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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η Συστηματική Σκλήρυνση (SSc) είναι χρόνια αυτοάνοση ασθένεια με 

συχνότητα εμφάνισης 20-30 ανά 100.000 άτομα. Εμφανίζεται συχνότερα σε γυναίκες, 

ιδίως μέσης και μεγαλύτερης ηλικίας (1} με αναλογία ως προς τους άνδρες 9:1 (2). 

Είναι ένα πολυσυστηματικό νόσημα που επηρεάζει κυρίως το δέρμα αλλά και άλλα 

όργανα συμπεριλαμβανομένων των πνευμόνων, του γαστρεντερικού σωλήνα, των 

νεφρών και της καρδιάς (1,3,4,5,6).

Κύριο χαρακτηριστικό της ασθένειας είναι η υπέρμετρη παραγωγή κολλαγόνου 

στα παραπάνω όργανα. Στο δέρμα, η εναπόθεση κολλαγόνου οδηγεί στη σκλήρυνσή 

του, η οποία αποτελεί και την πιο χαρακτηριστική εκδήλωση (7,2). Άλλα 

χαρακτηριστικά της νόσου είναι η μικροαγγειακή βλάβη με επεισοδιακή 

αγγειοσύσπαση που προκαλεί το φαινόμενο Raynaud και η παραγωγή 

αυτοαντισωμάτων (8). Η SSc μπορεί να οδηγεί σε σημαντική νοσηρότητα και 

θνητότητα (9,10,11), αφού η θεραπεία που εφαρμόζεται είναι κυρίως 

αναποτελεσματική.

Η νόσος μπορεί να ταξινομηθεί σύμφωνα με το βαθμό και την έκταση 

σκλήρυνσης του δέρματος (Πίνακας 1).

Εντοπισμένο σκληρόδερμα

Συστηματική σκλήρυνση (Συστηματικό Σκληρόδερμα) (SSc)

Διάχυτη SSc (dSSc)

Περιορισμένη SSc (πρώην σύνδρομο CREST) (ISSc)

Συστηματική σκλήρυνση χωρίς σκληρόδερμα

Η αιτιολογία της νόσου είναι άγνωστη αν και έχουν αναφερθεί συγκεκριμένοι 

περιβαλλοντικοί παράγοντες που είναι ικανοί να προκαλέσουν σκληρυντικές αλλαγές 

(8). Οι παθογενετικοί μηχανισμοί που οδηγούν σε αυτές τις αλλαγές παραμένουν 

ασαφείς. Υπάρχουν στοιχεία για ενεργοποίηση ινοβλαστών, μονοκυττάρων, 

ενδοθηλιακών κυττάρων, ηωσινοφιλών και Β-κυττάρων στη SSc. Κοινό στοιχείο και
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στα τρία χαρακτηριστικά της ασθένειας, φαίνεται να είναι η εμπλοκή των Τ- 

κυττάρων (3,12).

Εξέταση ιστών από σκληροδερματικούς ασθενείς δείχνουν ότι η έναρξη της 

νόσου χαρακτηρίζεται από ενεργοποίηση ενδοθηλιακών κυττάρων και ινοβλαστών 

και ιστική διήθηση από ενεργοποιημένα κύτταρα του ανοσιακού συστήματος κυρίως 

στις περιαγγειακές περιοχές (3).

Καθώς η ασθένεια εξελίσσεται, η βλάβη των αγγείων καθίσταται εμφανής, με 

στένωση, θρόμβωση και ίνωση των μικρών αρτηριών και τριχοειδών (4).Η 

ενεργοποίηση των ενδοθηλιακών κυττάρων φαίνεται από την έκφραση Ε-σελεκτίνης 

(13-15), ΤΘΕβ (16) και ενδοθηλίνης-1 (17,18).

Παρομοίως έχουμε διαδικασίες ενεργοποίησης ινοβλαστών που οδηγούν σε 

ιστική ίνωση, με εναπόθεση υπερβολικής εξωκυττάριας ουσίας (3). Η ενεργοποίηση 

ινοβλαστών αποδεικνύεται από την υπέρμετρη παραγωγή κολλαγόνου,

φιμπρονεκτίνης και πρωτεογλυκανών (19), πρωτοογκογονιδίου c-myc (8), IL-1 (20) 

και μορίων προσκόλλησης, όπως ο ICAM-1 (21).

Η ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού μπορεί να είναι ένα βασικό γεγονός στην 

έναρξη ή στην διαιώνιση της αγγειοπάθειας των μικρών αγγείων και στην ίνωση που 

παρατηρείται στους ασθενείς με SSc. Αυξημένη παραγωγή στο περιφερικό αίμα 

ανιόντος υπεροξειδίου (22), IL-6 (23), IL-1 και ΤΟΓβ (24), υποδηλώνουν 

ενεργοποίηση μονοκυττάρων, ενώ παρατηρείται επίσης ενεργοποίηση ηωσινοφίλων 

(25), μαστοκυττάρων (13) και Τ-κυττάρων. Ενεργοποιημένα στρογγυλοκύτταρα, 

κυρίως μακροφάγα και Τ-κύτταρα (26), εισβάλλουν στους ιστούς πρώιμα κατά την 

εξέλιξη της SSc στον άνθρωπο (3,27,28) και είναι ικανά να εκκρίνουν κυτταροκίνες 

και άλλους παράγοντες που μπορούν να ενεργοποιήσουν ή να βλάψουν τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα και τους ινοβλάστες (3,26).

Η υπεργαμμασφαιριναιμία και η ανίχνευση αυτοαντισώματων ειδικών για την 

ασθένεια, όπως τα αντισώματα έναντι της DNA τοποϊσομεράσης I, υποδηλώνουν 

επαγωγή και της χυμικής ανοσίας στη SSc (8). Παρόλα αυτά, πρωτοπαθής 

ενεργοποίηση κυττάρων δεν είναι γνωστή.

Πρόσφατα αναφέρθηκε η παρουσία ολιγοκλωνικών Τ-κυττάρων σε βιοψίες 

δέρματος ασθενών με SSc (29). Αυτό έγινε με κλωνοποίηση και ανάλυση 

αλληλουχίας μεταγράφων της β-αλυσίδας του υποδοχέα αντιγόνου των Τ-κυττάρων 

(Τ- Cell antigen Receptor, TCR), όπου βρέθηκε μεγάλο ποσοστό εντελώς ίδιων TCR 

μεταγράφων, υποδηλώνοντας έτσι την ύπαρξη ολιγοκλωνικών ή μονοκλωνικών Τ-
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κυττάρων σε σκληροδερματικές βλάβες (29). 0 μόνος μηχανισμός, που θα

μπορούσε να δώσει μια ικανοποιητική εξήγηση στην κλωνική ανάπτυξη των Τ- 

λεμφοκυττάρων είναι η ενεργοποίησή τους ως αναγνώριση συγκεκριμένου 

αντιγόνου. Τα αποτελέσματα αυτά φέρνουν στο προσκήνιο το σημαντικό ρόλο των 

Τ-κυττάρων στην παθογένεια της ασθένειας. Η SSc μπορεί να είναι ασθένεια που 

προκαλείται από συγκεκριμένο αντιγόνο.

Τ- ΚΥΤΤΑΡΑ ΣΤΗ SSc

Πολλά στοιχεία υποδηλώνουν τη σημασία των Τ-κυττάρων στην παθογένεια της 

SSc. Σε δύο εργασίες διαδοχικές βιοψίες δέρματος από ασθενείς με SSc έδειξαν 

διήθηση από στρογγυλοκύτταρα, που αποτελείται από Τ-κύτταρα και μακροφάγα 

(30,31) και εμφανίζεται στο δέρμα πρώιμα ακόμα και πριν τη μικροσκοπική 

εμφάνιση της ίνωσης (30). Επίσης, Τ-κύτταρα μνήμης ανευρίσκονται σε βιοψίες 

πνεύμονα ασθενών με SSc και προσβολή των πνευμόνων (32).

Ευρήματα που υποδηλώνουν την ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων είναι: α) η 

παρουσία ορισμένων μορίων ενεργοποίησης στην κυτταρική επιφάνεια των Τ 

λεμφοκυττάρων του αίματος όπως ο υποδοχέας της IL-2 (IL-2R) ( 4,12,33,34), HLA- 

DR (35) και CD-29 (12,33,34,36-38), β) τα αυξημένα επίπεδα κυτοκινών που 

παράγονται από τα Τ-λεμφοκύτταρα, όπως IL-2 (39-42), IL-4, IL-6 (39-41), IL-17 

(43), γ) η αυξημένη έκφραση πρωτοογκογονιδίων (12,44), δ) η αυξημένη συχνότητα 

Τ-κυττάρων με μετάλλαξη του γονιδίου της φωσφοριβοσυλ-τρανσφεράσης 

υποξανθίνης-γουανίνης (HPRT, Hypoxantine Guanine Phosphorybosyl Transferase) 

(45) και αυξημένη δραστηριότητα δεαμινάσης της αδενοσίνης (46), ε) τα αυξημένα 

επίπεδα διαλυτού IL-2R (sIL-2R) σε υγρό φυσαλίδας προκλητής στο προσβεβλημένο 

δέρμα ασθενών με SSc (47).

Τα Τ-κύτταρα έχει δειχθεί ότι είναι αναγκαία για την παραγωγή 

αυτοαντισωμάτων έναντι της τοποϊσομεράσης, που είναι ειδικά για τη SSc 

(3,4,12,33,48). Επιπροσθέτως, στοιχεία για την εμπλοκή των Τ-κυττάρων στην SSc 

προέρχονται από δυο νόσους που μοιάζουν με το SSc: το σκληρόδερμα πτηνών (3,49) 

και την νόσο μοσχεύματος κατά ξενιστή (chronic Graft-Versus-Host Disease, GVHD) 

σε ανθρώπους και ποντίκια. Η τελευταία νόσος χαρακτηρίζεται από ενεργοποίηση Τ 

κυττάρων (3,49,50) και αυξημένη συχνότητα αντισωμάτων έναντι της
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τοποϊσομεράσης 1 και των HLA αλληλίων που συσχετίζονται με την ανθρώπινη SSc 

(50).

Θεραπείες που έχουν ως στόχο τα ενεργοποιημένα Τ-κύτταρα, όπως 

Κυκλοσπορίνη-Α (51,52) και tacrolimus (52), έχουν ωφέλιμες επιδράσεις στην 

ελαστικότητα δέρματος σε ασθενείς με SSc.

ΚΥΤΟΚΙΝΕΣ Τ- ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΚΑΙ ΙΝΩΣΗ

Τα ενεργοποιημένα Τ-κύτταρα και οι κυτοκίνες τους μπορούν να εξηγήσουν και 

τα τρία χαρακτηριστικά γνωρίσματα της νόσου- την ίνωση, την μικροαγγειακή 

ινοενδοθηλιακή βλάβη και την παραγωγή αυτοαντισωμάτων. Ανάλογα με τις 

κυτοκίνες που εκκρίνουν τα Τ-κύτταρα χωρίζονται σε δυο τύπους: τα ΤΗ-1 Τ- 

κύτταρα, που παράγουν INF-γ και IL-2 και τα ΤΗ-2, που εκκρίνουν IL-4 και IL-5 

(53-57).

Η IL-4 είναι μια κυτοκίνη που επάγει την ίνωση. Διεγείρει τη σύνθεση 

κολλάγονου, φιμπρονεκτίνης, γλυκοσαμινογλυκάνης και πρωτεογλυκάνης (58-61) in 

vitro. Υπερέκφραση του γονιδίου της IL-4 σε παγκρεατικά κύτταρα Langerhans 

διαγονιδιακών ποντικών έχει ως αποτέλεσμα την τοπική ίνωση (62). Επιπλέον, 

χορήγηση αντι-ΙΈ-4 MoAb προλαμβάνει την GVHD σε ποντίκια, με συνακόλουθο 

περιορισμό της ηπατικής ίνωσης (63) και μειώνει φανερά την ηπατική ίνωση σε 

ποντίκια που έχουν μολυνθεί από το παράσιτο σχιστόσωμα (64). Τέλος, η IL-4 

επάγει την παραγωγή μιας άλλης κυτοκίνης που προκαλεί ίνωση, του παράγοντα 

ΤΟύβ (Transforming Growth Factor β) (65) και διεγείρει την έκφραση του αγγειακού 

μορίου προσκόλλησης (Vascular Cell Adhension Molecule-1) στα ενδοθηλιακά 

κύτταρα (66).

Στη SSc ενεργοποιούνται τα ΤΗ2 κύτταρα. Έτσι, τα επίπεδα της IL-4 στο 

πλάσμα είναι αυξημένα σε πολλούς ασθενείς με SSc (39-41,67). Οι Sakkas et al 

έχουν βρει αυξημένα επίπεδα εναλλακτικά ματισμένων μεταγράφων της IL-4 (IL-45) 

σε στρογγυλοκύτταρα περιφερικού αίματος ασθενών με SSc (41). Όπως στο αίμα, 

έτσι και στις βιοψίες δέρματος και στο βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα (broncoalveolar 

lavage, ΒAL), τα Τ-λεμφοκύτταρα εμφανίζουν έναν ΤΗ2 προσανατολισμό. Έτσι, 

CD8 Τ κύτταρα από βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα ασθενών με SSc παράγουν κυρίως 

1L-4, ενώ στους υγιείς μάρτυρες παράγεται ΙΝΈγ (68).

Αντίθετα με την IL-4, η ΙΝΈγ αναστέλλει τη σύνθεση κολλαγόνου από τους 

ινοβλάστες in vitro (61,69) και in vivo στα ποντίκια (70). Η ΙΝΈγ μπορεί να έχει
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ευεργετική επίδραση σε ασθενείς με SSc (71-74). Η σημασία των κυτοκινών, που 

παράγονται από τα ΤΗ1 ή τα ΤΗ2 κύτταρα στην ίνωση, υποστηρίζεται από το εύρημα 

ότι τα MRL/lpr ποντίκια, στα οποία υπάρχει έλλειψη του γονιδίου του υποδοχέα της 

ΓΝΈγ, εκδηλώνουν ένα σύνδρομο που μοιάζει με το ανθρώπινο SSc (75).

Η IL-17, μια κυτοκίνη των Τ-κυττάρων που μπορεί να παράγεται και από τα 

ΤΗ1 και από τα ΤΗ2 κύτταρα (76), υπερεκφράζεται στο περιφερικό αίμα και στις 

δερματικές βλάβες ασθενών με SSc (43). Η IL-17 διεγείρει τον πολλαπλασιασμό 

ινοβλαστών (43) και προκαλεί την παραγωγή IL-6 από τους ινοβλάστες και τα 

ενδοθηλιακά κύτταρα (77), καθώς και την παραγωγή IL-1 και μορίων προσκόλλησης 

από τα ενδοθηλιακά κύτταρα (43).

ΑΛΛΕΣ ΚΥΤΟΚΙΝΕΣ ΚΑΙ ΙΝΩΣΗ

Εκτός από την IL-4, μια άλλη κύρια κυτοκίνη που επάγει την ίνωση στη SSc 

είναι ο ΤϋΡβΙ (78-81). Ο ΤΟΡβΙ παράγεται από πολλούς κυτταρικούς τύπους και 

μπορεί να προκαλέσει ενεργοποίηση ινοβλαστών και υπερπλασία, καθώς και 

αυξημένη σύνθεση κολλαγόνου και φιμπρονεκτίνης (78,79). Όταν ο ΤΌΡβ 

αναστέλλεται με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων, μειώνεται και η μεταγραφή του 

γονιδίου του κολλαγόνου (82). Ένα άλλο στοιχείο που ενισχύει την άποψη ότι ο 

ΤΌΡβ παίζει σημαντικό ρόλο στην παθογένεια της SSc, είναι τα αυξημένα επίπεδα 

συνεντοπισμού TGF^ mRNA και proai(I) mRNA στις φλεγμονώδεις διηθήσεις 

δέρματος ασθενών με SSc στην πρώιμη φάση της ασθένειας (3). Ινοβλάστες 

δέρματος ασθενών με SSc μπορούν να παράγουν ΤΌΡβ κατά τρόπο όμοιο με τους 

ινοβλάστες του φυσιολογικού δέρματος, αλλά εκφράζουν μεγαλύτερα επίπεδα 

υποδοχέων τύπου I και II του ΤΌΡβ (82,84). Η IL-1, που παράγεται από τα 

μονοκύτταρα και τους ινοβλάστες στη SSc, μπορεί να επάγει την παραγωγή από τους 

ινοβλάστες IL-6 και PDGF (Platelet Derived Growth Factor) (85). Η IL-Ια 

εκφράζεται σε ινοβλάστες στη SSc, αλλά δεν ανιχνεύεται σε φυσιολογικούς 

ινοβλάστες, ενώ αναστολή ενδογενούς IL-la οδηγεί σε αυξημένα επίπεδα IL-6 και 

έκφραση PDGF-A σε ινοβλάστες στη SSc (83). Ο PDGF, ένας ισχυρός διεγέρτης της 

σύνθεσης κολλαγόνου, είναι επίσης αυξημένος στη SSc (80) και μπορεί να αυξάνεται 

στα ενδοθηλιακά κύτταρα μετά από ενεργοποίηση του συμπληρώματος (86) ή από 

την υποξία (87). Η επαγωγή παραγωγής κολλαγόνου από τους ινοβλάστες που
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προκαλεί ο TGFP μπορεί να επιτυγχάνεται δια μέσου αύξησης των υποδοχέων του 

PDGF (80).

Αυξημένα επίπεδα IL-6 στον ορό ανευρίσκονται σε ασθενείς με SSc (88). Η IL- 

6, που μπορεί να προκαλεί την ΤΗ2 διαφοροποίηση (89), αυξάνεται υπό την 

επίδραση της IL-1 (85), της IL-17 (77) ή του PDGF (90) σε ινοβλάστες ασθενών με 

SSc. Ο παράγοντας αύξησης του συνδετικού ιστού (Connective Tissue Growth 

Factor, CTGF), ένας χημειοτακτικός παράγοντας και μιτογόνο για τους ινοβλάστες 

(91,92,93), εμφανίζεται αυξημένος στον ορό ασθενών με SSc (91,94). Υπάρχει 

συσχέτιση μεταξύ της έκφρασης του CTGF γονιδίου και της σκλήρυνσης του 

δέρματος, η οποία υποστηρίζει την υπόθεση ότι ο Τ&Ρβ παίζει σημαντικό ρόλο στην 

παθογένεια της SSc, αφού ο ΤΰΡβ είναι ο μόνος επαγωγέας του CTGF που έχει 

αναγνωριστεί εώς σήμερα (95). Αυξημένα είναι επίσης και τα επίπεδα στον ορό της 

χημειοτακτικής πρωτεΐνης-1 των μονοκυττάρων (Monocyte Chemoattractant Protein- 

1, MCP-1), του MIP-1 (Macrophage Inflammatory Protein-1) (96) και του TNFa 

(97).

ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΑΝΤΙΓΟΝΩΝ ΤΩΝ Τ -ΚΥΤΤΑΡΩΝ (TCR) ΣΤΗ SSc

Μέχρι προσφάτως δεν ήταν γνωστό εάν στη SSc τα Τ-κύτταρα ενεργοποιούνται 

μη ειδικά (από κυτοκίνες) ή ειδικά (από συγκεκριμένο αντιγόνο). Γενικά, τα Τ- 

κύτταρα χρησιμοποιούν τους αντιγονικούς υποδοχείς (TCR) για αναγνώριση 

αντιγονικών πεπτιδίων και σε συνδυασμό με HLA προκαλούν την έναρξη της 

ανοσιακής απάντησης. Δύο διαφορετικοί TCR έχουν αναφερθεί: ο aβTCR και ο 

γδTCR, που εκφράζονται σε μικρή αναλογία (συνήθως <10%) στα Τ- κύτταρα του 

περιφερικού αίματος. Και οι τέσσερις αλυσίδες του TCR είναι έντονα πολυμορφικές 

διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που μοιάζουν με ανοσοσφαιρίνες (immunoglobulin-like 

transmembrane proteins). Η μεταβλητή περιοχή του γονιδίου της α-αλυσίδας 

αποτελείται από Va και Ja τμήματα ενώ η μεταβλητή περιοχή του γονιδίου της β- 

αλυσίδας από νβ, ϋβ και 1β τμήματα. Υπάρχουν τουλάχιστον 65 νβ και περίπου 42 

Va λειτουργικά τμήματα του γονιδίου (98,99), που ομαδοποιούνται σε 26νβ και 

32Va οικογένειες. Η τεράστια ποικιλία των TCR προκαλεΐται από: α) διαφορετικούς 

ανασυνδυασμούς των διαφόρων μεταβλητών (V), ποικίλων (D) και συνδετικών (J) 

τμημάτων των γονιδίου, β) όχι επακριβής V (D) J σύνδεση, γ) προσθήκη εκμαγειο- 

ανεξάρτητων νουκλεοτιδίων (template-independent nucleotides) (ετερογένεια Ν 

περιοχής) στις V (D) J συνδέσεις και ό) χρησιμοποίηση δύο ή περισσοτέρων ϋβ
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τμημάτων. Σε αναλογία με τις Ig υπέρ μεταβλητές περιοχές των ανοσοσφαιρινών, οι 

αντίστοιχες Va και νβ υπέρ μεταβλητές περιοχές ονομάζονται περιοχές που ορίζουν 

τη συμπληρωματικότητα (CDR, complementarity determining regions), CDR1, 

CDR2 και CDR3. Οι CDR1 και CDR2 κωδικοποιούνται από Va και νβ τμήματα του 

γονιδίου και το CDR3 δημιουργεί επαφές με το πεπτίδιο (100,101).

Ο πληθυσμός των Τ-κυττάρων αποτελείται από μεγάλο αριθμό διαφορετικών 

κλώνων Τ-κυττάρων, κάθε ένας εκ των οποίων εκφράζει διαφορετικό TCR. Ο 

μέγιστος θεωρητικός αριθμός διαφορετικών μεταγραφών της β-αλυσίδας του TCR 

έχει υπολογιστεί ότι είναι περίπου ΙΟ12 (102). Η πιθανότητα τυχαίας ανεύρεσης 

πολλαπλών ταυτόσημων αντιγράφων (δύο ή περισσοτέρων) ενός μεταγράψου 

συγκεκριμένης β-αλυσίδας TCR σε ένα ανεξάρτητο δείγμα Τ-κυττάρων, είναι πολύ 

μικρή ή αμελητέα.

Τα Τ-κύτταρα μπορεί να ενεργοποιούνται, ή να πολλαπλασιάζοντας είτε με μη 

ειδικό τρόπο, είτε ως απάντηση σε συγκεκριμένο αντιγόνο. Μη ειδική ενεργοποίηση 

και πολλαπλασιασμός των Τ-κυττάρων μπορεί να συμβαίνει in vivo, ως απάντηση σε 

κυτοκίνες ή μιτογόνα και να έχει ως αποτέλεσμα έναν ετερογενή, πολυκλωνικό 

πληθυσμό Τ-κυττάρων. Καθένα από αυτά τα κύτταρα θα εκφράζει μοναδικό 

(διαφορετικό) TCR. Ενεργοποίηση που προκαλείται λόγω απάντησης σε

υπεραντιγόνα, είναι επίσης πιθανή και θα έχει ως αποτέλεσμα την πολυκλωνική 

ενεργοποίηση των Τ- κυττάρων, τα οποία θα χρησιμοποιήσουν περιορισμένο αριθμό 

των νβ τμημάτων και μοναδικό CDR3. Ενεργοποίηση και πολλαπλασιασμός έναντι 

συγκεκριμένου αντιγόνου θα έχει ως αποτέλεσμα την κλωνική επέκταση μόνο 

εκείνων των κλώνων των Τ-κυττάρων που αναγνωρίζουν αυτό το συγκεκριμένο 

αντιγόνο μέσω του TCR τους. Μια τέτοια κλωνική επέκταση, που καθοδηγείται από 

ένα συγκεκριμένο αντιγόνο, θα αναγνωριστεί από την παρουσία πολλαπλών 

πανομοιότυπων TCR μεταγράφων. Αυτό δείχνει ξεκάθαρα την παρουσία 

μονοκλωνικού ή ολιγοκλωνικού πληθυσμού Τ-κυττάρων. Μια τέτοια ολιγοκλωνική 

επέκταση βρέθηκε πρόσφατα σε δερματικές βλάβες ασθενών με SSc από τους Sakkas 

et al (29). Παρομοίως, σε BAL ασθενών με SSc ανιχνεύονται CD8+ Τ-κύτταρα με 

συγκεκριμένα συνδετικά τμήματα (J) του TCR, γεγονός που υποδηλώνει μια 

ολιγοκλωνική επέκταση των κυττάρων αυτών (103).

Χρήση περιορισμένων νβ τμημάτων του γονιδίου του TCR παρατηρείται επίσης 

σε CD4(-) CD8(-) Τ κύτταρα περιφερικού αίματος σε ασθενείς με SSc (104). Εκτός 

από τα αβ Τ-κύτταρα και γδ Τ-κύτταρα βρέθηκαν να εμφανίζουν στοιχεία
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ενεργοποίησης και ολιγοκλωνικής επέκτασης. Αυξημένη αναλογία των V51 Τ- 

κυττάρων του περιφερικού αίματος, τα οποία ενεργοποιήθηκαν μετά από έκθεση σε 

αντιγόνο (105) και περιορισμένα μήκη συνδετικών περιοχών (J) (junctional region 

lengths) βρέθηκε ότι δεν έχουν κανονική κατανομή. Αυτό υποδηλώνει ολιγοκλωνικό 

πολλαπλασιασμό των ΤΟΙγδ κυττάρων (106). Έχουν, επίσης, αναφερθεί μη- 

γαμετικοί (non-germline) ανασυνδυασμοί της γ-αλυσίδας του TCR (111) που 

υποδηλώνουν την παρουσία ολιγοκλωνικών γδ Τ-κυττάρων.

ΑΝΤΙΓΟΝΑ ΠΟΥ ΕΝΟΧΟΠΟΙΟΥΝΤΑΙ ΣΤΗ SSc.

Το αντιγόνο ή τα αντιγόνα που οδηγούν σε ενεργοποίηση και κλωνική επέκταση 

των Τ-κυττάρων στη SSc δεν είναι γνωστά. Στα υποψήφια αντιγόνα 

συμπεριλαμβάνεται η DNA-τοποϊσομεράση I (3,4,26,108), ο κυτταρομεγαλοϊός 

(CMV) (3,109,110) οι ρετροϊοί (3,111), αλλά και το κεντρομερίδιο, (3,4,6,26) η RNA 

πολυμεράση I, (3,4) η RNA πολυμεράση III, (3,26) ένα αντιγόνο που αναφέρεται ως 

PM-Scl και U3 ριβονουκλεοπρωτεϊνικά συστήματα (3,7).

Τα Τ-κύτταρα είναι απαραίτητα για την παραγωγή αντισωμάτων έναντι της 

τοποϊσομεράσης I (20). Περαιτέρω, στα Τ-κύτταρα, που δρουν έναντι της DNA 

τοποϊσομεράσης I, παρατηρούνται συγκεκριμένες CDR3 περιοχές του TCR (108). 

Παρόλα αυτά, πανομοιότυπες CDR3 αλληλουχίες του TCR παρατηρήθηκαν και σε Τ- 

κύτταρα που δρουν έναντι της DNA τοποϊσομεράσης I σε υγιή άτομα (108). Η 

πιθανότητα να είναι ένα αυτοαντιγόνο για τα Β-κύτταρα και αυτοαντιγόνο για τα Τ- 

κύτταρα στη SSc υποστηρίζεται από ευρήματα που δείχνουν ότι υπάρχει μεγαλύτερος 

συσχετισμός HLA με αυτοαντισωμικά προφίλ, παρά με την ασθένεια αυτή καθεαυτή 

(112-115). Συγκεκριμένα HLA-DQ και -DR αλλήλια σε ασθενείς, βρέθηκε να 

σχετίζονται με υψηλότερα επίπεδα αντισωμάτων έναντι της τοποϊσομεράσης (116) 

και επομένως αυτοαντιδράσεις με την DNA τοποϊσομεράση I να σχετίζονται με τα 

αλλήλια αυτά (113,116). Επίσης παρατηρήθηκε συσχέτιση συγκεκριμένων HLA-DQ 

αλληλίων με αντικεντρομεριδιακά αντισώματα (3,117). Η παραγωγή αντι- 

κεντρομεριδιακών αντισωμάτων φαίνεται ότι σχετίζεται με HLA-DQB1 αλλήλια (3).

Αναμφίβολα ο γονότυπος του ξενιστή παίζει ρόλο στην ύπαρξη ευαισθησίας για 

την ανάπτυξη αυτοάνοσων ασθενειών (118). Ο γονότυπος HLA DRB1*03 βρέθηκε 

ότι εμφανίζεται συχνά μεταξύ των Καυκάσιων σε πολυάριθμες αυτοάνοσες νόσους. 

Στους Καυκάσιους επίσης, ο DRB 1*11 γονότυπος στις περισσότερες μελέτες
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αναφέρεται ότι σχετίζεται με το διάχυτο σκληρόδερμα (dSSc) αν και σε μερικές 

άλλες περιγράφεται αύξηση του DRB1*03 γονότυπου (118). Γενετικές μελέτες 

προσπάθησαν να συσχετίσουν το SSc και με παράγοντες που δεν σχετίζονται με το 

ανοσιακό σύστημα. Έχουν παρατηρηθεί ασθενείς συσχετισμοί μεταξύ του SSc και 

των ενζύμων του συστήματος ρ450 που παρουσιάζουν χαμηλή ενεργότητα και τα 

οποία εμπλέκονται στην υδροξυλίωση της δαπσόνης και της S-μεφαινυτοΐνης (3).

Ο κυτταρομεγαλοϊός έχει βρεθεί ότι μπορεί να συμμετέχει στην παθογένεση της 

SSc, λόγω των αυξημένων επιπέδων των αντι-CMV αντισωμάτων που ανευρίσκονται 

στους ασθενείς με SSc και τις αξιοσημείωτες ομοιότητες μεταξύ της αγγειοπάθειας 

που προκαλεί ο CMV και των αγγειακών μεταβολών που προκαλεί η SSc (109,110). 

Ως πιθανά αντιγόνα στη SSc έχουν ενοχοποιηθεί και οι ρετροϊοί (111). Αυξημένη 

συχνότητα καρκίνου σε συγγενείς πρώτου βαθμού ασθενών με SSc μπορεί να 

αποδοθεί σε περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως οι ρετροϊοί (119).

Έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η SSc προκαλείται από εμβρυϊκές αντι-μητρικές 

GVH αντιδράσεις και αυτό βασίζεται στην παρουσία εμβρυϊκών κυττάρων σε 

γυναίκες με SSc (120-122). Αυτή είναι μια ενδιαφέρουσα θεωρία που ταιριάζει πολύ 

με τις κλινικές εκδηλώσεις και το ορολογικό προφίλ ασθενών με GVHD (10). Σε 

γυναίκες με SSc Τ κλώνοι εμβρυϊκής προέλευσης αντιδρούν με μητρικά HLA 

αντιγόνα (123). Επτά από τους τριάντα ένα κλώνους Τ-κυττάρων από γυναίκες με 

SSc και ένας στους έντεκα κλώνους Τ-κυττάρων από υγιείς γυναίκες, οι οποίοι 

αντιδρούν έναντι μητρικών MHC αντιγόνων, προερχόταν από Τ-κύτταρα αρσενικών 

απογόνων (123). Επιπροσθέτως, αυτοί οι κλώνοι Τ-κυττάρων από γυναίκες με SSc 

ήταν ΤΗ2 τύπου (123). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο γονότυπος HLA- 

DQA1*1501 ο οποίος σχετίζεται με τη SSc (124). Συγκεκριμένα, έχει βρεθεί ότι 

σχετίζεται με την παραμονή του μικροχιμαιρισμού σε γυναίκες με SSc (125). 

Παρόλα αυτά, ο μικροχιμαιρισμός δεν ανευρίσκεται πάντοτε αυξημένος στη 

νόσο(126).

Τ- ΚΥΤΤΑΡΑ ΣΕ ΖΩΙΚΑ ΜΟΝΤΕΛΑ TOY SSc.

Στα TSK (tight-skin) ποντίκια, ένα ζωικό πρότυπο για το SSc, τα Τ-κύτταρα 

που διηθούν τις δερματικές βλάβες είναι ΤΗ2 τύπου και παράγουν IL-4 (127). Σε 

αυτό το ζωικό μοντέλο η ίνωση μπορεί να παρεμποδιστεί από μια μετάλλαξη του 

γονιδίου της IL-4 που οδηγεί σε ανενεργό προϊόν (127), με θεραπεία με avn-IL-4
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(128) ή με εισαγωγή ενός πλασμιδίου που κωδικοποιεί για την IL-12 (129). In vivo 

χορήγηση IglV μειώνει την έκκριση από τα σπληνοκύτταρα της IL-4 και του TGFp 

παρεμποδίζοντας έτσι την ίνωση (130). Τα Τ- κύτταρα που διηθούν το δέρμα στο 

σημείο της βλάβης φαίνεται ότι έχουν συγκεκριμένα τμήματα νβ στο γονίδιο του 

TCR (131). Επιπροσθέτως, αποκλειστική χρήση του γονιδίου νβ8.2 από τα Τ- 

κύτταρα στα ζώα αυτά επαρκούσε για να παρεμποδίσει την ίνωση (127). Παρόλα 

αυτά, δερματική ίνωση μπορεί να συμβαίνει ακόμα και στα TSK ποντίκια που έχουν 

ανεπάρκεια Τ- και Β- κυττάρων (132). Σε ένα μοντέλο ποντικιού για το 

σκληρόδερμα, το οποίο προκαλείται από ενέσεις μπλεομυκίνης στο δέρμα, ο TGFP 

ανιχνεύεται πρώιμα στις δερματικές βλάβες (133).

Αυτά τα ευρήματα υποδηλώνουν ότι τα Τ-κύτταρα είναι πολύ σημαντικά στην 

παθογένεση της ασθένειας και θα μπορούσαν να αποτελέσουν στόχο ανοσοθεραπείας 

στην SSc. Μια άλλη θεραπεία μπορεί να έχει ως στόχο την στροφή των κυτοκινών 

που παράγουν τα Τ-κύτταρα προς τον ΤΗ1 τύπο. Αυτό δοκιμάστηκε σε πειραματικά 

μοντέλα με επιτυχία (62,65,72,134,135). Έτσι, η ΈΝγ που χορηγήθηκε σε ασθενείς 

με ιδιοπαθή πνευμονική ίνωση έχει οδηγήσει σε αυξημένη επιβίωση των ασθενών και 

σε μείωση της έκκρισης του TGFP (136). Τέλος, η ταυτοποίηση των αντιγόνων που 

προκαλούν την απάντηση των Τ-κυττάρων στην SSc, μπορεί να οδηγήσει στην 

ανάπτυξη νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων που βασίζονται στην επαγωγή αντοχής 

έναντι αυτών των αντιγόνων για την θεραπεία της ασθένειας.

ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ

Ενώ υπάρχουν ευρήματα που υποδεικνύουν την ενεργοποίηση φλεγμονωδών 

κυττάρων στη συστηματική σκλήρυνση και έχει αρχίσει να αναγνωρίζεται η συμβολή 

των κυττάρων αυτών στη SSc, υπάρχουν αναφορές για σπανιότητα των 

λεμφοκυττάρων στις δερματικές βλάβες σκληροδέρματος, κυρίως στα προχωρημένα 

στάδια εξέλιξης της νόσου. Πιθανολογείται ότι σε διάφορα στάδια της νόσου μπορεί 

να εμπλέκονται διαφορετικοί μηχανισμοί παθογένειας. Κατά την έναρξη του SSc 

παρατηρείται ενεργοποίηση ενδοθηλιακών κυττάρων, ινοβλαστών αλλά και 

κυττάρων του ανοσιακού συστήματος, ενώ αργότερα κυρίως ενεργοποίηση 

ενδοθηλιακών κυττάρων και ινοβλαστών. Πιθανώς, λοιπόν, τα φλεγμονώδη κύτταρα 

να μην ευθύνονται εξ’ολοκλήρου για την ίνωση που παρατηρείται στη σκληροδερμία. 

Τα παραπάνω έχουν ως συνέπεια να απαιτείται διαφορετική θεραπευτική
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αντιμετώπιση για ασθενείς που βρίσκονται σε διαφορετικά στάδια εξέλιξης της 

νόσου. Έτσι, σε ασθενείς που στις δερματικές βλάβες τους δεν ανευρίσκονται, ή 

ανευρίσκονται ελάχιστα ανοσιακά κύτταρα, θεραπεία με φάρμακα έναντι των 

ανοσιακών κυττάρων προφανώς δεν θα έχει τα επιθυμητά αποτελέσματα.

Στην παρούσα μελέτη γίνεται ανίχνευση (και μέτρηση) φλεγμονωδών κυττάρων 

(Τ-λεμφοκυττάρων, ενεργοποιημένων Τ-κυττάρων και μακροφάγων), σε βιοψίες 

δέρματος ασθενών που βρίσκονται σε διαφορετικά στάδια εξέλιξης του SSc, 

προκειμένου να εκτιμήσουμε την παρουσία των κυττάρων αυτών σε ασθενείς που 

βρίσκονται στα διάφορα στάδια της νόσου. Η ανίχνευση αυτή γίνεται με 

ανοσοϊστοχημικές μεθόδους.

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ

ΑΣΘΕΝΕΙΣ:

Για τη μελέτη αυτή έγινε βιοψία δέρματος σε δεκαέξι ασθενείς, δεκαπέντε 

γυναίκες και έναν άνδρα, με μέσο όρο ηλικίας τα 50,75 έτη (διακύμανση 34-75 έτη), 

από την περιοχή της Θεσσαλίας και Μακεδονίας (Πίνακας 2). Όλοι οι ασθενείς 

πληρούσαν τα κριτήρια για την ταξινόμηση του SSc που περιγράφεται από το 

Αμερικανικό Κολέγιο Ρευματολογίας και παρακολουθούνται στο Πανεπιστημιακό 

Γενικό Νοσοκομείο Λάρισας. Στην πλειοψηφία τους είναι οροθετικοί για τα αντι-Scl 

70, ΑΝΑ και αντι-ΕΝΑ αντισώματα, ενώ εμφανίζονται οροαρνητικοί για αντι- 

dsDNA, αντι-RNP, αντι-Sm, avn-SSA(Ro), avn-SSB(La) και αντι-Jol αντισώματα 

(Πίνακας 3).

Οι βιοψίες δέρματος ελήφθησαν από την περιοχή της βλάβης. Κάποιοι από τους 

ασθενείς, οι οποίοι ήταν υπό αγωγή (Πίνακας 2), υποβλήθηκαν σε προσωρινή 

διακοπή της θεραπείας τουλάχιστον για ένα δίμηνο πριν τη λήψη της βιοψίας. 

Πραγματοποιήθηκε, επίσης, βιοψία λεμφαδένα ο οποίος χρησιμοποιήθηκε ως θετικός 

μάρτυρας. Τα δείγματα καταψύχθηκαν αμέσως στους -80 °C όπου φυλάχθηκαν μέχρι 

τη λήψη τομών.
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ΤΕΧΝΙΚΗ:

ΑΝΟΣΟΪΣΤΟΧΗ ΜΕΙΑ

Πραγματοποιήθηκαν στον κρυοτόμο τομές πάχους 6μ. Οι τομές στέγνωσαν 

στον αέρα για περίπου μία ώρα και μονιμοποιήθηκαν με ακετόνη στους -20 °C για 30 

min. Στη συνέχεια για την ανίχνευση των κυττάρων εφαρμόστηκε μία έμμεση 

μέθοδος συμπλέγματος Αβιδίνης-Βιοτίνης (ABC) Ανοσοϋπεροξειδάσης 

(VECTASTAIN Elite ABC kit. Vector Laboratories, Burlingame CA, EISA). H 

διαδικασία πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Η 

ανίχνευση βασίζεται στο σχηματισμό του συμπλόκου Αβιδίνης-Βιοτίνης (ABC) με το 

πρωτεύον αντίσωμα (primary antibody), το οποίο αντιδρά με τα αντιγόνα του υπό 

εξέταση ιστού. Η χρώση βασίζεται στην ενζυματική μετατροπή ενός χρωμογόνου 

υποστρώματος, της 3,3' Διαμινοβενζιδίνης (DAB), σε ένα έγχρωμο (καφέ) ίζημα από 

την υπεροξειδάση αγριοραπανίδας (horseradish peroxidase, HRP), στις περιοχές 

εντοπισμού του αντιγόνου. Η ανάγνωση γίνεται χρησιμοποιώντας οπτικό 

μικροσκόπιο. Η μέθοδος αυτή έχει μεγάλη ευαισθησία.

ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ

Για ανίχνευση παρουσίας Τ-λεμφοκυττάρων χρησιμοποιήθηκαν αντι- 

ανθρώπινα μονοκλωνικά αντισώματα ποντικού anti hCD3a (R&D systems: 

Purified mouse monoclonal IgGl, clone UCHT1, C= 500 pg/ml ). To αντίσωμα 

αυτό αντιδρά με την ε-αλυσίδα του συμπλόκου του αντιγονικού υποδοχέα του 

Εϋ3/Τ-κυττάρου( 137).

Για την ανίχνευση μακροφάγων χρησιμοποιήθηκαν αντι-ανθρώπινα 

μονοκλωνικά αντισώματα ποντικού avn-CD68 (anti-human CD68, clone ΚΡ1, 

εταιρεία DAKO, C= 435mg/L), ενώ για την ανίχνευση ενεργοποιημένων Τ- 

κυττάρων αντι-ανθρώπινα CD69 αντισώματα ποντικού (anti-human CD69, clone 

FN50, εταιρεία DAKO, C= 225mg/L).
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To CD68 είναι μία υψηλά γλυκοζυλιωμένη διαμεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη 

110 kDa, η οποία εντοπίζεται κυρίως στα λυσοσώματα και φαίνεται να παίζει 

ρόλο στη λυσοσωμική κυκλοφορία (lysosomal trafficking) και στην 

ενδοκύττωση(138).

To CD69, γνωστό και ως Μόριο Επαγωγής Ενεργοποίησης (Activation 

Inducer Molecule, AIM) είναι ένα φωσφορυλιωμένο δεμερές που συνδέεται με 

δισουλφιδικούς δεσμούς (phosphorylated disulphide-linked dimer) και 

αποτελείται από δύο αλυσίδες (26-28 kDa και 32-34 kDa). Είναι το πρώτο 

γνωστό αντιγόνο που εκφράζεται στα λεμφοκύτταρα μετά από ενεργοποίηση των 

Τ ή Β κυττάρων, αλλά δεν ανιχνεύεται στα λεμφοκύτταρα σε ηρεμία (139).

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ

Τα διαλύματα που απαιτήθηκαν είναι:

1. Blocking Serum (DILUTED NORMAL BLOCKING SERUM): 150μ1 

normal blocking serum stock σε 10ml ρυθμιστικού διαλύματος (PBS).

2 Biotinylated Ab (DILUTED BIOTINYLATED SECONDARY 

ANTIBODY): 150μ1 normal blocking serum stock σε 10ml ρυθμιστικού 

διαλύματος και προσθήκη στο διάλυμα αυτό 50μ1 biotinylated antibody 

stock.

3. VECTASTAIN ELITE ABC REAGENT: δύο σταγόνες από το Reagent A 

σε 5 ml ρυθμιστικού διαλύματος και στη συνέχεια προσθήκη δύο 

σταγόνων από το Reagent Β.

4. Διάλυμα χρωμογόνου DAB (PEROXIDASE SUBSTRATE SOLUTION): 

προσθήκη δύο σταγόνων buffer stock solution σε 5ml απιονισμένο νερό 

και έπειτα προσθήκη, μετά από ανάδευση, τεσσάρων σταγόνων DAB 

stock solution. Προσθήκη στο διάλυμα δύο σταγόνων Hydrogen Peroxide 

Solution.
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ΑΛΛΑ ΥΛΙΚΑ ΠΟΥ ΑΠΑΙΤΗΘΗΚΑΝ:

1. Ρυθμιστικό διάλυμα: αποστειρωμένο PBS.

2. Αιματοξυλίνη Harris.

3. Mounting medium και καλυπτρίδες για την κάλυψη των τομών.

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ

1. Εμβάπτιση των μονιμοποιημένων σε ακετόνη τομών σε PBS για 5 min.

2. Οριοθέτηση τομών με PAP PEN.

3. Εμβάπτιση πλακιδίων σε buffer για 5 min.

4. Εμβάπτιση τομών σε διάλυμα Η2Ο2 (0,3% Η2Ο2 σε Μεθανόλη) για 30 

min, προκειμένου να εξουδετερωθεί η δράση της ενδογενούς 

υπεροξειδάσης.

5. Εμβάπτιση σε buffer για 5 min.

ΣΗΜΕΙΩΣΗ: Τα στάδια 4 και 5 δεν πραγματοποιήθηκαν για όλες τις τομές.

6. Κάλυψη τομών με DILUTED NORMAL BLOCKING SERUM για 20 

min.

7. Απομάκρυνση της περίσσειας. (Οι τομές δεν ξεπλύθηκαν με buffer).

8. Επώαση τομών με PRIMARY ANTIBODY για 1 ώρα. Τα διαλύματα των 

αντισωμάτων προκύπτουν με αραίωση των αρχικών διαλυμάτων των 

αντισωμάτων με buffer ( 0=10μ§/ηι1 για το CD3 και αραιώσεις 1:100 με 

1:200 για το CD68 και 1:50 για το CD69). Στη συνέχεια οι τομές 

ξεπλύθηκαν και εμβαπτίστηκαν σε buffer για 5 min.

9. Επώαση τομών με DILUTED BIOTINYLATED SECONDARY 

ANTIBODY για 30 min.

10. Ξέπλυμα των τομών σε buffer για 5 min.

11. Επώαση τομών με VECTASTAIN ELITE ABC REAGENT για 30 min.

12. Επανάληψη του σταδίου 10.

13. Κάλυψη των τομών με PEROXIDASE SUBSTRATE SOLUTION για 4-7 

min.
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14. Ξέπλυμα των τομών με νερό βρύσης και εμβάπτιση σε νερό βρύσης για 5 

min.

Στη συνέχεια γινόταν χρώση με αιματοξυλίνη ως ακολούθως:

1. Εμβάπτιση δειγμάτων για 10 sec σε αιματοξυλίνη Harris και έπειτα 

ξέπλυμα σε ρέον νερό βρύσης.

2. Ακολουθούσε αφυδάτωση τομών με διαδοχική εμβάπτιση σε αιθανόλη: 

70%, 80% και 100% (από 10 βουτιές).

3. Εμβάπτιση των πλακιδίων με τις τομές σε xylene (10 βουτιές).

4. Τοποθέτηση mounting medium και επικάλυψη των τομών με καλυπτρίδα.

Οι τομές αφέθησαν να στεγνώσουν και στη συνέχεια ήταν έτοιμες για 

μικροσκόπιση.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Με τη χρήση οπτικού μικροσκοπίου και μεγέθυνση 400Χ μετρήσαμε τον 

μέγιστο αριθμό θετικών κυττάρων (Τ-λεμφοκυττάρων, ενεργοποιημένων Τ-κυττάρων 

και μακροφάγων), που ανιχνεύονται με ανοσοϊστοχημική χρώση σε διαδοχικές τομές 

βιοψίας δέρματος δεκαέξι ασθενών. Τα αποτελέσματα καταγράφονται στον Πίνακα

4.

Όλες οι τομές είχαν αυξημένο συνδετικό ιστό, συμβατό με τη διάγνωση της 

σκληροδερμίας, ενώ τα φλεγμονώδη κύτταρα σχημάτιζαν περιαγγειακές διηθήσεις. Ο 

αριθμός των ανοσο-αντιδραστικών κυττάρων που ανιχνεύθηκαν με το αντι-CDS 

m„Ab ήταν κατά μέσο όρο 62,75 (διακύμανση 7-210) (Πίνακας 4). CD3+ Τ 

λεμφοκύτταρα φαίνονται στην Εικόνα 1 (μεγέθυνση XI00) και στην Εικόνα 2 

(μεγέθυνση Χ400). Ο αριθμός των ανοσο-αντιδραστικών κυττάρων που 

ανιχνεύθηκαν με το avn-CD69 MoAb κατά μέσο όρο ήταν 19,94 (διακύμανση 1-47) 

και των κυττάρων που ανιχνεύθηκαν με το avn-CD68 MoAb 78,81 (διακύμανση 34- 

141). CD69+ κύτταρα φαίνονται στην Εικόνα 3 (σε μεγέθυνση Χ400) και στην 

Εικόνα 4 (σε μεγέθυνση Χ400), ενώ η Εικόνα 5 δείχνει (σε μεγέθυνση Χ400) CD68+ 

μακροφάγα.

Σε μερικές περιπτώσεις υπήρχε ενδογενής υπεροξειδάση στα κύτταρα της 

επιδερμίδας με κοκκώδη εμφάνιση, η οποία ήταν εύκολα αναγνωρίσιμη. Ο αρνητικός 

μάρτυρας δεν έδειχνε θετικά κύτταρα (Εικόνα 6, μεγέθυνση Χ400). Ο αριθμός των 

CD68+ μακροφάγων σε όλους τους ασθενείς, εκτός από δυο, ήταν μεγαλύτερος των 

CD3+ Τ λεμφοκυττάρων. Παρατηρήθηκε επίσης, ότι ο αριθμός των CD3+, CD69+, 

και CD68+ κυττάρων γινόταν μικρότερος με τη διάρκεια νόσου. Σε ασθενείς με 

διάρκεια της νόσου μικρότερη των 12 μηνών ο μέσος όρος των CD3+ Τ 

λεμφοκυττάρων ήταν 76,5 ενώ σε ασθενείς με διάρκεια της νόσου μεγαλύτερη των 5 

ετών ο μέσος όρος των CD3+ Τ λεμφοκυττάρων ήταν 20. Παρόλα αυτά, δεν υπήρχε 

συσχέτιση των φλεγμονωδών κυττάρων με το βαθμό σκλήρυνσης του δέρματος κατά 

Rodman.
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ΕΙΚΟΝΑ 1: ΕΣΤΙΑ ΜΕ ΑΦΘΟΝΑ CD3+ Τ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ (-210) ΣΕ ΤΟΜΗ ΒΙΟΨΙΑΣ 

ΔΕΡΜΑΤΟΣ ΑΣΘΕΝΟΥΣ ΜΕ ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΒΙΟΨΙΑΣ 03/06/02 (ΜΕΓΈΘΥΝΣΗ Χ100).

ΕΙΚΟΝΑ 2: Η ΙΔΙΑ ΕΣΤΙΑ CD3+ Τ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ ΣΕ ΜΕΓΈΘΥΝΣΗ Χ400.
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ΕΙΚΟΝΑ 3: ΕΣΤΙΑ CD69+ Τ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ (ΑΣΘΕΝΗΣ ΜΕ ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΒΙΟΨΙΑΣ 
26/03/01. ΜΕΓΈΘΥΝΣΗ Χ400).

ΕΙΚΟΝΑ 4: CD69+ Τ ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΑ ΣΕ ΤΟΜΗ ΒΙΟΨΙΑΣ ΔΕΡΜΑΤΟΣ ΑΣΘΕΝΟΥΣ ΜΕ 
ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΒΙΟΨΙΑΣ 03/06/02 (ΜΕΓΈΘΥΝΣΗ Χ400).

- -■ :
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ΕΙΚΟΝΑ 5: ΠΕΡΙΑΓΤΈΙΑΚΗ ΔΙΗΘΗΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΜΕ 45 CD68+ ΜΑΚΡΟΦΑΓΑ 
(ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΒΙΟΨΙΑΣ 03/06/02, ΜΕΓΕΘΥΝΣΗ

ΕΙΚΟΝΑ 6: ΑΡΝΗΤΙΚΟΣ ΜΑΡΤΥΡΑΣ. ΤΟΜΗ ΒΙΟΨΙΑΣ ΔΕΡΜΑΤΟΣ ΑΣΘΕΝΟΥΣ ΜΕ 
ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ ΒΙΟΨΙΑΣ 03/06/02 (ΜΕΓΕΘΥΝΣΗ 400Χ).
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η παρούσα μελέτη επιβεβαίωσε προηγούμενες μελέτες για την ύπαρξη 

φλεγμονωδών κυττάρων στις βλάβες του δέρματος στη σκληροδερμία. Επιπρόσθετα 

έδειξε ότι τα Τ λεμφοκύτταρα που διηθούν τις δερματικές βλάβες είναι σε πρώιμο 

στάδιο ενεργοποίησης αφού εκφράζουν το πρώιμο αντιγόνο ενεργοποίησης CD69. 

Αυτό περαιτέρω ενισχύει το εύρημα του ολιγοκλωνικού πολλαπλασιασμού των Τ 

λεμφοκυττάρων στις δερματικές βλάβες του σκληροδέρματος (29) και ενισχύει την 

άποψη ότι αντιγόνα στο δέρμα οδηγούν την ενεργοποίηση των Τ λεμφοκυττάρων στη 

σκληροδερμία. Επιπλέον, το μόριο CD69 πιθανότατα εμπλέκεται στις με επαφή 

διακυτταρικές επιδράσεις των Τ λεμφοκυττάρων με άλλα γειτονικά κύτταρα, όπως 

ινοβλάστες και μακροφάγα (145). Στη μελέτη αυτή δεν βρέθηκε συσχέτιση των 

CD3+, CD69+, και CD68+ κυττάρων με το βαθμό της ίνωσης. Αυτό σημαίνει ότι τα 

φλεγμονώδη κύτταρα δεν ευθύνονται εξ ολοκλήρου για την ίνωση στη 

σκληροδερμία. Τελευταία δημοσιεύτηκε ότι σε προχωρημένα στάδια της νόσου, όπου 

δεν αναγνωρίζονται φλεγμονώδη κύτταρα στις δερματικές βλάβες, εκλείπουν οι 

κολλαγονο-επαγωγικές κυτταροκίνες των φλεγμονωδών κυττάρων και ανιχνεύονται 

άλλες. Αυτό υποδηλώνει ότι, στην εξέλιξη της σκληροδερμίας αρχικά ευθύνονται Τ- 

λεμφοκύτταρα ενώ στη συνέχεια διατηρείται η ίνωση με άλλα κύτταρα.

Η ανίχνευση φλεγμονωδών κυττάρων στη σκληροδερμία έχει όχι μόνο 

θεωρητική αλλά και πρακτική σημασία. Η χορήγηση αντι-Τ κυτταρικής θεραπείας 

δικαιολογείται μόνο στα αρχικά στάδια της σκληροδερμίας όταν υπάρχουν 

φλεγμονώδεις διηθήσεις στο δέρμα. Επιπρόσθετα η μελέτη αυτή έδειξε ότι Τ- 

λεμφοκύτταρα ανιχνεύονται στις δερματικές βλάβες έως και 14 έτη από την έναρξη 

της σκληροδερμίας.
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Ενώ υπάρχουν στοιχεία για την ενεργοποίηση φλεγμονωδών κυττάρων στη 

συστηματική σκλήρυνση υπάρχουν αναφορές για σπανιότητα των λεμφοκυττάρων 

στις δερματικές βλάβες σκληροδέρματος. Το γεγονός αυτό έχει σημασία για την 

επιλογή της θεραπευτικής αγωγής σε ασθενείς που βρίσκονται σε διαφορετικά στάδια 

εξέλιξης της νόσου, αφού θεραπεία έναντι ανοσιακών κυττάρων ίσως δεν έχει τα 

επιθυμητά αποτελέσματα. Στην παρούσα μελέτη γίνεται ανίχνευση Τ- 

λεμφοκυττάρων, ενεργοποιημένων Τ-κυττάρων και μακροφάγων σε διαδοχικές 

τομές βιοψίας δέρματος ασθενών που βρίσκονται σε διαφορετικά στάδια εξέλιξης του 

SSc.

Ο μέσος όρος ηλικίας των ασθενών που μελετήθηκαν (δεκαπέντε γυναίκες και 

ένας άνδρας) ήταν τα 50,75 έτη (διακύμανση 34-75 έτη). Για την ανίχνευση των 

φλεγμονωδών κυττάρων εφαρμόστηκε μία έμμεση Ανοσοίστοχημική μέθοδος 

Συμπλόκου Αβιδίνης-Βιοτίνης (ABC) και χρησιμοποιήθηκαν μονοκλωνικά 

αντισώματα για το CD3 (δείκτης των Τ-κυττάρων), το CD69 (πρώιμο αντιγόνο 

ενεργοποιήσεως των ενεργοποιημένων Τ-κυττάρων) και το CD68 (δείκτης των 

μακροφάγων).

Ο αριθμός των ανοσοαντιδραστικών κυττάρων που ανιχνεύθηκαν με το αντι- 

CD3 MoAb ήταν κατά μέσο όρο 62,75, με το avn-CD69 MoAb 19,94 και με το αντι- 

CD68 MoAb 78,81. Παρατηρήθηκε ότι ο αριθμός των CD3+, CD69+, και CD68+ 

κυττάρων γινόταν μικρότερος με τη διάρκεια νόσου, ενώ δεν βρέθηκε συσχέτιση των 

φλεγμονωδών κυττάρων με το βαθμό της ίνωσης.

Η παρούσα μελέτη έδειξε ότι Τ- λεμφοκύτταρα ανιχνεύονται στις δερματικές 

βλάβες κυρίως σε πρώιμα στάδιά της νόσου αλλά σε μικρό αριθμό έως και 14 έτη 

από την έναρξη της SSc. Επιπλέον, τα Τ-λεμφοκύτταρα που διηθούν τις δερματικές 

βλάβες είναι σε πρώιμο στάδιο ενεργοποίησης, αφού εκφράζουν το αντιγόνο CD69. 

Είναι εμφανές, λοιπόν, ότι τα Τ-κύτταρα πιθανώς να μην ευθύνονται εξ’ ολοκλήρου 

για την ίνωση στην SSc.

Τα αποτελέσματα αυτά ενισχύουν το ρόλο των Τ λεμφοκυττάρων στην 

παθογένεια της σκληροδερμίας και υποδηλώνουν ότι η χορήγηση αντι-Τ-κυτταρικής 

θεραπείας δικαιολογείται κυρίως στα αρχικά στάδια της νόσου.
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SUMMARY

Even though there is evidence of activation of inflammatory cells in SSc there 

are reports that lymphocytes are rarely found in the skin lesions in scleroderma. This 

fact is significant in the choice of therapeutic treatment for the different stages of the 

disease because therapy directed against immune cells may not always be effective. 

In this study the presence of T lymphocytes, activated T cells and macrophages was 

investigated in skin biopsies from patients with SSc in various stages of the disease.

The average age of the patients studied (15 female and 1 male) was 50,75 years. 

Inflammatory cells were detected with the use of indirect immunoperoxidase method 

(Avidin-Biotin Complex) and monoclonal antibodies for CD3 (marker of T cells), 

CD69 (early activation antigen of T cells) and CD68 (marker of macrophages).

The average number of immunoreactive cells detected with the anti-CD3 MoAb was 

62,75, with anti-CD69 MoAb was 19,94 and with anti-CD68 MoAb was found to be 

78,81. The number of CD3+, CD69+ and CD68+ cells decreased with the evolution 

of the disease. No correlation was found between the number of inflammatory cells 

and the degree of fibrosis.

This present study has shown that immune cells are detected in skin lesions mainly in 

the early stages of SSc but small numbers may also be found up to 14 years into the 

disease. Infiltrating T cells express early activation antigens. Futhermore, immune 

cells may not be solely responsible for the fibrosis in SSc.

These results re-enforce the role of T cells in the pathogenesis of SSc and suggest that 

therapy directed against immune cells is justified during the first 14 years of the 

disease.
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