικοί μεσολαβητές, όπως το 

κυτόχρωμα C και ο παράγοντας επαγωγής της απόπτωσης, προστατεύονται μέσα στα 

μιτοχόνδρια. Η  καταστολή της εισόδου του πυροσταφυλικού οξέος στα μιτοχόνδρια 

και συνεπώς της παραγωγής α κ ετυ λο ^ο Α  καταστέλλει τον κύκλο του Krebs καθώς 

και την αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων. Αυτό έχει ώς αποτέλεσμα την αύξηση του 

δυναμικού της μιτοχονδριακής μεμβράνης (Δψm) καθώς και τη μείωση της 

παραγωγής των μιτοχονδριακών ενεργών ριζών οξυγόνου (mROS). Τα γεγονότα αυτά 

παρεμποδίζουν τη διάνοιξη του πόρου μεταβολής της μιτοχονδριακής διαπερατότητας 

(MPTP) (272). Ως εκ τούτου οι παραπάνω προ-αποπτωτικοί παράγοντες δεν
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απελευθερώνονται στο κυτταρόπλασμα και έτσι αναστέλλεται η απόπτωση ,ενώ 

επάγεται ο πολλαπλασιασμός των κυττάρων (273) (Εικόνα 1.4).

Επιπλέον, η μείωση των mROS στην καρκίνο έχει ως αποτέλεσμα την 

αναστολή των ευαίσθητων στο οξειδοαναγωγικό δυναμικό καναλιών K+ της 

πλασματικής μεμβράνης και συγκεκριμένα του Kv1.5 (274). Η  προκύπτουσα μείωση 

στην αγωγιμότητα Κ+ προκαλεί αύξηση στο ενδοκυττάριο Κ+, η οποία συμβάλλει στην 

καταστολή της απόπτωσης, αφού τα ιόντα Κ+ είναι ένας αναστολέας των κασπασών 

(275), κύριων μορίων τελεστών της κυτταρικής απόπτωσης (276). Η  αναστολή του 

Kv1.5 έχει επίσης ως αποτέλεσμα την εκπόλωση της κυτταροπλασματικής μεμβράνης 

και την ενεργοποίηση των καναλιών ασβεστίου τύπου L, αυξάνοντας το ενδοκυττάριο 

ασβέστιο. Το ασβέστιο μπορεί να ενεργοποιήσει πολλά ένζυμα που εμπλέκονται στον 

πολλαπλασιασμό και τη μιτοχονδριακή αναδιαμόρφωση, όπως ο παράγοντας NFAT 

(277). Αυτός είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας που αυξάνει την έκφραση της αντι- 

αποπτωτικής πρωτεΐνης bcl-2 (B cell lymphoma-2) και ελαττώνει την έκφραση του 

Kv1.5, διατηρώντας έτσι συνθήκες ανθεκτικές στην απόπτωση (278) (Εικόνα 1.4).

Υπάρχουν ενδείξεις σε κλινικές μελέτες καθώς και σε in vitro και in νίνο 

πειραματικά μοντέλα, ότι το DCA μπορεί να συμβάλλει στη θεραπεία του καρκίνου 

εφόσον οδηγεί σε αυξημένη παροχή πυροσταφυλικού οξέος στα μιτοχόνδρια. 

Συγκεκριμένα, το DCA αύξησε το GO και εκπόλωσε τα μιτοχόνδρια, επιστρέφοντας 

το δυναμικό της μεμβράνης προς τα επίπεδα των μη καρκινικών κυττάρων, χωρίς να 

επηρεάσει τα μιτοχόνδρια των μη καρκινικών κυττάρων. Είναι αξιοσημείωτο ότι όλα 

τα παραπάνω χαρακτηριστικά των καρκινικών κυττάρων "κανονικοποιήθηκαν" μετά 

την αύξηση του GO και της εκπόλωσης των μιτοχονδρίων. Τελικά, η απόπτωση
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επάχθηκε με εκροή τόσο του κυτοχρώματος c όσο και του παράγοντα διέγερσης 

απόπτωσης από τα μιτοχόνδρια στο κυτταρόπλασμα (236) (Εικόνα 1.4).

Γαλακτικό
Οξύ

'λυκόζη

Γλυκόλυση

Γαλακτικό
Οξύ πυροβταφυλικό

Απόπτωση

Πολλαπλασιασμός

Εικόνα 1.4. Μηχανισμός δράσης του DCA σε καρκινικά κύτταρα. Αριστερά: Στα 

καρκινικά κύτταρα η καταστολή της εισόδου του πυροσταφυλικού οξέος στα μιτοχόνδρια 

καταστέλλει τόσο τον κύκλο του Krebs όσο και την αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων.Αυτό 

έχει ως συνέπεια την μείωση στην παραγωγή ROS και την αύξηση του δυναμικού της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης (Δψm) με αποτέλεσμα την αναστολή της διάνοιξης του πόρου 

ΜΡΤΡ. Καταστέλλεται έτσι η κυτταρική απόπτωση δεδομένου ότι προ-αποπτωτικοί 

μεσολαβητές, όπως το κυτόχρωμα C, δεν απελευθερώνονται από το μιτοχόνδρια στο 

κυτταρόπλασμα. Επιπλέον, η μείωση των μιτοχονδριακών ενεργών ριζών οξυγόνου (mROS) 

έχει επίσης ως αποτέλεσμα την αναστολή των ευαίσθητων στο οξειδοαναγωγικό δυναμικό 

καναλιών K+ στη πλασματική μεμβράνη και συγκεκριμένα του Kv1.5. Η προκύπτουσα μείωση 

στην αγωγιμότητα Κ+ προκαλεί αύξηση στο ενδοκυττάριο Κ+, η οποία συμβάλλει στην 

καταστολή της απόπτωσης καθώς και στην ενεργοποίηση των καναλιών ασβεστίου. Η 

επαγόμενη αύξηση του κυτταροπλασματικού ασβεστίου μπορεί να ενεργοποιήσει πολλά 

ένζυμα που εμπλέκονται στον πολλαπλασιασμό και τη μιτοχονδριακή αναδιαμόρφωση. Δεξιά:
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Έχει δειχθεί ότι μετά τη χορήγηση DCA όλα τα παραπάνω χαρακτηριστικά των καρκινικών 

κυττάρων "κανονικοποιούνται" λόγω της αύξησης του GO και της εκπόλωσης των 

μιτοχονδρίων με αποτέλεσμα την αναστολή του κυτταρικού πολλαπλασιασμού και την 

επαγωγή της απόπτωσης.

1.5.3 Ανοσοτροποποιητική δράση του διχλωροξικού οξέος.

Είδαμε ότι τα Tregs χρησιμοποιούν τη μιτοχονδριακή οξείδωση ενώ τα Teffs 

μετατρέπουν το πυροσταφυλικό οξύ, που προέρχεται από τη γλυκόζη, σε γαλακτικό. 

Ως εκ τούτου, το σημείο διακλάδωσης μεταξύ της γλυκόλυσης και της οξείδωσης της 

γλυκόζης (που ελέγχεται από την PDHK) αποτελεί έναν πιθανό στόχο για τη ρύθμιση 

της ισορροπίας μεταξύ Teffs και Tregs (209). Σε αυτό το πλαίσιο, το DCA επάγει την 

εισροή πυροσταφυλικού οξέος στα μιτοχόνδρια, αυξάνοντας την αναλογία οξείδωσης 

της γλυκόζης προς τη γλυκόλυση (236). Έτσι, αναμένεται ότι μπορεί να καταστείλει 

την ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων και να εκτρέψει τη διαφοροποίηση τους προς 

Tregs.

Στο πλαίσιο αυτό, σε in vivo μοντέλο μυών με άσθμα έχει βρεθεί ότι η 

χορήγηση 5 mg/ποντικό DCA μπορεί να αναστείλλει τη φλεγμονή των αεραγωγών. 

Αυτό συσχετίστηκε με μια ταυτόχρονη μείωση στην IL-5 και IL-13. Παράλληλα, 

CD4+ Τ κύτταρα απομονώθηκαν από τον σπλήνα ποντικών με άσθμα και ποντικών 

μαρτύρων και διεγέρθηκαν με αντι-CD3 και αντι-CD28 αντισώματα για 48 ώρες. Τα Τ 

κύτταρα από τα ποντίκια με άσθμα παρήγαγαν υψηλότερα επίπεδα γαλακτικού. Αυτή 

την παραγωγή ανέστειλε το DCA κατά τρόπο εξαρτώμενο από τη δόση (ήδη από 2 

mM) ενώ μειώθηκε και η παραγωγή IL-5. Στην ίδια μελέτη, σε CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα 

που απομονώθηκαν από υγιή άτομα καθώς και από ασθενείς με ασθμα διεγερμένα με
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avn-CD3 και avn-CD 28 αντισώματα, το DCA ανέστειλε: α) την παραγωγή 

γαλακτικού (με 2mM DCA), β) τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό (με 20mM DCA), και 

την παραγωγή των προ-φλεγμονωδών IL-5, IFN-γ ( με 2mM DCA) και IL-17 (με 

20mM DCA). Παράλληλα αυξήθηκε η παραγωγή της αντιφλεγμονώδους 

κυτταροκίνης IL -10 (με 20mM DCA) και η έκφραση του Foxp3 (με 2mM DCA) στα 

παραπάνω κύτταρα. Έτσι, η αναστολή του πολλαπλασιασμού των Τ κυττάρων και της 

παραγωγής κυτοκινών θα μπορούσε εν μέρει να μεσολαβείται από τα επαγόμενα 

FoxP3+ Τ κύτταρα (279).

Επίσης, σε in vivo μοντέλο μυών της προκαλούμενης από κολλαγόνο 

αρθρίτιδας (CIA), ημερήσια δόση 3 mg DCA/ποντικό ανά ημέρα καθυστέρησε την 

έναρξη αλλά και την πρόοδο της ασθένειας. Είναι ενδιαφέρον ότι αυτό το αποτέλεσμα 

παρατηρήθηκε μόνο σε θηλυκά ποντίκια, στα οποία η καταστροφική δράση της 

φλεγμονής στο οστό παρεμποδίστηκε σχεδόν πλήρως με τη χορήγηση του φαρμάκου. 

Ειδικότερα, οι ευεργετικές επιδράσεις του DCA στην αρθρίτιδα ήταν πιθανότατα 

εξαιτίας της αρνητικής ρύθμισης των Β-λεμφοκυττάρων που παράγουν αντι-CH 

αντισώματα μιας και τα ποντίκια που έλαβαν DCA εμφάνισαν πράγματι σημαντικά 

χαμηλότερα επίπεδα αυτών των αντισωμάτων, χωρίς να επηρεάζεται ωστόσο η 

απόκριση των Τ κυττάρων. Οι ερευνητές κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι αυτό μπορεί 

να είναι ένα αποτέλεσμα που προκαλείται μέσω της μείωσης προ-φλεγμονωδών 

κυτοκινών όπως η IL-6. Η  IL-6 είναι μια προ-αρθριτογόνος κυτοκίνη η οποία 

επηρεάζει τα Β κύτταρα, προάγοντας τη διαφοροποίηση τους σε πλασματοκύτταρα, 

την παραγωγή αντισωμάτων και την αλλαγή τάξης ανοσοσφαιρινών (280-282). 

Πράγματι, σε θηλυκά ποντίκια, που έλαβαν DCA, παρατηρήθηκαν χαμηλότερα 

επίπεδα της IL-6 στον ορό του αίματος, σε σύγκριση με ποντίκια στα οποία
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χορηγήθηκε νερό. Συνολικά, τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης αποκάλυψαν για 

πρώτη φορά ότι η αρθρίτιδα μπορεί να ανασταλεί με χορήγηση DCA με τρόπο που 

εξαρτάται από τα οιστρογόνα (283).

Σε μια άλλη μελέτη, η αναστολή της αναγωγής του πυροσταφυλικού οξέος σε 

γαλακτικό, δεν ήταν αποτελεσματική για την πρόληψη ή την επανεμφάνιση 

αυτοάνοσης παθολογίας σε B6.NZM.Sle1.Sle2.Sle3 (TC) ποντίκια επιρρεπή στο λύκο 

όταν αυτά έλαβαν 2 mg / ml DCA διαλυμένα σε πόσιμο νερό. Παρόλα αυτά, το DCA 

(10 mM) ανέστειλε την παραγωγή της IL-17A και αύξησε την έκφραση του Foxp3 σε 

CD4+ T κύτταρα που απομονώθηκαν από ποντίκια του παραπάνω μοντέλου. 

Παράλληλα μείωσε σημαντικά την αερόβια γλυκόλυση αυξάνοντας ταυτόχρονα την 

OXPHOS στα κύτταρα αυτά. Εντούτοις, το DCA ενίσχυσε σημαντικά το ποσοστό των 

Th1 κυττάρων και συνεπώς την παραγωγή της IFN-γ (284). Η  IFN-γ είναι η κυρίαρχη 

κυτοκίνη που εμπλέκεται στη παθολογία των TC ποντικών (285). Η  ενίσχυση λοιπόν 

της παραγωγής της από το DCA είναι πιθανώς ένας σημαντικός λόγος για τον οποίο η 

θεραπεία με αυτόν τον μεταβολικό αναστολέα δεν ήταν αποτελεσματική (284). Στο 

ίδιο πλαίσιο μία πρόσφατη πρωτεωμική μελέτη σε ΤΜ ανθρώπινα κύτταρα 

επιβεβαιώνει αυτά τα αποτελέσματα δείχνοντας ότι πράγματι η μιτοχονδριακή 

οξείδωση της γλυκόζης εμπλέκεται άμεσα στην παραγωγή της I F N  (286). Έτσι, σε 

μοντέλα αυτο ή αλλο-ανοσίας που κυριαρχούνται από άλλους τύπους εκτελεστικών Τ 

κυττάρων και κατ’επέκταση κυτοκινών το DCA θα μπορούσε να είναι πιο 

αποτελεσματικό.

Εκτός από την επίδραση του DCA στα Τ-λεμφοκύτταρα υπάρχουν κάποιες 

επιπλέον ενδείξεις σχετικά με την ανοσοτροποποιητική δράση του στα μακροφάγα. Σε 

αυτό το πλαίσιο, είναι γνωστό ότι η ενεργοποίηση των φλεγμονωδών Μ1 μακροφάγων
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εξαρτάται από την αερόβια γλυκόλυση όπως ακριβώς και των Teffs, ενώ η 

ενεργοποίηση των ρυθμιστικών Μ2 ή Μ γό§8 μακροφάγων συνεπάγεται την αύξηση 

της οξείδωσης λιπαρών οξέων όπως συμβαίνει και στα Tregs (287,288). Σε μια 

πρόσφατη in vitro μελέτη το DCA (20mM) κατέστειλε τη διαφοροποίηση ανθρώπινων 

μονοκυττάρων (Μ -Μ ^ ) προς ρυθμιστικά, παράγοντας σημαντικά χαμηλότερες 

ποσότητες της αντιφλεγμονώδους IL-10 και υψηλότερες ποσότητες της προ- 

φλεγμονώδους IL-6, σε σύγκριση με Μ-Μφs που διαφοροποιήθηκαν απουσία DCA 

(289). Σε αντιδιαστολή με τα δεδομένα αυτά, τα στοιχεία μιας νέας, in vitro έρευνας 

έδειξαν ότι το DCA (10mM) μπορεί να καταστείλει τη μετανάστευση πρωτευόντων 

περιτοναϊκών μακροφάγων ποντικών (TEPMs). Επιπλέον, κατέστειλε (1,5 g / l 

πόσιμου νερού) τη συσσώρευση μακροφάγων σε ιστούς όγκων σε μοντέλο με κύτταρα 

Lewis πνευμονικού καρκινώματος (LL2). Ακόμη, σε in νίνο πειράματα της ίδιας 

μελέτης, το DCA (10 mM) ανέστειλε τη μετανάστευση μακροφάγων σε matrigels που 

περιέχουν το υπερκείμενο υπολειμμάτων νεκρωτικών κυτταρικών. Τέλος, μελετώντας 

την επίδραση του DCA στη σήψη, οι ίδιοι ερευνητές, αποκάλυψαν ότι το DCA 

(100mg / kg ή PBS) κατέστειλε σημαντικά την έκφραση του φλεγμονώδους IL-1b σε 

μακροφάγα, ενώ βελτίωσε την δριμύτητα της κατάστασης σοκ που επάγεται μετά από 

ενέσιμη χορήγηση λιποπολυσακχαρίτη (LPS) (290). Επομένως, φαίνεται ότι το DCA 

αν και μπορεί να εμποδίσει τη διαφοροποίηση των μονοκυττάρων προς ρυθμιστικά 

υποείδη, μπορεί ωστόσο να αναστείλλει την δράση των φλεγμονωδών Μ1 κυττάρων 

από ήδη διαφοροποιημένα μακροφάγα.

Ό σον αφορά στα Β λεμφοκύτταρα, είναι γνωστό ότι μετά από αντιγονική 

διέγερση, ο παράγοντας BAFF μπορεί να ενεργοποιήσει την οδό σηματοδότησης 

PI3K/Akt, η οποία αυξάνει την έκφραση του GLUT1 και άρα τον μεταβολισμό της
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γλυκόζης στα κύτταρα αυτά (291,292). Σε αυτό το πλαίσιο, σε πρόσφατη μελέτη το 

DCA κατέστειλε τον πολλαπλασιασμό των Β κυττάρων και την παραγωγή 

αντισωμάτων σε Β κύτταρα ποντικού. Επιπροσθέτως, κατέστειλε τον πολλαπλασιασμό 

και την έκκριση αντισωμάτων σε ανθρώπινα Β κύτταρα μετά από ενεργοποίηση με τον 

προσδέτη του TLR9, τον ODN. Στην ίδια μελέτη, ποντίκια με έλλειψη του γονιδίου 

RAG1 (που δεν διαθέτουν ενδογενή αντισώματα), αφού ακτινοβολήθηκαν, 

ανασυστάθηκαν με άγριου τύπου μυελό των οστών και κατόπιν τους χορηγήθηκε νερό 

ελέγχου ή πόσιμο νερό που περιέχει DCA (2g/l δύο φορές την εβδομάδα). Δείχθηκε 

ότι η ανάκτηση των ολικών IgG αντισωμάτων στον ορό του αίματος των ζώων 

καταστάλθηκε απότομα με χορήγηση DCA μετά από 20 ημέρες ανασύστασης. Μ έσα 

σε 70 ημέρες, όμως, τα επίπεδα IgG στους ποντικούς που έλαβαν DCA έφθασαν σε 

κανονικά επίπεδα. Στη συνέχεια, στην ίδια μελέτη, εξετάστηκε η in vivo εξάρτηση της 

παραγωγής αντισωμάτων από τους υψηλούς ρυθμούς γλυκόλυσης σε ποντικούς που 

ανοσοποιήθηκαν με ΝΡ-οβαλβουμίνη και υποβλήθηκαν σε αγωγή με φυσιολογικό 

νερό ελέγχου ή πόσιμο νερό που περιείχε DCA (2g/l δύο φορές την εβδομάδα). Τα 

επίπεδα των αντισωμάτων στον ορό του αίματος αξιολογήθηκαν μετά από 15 και 19 

ημέρες όπου και βρέθηκε ότι η παραγωγή αντι-ΝΡ αντισωμάτων καταστάλθηκε μετά 

από χορήγηση DCA (293).

Στο ίδιο πλαίσιο, η ερευνητική μας ομάδα, σε προηγούμενη μελέτη, διερεύνησε 

την επίδραση του DCA επί της χυμικής αλλο-ανοσίας (294). Συγκεκριμένα, σε in vitro 

μοντέλο αλλοανοσίας (μονόδρομη MLRs), το DCA (1 mM) αύξησε την παραγωγή 

αλλοαντισωμάτων (238). Αυτό αφενός μπορεί να αποδοθεί στην άμεση επίδραση του 

DCA στα Β κύτταρα. Δεδομένου ότι τα πλασματοκύτταρα εξαρτώνται κυρίως από τον 

κύκλο Krebs για την κάλυψη των υψηλών ενεργειακών αναγκών τους (220,295-297),
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η επαγόμενη από DCA αυξημένη είσοδος πυροσταφυλικού στα μιτοχόνδρια μπορεί να 

ενίσχυσε την ικανότητά τους να παράγουν αντισώματα. Αφετέρου, δεν μπορεί να 

αποκλειστεί η έμμεση επίδραση του φαρμάκου. Συγκεκριμένα, κατά τον 

πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων στις MLRs, η ενισχυμένη αερόβια γλυκόλυση 

παρήγαγε μεγάλες ποσότητες γαλακτικού. Το γαλακτικό οξύ ενισχύει την έκφραση της 

αργινάσης-1 στα μυελοειδικά κατασταλτικά κύτταρα (298) και ως επακόλουθο 

καταστέλλεται η παραγωγή αντισωμάτων (299,300). Μ ε τη μείωση της παραγωγής 

γαλακτικού οξέος, το DCA μπορεί, λοιπόν, να μείωσε την έκφραση της αργινάσης-1 

και κατά συνέπεια να ενίσχυσε την παραγωγή αντισωμάτων.

Επιπλέον, αρκετές in vivo μελέτες έχουν εξάγει ποικίλα αποτελέσματα όσον 

αφορά την επίδραση του DCA στην χυμική ανοσία. Συγκεκριμένα, σε προηγούμενη 

μελέτη αποδείχθηκε ότι οι ανοσοσφαιρίνες IgG και IgM αυξήθηκαν σε MLR 

ποντικούς (επιρρεπείς σε λύκο) μετά από χορήγηση DCA, υποδηλώνοντας 

ανοσοποιητική ενεργοποίηση σε αυτό το στέλεχος.(301). Στην ίδια μελέτη, σε 

φυσιολογικά στελέχη ποντικών B6C3F1, μόνο τα επίπεδα IgG3 αυξήθηκαν σημαντικά 

μετά τη χορήγηση DCA, γεγονός που συμβαδίζει με τα υψηλά επίπεδα συγκεκριμένων 

φλεγμονωδών κυτοκινών που παρατηρήθηκαν στα ποντίκια αυτά. Είναι γνωστό ότι η 

αλλαγή τάξης σε IgG3 επάγεται από I F N  (302). Έτσι, προσδιορίστηκε κατά πόσο η 

χορήγηση DCA επάγει κατά προτίμηση τη διαφοροποίηση συγκεκριμένων 

υποπληθυσμών Τ-λεμφοκυττάρων που όπως αναφέρθηκε παραπάνω παράγουν 

συγκεκριμένες κυτοκίνες. Για το σκοπό αυτό σπληνοκύτταρα που απομονώθηκαν από 

τα παραπάνω ζώα διεγέρθηκαν με αντισώματα ενάντια στο αντιγόνο CD3 του 

υποδοχέα των Τ-κυττάρων και έναντι του συνδιεγερτικού υποδοχέα CD28. Η  θεραπεία 

με DCA μείωσε στατιστικά σημαντικά την έκκριση IL-4 από λεμφοκύτταρα
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αμφότερων των M RL και B6C3F1 ποντικών. Σε καλλιέργειες από ποντικούς MRL 

που υποβλήθηκαν σε αγωγή με DCA, η έκκριση της αντιφλεγμονώδους IL-10 ήταν 

σημαντικά μειωμένη σε σύγκριση με καλλιέργειες από ποντικούς που δεν δέχθηκαν 

DCA. Αντίθετα, σε καλλιέργειες από ποντίκια B6C3F1 που υπέστησαν αγωγή με 

DCA, η έκκριση I F N  αυξήθηκε σημαντικά. Το συμπέρασμα ήταν ότι η θεραπεία με 

DCA των MRL ποντικών αύξησε τις αποκρίσεις των Th2 κυττάρων, ενώ στους 

ποντικούς B6C3F1 δεν υπήρχαν προφανείς επιδράσεις στις αποκρίσεις των Th2 αλλά 

σε αυτές των Th1 κυττάρων. Έτσι, οι αποκρίσεις αντισωμάτων και στα δύο στελέχη 

φαίνεται να ενισχύθηκαν με το DCA. Η  παραγωγή διαφορετικών IgG υποτύπων σε 

κάθε μοντέλο προτείνει ότι οι διάφορες κυτοκίνες φαίνεται να εμπλέκονται άμεσα 

στην μετάπτωση τάξης των ανοσοσφαιρινών (301).

Συμπερασματικά, δεδομένου του μηχανισμού δράσης του DCA στο 

μεταβολισμό των κυττάρων, καθώς και το προφίλ ασφάλειας του, μαζί με κάποιες 

πρώτες ενδείξεις ότι έχει ανοσοτροποιητική δράση, το DCA θα μπορούσε να είναι 

ένας καλός υποψήφιος για ανοσορρύθμιση στον τομέα της μεταμόσχευσης. Ωστόσο, 

μέχρι σήμερα, δεν έχει μελετηθεί αναλυτικά η επίδραση του DCA στο μεταβολισμό 

των CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων ή στη διαφοροποίηση τους προς τα διαφορετικά υποείδη 

τόσο σε in vitro όσο και σε in vivo μοντέλο αλλοανοσίας. Μ ια τέτοια μελέτη πιθανώς 

θα έθετε τις βάσεις για τη δυνατότητα χρήσης του μη τοξικού αυτού φαρμάκου ως 

ανοσοκατασταλτικό στο πεδίο των μεταμοσχεύσεων.

1.6 Σκοπός εργασίας

Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής είναι να διερευνηθεί η 

ανοσοτροποποιητική δράση του DCA σε ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ Τ-
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λεμφοκύτταρα σε in vitro μοντέλο αλλο-ανοσίας (MLRs). Συγκεκριμένα, οι επιμέρους 

στόχοι είναι η μελέτη της επίδρασης του φαρμάκου:

i. στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό

ii. στον μεταβολισμό των κυττάρων αυτών,

iii. στη διαφοροποίησή τους προς Tregs ή Teffs και

iv. στην κυτταρική απόπτωση.

Ό πως προκύπτει από τη βιβλιογραφία, τα Tregs χρησιμοποιούν την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση και την οξείδωση λιπαρών οξέων για την παραγωγή ενέργειας ενώ τα 

Teffs χρησιμοποιούν την αερόβια γλυκόλυση. Λαμβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω, 

υποθέτουμε ότι η επίδραση του DCA σε MLR θα έχει ως αποτέλεσμα τη διαφοροποίηση των 

αλλοδραστικών CD4+ Τ λεμφοκυττάρων προς Tregs. Η  υπόθεση στηρίζεται στο γεγονός 

ότι το DCA δρά στον κυτταρικό μεταβολισμό και παρεμποδίζει τη γλυκόλυση, 

αντιστρέφοντας το φαινόμενο Warburg. Αυτό αναμένεται να έχει ως αποτέλεσμα, τα T 

κύτταρα να μεταβολίζουν τη γλυκόζη στα μιτοχόνδρια μέσω της οξειδωτικής οδού, 

αντί της αερόβιας γλυκόλυσης και τελικά να εκτρέπεται η διαφοροποίησή τους προς 

^ e g s .

Τελικός σκοπός της παρούσας διατριβής είναι να προσθέσει νέα επιστημονικά 

δεδομένα για μια ενδεχόμενη ανοσοκατασταλτική δράση του DCA. Τα δεδομένα αυτά 

θα αποτελέσουν σημαντικό και απαραίτητο βήμα προς τη διεξαγωγή τόσο 

πειραματικών όσο και κλινικών μελέτων. Απώτερος στόχος είναι η εύρεση νέων, 

ασφαλέστερων και αποτελεσματικότερων θεραπευτικών λύσεων στον τομέα των 

μεταμοσχεύσεων.
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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Κεφάλαιο 2. Υλικά και Μέθοδοι

2.1 Βιολογικό υλικό και εθελοντές δότες

Για τη δημιουργία αμφίδρομης μεικτής λεμφοκυτταρικής αντίδρασης (MLR) 

χρησιμοποιήθηκαν μονοπύρηνα κύτταρα από περιφερικό αίμα υγιών ατόμων. 

Συγκεκριμένα, δείγματα αίματος συλλέχθηκαν από 5 υγιείς εθελοντές, μη συγγενείς (3 

άρρενες και 2 θήλεις, ηλικία 33-42 ετών) οι οποίοι ήταν άτομα από το Τμήμα 

Νεφρολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας (Λάρισα, Ελλάδα). 

Η  κατάσταση της υγείας τους επιβεβαιώθηκε με τον έλεγχο του ιατρικού ιστορικού 

τους παράλληλα με τη διεξαγωγή εργαστηριακών εξετάσεων καθώς και με εξέταση 

της φυσικής τους κατάστασης στα πλαίσια της πραγματοποίησης ελέγχου ρουτίνας 

από έμπειρο γιατρό. Για κάθε ένα από τα προαναφερθέντα άτομα που εγγράφηκε στη 

μελέτη διενεργήθηκε διαδικασία συναίνεσης τους σχετικά με το πρωτόκολλο μελέτης 

και η επιτροπή δεοντολογίας της Ιατρικής Σχολής του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας το 

ενέκρινε (απόφαση με αρ. πρ. 558/10-2-2017).

2.2 Απομόνωση μονοπύρηνων κυττάρων περιφερικού αίματος (PBMC)

Μ ε τη μέθοδο αυτή επιτυγχάνεται απομόνωση λεμφοκυττάρων από το 

περιφερικό αίμα με την εφαρμογή φυγοκεντρήσεως πυκνότητας σε κλίση φικόλης 

(Ficoll) και μετριζιμίδης (Hypaque). Η  Φικόλη είναι συνθετική ουσία υψηλού 

μοριακού βάρους. Λειτουργία της μετριζιμίδης είναι να δημιουργεί πυκνότητα και 

ώσμωση τέτοια ώστε να απομακρύνονται όλα τα υπόλοιπα υποειδη κυττάρων εκτός 

από τα λεμφοκύτταρα. Οι διάφοροι τύποι κυττάρων λόγω διαφορετικής πυκνότητας 

της μάζας τους καθιζάνουν με διαφορετική ταχύτητα στα παρασκευάσματα της Ficoll-

99

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
06/06/2024 01:19:01 EEST - 13.59.143.21



paque. Ο διαχωρισμός βασίζεται στο ότι τα λεμφοκύτταρα έχουν μικρότερη πυκνότητα 

από τα ερυθροκύτταρα και τα κοκκιοκύτταρα.

Το δείγμα (αίμα) που λαμβάνεται, τοποθετείται αμέσως σε φιαλίδιο με 

αντιπηκτικό. Το δείγμα αυτό αραιώνεται με υλικό ιστοκαλλιέργειας και επιστοιβάζεται 

προσεκτικά στην επιφάνεια του υγρού στρώματος φικόλης (Ficoll-Hypaque). Η 

φικόλη έχει μεγαλύτερη πυκνότητα από εκείνη των λεμφοκυττάρων, αλλά μικρότερη 

από αυτή των ερυθροκυττάρων και κοκκιοκυττάρων (π.χ. ουδετεροφίλων). Μ ετά από 

φυγοκέντρηση, τα ερυθροκύτταρα και τα πολυμορφοπύρηνα ουδετερόφιλα διέρχονται 

διαμέσου της φικόλης για να σχηματίσουν ίζημα στον πυθμένα του σωληνάριου, ενώ 

τα λεμφοκύτταρα και ελάχιστα μονοπύρηνα παραμένουν πάνω από το στρώμα της 

φικόλης, στη μεσοστοιβάδα. Έτσι, μπορούν να παραληφθούν από το στρώμα 

διαχωρισμού. Αυτά τα κύτταρα ονομάζονται μονοπύρηνα κύτταρα του περιφερικού 

αίματος (Peripheral Blood M ononuclear Cells, PBMC).

Ό λες οι αιμοποιητικές καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν σε βιολογικό θάλαμο 

νηματικής ροής Επιπέδου II (hood), κάτω από αποστειρωμένες συνθήκες, ενώ το 

πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε για την απομόνωση των μονοπύρηνων κυττάρων 

περιφερικού αίματος από κάθε εθελοντή με σκοπό τη δημιουργία αμφίδρομης μεικτής 

λεμφοκυτταρικής αντίδρασης (MLR) ήταν αναλυτικά το παρακάτω:

• Λήψη 20 ml περιφερικού αίματος (PB, peripheral blood) σε κωνικό σωληνάριο 

που περιέχει αντιπηκτικό υλικό (ηπαρίνη 10 IU/ml)

• Επιστοίβαξη του δείγματος σε ίσο όγκο διαχωριστικού μέσου φικόλης (Ficoll 

Hypaque, 1.077 g/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) σε κωνικά 

σωληνάρια

• Φυγοκέντρηση στα 1600 rpm/min για 25 min σε θερμοκρασία 18-20°C
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• Λήψη της στοιβάδας των μονοπύρηνων με πιπέτα Pasteur και μεταφορά της σε 

νέο αποστειρωμένο σωληνάριο

• Προσθήκη ίσης ποσότητας πλήρους θρεπτικού υλικού RPM I που περιέχει τα 

εξής διαλύματα: καλλιεργητικό μέσο RPM I 1640 (Thermo Fischer Scientific, 

Inc., Rockford, IL, USA) με 2mM L-γλουταμίνη, 10mΜ HEPES, 10% βόειο 

εμβρυικό ορό (FBS; Sigma - Aldrich) και 1% αντιβιοτικό - αντιμυκητιασικό 

διάλυμα (Sigma - Aldrich)

• Φυγοκέντρηση στα 1400 rpm/min για 10 min στους 18-20°C

• Απομάκρυνση του υπερκειμένου και διαλυτοποίηση του ιζήματος σε 2ml 

πλήρους θρεπτικού υλικού RPMI

• Υπολογισμός της συγκέντρωσης των κυττάρων με τη χρήση οπτικής 

μικροσκοπίας (Axiovert 40C; Carl Zeis AG, Oberkochen, Germany) και τη 

βοήθεια αιμοκυταρόμετρου (Neubauer; Paul M arienfeld GmbH & Co., KG., 

Lauda-Konigshofen, Germany) σε διάλυμα Trypan blue (διάλυμα φωσφορικών 

ιόντων - PBS, pH 7.4 ± 0.1, με χρωστική trypan blue 0,4% ; Sigma -  Aldrich). 

Συγκεκριμένα, χρησιμοποιούνται 10 μL του εναιωρήματος κυττάρων και 90 μ! 

διαλύματος Trypan blue. H  μέτρηση των κυττάρων γίνεται σε 4 

αντιδιαμετρικές περιοχές της πλάκας Neubauer και η συγκέντρωση των 

κυττάρων ανα ml, υπολογίζεται από τον τύπο:

Αριθμός κυττάρων / 4 x 10 (συντελεστής αραίωσης) x 104 (κύτταρα/ml)

2.3 Δημιουργία αμφίδρομης μεικτής λεμφοκυτταρικής αντίδρασης (MLR)

Κατά τη μεταμόσχευση αλλογενών μοσχευμάτων είναι γνωστό ότι μεταφέρεται 

σημαντικός αριθμός μονοπύρηνων κυττάρων του δότη στον λήπτη, οδηγώντας σε
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αμφοτερόπλευρες ανοσολογικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ λεμφοκυττάρων δότη και 

λήπτη (303). Για να μελετηθεί λεπτομερώς η ανοσοτροποποιητική δράση του 

διχλωροξικού οξεός σε τέτοιου είδους αντιδράσεις αλλογενών λεμφοκυτταρικών 

πληθυσμών χρησιμοποιήθηκε η αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR). 

Πρόκειται για μια σημαντική ex vivo ανοσολογική μέθοδος, που προσομοιάζει σε in 

vivo συνθήκες μεταμόσχευσης (304).

Συγκεκριμένα, μετά την απομόνωση τους, μονοπύρηνα κύτταρα του 

περιφερικού αίματος από κάθε εθελοντή καλλιεργήθηκαν διασταυρούμενα με 

αντίστοιχου αριθμού κύτταρα ενός δεύτερου εθελοντή για την δημιουργία αμφίδρομης 

μεικτής λεμφοκυτταρικής αντίδρασης (MLR), με ή χωρίς την παρουσία υδατικού 

διαλύματος διχλωροξικού οξέος 1mM, για 7 μέρες, σε πλήρες θρεπτικό υλικό RPMI. 

Η  προαναφερθείσα συγκέντρωση διχλωροξικού οξέος που χρησιμοποιήθηκε, 

σύμφωνα πάντα με τη βιβλιογραφία, θεωρείται επαρκής για να αναστείλει τρία από τα 

τέσσερα ισοένζυμα της PDK, τα PDK1, PDK2 και PDK4 (305). Τέλος, η επώαση των 

κυττάρων πραγματοποιήθηκε σε κλίβανο (επωαστικός θάλαμος) στους 37 °C και με 

5% CO 2 , ενώ η αρχική πυκνότητα ενοφθαλμισμού (inoculation density) διαφέρει ανά 

περίπτωση και αναφέρεται σε επόμενες παραγράφους.

2.4 Μαγνητικός διαχωρισμός CD4+ Τ λεμφοκυττάρων με την τεχνική MACS

(magnetic cell sorting)

Για την μελέτη της επίδρασης του DCA στον πολλαπλασιασμό, το μεταβολισμό και 

την διαφοροποίηση των CD4+ T λεμφοκυττάρων οι συν-καλλιέργειες (MLRs) 

πραγματοποιήθηκαν σε πηγαδάκια (wells) πλακιδίων 12 θέσεων με αρχική πυκνότητα 

ενοφθαλμισμού (inoculation density) 1x106 κύτταρα / well με 5x105 κύτταρα / well
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από κάθε ένα από τους 2 εθελοντές που συμμετείχαν στην κάθε MLR. Μ ετά από 7 

ημέρες ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία για το μαγνητικό διαχωρισμό 

ανθρώπινων αλλοδραστικών CD4+ Τ-λεμφοκύτταρων από κάθε MLR, όπως 

προβλέπεται από το πρωτόκολλο του αντίστοιχου πακέτου (CD4+ T cell isolation kit, 

Human (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany):

2.4.1 Προετοιμασία δείγματος

• Μ εταφορά του περιεχομένου από κάθε well σε eppendorf

• Φυγοκέντρηση στα 5000 rpm/min για 10 min στους 4°C.

• Συλλογή του υπερκειμένου σε νέο eppendorf για περαιτέρω μετρήσεις,

• Επανάληψη της ίδιας πλύσης για μια ακόμη φορά,

• Διαλυτοποίηση του ιζήματος σε 40μ! MACS διαλύματος (PBS εμπλουτισμένο 

με 0.5% αλβουμίνη βοείου ορού - BSA και 2mΜ Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό 

οξύ -  EDTA) για συγκέντρωση κυττάρων <107 .

2.4.2 Σήμανση των κυττάρων

• Στα 40μ! του εναιωρήματος των κυττάρων προστίθενται 10μ! CD4+ T Cell 

Biotin-Antibody Cocktail (περιέχει μονοκλωνικά αντισώματα έναντι των 

υποδοχέων CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRγ/δ 

και CD235a συνδεδεμένα με βιοτίνη και δεσμεύουν όλους τους κυτταρικούς 

πληθυσμούς μη-στόχους, διάφορους δηλαδή των CD4+ Τ λεμφοκυττάρων) για 

συγκέντρωση κυττάρων <107 .

• Μ ετά από καλή ανάδευση ακολουθεί επώαση για 5min στους 4°C (ψυγείο).
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• Στα 50μ1 του εναιωρήματος των κυττάρων προστίθενται 30μ1 MACS 

διαλύματος και ακολουθεί καλή ανάδευση

• Σήμανση των κυττάρων με προσθήκη 20μ1 CD4+ T Cell Microbead Cocktail 

(περιέχει μονοκλωνικά αντισώματα έναντι της βιοτίνης συνδεδεμένα με 

μικροσφαιρίδια - Μicrobeads)

• Καλή ανάδευση και επώαση για 10min στους 4°C (ψυγείο).

• Στα 100μ! του εναιωρήματος των κυττάρων προστίθενται 400μ! MACS 

διαλύματος και ακολουθεί καλή ανάδευση (για στήλες LS όπως στην 

περίπτωση μας απαιτούνται 500-1000 μ! τελικού διαλύματος).

2.4.3 Μαγνητικός διαχωρισμός

• Τοποθέτησης της στήλης LS στο μαγνητικό πεδίο του MACS διαχωριστή 

(Vario MACS)

• Ξέπλυμα της στήλης με 3ml MACS διαλύματος

• «Φόρτωμα» των 500μ! εναιωρήματος κυττάρων και πέρασμα αυτών από τη 

στήλη

• Ξέπλυμα της στήλης με 3ml MACS διαλύματος (με τις πλύσεις συλλέγεται το 

μη σημασμένο κλάσμα του πληθυσμού, δηλαδή τα CD4+ Τ λεμφοκύτταρα).

• Απομάκρυνση της στήλης από τον διαχωριστή, τοποθέτηση αυτής σε ειδικό 

σωληνάριο και προσθήκη 5ml MACS διαλύματος. Με τη βοήθεια ενός ειδικού 

εμβόλου συλλέγεται ο πληθυσμός των κυττάρων που κατακρατήθηκαν στη 

στήλη (έκλουση CD4+ T κυττάρων).

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση του εναιωρήματος των κυττάρων, καταμέτρηση 

αυτών και αναγωγή στη επιθυμητή συγκέντρωση.
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2.5 Υπολογισμός της κατανάλωσης γλυκόζης και της παραγωγής γαλακτικού 

οξέος σε αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR)

Για την μελέτη της επίδρασης του DCA στο μεταβολικό μονοπάτι της αερόβιας 

γλυκόλυσης οι συν-καλλιέργειες (MLRs) πραγματοποιήθηκαν σε πηγαδάκια (wells) 

πλακιδίων 12 θέσεων με αρχική πυκνότητα ενοφθαλμισμού (inoculation density) 

1x106 κύτταρα / well με 5x105 κύτταρα / well από κάθε ένα από τους 2 εθελοντές που 

συμμετείχαν στην κάθε MLR. Μ ετά από 7 ημέρες το περιεχόμενο από κάθε πηγαδάκι 

συλλέχθηκε σε κατάλληλο κωνικό φιαλίδιο (eppendorf). Ακολούθησε φυγοκέντρηση 

του δείγματος στα 5000 rpm/min για 10 min στους 4°C και το υπερκείμενο 

συλλέχθηκε σε νέο eppendorf. Στο συγκεκριμένο υπερκείμενο των

κυτταροκαλλιεργειών υπολογίστηκε τόσο η κατανάλωση γλυκόζης όσο και η 

παραγωγή του τελικού προϊόντος της αερόβιας γλυκόλυσης γαλακτικού οξέος (306) σε 

κάθε αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR).

Ο υπολογισμός της κατανάλωσης γλυκόζης πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του 

γλυκοζόμετρου Element, Infopia, Titusville, U S ^  αφαιρώντας την συγκέντρωση της 

γλυκόζης που ανιχνεύτηκε στο υπερκείμενο των κυτταροκαλλιεργειών στο τέλος κάθε 

πειράματος, από την συγκέντρωση που περιείχε πριν την χρήση το πλήρες 

καλλιεργητικό μέσο RPMI. Την ίδια στιγμή, η συγκέντρωση γαλακτικού οξέος, σε 

100μL δείγματος υπερκειμένου των κυτταροκαλλιεργειών, υπολογίστηκε με τη χρήση 

του αναλυτή αερίων αίματος Blood Gas Analyzer Czito Medical (Moscow, Russia). 

Πραγματοποιήθηκαν οχτώ ανεξάρτητα πειράματα εις τριπλούν και τα αποτελέσματα 

που παρουσιάζονται παρακάτω αναφέρονται στη μέση τιμή των τριών μετρήσεων.
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2.6 Προσδιορισμός του κυτταρικού πολλαπλασιασμού μέσω της μεθόδου 

BrdU

Για την μελέτη της συνολικής επίδρασης του DCA στο κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό πραγματοποιήθηκε εκτίμηση της σύνθεσης DNA με τη 

ανοσοενζυμική μέθοδο (ELISA) πρόσληψης βρωμοδεοξυουριδίνης (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Σε αυτήν την περίπτωση οι συν-καλλιέργειες με 

ή χωρίς την παρουσία 1mM DCA πραγματοποιήθηκαν σε πηγαδάκια (wells) 

πλακιδίων 96 θέσεων με αρχική πυκνότητα ενοφθαλμισμού (inoculation density) 

1x105 κύτταρα / well (5x104 από κάθε ένα από τους 2 εθελοντές) με τελικό όγκο 

διαλύματος πλήρους θρεπτικού υλικού RPM I 100μl/well. Ως δείγμα αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκε ο μέσος όρος της οπτικής πυκνότητας που προέκυψε από τρια 

πηγάδια τα οποία περιείχαν όλα τα αντιδραστήρια χωρίς τα κύτταρα. Στη συνέχεια τα 

πιάτα τοποθετήθηκαν σε επωαστήρα με θερμοκρασία 37 °C και 5 % CO 2 για 7 ημέρες.

Δώδεκα ώρες πριν την λήξη του πειράματος τοποθετήθηκαν 10μL διαλύματος 

BrdU σε κάθε πηγαδάκι (τελική συγκέντρωση ανά πηγάδι 10μΜ), δηλαδή 

αντιδραστηρίου 2-βρωμο-2-δεοξυουριδίνης (Roche GmbH, Manheim, Germany) 

αραιωμένου σε πλήρες θρεπτικό υλικό RPM I (1:100). Τα πιάτα παρέμειναν στον 

επωαστήρα μέχρι τη λήξη του πειράματος (δηλαδή το πέρας 7 ημερών), ώστε η BrdU 

να ενσωματωθεί στο γενετικό υλικό των κυττάρων που πολλαπλασιάζονται. Στη 

συνέχεια, η πλάκα φυγοκεντρήθηκε στα 300 g για 10 min και μετά από αναρρόφηση 

του καλλιεργητικού μέσου (υπερκείμενο) τα κύτταρα (ίζημα) αφέθηκαν να 

στεγνώσουν στους 60°C για τουλάχιστον 1h και αμέσως μετά προστέθηκαν 200 μL 

διαλύματος FixDenat (Roche GmbH, Manheim, Germany). Το συγκεκριμένο διάλυμα
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προκαλεί αποδιάταξη του DNA με στόχο να βελτιστοποιηθεί η σύνδεση της 2-βρωμο- 

2-δεοξυουριδίνης με το αντίστοιχο αντίσωμα που θα προστεθεί στη συνέχεια. Μετά 

το πέρας 30 λεπτών επώασης σε θερμοκρασία δωματίου (15-25°C), το περιεχόμενο 

των πηγαδιών αναρροφήθηκε και προσθέσαμε 100 μL από το διάλυμα του 

αντισώματος anti-BrdU POD working solution σε καθένα απο τα πηγάδια της πλάκας. 

Το διάλυμα αυτό παρασκευάστηκε με αραίωση του λυοφιλοποιημένου μονοκλωνικού 

αντισώματος Anti-BrdU-POD (Roche GmbH, Manheim, Germany) προσδεμένου σε 

υπεροξειδάση σε 1.1 ml αποστειρωμένου απιονισμένου νερού και ακολούθησε 

ανάμιξη για δέκα λεπτά. Στη συνέχεια το διάλυμα που προέκυψε ^ n ^ d U - s t o c k  

solution) αραιώθηκε σε συγκέντρωση 1:100 με το διάλυμα Anti-BrdU dilution solution 

(Roche GmbH, Manheim, Germany). Το τελευταίο αυτό στάδιο για την παρασκευή 

του διαλύματος Anti-BdU-working solution πραγματοποιήθηκε πέντε λεπτά πριν την 

τοποθέτησή του στα πιάτα των κυτταροκαλλιεργειών, στα οποία διατηρήθηκε 120 

λεπτά. Κατά το χρονικό διάστημα αυτό τα πιάτα τοποθετήθηκαν σε αναδευτήρα και σε 

θερμοκρασία δωματίου 25 °C. Ακολούθησε αναρρόφηση του διαλύματος Anti-BrdU- 

working solution και τρεις πλύσεις σε κάθε πηγάδι με 200μ! διαλύματος washing 

buffer (Roche GmbH, Manheim, Germany), αραιωμένο με αποστειρωμένο νερό σε 

αναλογία 1:10. Μ ετά από κάθε πλύση και πριν την επόμενη πραγματοποιούνταν 

αναρρόφηση του περιεχομένου του κάθε πηγαδιού. Μ ετά από την τελευταία πλύση το 

περιεχόμενο του κάθε πηγαδιού αναρροφήθηκε και σε συνθήκες έλλειψης φωτισμού 

τοποθετήθηκαν 100 μL υποστρώματος του ενζύμου της υπεροξειδάσης 3,3’,5,5’- 

τετραμεθυλ-βενζιδινίου (TMB) (Roche GmbH, Manheim, Germany) σε κάθε πηγάδι 

για πέντε έως τριάντα λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 25 °C, ώστε παρουσία της 

υπεροξειδάσης του αντισώματος το διάλυμα να μετατραπεί σε χρώματος μπλε. Η
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πρόοδος της αντίδρασης αναστάλθηκε μετά την παρέλευση 5-30 λεπτών, με την 

προσθήκη 25 μL διαλύματος θειϊκού οξέος (stop solution) (Roche GmbH, Manheim, 

Germany), η οποία μετέτρεψε το διάλυμα σε κάθε πηγάδι από μπλε σε κίτρινο. Η 

μέτρηση έγινε με το φασματοφωτόμετρο ELISA-reader M icroplate Reader PR2100, 

Sanofi Diagnostics Pasteur Inc., Redmond, WA, U.S.A και οι τιμές της οπτικής 

απορρόφησης έγιναν σε μήκος κύματος 450 nm, με φίλτρο αναφοράς τα 650 nm 

(blank). Οι τιμές οπτικής πυκνότητας του δείγματος αναφοράς αφαιρέθηκαν από αυτές 

των υπολοίπων ομάδων ενώ μετέπειτα οι τιμές των MLRs παρουσία DCA 

κανονικοποιήθηκαν με τις τιμές των ομάδων ελέγχου (MLRs απουσία DCA). Πιο 

συγκεκριμένα ο δείκτης κυτταρικού πολλαπλασιασμού (%) υπολογίστηκε με βάση 

τον τύπο: Δείκτης κυτταρικού πολλαπλασιασμού (%) = (οπτική πυκνότητα των 

MLR με DCA : οπτική πυκνότητα των MLR δίχως DCA) x 100. Συνολικά 

πραγματοποιήθηκαν οχτώ διαφορετικές MLRs εις τριπλούν και τα αποτελέσματα 

αναφέρονται στη μέση τιμή των τριών μετρήσεων για κάθε μία από αυτές.

2.7 Προσδιορισμός συγκέντρωσης πρωτεϊνών με τη μέθοδο Bradford

Η  αρχή του χρωματομετρικού προσδιορισμού των πρωτεϊνών και 

συγκεκριμένα η μέθοδος Bradford, στηρίζεται στη χρωστική Coomasie brilliant Blue 

(CBB) G- 250. Η  συγκεκριμένη χρωστική CBB G- 250, έχει βρεθεί ότι έχει την 

ιδιότητα να δεσμεύεται στα μόρια των πρωτεϊνών. Πιο αναλυτικά, η χρωστική 

Coomasie brilliant Blue G- 250, όταν βρίσκεται σε ελεύθερη κατάσταση και σε όξινο 

περιβάλλον έχει καστανό χρώμα και επιπλέον έχει την ιδιότητα να απορροφά στα 

465nm. Ό ταν η συγκεκριμένη χρωστική δεσμευτεί στα μόρια των πρωτεϊνών και 

δημιουργηθεί το σύμπλοκο πρωτεΐνης -  χρωστικής, τότε έχουμε την εμφάνιση ενός
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κυανού χρώματος καθώς και μια μεταβολή του μέγιστου απορρόφησης στα 595nm, η 

οποία και μετράται φωτομετρικά. Η  συγκεκριμένη μέθοδος προσδιορισμού των 

πρωτεϊνών αποτελεί μία αρκετά απλή μέθοδο, καθώς απαιτεί μια απλή ανάμιξη του 

πρωτεϊνικού διαλύματος με ένα μόνο διάλυμα χρωστικής. Επιπλέον η μέθοδος 

Bradford αποτελεί και μια αρκετά ευαίσθητη και γρήγορη μέθοδο προσδιορισμού των 

πρωτεϊνών, καθώς επιτρέπει τον προσδιορισμό έως και 1 μg πρωτεΐνης.

2.7.1 Προετοιμασία δειγμάτων

Μ ετά το μαγνητικό διαχωρισμό ανθρώπινων αλλοδραστικών CD4+ Τ- 

λεμφοκύτταρων από κάθε M LR υπολογίστηκε η συγκέντρωση των κυττάρων με τη 

χρήση οπτικού μικροσκοπίου (Axiovert 40C; Carl Zeis AG, Oberkochen, Germany) 

και τη βοήθεια αιμοκυτταρόμετρου (Neubauer; Paul M arienfeld GmbH & Co., KG., 

Lauda-Konigshofen, Germany) με διάλυμα χρωστικής Trypan blue (Sigma -  Aldrich), 

όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.2.1.

Ίσος αριθμός CD4+ Τ-λεμφοκύτταρων από κάθε M LR (5x105 κύτταρα) 

υποβλήθηκε σε λύση χρησιμοποιώντας το αντιδραστήριο εκχύλισης πρωτεΐνης ιστού 

T-PER (Thermo Fisher Scientific, Inc.) συμπληρωμένο με διάλυμα αναστολέων 

πρωτεάσεων όπως 4 - (2 -  αμινο-αιθυλο) βενζολο-σουλφονυλο φθορίδιο, φαινυλο- 

μεθανο-σουλφονυλο-φθορίδιο, βεστατίνη, Ε-64, λευπεπτίνη, απροτινίνη και 

αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ, καθώς και με διάλυμα αναστολέων όξινων και 

αλκαλικών φωσφατάσεων (Sigma-Aldrich) αλλά και πρωτεϊνικών φωσφατάσεων 

σερίνης/θρεονίνης (PP1, PP2A, και PP2B) όπως και τυροσίνης (Roche Diagnostics).
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2.7.2 Προετοιμασία διαλυμάτων- αντιδραστηρίων

Τα διαλύματα που απαιτούνταν για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης των 

ολικών υδατοδιαλυτών πρωτεϊνών ήταν:

1. Πρότυπα διαλύματα αλβουμίνης βοδιού (Bovine Serum Albumin- BSA) 

προκειμένου να κατασκευαστεί η πρότυπη καμπύλη αναφοράς: Αρχικά 

ζυγίσαμε 0,1 gr BSA και τα διαλύσαμε σε 10 ml διπλά απεσταγμένου νερού 

(τελική συγκέντρωση διαλύματος 10mg/ml). Κατόπιν χρησιμοποιώντας ως 

διαλύτη το αντιδραστήριο εκχύλισης πρωτεΐνης ιστού T-PER συμπληρωμένο 

με διαλύματα αναστολέων πρωτεάσεων και φωσφατάσεων όπως περιγράφεται 

παραπάνω παρασκευάσαμε σε κατάλληλα κωνικά φιαλίδια (eppendorf) μια 

σειρά διαλυμάτων αλβουμίνης με τελικές συγκεντρώσεις 2 mg/ml, 1 mg/ml,

0. 5 .mg/ml, 0.250 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.0625 mg/ml, 0.03125 mg/ml και 0 

mg/ml.

2. Αντιδραστήριο Bradford- Coomassie Brilliant Blue G 250 (Sigma- 

Aldrich).

2.7.3 Πρωτόκολλο Μεθόδου

Η  συγκεκριμένη μέθοδος πραγματοποιείται σε πλάκα 96 φρεατίων και ακολουθούνται 

τα παρακάτω βήματα σύμφωνα με το πρωτόκολλο του κατασκευαστή (Sigma- 

Aldrich).

1. Αναδεύουμε το αντιδραστήριο Bradford και το αφήνουμε να αποκτήσει 

θερμοκρασία δωματίου πριν τη χρήση (διατηρείται στους 2-8 °C).

2. Προετοιμάζουμε τα πρότυπα διαλύματα αλβουμίνης βοδιού όπως 

περιγράφεται στην παράγραφο 2.7.2.
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3. Προετοιμάζουμε τα δείγματα με τον τρόπο που περιγράφεται στην 

παράγραφο 2.7.1. με μία κατά προσέγγιση τελική συγκέντρωση πρωτεϊνών 0,1-1,4 

mg/ml.

4. Στην πλάκα 96 φρεατίων προσθέτουμε, σε ξεχωριστά πηγάδια, 5 μΐ από 

κάθε πρότυπο διάλυμα αλβουμίνης βοδιού καθώς και από κάθε άγνωστης 

συγκέντρωσης δείγμα.

5. Προσθέτουμε 250 μΐ αντιδραστηρίου Bradford ανά φρεάτιο και 

αναμειγνύουμε καλά σε αναδευτήρα για ~ 30 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία 

δωματίου.

6. Επωάζουμε σε θερμοκρασία δωματίου για 5-45 λεπτά και στη συνέχεια, 

μετράμε την κάθε πλάκα στο φασματοφωτόμετρο τύπου ELISA (Microplate Reader 

PR2100, Sanofi Diagnostics Pasteur Inc., Redmond, WA, U.S.A), σε μήκος κύματος 

595 nm, αφού μηδενίσουμε με το τυφλό.

7. Κατασκευάζεται πρότυπη καμπύλη σε γραφική παράσταση με τις τιμές 

των απορροφήσεων στον άξονα ψ και τις συγκεντρώσεις των δειγμάτων (pg/mL) στον 

άξονα χ. Προσδιορίζουμε τη συγκέντρωση των αγνώστων δειγμάτων χρησιμοποιώντας 

την πρότυπη καμπύλη. Αν τα δείγματα έχουν αραιωθεί υπολογίζουμε την τελική 

συγκέντρωση πολλαπλασιάζοντας με τον συντελεστή αραίωσης. Απορρίπτουμε τιμές 

που ξεφεύγουν της γραμμικότητας της καμπύλης για μεγαλύτερη ακρίβεια.

2.8 Ηλεκτροφόρηση

Η  ηλεκτροφόρηση είναι μια μέθοδος διαχωρισμού μορίων ή σωματιδίων με 

πολλές εφαρμογές στη μοριακή βιολογία, βιοχημεία, πρωτεϊνική χημεία, 

φαρμακολογία, εγκληματολογία κ.α. Χρησιμοποιείται κυρίως για τον προσδιορισμό
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της καθαρότητας ενός δείγματος, για τον ποιοτικό και ποσοτικό έλεγχο του μοριακού 

βάρους (Μ.Β.). Τα δείγματα που φέρουν φορτίο και μπορεί να είναι από ολόκληρα 

κύτταρα έως πρωτεΐνες, πεπτίδια, νουκλεϊκά οξέα (DNA, RNA), αμινοξέα, 

φαρμακευτικές ουσίες, οργανικά οξέα και πολλά άλλα.

Η  βασική αρχή της ηλεκτροφόρησης στηρίζεται στο φαινόμενο κατά το οποίο 

φορτισμένα μόρια και σωματίδια μέσα σε υδάτινα διαλύματα και κάτω από την 

επίδραση ενός ηλεκτρικού πεδίου, κινούνται προς την κατεύθυνση του ηλεκτροδίου με 

το αντίθετο φορτίο. Λόγω των διαφορετικών φορτίων και μαζών, τα διάφορα μόρια θα 

κινηθούν με διαφορετικές ταχύτητες (κινητικότητα). Η  κινητικότητα αυτή εξαρτάται 

από την σταθερά pK και το μοριακό βάρος του φορτισμένου σωματιδίου, ενώ άλλοι 

παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν την κινητικότητα είναι το pH και η 

συγκέντρωση του ρυθμιστικού διαλύματος (buffer), η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, 

η θερμοκρασία καθώς και η φύση του υλικού μέσα στο οποίο γίνεται η 

ηλεκτροφόρηση. Η  ηλεκτροφόρηση μπορεί να γίνει είτε σε χαρτί, είτε σε φιλμ, είτε σε 

πηκτές (gels). Οι πιο γνωστές είναι η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτές 

πολυακρυλαμιδίου και η ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτές αγαρόζης, αντίστοιχα.

2.8.1 Ηλεκτροφόρηση Πρωτεϊνών σε Πηκτή Πολυακρυλαμιδίου

Το ακρυλαμίδιο, που χρησιμοποιείται συνήθως για τη δημιουργία των πηκτών 

ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών, είναι εξαιρετικά τοξικό και επιπλέον παρουσιάζει αντοχή 

στις υψηλές θερμοκρασίες. Οι πηκτές πολυακρυλαμιδίου είναι χημικά αδρανείς και 

διάφανες με πόρους που δημιουργούνται από τον πολυμερισμό των μονομερών 

ακρυλαμιδίου (CH2=CH-CO-NH 2) με το αντιδραστήριο N,N- μέθυλενο -  δις -  

ακριλαμίδιο (bis -  ακριλαμίδιο, CH2=CH-CO-NH-CH 2 -NH-CO-CH=CH 2). Πιο
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συγκεκριμένα, η παρουσία του N,N- μέθυλενο -  δις -  ακριλαμιδίου έχει ως 

αποτέλεσμα τη δημιουργία γεφυρών μεταξύ των αλυσίδων των πολυμερών του 

ακρυλαμιδίου, γεγονός που οδηγεί στη δημιουργία ενός τρισδιάστατου πολυμερούς 

πλέγματος με πόρους. Το μέγεθος των πόρων του πολυμερούς πλέγματος εξαρτάται 

από το βαθμό πολυμερισμού και είναι αντιστρόφως ανάλογο της συγκέντρωσης των 

μονομερών του ακρυλαμιδίου. Ο πολυμερισμός στη συγκεκριμένη περίπτωση 

πραγματοποιείται με το μηχανισμό των ελευθέρων ριζών, ενώ ως δότης ελευθέρων 

ριζών χρησιμοποιείται συνήθως το υπερθειϊκό αμμώνιο (Ammonium PerSulfate, APS, 

(NH 4)2 S2 O 8). Σχεδόν ταυτόχρονα με το APS, κατά τη διαδικασία δημιουργίας του 

πολυμερούς, προστίθεται και ο καταλύτης Ν,Ν,-τετραμεθυλοαιθυλενοδιαμίνη 

(TEMED), ο οποίος και καταλύει τη διάδοση των ελευθέρων ριζών στο σύστημα 

πολυμερισμού, αποσυνθέτοντας το υπερθειϊκό ιόν και δίνοντας μια ελεύθερη ρίζα. Η 

αντίδραση που περιγράφεται παραπάνω είναι η εξής: S2O 8 2- +e - ^  SO4 2- + SO4 - .

Η  ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτές πολυακρυλαμιδίου μπορεί να συμβεί 

είτε απουσία είτε παρουσία μετουσιωτικών παραγόντων. Στην περίπτωση 

ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών σε πηκτές πολυακρυλαμιδίου απουσία μετουσιωτικών 

παραγόντων, οι πρωτεΐνες παραμένουν ενεργές και διατηρούν την ανώτερη 

διαμόρφωσή τους. Στη δεύτερη περίπτωση ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών, παρουσία 

μετουσιωτικών παραγόντων, οι μετουσιωτικοί παράγοντες που χρησιμοποιούνται 

συνήθως, είναι το μετά νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου (SDS) και η ουρία. Στην 

περίπτωση αυτή, οι πρωτεΐνες αποδιατάσσονται και λαμβάνουν τυχαία διαμόρφωση.

Κατά τη δημιουργία των πηκτών πολυακρυλαμιδίου, το μίγμα πολυμερισμού 

(ακρυλαμίδιο, bis- ακρυλαμίδιο, Tris- HCl, SDS, APS, TEMED) μπορεί να 

τοποθετηθεί είτε σε γυάλινους σωλήνες, οδηγώντας στη δημιουργία κυλινδρικών
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πηκτών, είτε ανάμεσα σε δύο επίπεδα γυαλιά με σφραγισμένα τα πλαϊνά τους άκρα, 

οδηγώντας στη δημιουργία επίπεδων πηκτών. Και στις δύο παραπάνω περιπτώσεις 

πηκτών τα δείγματα τοποθετούνται σε οπές, οι οποίες δημιουργούνται με τη βοήθεια 

μιας πλαστικής οδοντωτής μήτρας που τοποθετείται στο επάνω μέρος της πηκτής και 

αφαιρείται μετά τον πολυμερισμό.

Γενικά η ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε πηκτές πολυακρυλαμιδίου μπορεί να 

είναι είτε συνεχής, είτε ασυνεχής. Κατά το σύστημα συνεχούς ηλεκτροφόρησης 

χρησιμοποιείται το ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα τόσο στην πηκτή, όσο και στα δοχεία των 

ηλεκτροδίων και επιπλέον η πηκτή κατασκευάζεται με σταθερή συγκέντρωση 

πολυακρυλαμιδίου. Κατά το σύστημα ασυνεχούς ηλεκτροφόρησης, χρησιμοποιούνται 

δύο διαφορετικές πηκτές που τοποθετούνται η μία πάνω από την άλλη, και οι οποίες 

διαφέρουν ως προς τη συγκέντρωση του πολυακρυλαμιδίου και το ρυθμιστικό διάλυμα 

που περιέχουν: η πηκτή επιστοίβαξης (stacking gel) και η πηκτή διαχωρισμού 

(separating gel). Η  πηκτή επιστοίβαξης (επάνω μέρος ασυνεχούς πηκτής 

πολυακρυλαμιδίου) έχει μικρότερη συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου και συνεπώς 

μεγαλύτερους πόρους από την πηκτή διαχωρισμού (κάτω μέρος ασυνεχούς πηκτής 

πολυακρυλαμιδίου), στην οποία γίνεται και ο διαχωρισμός του δείγματος. Η 

διαφορετική συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου και το διαφορετικό ρυθμιστικό διάλυμα 

επιτρέπει δείγματα με μεγάλους όγκους να «συμπυκνώνονται» στην πρώτη πηκτή 

(stacking gel) πριν «εισέλθουν» στη δεύτερη πηκτή, όπου και διαχωρίζονται. Η 

διαδικασία αυτή βελτιώνει κατά πολύ την ανάλυση, καθώς όλο το δείγμα ξεκινάει να 

αναλύεται από το ίδιο σημείο. Αντίθετα, τα συστήματα συνεχούς ηλεκτροφόρησης, με 

σταθερή συγκέντρωση πολυακρυλαμιδίου και το ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα, επιβάλλουν 

τη συγκέντρωση του δείγματος σε πολύ μικρό όγκο από την αρχή.
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2.8.2 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες (SDS -  PAGE, 

SDS -  PolyAcrylamide Gel Electroforesis)

Στην ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών κάτω από αποδιατακτικές συνθήκες SDS -  

PAGE, ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών γίνεται με βάση τη μοριακή τους μάζα. Ως 

αποδιατακτικό μέσο χρησιμοποιείται το μετά νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου 

(SDS). Το SDS είναι ένα ισχυρό ανιονικό απορρυπαντικό, το οποίο δεσμεύεται στις 

πρωτεΐνες (1,4g ανά g πρωτεΐνης). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αποδιάταξη της 

τριτοταγούς και δευτεροταγούς δομής. Τα σύμπλοκα πρωτεϊνών -  SDS που 

δημιουργούνται είναι επιμήκη, με σαφή και καθορισμένη δομή. Επιπλέον η δέσμευση 

του ανιονικού απορρυπαντικού στις πρωτεΐνες έχει ως αποτέλεσμα τη μεταβολή του 

φορτίου όλων των πρωτεϊνών, οι οποίες και φορτίζονται αρνητικά εξαιτίας της 

προσθήκης των θειϊκών ομάδων του θειϊκού δωδεκυλίου. Το τελευταίο εξαλείφει την 

επιρροή του φορτίου στην κινητικότητα των πρωτεϊνών και με τον τρόπο αυτό οι 

πρωτεΐνες κινούνται μόνο με βάση τη μοριακή τους μάζα. Επίσης, γίνεται δυνατή η 

ανάλυση όλων των πρωτεϊνών του δείγματος, καθώς τώρα κινούνται όλες προς το ίδιο 

ηλεκτρόδιο (άνοδο), ενώ διαφορετικά οι πρωτεΐνες με ισοηλεκτρικά σημεία (pI) 

μεγαλύτερα του 6,8 θα μετακινούνταν προς την κάθοδο και θα χάνονταν.

Η  SDS - PAGE ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών κάτω από αποδιατακτικές 

συνθήκες ανήκει στις μεθόδους ασυνεχούς ηλεκτροφόρησης. Το μέγεθος του υπό 

μελέτη πρωτεϊνικού δείγματος προσδιορίζεται με τη βοήθεια δεικτών μοριακών βαρών 

δηλαδή μείγματα πρωτεϊνών γνωστού μοριακού μεγέθους (protein ladder) που 

χρησιμοποιούνται ως σημεία αναφοράς. Με το πέρας της ηλεκτροφόρησης ακολουθεί 

ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη PVDF και ανίχνευση με ανάλυση κατά 

W estern (χρήση ειδικών αντισωμάτων).
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2.8.3 Πρωτόκολλο Μεθόδου

Σε όλα τα πειράματά μας η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε με 

προκατασκευασμένη πηκτή πολυακρυλαμιδίου πάχους 1.0 mm (NuPAGE™  4-12% 

Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 15-well, Thermo Fischer Scientific, Inc.) στην οποία 

αφού τοποθετηθεί κατάλληλα στη συσκευή ηλεκτροφόρησης (XCell SureLock™ 

Mini-Cell, Thermo Fischer Scientific) προσθέτουμε το ρυθμιστικό διάλυμα 

ηλεκτροφόρησης NuPAGB MES SDS Running Buffer (20Χ) (Thermo Fischer 

Scientific, Inc.) αραιωμένο 20 φορές με διπλά αποσταγμένο νερό. Κατόπιν, αφαιρείται 

η χτένα με προσοχή ώστε να μην καταστραφούν τα πηγαδάκια και η πηκτή είναι 

έτοιμη για να φορτωθούν τα δείγματα. H  αντίστοιχη χωρητικότητα πηγαδιών 

ανέρχεται συνήθως μέχρι τα 20μ! / πηγαδάκι.

Σε σωλήνες τύπου eppendorf παρασκευάζονται για κάθε δείγμα 16 μ! 

συνολικού διαλύματος τα οποία και φορτώνονται στα πηγαδάκια αμέσως μετά την 

προετοιμασία τους. Τα 16μl διαλύματος δείγματος που παρασκευάζουμε περιέχουν :

1. 1,6μ1 αναγωγικό μέσο NuPAGE Sample Reducing Agent (10X) 

(Thermo Fischer Scientific, Inc.), το οποίο περιέχει διθειοθρεϋτόλη 

(DTT), αναγωγική ουσία που σπάει τους δισουλφιδικούς δεσμούς 

ανάμεσα στις κυστεΐνες των πρωτεϊνών και με τον τρόπο αυτό 

συμβάλει στην πλήρη μετουσίωσή τους,

2. 4μl ρυθμιστικό διάλυμα δείγματος (NuPAGΕ LDS Sample Buffer (4X), 

Thermo Fischer Scientific) το οποίο περιέχει θειϊκό δωδεκυλεστέρα 

λιθίου και επιτρέπει τη μέγιστη δραστικότητα του αναγωγικού 

παράγοντα καθώς και κυανούν της βρωμοφαινόλης, μια χρωστική με
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αρνητικά φορτισμένα μόρια (άρα θα μετακινηθεί προς την άνοδο) που 

χρησιμοποιείται ως δείκτης για την πορεία της ηλεκτροφόρησης,

3. κατάλληλη ποσότητα δείγματος (διαφέρει από δείγμα σε δείγμα) στην 

οποία περιέχονται 10 μ§ πρωτεΐνης (ο προσδιορισμός της 

συγκέντρωσης των πρωτεϊνών ανά δείγμα γίνεται με τη μέθοδο 

Bradford όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.7),

4. ενώ ο υπόλοιπος όγκος του διαλύματος μέχρι τα τελικά 16μΕ 

συμπληρώνεται με διπλά απεσταγμένο νερό.

Κατόπιν, τα δείγματα θερμαίνονται για 10 λεπτά στους 70°C ώστε το SDS να 

προσδεθεί στις πρωτεΐνες και να δράσει η αναγωγική ουσία. Στη συνέχεια, 

φυγοκεντρούνται για μερικά δευτερόλεπτα (spin) ώστε να απομακρυνθούν οι 

αδιάλυτες ουσίες (καθώς επηρεάζουν αρνητικά την ανάλυση) και να συλλεχθεί από τα 

τοιχώματα όλη η ποσότητα του δείγματος η οποία και φορτώνεται στα πηγαδάκια. 

Παράλληλα φορτώνουμε σε ξεχωριστό πηγαδάκι 5μ1 δείκτη μοριακών βαρών 

(MagicMark XP W estern Protein Standard, Thermo Fischer Scientific) και ακολουθεί 

ηλεκτροφόρηση κάτω από σταθερή τάση 170-200 Volts για περίπου μισή ώρα έως τη 

στιγμή που ο δείκτης φθάσει στο τέλος της πηκτής διαχωρισμού προς την άνοδο. Στη 

συγκεκριμένη διδακτορική εργασία η συσκευή που χρησιμοποιήθηκε για την 

υλοποίηση της παραπάνω τεχνικής, είναι η επίπεδη συσκευή ηλεκτροφόρησης της 

εταιρείας Thermo Fischer Scientific, PowerEase 500 Electrophoresis Power Supply. Οι 

διάφορες ζώνες, τα πολυπεπτίδια δηλαδή που μετακινούνται μέσα στην πηκτή, 

ανιχνεύονται κατόπιν με ανοσοανίχνευση .
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2.9 Ανάλυση κατά Western (Ανοσοαποτύπωμα)

2.9.1 Ηλεκτρομεταφορά πρωτεϊνών από πηκτή σε μεμβράνη

Οι πρωτεΐνες, που ηλεκτροφορούνται σε μία πηκτή SDS-PAGE, βρίσκονται 

πλέον σε μορφή συμπλόκου με το μετά νατρίου άλας του θειικού δωδεκυλίου και 

επομένως φορτίζονται αρνητικά. Η  εφαρμογή ηλεκτρικού πεδίου στο σύστημα, το 

οποίο περιλαμβάνει την πηκτή SDS-PAGE και τη μεμβράνη, έχει ως αποτέλεσμα την 

κίνηση του συμπλόκου πρωτεΐνης-SDS προς την άνοδο, την έξοδο του συμπλόκου από 

την πηκτή και τελικά την καθήλωση του στο πλέγμα της μεμβράνης, εξαιτίας των 

υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων που αναπτύσσονται μεταξύ του συμπλόκου πρωτεΐνης- 

SDS και της μεμβράνης. Με τη συγκεκριμένη τεχνική επιτρέπεται η ανίχνευση των 

πρωτεϊνών που είναι καθηλωμένες στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης ή PVDF, με τη 

χρήση μονοκλωνικών ή πολυκλωνικών αντισωμάτων (ανάλογα με τις απαιτήσεις του 

εκάστοτε πειράματος).

Πιο αναλυτικά, η διαδικασία που ακολουθήθηκε στα δικά μας πειράματα για 

την ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών από μία πηκτή SDS-PAGE σε μία μεμβράνη 

PVDF (Thermo Fischer Scientific, Ιπο.), ξεκινά με την εμβάπτιση της μεμβράνης στο 

διάλυμα μεταφοράς (transfer buffer) για λίγα λεπτά. Στην περίπτωση της μεμβράνης 

PVDF απαιτείται η ενεργοποίησή της σε διάλυμα μεθανόλης 100% για περίπου 1 min, 

πριν την εμβάπτισή της στο διάλυμα μεταφοράς. Η  σύσταση του διαλύματος 

μεταφοράς που χρησιμοποιείται είναι η εξής: 50 ml (5% v/v) NuPAGE® Transfer 

Buffer (20X) (Thermo Fischer Scientific, Mc.), 100 ml (10% v/v) 100% μεθανόλη και 

850 ml διπλά απεσταγμένο νερό (ddH2 O).
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Στη συνέχεια τόσο η πηκτή SDS-PAGE, όσο και η μεμβράνη τοποθετούνται 

στη ειδική συσκευή ηλεκτρομεταφοράς. Συγκεκριμένα, θα πρέπει η μεμβράνη να είναι 

τοποθετημένη στη συσκευή προς την πλευρά του θετικού πόλου (άνοδο), ενώ η πηκτή 

να είναι προσανατολισμένη στην πλευρά του αρνητικού πόλου (κάθοδο), αφού το 

σύμπλοκο πρωτεΐνης-SDS είναι αρνητικά φορτισμένο και επομένως κινείται προς το 

θετικό πόλο. Η  συσκευή ηλεκτρομεταφοράς που χρησιμοποιήθηκε στη συγκεκριμένη 

διδακτορική διατριβή είναι η συσκευή ηλεκτρομεταφοράς XCell II™ Blot M odule της 

εταιρείας Thermo Fischer Scientific. Τέλος πρέπει να επισημανθεί ότι η 

ηλεκτρομεταφορά λαμβάνει χώρα με ρεύμα τάσης 30 volt για περίπου 1 ώρα σε 

θερμοκρασία δωματίου.

2.9.2 Ανοσοανίχνευση

Η  μέθοδος της ανοσοανίχνευσης είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται ευρέως 

για τον εντοπισμό πρωτεϊνών που είναι καθηλωμένες πάνω σε ειδικές μεμβράνες με τη 

βοήθεια ενός αντισώματος. Η  αρχή της συγκεκριμένης μεθοδολογίας βασίζεται στο 

γεγονός ότι η εκάστοτε πρωτεΐνη, η οποία είναι καθηλωμένη πάνω σε μία μεμβράνη 

και η οποία αποτελεί το αντιγόνο, έχει την ικανότητα να αλληλεπιδρά με το ειδικό ως 

προς αυτήν αντίσωμα (πρώτο αντίσωμα). Στη συνέχεια το πρώτο αντίσωμα (οι 

ανοσοσφαιρίνες IgG) αναγνωρίζεται από ένα δεύτερο αντίσωμα, το οποίο δεσμεύεται. 

Επιπλέον, το δεύτερο αυτό αντίσωμα είναι συζευγμένο με κάποιο ένζυμο - δείκτη, το 

οποίο αντιδρώντας εξωγενώς με το εξειδικευμένο υπόστρωμά του, δίνει μια 

χαρακτηριστική χρωμοαντίδραση, η οποία καταδεικνύει και τη ζώνη του αντιγόνου 

πάνω στη μεμβράνη. Μ ε τον τρόπο αυτό είναι δυνατός ο εντοπισμός μιας 

συγκεκριμένης πρωτεΐνης πάνω στη μεμβράνη.
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Συγκεκριμένα, μετά το τέλος της ηλεκτρομεταφοράς των πρωτεϊνών σε 

μεμβράνη PVDF, παραλαμβάνεται η αντίστοιχη μεμβράνη. Ακολουθεί ένα δεκάλεπτο 

ξέπλυμα της μεμβράνης με διάλυμα πλύσης και κατόπιν μεταφέρεται σε διάλυμα 

κορεσμού (blocking buffer). Η  μεμβράνη αφήνεται για επώαση στο διάλυμα κορεσμού 

και σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση, για τουλάχιστον μισή ώρα, ώστε οι 

ελεύθερες ρίζες της μεμβράνης να μην αλληλεπιδράσουν με το αντίσωμα που θα 

προστεθεί στη συνέχεια. Η  σύσταση του διαλύματος πλύσης καθώς και του 

διαλύματος κορεσμού έχει ως εξής:

1. Υδατικό διάλυμα πλύσης:

• Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒ8 20x (Thermo Fischer Scientific, Inc.), 5 % v/v

• Tween -  20, 0,1 % v/v

2. Διάλυμα Κορεσμού:

Σκόνη γάλακτος χαμηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά, 5% w/v σε διάλυμα

πλύσης

Στη συνέχεια, η μεμβράνη αφαιρείται από το διάλυμα κορεσμού και αφού 

προηγηθούν τρεις δεκάλεπτες πλύσεις με διάλυμα πλύσης μεταφέρεται στο διάλυμα 

αντισώματος Α (σκόνη γάλακτος χαμηλής περιεκτικότητας σε λιπαρά, 1% w/v σε 

διάλυμα πλύσης), στο οποίο προστίθεται και το κατάλληλο πρώτο αντίσωμα, στην 

επιθυμητή αραίωση. Η  μεμβράνη αφήνεται για επώαση στο συγκεκριμένο διάλυμα 

υπό ανάδευση για 16 ώρες στους 4°C.

Μ ετά το πέρας του απαιτούμενου χρόνου, η μεμβράνη αφαιρείται από το 

διάλυμα αντισώματος Α και ξεπλένεται με το διάλυμα πλύσης. Το ξέπλυμα της 

μεμβράνης γίνεται με διαδοχικές δεκάλεπτες πλύσεις για συνολικά 1 Ά ώρα. Στη 

συνέχεια, η μεμβράνη μεταφέρεται σε διάλυμα αντισώματος Α, στο οποίο αυτή τη
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φορά προστίθεται το δεύτερο αντίσωμα στην κατάλληλη αραίωση. Στα πειράματα μας 

το δεύτερο αντίσωμα ήταν πάντα ανοσοσφαιρίνες IgG εναντίον κουνελιού (anti-rabbit) 

συζευγμένες με το ένζυμο υπεροξειδάση του χρένου, για τον εντοπισμό της ζώνης του 

αντιγόνου στη μεμβράνη (Cell signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA), και 

χρησιμοποιείτο πάντα σε αραίωση 1:1000. Η  επώαση της μεμβράνης με το διάλυμα 

αντισώματος Α, το οποίο περιέχει το δεύτερο αντίσωμα, γίνεται για περίπου μισή ώρα 

σε θερμοκρασία δωματίου, υπό ανάδευση. Ακολουθούν διαδοχικές δεκάλεπτες 

πλύσεις της μεμβράνης συνολικές διάρκειας δύο ωρών περίπου με το διάλυμα πλύσης.

Η  ανίχνευση των πρωτεϊνών πραγματοποιείται με τη μέθοδο της 

χημειοφωταύγειας (Enhanced Chemiluminescence-ECL) και τη χρήση ειδικού 

πακέτου της GenScript (Luminosensor Plus Chemiluminescent HRP Substrate kit, 

GenScript, Piscataway, NJ, USA). Όλη η πειραματική διαδικασία πραγματοποιείται σε 

σκοτεινό θάλαμο και έχει ως εξής:

• Προσθήκη του υποστρώματος του ενζύμου υπεροξειδάση του χρένου στη 

μεμβράνη και επώαση για 5 λεπτά

• Έκθεση της μεμβράνης σε φωτογραφικό φιλμ σε διάφορους χρόνους μέσα 

σε ειδική κασετίνα (Kodak)

• Ξέπλυμα του φιλμ στα ακόλουθα διαλύματα διαδοχικά: Developer για την 

εμφάνιση του σήματος και κατόπιν Fixer για σταθεροποίηση του σήματος,

• Η  μεμβράνη ξεπλένεται με απεσταγμένο νερό και αφού στεγνώσει 

φυλάσσεται σε σκοτεινό χώρο στους 4°C.

• Τέλος, η in silico ανάλυση των πρωτεϊνικών μπαντών της μεμβράνης 

πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα Image J (version 1.49; National 

Institute o f Health, Bethesda, MD, USA). Στο πλαίσιο αυτό η β-ακτίνη
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χρησιμοποιήθηκε ως πρωτεΐνη ελέγχου για την ομαλοποίηση των επιπέδων 

της πρωτεϊνικής έκφρασης όλων των παραγόντων που ανιχνεύτηκαν 

επιβεβαιώνοντας ότι η φόρτωση πρωτεΐνης είναι η ίδια σε όλη την γέλη.

Για επανάληψη της ανοσοανίχνευσης με το ίδιο αντίσωμα ή για επώαση με 

διαφορετικό (reprobing) στην ήδη χρησιμοποιημένη μεμβράνη, ακολουθείται 

διαδικασία αποσύνδεσης (stripping) των αντισωμάτων σύμφωνα με το πρωτόκολλο 

της Amersham το οποίο περιλαμβάνει τα ακόλουθα βήματα:

• Ξέπλυμα της μεμβράνης για τουλάχιστον 5 λεπτά με διάλυμα πλύσης 

για να απομακρυνθεί η περίσσεια του υποστρώματος που προσθέσαμε 

σε προηγούμενη ανοσοανίχνευση,

• Επώαση της μεμβράνης για 20 λεπτά σε 10 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

αποσύνδεσης των αντισωμάτων Restore W estern Blot Stripping Buffer 

(Thermo Fischer Scientific, Inc.)

• Επώαση της μεμβράνης σε διάλυμα κορεσμού για τουλάχιστον μία ώρα 

σε θερμοκρασία δωματίου υπό ανάδευση,

• Επωάσεις με το πρώτο και κατόπιν με το δεύτερο αντίσωμα όπως 

περιγράφονται παραπάνω και τέλος

• Επανάληψη της μεθόδου της χημειοφωταύγειας για ανίχνευση των 

πρωτεϊνικών αντιγόνων τους ενδιαφέροντος μας

Στην παρούσα διδακτορική διατριβή για την πραγματοποίηση της παραπάνω 

μεθοδολογίας χρησιμοποιήθηκαν τα εξής πρωταρχικά αντισώματα στις αντίστοιχες 

αραιώσεις όπως αναφέρονται:
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1. Πολυκλώνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι του υποδοχέα-μεταφορέα της 

γλυκόζης 1 (GLUT1) (1:200; #sc-7903; Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

Dallas, TX, USA),

2. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της εξοκινάσης 2 (HKII) 

(1:1.000; #2867; Cell Signaling Technology, Inc.)

3. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της γαλακτικής δεϋδρογενάσης 

Α (LDH-Α) (1:1.000; #2012; Cell Signaling Technology, Inc.)

4. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της ενεργής πυροσταφυλικής 

αφυδρογονάσης (PDH) (1:1.000; #2784; Cell Signaling Technology Inc.)

5. Πολυκλώνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της φωσφορυλιωμένης 

(ανενεργής) στη σερίνη 293 πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης (ρ-PDH) 

(1:100; #orb6670; Biorbyt, Cambridge, UK)

6. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι του μεταγραφικού παράγοντα c- 

myc (1:500; #5605; Cell Signaling Technology, Inc.)

7. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι του μεταγραφικού παράγοντα- 

δείκτη των ρυθμιστικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων FoxP3 (1:500; #5605;

Cell Signaling Technology, Inc.)

8. Πολυκλώνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι του μεταγραφικού παράγοντα- 

δείκτη του Th17 υποείδους των εκτελεστικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων 

RORγt (1:100; #orb6888; Biorbyt)

9. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι του μεταγραφικού παράγοντα- 

δείκτη του Th1 υποείδους των εκτελεστικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων T-bet 

(1:500; #5852; Cell Signaling Technology, Inc.)
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10. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι του μεταγραφικού παράγοντα- 

δείκτη του Th2 υποείδους των εκτελεστικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων 

GATA-3 (1:500; #5852; Cell Signaling Technology, Inc.)

11. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της ματισμένης κασπάσης 3 

(cleaved caspase 3) (1:500; #9664; Cell Signaling Technology, Inc.)

12. Μονοκλωνικό αντίσωμα κουνελιού έναντι της β-ακτίνης (1:2,500; #4967; 

Cell Signaling Technology, Inc.).

2.10 Στατιστική ανάλυση

Η  έκδοση 13.0 του προγράμματος SPSS, Inc., Chicago, IL, USA 

χρησιμοποιήθηκε για την πραγματοποίηση στατιστικών αναλύσεων. Η  κανονικότητα 

κάθε μεταβλητής εκτιμήθηκε μέσω του τεστ Kolmogorov-Smirnoff. Η  κατανάλωση 

γλυκόζης και η παραγωγή γαλακτικού οξέος, εκτιμήθηκε με τη σύγκριση των μέσων 

τιμών με τη χρήση του t-test ζεύγους δειγμάτων (paired-sam ples t-test). Στις 

υπόλοιπες μεταβλητές, η επίδραση του DCA εκτιμήθηκε με κανονικοποίηση των 

αποτελεσμάτων με τις τιμές που ελήφθησαν από κύτταρα που έχουν καλλιεργηθεί 

απουσία DCA. Πιο συγκεκριμένα, πρώτα εκτιμήθηκε ο λόγος της τιμής που ελήφθη 

από κύτταρα που καλλιεργήθηκαν παρουσία DCA προς την τιμή που ελήφθη από 

κύτταρα που καλλιεργήθηκαν απουσία αυτού. Τέλος, διεξήχθη t-test ενός δείγματος 

(one sample t-test) συγκρίνοντας τις τιμές κάθε περίπτωσης με την τιμή ενός και μόνο 

δείγματος.

Τα αποτελέσματα εκφράζονται ως η μέση τιμή ± τυπική απόκλιση και το Ρ 

<0,05 θεωρήθηκε ότι υποδεικνύει μια στατιστικά σημαντική διαφορά. Υπολογίστηκε 

επίσης το τυπικό σφάλμα εκτίμησης του μέσου όρου.
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Κεφάλάιο 3. Αποτελέσματα

3.1 Το DCA μειώνει την κατανάλωση γλυκόζης και την αερόβια

γλυκόλυση σε αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR)

Ο υπολογισμός της κατανάλωσης γλυκόζης πραγματοποιήθηκε με τη χρήση 

του γλυκοζόμετρου Element, Infopia, Titusville, ^ Α .  Πιο συγκεκριμένα, αφαιρέθηκε 

η συγκέντρωση της γλυκόζης που ανιχνεύτηκε στο υπερκείμενο των 

κυτταροκαλλιεργειών στο τέλος κάθε πειράματος, από την συγκέντρωση που περιείχε 

πριν την χρήση το πλήρες καλλιεργητικό μέσο RPMI. Τα αποτελέσματα του 

πειράματος έδειξαν ότι σε MLRs χωρίς DCA η κατανάλωση γλυκόζης ήταν 160 ± 28 

mg/dL., ενώ η προσθήκη του φαρμάκου την μείωσε στατιστικά σημαντικά σε 89 ± 33 

mg/dL (p <0.001, Σχήμα 3.1Α).

Επίσης, το DCA ανέστειλε την αερόβια γλυκόλυση, όπως εκτιμήθηκε με την 

μέτρηση του τελικού προϊόντος της [γαλακτικό οξύ (306)] στα υπερκείμενα των 

κυτταροκαλλιεργειών με τη χρήση του αναλυτή αερίων αίματος Blood Gas Analyzer 

Czito Medical (Moscow, Russia). Πιο συγκεκριμένα, σε M LRs χωρίς DCA η 

συγκέντρωση του γαλακτικού οξέος ήταν 11 ± 3 mmo/L., ενώ η προσθήκη του μείωσε 

στατιστικώς σημαντικά τη συγκέντρωσή του σε 6 ± 0,5 mmol/L (Ρ <0.001, Σχήμα 

3.1Β).

Σε κάθε περίπτωση πραγματοποιήθηκαν οχτώ ανεξάρτητα πειράματα εις 

τριπλούν και τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται παρακάτω αναφέρονται στη μέση 

τιμή των τριών μετρήσεων.
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3.2 Το DCA ασκεί αμελητέα επίδραση στον πολλαπλασιασμό των

κυττάρων σε αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR)

Για την μελέτη της συνολικής επίδρασης του DCA στο κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό πραγματοποιήθηκε εκτίμηση της σύνθεσης DNA με τη 

ανοσοενζυμική μέθοδο (ELISA) πρόσληψης βρωμοδεοξυουριδίνης. Αρχικά, οι τιμές 

οπτικής πυκνότητας του δείγματος αναφοράς (Blank) αφαιρέθηκαν από αυτές των 

υπολοίπων ομάδων. Έπειτα, οι τιμές των MLRs παρουσία DCA κανονικοποιήθηκαν 

με τις τιμές των ομάδων ελέγχου (MLRs απουσία DCA). Πιο συγκεκριμένα ο δείκτης 

κυτταρικού πολλαπλασιασμού των MLRs παρουσία DCA υπολογίστηκε διαιρώντας 

την τιμή οπτικής πυκνότητας των παραπάνω συγκαλλιεργειών με την αντίστοιχη τιμή 

των MLRs απουσία DCA. Τα τελικά αποτελέσματα εκφράστηκαν ποσοστιαία (%) 

προς την ομάδα θετικού ελέγχου, η οποία ορίστηκε αυθαίρετα ως 100 %. Συνολικά 

πραγματοποιήθηκαν οχτώ διαφορετικές MLRs εις τριπλούν και τα αποτελέσματα που 

παρουσιάζονται παρακάτω αναφέρονται στη μέση τιμή των τριών μετρήσεων.

Τα αποτελέσματα του πειράματος έδειξαν ότι σε MLRs το DCA αύξησε τον 

δείκτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού (cell proliferation index) με συντελεστη 1,10 ± 

0,04 (Εικόνα 3.1Γ). Αν και στατιστικά σημαντική (p <0.001), τέτοιου είδους αύξηση 

(της τάξης του 10%) θα μπορούσε να θεωρηθεί αμελητέα.
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Εικόνα 3.1 Η επίδραση του διχλωροξικού οξέος στην κατανάλωση γλυκόζης, στην 

παραγωγή γαλακτικού οξέος και στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό σε αμφίδρομη μεικτή 

λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR). Το DCA μείωσε στατιστικά σημαντικά την 

κατανάλωση γλυκόζης όπως αυτή υπολογίστηκε μετά την αφαίρεση της συγκέντρωσης που 

ανιχνεύτηκε στο υπερκείμενο των κυτταροκαλλιεργειών μετά το τέλος του πειράματος από 

την συγκέντρωση που περιείχε πριν την χρήση το καλλιεργητικό μέσο (Α). Το DCA 

κατέστειλε στατιστικά σημαντικά την αερόβια γλυκόλυση δεδομένης της μειωμένης 

συγκέντρωσης του τελικού της προϊόντος, γαλακτικού οξεός, στα υπερκείμενα των 

κυτταροκαλλιεργειών μετά την προσθήκη του φαρμάκου (Β). Τέλος, η επίδραση του DCA 

στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων εκτιμήθηκε ανοσοενζυμικά με τη χρήση βρωμο-δεοξυ- 

ουριδίνης και θεωρείται αμελητέα δεδομένου ότι προκλήθηκε μια αύξηση της τάξης του 10% 

στον δείκτη πολλαπλασιασμού (Γ). Πραγματοποιήθηκαν οχτώ ανεξάρτητα πειράματα εις 

τριπλούν και τα αποτελέσματα αναφέρονται στη μέση τιμή των τριών μετρήσεων. Οι γραμμές 

σφάλματος αντιστοιχούν σε 2 τυπικά σφάλματα, *= ρ <0,05.
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3.3 To DCA σε ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα ευνοεί τη 

μείωση της κατανάλωσης γλυκόζης και αερόβιας γλυκόλυσης, με 

παράλληλη αύξηση της εισόδου του πυροσταφυλικού οξεός στον κύκλο 

του Krebs.

Για την μελέτη της επίδρασης του DCA στον μεταβολισμό των CD4+ T 

λεμφοκυττάρων εκτιμήθηκαν, μέσω ανοσοαποτύπωσης κατά Western, τα επίπεδα της 

σχετικής πρωτεϊνικής έκφρασης μεταφορέων και ενζύμων που εμπλέκονται στην 

γλυκόλυση, σε ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα, τα οποία 

απομονώθηκαν με μαγνητικό διαχωρισμό από κάθε MLR.

Τα αποτελέσματα από οχτώ ανεξάρτητα πειράματα έδειξαν ότι σε ανθρώπινα 

αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα το DCA μείωσε την πρωτεϊνική έκφραση του 

υποδοχέα-μεταφορέα της γλυκόζης 1 (GLUT1) (307) με συντελεστή 0,55 ± 0,18 (ρ 

<0,001), της εξοκινάσης 2 (HKII) [το πρώτο ένζυμο που δρα στο μεταβολικό μονοπάτι 

της αερόβιας γλυκόλυσης (308)] με συντελεστή 0,66 ± 0,07 (P <0,001) και της 

γαλακτικής δεϋδρογενάσης Α (LDH-Α) [ένζυμο που μετατρέπει το πυροσταφυλικό 

οξύ σε γαλακτικό κατά την αερόβια γλυκόλυση (306)] με συντελεστή 0,64 ± 0,15 (ρ 

<0,01) (Σχήματα 3.2Α & 3.2Β). Αντίθετα, το DCA αύξησε τα επίπεδα της 

πρωτεϊνικής έκφρασης της ενεργής πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης, (PDH) [ένζυμο 

που μετατρέπει το πυροσταφυλικό σε ακέτυλο-συνένζυμο Α και ελέγχει την έναρξη 

του κύκλου του Krebs αντί της αερόβιας γλυκόλυσης (309)] με συντελεστή 2,20 ± 

0,61 (ρ = 0,001). Ταυτόχρονα, το εν λόγω φάρμακο μείωσε τα επίπεδα της 

φωσφορυλιωμένης-ανενεργής πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης (p-PDH) με 

συντελεστή 0,49 ± 0,08 (ρ <0,001) (Σχήματα 3.2Α & 3.2Β). Τέλος το DCA μείωσε
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την έκφραση του c-myc [μεταγραφικός παράγοντας που ελέγχει την έκφραση πολλών 

από τους παραπάνω πρωτεϊνικούς παράγοντες σε Τ-λεμφοκύτταρα όπως π.χ. των 

GLUT1, HKII και LDH-Α (207)] με συντελεστή 0,63 ± 0,11 (Ρ <0,001) (Σχήματα 

3.2Α & 3.2Β).
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Εικόνα 3.2 Η επίδραση του DCA στη σχετική πρωτεϊνική έκφραση 

συγκεκριμένων ενζύμων που συμμετέχουν στην γλυκόλυση σε ανθρώπινα, αλλοδραστικά 

CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα απομονωμένα από μεικτή λεμφοκυτταρική αντίδραση (MLR). Το 

DCA μειώνει τα επίπεδα των GLUTl, ΗΚΙΙ, LDH-A, p-PDH και c-Myc, ενώ αυξάνει αυτά της 

PDH σε αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα, όπως αυτά υπολογίστηκαν μέσω 

ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Αυτές οι επαγόμενες από το DCA μεταβολές δείχνουν ότι 

το DCA μειώνει την κατανάλωση γλυκόζης, ενώ εκτρέπει τον μεταβολισμό της από την 

αερόβια γλυκόλυση προς τον κύκλο του Krebs σε αλλοδραστικά CD4+ Τ λεμφοκύτταρα. 

Πραγματοποιήθηκαν οχτώ ανεξάρτητα πειράματα και τέσσερα από αυτά απεικονίζονται στην 

εικόνα Α. Τα αποτελέσματα της Εικόνας Β αναφέρονται στη μέση τιμή των οχτώ μετρήσεων 

ενώ οι γραμμές σφάλματος αντιστοιχούν σε 2 τυπικά σφάλματα, * = ρ <0,05.
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3.4 To DCA σε ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα ευνοεί τη 

διαφοροποίηση τους προς Τ-ρυθμιστικά και αναστέλλει τη 

διαφοροποίηση τους προς τα εκτελεστικά υποείδη Th17, Th1 και Th2.

Για την μελέτη της επίδρασης του DCA στην διαφοροποίηση των CD4+ T 

λεμφοκυττάρων εκτιμήθηκαν, μέσω ανοσοαποτύπωσης κατά Western, τα επίπεδα της 

σχετικής πρωτεϊνικής έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων, που αποτελούν 

δείκτες της διαφοροποίησής τους προς Τοίί8 ή ^ e g s ,  σε ανθρώπινα αλλοδραστικά 

CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα που απομονώθηκαν με μαγνητικό διαχωρισμό από κάθε MLR.

Τα αποτελέσματα από οχτώ ανεξάρτητα πειράματα έδειξαν ότι το DCA 

προωθεί τη διαφοροποίηση των παραπάνω κυττάρων προς το υποσύνολο των Tregs, 

δεδομένης της αυξημένης έκφρασης του FoxP3, μεταγραφικού παράγοντα-δείκτη του 

εν λόγω κυτταρικού πληθυσμού (98), με συντελεστή 2,32 ± 0,98 (ρ = 0,007) 

(Σχήματα 3.3Α & 3.3Β). Αντιθέτως, φαίνεται ότι το DCA αναστέλλει τη 

διαφοροποίηση των αλλοδραστικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων προς Teffs, όπως τα 

Th17, Th1 και Th2, δεδομένου ότι μειώνει την έκφραση των αντίστοιχων 

μεταγραφικών παραγόντων RORγt, T-bet και GATA-3 (98) με συντελεστές 0.54 ±

0.11 (ρ <0.001), 0,55 ± 0,28 (ρ = 0,003) και 0,35 ± 0,18 (ρ <0,001) αντίστοιχα 

(Σχήματα 3.3Α & 3.3Β).
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Εικόνα 3.3 Η επίδραση του DCA στη σχετική πρωτεϊνική έκφραση των 

μεταγραφικών παραγόντων-δεικτών που χαρακτηρίζουν την ανάπτυξη και

διαφοροποίηση των υποειδών των CD4+ Τ λεμφοκυττάρων, σε ανθρώπινα αλλοδραστικά 

CD4+ Τ κύτταρα, μετά την απομόνωση τους από αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική 

αντίδραση (MLR). Το DCA μείωσε την έκφραση του FoxP3, ενώ αύξησε την έκφραση των 

RORγt, T-bet και GATA-3 σε απομονωμένα από MLRs ανθρώπινα, αλλοδραστικά CD4+ Τ 

κύτταρα, όπως υπολογίστηκε μέσω ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Αυτές οι επαγόμενες 

από το DCA μεταβολές δείχνουν ότι το DCA ευνοεί την διαφοροποίηση των CD4+ Τ 

κυττάρων προς Τ-ρυθμιστικά έναντι των Τ εκτελεστικών Th17, Th1 και Th2. 

Πραγματοποιήθηκαν οχτώ ανεξάρτητα πειράματα και τέσσερα από αυτά απεικονίζονται στην 

εικόνα Α. Τα αποτελέσματα της Εικόνας Β αναφέρονται στη μέση τιμή των οχτώ μετρήσεων 

ενώ οι γραμμές σφάλματος αντιστοιχούν σε 2 τυπικά σφάλματα, * = ρ <0,05.
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3.5 Το DCA επάγει την κυτταρική απόπτωση σε ανθρώπινα αλλοδραστικά

CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα

Για την μελέτη της επίδρασης του DCA στον πολλαπλασιασμό των CD4+ T 

λεμφοκυττάρων εκτιμήθηκαν, μέσω ανοσοαποτύπωσης κατά Western, τα επίπεδα της 

σχετικής πρωτεϊνικής έκφρασης της ματισμένης (ενεργοποιημένης) κασπάσης-3 σε 

ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα που απομονώθηκαν με μαγνητικό 

διαχωρισμό από κάθε MLR. Ο συγκεκριμένος πρωτεϊνικός παράγοντας αποτελεί έναν 

από τους πιο αξιόπιστους αποπτωτικούς δείκτες, καθώς σε αυτόν συγκλίνουν όλα τα 

αποπτωτικά μονοπάτια (276).

Συνολικά πραγματοποιήθηκαν οχτώ ανεξάρτητα πειράματα στα οποία βρέθηκε 

ότι το DCA επάγει την απόπτωση στα κύτταρα αυτά, εφόσον αυξήθηκαν τα επίπεδα 

έκφρασης της ματισμένης (ενεργοποιημένης) κασπάσης-3 με συντελεστή 1,85 ± 0,70 

(ρ = 0,011) (Σχήματα 3.4Α & 3.4Β).
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Α

Β

Εικόνα 3.4 Η επίδραση του DCA στα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης της 

ενεργοποιημένης-ματισμένης κασπάσης-3 (CC3) σε ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ Τ 

λεμφοκύτταρα, μετά την απομόνωση τους από αμφίδρομη μεικτή λεμφοκυτταρική 

αντίδραση (MLR). Το DCA μειώνει τα επίπεδα έκφρασης της ενεργοποιημένης-ματισμένης 

κασπάσης-3 σε ανθρώπινα αλλοδραστικά CD4+ Τ λεμφοκύτταρα, όπως αυτά υπολογίστηκαν 

μέσω ανοσοαποτύπωσης κατά Western. Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι το DCA 

προκαλεί κυτταρική απόπτωση στον εν λόγω κυτταρικό πληθυσμό. Πραγματοποιήθηκαν οχτώ 

ανεξάρτητα πειράματα και τέσσερα από αυτά απεικονίζονται στην εικόνα Α. Τα 

αποτελέσματα της Εικόνας Β αναφέρονται στη μέση τιμή των οχτώ μετρήσεων ενώ οι 

γραμμές σφάλματος αντιστοιχούν σε 2 τυπικά σφάλματα, * = ρ <0,05.
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Κεφάλαιο 4. Συμπεράσματα

Σήμερα, η μεταμόσχευση νεφρού είναι διαδεδομένη θεραπεία για την νεφρική 

ανεπάρκεια τελικού σταδίου (310,311). Ωστόσο, η απόρριψη των μοσχευμάτων 

παραμένει ένα σημαντικό πρόβλημα ενώ και οι διαθέσιμοι ανοσοκατασταλτικοί 

παράγοντες συμβάλλουν στη νοσηρότητα και θνησιμότητα των ασθενών (13). Το 

κλειδί για τη βελτίωση της ανοσοκαταστολής είναι να αποκλείονται επιλεκτικά οι 

ανοσολογικές αντιδράσεις έναντι του μοσχεύματος χωρίς να παρεμποδίζονται άλλες 

προστατευτικές ανοσολογικές λειτουργίες ή να προκαλείται μη ειδική τοξικότητα (13). 

Στο πλαίσιο αυτό, σημαντικό ρόλο θα μπορούσε να παίξει η αξιοποίηση φυσικών 

μηχανισμών ανοσολογικής ρύθμισης. Για το λόγο αυτό, η παρούσα διατριβή στοχεύει 

στη διερεύνηση φαρμακολογικών παραγόντων που ευνοούν την ανοσολογική ανοχή 

του μοσχεύματος, ενισχύοντας συγκεκριμένους υποπληθυσμούς Τ λεμφοκυττάρων, 

όπως τα ρυθμιστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα. Συγκεκριμένα, διευρευνάται ο ρόλος της 

τροποποίησης του μεταβολισμού των Τ κυττάρων, ο οποίος σύμφωνα με αρκετές 

προηγούμενες μελέτες, είναι άρρηκτα συνδεδεμένος με τη λειτουργικότητα τους 

(209,211,312).

Στο παρόν πόνημα, αξιολογήθηκε σε ανθρώπινες MLRs η ανοσοτροποποιητική 

δράση του DCA. Βρέθηκε ότι μεταβάλλει την έκφραση συγκεκριμένων ενζύμων της 

γλυκολυτικής οδού, αναστέλλοντας έτσι την αερόβια γλυκόλυση σε ανθρώπινα 

αλλοδραστικά CD4+ Τ λεμφοκύτταρα. Επιπλέον, επιβεβαιώθηκε ότι το DCA, αφενός, 

μειώνει την έκφραση των μεταγραφικών παραγόντων T-bet, GATA-3 και RORγt, 

δεικτών διαφοροποίησης Τ κύτταρων προς εκτελεστικά υποείδη Th1, Th2 και Th17
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αντίστοιχα, και αφετέρου, αυξάνει την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα FoxP3, 

δείκτη διαφοροποίησης των ρυθμιστικών Tregs (98).

Σε προηγούμενη πιλοτική μελέτη της ερευνητικής μας ομάδας αποδείξαμε ότι 

το DCA στη θεραπευτική συγκέντρωση των 0,33 mM και στη συγκέντρωση 1 mM 

είναι σχεδόν μη τοξικό για τα αδρανή λεμφοκύτταρα. Παρομοίως και στην αμφίδρομη 

MLR, η κυτταροτοξικότητα του DCA ήταν ελάχιστη. Συνεπώς μπορεί να αποκλεισθεί 

η σοβαρή τοξική δράση του DCA στα αλλοδρασικά Τ-κύτταρα (313).

Στην παρούσα μελέτη δείξαμε ότι σε M LR το DCA μείωσε την κατανάλωση 

γλυκόζης και την παραγωγή γαλακτικού οξέος, τα οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες 

αυξάνονται σημαντικά μετά την ενεργοποίηση των CD4+ Τ-κυττάρων (209,312). 

Επιπλέον, αν και στατιστικώς σημαντική, μια πολλή μικρή (10%) αύξηση του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων που προκαλείται στις MLRs από το DCA, θα 

μπορούσε να θεωρηθεί αμελητέα. Αυτό είναι πιθανώς το αποτέλεσμα της χαμηλής, μη 

τοξικής συγκέντρωσης DCA, που χρησιμοποιείται στην παρούσα μελέτη, η οποία 

προσομοιάζει τη συγκέντρωσή του κατά τη θεραπεία της συγγενούς γαλακτικής 

οξέωσης (238,253,314). Εντούτοις, σε ένα μοντέλο ενεργοποίησης CD4+ Τ κυττάρων 

με αντισώματα αντι-CD3/CD28, το DCA ανέστειλε τον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων, αν και αυτό συνέβη στην υπερφαρμακολογική συγκέντρωση των 20 mM 

(279). Ενδιαφέρον παρουσιάζει, επίσης, μια πρόσφατη μελέτη στην οποία μακροφάγα 

που έχουν υποβληθεί σε προκατεργασία με γαλακτικό οξύ (15 mM) απουσία DCA 

δείχθηκε ότι μπορούν να καταστείλουν τον πολλαπλασιασμό των CD8+ Τ-κυττάρων, 

τα μεταβολικά χαρακτηριστικά των οποίων, μοιάζουν με αυτά των CD4+ (315). Αυτό 

φαίνεται να συνοδεύεται από αύξηση στην έκφραση του ενζύμου αργινάση 1 (ARG1) 

και κατ’επέκταση αύξηση της κατανάλωσης της αργινίνης από τα μακροφάγα. Κάτι
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τέτοιο οδηγεί σε αύξηση μεταβολιτών της αργινίνης, όπως το αντιδρών άζωτο (RNS) 

και τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (ROS) στο μικροπεριβάλλον της φλεγμονής. Λόγω 

των ανωτέρω γεγονότων τα ενεργοποιημένα CD8+ Τ-κύτταρα καταστέλλουν την 

έκφραση της κινάσης της 3-φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (ΡΙ3Κ), ενώ την ίδια στιγμή 

ενεργοποιούν τη μη-κατασταλμένη-2 κινάση γενικού ελέγχου (G C N 2 ^ , ένα ένζυμο 

που εμπλέκεται στην απόκριση σε στρες λόγω στέρησης αμινοξέων (316). Έ τσι τα εν 

λόγω κύτταρα οδηγούνται στη διακοπή του πολλαπλασιασμού τους και στην 

κυτταρική απόπτωση (317,318). Από τον άλλη πλευρά, στην ίδια μελέτη μακροφάγα 

μετά από έκθεση σε γαλακτικό οξύ παρουσία DCA (2 mM, 5mM ή 10mM) αύξησαν 

τον πολλαπλασιασμό των CD8+ Τ-κυττάρων (298). Συνεπώς, αν και δεν έχει ακόμη 

επιβεβαιωθεί για τους διάφορους υποτύπους των CD4+ Τ-κυττάρων, το DCA πιθανόν 

να επάγει έμμεσα τον πολλαπλασιασμό τους σε MLRs, ενισχύοντας τη δραστικότητα 

των μακροφάγων με τον τρόπο που περιγράφηκε παραπάνω. Ωστόσο, αυτή η υπόθεση 

μένει προς διερεύνηση.

Οι μηχανισμοί, που σχετίζονται με την αναστολή της κατανάλωσης γλυκόζης 

και της αερόβιας γλυκόλυσης από το DCA, εξετάστηκαν σε CD4+ Τ λεμφοκύτταρα 

που απομονώθηκαν από τις MLRs. Συγκεκριμένα μετρήθηκαν τα πρωτεϊνικά επίπεδα 

των GLUT1, HKII, LDH-A, PDH και p-PDH. Μ ετά από κατεργασία με DCA, τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης του μεταφορέα γλυκόζης GLUT1 και του πρώτου 

ενζύμου της γλυκολυτικής οδού, ΗΚΙΙ (306), μειώθηκαν σημαντικά στα CD4+ Τ- 

κύτταρα. Έτσι, η μειωμένη κατανάλωση γλυκόζης στα κύτταρα που έχουν υποστεί 

κατεργασία με DCA θα μπορούσε να αποδοθεί τόσο στη μειωμένη εισροή γλυκόζης 

στο κύτταρο όσο και στην επιβράδυνση της γλυκόλυσης. Ό πως άλλωστε έχει δειχθεί 

σε πρόσφατη μελέτη, η αναστολή της ΗΚΙΙ από τη 2-δεοξυγλυκόζη καταστέλλει
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αποτελεσματικά την ενεργοποίηση του εν λόγω κυτταρικού υποπληθυσμού (279). 

Επιπλέον, σε απομονωμένα από M LRs CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα, βρέθηκε ότι το DCA 

μειώνει την LDH-A, η οποία μετατρέπει το πυροσταφυλικό σε γαλακτικό και ακετυλ- 

CoA και ελέγχει την είσοδό του στον κύκλο του Krebs (306). Παράλληλα, το DCA 

μείωσε το επίπεδο της φωσφορυλιωμένης και άρα αδρανοποιημένης p-ΡDΗ (309). 

Κάτι τέτοιο θεωρείται αναμενόμενο εφόσον το DCA είναι ένας αναστολέας της 

κινάσης της δεϋδεογονάσης του πυροσταφυλικού (PDK) (238). Τέλος, σχετικά με την 

αύξηση του επιπέδου της PDH, μια μελέτη σε άλλους κυτταρικούς τύπους έχει δείξει 

ότι το DCA ενισχύει πράγματι τη δραστικότητά της (254). Ωστόσο, ο μοριακός 

μηχανισμός της συγκεκριμένης δράσης του φαρμάκου παραμένει άγνωστος. 

Συνοψίζοντας, ολες οι ανωτέρω επαγόμενες από το DCA μεταβολές ευνοούν την 

εκτροπή του μεταβολισμού της γλυκόζης από την αερόβια γλυκόλυση στον κύκλο του 

Krebs. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με ό,τι απαιτείται για τον πολλαπλασιασμό των 

CD4+ Τ-κυττάρων και την διαφοροποίηση τους σε Teffs (209,312).

Συνεχίζοντας, για να εκτιμηθεί, ο τρόπος με τον οποίο το DCA ασκεί την 

επίδρασή του στην έκφραση των παραπάνω πρωτεϊνών, μετρήθηκαν τα επίπεδα του c- 

Myc σε CD4+ Τ-κύτταρα που απομονώθηκαν από MLRs. Είναι γνωστό, ότι ο 

μεταγραφικός παράγοντας c-Myc ελέγχει τον μεταβολικό επαναπρογραμματισμό μετά 

την ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων, αυξάνοντας μεταξύ άλλων την έκφραση των 

GLUT1, HKII και LDH-A (207). Πράγματι, η κατεργασία των M LRs με DCA μείωσε 

σημαντικά την έκφραση του c-Myc στα CD4+ Τ-κύτταρα. Πρόσφατες μελέτες έχουν 

υποδείξει έναν ρόλο για τον c-Myc στον καθορισμό του μεταβολικού προφίλ που 

χαρακτηρίζει τον αποτελεσματικό πολλαπλασιασμό των Τ κυττάρων. Σε αυτό το 

πλαίσιο βρέθηκε ότι η ενεργοποίηση των Τ κυττάρων επάγει την έκφραση σε επίπεδο
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πρωτεΐνης τόσο του c-Myc όσο και του H IF la  εντός 2 ωρών (207,210). Ωστόσο, ο c- 

Myc είναι απαραίτητος για την θετική ρύθμιση του γλυκολυτικού μηχανισμού και των 

υποστρωμάτων που είναι απαραίτητα για τον μεταβολισμό της γλουταμίνης (207,209). 

Η  σίγαση του c-Myc καταργεί την ικανότητα των ενεργοποιημένων Τ κυττάρων να 

πραγματοποιήσουν γλυκόλυση και να ξεκινήσουν τον καταβολισμό της γλουταμίνης 

(207). Επιπλέον, η έλλειψη c-Myc ελαττώνει την έκφραση του αντιμεταφορέα της 

γλουταμίνης CD98 (ένα ετεροδιμερές SLC3A2 και SLC7A5), ο οποίος μειώνει τη 

δραστηριότητα του mTORC1 (209). Η  απουσία του c-Myc σε ενεργοποιημένα Τ 

κύτταρα αναστέλλει τη γλουταμινόλυση και την επακόλουθη δημιουργία 

νουκλεοτιδίων και πολυαμινών που είναι απαραίτητες για τον πολλαπλασιασμό (207). 

Ωστόσο, οι μηχανισμοί που εμπλέκονται στην επαγόμενη από το DCA μείωση της 

έκφρασης του παράγοντα c-Myc μένει να διασαφηνιστούν.

Ο ακριβής λόγος για τον οποίο τα πολλαπλασιαζόμενα λεμφοκύτταρα 

αλλάζουν τον ενεργειακό τους μεταβολισμό από την οξειδωτική φωσφορυλίωση στην 

αερόβια γλυκόλυση παραμένει ασαφής. Μ ια εξήγηση μπορεί να είναι ότι η αερόβια 

γλυκόλυση παρέχει στα κύτταρα μακρομοριακά πρόδρομα μόρια και NADH σε 

επίπεδα που δεν μπορούν να καλυφθούν από την οξειδωτική φωσφορυλίωση (206). 

Αυτό αποδεικνύεται και από την παρατήρηση ότι αναστολή της γλυκόλυσης με 2DG, 

παρουσία εναλλακτικών υποστρωμάτων του κύκλου του Krebs (ασπαρτικό και οξικό 

άλας), εμποδίζει τον επαγόμενο από PHA (Πολυϋδροξυαλκανοϊκά) πολλαπλασιασμό, 

παρά τη διατήρηση επαρκούς ικανότητας παραγωγής ενέργειας. Ωστόσο, έχει 

αποδειχθεί ότι ένας ισορροπημένος συνδυασμός οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και 

αερόβιας γλυκόλυσης είναι ο πιο αποτελεσματικός και γρήγορος τρόπος για να 

ικανοποιηθούν οι υψηλές ενεργειακές ανάγκες των πολλαπλασιαζόμενων κυττάρων
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(206). Πράγματι, τα εκτελεστικά Τ κύτταρα διατηρούν επίσης το OXPHOS σε 

συνδυασμό με τη γλυκόλυση, ακόμα και μετά την πλήρη διαφοροποίησή τους 

(207,319,320). Ωστόσο, εάν αυτό απαιτείται για την βέλτιστη ενεργοποίηση και 

πολλαπλασιασμό τους μόνο ή και για τη ρύθμιση της λειτουργικότητας τους, δεν είναι 

σαφές. Η  τελική διευκρίνιση της σημασίας των ιδιαίτερων μεταβολικών οδών θα είναι 

ενδεχομένως το κλειδί για την ανάπτυξη τεχνικών που στοχεύουν το μεταβολισμό των 

Τ κυττάρων στη μεταμόσχευση.

Ένας επιπλέον σημαντικός παράγοντας ελέγχου της διαφοροποίησης των CD4+ 

Τ κυττάρων στα διάφορα υποσύνολα είναι οι κυτοκίνες, που εκκρίνονται κατά τη 

διάρκεια της ενεργοποίησής τους. Οι ιντερλευκίνες IL-12, IL-4 και IL-6 ενεργοποιούν 

τους σηματοδοτικούς τελεστές και επαγωγείς της μεταγραφής 4, 6 και 3 (Signal 

transducer and activator o f transcription; STAT4, STAT6 και STAT3). Αυτοί επάγουν 

την έκφραση των μεταγραφικών παραγόντων T-bet, GATA-3 και RORγt με 

αποτέλεσμα τη διαφοροποίηση των CD4+ Τ κυττάρων στις Teffs υποομάδες Th1, Th2 

και Th17, αντιστοίχως. Από την άλλη πλευρά, ο αυξητικός παράγοντας 

μετασχηματισμού-β (TGF-β) μέσω των SMAD2-SMAD4 επάγει την έκφραση του 

παράγοντα FoxP3 με αποτέλεσμα τη διαφοροποίηση των CD4+ Τ κυττάρων σε Tregs 

(98). Τα εκτελεστικά CD4+ Τ-κύτταρα εκφράζουν υψηλά επίπεδα του μεταφορέα 

γλυκόζης GLUT1 και εξαρτώνται από το μεταβολισμό της γλυκόζης, ενώ τα Tregs 

εκφράζουν χαμηλά επίπεδα GLUT1 και εξαρτώνται από την οξείδωση των λιπιδίων 

(211). Λαμβάνοντας, λοιπόν, υπόψη ότι το DCA μειώνει τα επίπεδα του μεταφορέα 

GLUT1 και αναστέλλει την αερόβια γλυκόλυση, αξιολογήθηκε η επίδρασή του στους 

κύριους μεταγραφικούς παράγοντες των Th1, Th2, Th17 και Treg υποομάδων. Στα 

CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα των MLRs που έχουν υποστεί κατεργασία με DCA, τα επίπεδα
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των Τ-bet, GATA-3 και RORγt μειώθηκαν σημαντικά υποδεικνύοντας ότι το DCA 

αναστέλλει τη διαφοροποίηση των CD4+ στα Teff υποσύνολα Th1, Th2 και Th17 

αντίστοιχα. Αντιστρόφως, η χορήγηση DCA αύξησε την έκφραση του παράγοντα 

FoxP3 υποδεικνύοντας ότι ευνοεί τη διαφοροποίηση των CD4+ κυττάρων σε Tregs. 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, η μειωμένη έκφραση των μεταφορέων γλυκόζης και 

συστατικών της γλυκολυτικής οδού στα Tregs μπορεί να περιορίσει μερικώς τον 

μεταβολισμό της γλυκόζης στα Tregs κύτταρα (321). Η  υψηλή έκφραση του 

παράγοντα CPT1A και κατ’ επέκταση της οξείδωσης των λιπιδίων παρέχει στα Tregs 

ευελιξία στις πηγές θρεπτικών συστατικών και ενέργειας. Αυτή η ευελιξία μπορεί να 

είναι σημαντική για την επίτευξη της καταστολής των Teff κυττάρων in vivo (321). 

Επομένως, είναι σημαντικό ότι τα Tregs έχουν ένα μεταβολικό προφίλ διαφορετικό 

από αυτό των Teffs και πιθανόν οι διαφορές αυτές να είναι απαραίτητες για την 

ικανότητα των Tregs να παραμένουν λειτουργικά. Στο ίδιο πλαίσιο, μια πρόσφατη 

μελέτη αξιολόγησε την επίδραση του DCA στη διαφοροποίηση των Tregs. Ωστόσο, σε 

αυτή, τα CD4+ Τ-κύτταρα διεγέρθηκαν με αντίσωμα έναντι των CD3/CD28 και 

χρησιμοποιήθηκαν πολύ υψηλές και μάλιστα τοξικές συγκεντρώσεις DCA (238). Πιο 

συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε αυξημένη διαφοροποίηση των Tregs σε συγκεντρώσεις 

DCA της τάξης των 2 και 20 mM, ενώ παρατηρήθηκε αυξημένη παραγωγή 

ιντερλευκίνης 10 (IL-10) στη συγκέντρωση των 20 mM DCA (279). Σε μια 

προηγούμενη μελέτη της ερευνητικής μας ομάδας σε αμφίδρομες MLRs το DCA 

αύξησε σημαντικά, σχεδόν 10 φορές, την παραγωγή της ανοσοκατασταλτικής 

κυτοκίνης IL-10, καθώς και τα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης του μεταγραφικού 

παράγοντα FoxP3. Είναι ενδιαφέρον ότι αυτή η αύξηση IL-10 και FoxP3 ήταν ίδια 

παρότι οι συγκεντρώσεις DCA ήταν χαμηλότερες και σαφώς μη τοξικές (0,33mM και
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1mM DCA) (313). Λαμβάνοντας υπόψη ότι η IL-10 παράγεται σε μεγάλες ποσότητες 

από τα Tregs (322-325), είναι δελεαστικό να υποθέσουμε ότι η αυξημένη παραγωγή 

IL-10 από αλλοδραστικά λεμφοκύτταρα στα οποία χορηγήθηκε DCA υποδεικνύει ότι 

αυτή η ουσία επάγει τη διαφοροποίηση των Tregs. Εντούτοις, αξίζει να αναφερθεί ότι 

η IL-10 παράγεται επίσης και από άλλους κυτταρικούς τύπους, όπως μονοκύτταρα, Β- 

κύτταρα και άλλους υπότυπους Τ-κυττάρων που υπάρχουν στο in vitro σύστημα της 

M LR (322-325). Επιπλέον, σε μια άλλη μελέτη, CD4+ CD25-T κύτταρα ποντικού συν- 

καλλιεργήθηκαν με ακτινοβολημένα κύτταρα σπλήνα με αντίσωμα αντι-CD3 υπό 

συνθήκες που ευνοούν τη διαφοροποίησή τους προς Th1, Th17 και Tregs, απουσία και 

παρουσία 10 mM DCA. Σύμφωνα με τα αποτελέσματά τους, η χορήγηση DCA δεν 

επηρέασε τη διαφοροποίηση ή λειτουργία των Th1, ενώ η παραγωγή ιντερφερόνης 

(IFN-γ) και η έκφραση του παράγοντα Τ-bet ήταν παρόμοια ανεξάρτητα από τη 

χορήγηση. Αντίθετα, το DCA ανέστειλε την παραγωγή IL-17 σε κύτταρα 

καλλιεργημένα σε συνθήκες που ευνοούν την ανάπτυξη Th17 υποειδών και κατέστειλε 

την έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα RORγT. Αντίστροφα, κατεργασία των 

Tregs με DCA αύξησε την έκφραση του FoxP3 σε σύγκριση με τον μάρτυρα και 

διατήρησε ή αύξησε ενδεχομένως την in vitro κατασταλτική ικανότητα των Tregs. 

Ακολούθως, η έκφραση των 4 ισομορφών PDHK εξετάστηκε στα υποσύνολα των 

CD4+ Τ κυττάρων. Τα Τ κύτταρα εκφράζουν PDHK1 και PDHK3, με την PDHK1 να 

είναι η κυρίαρχη ισομορφή. Σε αμφότερα τα επίπεδα RNA και πρωτεΐνης, τα Th17 

εξέφρασαν τα υψηλότερα επίπεδα PDHK1, ακολουθούμενα από τα Tregs, ενώ στα 

Th1 τα επίπεδα έκφρασης PDHK1 ήταν χαμηλά. Ως εκ τούτου, η PDHK1 εκφράζεται 

διαφορικά στα υποσύνολα των CD4+ Τ κυττάρων και μπορεί να παίζει κάποιο ρόλο 

στον έλεγχο του μεταβολισμού των κυττάρων αυτών. Στην ίδια μελέτη εξέτασαν την
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ικανότητα του DCA να καταστέλλει τις φλεγμονώδεις ασθένειες στις οποίες 

εμπλέκονται Th17 κύτταρα σε μοντέλο ποντικού φλεγμονώδους εντερικής νόσου 

(IBD) καθώς και σε μοντέλο πειραματικής αυτοάνοσης εγκεφαλομυελίτιδας (ΕΑΕ) 

ποντικού. Οι ποντικοί έλαβαν φυσιολογικό νερό ή τους χορηγήθηκαν 2 g/1 DCA στο 

πόσιμο νερό καθ 'όλη τη διάρκεια του πειράματος. Στο μοντέλο IBD που προκαλείται 

από Th1 και Th17 κύτταρα, παρόλο που τα Th17 μειώθηκαν, η χορήγηση DCA δεν 

οδήγησε σε μείωση των κυττάρων Th1, όπως μετράται από το ποσοστό των CD4+ Τ 

κυττάρων που παράγουν ΙΡΝ-γ. Παρά την αναστολή των κυττάρων Th17, η χορήγηση 

DCA δεν εμπόδισε την φλεγμονή του εντέρου ή την πρόοδο της νόσου, πιθανώς λόγω 

της λειτουργικής Th1 απόκρισης. Ό σον αφορά το μοντέλο ΕΑΕ, ενώ τα Th1 κύτταρα 

μπορούν να συνεισφέρουν, αυτό το μοντέλο εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από Th17. Η 

αναστολή της PDHK από τη χορήγηση DCA μείωσε σημαντικά τα κλινικά 

συμπτώματα της ΕΑΕ σε όλη τη διάρκεια της εξέλιξης της νόσου. Τα Τ κύτταρα που 

απομονώθηκαν από βουβωνικούς παροχετευμένους λεμφαδένες μειώθηκαν σε αριθμό 

και εμφάνισαν αύξηση της έκφρασης του παράγοντα FoxP3 και μείωση της 

παραγωγής IL-17, γεγονός που συμφωνεί με τα in vitro ευρήματά τους (321). Αυτά τα 

δεδομένα υποδεικνύουν ότι τα διακριτά μεταβολικά προγράμματα των υποσυνόλων 

των CD4+ κυττάρων είναι ουσιώδη για κάθε υποσύνολο και μπορούν να αξιοποιηθούν 

για να στοχεύσουν συγκεκριμένους πληθυσμούς Τ κυττάρων για θεραπευτικούς 

σκοπούς στη μεταμόσχευση συμπαγών οργάνων.

Τέλος εξετάστηκε το σημαντικότατο ερώτημα εάν το DCA επάγει την 

απόπτωση στα CD4+ Τ-κύτταρα που απομονώθηκαν από τις MLRs. Για το σκοπό αυτό 

αξιολογήθηκε το επίπεδο της ενεργοποιημένης ματισμένης κασπάσης-3, στην οποία 

συγκλίνουν όλες σχεδόν οι αποπτωτικές οδοί (276). Το DCA αύξησε σημαντικά τα
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επίπεδα της ματισμένης κασπάσης-3 και συνεπώς είναι πιθανό ότι επάγει την 

απόπτωση σε αλλοδραστικά Τ κύτταρα. Έ χει προηγουμένως αποδειχθεί ότι το DCA 

μπορεί να καταστείλει την αερόβια γλυκόλυση των καρκινικών κυττάρων, να 

μεταβάλει τη διαπερατότητα της μιτοχονδριακής μεμβράνης και να προκαλέσει την 

παραγωγή ROS με αποτέλεσμα τη γήρανση και απόπτωση των καρκινικών κυττάρων 

(326,327). Αν και στην παρούσα μελέτη δεν το ελέγξαμε λεπτομερώς, είναι γνωστό 

από τη βιβλιογραφία ότι ενώ τα Teffs μετατρέπουν αποτελεσματικά τη γλυκόζη σε 

γαλακτικό και έχουν μειωμένη μιτοχονδριακή μάζα, τα Tregs που διατηρούν 

μεγαλύτερη μιτοχονδριακή μάζα, έχουν υψηλότερη αναπνευστική ικανότητα και κατά 

προτίμηση οξειδώνουν το πυροσταφυλικό που προέρχεται από τη γλυκόζη (321). H 

αυξημένη αναπνευστική ικανότητα έχει συσχετιστεί με αυξημένη κυτταρική 

βιωσιμότητα (320), ενώ η γλυκόλυση μπορεί να περιορίσει τη μακροβιότητα των 

κυττάρων (328). Αυτά τα ευρήματα οδήγησαν πρόσφατα τους Pearce et al. (2013) να 

προτείνουν ένα μοντέλο στο οποίο τα περισσότερα εκτελεστικά Τ κύτταρα 

νεκρώνονται σε έλλειψη θρεπτικών συστατικών λόγω της βιοενεργειακής τους 

αστάθειας. Αυτό σημαίνει ότι η έλλειψη μιτοχονδριακής συντήρησης τα καθιστά 

ανίκανα να υποστηρίξουν την OXPHOS, όταν τα σήματα ενεργοποίησης που 

διατηρούν τη γλυκόλυση μειώνονται. Από την άλλη πλευρά, η ενισχυμένη 

μιτοχονδριακή μάζα στα κύτταρα Tregs τους προσδίδει ένα βιοενεργειακό 

πλεονέκτημα που γρήγορα τροφοδοτεί την επακόλουθη επανενεργοποίησή τους (206).

Στο ίδιο πλαίσιο, προηγούμενες μελέτες δείχνουν ότι τα Teffs είναι πιο 

ευαίσθητα στο οξειδωτικό στρες (στρες λόγω ROS) σε σύγκριση με τα Tregs (329­

331). Παράλληλα με το οξειδωτικό στρες, τα Tregs είχαν ένα μεγάλο αποθεματικό 

αναγμένης γλουταθειόνης (GSH) καθώς και υψηλά επίπεδα οξειδωμένης
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γλουταθειόνης (GSSG) σε σύγκριση με τα Th1 και Th17 (321). Αυτό υποδηλώνει ότι 

τα Tregs έχουν μεγαλύτερη ικανότητα να χειρίζονται τις ROS και να χρησιμοποιούν 

αυτή τη δεξαμενή της GSH σε μεγαλύτερη έκταση από τα Teffs. Τα Tregs έχει επίσης 

αποδειχθεί ότι έχουν υψηλότερα επίπεδα αντιοξειδωτικής θειορεδοξίνης-1, 

συμβάλλοντας επίσης στην ρύθμιση της οξειδοαναγωγής των Tregs (332).

Στο ίδιο πλαίσιο, σε άλλη μελέτη, αξιολογήθηκαν οι άμεσες επιδράσεις του 

DCA στα CD4+ Τ κύτταρα που απομονώθηκαν από κύτταρα σπλήνα ποντικού, τα 

οποία ενεργοποιήθηκαν με αντισώματα αντι-CD3/CD28 και καλλιεργήθηκαν υπό 

συνθήκες που ευνοούσαν την ανάπτυξη Treg ή Th17. Σε αντίθεση με τα δικά μας 

αποτελέσματα, οι ερευνητές δεν έδειξαν μεταβολή των επιπέδων ΑΤΡ, κάτι που 

αποκλείει την επαγωγή απόπτωσης λόγω χορήγησης DCA (333). Αυτή η απόκλιση 

μπορεί να προήλθε από τη διαφορά των ειδών των κυττάρων (κύτταρα από ποντίκι 

στην περίπτωση τους έναντι ανθρώπινων κυττάρων στην περίπτωσή μας) και από το in 

vitro σύστημα που χρησιμοποίησαν για να ελέγξουν την υπόθεση τους (Τ κύτταρα 

ενεργοποιημένα μόνο με αντισώματα αντι-CD3/CD28 στην περίπτωση τους ή MLR- Τ 

κύτταρα και αντιγονοπαρουσιαστικά APC- στην περίπτωσή μας). Ανεξάρτητα από τον 

υπεύθυνο μηχανισμό, η επαγόμενη από DCA απόπτωση αλλοδραστικών CD4+ Τ 

κυττάρων που δείξαμε στην παρούσα διατριβή θα μπορούσε να θεωρηθεί ότι είναι 

ανοσοκατασταλτική.
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Κεφάλαιο 5. Σύνοψη Αποτελεσμάτων

Έρευνες των τελευταίων ετών στο πεδίο των μεταμοσχεύσεων 

προσανατολίζονται στην διερεύνηση ουσιών που επιτυγχάνουν την στοχευμένη 

διαφοροποίηση των αλλοδραστικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων προς ρυθμιστικά (Tregs) 

έναντι των εκτελεστικών (Teffs). Δεδομένου ότι τα εκτελεστικά υποείδη CD4+ T 

κυττάρων αποτελούν τους κύριους μεσολαβητές της απόρριψης αλλογενών 

μοσχευμάτων, ενώ αντίθετα, τα ρυθμιστικά συμβάλλουν στην ανοχή του μοσχεύματος, 

τέτοιες ουσίες, θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως ανοσοκατασταλτικά. Σε αυτό 

το πλαίσιο, στην παρούσα διατριβή δείξαμε για πρώτη φορά ότι σε ανθρώπινα 

αλλοδραστικά CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα, το DCA αναστέλλει την αερόβια γλυκόλυση, 

επάγει την απόπτωση και ευνοεί τη διαφοροποίησή τους προς το υποσύνολο Treg. Με 

βάση τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης μπορεί το DCA να είναι ένας πολλά 

υποσχόμενος ανοσοκατασταλτικός παράγοντας στον τομέα της μεταμόσχευσης, 

ειδικότερα με δεδομένα 1) τη απλή δομή του, 2) τη χαμηλή τιμή του και 3) το ότι έχει 

χρησιμοποιηθεί σε ανθρώπους για περισσότερο από 30 χρόνια με σχετικά χαμηλή 

τοξικότητα. Η  ρύθμιση του μεταβολισμού των λεμφοκυττάρων από το DCA απαιτεί 

περαιτέρω διερεύνηση. Η  κατανόησή της μπορεί να παρέχει νέες κατευθύνσεις για την 

επαγωγή ενός ανοσολογικά ανεκτικού φαινοτύπου, που είναι σημαντικός όχι μόνο σε 

μεταμόσχευση συμπαγών οργάνων αλλά και σε αυτοάνοσες και φλεγμονώδεις 

ασθένειες.
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