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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Είναι καλά τεκμηριωμένο ότι τα ρυθμιστικά Τ-κύτταρα (regulatory T-cells, Tregs) 

κατέχουν κεντρικό ρόλο στο δίκτυο των μηχανισμών κεντρικής και περιφερικής ανοχής 

συμμετέχοντας στη διατήρηση της ομοιοστασίας του οργανισμού. Διακρίνονται σε 

θυμικής προέλευσης Tregs (tTregs), που χαρακτηρίζονται από τη συστατική έκφραση 

του μεταγραφικού παράγοντα FOXP3 και ασκούν τη δράση τους μέσω κυτταρικής 

επαφής, και σε επαγόμενα στην περιφέρεια Tregs (iTregs) που δρουν μέσω της 

απελευθέρωσης κυτταροκινών, όπως η IL-10 (Τr1) και ο TGF-β1 (Th3). Έχει προταθεί 

πως η ενεργοποίηση και η συσσώρευσή τους ευθύνεται για ανεπαρκείς ανοσιακές 

απαντήσεις, όπως η αδυναμία εξάλειψης των παθογόνων, και τη συνακόλουθη 

χρονιότητα της φλεγμονής (λόγω εμμένουσας λοίμωξης). Ωστόσο, συρρέοντα στοιχεία 

υποστηρίζουν ότι τα Tregs, εκτός από την προστασία των «ιδίων» στοιχείων του 

οργανισμού από την αυτοάνοση βλάβη, διαδραματίζουν ανάλογο προστατευτικό ρόλο 

έναντι της βλάβης του οργανισμού που προκαλεί η ανεξέλεγκτη φλεγμονή. Σε αυτήν 

την άποψη συνηγορούν πρόσφατες μελέτες σε ζωικά μοντέλα που περιγράφουν πως η 

απουσία αυτών των ρυθμιστικών κυτταρικών πληθυσμών μπορεί να αποτελέσει την 

αιτία ανεξέλεγκτων ανοσιακών απαντήσεων και γενικευμένης καταστροφικής 

αυτοάνοσης φλεγμονώδους αντίδρασης των ιστών. Τόσο επιδημιολογικά όσο και 

πειραματικά ευρήματα των τελευταίων ετών αποδίδουν στη φλεγμονώδη βλάβη 

εμπλοκή σε παθογενετικές διεργασίες ιδιαίτερης σημασίας, με κυριότερη την 

αναδυόμενη σχέση μεταξύ φλεγμονής και καρκίνου.  

Σε αυτό το πλαίσιο, μεγάλο μέρος της παγκόσμιας επιστημονικής κοινότητας έχει 

εστιάσει το ενδιαφέρον του στην αποκάλυψη θεραπευτικών προσεγγίσεων με στόχο τα 

ρυθμιστικά κύτταρα (π.χ. μοριακή στόχευση του γονιδίου FOXP3). Συνεπώς, υπάρχει 

ανάγκη πληρέστερης κατανόησης της σχέσης των χρόνιων λοιμώξεων με την πρόκληση 

φλεγμονής διαφόρων οργάνων, καθώς και με τους ανοσορρυθμιστικούς μηχανισμούς. 

Αυτός ήταν και ο στόχος της παρούσας μελέτης, η διερεύνηση του ρόλου της 

ανοσορρύθμισης στην επαγόμενη από την απόπτωση φλεγμονή και, ειδικότερα, η 

συσχέτιση (σε πρωτεϊνικό και μοριακό επίπεδο) των οδών της απόπτωσης και της 

φλεγμονής με τις ανοσορρυθμιστικές οδούς που εμπλέκονται στη λειτουργία των Tregs. 

Τα αποτελέσματα που προέκυψαν είναι εξαιρετικής σημασίας για την αποσαφήνιση του 

ρόλου των ρυθμιστικών κυττάρων σε χρόνιες φλεγμονώδεις καταστάσεις, καθώς και 

για την περαιτέρω κατανόηση της παθοφυσιολογίας της φλεγμονής και της ίνωσης, ενώ 

συμβάλλουν στη διαλεύκανση των συνεπειών της θεραπευτικής στόχευσης των Tregs. 
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1. ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ Τ-ΚΥΤΤΑΡΑ 

Το ανοσιακό σύστημα βρίσκεται σε μια λεπτή ισορροπία μεταξύ της δημιουργίας 

ανοσιακών απαντήσεων έναντι παθογόνων και της ανοχής σε «ίδια» στοιχεία, με σκοπό 

να διατηρήσει την ομοιοστασία του. Διαταραχή αυτής της ισορροπίας όπως π.χ., η 

έλλειψη ανοσιακής απάντησης (ανοσοανεπάρκεια), ή η απάντηση έναντι «ίδιων» 

στοιχείων (αποτέλεσμα της ενεργοποίησης αυτοδραστικών Τ-κυττάρων ή παράπλευρη 

βλάβη των υγιών κυττάρων από τους ανοσιακούς μηχανισμούς, που κινητοποιούνται 

για τον περιορισμό ενός εξωγενούς παθογόνου ή κάποιου όγκου) οδηγούν σε 

παθολογικές καταστάσεις και συχνά έκδηλη ασθένεια. Η επιβολή και η ρύθμιση της 

αυτο-ανοχής εντός του ρεπερτορίου των Τ-κυττάρων ασκείται σε δύο επίπεδα: α) την 

κεντρική ανοχή, που συμβαίνει κατά την οντογένεση των Τ-κυττάρων στο θύμο 

(κλώνοι που αναγνωρίζουν «ίδια» αντιγόνα, καταστρέφονται) 1 , 2  και β) την 

περιφερική ανοχή. Στους μηχανισμούς της περιφερικής ανοχής περιλαμβάνεται 

αφενός μια σειρά διαδικασιών αρνητικής ανατροφοδότησης, που αποτελούν ενδογενές 

χαρακτηριστικό της ενεργοποίησης από το αντιγόνο και της διαφοροποίησης των Τ-

κυττάρων (π.χ., απόπτωση επαγόμενη από την ενεργοποίηση, επαγωγή ανεργίας, 

διαφοροποίηση των υποπληθυσμών των βοηθητικών κυττάρων), 3 , 4  και αφετέρου η 

λειτουργία των ρυθμιστικών Τ-κυττάρων (regulatory T-cells, Tregs).5,6 

Οι πρώτες αναφορές Τ-κυτταρικών πληθυσμών με την ικανότητα να 

καταστέλλουν ανοσιακές απαντήσεις σημειώθηκαν στις αρχές του 1970, ωστόσο το 

ενδιαφέρον γι’ αυτά τα κατασταλτικά Τ-κύτταρα ατόνησε λόγω της αδυναμίας να 

διευκρινιστούν οι μοριακοί και κυτταρικοί μηχανισμοί της κατασταλτικής δράσης 

τους. 7 , 8  Το ενδιαφέρον άρχισε να αναζωπυρώνεται το 1995 μετά από μελέτες των 

Sakaguchi και συν., που έδειξαν ότι η θυμεκτομή νεογνών ποντικών οδηγεί στην 

εμφάνιση οργανοειδικών αυτοάνοσων διαταραχών, οι οποίες προλαμβάνονται με τη 

χορήγηση CD4+CD25+ κυττάρων από μη ακτινοβολημένα πειραματόζωα. 9  Οι ίδιοι 

ερευνητές χαρακτήρισαν αυτά τα CD4+ κύτταρα με κατασταλτική δράση ως ρυθμιστικά 

Τ-κύτταρα δίνοντας ισχυρή ώθηση στο σχετικό πεδίο έρευνας, ενώ παράλληλα 

πρόσθεσαν μια νέα διάσταση στο πολύπλοκο πρόβλημα της περιφερικής ανοχής. Μέχρι 

σήμερα έχουν περιγραφεί λεπτομερώς δύο πληθυσμοί Tregs: α) τα θυμικής 

προέλευσης Tregs (thymus-derived Treg cells, tTregs), τα οποία μέχρι πρότινος 

ονομάζονταν φυσικά Tregs (natural, constitutive, professional, nTregs) και β) τα 

περιφερικά επαγόμενα Tregs (peripherally-derived Treg cells, pTregs), τα οποία 

προηγούμενα ονομάζονταν επαγώγιμα Tregs (inducible/adaptive, iTregs) (Εικ.1). Οι 

δύο αυτοί πληθυσμοί έχουν διαφορετική προέλευση, αντιγονική ειδικότητα και 

μηχανισμούς δράσης αλλά, πιθανότατα, συμπληρωματική ή και αλληλεπικαλυπτόμενη 

δράση, αναφορικά με τον έλεγχο των ανοσιακών απαντήσεων.10,11 
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Εικ.1 Πληθυσμοί Τ-κυττάρων. Τα Tregs είτε σχηματίζονται κατά τη διαφοροποίηση στο θύμο 
(thymus- derived Treg cells, tTregs) είτε επάγονται στην περιφέρεια (peripherally- derived Treg 
cells, pTregs) από παρθένα Τ-κύτταρα (Th0). Στις υπο-ομάδες των pTregs περιλαμβάνονται τα 
Th3 και Tr1 κύτταρα, τα οποία είναι CD4+CD25+FOXP3+ και CD4+CD25-FOXP3+, αντίστοιχα. Οι 
κύριες υπο-ομάδες CD4+ δραστικών κυττάρων (effector T-cells, Teffs) είναι τα Τh1, Τh2, και 
Th17 κύτταρα. Στην εικόνα παρουσιάζονται οι κυτταροκίνες που παίζουν κομβικό ρόλο στην 
επαγωγή αυτών των κυττάρων από Th0 κύτταρα, καθώς και οι κυτταροκίνες που εκκρίνουν. 
[Τροποποίηση από: Peterson RA. Toxicol Pathol. 2012;40:186-204] 

1.1 Προερχόμενα από το θύμο ρυθμιστικά Τ-κύτταρα 

1.1.1 Παραγωγή - Ενεργοποίηση 

Η επιλογή των tTregs στο θυμικό φλοιό μεσολαβείται από τη σύνδεση των 

υποδοχέων τους με «ίδια» πεπτίδια (που παρουσιάζονται από MHC μόρια τάξης ΙΙ) με 

αρκετά υψηλή συγγένεια σύνδεσης, ωστόσο, μικρότερη από αυτή που θα μπορούσε να 

προκαλέσει την αρνητική επιλογή τους.11F

12 Τα tTregs διασφαλίζουν τη διαφυγή από την 

αρνητική επιλογή κατά την εκπαίδευση και την πορεία τους διά του μυελού του θύμου, 

όπου έρχονται σε επαφή με τα αντίστοιχα «ίδια» αντιγόνα μέσω αντιαποπτωτικών 

μηχανισμών, όπως η έκφραση του επαγόμενου από γλυκοκορτικοειδή υποδοχέα του 

παράγοντα νέκρωσης όγκου (GITR)..12F

13 Άλλες μελέτες υποστηρίζουν ότι η επιλογή των 

tTregs λαμβάνει χώρα στο μυελό του θύμου, όπου τα κύτταρα έρχονται σε επαφή με 

«ίδια» ιστικά αντιγόνα που εκφράζονται επιλεκτικά σε νησίδια μυελικών επιθηλιακών 
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κυττάρων. 14  Για την παραγωγή των tTregs στο θύμο απαραίτητη είναι η παρουσία 

ιντερλευκίνης 2 (interleukin 2, IL-2)  αλλά και CD28-μεσολαβούμενης συνδιέγερσης 

(Εικ.1).15,16 

Τα tTregs εκφράζουν ένα ευρύ ρεπερτόριο του α/β TCR με ειδικότητες τόσο για 

«ίδια» όσο και για μη-«ίδια» αντιγόνα. Παρά το γεγονός ότι παρουσιάζουν ομοιότητες 

με τα δραστικά Τ-κύτταρα (effector T-cells, Teffs) ως προς την ποικιλομορφία του TCR, 

το ρεπερτόριό τους είναι διαφορετικό. Ωστόσο, παρά την ποικιλία και την ιδιαιτερότητα 

που διαθέτει το TCR-ρεπερτόριο των tTregs, επικαλύπτεται σε κάποιο βαθμό με το TCR-

ρεπερτόριο των συμβατικών Τ-κυττάρων (conventional T-cells, Tconv), (Εικ.2).17 

Τα tΤregs εμφανίζουν in vitro μειωμένη ικανότητα πολλαπλασιασμού μετά από 

TCR–μεσολαβούμενη ενεργοποίηση,18,19,20 που μπορεί να ξεπεραστεί με την προσθήκη 

υψηλών δόσεων IL-220,21 ή με ένα ισχυρό συνδιεγερτικό σήμα.20,21 Σε αντίθεση με τα 

Teffs, τα tΤregs εκκρίνουν ελάχιστες ποσότητες της IL-2, καθώς και κυτταροκίνες 

χαρακτηριστικές για το υποσύνολο των βοηθητικών Τ-κυττάρων (T-helper cells, Th), 

όπως η ιντερφερόνη γ (interferon-γ, ΙFΝ-γ), η IL-4, η IL-5, η IL-13 και η IL-17. Σε 

συγκαλλιέργειες με CD4+CD25- Teffs, τα tΤregs καταστέλλουν αποτελεσματικά τον 

πολλαπλασιασμό των πρώτων9 και την παραγωγή κυτταροκινών.22 Αυτή η ρυθμιστική 

λειτουργία είναι μια διαδικασία εξαρτώμενη από την ενεργοποίηση που απαιτεί 

διακυτταρική επαφή, όπως καταδεικνύεται από πειράματα όπου ο διαχωρισμός των 

tΤregs από τα Teffs με τη χρήση ημιπερατής μεμβράνης ή και με τη μεταφορά 

υπερκείμενων προερχόμενων από τα tΤregs δεν οδηγεί σε καταστολή των Teffs.18 

1.1.2 Φαινοτυπικός καθορισμός των ρυθμιστικών Τ-κυττάρων 

Η α-αλυσίδα του υποδοχέα της IL-2 (CD25) ήταν ο πρώτος δείκτης επιφανείας 

στα CD4+ Τ-κύτταρα που προτάθηκε ως δείκτης των tΤregs.9 Το CD25 παρουσιάζει 

σταθερή έκφραση στα tΤregs, ωστόσο, δεν είναι ειδικός δείκτης αφού αποτελεί 

χαρακτηριστικό ενεργοποίησης όλων των Τ-κυττάρων.23 Αξίζει να σημειωθεί, πάντως, 

ότι η έκφραση του CD25 στα ενεργοποιημένα Τ-κύτταρα είναι παροδική και χαμηλού 

βαθμού (CD25low), ενώ στα tΤregs είναι αμετάβλητη και ισχυρή (CD25high). Ως εκ 

τούτου, τα tΤregs αποτελούν μόνο το 1-2% των CD4+ Τ-κυττάρων του ανθρώπινου 

περιφερικού αίματος αφού αντιπροσωπεύονται μόνο από τα CD4+CD25high κύτταρα.18,23 

Τα CD4+CD25+ Τ-κύτταρα του περιφερικού αίματος έχουν επίσης διακριθεί 

ανάλογα με την έκφραση του CD45RO και μόνο τα CD4+CD25+CD45RO+ φαίνεται ότι 

έχουν κατασταλτικές ιδιότητες. Άλλα μόρια που εκφράζονται στη μεμβράνη των Tregs, 

είναι τα CD38, CD103, CD134, καθώς και τα CD45RB και CD45RC, σε χαμηλή 

συγκέντρωση. Επιπλέον, τα tTregs χαρακτηρίζονται από αυξημένη έκφραση των HLA-

DR, CD5, CD62L και CD122 (γ-αλυσίδα του υποδοχέα της IL-2). Όλα αυτά τα μόρια, 
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εκτός από το CD103 (ιντεγκρίνη αΕβ7), εκφράζονται και στα άλλα ενεργοποιημένα Τ-

κύτταρα, ενώ η συμβολή τους στην εκδήλωση της λειτουργικότητας των tΤregs 

παραμένει ακόμη αδιευκρίνιστη.23F

24 

 

 

 

Εικ.2 Δημιουργία ειδικότητας του TCR ρεπερτορίου των Tregs. Α. Η δέσμευση των Tregs 
οδηγείται από αλληλεπιδράσεις μεγαλύτερης συγγένειας μεταξύ του TCR και των συμπλεγμάτων 
MHC/«ίδιων» πεπτιδίων. Αυτές οι αλληλεπιδράσεις επάγουν το φαινότυπο των Tregs και την 
έκφραση του μεταγραφικού παράγοντα forkhead box P3 (Foxp3) και οδηγούν την ειδικότητα του 
TCR-ρεπερτορίου έναντι «ίδιων» αντιγόνων. Κατά συνέπεια, τα συμβατικά Τ-κύτταρα 
(conventional T-cells, Tconv ) εκφράζουν διαφορετικά σύνολα TCRs από τα Tregs που 
αναγνωρίζουν μη-«ίδια» ή «ίδια» αντιγόνα, αντίστοιχα. Β. Προς το παρόν άγνωστοι μηχανισμοί 
δημιουργούν πρόδρομα Tregs, πριν από την επιλογή του TCR. Στα πρόδρομα αυτά κύτταρα 
επιδρούν TCR-εξαρτώμενα και ανεξάρτητα σήματα. Και οι δύο κυτταρικές σειρές (Tconv και 
Tregs) εμφανίζουν ειδικότητα συγγένειας, κυρίως, προς την αναγνώριση μη-«ίδιων» αντιγόνων, 
ενώ υπάρχουν μικρά κλάσματα με υψηλής συγγένειας αυτο-δραστικούς TCR. Γ. Η λειτουργική 
κατάσταση των προ-Tregs επιτρέπει ένα διαχωρισμό των TCRs των Tconv και των Tregs σε 
συνδυασμό με διαφορετικά συνοδά σήματα [π.χ. IL-2/IL-2R, CD28/B7, CD40/CD40L και ο τύπος 
των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (ΑΠΚ)]. [Τροποποίηση από: Pacholczyk R. Immunology. 
2008;125:450–458] 
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Δύο ακόμα δείκτες επιφάνειας των tΤregs είναι το CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte antigen-4) και το GITR. 25 , 26  Το CTLA-4 είναι ένα δομικό ομόλογο του 

συνδιεγερτικού μορίου CD28 κι έχει προταθεί ότι παίζει σημαντικό ρόλο στη λειτουργία 

των tΤregs.27 Το GITR ανήκει στην υπεροικογένεια των υποδοχέων TNF (TNF receptor 

superfamily, TNFR) και φαίνεται ότι μπορεί να δρα ως αρνητικός ρυθμιστής της 

λειτουργίας των tΤregs στα ποντίκια, κάτι όμως που δεν έχει επιβεβαιωθεί ότι ισχύει 

στον άνθρωπο.28,29 Αμφότερα τα CTLA-4 και GITR εκφράζονται σταθερά στα tΤregs, 

ωστόσο, εκφράζονται και σε ενεργοποιημένα Τ-κύτταρα.28,29 Σε μια πρόσφατη μελέτη, 

ένα μέλος των TNFR, το TNFRSF25 (DR3) αναγνωρίστηκε ως ένας επιπλέον δείκτης 

των tTregs των ποντικών. 30 Συγκριτικά με τα CD4+ Teffs, τα οποία δείχνουν μόνο 

βασικά επίπεδα έκφρασης, τα tTregs εξέφραζαν DR3 σε υψηλά επίπεδα.30 Ωστόσο, αν 

το DR3 αντιπροσωπεύει ένα κατάλληλο δείκτη για τα ανθρώπινα tTregs μένει να 

καθοριστεί. Σε αντίθεση με τα μόρια που περιγράφονται παραπάνω, η έκφραση της α-

αλυσίδας του υποδοχέα της IL-7 (CD127) βρέθηκε να συσχετίζεται αρνητικά με τα 

tΤregs. Ωστόσο, ούτε αυτός ο φαινότυπος είναι μοναδικός για τα tΤregs, αφού η 

ενεργοποίηση των Teffs οδηγεί σε μείωση του CD127.31 

Συνδιεγερτικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του μορίου του προγραμματισμένου 

κυτταρικού θανάτου-1 (programmed cell death-1, PD-1, CD279) και των συνδετών του 

PD-L1 (Β7-H1, CD274) και PD-L2 (Β7-DC, CD273) είναι ζωτικής σημασίας στη ρύθμιση 

της ανοσιακής ανοχής.32 Η έκφραση του PD-1 αυξάνεται σε Τ-κύτταρα έπειτα από ΤCR-

μεσολαβούμενη ενεργοποίηση και η έκφρασή του είναι ιδιαίτερα υψηλή σε μη 

λειτουργικά, εξαντλημένα Τ-κύτταρα (exhausted T-cells).33 Οι φαινοτυπικές αναλύσεις 

CD4+CD25+ tTregs προερχόμενων από ποντικό και άνθρωπο αναφέρουν ότι το PD-1 

εκφράζεται από τα ήρεμα (resting) tTregs αλλά όχι από τα Teffs πριν τη διέγερσή τους, 

ενώ παρουσιάζει ραγδαία αύξηση μετά την ενεργοποίηση και στους δύο πληθυσμούς.32 

Ωστόσο, η έκφραση που παρατηρούνταν σε μεταγραφικό επίπεδο δε συνοδευόταν 

πάντα κι από επιφανειακή έκφραση του PD-1.34 Σύμφωνα με αυτές τις ιδιότητες, οι 

Raimondi και συν., αναφέρουν ότι μη διεγερμένα tTregs ποντικού διατηρούν το PD-1 

σε ενδοκυττάρια διαμερίσματα.35 Αυτή η έλλειψη επιφανειακής έκφρασης του PD-1 θα 

μπορούσε να χρησιμοποιηθεί για τη διάκριση των CD4+CD25+ tTregs από τα πρόσφατα 

ενεργοποιημένα Teffs, τα οποία επίσης εμφανίζουν φαινότυπο CD4+CD25+.35 

Τα μόρια επιφανείας LAG-3 (lymphocyte activation antigen-3) και GARP 

(glycoprotein A repetitions predominant), έχει αναφερθεί ότι χαρακτηρίζουν τα 

ενεργοποιημένα tTregs. Το LAG-3 εκφράζεται επί των ενεργοποιημένων Teffs και 

tTregs, με τα ενεργοποιημένα tTregs να έχουν υψηλότερη και μεγαλύτερης διάρκειας 

έκφραση,36 ενώ το GARP (LRRC32) είναι μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη που αυξάνεται 

ταχέως έπειτα από TCR-μεσολαβούμενη διέγερση.37,38 
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Ένας ακόμη δείκτης των tTregs που παρουσιάζει ενδιαφέρον είναι το μόριο LAP 

(latency-associated peptide). Μελέτες σε Τ-κύτταρα ποντικών και σε μοντέλα 

πειραματικά επαγόμενης αυτοάνοσης εγκεφαλομυελίτιδας (experimental autoimmune 

encephalomyelitis, EAE) έδειξαν ότι τα CD4+LAP+ T-κύτταρα εμφανίζουν κατασταλτικές 

ιδιότητες που εξαρτώνται από την έκκριση του μετατρεπτικού αυξητικού παράγοντα-β 

(transforming growth factor- β, TGF-β), ανεξάρτητα από την έκφραση του δείκτη 

CD25. 39  Αξίζει να αναφερθεί ότι το LAP αποτελεί δείκτη των tTregs όχι μόνο στα 

ποντίκια αλλά και στον άνθρωπο.40 

Επιπρόσθετα, τα μόρια galectin-141 και galectin-1042 έχουν περιγραφεί ως ειδικοί 

δείκτες των tTregs. Συγκεκριμένα η galectin-10 εκφράζεται ειδικά από tTregs και, σε 

αντίθεση με άλλους δείκτες που περιγράφονται παραπάνω, δεν αυξάνεται στα 

ενεργοποιημένα Teffs. Ωστόσο, η έκφρασή της περιορίζεται στα ενδοκυττάρια 

διαμερίσματα, γεγονός το οποίο την καθιστά ακατάλληλη για τη μελέτη βιώσιμων 

πληθυσμών tTregs.26 

Ειδικό λειτουργικό δείκτη των tTregs φαίνεται ότι αποτελεί ο πυρηνικός 

παράγοντας Foxp3 (forkhead box P3) που εντοπίζεται μόνο ενδοκυττάρια. Πρόκειται 

για μόριο που διαδραματίζει κομβικό ρόλο, τόσο στη δέσμευση (commitment) των 

tTregs στη συγκεκριμένη κυτταρική σειρά και στην εξελικτική διαφοροποίησή τους, όσο 

και στην έκφραση της κατασταλτικής λειτουργίας τους. 43  Δύο πρόσφατες μελέτες 

μικροσυστοιχιών DNA έχουν εντοπίσει τον παράγοντα μεταγραφής Helios ως δείκτη 

των tTregs. 44 , 45  Με βάση αυτές τις παρατηρήσεις, πρόσφατες εργασίες έδειξαν ότι 

υπάρχει υψηλή έκφραση του Helios στα CD4+CD25+ tTregs του ποντικού 46 και του 

ανθρώπου47 αλλά όχι σε ενεργοποιημένα ανθρώπινα Teffs ή TGF-β-επαγόμενα FOXP3+ 

Τ-κύτταρα. Επομένως, η πρόσδεση του Helios στον υποκινητή του Foxp3 φαίνεται να 

εμπλέκεται στη διατήρηση της έκφρασής του.47 Ωστόσο, παρόμοια με το Foxp3 μόριο, η 

απουσία επιφανειακής έκφρασης περιορίζει τη χρήση του ως δείκτη διαλογής των 

tTregs. 

1.1.3 Μεταγραφικός παράγοντας FOXP3 

Ο μεταγραφικός παράγοντας Foxp3 εκφράζεται σταθερά στα tΤregs και ενεργεί 

ως κύριος ρυθμιστής της ανάπτυξης και της κατασταλτικής λειτουργίας τους. 48 , 49 

Ωστόσο, από τη στιγμή που δεσμεύονται στην κυτταρική σειρά τους, δεν εξαρτώνται 

από την έκφραση του Foxp3 για την επιβίωσή τους.50,51 

Το Foxp3 περιέχει 3 διακριτές δομικά λειτουργικές περιοχές: α) ένα C2H2 μοτίβο 

δακτυλίου ψευδαργύρου, β) ένα μοτίβο ομοιάζον με φερμουάρ λευκίνης και γ) μια 

καρβοξυτελική περιοχή φουρκέτας, ασκώντας έτσι τη λειτουργία του ως μεταγραφικός 

παράγοντας. Μεταξύ των γονιδίων-στόχων του, το Foxp3 δρα ως μεταγραφικός 
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ενεργοποιητής για τα γονίδια που εκφράζονται από τα tΤregs (όπως για παράδειγμα το 

CD25 και το CTLA-4), ενώ καταστέλλει την μεταγραφή κυτταροκινών που είναι 

χαρακτηριστικές για τα Th-κύτταρα.52 

Αναλύσεις των tΤregs ποντικών σε επίπεδο του γονιδιώματος (genome-wide 

analyses) επιβεβαιώνουν την άποψη ότι το Foxp3 μπορεί να ενεργεί είτε ως 

μεταγραφικός ενεργοποιητής ή ως καταστολέας περίπου 700 γονιδίων. 53 Εκτός από 

αυτή την άμεση δράση ως μεταγραφικός ρυθμιστής, το Foxp3 μπορεί επίσης να ασκήσει 

τη ρυθμιστική του λειτουργία μέσω πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Για παράδειγμα, 

έχει δειχθεί ότι το Foxp3 αλληλεπιδρά με τον παράγοντα NFAT (nuclear factor of 

activated T-cells) στον υποκινητή της IL-2 εκτοπίζοντας την ΑΡ-1 (activator protein-1) 

από το σύμπλοκο, καταστέλλοντας έτσι την επαγωγή της μεταγραφής της IL-2. 

Παρόμοιοι μηχανισμοί μπορεί επίσης να συμβάλουν στην καταστολή άλλων 

κυτταροκινών.54 

Η σημασία του FOXP3 για την ανάπτυξη των tΤregs τονίζεται από το γεγονός ότι 

μεταλλάξεις του FOXP3 έχουν ως αποτέλεσμα την εκδήλωση της φυλοσύνδετης 

ανοσοανεπάρκειας που φέρεται ως σύνδρομο IPEX (Immune dysregulation, 

Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome) και η οποία χαρακτηρίζεται από 

αυτοάνοση πολυενδοκρινοπάθεια (διαβήτης τύπου Ι, θυρεοειδίτιδα κ.ά.), φλεγμονώδη 

νόσο του εντέρου, αλλεργία (ατοπική δερματίτιδα, τροφική αλλεργία) και σοβαρές 

λοιμώξεις.55,56 

Πρόσφατα διευκρινίστηκε ο μοριακός μηχανισμός που διατηρεί σταθερή την 

έκφραση του Foxp3 στα Tregs μέσω της ταυτοποίησης μιας εξελικτικά συντηρημένης 

περιοχής με νησίδες CpG εντός της μη-κωδικοποιούσας γονιδιακής περιοχής. Αυτή η 

περιοχή είναι μη-μεθυλιωμένη στα Tregs και μεθυλιωμένη στα παρθένα και δραστικά Τ-

κύτταρα κι έχει χαρακτηριστεί ως «μη-μεθυλιωμένη περιοχή ειδικά στα Tregs» (Treg-

specific demethylated region, TSDR).57,58,59,60 Η επαγωγή του Foxp3 από τον TGF-β 

φαίνεται να συνδέεται με μερική μόνο απομεθυλίωση της TSDR, γεγονός που αποτελεί 

μία ασταθή κατάσταση που αντιστρέφεται κατά την επαναδιέγερση.61 Έτσι, τα pTregs 

περιέχουν μεθυλιωμένες νησίδες CpGs. Οι αρχικές αναφορές για την TSDR 

αναφέροναταν σε ενισχυτική δράση της περιοχής.62 Ωστόσο, δεδομένης της παρόμοιας 

ποσοτικής έκφρασης του Foxp3 στα tTregs και τα pTregs, παρά τις μεγάλες διαφορές 

στην κατάσταση μεθυλίωσης της TSDR, ενισχύουν την άποψη ότι η TSDR είναι κρίσιμη 

κυρίως για τη σταθερή έκφραση του Foxp3.57,63,64 

1.1.4 Κατασταλτικοί μηχανισμοί 

Η κατασταλτική δράση των tTregs ασκείται έπειτα από αντιγονική διέγερσή τους 

μέσω του υποδοχέα TCR, ενώ είναι ανεξάρτητη από την αντιγονική ειδικότητα των 
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κυττάρων-στόχων (bystander suppression). 65, 66 Τα tTregs αποτελούν μια ξεχωριστή 

σειρά δεσμευμένων Τ-κυττάρων που προέρχεται από το θύμο με την ικανότητα να 

καταστέλλουν την ενεργοποίηση και τη λειτουργία μιας πληθώρας ανοσοδραστικών 

κυττάρων, τόσο της φυσικής (μη ειδικής), όσο και της επίκτητης (ειδικής) ανοσίας. 

Ειδικότερα, τα tTregs καταστέλλουν την ενεργοποίηση, τον πολλαπλασιασμό και την 

εκκριτική δραστηριότητα των CD4+ (βοηθητικών) και CD8+ (κυτταροτοξικών) Τ-

κυττάρων. 67 , 68 , 69  Επιπρόσθετα, καταστέλλουν αποτελεσματικά τον πολλαπλασιασμό, 

την ισοτυπική μεταστροφή 70 και την παραγωγή ανοσοσφαιρινών των Β-κυττάρων, 71 

ενώ είναι ικανά να παρεμποδίζουν την κυτταροτοξική δράση των φυσικών 

κυτταροκτόνων (natural killer cells, NK) 72 και των ΝΚΤ-κυττάρων, 73 καθώς και την 

ωρίμανση και λειτουργία των δενδριτικών κυττάρων.56 Οι μηχανισμοί της 

κατασταλτικής δράσης των tTregs απεικονίζονται στην Εικόνα 3. 

Διακυτταρική επαφή 

Μελέτες σε τρωκτικά και ανθρώπους δείχνουν ότι η κατασταλτική λειτουργία των 

tTregs ασκείται μέσω άμεσης διακυτταρικής επαφής (Εικ.3).21, 74 Διάφορα βοηθητικά 

μόρια των Τ-κυττάρων τα οποία εκφράζονται από τα tTregs, όπως τα CTLA4 και LAG3, 

καθώς και τα συνδιεγερτικά μόρια CD80 και CD86 που εκφράζονται από APCs 

συμβάλουν σε αυτόν τον εξαρτώμενο από επαφή κατασταλτικό μηχανισμό.6,36 

Ειδικότερα το CTLA4 ασκεί πολλαπλές επιδράσεις στην tTreg-μεσολαβούμενη 

καταστολή. Για παράδειγμα, μπορεί να αλληλεπιδρά με τα μόρια CD80 και CD86 των 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων μετάγοντας συνδιεγερτικό σήμα στα tTregs21,74 ή 

να επάγει την έκφραση του μορίου IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase), το οποίο ασκεί 

πιθανή ανοσοκατασταλτική δράση στο τοπικό περιβάλλον των δενδριτικών κυττάρων, 

είτε μέσω κυτταροτοξικότητας είτε επάγοντας την de novo δημιουργία Tregs από 

παρθένα Τ-κύτταρα.75 Από την άλλη μεριά, ο αποκλεισμός του μορίου LAG3 άρει την 

κατασταλτική δράση των tTregs in vivo και in vitro.36 Ωστόσο, ο ακριβής ρόλος του 

LAG3 στην καταστολή μέσω των tTregs in νίνο παραμένει ασαφής, αφού διαγονιδιακά 

ποντίκια με απουσία έκφρασης του LAG3 δεν παρουσιάζουν καμία αυτοάνοση 

εκδήλωση.36 Αντίθετα, ποντίκια που χαρακτηρίζονται από απουσία έκφρασης CTLA-4 

αναπτύσσουν σοβαρή αυτοανοσία ή φλεγμονή.43 

Ο ρόλος των κυτταροκινών 

Ενώ τα δεδομένα από τις περισσότερες in vitro μελέτες δείχνουν ότι η ρυθμιστική 

ικανότητα των tTregs εξαρτάται από τη διακυτταρική επαφή, πολλοί διαλυτοί 

παράγοντες έχουν σχετιστεί με την κατασταλτική δράση αυτών των κυττάρων (Εικ.3). 

Μία από τις πιο κοινές κυτταροκίνες είναι η IL-10, η οποία αποτελεί ισχυρό 

ανοσορρυθμιστικό παράγοντα με αντιφλεγμονώδεις λειτουργίες. 76 , 77  Διάφορα 

ανοσοκύτταρα, συμπεριλαμβανομένων των μονοκυττάρων, των δενδριτικών, των Β- 
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και των ενεργοποιημένων Τ-κυττάρων παράγουν IL-10, αλλά ο ρόλος της στα tTregs 

δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί. Πράγματι, σε πολλές λειτουργικές μελέτες των 

ανθρώπινων tTregs δεν ανιχνεύθηκε έκκριση της IL-10 έπειτα από διέγερση,18,20 

καθιστώντας τη ρυθμιστική ικανότητα των tTregs ανεξάρτητη της IL-10.78,79 Ωστόσο, 

έχουν προταθεί σημαντικοί ρόλοι που πιθανά ασκεί η IL-10 στη ρυθμιστική λειτουργία 

των tTregs, τόσο in vitro όσο και in vivo.80 Όλα τα παραπάνω δεδομένα υποδηλώνουν 

ότι η IL-10 κατέχει σημαντικό ρόλο σε συγκεκριμένες υποομάδες των tTregs ή σε ένα 

ξεχωριστό ιστο-ειδικό περιβάλλον, χωρίς όμως είναι απαραίτητη για την tTreg-

μεσολαβούμενη καταστολή. 

Ένας δεύτερος διαλυτός παράγοντας που σχετίζεται με τη λειτουργία των tTregs 

κι εμφανίζει ρυθμιστικές λειτουργίες είναι ο TGF-β. TGF-β-knockout ποντίκια 

αναπτύσσουν από νωρίς θανατηφόρα αυτοφλεγμονώδη διαταραχή, παρόμοια με αυτή 

των Foxp3-knockout ποντικιών, η οποία χαρακτηρίζεται από υπερ-ενεργοποίηση των Τ-

κυττάρων και συστηματική φλεγμονή.81 Ο TGF-β που εκκρίνεται από τα tTregs φαίνεται 

να εμπλέκεται σε μεγάλο βαθμό στη ρύθμιση των αυτοδραστικών Τeffs (Εικ.3).82 Παρά 

το γεγονός ότι αυτή η εξάρτηση της λειτουργίας των tTregs από τον TGF-β έχει 

περιγραφεί με πειράματα σε ποντίκια, οι απόψεις είναι αντικρουόμενες στον 

άνθρωπο.78,79, 83  Επιπρόσθετα, μελέτες σε ποντίκια δείχνουν ότι ο TGF-β μπορεί να 

συνδέεται με την κυτταρική μεμβράνη και να συμβάλει με αυτόν τον τρόπο στους 

διακυτταρικούς ρυθμιστικούς μηχανισμούς.84 Ωστόσο, έχει καταστεί σαφές ότι ο TGF-β 

διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην επαγωγή της έκφρασης και της ρυθμιστικής 

ικανότητας του FOXP3 σε περιφερικά Τ-κύτταρα, τα οποία κατά συνέπεια ονομάζονται 

pTregs. Πρόσφατες μελέτες έχουν αναδείξει την κυτταροκίνη IL-35 ως σημαντικό 

παράγοντα για τη διατήρηση της ομοιόστασης και τη λειτουργία των tTregs.85,86,87 Η 

απουσία του μορίου οδηγεί σε διαταραχή της ρυθμιστικής ικανότητας των tTregs in 

vitro και in vivo, ενώ η υπερέκφρασή του προσδίδει ρυθμιστική δράση σε παρθένα 

CD4+ Τ-κύτταρα.86 Η IL-35 εκφράζεται σταθερά από τα tTregs ποντικών αλλά όχι από 

τα Teffs τους, ωστόσο αμφισβητείται η καταλληλότητά της για τα tTregs στον 

άνθρωπο.88 
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Εικ.3 Σχηματική αναπαράσταση των κατασταλτικών μηχανισμών των Tregs. Α. Άμεση καταστολή και επαγωγή της απόπτωσης του κυττάρου-στόχου, Β. 

Ρύθμιση των απαντήσεων των Teffs μέσω των αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (ΑΠΚ). [Τροποποίηση από: Schmetterer KG, Neunkirchner A, Pickl WF. 

FASEB J. 2012;26:2253-2576] 
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Θανάτωση κυττάρων-στόχων 

Με βάση την παρατήρηση ότι τα tTregs εκφράζουν τα κοκκιοένζυμα (granzymes) 

Α και Β, καθώς και περφορίνη (perforin), 89 προτάθηκε ότι ένας πρόσθετος πιθανός 

μηχανισμός δράσης τους είναι η επαγωγή του κυτταρικού θανάτου στα κύτταρα-

στόχους (Εικ.3). Πράγματι, αρκετές μελέτες έχουν αποδείξει ότι τα tTregs, τόσο του 

ποντικού90,91 όσο και του ανθρώπου,89 ρυθμίζουν τις απαντήσεις των Teffs μέσω της 

επαγωγής της απόπτωσης, τουλάχιστον εν μέρει. Ωστόσο, η ακριβής συνεισφορά του 

κάθε μορίου στην επαγωγή της απόπτωσης είναι εν πολλοίς άγνωστη. Τα tTregs 

προκαλούν απόπτωση των CD4+ Teffs κυρίως μέσω του granzyme Β στον ποντικό90,91 

και μέσω του συστήματος granzyme/perforin αλλά όχι του μορίου FasL στον 

άνθρωπο.89 Σε αντίθεση, πρόσφατες μελέτες δείχνουν ότι τα tTregs μπορούν να 

σκοτώνουν CD8+ Τ-κύτταρα μέσω του σηματοδοτικού μονοπατιού FasL/Fas (Εικ.3).92 

Η επαγωγή της απόπτωσης δεν περιορίζεται στα Teffs αλλά αφορά και τα 

αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα. Έτσι, τα ανθρώπινα Tregs παρουσιάζονται ικανά να 

επάγουν την απόπτωση των Β-κυττάρων, των μονοκυττάρων και των δενδριτικών 

κυττάρων, μεσολαβώντας έμμεσα στη ρύθμιση των Τ-κυτταρικών απαντήσεων.89 

1.2 Περιφερικά επαγόμενα ρυθμιστικά Τ-κύτταρα 

Οι δύο πιο κοινοί τύποι pTregs είναι τα ρυθμιστικά Τ-κύτταρα τύπου 1 (Tr1) και 

τα Τh3 κύτταρα (Εικ.1). Τα Tr1 εκκρίνουν IL-10 και εξαρτώνται από αυτή για να 

επαχθούν,93,94,95 ενώ είναι ικανά να εκκρίνουν υψηλά επίπεδα IL-10, ΤGF-β και χαμηλά 

επίπεδα IL-2, IL-5 και ΙFΝ-γ.93,95 Σημαντικός παράγοντας ανάπτυξης για τα Tr1 κύτταρα 

είναι η IL-15, η οποία μπορεί να υποστηρίξει τον πολλαπλασιασμό τους ακόμη και χωρίς 

TCR-μεσολαβούμενη ενεργοποίηση.93,95 Επίσης τα Tr1 είναι CD4+, ανεργικά και 

πολλαπλασιάζονται ελάχιστα μετά αντιγονο-ειδική ενεργοποίηση, κάτι που είναι πιθανό 

να οφείλεται στην αυτοκρινή παραγωγή της IL-10 που οδηγεί σε καταστολή του 

πολλαπλασιασμού τους.93,95 Ο μηχανισμός της κατασταλτικής δράσης των Tr1 βασίζεται 

σε διαλυτούς παράγοντες, ενώ η κατασταλτική επίδρασή τους μπορεί να αρθεί από 

αντισώματα έναντι της IL-10 in vitro.93,95 Δεν υπάρχει ειδικός δείκτης για αυτά τα 

κύτταρα, αν και ο καταστολέας του μορίου GATA-3 (ROG) παρουσιάζει πιθανή 

χρησιμότητα για τη διάκρισή τους, χωρίς όμως να είναι ειδικός για αυτόν τον κυτταρικό 

πληθυσμό.93,95 

Παρόμοια, τα κύτταρα Τh3 εκκρίνουν IL-10 και είναι FOXP3+.94 Επάγονται από 

παρθένα CD4+ Τ-κύτταρα με τη δράση του TGF-β και παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

ανοχή που επάγεται σε αντιγόνα της γαστρεντερικής οδού αναιρώντας αυτοάνοσες 

αντιδράσεις.96 Τα Τh3 κύτταρα εκκρίνουν TGF-β, που έχει γνωστή ανοσοκατασταλτική 

δράση, μέσω της δράσης ενός μηχανισμού διαλυτών παραγόντων. Δεν υπάρχει ειδικός 
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επιφανειακός δείκτης που να προσδιορίζει τα Τh3 κύτταρα, παρά την επαγωγή της 

έκφρασης του FOXP3 σε αυτά. 

1.3 Πλαστικότητα των ρυθμιστικών Τ-κυττάρων 

Μολονότι είναι γνωστός ο σημαντικός ρόλος των Tregs στον έλεγχο των 

απαντήσεων άλλων κυτταρικών τύπων, τα κύτταρα αυτά υπό ορισμένες πειραματικές 

συνθήκες, μπορεί να γίνουν ασταθή. Συγκεκριμένα, τα Foxp3+ μπορεί να χάσουν την 

ανασταλτική λειτουργία τους και να γίνουν παθογόνα δραστικά κύτταρα σε αυτοάνοσες 

καταστάσεις.97 Η ικανότητα των Tregs να μετατρέπονται σε άλλους κυτταρικούς τύπους 

ή να παράγουν φλεγμονώδεις κυτταροκίνες προκαλεί ανησυχία, καθώς μπορεί να 

επιδεινώσουν καταστάσεις που προορίζονταν να «θεραπεύσουν». 

1.3.1 Ασταθής έκφραση του Foxp3 στα ρυθμιστικά Τ-κύτταρα 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η ανάπτυξη και η λειτουργία των Tregs είναι 

εξαρτώμενη από την έκφραση του Foxp3.98 Η κατασταλτική δράση των Tregs σχεδόν 

καταργείται όταν υπάρχει εξασθενημένη έκφραση του Foxp3 και αυτά τα κύτταρα 

μετατρέπονται, κατά προτίμηση, σε Th2 δραστικά κύτταρα.99 Επίσης, έχει παρατηρηθεί 

ότι η μειωμένη έκφραση του FΟΧΡ3 συνδέεται με ανοσιακές διαταραχές στον 

άνθρωπο.100,101 Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι η μειωμένη έκφραση του Foxp3 

μπορεί να είναι υπεύθυνη για την αστάθεια και τη μετατροπή των κυττάρων αυτών σε 

Teffs. Τα μοριακά και λειτουργικά χαρακτηριστικά που προσδίδονται στα Tregs από το 

Foxp3 έχουν ερευνηθεί εκτενώς.50 Αυτές οι μελέτες έχουν αποκαλύψει ότι η πρωτεΐνη 

Foxp3 ενισχύει και σταθεροποιεί γονίδια που κωδικοποιούν τόσο μόρια κυτταρικής 

επιφάνειας όσο και εκκρινόμενα, συμπεριλαμβανομένων των CD73, CD39, ή CTLA-4, 

τα οποία συνήθως αυξάνονται στα συμβατικά CD4+ Τ-κύτταρα κατά τη διέγερση του 

TCR και είναι ικανά να ρυθμίζουν αρνητικά την ενεργοποίηση των Τ-κυττάρων. 

Επιπρόσθετα, έχει αρχίσει να αμφισβητείται η άποψη ότι τα Foxp3+ Tregs είναι 

σταθερά in vivo (δηλαδή δε μεταπίπτουν σε άλλον κυτταρικό τύπο) κι ελέγχονται από 

το ίδιο το Foxp3 μέσω μιας αγκύλης θετικής ανάδρασης.50, 102,103 Επειδή τα επίπεδα της 

έκφρασης του Foxp3 είναι ζωτικής σημασίας για τη σταθεροποίηση των Tregs, πολλές 

μελέτες έχουν διερευνήσει τους παράγοντες που ρυθμίζουν την έκφρασή (ανεξάρτητα 

από το θύμο). Ειδικότερα, η IL-6 δρα σε συνεργασία με την IL-1 για τη μείωση της 

έκφρασης του Foxp3 μέσω μιας σηματοδοτικής οδού που εξαρτάται από το 

μεταγραφικό παράγοντα Stat3.104 Μια ένδειξη της ενεργού ρύθμισης της σταθερότητας 

του Foxp3 παρέχεται κατά την παρατήρηση ότι η απώλεια του Dicer- ρυθμιστή της 

έκφρασης των microRNA- οδηγεί σε κανονική ανάπτυξη των tTregs αλλά μειώνει την 

έκφραση του Foxp3 και οδηγεί σε δυσλειτουργία τους στην περιφέρεια.105 
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Σήμερα είναι ευρέως αποδεκτό από την επιστημονική κοινότητα ότι η αυτοανοσία 

προκαλείται από ανισορροπία των παθολογικών Τ-κυττάρων και των Foxp3+ 

Tregs. 106 , 107  Αυτό θα μπορούσε να οφείλεται σε κάποιο ελάττωμα των Tregs που 

επιτρέπει στα παθολογικά κύτταρα να ξεφύγουν από τη ρύθμιση και να προκαλέσουν 

νόσο.108 Βάσει των ευρημάτων που προκύπτουν, εναλλακτικά, η αστάθεια του Foxp3 

πιθανόν να οδηγεί στην παραγωγή των παθολογικών effector- ή memory- like Τ-

κυττάρων, τα οποία με τη σειρά τους προκαλούν αυτοανοσία.97 

1.3.2 Foxp3+ ρυθμιστικά Τ-κύτταρα που εκκρίνουν IL-17 

Αρκετές ερευνητικές ομάδες έχουν έως τώρα περιγράψει τη μετατροπή των 

Foxp3+ Tregs σε κύτταρα με φαινότυπο Th17 (που εκκρίνουν IL-17) που επάγεται με 

κατάλληλα φλεγμονώδη ερεθίσματα.13,40,77,78,79 Η αμοιβαία σχέση μεταξύ των Tregs και 

των κυττάρων Th17 καθιερώθηκε από τη στιγμή που ανακαλύφθηκαν τα Th17 

κύτταρα.73 Ένα κλάσμα των Foxp3+ Tregs είναι σε θέση να παράγει IL-17, παρουσία 

της IL-6 ή άλλου φλεγμονώδους διεγέρτη, αποκτώντας ένα φαινότυπο παρόμοιο με τα 

Th17 κύτταρα (αυτό μπορεί να σχετίζεται με την αστάθεια της έκφρασης του Foxp3).80 

Ωστόσο, έχει περιγραφεί ότι τα Tregs μπορούν να μετατραπούν σε IL-17+ Tregs, υπό 

φυσιολογικές συνθήκες, εν απουσία εξωγενούς πόλωσης από φλεγμονώδεις 

κυτταροκίνες αλλά παρουσία APCs και συμβατικών CD4+ κυττάρων.81 Σημαντικό ρόλο 

στη διαφοροποίηση των Tregs σε IL-17+ κύτταρα φαίνεται να διαδραματίζει η IL-1β.81 

Τα παραπάνω ευρήματα δείχνουν ξεκάθαρα ότι τα Foxp3+ Tregs υπόκεινται σε 

διαφοροποίηση που επιβάλλεται από άλλα ανοσοκύτταρα κατά την διάρκεια της 

ενεργοποίησης. Αυτό το υποσύνολο των διαφοροποιημένων κυττάρων Tregs μπορεί να 

έχει την ικανότητα να ρυθμίζει ανοσιακές απαντήσεις που επάγονται από 

συγκεκριμένους πληθυσμούς των Τeffs. 

1.4 Ο ρόλος των ρυθμιστικών Τ-κυττάρων στη νοσολογία 

Από την παραπάνω περιγραφή των Tregs είναι προφανές ότι διαταραχές της 

λειτουργίας τους ενδέχεται να διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο σε νοσήματα και 

καταστάσεις, η παθογένεια των οποίων εξαρτάται από τον έλεγχο της ανοσιακής 

απάντησης, τόσο έναντι «ίδιων», όσο και έναντι ξένων αντιγόνων. Οι κύριες 

λειτουργίες του ανοσιακού συστήματος είναι η καταστολή των αυτοδραστικών 

απαντήσεων με σκοπό την πρόληψη της εκδήλωσης των αυτοάνοσων νοσημάτων, 

καθώς και η αποτελεσματική αντιμετώπιση των λοιμώξεων, ελαχιστοποιώντας 

παράπλευρες απώλειες στους ιστούς. Για τη διατήρηση της λεπτής ισορροπίας μεταξύ 

των δραστικών και των κατασταλτικών απαντήσεων είναι υπεύθυνα αφενός τα 

δραστικά Τh1, Τh2 και κυτταρολυτικά κύτταρα και αφετέρου τα Tregs. Η ανεπαρκής 

λειτουργία των Tregs ή η επίταση της δράσης τους έχει ενοχοποιηθεί για την εμφάνιση 
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αυτοανοσίας108 ή καρκίνου109 και χρόνιων λοιμώξεων,110 αντίστοιχα. Για όλους αυτούς 

τους λόγους, τα τελευταία χρόνια, τα Tregs έχουν αποτελέσει στόχο θεραπευτικών 

παρεμβάσεων που στοχεύουν στην ενίσχυση ή την καταστολή της λειτουργίας τους. 

1.4.1 Αυτοανοσία 

Η μειωμένη λειτουργική δραστηριότητα των Tregs μπορεί να οδηγήσει σε 

εμφάνιση αυτοανοσίας. Νοσήματα όπως η σκλήρυνση κατά πλάκας (multiple sclerosis, 

MS),111 η ρευματοειδής αρθρίτιδα (rheumatoid arthritis, RA),112 ο διαβήτης τύπου-Ι113 

και η ψωριασική αρθρίτιδα, 114  φαίνεται ότι σχετίζονται με σημαντικά ελαττωμένη 

κατασταλτική ικανότητα των CD4+CD25+ Tregs σε σύγκριση με τα αντίστοιχα κύτταρα 

από υγιείς δότες. Επειδή το ποσοστό των CD4+CD25+ Tregs στο περιφερικό αίμα των 

ασθενών αυτών είναι αμετάβλητο συγκριτικά με τους υγιείς μάρτυρες, έχει προταθεί ότι 

κυρίως η ελαττωματική λειτουργία των Tregs, και όχι ο αριθμός τους, συμβάλλει στην 

ανάπτυξη αυτών των νοσημάτων. Αν και σε ορισμένα αυτοάνοσα νοσήματα έχουν 

παρατηρηθεί μειωμένα επίπεδα των CD4+CD25+ Tregs στο περιφερικό αίμα των 

ασθενών,115,116 ωστόσο, αυτή η μείωση πιθανά οφείλεται στη μετανάστευση των Tregs 

από το αίμα σ τη θέση της φλεγμονής. Πράγματι, μελέτες σε ασθενείς με RA ή νεανική 

ιδιοπαθή αρθρίτιδα (juvenile idiopathic arthritis, JΙΑ) έδειξαν ότι το ποσοστό των 

CD4+CD25+ Tregs στο σημείο της φλεγμονής (π.χ., στο αρθρικό υγρό) ήταν σημαντικά 

αυξημένο σε σχέση με το αντίστοιχο ποσοστό στο περιφερικό αίμα.117 

Εκτός από τις περιπτώσεις αυτοανοσίας που περιγράφονται παραπάνω, σε 

αλλεργικούς ασθενείς υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις για δυσλειτουργία των CD4+CD25+ 

Tregs στην καταστολή των Th2 κυττάρων, που αποτελούν τον κύριο μεσολαβητή της 

αλλεργικής αντίδρασης.118,119 Τα άτομα που πάσχουν από άσθμα ή αλλεργικά νοσήματα, 

έχει παρατηρηθεί πως εμφανίζουν μειωμένα επίπεδα ή και δυσλειτουργία των Tr1 

κυττάρων (των ρυθμιστικών κυττάρων που εκκρίνουν IL-10) σε σύγκριση με υγιή 

άτομα.120,121,122,123 

1.4.2 Καρκίνος 

Αν και η φυσιολογική λειτουργία των Tregs είναι κομβικής σημασίας για τη 

διατήρηση της ανοχής έναντι «ίδιων» στοιχείων, αυτή η αρνητική ρυθμιστική 

δραστηριότητά τους θα μπορούσε να οδηγήσει σε καταστολή ανοσιακών απαντήσεων 

έναντι των όγκων, δεδομένου του γεγονότος ότι πολλά από τα αντιγόνα των όγκων 

(tumor-associated antigens, TAA) που αναγνωρίζονται από τα αυτόλογα Τ-κύτταρα των 

ασθενών με καρκίνο, είναι αντιγονικώς ταυτόσημα με «ίδια» συστατικά του οργανισμού. 

Συνάθροιση CD4+CD25+ Tregs παρατηρείται είτε στο περιφερικό αίμα είτε στο 

ανατομικό περιβάλλον του όγκου. 124, 125,126, 127, 128 Επιπλέον, Tregs απομονωμένα από 

όγκους εμφανίζουν ισχυρή κατασταλτική δράση έναντι διεγερμένων αυτόλογων Τ-

κυττάρων του περιφερικού αίματος in vitro.129 Εκτός από τα CD4+CD25+ Tregs, έχει 
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αποδειχθεί ότι και τα Tr1 ευθύνονται για τις αναποτελεσματικές ανοσιακές απαντήσεις 

έναντι των όγκων.130,131 Η αυξημένη συχνότητα μάλιστα των Tregs που διηθούν τους 

όγκους συσχετίζεται με υψηλή θνησιμότητα και μειωμένη επιβίωση των 

ασθενών.109,132,133 

1.4.3 Λοιμώξεις 

Αρκετές μελέτες έχουν αναφερθεί στο ρόλο των Tregs στις λοιμώξεις, αφού είναι 

ικανά αφενός να συμβάλλουν στον περιορισμό της παράπλευρης βλάβης των «ιδίων» 

στοιχείων του ξενιστή και αφετέρου να διευκολύνουν την ανάπτυξη της ανοσιακής 

μνήμης. Ωστόσο, είναι δυνατό να χρησιμοποιούνται από τα παθογόνα ως μηχανισμός 

καταστολής της έναντι αυτών ανοσιακής απάντησης και διαφυγής από αυτή, με 

αποτέλεσμα την παράταση της επιβίωσής τους στον οργανισμό του ξενιστή.110 Μελέτες 

σε διάφορα μοντέλα πειραματοζώων έχουν δείξει ότι η εξάλειψη των Tregs οδηγεί σε 

αυξημένες CD4+ και CD8+ Τ κυτταρικές απαντήσεις, καθώς και σε αυξημένα επίπεδα 

αντισωμάτων με αποτέλεσμα τη γρηγορότερη κάθαρση από το παθογόνο.134,135,136 

Στον άνθρωπο έχει παρατηρηθεί όχι μόνο η συνάθροιση CD4+CD25+ Tregs στο 

περιφερικό αίμα ασθενών με λοιμώξεις αλλά και η ικανότητά τους να καταστέλλουν 

ειδικές αντι-ιϊκές κυτταρολυτικές απαντήσεις. 137 , 138 , 139 , 140  Επίσης, έμμεσες ενδείξεις 

υποστηρίζουν ότι τα Tregs ενδέχεται να καταστέλλουν την παραγωγή των μνημονικών 

CD8+ κυττάρων.135,136 Επιπρόσθετα, η απομόνωση Tr1 κυττάρων ήταν δυνατή μόνο σε 

περιπτώσεις ασθενών με χρόνιες λοιμώξεις κι όχι στις περιπτώσεις που υπήρξε κάθαρση 

από το παθογόνο.141 Ορισμένα παθογόνα παράγουν μόρια ομόλογα των ανθρώπινων 

κυτταροκινών, όπως η ιϊκή IL-10, ενώ άλλα επάγουν την παραγωγή κυτταροκινών με 

ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες (IL-10, TGF-β) στον ξενιστή, είτε άμεσα μέσω της 

έκκρισης προϊόντων που διεγείρουν τα κύτταρα της φυσικής ανοσίας, είτε έμμεσα μέσω 

της δημιουργίας Tregs.142,143   
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2. ΑΠΟΠΤΩΣΗ 

2.1 Ορισμός- Σημασία της απόπτωσης 

Ως απόπτωση ορίζεται η διαδικασία της αποσύνθεσης (θανάτου) του κυττάρου 

μέσω ενός γενετικά προκαθορισμένου εσωτερικού μηχανισμού αυτοκαταστροφής.144 Με 

τη διαδικασία αυτή το κύτταρο συρρικνώνεται χωρίς διάσπαση της κυτταρικής του 

μεμβράνης και τελικά εξαφανίζεται με φαγοκυττάρωση, χωρίς να αφήσει κατάλοιπα. Το 

πρόγραμμα αυτό περιλαμβάνει μια ενεργή διαδικασία συγκεκριμένων βημάτων και 

εκλύεται ως απάντηση όταν το κύτταρο λάβει ορισμένα ερεθίσματα, όπως η στέρηση 

των αυξητικών παραγόντων, η έκθεση σε κυτταροτοξικά φάρμακα ή παράγοντες που 

βλάπτουν το DNA, η ενεργοποίηση των κυτταρικών υποδοχέων θανάτου και η δράση 

των ΝΚΤ-κυττάρων του ανοσιακού συστήματος.145 Από την άλλη μεριά, ο παθολογικός 

κυτταρικός θάνατος ή αλλιώς νέκρωση προκύπτει απρόβλεπτα, ως «ατύχημα», μετά 

από την έκθεση του κυττάρου σε βλαπτικά ερεθίσματα στα οποία δεν μπορεί να 

ανταπεξέλθει. Το αποτέλεσμα τέτοιων ερεθισμάτων είναι η βλάβη της κυτταρικής 

μεμβράνης, η αθρόα εισροή ύδατος και εξωκυττάριων ιόντων στον ενδοκυττάριο χώρο, 

η εξοίδηση και η καταστροφή του κυττάρου, του οποίου τα περιεχόμενα εκλύονται στον 

εξωκυττάριο χώρο προκαλώντας πλειάδα αντιδράσεων. 

Η απόπτωση είναι ένας από τους μηχανισμούς που συμμετέχουν στη διατήρηση 

της ομοιοστασίας του οργανισμού. Ως ρυθμιστής του κυτταρικού πολλαπλασιασμού 

συμμετέχει σε πολλές φυσιολογικές διεργασίες του οργανισμού, όπως η διαδικασία της 

εμβρυογένεσης-οργανογένεσης, η ανάπτυξη ιστών με την επιλογή των 

καταλληλότερων κυττάρων 146 , 147  και η προστασία από βλαπτικά κύτταρα, όπως 

συμβαίνει κατά την απενεργοποίηση ανοσοκυττάρων μετά την ολοκλήρωση της 

ανοσιακής απάντησης,148 καθώς και κατά την προστασία έναντι ιογενών λοιμώξεων και 

της ανάπτυξης όγκων.149 

2.2 Μοριακοί μηχανισμοί της απόπτωσης 

Η διαδικασία της απόπτωσης μπορεί να διακριθεί στις εξής φάσεις: φάση έναρξης 

(initiation phase), φάση παγίωσης (commitment phase) και φάση εκτέλεσης (execution 

phase). Η φάση έναρξης πυροδοτείται είτε μέσω της ενδογενούς/μιτοχονδριακής 

οδού (intrinsic or mitochondrial pathway), είτε μέσω της εξωγενούς οδού των 
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υποδοχέων θανάτου (extrinsic or death receptor pathway). Τα τελευταία χρόνια 

γίνεται ολοένα και πιο σαφές ότι οι οδοί αυτοί είναι αλληλοσυνδεόμενες. 

Αφού δοθεί το έναυσμα της απόπτωσης, είτε μέσω της ενδογενούς είτε μέσω της 

εξωγενούς οδού, κινητοποιείται ενδοκυττάριος μηχανισμός στον οποίο κεντρικό ρόλο 

παίζει μια οικογένεια πρωτεασών που ονομάζονται κασπάσες145,150 και αποτελούν τον 

«κεντρικό εκτελεστή» στην αποπτωτική διαδικασία, καθώς και την κοινή οδό 

ενσωμάτωσης όλων των αποπτωτικών ερεθισμάτων.151 

Οι κασπάσες που ενεργοποιούνται κατά την έναρξη της απόπτωσης ονομάζονται 

εναρκτήριες κασπάσες (initiator caspases) και είναι οι κασπάσες 2, 8 και 10 για την 

εξωγενή οδό και η κασπάση 9 για την ενδογενή οδό. Οι εναρκτήριες κασπάσες έχουν 

τη δυνατότητα να ενεργοποιούν αφενός άλλες εναρκτήριες κασπάσες, προκαλώντας 

την αυτο-ενίσχυση του αποπτωτικού σήματος, και αφετέρου τις κασπάσες-εκτελεστές 

(effector caspases). Οι κασπάσες-εκτελεστές, που είναι οι κασπάσες 3, 6 και 7 και για 

τις δύο οδούς, μπορούν να αποσυνθέτουν πρωτεολυτικά διάφορες κυτταροπλασματικές 

και πυρηνικές κυτταρικές δομές, οδηγώντας στην κατάρρευση του κυττάρου με τις 

χαρακτηριστικές μορφολογικές αλλοιώσεις που παρατηρούνται στην απόπτωση. 145,152 

Έπειτα η απόπτωση εισέρχεται στη φάση της παγίωσης, όπου το κύτταρο «δεσμεύεται» 

ότι θα πεθάνει και κατόπιν ακολουθεί η φάση της εκτέλεσης όπου επέρχονται οι 

χαρακτηριστικές μορφολογικές και βιοχημικές αλλοιώσεις στο κύτταρο, ως αποτέλεσμα 

της δράσης των κασπασών-εκτελεστών.153,154 

2.2.1 Ενδογενής οδός της απόπτωσης 

Η ενδογενής οδός της απόπτωσης μπορεί να προκληθεί από μια ποικιλία σημάτων 

θανάτου που προέρχονται από το εσωτερικό του κυττάρου. Αυτοί οι ενδοκυττάριοι 

στρεσογόνοι παραγόντες επιδρούν στα μιτοχόνδρια αλλάζοντας τη μεμβρανική τους 

διαπερατότητα. Αυτό οδηγεί στην απελευθέρωση αποπτωτικών πρωτεϊνών, όπως το 

κυτόχρωμα c (cytochrome c), από το διαμεμβρανικό χώρο στο κυτταρόπλασμα. Το 

κυτόχρωμα c τότε συσσωρεύει και ενεργοποιεί την πρωτεΐνη Apaf-1, παρουσία 

ATP/dATP (apoptotic protease-activating factor-1). η οποία με τη σειρά της ενεργοποιεί 

την κασπάση 9 σχηματίζοντας έτσι ένα σύμπλεγμα που ονομάζεται «αποπτώσωμα» 

(apoptosome).152,155 Στη συνέχεια, η ενεργοποιημένη κασπάση 9 του αποπτωσώματος 

ενεργοποιεί τις κασπάσες-εκτελεστές 3 και 7 που προκαλούν την απόπτωση. Άλλες 

πρωτεΐνες που εκλύονται από τα μιτοχόνδρια ως απάντηση σε αποπτωτικά ερεθίσματα 

είναι η πρωτεΐνη Smac/DIABLO (second mitochondrial activator of caspases/direct IAP-

binding protein of low isoelectric point) και ο επάγων την απόπτωση παράγοντας 

(apoptosis-inducing factor, AIF). Η πρώτη προσδένεται στις πρωτεΐνες-αναστολείς της 

απόπτωσης (inhibitor of apoptosis proteins-IAPs), τροποποιώντας την ανασταλτική 
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τους δράση στις κασπάσες,152, 156 , 157 , 158  ενώ η δεύτερη μεταναστεύει στον πυρήνα 

προκαλώντας μερική κατάτμηση του DNA και συμπύκνωση της χρωματίνης. 159, 160 Η 

ενδογενής αποπτωτική οδός με τη δράση των πρωτεϊνών που εκλύονται από τα 

μιτοχόνδρια φαίνεται στην Εικόνα 4. 

Οι μηχανισμοί που ενοχοποιούνται για την έκλυση αποπτωτικών πρωτεϊνών από 

τα μιτοχόνδρια ως απάντηση σε ενδοκυττάρια βλαπτικά ερεθίσματα είναι δύο: α) η 

διάνοιξη της διαπερατότητας του μιτοχονδριακού πόρου που προκαλεί ρήξη της έξω-

μιτοχονδριακής μεμβράνης161,162,163,164 και β) η δράση της οικογένειας των πρωτεϊνών 

Bcl-2.165,166,167,168 Τα αποπτωτικά μέλη Bax της οικογένειας φαίνεται ότι είναι ικανά να 

διανοίγουν πόρους,169,170 ενώ τα αντι-αποπτωτικά μέλη Bcl-2 ανταγωνίζονται τη δράση 

των πρώτων αναστέλλοντας την απόπτωση.171 

2.2.2 Εξωγενής οδός της απόπτωσης 

Το έναυσμα για τη διαδικασία της εξωγενούς οδού της απόπτωσης προέρχεται από 

το εξωτερικό του κυττάρου και την ενεργοποίηση των μεμβρανικών υποδοχέων 

θανάτου (death receptors, DRs) από τα αντίστοιχα μόρια-συνδέτες (ligands) τους.  

Οι υποδοχείς θανάτου είναι μια ομάδα διαμεμβρανικών πρωτεϊνών τύπου-1 της 

ευρύτερης οικογένειας των TNFRSF. Ωστόσο, διαφέρουν από τα άλλα μέλη της 

οικογένειας αφού φέρουν ένα ειδικό ενδοκυττάριο τμήμα που ονομάζεται «περιοχή 

θανάτου» (death domain, DD). Η «περιοχή θανάτου» είναι υπεύθυνη για την ικανότητά 

τους να επάγουν την απόπτωση. Τα αντίστοιχα μόρια-συνδέτες, από την άλλη πλευρά, 

ανήκουν στην ευρύτερη υπεροικογένεια του παράγοντα νέκρωσης των όγκων (TNF 

superfamily, TNFSF)172 και είναι μεμβρανικές πρωτεΐνες τύπου-2. Οι ενεργοί συνδέτες 

δημιουργούνται από την αναδίπλωση του εξωκυττάριου καρβοξυτελικού άκρου σε 

δομές β-πτυχωτών αλυσίδων και τον ομοτριμερισμό τους, ενώ είναι δυνατή και η 

δημιουργία διαλυτών τριμερών έπειτα από πρωτεολυτική διάσπαση. Τόσο τα 

μεμβρανικά όσο και τα διαλυτά τριμερή μπορούν να συνδεθούν με τριάδα αντίστοιχων 

υποδοχέων TNFR, προκαλώντας μέσω αυτής της συσσώρευσης την ενεργοποίησή 

τους.173 

Έως σήμερα έχουν απομονωθεί οι ακόλουθοι έξι υποδοχείς θανάτου στην 

οικογένεια των TNFR με τους αντίστοιχους συνδέτες τους: α) TNF-R1/TNFα, β) 

Fas/FasL, γ) DR3/TL1A, δ) TRAIL-R1 [tumor necrosis factor related apoptosis inducing 

ligand (TRAIL) receptor 1]/TRAIL, ε) TRAIL-R2/TRAIL, στ) DR6/άγνωστος.172, 174 , 175 

Όταν ενεργοποιηθούν οι DRs από τους αντίστοιχους συνδέτες τους, προσελκύουν τις 

«προσαρμοστικές» πρωτεΐνες FADD (Fas-associating protein with death domain) για 

τους υποδοχείς Fas, TRAILR1 και TRAILR2 και τις πρωτεΐνες TRADD (TNFR1-associated 

death domain protein) για τους υποδοχείς TNFR1, DR3 και DR6. Αυτές οι πρωτεΐνες 
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συσσωρεύουν και ενεργοποιούν τις εναρκτήριες κασπάσες είτε απευθείας, είτε με τη 

μεσολάβηση και άλλων πρωτεϊνών. Συγκεκριμένα, η FADD ενεργοποιεί τις κασπάσες 8 

και 10, ενώ η TRADD μπορεί να οδηγήσει σε απόπτωση τόσο μέσω της FADD, όσο και 

μέσω της RIP (receptor-interacting protein), που ενεργοποιεί κατά σειράν τις 

RAIDD/CRADD (RIP-associated Ich1-homologous protein with death domain/Caspase 

and RIP adaptor with death domain) και κασπάση 2. Εναλλακτικά, η TRADD μπορεί να 

ενεργοποιήσει οδούς διάσωσης του κυττάρου που σχετίζονται με την πρωτεΐνη TRAF2 

(TNF receptor-associated factor 2), που οδηγεί σε ενεργοποίηση του NF-κB ή της οδού 

της κινάσης JNK (Jun NH2-terminal kinase).152 Η εξωγενής αποπτωτική οδός με τη 

δράση των πρωτεϊνών που συμμετέχουν φαίνεται στην Εικόνα 4. 

Εικ.4 Σχηματική αναπαράσταση της ενδογενούς και εξωγενούς αποπτωτικής οδού, των μορίων 

που συμμετέχουν σε αυτές καθώς και η αλληλεπίδρασή τους. [Τροποποίηση από:Favaloro B. 

Allocati N, Graziano V, Di Ilio C, De Laurenzi V. Aging (Albany NY). 2012;4:330-349] 

2.2.3 Αλληλεπίδραση ενδογενούς- εξωγενούς οδού απόπτωσης 

Είναι πλέον ξεκάθαρο ότι οι δύο οδοί ενεργοποίησης της απόπτωσης δε δρουν 

μόνο ανεξάρτητα η μια από την άλλη αλλά μπορούν να αλληλεπιδρούν (Εικ.4). Η 

εξωγενής οδός μπορεί να ενισχύσει τα σήματα θανάτου μέσω της ενεργοποίησης της 
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ενδογενούς οδού, ενώ υπάρχουν περιπτώσεις όπου η ενδιάμεση ενεργοποίηση των 

μιτοχονδρίων είναι απαραίτητη για την ολοκλήρωση της απόπτωσης μέσω των DRs. 

Αυτό φαίνεται να ισχύει ειδικά στο σύστημα Fas/FasL όπου, ανάλογα με την 

αναγκαιότητα της ενδιάμεσης μιτοχονδριακής ενεργοποίησης, τα κύτταρα χωρίζονται σε 

τύπου Ι και τύπου ΙΙ κύτταρα. 176  Στα κύτταρα τύπου Ι η κασπάση 8 οδηγεί στην 

ενεργοποίηση της κασπάσης 3, ανεξαρτήτως των μιτοχονδρίων, ενώ τα τύπου ΙΙ 

κύτταρα χρησιμοποιούν πιο περίπλοκη διαδικασία με περισσότερα στάδια ελέγχου μέχρι 

την ολοκλήρωση της απόπτωσης. Συγκεκριμένα, οι κασπάσες 8 και 10 διασπούν την 

αποπτωτική πρωτεΐνη Bid η οποία μεταναστεύει στα μιτοχόνδρια και επάγει την έκλυση 

του κυτοχρώματος c από αυτά. Ακολούθως, δημιουργείται το αποπτώσωμα και 

ενεργοποιούνται οι κασπάσες εκτελεστές. 177 , 178  Γνωστά τύπου Ι κύτταρα είναι τα 

περιφερικά Τ-κύτταρα, ενώ τα ηπατοκύτταρα είναι τυπικά κύτταρα τύπου ΙΙ.179 

2.3 Ο ρόλος της απόπτωσης στη νοσολογία  

Από τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι διαταραχές της απόπτωσης με την έννοια 

είτε της έκπτωσης είτε της επίτασής της εμπλέκονται στην ανάπτυξη πολλών 

διαφορετικών νοσημάτων. Νοσήματα των οποίων η παθογένεια σχετίζεται με έκπτωση 

της απόπτωσης είναι χαρακτηριστικά ο καρκίνος180 και τα αυτοάνοσα νοσήματα (λόγω 

ελαττωματικής απομάκρυνσης αυτο-δραστικών κλώνων),181,182 ενώ με την επίταση της 

απόπτωσης είναι το AIDS, 183  νευροεκφυλιστικά νοσήματα, 184 , 185  νόσοι του 

αιμοποιητικού ιστού,180 καθώς και νοσήματα του ήπατος τόσο οξέα (π.χ., η οξεία 

ηπατική ανεπάρκεια), όσο και χρόνια (π.χ., η αλκοολική και η μη αλκοολική 

στεατοηπατίτιδα, καθώς και οι χρόνιες ιογενείς ηπατίτιδες).186,187,188 

2.3.1 Νεοπλασίες  

Είναι αποδεδειγμένο τόσο στους συμπαγείς όγκους όσο και στις αιματολογικές 

νεοπλασίες ότι τα κακοήθη κύτταρα παρουσιάζουν διαταραχές στην επαγωγή της 

απόπτωσης.180,189,190,191,192,193,194 Με κακοήθη εκφυλισμό έχουν συνδεθεί μεταλλάξεις, 

απενεργοποίηση και ελαττωματική ρύθμιση γονιδίων που σχετίζονται με τον κυτταρικό 

κύκλο, όπως το p53,190,191,194 το ras195 και το c-myc,196,197,198 ή και με τη ρύθμιση της 

απόπτωσης. Επιπρόσθετα, γονίδια, όπως το bcl-2, έχουν διαφοροποιημένη έκφραση σε 

καρκινικά κύτταρα που αποτελεί προγνωστικό παράγοντα δυσμενούς πρόγνωσης σε 

διάφορες νεοπλασίες, όπως το νευροβλάστωμα180 και ο καρκίνος του προστάτη180 και 

του παχέος εντέρου.189,190 Η σημασία της απορρύθμισης της απόπτωσης στις νεοπλασίες 

φαίνεται από το γεγονός ότι πολλές αντινεοπλασματικές θεραπείες επάγουν την 

απόπτωση των καρκινικών κυττάρων.180 
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2.3.2 Αυτοανοσία 

Ένα κοινό χαρακτηριστικό των αυτοάνοσων νοσημάτων είναι η ελαττωματική 

ανοχή σε αυτοαντιγόνα και η ακόλουθη παραγωγή αυτο-αντισωμάτων. Η ομοιόσταση 

και η διατήρηση της ανοχής εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από την απόπτωση. Έχει 

προταθεί ότι κατά την απόπτωση ή και τη νέκρωση, τα αυτοαντιγόνα διασπώνται και 

τροποποιούνται εκθέτοντας νέους επιτόπους που αναγνωρίζονται από το ανοσιακό 

σύστημα. Ως εκ τούτου, η ελαττωματική ή καθυστερημένη κάθαρση, καθώς και η 

παρατεταμένη έκθεση σε αποπτωτικά ερεθίσματα μπορεί να οδηγήσει σε αυτοάνοσες 

απαντήσεις. 

Σωρεία δεδομένων υποστηρίζουν ότι η ελαττωματική απόπτωση των 

ανοσοκυττάρων οδηγεί σε αυτοανοσία. Αυτοάνοσα νοσήματα, όπως ο συστηματικός 

ερυθηματώδης λύκος, συνδέονται με μεταλλάξεις σε γονίδια που καθιστούν τα 

λεμφοκύτταρα ανθεκτικά στην απόπτωση (όπως το lpr που κωδικοποιεί για την 

πρωτεΐνη Fas στον ποντικό). 199  Βλάβες στο σηματοδοτικό μονοπάτι του Fas, όπως 

μεταλλάξεις των μορίων Fas, FasL και των κασπασών 8 και 10, οδηγούν σε αυτοάνοσο 

λεμφοϋπερπλαστικό σύνδρομο στον άνθρωπο (autoimmune lymphoproliferative 

syndrome, ALPS) που χαρακτηρίζεται από καλοήθη λεμφοϋπερπλασία, αυτοανοσία και 

υψηλή συχνότητα εμφάνισης κακοήθειας.200  

2.3.3 Νευροεκφυλιστικά νοσήματα 

Μια μεγάλη ομάδα νευροεκφυλιστικών νοσημάτων, μεταξύ των οποίων η νόσος 

του Alzheimer, 201  η νόσος του Πάρκινσον 202  και η μελαγχρωματική 

αμφιβληστροειδοπάθεια, 203  συνδέονται με επιλεκτική απόπτωση των νευρώνων. Ο 

θάνατος των νευρώνων φαίνεται να σχετίζεται με την αυξημένη ευπάθεια αυτών των 

κυττάρων στην απόπτωση, ενώ ως επαγωγείς του φαινομένου έχουν ενοχοποιηθεί 

παράγοντες όπως το οξειδωτικό στρες, μιτοχονδριακές βλάβες, καθώς και νευροτοξικοί 

παράγοντες.201,202,203,204,205 

2.3.4 Ιογενείς λοιμώξεις 

Οι ιοί μπορούν να αναπαραχθούν μόνο μέσα σε κύτταρα-ξενιστές τα οποία 

διαθέτουν διάφορους μηχανισμούς άμυνας για τον περιορισμό της ιογενούς λοίμωξης, 

όπως η δράση των μεσολαβητών της κυτταρικής ανοσίας, η φλεγμονή και ο 

προγραμματισμένος κυτταρικός θάνατος. Ως εκ τούτου, οι ιοί έχουν αναπτύξει 

διάφορες στρατηγικές, είτε για να καθυστερούν και να αναστέλλουν τον κυτταρικό 

θάνατο, είτε για να επάγουν απόπτωση διευκολύνοντας την ιϊκή εξάπλωση ή και το 

θάνατο μη μολυσμένων ανοσοκυττάρων.206 
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Οι μελέτες στον τομέα του κυτταρικού θανάτου έχουν διευκρινίσει πολλές πτυχές 

αυτής της θεμελιώδους διαδικασίας συμπεριλαμβανομένου του ρόλου της σε μια 

πλειάδα διαφορετικών νοσημάτων. Αναμένεται ότι τα επόμενα χρόνια θα εισέλθουν 

στην κλινική πρακτική περισσότερες προσεγγίσεις που βασίζονται στον έλεγχο των 

διαφόρων μορφών του κυτταρικού θανάτου. Ωστόσο, θα πρέπει να επιλυθούν πολλά 

προβλήματα, όπως η ενεργοποίηση εναλλακτικών οδών θανάτου, όταν η θεραπευτική 

προσέγγιση απαιτεί τον αποκλεισμό συγκεκριμένων αποπτωτικών οδών, καθώς και ο 

παράπλευρος κυτταρικός θάνατος, σε θεραπείες που προσπαθούν να εξαλείψουν 

παθολογικά κύτταρα, όπως στην περίπτωση των νεοπλασμάτων. 
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3. ΦΛΕΓΜΟΝΗ 

3.1 Φλεγμονή και ιστική βλάβη 

Η φλεγμονή είναι μια προσαρμοστική απάντηση του οργανισμού που αποσκοπεί 

στη διατήρηση της ομοιοστασίας του όταν αυτή διαταράσσεται από ποικίλου τύπου 

αίτια, όπως η λοίμωξη και η ιστική βλάβη.206F

207  Τα τελευταία χρόνια έχει σημειωθεί 

μεγάλη πρόοδος σχετικά με την κατανόηση των κυτταρικών και μοριακών μηχανισμών 

που εμπλέκονται στην οξεία φλεγμονώδη απάντηση στη λοίμωξη και, σε μικρότερο 

βαθμό, στην ιστική βλάβη. Από την άλλη μεριά, πολύ λιγότερα είναι γνωστά για τα 

αίτια και τους μηχανισμούς που οδηγούν σε εντοπισμένη χρόνια φλεγμονή (ειδικά σε 

χρόνιες λοιμώξεις και αυτοάνοσα νοσήματα), καθώς και σε συστηματική χρόνια 

φλεγμονή (αναφερόμενη τα τελευταία χρόνια στη βιβλιογραφία ως «παρα-φλεγμονή» 

ή «μετα-φλεγμονή»), η οποία εμφανίζεται σε μια ευρεία ποικιλία νοσημάτων (όπως, ο 

διαβήτης τύπου 2 και οι καρδιαγγειακές παθήσεις). Επιπλέον, η χρόνια συστηματική 

φλεγμονή δε φαίνεται να προκαλείται από τους κλασικούς υποκινητές της φλεγμονής 

(π.χ., λοίμωξη και τραυματισμός) αλλά φαίνεται να συνδέεται με διαταραχές των 

ομοιοστατικών μηχανισμών που οδηγούν σε δυσλειτουργία του ιστού (Εικ. 5).207,
207F

208 

Εικ.5 Αίτια, φυσιολογικός ρόλος και παθολογικές καταστάσεις σχετιζόμενες με τη 
φλεγμονή. [Τροποποίηση από: Medzitov R, Nature. 2008;454:428-435] 
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Η οξεία φλεγμονή χαρακτηρίζεται από την απελευθέρωση πλάσματος και 

κυτταρικών στοιχείων του αίματος μέσα στον εξωκυττάριο ιστό. Με την εξαγγείωση 

του πλάσματος επιτυγχάνεται η αραίωση των τοξικών ουσιών και η αύξηση της 

λεμφικής ροής. Αυτή η αντίδραση πυροδοτείται αρχικά, ειδικά στις περιπτώσεις 

μικροβιακών λοιμώξεων, από την ενεργοποίηση υποδοχέων της φυσικής ανοσίας, όπως 

οι TLRs (Toll-like receptors) και NLRs [nucleotide-binding oligomerization-domain 

protein (NOD)-like receptors].209 

Η «αναγνώριση» της λοίμωξης από ιστικά μακροφάγα και σιτευτικά κύτταρα έχει 

ως αποτέλεσμα την έκκριση κυτταροκινών, χημειοκινών, αγγειοενεργετικών αμινών και 

πρωτεολυτικών προϊόντων διάσπασης που δρουν ως μεσολαβητές της φλεγμονής. Η 

δράση των παραπάνω μορίων οδηγεί στην τοπική εξαγγείωση πρωτεϊνών του 

πλάσματος και κυρίως ουδετεροφίλων. Ακολούθως, τα ουδετερόφιλα ενεργοποιούνται 

και απελευθερώνουν τα τοξικά συστατικά των κοκκίων τους, όπως ενεργείς ρίζες 

οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS) και αζώτου, πρωτεϊνάση 3, καθεψίνη G και 

ελαστάση, με σκοπό να εξαλείψουν τα παθογόνα. Η δράση των στοιχείων της 

φλεγμονώδους αντίδρασης συνεπάγεται την καταστροφή των λοιμογόνων 

παραγόντων, την κάθαρση των ιστών από τα νεκρωτικά υπολείμματα και την 

απελευθέρωση κυτταροκινών με κινητοποίηση των μηχανισμών της επούλωσης. 

Ωστόσο, αδυνατούν να διακρίνουν μεταξύ παθογόνων και «ίδιων» κυττάρων 

προκαλώντας παράπλευρη βλάβη φυσιολογικού ιστού.207,209 

Μια φλεγμονώδης αντίδραση εξυπηρετεί τρεις σημαντικούς σκοπούς: α) την 

εξάλειψη των παθογόνων, β) την επιδιόρθωση και γ) την αποκατάσταση του 

προσβεβλημένου ιστού. Οι στόχοι αυτοί επιτυγχάνονται μέσω της συμμετοχής μορίων 

που παράγονται από τα μακροφάγα και ξεκινούν τη διαδικασία επιδιόρθωσης του ιστού, 

όπως οι λιποξίνες (lipoxins), οι resolvins και οι protectins (λιπίδια με αντι-

φλεγμονώδεις ιδιότητες), αλλά και κυτταροκίνες όπως ο TGF-β. Στην περίπτωση που η 

οξεία φλεγμονώδης αντίδραση δεν επιτύχει την κάθαρση των ιστών ή αποτύχει να 

αποκαταστήσει την ιστική βλάβη, παρατηρείται παγίωσή της, που μπορεί να οδηγήσει 

σε δημιουργία κοκκιωμάτων (από μακροφάγα που περιχαρακώνουν τα παθογόνα), ή σε 

δημιουργία τριτογενών λεμφικών σχηματισμών (με παρουσία διήθησης από 

λεμφοκύτταρα, που μπορεί να περιλαμβάνει ακόμη και αντιδράσεις βλαστικών 

κέντρων), ανάλογα με το αίτιο που την προκαλεί.207,208, 210  Μολονότι, λοιπόν, η 

φλεγμονή αποτελεί έναν προστατευτικό μηχανισμό με ευεργετικές δράσεις βοηθώντας 

στην αντιμετώπιση των λοιμώξεων και άλλων βλαπτικών ερεθισμάτων, η απορρύθμισή 

της μπορεί να αποβεί ιδιαίτερα επιβλαβής (όπως στις περιπτώσεις σηπτικού shock).  

Θα μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι κάθε παθολογική φλεγμονώδης 

κατάσταση έχει έναν αρχικό φυσιολογικό σκοπό. Ωστόσο, κάτι τέτοιο είναι εμφανές 
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μόνο στην περίπτωση των λοιμώξεων κι αυτό γιατί σε αρκετές παθολογικές 

καταστάσεις και νοσήματα που χαρακτηρίζονται από χρόνια εντοπισμένη ή 

συστηματική φλεγμονή, δεν είναι γνωστό αν συμβαίνει πάντα μετάβαση από οξεία 

μη-αντιρροπούμενη σε χρόνια φλεγμονή, μιας και οι υποκείμενοι παθογενετικοί 

μηχανισμοί είναι εν πολλοίς άγνωστοι. Είναι αξιοσημείωτο ότι τα χαρακτηριστικά της 

χρόνιας φλεγμονής ποικίλουν ανάλογα με το αίτιο και το είδος των Τ-κυττάρων 

που διηθούν την περιοχή (ιστό ή όργανο).207,208 

Η κατανόηση, λοιπόν, εξωκυττάριων και ενδοκυττάριων μηχανισμών και οδών 

που εμπλέκονται στην χρόνια φλεγμονή θα μπορούσε να βοηθήσει στην κατανόηση της 

παθογένειας ποικίλων νοσημάτων που χαρακτηρίζονται από αυτήν και να αναδείξει 

μόρια και μηχανισμούς υποκείμενους σε θεραπευτικές παρεμβάσεις. 

3.2 Φλεγμονή και ανοσορρύθμιση 

Σε καταστάσεις αδυναμίας της ιστικής κάθαρσης ή της αποκατάστασης της 

ιστικής βλάβης και συνακόλουθης χρόνιας φλεγμονής ενεργοποιούνται 

ανοσορρυθμιστικοί μηχανισμοί με στόχο τον περιορισμό της μη-ελεγχόμενης 

φλεγμονώδους αντίδρασης. Μεταξύ αυτών των μηχανισμών περιλαμβάνεται η 

έκκριση κυτταροκινών με αντι-φλεγμονώδεις ιδιότητες (όπως, η IL-10 και ο TGF-

β) που εκκρίνονται τόσο από λεμφοκύτταρα, όσο και από κύτταρα του στρώματος 

(στην περιοχή της ιστικής βλάβης), καθώς και η ενεργοποίηση ρυθμιστικών 

κυττάρων ικανών να καταστέλλουν δραστικά λεμφοκύτταρα. 211 , 212  Ωστόσο, η 

δράση αυτών των μηχανισμών μπορεί να είναι επιζήμια για τον οργανισμό αφού 

μπορεί να αποτελέσει αίτιο διαταραχής της ιστικής ομοιόστασης και των μηχανισμών 

επιδιόρθωσης (με συνακόλουθη παθολογική ανάπτυξη ινώδους ιστού), ή ακόμα και 

ιστικής μεταπλασίας, που αποτελεί το αρχικό στάδιο της καρκινογένεσης. 

Τα τελευταία χρόνια έχει αρχίσει να μελετάται ο ρόλος των ρυθμιστικών 

κυττάρων, ιδιαιτέρως των Tregs, στη διαδικασία της χρόνιας φλεγμονώδους 

αντίδρασης.211,212, 213  Η συσσώρευσή τους έχει ενοχοποιηθεί για την αδυναμία 

εξάλειψης των παθογόνων και τη συνακόλουθη χρονιότητα των 

λοιμώξεων.138, 214 , 215 , 216  Ωστόσο, πρόσφατες μελέτες σε μοντέλα πειραματοζώων 

υποστηρίζουν πως η απουσία αυτών των κυτταρικών πληθυσμών μπορεί να 

οδηγήσει σε ανεξέλεγκτες ανοσιακές απαντήσεις και καταστροφική αυτοάνοση 

φλεγμονώδη αντίδραση των ιστών. 217  Ως εκ τούτου, τα Tregs φαίνεται να 

διαδραματίζουν κάποιο ρόλο στον περιορισμό της μεσολαβούμενης από τις 

ανοσιακές απαντήσεις παθολογίας και στη διευκόλυνση της αποκατάστασης της 

φυσιολογικής λειτουργίας των οργάνων μετά από μια φλεγμονώδη αντίδραση. 
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3.3 Χρόνια φλεγμονή και ίνωση 

Η επούλωση τραύματος είναι μια φυσιολογική διεργασία του οργανισμού, που 

απαιτεί τη σύνθεση και την αναδόμηση καλά οργανωμένου συνδετικού ιστού-

κολλαγόνου. Η ίνωση αποτελεί τη «σκοτεινή πλευρά» της φυσιολογικής 

επιδιόρθωσης των ιστών η οποία, κάτω από ορισμένες συνθήκες, μπορεί να είναι 

μη-ελεγχόμενη, με αποτέλεσμα το σχηματισμό ινώδους ιστού. Γενικά, η ίνωση 

επισυμβαίνει σε απάντηση χρόνιας φλεγμονής (εκτεταμένης ή επαναλαμβανόμενης 

ιστικής καταστροφής) και θεωρείται ως ανάρμοστη απάντηση στην ιστική βλάβη ή 

και ακατάλληλη επούλωση. Η συνεχιζόμενη χρόνια φλεγμονώδης αντίδραση 

χαρακτηρίζεται από την αυξημένη παραγωγή συστατικών της εξωκυττάριας θεμέλιας 

ουσίας (extracellular matrix, ECM), καθώς και από πολλαπλασιασμό, μετανάστευση 

και συσσώρευση μεσεγχυματικών κυττάρων και ινοβλαστών.218 Παρά τις διαφορές 

που παρατηρούνται στις χρόνιες φλεγμονώδεις αντιδράσεις σε διαφορετικά όργανα 

(π.χ. αιτιολογία), υπάρχουν κάποια κοινά χαρακτηριστικά, όπως οι σοβαρές 

περιοδικές κρίσεις επιδείνωσης και ύφεσης της φλεγμονώδους αντίδρασης, η 

μετανάστευση στην περιοχή φλεγμονωδών κυττάρων (μακροφάγων, 

κοκκιοκυττάρων και Τ-κυττάρων) και η αυξημένη παραγωγή φλεγμονωδών 

κυτταροκινών. Συνέπεια των παραπάνω διαδικασιών είναι ο πολλαπλασιασμός 

ινοβλαστών στην περιοχή της χρόνιας φλεγμονής και η ακόλουθη διαφοροποίησή 

τους σε μυοϊνοβλάστες (μέσω της αλληλεπίδρασης με επιθηλιακά κύτταρα) με 

αποτέλεσμα την «άστοχη» αντίδραση επούλωσης τραύματος.218 Με το χρόνο, οι 

μεταβολές αυτές επιφέρουν εκτεταμένη ιστική αναδιοργάνωση και αντικατάσταση 

του φυσιολογικού παρεγχύματος από ινώδη ιστό. Παρά την ικανότητα ύφεσης της 

φλεγμονώδους αντίδρασης, η ανάπτυξη ινώδους ιστού με την επακόλουθη 

παραμόρφωση της αρχιτεκτονικής του έχει ως συνέπεια την εμφάνιση διαταραχών 

της λειτουργικότητας του προσβεβληθέντος οργάνου, που μπορεί να προκαλέσει 

έως και την ολοκληρωτική ανεπάρκειά του.218 

Οι μυοϊνοβλάστες αποτελούν κύτταρα-κλειδιά στη διαδικασία της ίνωσης αφού 

όταν ενεργοποιηθούν παράγουν κολλαγόνο και είναι υπεύθυνοι για την υπέρμετρη 

εναπόθεση συστατικών της ECM, που οδηγεί σε μείωση ή απώλεια της λειτουργίας 

του οργάνου στην περιοχή της φλεγμονής. Η αντικατάσταση των ινοβλαστών από 

τους μυοϊνοβλάστες συμβαίνει επειδή ο ρυθμός παραγωγής κολλαγόνου από τους 

ινοβλάστες είναι πολύ αργός και δε θα μπορούσε να καλύψει τις ανάγκες μιας 

διαδικασίας όπως η επούλωση τραύματος. 219  Ο μηχανισμός μετατροπής των 

ινοβλαστών σε μυοϊνοβλάστες δεν έχει πλήρως αποσαφηνιστεί αλλά πιθανούς 

βασικούς μεσολαβητές αυτής της διαδικασίας φαίνεται να αποτελούν ο TGF-β1 και ο 

αυξητικός παράγοντας του συνδετικού ιστού (connective tissue growth factor, 
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CTGF).218 H έκφραση του CTGF, που οφείλεται στη δράση του TGF-β1, φαίνεται 

να επάγεται μέσω των Smads και κυρίως του Smad3. Ωστόσο, πρόσφατα δεδομένα 

ενοχοποιούν τ ην ενεργοποίηση του μονοπατιού Rho/ROCK για την επαγόμενη από 

τον TGF-β1 ινωτική διαδικασία.218,220,221 Επιπροσθέτως, η αυξημένη έκφραση του 

κολλαγόνου α1 (ή τύπου IV) και της φιβρονεκτίνης, λόγω της δράσης των μορίων 

TGF-β1 και CTGF, επάγει την ινωτική διαδικασία.222 

Παράλληλα, ο TGF-β1 είναι η κύρια κυτταροκίνη που συμμετέχει στην in 

vivo και in vitro μετατροπή των επιθηλιακών κυττάρων σε μεσεγχυματικά 

(epithelial-mesenchymal transition, EMT) κατά τη διάρκεια μιας χρόνιας 

φλεγμονώδους αντίδρασης. 223, 224 Η μετατροπή αυτή προκαλεί αντικατάσταση του 

φαινοτύπου των επιθηλιακών κυττάρων από φαινότυπο μ εσεγχυματικών 

κυττάρων, με χαρακτηριστική μείωση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των κυττάρων, 

εμφάνιση μορφολογίας ινοβλαστών και μειωμένη κινητικότητα. 

Στην ινωτική διαδικασία, εκτός του TGF-β1, φαίνεται να συμμετέχουν και 

άλλες κυτταροκίνες, όπως η IL-1,225 ο TNF-α226 και οι PDGFs.227 Ωστόσο, σε όλες 

τις περιπτώσεις το τελικό αποτέλεσμα της ινωτικής διαδικασίας είναι η αυξημένη 

έκφραση γονιδίων του κολλαγόνου (Ι-IV) και φιβρονεκτίνης. 

3.4 Τα ηπατικά νοσήματα ως μοντέλο μελέτης της χρόνιας φλεγμονής 

3.4.1. Γενικές αρχές 

Ιογενείς λοιμώξεις 

Οι χρόνιες ιογενείς ηπατίτιδες Β (χρόνια ηπατίτιδα Β, ΧΗΒ) και C (χρόνια 

ηπατίτιδα C, ΧΗC), η μη αλκοολική ηπατίτιδα και στεατοηπατίτιδα, καθώς και οι 

ηπατίτιδες αυτοάνοσης αιτιολογίας, η φυσική πορεία των οποίων περιλαμβάνει και 

την εξέλιξη προς κίρρωση του ήπατος και ηπατοκυτταρικό καρκίνο, αποτελούν 

σημαντικά προβλήματα της δημόσιας υγείας με πολλές κοινωνικές και οικονομικές 

επιπτώσεις.228,229 

Ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας εκτιμά ότι 2 περίπου δισ. άτομα έχουν 

προσβληθεί από τον ιό της ηπατίτιδας Β (hepatitis B virus, HBV) και ότι υπάρχουν 

περίπου 350 εκατομμύρια χρόνιοι φορείς του ιού Β, το 1/3 των οποίων θα οδηγηθεί 

σε χρόνια ηπατική νόσο (χρόνια ηπατίτιδα και κίρρωση) και σπανίως σε πρωτοπαθή 

ηπατοκυτταρικό καρκίνο.228 Όσον αφορά τη λοίμωξη από τον ιό της ηπατίτιδας C 

(hepatitis C virus, HCV), αποτελεί την αιτία του 70% των περιπτώσεων χρόνιας 

ηπατίτιδας, του 40% των περιπτώσεων κίρρωσης τελικού σταδίου, του 60% των 
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περιπτώσεων ηπατοκυτταρικού καρκίνου και του 30% των περιπτώσεων 

μεταμοσχεύσεων ήπατος. Υπολογίζεται ότι ο επιπολασμός της είναι σημαντικός (0,5-

4%) στο γενικό πληθυσμό, ενώ η νοσηρότητα και η θνητότητα από τη λοίμωξη 

αναμένεται να αυξηθεί σημαντικά τις δύο επόμενες δεκαετίες.229,230 

Η ΧΗΒ εκτός από ποικίλες εκδηλώσεις και ευρήματα παρουσιάζει και 

σημαντικές διαφορές στην εξέλιξη και στην πρόγνωση. Η πορεία της νόσου φαίνεται 

να καθορίζεται από αλληλεπιδράσεις παραγόντων του ξενιστή με παράγοντες του 

ιού. Η φυσική πορεία της λοίμωξης καθορίζεται από τη βιοχημική, ιστολογική, 

ορολογική και ιολογική εικόνα του ασθενούς και χωρίζεται σε 4 φάσεις: α) ανοχής, 

β) ορομετατροπής, γ) ενσωμάτωσης και δ) ενεργοποίησης, ενώ η εξέλιξή της, που 

διαρκεί από λίγα έτη έως και αρκετές δεκαετίες, έχει τροποποιηθεί λόγω 

αποτελεσματικών αντιϊκών θεραπευτικών παρεμβάσεων.231 Η θεραπεία της ΧΗΒ έχει 

ως βάση την χρήση της ιντερφερόνης-α (IFN-α) που τα τελευταία χρόνια έχει 

αντικατασταθεί από την μακράς διάρκειας δράσης πεγκυλιωμένη ιντερφερόνη-α 

(pegylated IFN- α, Peg-IFN-a).228 Επιπρόσθετα, η έρευνα για νέες 

αποτελεσματικότερες μορφές θεραπευτικής αντιμετώπισης της χρόνιας HBV 

λοίμωξης προσανατολίσθηκε στη χρησιμοποίηση νουκλεοσιδικών αναλόγων 

(lamivudine, adefovir, entecavir, telbivudine, και tenofovir), τα οποία παρουσιάζουν 

λιγότερες παρενέργειες και αποτελούν ισχυρότερους αναστολείς του ιϊκού 

πολλαπλασιασμού από την ΙFN-α.228 Σύγχρονα επιστημονικά δεδομένα 

υποδεικνύουν την χρήση σε μελλοντικές μελέτες θεραπευτικού συνδυασμού αντι-

ιϊκών φαρμάκων επί μακρό χρονικό διάστημα, με αθροιστικές ή συνεργικές ιδιότητες 

όσον αφορά την αύξηση της αποτελεσματικότητας αναστολής του ιϊκού 

πολλαπλασιασμού.232 Η πιθανή αθροιστική ή και συνεργική αντι-ϊκή δράση οδήγησε 

στον σχεδιασμό κλινικών μελετών του συνδυασμού σε διαφορετικές κατηγορίες 

ασθενών. Τα αποτελέσματά τους, παρά το γεγονός της παρόμοιας βιοχημικής και 

ιολογικής ανταπόκρισης σε θεραπείες καθορισμένου χρόνου (1 έτους) δεν είναι 

διαφορετικά και δεν είναι γνωστό αν είναι διακριτά όσον αφορά τη μοριακή βιολογία 

των διαβιβαστών της χρόνιας ηπατικής φλεγμονής και ίνωσης.228,233 

Από την άλλη, η ΧHC είναι μια σύνθετη ιογενής ηπατοπάθεια με μηχανισμούς 

παθογένεσης και εξέλιξης της χρόνιας φλεγμονής που χρήζουν περαιτέρω 

κατανόησης.230, 234  Ωστόσο, κύριο ρόλο στην καταστροφή των ηπατοκυττάρων 

φαίνεται ότι διαδραματίζει η ανοσιακή αντίδραση του ξενιστή. Παράλληλα, το 

ερευνητικό ενδιαφέρον στρέφεται στη μελέτη ενδοκυτταρικών φαινομένων 

μοριακής αλληλεπίδρασης του HCV με τα ηπατοκύτταρα, φαινομένων αυξημένης 

απόπτωσης/νέκρωσης, καθώς και στη συμμετοχή κυτταροκινών (όπως ο ΤGF-

β1).230,234. Επιδημιολογικές μελέτες έχουν καταδείξει διαφορές στην εξέλιξη του 
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σταδίου της χρόνιας φλεγμονής των ασθενών με ΧHC που κυμαίνεται από βραδέως 

εξελισσόμενη έως ταχέως εξελισσόμενη ίνωση.230,234 Η σύγχρονη θεραπευτική 

αντιμετώπιση των ασθενών με χρόνια ηπατίτιδα C βασίζεται στη συνδυασμένη 

χορήγηση IFN-α και ριμπαβιρίνης.230,235 Η μακροχρόνια ιολογική ανταπόκριση στην 

θεραπεία ορίζεται ως η απουσία ανίχνευσης του HCV-RNA στον ορό 6 μήνες μετά τη 

διακοπή της θεραπείας, που στο 90% των περιπτώσεων είναι διαρκούσα. Είναι το 

μόνο θεραπευτικό αποτέλεσμα που κατά γενική παραδοχή επιφέρει θετική για τους 

ασθενείς τροποποίηση της φυσικής ιστορίας και βελτίωση της πρόγνωσης της 

χρόνιας ηπατίτιδας C. Αν και οι παραπάνω θεραπευτικές παρεμβάσεις έχουν αλλάξει 

σημαντικά τη φυσική πορεία των χρόνιων λοιμώξεων από τους ιούς HBV και HCV, 

ένα σημαντικό ποσοστό των ασθενών δεν παρουσιάζει κανένα όφελος από τις 

παραπάνω θεραπείες με αποτέλεσμα την περαιτέρω εξέλιξη της νόσου. 

Μη αλκοολική λιπώδης διήθηση του ήπατος 

Η μη αλκοολική λιπώδης διήθηση ήπατος (non-alcoholic fatty liver disease, 

NAFLD) ή απλή στεάτωση ή λιπώδες ήπαρ αποτελεί τη συχνότερη αιτία διαταραχής 

της ηπατικής λειτουργίας επηρεάζοντας μεγάλο ποσοστό του πληθυσμού. 236  Η 

NAFLD ορίζεται ως η συσσώρευση λίπους υπό μορφή μεγάλων φυσαλίδων μέσα στο 

κυτταρόπλασμα των ηπατικών κυττάρων, σε αναλογία πάνω από το 5%-10% του 

βάρους του ήπατος. Πρόκειται για ένα σύνδρομο με ευρύ φάσμα κλινικών και 

ιστολογικών εκδηλώσεων που παρουσιάζεται σε άτομα με παράγοντες του 

μεταβολικού συνδρόμου (κεντρική παχυσαρκία, σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2, 

υπερλιπιδαιμία και αρτηριακή υπέρταση).236 Στα αρχικά στάδια της NAFLD, στα 

οποία αρχίζει και η συσσώρευση λιπώδους ιστού στο ήπαρ, δεν υπάρχουν κλινικά 

συμπτώματα και ιστολογικά έχουμε την απλή μακροφυσαλιδώδη ηπατική στεάτωση. 

Επιβεβαίωση της διάγνωσης γίνεται με απεικονιστικές τεχνικές (υπερηχογράφημα, 

αξονική τομογραφία), ωστόσο, η σταδιοποίηση της νόσου απαιτεί βιοψία 

ήπατος.237 Στα προχωρημένα όμως στάδια κυριαρχεί ιστολογικά η παρουσία της μη 

αλκοολικής στεατοηπατίτιδας (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) που 

χαρακτηρίζεται, εκτός από την μεγαλοφυσαλλιδώδη ηπατική στεάτωση και τη 

λοβιδιακή φλεγμονή, από: α) κυστική εκφύλιση (ballooning degeneration) των 

ηπατοκυττάρων της ζώνης ΙΙΙ του ηπατικού λοβίου, β) παρουσία σωματίων 

υαλίνης Mallory και γ) περικολποειδική ίνωση (perisinusoidal fibrosis).238 

Τα υπάρχοντα βιβλιογραφικά δεδομένα δείχνουν ότι η NAFLD δεν αποτελεί 

απλώς δείκτη, αλλά παράγοντα κινδύνου για την εμφάνιση καρδιαγγειακής νόσου. 

Επιπλέον, το 10% των περιπτώσεων στεάτωσης εξελίσσεται σε NASH και το 35% 

των περιπτώσεων NASH εξελίσσεται σε ηπατική ίνωση.236, 239  Εξ αυτών, το 15% 

αναπτύσσει κίρρωση, ηπατική ανεπάρκεια και τελικά ηπατοκυτταρικό καρκίνο (σε 
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μικρότερο, βέβαια, ποσοστό από τους ασθενείς με χρόνια ιογενή ηπατίτιδα). 236,239 

Σε πολυετή μελέτη παρακολούθησης, το 50% των ατόμων με NAFLD δεν 

παρουσίασε καμία εξέλιξη της ηπατικής βλάβης, το 4% παρουσίασε βελτίωση και το 

27% ανέπτυξε ίνωση, από το οποίο το 19% κατέληξε σε κίρρωση.240,241 Τα άτομα 

που έχουν κλινικά μόνο στεάτωση έχουν καλύτερη πρόγνωση, ενώ παράγοντες 

κινδύνου εξέλιξης προς κίρρωση αποτελούν η παχυσαρκία και ο σακχαρώδης 

διαβήτης τύπου 2. Ως εκ τούτου, και στα πλαίσιο της έλλειψης ειδικής θεραπείας 

που να στοχεύει αποκλειστικά στην NAFLD, η θεραπευτική αντιμετώπιση 

περιλαμβάνει τη θεραπεία των επιμέρους παραγόντων κινδύνου (όπως της 

παχυσαρκίας,  τη ς  υπερλιπιδαιμίας, του σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2, καθώς και 

του κοινού παρονομαστή αυτών που είναι η αντίσταση στην ινσουλίνη).240,241 

Φάρμακα όπως η μετφορμίνη και τα νεότερα, όπως οι θειαζολινεδιόνες (αγωνιστές 

PPAR-γ) που μειώνουν την αντίσταση στην ινσουλίνη, φαίνεται να μειώνουν τις 

τρανσαμινάσες χωρίς όμως να έχει αποδειχθεί ότι βελτιώνουν και την ιστολογική 

εικόνα.242,243 Ειδικά οι θειαζολινεδιόνες φαίνεται να δρούν επιπλέον στην μείωση 

της ενεργοποίησης των αστεροειδών κυττάρων, γεγονός που υποδεικνύει πιθανά 

σημαντικά πλεονεκτήματα όσον αφορά την ίνωση στην NASH. 

Αυτοάνοσα ηπατικά νοσήματα 

Τα αυτοάνοσα νοσήματα του ήπατος είναι οργανοειδικά, χρόνια φλεγμονώδη 

νοσήματα αγνώστου αιτιολογίας με παθογένεια που οφείλεται σε αυτοάνοση 

απάντηση έναντι ηπατικών κυττάρων-στόχων (ηπατοκύτταρα ή χολαγγειοκύτταρα) 

σε γενετικά προδιατεθειμένα άτομα. Η αυτοάνοση ηπατίτιδα (ΑΗ) και η 

πρωτοπαθής χολική κίρρωση (primary biliary cirrhosis, PBC) είναι δύο από τα 

συχνότερα αυτοάνοσα ηπατικά νοσήματα, ωστόσο, αρκετά συχνά στην κλινική 

πράξη παρατηρούνται και σύνδρομα επικάλυψης (overlap syndromes), καθώς και 

οριακές μορφές (outlier syndromes) των παραπάνω νοσημάτων. 244 , 245  Η ΑΗ 

οφείλεται σε διαταραχές της ικανότητας αυτο-ανοχής (self-tolerance) του ανοσιακού 

συστήματος που οδηγεί στην υπέρμετρη αυτο-ενεργοποίηση ανοσιακών μηχανισμών. 

Συγκεκριμένα, κυτταροτοξικά λεμφοκύτταρα διηθούν το ήπαρ και στρέφονται έναντι 

φυσιολογικών ηπατοκυττάρων που εκφράζουν επιτόπους έναντι των οποίων τα 

λεμφοκύτταρα έχουν ευαισθητοποιηθεί, με αποτέλεσμα την πρόκληση χρόνιας 

φλεγμονώδους αντίδρασης στο ήπαρ και νέκρωση των ηπατοκυττάρων. Η ΑΗ 

προσβάλλει όλες τις ηλικιακές ομάδες και μπορεί να υποδιαγιγνώσκεται σε 

ηλικιωμένα άτομα. Οι ασυμπτωματικοί ασθενείς έχουν κατά κανόνα ήπια νόσο, 

ωστόσο η πλειονότητα των ασθενών θα αναπτύξει ίνωση και κίρρωση του ήπατος. Η 

ανοσοκατασταλτική αγωγή (πρεδνιζόνη μόνη της ή σε συνδυασμό με αζαθειοπρίμη) 
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που φαίνεται να μειώνει και την ηπατική ίνωση, αποτελεί τη θεραπεία πρώτης 

επιλογής γι αυτούς τους αρρώστους.244 

Η PBC αποτελεί χρόνια χολοστατική νόσο του ήπατος που προσβάλει κυρίως 

γυναίκες μέσης ηλικίας και χαρακτηρίζεται από προοδευτική καταστροφή των 

ενδοηπατικών χοληφόρων. Αν και η ακριβής αιτιοπαθογένεια της PBC παραμένει 

άγνωστη, η γενετική προδιάθεση, καθώς και διαταραχές της χυμικής και κυτταρικής 

ανοσίας φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο στην εμφάνιση της νόσου. Η PBC 

ακολουθεί μια εξελικτική πορεία χωρίς αυτόματες υφέσεις που οδηγεί σε 

ηπατοκυτταρική βλάβη (πιθανά από τη δράση των χολικών οξέων) και στη 

χαρακτηριστική χολικού τύπου διαβρωτική νέκρωση, πυλαία ίνωση και κίρρωση. 

Όπως και στην ΑΗ, οι ασυμπτωματικοί ασθενείς παρουσιάζουν καλύτερη πορεία 

(μέση επιβίωση 16 έτη) από τους συμπτωματικούς (μέση επιβίωση 6-8 χρόνια, 

χωρίς μεταμόσχευση). Ειδική θεραπεία για την PBC δεν υπάρχει και η θεραπευτική 

αντιμετώπιση είναι συμπτωματική σκοπεύοντας στην ανακούφιση των ασθενών από 

τα συμπτώματα και τις επιπλοκές της νόσου (όπως, αδυναμία, κνησμό, ίκτερο, 

οστική νόσο-οστεοπόρωση και συνοδά αυτοάνοσα νοσήματα). Τα φάρμακα που 

έχουν χρησιμοποιηθεί μέχρι τώρα στην αντιμετώπιση του νοσήματος είναι το 

αρκτοδεοξυχολικό οξύ (που αποτελεί τη μόνη εγκεκριμένη και ασφαλή θεραπεία, 

έως τώρα), ανοσοκατασταλτικά φάρμακα (όπως, η μεθοτρεξάτη, τα 

κορτικοστεροειδή και η κυκλοσπορίνη) και αντι-ινωτικές αγωγές (D-πενικιλλαμίνη 

και κολχικίνη).245 

3.4.2. Χρόνια ηπατική φλεγμονή, ανοσορρύθμιση και ίνωση 

Στην οξεία ιογενή ηπατίτιδα η θανάτωση των προσβεβλημένων 

ηπατοκυττάρων και κατ’ επέκταση η κάθαρση από τον ιό μεσολαβείται από τα 

κυτταροτοξικά Τ-κύτταρα (cytotocix T lymphocytes, CTLs). Ωστόσο, οι ιοί έχουν 

αναπτύξει μηχανισμούς ανοσιακής διαφυγής με αποτέλεσμα την ανάπτυξη χρόνιας 

φλεγμονής στο ήπαρ σε ένα σημαντικό ποσοστό ασθενών. Η ανοσιακή απάντηση 

του οργανισμού κατά την οξεία και τη χρόνια φλεγμονή διαφέρει ανάλογα με τον 

τύπο του ιού. Συγκεκριμένα, στην HBV λοίμωξη οι αντι-ιϊκές κυτταροκίνες που 

παράγονται από τα CTLs αναστέλλουν τον κύκλο ζωής του ιού, ενώ στην περίπτωση 

της HCV λοίμωξης ο ιός ανοσοδιαφεύγει οδηγώντας σε χρονιότητα παρά την 

παρουσία έντονης CTL απάντησης. 246  Στα αυτοάνοσα ηπατικά νοσήματα οι 

παθογενετικοί μηχανισμοί που οδηγούν σε αυτοάνοση αντίδραση είναι άγνωστοι, 

ενώ στην περίπτωση της ΑΗ έχει προταθεί ότι ξένα αντιγόνα προσομοιάζουν με ίδια 

αντιγόνα (φαινόμενο μοριακής μίμησης) και πιθανώς ενεργοποιούν έναν 

ετερόκλητο αριθμό λεμφοκυττάρων πυροδοτώντας την ανοσιακή απάντηση.244 Από 
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την άλλη, ο ρόλος του ανοσιακού συστήματος κατά την παθογένεια και την εξέλιξη 

της NAFLD είναι εν πολλοίς άγνωστος. 

Πρόσφατα βιβλιογραφικά δεδομένα δείχνουν ότι στα περισσότερα ηπατικά 

νοσήματα παρατηρείται απορρύθμιση των φυσιολογικών μηχανισμών της 

απόπτωσης. Μελέτες σε χρόνιες ιογενείς λοιμώξεις του ήπατος έχουν αρχίσει να 

αναδεικνύουν τον πιθανό διττό ρόλο των αποπτωτικών μηχανισμών, αφενός μεν 

στην πρόκληση ηπατικής βλάβης από το ανοσιακό σύστημα του οργανισμού, 

αφετέρου δε στη διαιώνιση αυτών των λοιμώξεων με την αντίσταση στην 

απόπτωση των μολυσμένων από ιό ηπατοκυττάρων. Μάλιστα, αυξημένη απόπτωση 

των κυττάρων μπορεί να οδηγήσει σε σοβαρή βλάβη του ηπατικού ιστού, κάτι που 

καταδεικνύεται από την πρόκληση θανατηφόρας ηπατικής ανεπάρκειας σε ποντίκια 

μετά από πειραματική επαγωγή απόπτωσης.247 Όπως προαναφέρθηκε, τα κύτταρα 

οδηγούνται σε αποπτωτικό θάνατο είτε λόγω δυσλειτουργίας των μιτοχονδρίων, 

είτε μέσω ενεργοποίησης επιφανειακών υποδοχέων θανάτου οδηγώντας στην 

ενεργοποίηση των κασπασών με αποτέλεσμα τον κυτταρικό θάνατο.248 H απόπτωση 

που παρατηρείται στο ήπαρ κατά τη διάρκεια των ιογενών λοιμώξεων οφείλεται στη 

δράση των CTLs που ενεργοποιούν μονοπάτια, όπως αυτό των Fas-FasL, του TNF-α 

και του συστήματος περφορίνης/κοκκιοενζύμων.187, 249 , 250 Αρκετές μελέτες έχουν 

δείξει ότι τα ηπατοκύτταρα εκφράζουν Fas, TNF-R1, TRAIL-R1 και TRAIL-R2.250 

Στις ΧΗΒ και ΧΗC, για παράδειγμα, τα CTLs που διηθούν το ήπαρ χρησιμοποιούν το 

συνδέτη FasL για να καθαίρουν τα μολυσμένα από τον ιό ηπατοκύτταρα, τα οποία 

εκφράζουν τον υποδοχέα Fas στην επιφάνειά τους («το φιλί του θανάτου» των Τ-

κυττάρων).251,252,253 Πράγματι, διαγονιδιακά ποντίκια που εξέφραζαν στο ήπαρ τους 

είτε το HBsAg, είτε δομικές πρωτεΐνες του HCV εμφάνισαν ηπατική βλάβη έπειτα 

από μεταμόσχευση ειδικών για τον HBV ή τον HCV, αντίστοιχα, FasL+ 

κυτταροτοξικών Τ-κυττάρων.254, 255 Στον άνθρωπο έχει βρεθεί αυξημένη έκφραση 

του Fas σε βιοψίες ήπατος ασθενών με ΧΗΒ256,257,258 και ΧΗC,258,259,260 συγκριτικά 

με φυσιολογικούς μάρτυρες. Επιπλέον τα επίπεδα του διαλυτού Fas στον ορό 

ασθενών με ΧΗΒ σχετίζονται με τον βαθμό ενεργού δραστηριότητας της νόσου.261 

Από την άλλη μεριά, έκφραση του FasL έχει περιγραφεί μόνο στον ηπατικό ιστό 

ασθενών με ΧΗΒ κι όχι σε φυσιολογικούς μάρτυρες, ενώ εντοπίζεται σε περιοχές 

διαβρωτικής νέκρωσης και στην περιφέρεια των κιρρωτικών όζων σε ανατομική 

γειτνίαση με περιοχές λεμφοκυτταρικών διηθήσεων.256, 262  Ενώ η σημασία της 

ενεργοποίησης των Fas και TNFR1 στην επαγωγή της απόπτωσης των 

ηπατοκυττάρων είναι καλά τεκμηριωμένη σήμερα, τόσο in vitro όσο και in vivo,250 

η πιθανή ηπατοτοξική δράση του TRAIL είναι μέχρι σήμερα αμφιλεγόμενη. 263 

Μελέτες καταδεικνύουν ότι κάποιες ιϊκές πρωτεΐνες συμβάλλουν κι αυτές στην 

επιβίωση του ιού και στη διαιώνιση της λοίμωξης αναστέλλοντας την 
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απόπτωση, 264, 265, 266 ενώ άλλες, όπως για παράδειγμα η πρωτεΐνη Χ του ιού της 

ηπατίτιδας Β, επάγουν την απόπτωση των ηπατοκυττάρων. 267 , 268  Εντέλει, η 

ισορροπία μεταξύ αποπτωτικών και αντι-αποπτωτικών ερεθισμάτων καθορίζει την 

επιβίωση των μολυσμένων από ιό ηπατοκυττάρων. Επιπρόσθετα, έχει προταθεί ότι 

διαταραχές της απόπτωσης, μπορεί να παρατηρηθούν κατά τη διαδικασία της 

καρκινογένεσης, όπως για παράδειγμα η απώλεια έκφρασης Fas από τα 

ηπατοκύτταρα, που οδηγεί σε διαφυγή από την κυτταροτοξική δράση των CTLs, 

επάγοντας την επιβίωση προ-νεοπλασματικών ηπατοκυττάρων.269 

Είναι αξιοσημείωτο, ότι τα τελευταία χρόνια υπάρχει αυξανόμενο ενδιαφέρον 

για το ρόλο των Tregs στην παθογένεια και την εξέλιξη της χρόνιας ιογενούς 

ηπατίτιδας. Έχει προταθεί ότι η ενεργοποίηση και συσσώρευση αυτών των 

κυττάρων κατά τη διάρκεια της ιογενούς ηπατικής φλεγμονής είναι αυτή που 

οδηγεί σε ανεπαρκή ανοσιακή απάντηση και χρονιότητα της φλεγμονής, λόγω 

εμμένουσας ιογενούς λοίμωξης. Σε αυτό συνηγορούν μελέτες που  καταδεικνύουν  

αυξημένη έκφραση Foxp3 στο περιφερικό αίμα, καθώς και αυξημένη παρουσία 

ρυθμιστικών κυττάρων στον προσβεβλημένο ηπατικό ιστό, ασθενών με χρόνια 

ιογενή ηπατίτιδα.137,138 Ωστόσο, τα ευρήματα αυτά θα πρέπει να αντιμετωπιστούν 

με αρκετή επιφύλαξη, γιατί όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η απουσία των Tregs 

αποτελεί την αιτία ανεξέλεγκτων ανοσιακών απαντήσεων και γενικευμένης 

καταστροφικής αυτοάνοσης φλεγμονώδους αντίδρασης των ιστών.217 

Πρόσφατες μελέτες σε ένα μοντέλο ηπατικής φλεγμονής ποντικών, 

προκαλούμενης από κονκαβαλαμίνη (Con-A), κατέδειξαν επιδείνωση της φλεγμονής 

μετά από μείωση των Foxp3+ Tregs και βελτίωσή της έπειτα από εξωγενή 

χορήγησή τους με έναν TGF-β-εξαρτώμενο τρόπο δράσης. 270  Τα παραπάνω 

αποτελέσματα υποδεικνύουν την πιθανή προστατευτική δράση της 

ανοσορρύθμισης κατά τη διάρκεια οξείας ή χρόνιας ηπατικής φλεγμονής. Από την 

άλλη μεριά, ο ρόλος της ανοσορρύθμισης και ειδικότερα των Tregs στην NAFLD, 

που όπως αναφέρθηκε παραπάνω αποτελεί τη συχνότερη ηπατοπάθεια, δεν έχει 

μελετηθεί εκτενώς μέχρι σήμερα. 

Σημαντικό ρόλο στη παθογένεια και την εξέλιξη της χρόνιας φλεγμονής 

διαδραματίζουν κυτταροκίνες της υπεροικογένειας του TGF-β οι οποίες 

συμμετέχουν σε ένα πλήθος φυσιολογικών λειτουργιών (π.χ., εμβρυογένεση, 

ομοιόσταση του ανοσιακού συστήματος, χημειοταξία, κτλ.), ενώ κατέχουν 

ανοσορρυθμιστικές ιδιότητες. Μεταξύ αυτών, ο TGF-β1 εμφανίζει 

ανοσοκατασταλτικές ιδιότητες, χαρακτηρίζει τα pTregs και έχει την ικανότητα να 

επάγει παροδικά την έκφραση Foxp3 in vitro. Παράλληλα, αποτελεί την 

κυτταροκίνη που επάγει τη διαδικασία επούλωσης τραύματος και σε παθολογικές 
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καταστάσεις, την ίνωση.213,218, 271 , 272 , 273  Σε καταστάσεις χρόνιας ηπατικής 

φλεγμονής, η υπερπαραγωγή του TGF-β1 έχει συσχετιστεί με μεγάλη εναπόθεση 

ινώδους ιστού που τελικά οδηγεί σε ίνωση και κίρρωση του ήπατος.273 

Συγκεκριμένα, ο TGF-β1 ενεργοποιεί τα αστεροειδή κύτταρα του ήπατος (hepatic 

stelate cells, HSCs) και αυξάνει την παραγωγή κολλαγόνου από αυτά, 274 ενώ η 

υπερέκφρασή του σε διαγονιδιακά πειραματόζωα οδηγεί σε ίνωση στους νεφρούς, 

στο ήπαρ και στους πνεύμονες. 275  Σήμερα, η αναστολή της οδού μετάδοσης 

σήματος του TGF-β αποτελεί μια ελπιδοφόρο προσέγγιση στη θεραπεία τόσο της 

ίνωσης/κίρρωσης, αλλά και του καρκίνου. Ιδιαίτερα ενδιαφέρον είναι το γεγονός 

ότι η επιτυχής θεραπεία ασθενών με ΧΗC ή με ΑΗ (με IFN-α και με πρεδνιζόνη, 

αντίστοιχα) συσχετίστηκε με μείωση των επιπέδων του TGF-β1 στον ορό. 276 , 277 

Ωστόσο, έχει πρόσφατα προταθεί, ότι απαιτείται συνδυασμός ενεργοποίησης του 

μονοπατιού του TGF-β με απενεργοποίηση άλλων ενδοκυττάριων μονοπατιών 

(όπως των STΑΤ5) για την επαγωγή χρόνιας ηπατικής νόσου και 

καρκινογένεσης.278 

Από τα παραπάνω γίνεται εύκολα αντιληπτή η κομβική σημασία της οδού 

μετάδοσης σήματος του TGF-β στην ανάπτυξη ίνωσης, την εξέλιξη των χρόνιων 

ηπατοπαθειών και την κίρρωση. Αν και η γνώση σχετικά με τη σηματοδότηση του 

TGF-β έχει αυξηθεί σημαντικά τα τελευταία χρόνια, η σημασία των διαφόρων 

κυτταροκινών της υπεροικογένειας, τόσο στην φυσιολογία όσο και στην νοσολογία 

της ίνωσης, δεν είναι απόλυτα διευκρινισμένη, αφού σχεδόν αποκλειστικά από όλα 

τα μόρια έχει μελετηθεί ο ΤGF-β1. Ποια μέλη της οικογένειας του TGF-β, ποιοι 

υποδοχείς και ποια ενδοκυττάρια μόρια μεταγωγής σήματος παίζουν ρόλο στην 

ανάπτυξη ίνωσης και τελικά κίρρωσης του ήπατος δεν είναι απόλυτα διευκρινισμένο, 

ενώ δεν έχει μελετηθεί μέχρι σήμερα η σχέση της θεραπευτικής παρέμβασης (IFN-α, 

ριμπαβιρίνη και νουκλεοσιδικά ανάλογα) με τους ενδοκυττάριους μηχανισμούς 

ενεργοποίησης του TGF-β. 

3.5 Η οστεοαρθρίτιδα ως μοντέλο μελέτης της χρόνιας φλεγμονής 

Η οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) είναι η πιο συχνή μορφή αρθρίτιδας παγκοσμίως, μια 

σημαντική αιτία πόνου των αρθρώσεων και κινητικών δυσκολιών, καθώς και η πιο 

κοινή αιτία για ολική αρθροπλαστική του ισχίου και του γόνατος. Σε πρόσφατη 

πανελλήνια επιδημιολογική μελέτη για τις ρευματικές παθήσεις, βρέθηκε ότι η 

συμπτωματική ΟΑ των αρθρώσεων των άνω και κάτω άκρων έχει σημαντικές 

δυσμενείς επιπτώσεις στο κοινωνικό σύνολο και στην εθνική οικονομία της Ελλάδος, 

αφού είναι το τρίτο κατά σειρά συχνότητας αίτιο μακροχρόνιας λειτουργικής 
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ανικανότητας, μετά από την ομάδα των υπολοίπων ρευματικών παθήσεων και την 

ομάδα των καρδιαγγειακών παθήσεων.279 Στη χώρα μας, ο συνολικός επιπολασμός 

της συμπτωματικής ΟΑ,που αφορά τις αρθρώσεις τόσο των άνω και κάτω άκρων 

όσο και της σπονδυλικής στήλης, ανέρχεται στο 13,1% των ενηλίκων. Το νόσημα 

εμφανίζεται συχνότερα στις γυναίκες, ενώ η συχνότητά του αυξάνει σημαντικά 

προϊούσης της ηλικίας. Από όλες τις εντοπίσεις της συμπτωματικής ΟΑ συχνότερη 

είναι η εκφυλιστική σπονδυλαρθροπάθεια (6,9%) και ακολουθούν η ΟΑ του 

γόνατος (6%), των άνω άκρων (2%) και του ισχίου (0,9%). Περίπου το 20% των 

ασθενών με συμπτωματική ΟΑ παρουσιάζουν δύο ή περισσότερες από τις 

παραπάνω εντοπίσεις.280 

Τα τελευταία χρόνια, η προσοχή έχει στραφεί στο ρόλο της φλεγμονής του 

αρθρικού υμένα (synovitis) στην ΟΑ, μολονότι παραδοσιακά δε θεωρείται ως μία 

κλασική φλεγμονώδης αρθροπάθεια, λόγω της σχετικής έλλειψης ουδετερόφιλων 

στο αρθρικό υγρό και της έλλειψης συστηματικών εκδηλώσεων φλεγμονής. Ωστόσο, 

η OA συχνά συνδέεται με σημεία και συμπτώματα της φλεγμονής, όπως πόνο στις 

αρθρώσεις, οίδημα και δυσκαμψία που οδηγούν από σημαντική δυσλειτουργία έως 

και αναπηρία. 281  Είναι πλέον γνωστό ότι η φλεγμονή του υμένα αποτελεί 

χαρακτηριστικό εύρημα, τόσο στην πρώιμη όσο και στην προχωρημένη ΟΑ, 

προσφέροντας ένα πιθανό θεραπευτικό στόχο. Μελέτες σε αρθρικό υμένα από τα 

γόνατα ασθενών με ΟΑ (που λαμβάνονται σε αρθροσκόπηση για τον πόνο στο 

γόνατο ή κατά την αντικατάσταση της άρθρωσης) έχουν καταδείξει βασικές 

αλλαγές στον υμένα, οι οποίες, αν και είναι πιο έντονες στα προχωρημένα στάδια, 

είναι παρούσες από τα πρώιμα στάδια του νοσήματος. 282,283 Αυτές οι βλάβες του 

αρθρικού υμένα περιλαμβάνουν: α) υπερπλασία του υμένα, β) αυξημένη 

αγγειοβρίθεια και γ) διήθηση φλεγμονωδών κυττάρων. Η ιστολογία του αρθρικού 

υμένα εμφανίζει ένα ευρύ φάσμα χαρακτηριστικών που κυμαίνεται από έντονη 

υπερπλασία της επενδυτικής στοιβάδας, με έντονη διήθηση κυττάρων (κυρίως 

λεμφοκυττάρων και μονοκυττάρων), έως υπερπλασία του αρθρικού υμένα με ινώδη 

ιστό.284 Η ίνωση του αρθρικού υμένα συναντάται συχνά στη ΟΑ και ιδιαίτερα στα 

προχωρημένα στάδια του νοσήματος.282 

Παρά το γεγονός ότι εξακολουθεί να υπάρχει συζήτηση σχετικά με τον 

ουσιαστικό ρόλο της φλεγμονής του αρθρικού υμένα στην ΟΑ, η διήθηση του 

αρθρικού υγρού με ενεργοποιημένα Β- και Τ-λεμφοκύτταρα, καθώς και η 

υπερέκφραση φλεγμονωδών μεσολαβητών είναι κοινή, τόσο στα πρώιμα όσο και 

στα προχωρημένα στάδια της νόσου. 285  Μελέτη σε 41 ασθενείς με ΟΑ που 

παρουσιάστηκαν με πόνο ή και οίδημα γόνατος κατέδειξε διήθηση από Β-κύτταρα 

στο ήμισυ των ασθενών.286 Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι οι ασθενείς με πρώιμη 
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ΟΑ εμφανίζουν υψηλότερα επίπεδα διήθησης από μονοπύρηνα κύτταρα στον 

αρθρικό υμένα συγκριτικά με ασθενείς με βαρύτερη νόσο, καθώς και υψηλότερη 

έκφραση φλεγμονωδών μεσολαβητών, συμπεριλαμβανομένης της IL-1, του TNF-α, 

του αγγειακού ενδοθηλιακού αυξητικού παράγοντα (vascular endothelial growth 

factor alpha, VEGF) και μορίων προσκόλλησης.285 Αυξημένη παραγωγή των 

φλεγμονωδών κυτταροκινών IL-1α, IL -1β και TNF-α έχει περιγραφεί στον αρθρικό 

υμένα, τόσο σε ήπια, όσο και σε σοβαρή ΟΑ, ωστόσο οι κυτταροκίνες αυτές 

φαίνεται να αυξάνουν σημαντικά στη μέτρια και σοβαρή ΟΑ, πιθανά λόγω αύξησης 

των κυττάρων του στρώματος του αρθρικού υμένα.287 Υπάρχουν επίσης ενδείξεις 

για διήθηση και παρουσία ενεργοποιημένων Τ-κυττάρων, καθώς και παραγωγή Th1 

κυτταροκινών (για παράδειγμα, IFN-γ) στον αρθρικό υμένα στην ΟΑ.288 

Σημαντικό ρόλο στην παθογένεια της ΟΑ φαίνεται να διαδραματίζουν οι 

αυξητικοί παράγοντες και οι κυτταροκίνες που παράγονται από το φλεγμαίνοντα 

αρθρικό υμένα και τα ενεργοποιημένα χονδροκύτταρα.281,287, 289  Αυτά τα μόρια 

μπορούν αρχικά να παράγονται από τον υμένα και έπειτα να διαχέονται μέσα στο 

χόνδρο μέσω του αρθρικού υγρού.281 Κατά την τελευταία δεκαετία, in vitro και in 

vivo μελέτες έχουν αποκαλύψει ότι κυρίαρχο ρόλο μεταξύ των φλεγμονωδών και 

καταβολικών κυτταροκινών στην έναρξη και την εξέλιξη της βλάβης του αρθρικού 

χόνδρου στην ΟΑ κατέχουν η IL-1 και ο TNF-α.289 Αυτές οι κυτταροκίνες είναι 

ικανές να διεγείρουν την παραγωγή από τα χονδροκύτταρα μορίων (όπως, 

μεταλλοπρωτεϊνάσες, ΜΜPs) που αποικοδομούν πρωτεΐνες της ECM και κολλαγόνο. 

Ακολούθως, τα χονδροκύτταρα παράγουν περαιτέρω IL-1, η οποία στη συνέχεια 

ενισχύει την περαιτέρω παραγωγή ΜΜΡs. Τα αυξημένα επίπεδα καταβολικών 

ενζύμων, προσταγλανδινών, οξειδίου του αζώτου (nitric oxide, ΝΟ) και άλλων 

δεικτών στο αρθρικό υγρό και τον ιστό στην ΟΑ φαίνεται να σχετίζονται με 

αυξημένα επίπεδα της IL-1 και του TNF-α.289 Επιπρόσθετα, παρατηρείται αύξηση 

της IL-6 κατά τη διάρκεια της αρθρικής φλεγμονής, ενώ παράγεται από κύτταρα 

του αρθρικού υμένα, οστεοβλάστες και χονδροκύτταρα και μπορεί να ανιχνευθεί 

στο αρθρικό υγρό σε δείγματα αρθρώσεων ασθενών με ΟΑ.290 Από τα παραπάνω 

μπορεί κανείς να συνάγει ότι ο ρόλος της φλεγμονής του αρθρικού υμένα στην ΟΑ, 

αν και εν πολλοίς αδιευκρίνιστος, είναι κομβικής σημασίας. 

Κατά την τελευταία δεκαετία, η απόπτωση έχει αναγνωριστεί ως κρίσιμος 

παράγοντας υπεύθυνος για υποκυτταροβρίθεια στην ΟΑ. Μελέτες TUNEL ίn situ 

αλλά και ηλεκτρονικής μικροσκοπίας περιγράφουν αυξημένα επίπεδα απόπτωσης 

χονδροκυττάρων στον πάσχοντα ιστό, 291 , 292 , 293 , 294  ενώ η σοβαρότητα του 

νοσήματος έχει συσχετιστεί με επίταση της αποπτωτικής διαδικασίας.295,296,297 Από 

την άλλη μεριά, μελέτες στον αρθρικό υμένα με ΟΑ δείχνουν ότι η απόπτωση που 
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μεσολαβείται από το σύστημα Fas/FasL δεν παρατηρείται, συνήθως, στα κύτταρα 

του ιστού. 298, 299 Ωστόσο, αυτά τα κύτταρα εκφράζουν Fas στην επιφάνειά τους, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι μπορούν να γίνουν επιδεκτικά σε Fas-μεσολαβούμενη 

απόπτωση, ειδικά έπειτα από επίδραση με TNF-α.298,299, 300 Εκτός από το σύστημα 

Fas/FasL, ο συνδέτης θανάτου TRAIL φαίνεται να συμμετέχει στην απόπτωση των 

κυττάρων του αρθρικού υμένα. Πρόσφατες μελέτες σε ζωικά μοντέλα με 

φλεγμονώδη αρθρίτιδα απέδειξαν ότι το TRAIL είναι ικανό να διεγείρει την 

απόπτωση στον υμένα και παράλληλα να προκαλεί μείωση της φλεγμονής, γεγονός 

που υποδηλώνει πιθανό αντιφλεγμονώδη ρόλο.301,302 
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4. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ 

Δεδομένου του αδιευκρίνιστου ρόλου της ανοσορρύθμισης στην παθογένεση 

της χρόνιας φλεγμονής (διαφόρων ιστών και οργάνων), η παρούσα μελέτη 

σχεδιάστηκε με στόχο να διερευνηθεί ο ρόλος της ανοσορρύθμισης στην επαγόμενη 

από την απόπτωση φλεγμονή. Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η φλεγμονή που 

συνοδεύει τόσο τις χρόνιες ιογενείς ηπατίτιδες όσο και άλλες αυτοδραστικής 

παθογενετικής βάσεως καταστάσεις (π.χ. αυτοανοσία, στεατοηπατίτιδες, 

φαρμακευτικές ηπατίτιδες, κλπ), καθώς και η άσηπτη μηχανική χρόνια φλεγμονή 

του αρθρικού υμένα που χαρακτηρίζει την οστεοαρθρίτιδα. Ειδικότερα, η παρούσα 

μελέτη επιχείρησε να διερευνήσει τη συσχέτιση (σε πρωτεϊνικό και μοριακό επίπεδο) 

των οδών της απόπτωσης και της φλεγμονής με εκείνες των ανοσορρυθμιστικών 

οδών που εμπλέκονται στη λειτουργία των Tregs. Η μελέτη έγινε στο πλαίσιο του 

ενδιαφέροντος που υπάρχει παγκοσμίως σχετικά με την αποκάλυψη θεραπευτικών 

προσεγγίσεων με στόχο τα ρυθμιστικά κύτταρα (π.χ. μοριακή στόχευση του 

γονιδίου FOXP3). 

Αναλυτικά, στην παρούσα διατριβή 

1. μελετήθηκαν τα μόρια και τα ενδοκυττάρια μονοπάτια της απόπτωσης που 

ενεργοποιούνται κατά τη διάρκεια της φλεγμονής, σε σχέση με τη συσσώρευση 

ρυθμιστικών κυττάρων 

2. αναζητήθηκαν πιθανές διαφοροποιήσεις στην έκφραση των παραπάνω 

μορίων, ανάλογα με το αίτιο της ιστικής βλάβης 

3. μελετήθηκε το αποτέλεσμα της θεραπευτικής αγωγής (αντι-ιϊκή θεραπεία 

σε ασθενείς με ΧΗΒ) στη φλεγμονώδη διαδικασία στο ήπαρ και στους μηχανισμούς 

της ανοσορρύθμισης και της απόπτωσης 

4. έγινε προσπάθεια επιβεβαίωσης των πιθανών σχέσεων της ανοσορρύθμισης 

με την επαγόμενη από απόπτωση φλεγμονή σε ένα άλλο μοντέλο ανθρώπινης 

φλεγμονής, όπως η φλεγμονώδης αρθρίτιδα που συνοδεύει την οστεοαρθρίτιδα του 

γόνατος και του ισχίου  

5. τέλος, μελετήθηκε το μονοπάτι κυτταροκινών της υπεροικογένειας του 

TGF-β (-β1, -β2, -β3) και των ακτιβινών, που σχετίζονται με σοβαρή φλεγμονή και 

ίνωση. 
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1. ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΚΑΙ ΜΑΡΤΥΡΕΣ 

Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη Διακήρυξη του Ελσίνκι, έλαβε την 

έγκριση της Επιτροπής Δεοντολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας και του 

Αριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης και όλοι οι συμμετέχοντες παρείχαν την 

έγγραφη συγκατάθεσή τους. 

1.1 Ασθενείς με Χρόνια Ηπατικά Νοσήματα 

Το υλικό της μελέτης αποτέλεσαν βιοπτικά δείγματα ήπατος 101 ασθενών με 

χρόνια ηπατικά νοσήματα. Ελήφθησαν βιοψίες ήπατος από 18 ασθενείς με ΧΗC και 61 

ασθενείς με ΧΗΒ. Από τους ασθενείς με ΧΗΒ, οι 33 ήταν νεοδιαγνωσθέντες και 

αξιολογήθηκαν πριν από κάθε θεραπεία, 5 ανταποκρίθηκαν σε θεραπεία 48 εβδομάδων 

με Peg-IFNa2a ή αντι-ιϊκά φάρμακα και υποτροπίασαν μετά την απόσυρση της 

θεραπείας για 24 εβδομάδες, ενώ οι υπόλοιποι 23 βρίσκονταν σε συνεχή διατηρούμενη 

αντι-ιϊκή θεραπευτική απάντηση και ύφεση για διάστημα, τουλάχιστον 240 εβδομάδων 

(5 χρόνια) με εντεκαβίρη (entecavir). Όλοι οι ασθενείς είχαν HBV λοίμωξη γονοτύπου 

D και HBeAg-αρνητική χρόνια πάθηση ενώ κανένας δεν παρουσίαζε ταυτόχρονη 

λοίμωξη με άλλους ιούς ηπατίτιδας (τύποι Α, D και E) ή με τον ιό HIV (Human 

Immunodeficiency Virus). 

Επιπλέον, συλλέχθηκαν βιοπτικά δείγματα από 12 ασθενείς με NAFLD, από 8 

ασθενείς με αυτοάνοσα ηπατικά νοσήματα (4 με AH και κίρρωση και 4 με PBC) και 2 

ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα και ηπατοτοξικότητα σχετιζόμενη με τη λήψη 

μεθοτρεξάτης (methotrexate, MTX). 

Κανένας από τους ασθενείς δεν ελάμβανε αντι-ιϊκή ή ανοσοτροποποιητική 

θεραπεία κατά τους τελευταίους 3 μήνες πριν από την δειγματοληψία του ήπατος, 

εκτός από τους 2 ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα που λάμβαναν ΜΤΧ. Τα 

δημογραφικά και κλινικο-εργαστηριακά χαρακτηριστικά των ασθενών με ηπατικά 

νοσήματα παρατίθενται στον Πίνακα 1. 

Ως ομάδα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν βιοπτικά δείγματα (τα οποία ελήφθησαν για 

διαγνωστικούς λόγους) 8 ατόμων που υποβλήθηκαν σε βιοψία ήπατος λόγω ήπιας 

αύξησης των τρανσαμινασών αλλά χωρίς νεκρο-φλεγμονώδη στοιχεία και ιστολογία 

αρνητική για νόσο (Πίνακας 1). 
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Πίνακας 1. Κλινικά και ορολογικάχαρακτηριστικά ασθενών με ηπατοπάθειες 

α NAFLD: μη αλκοολική λιπώδης διήθηση του ήπατος, β Η ομάδα με τις αυτοάνοσες ηπατοπάθειες αποτελείται από 4 ασθενείς με αυτοάνοση ηπατίτιδα 
και 4 με πρωτοπαθή χολική κίρρωση, γ MTX-ηπατοτοξικότητα: ηπατοτοξικότητα σχετιζόμενη με τη λήψη μεθοτρεξάτης, δ Α: Άρρενες και Θ: Θήλεις, ε δτ: 
διάμεση τιμή, στ AST: ασπαραγινική τρανσαμινάση, ζ ALT: τρανσαμινάση της αλανίνης, η Ο βαθμός φλεγμονής (Ι-0: απουσία φλεγμονής, Ι-1: ελάχιστη 
φλεγμονή, Ι-2: ήπια φλεγμονή, Ι-3: μέτρια φλεγμονή, Ι-4: έντονη φλεγμονή) και ίνωσης αξιολογήθηκε όπως περιγράφεται στην ενότητα «Υλικά και 
μεθοδολογία της Έρευνας- Ιστολογική εξέταση βιοψιών ήπατος»  

 Φυσιολογικοί 
μάρτυρες 

Χρόνια ηπατίτιδα Β Χρόνια 
ηπατίτιδα C NAFLDα Αυτοάνοσες 

ηπατοπάθειεςβ 
MTX-ηπατο-
τοξικότηταγ Διάγνωση Υποτροπή Ύφεση 

Αρ. δειγμάτων 8 33 5 23 18 12 8 2 

Φύλο (Α/Θ)δ 5/3 15/18 3/2 18/5 14/4 7/5 2/6 0/2 

Ηλικία (δτε, εύρος) 58, 45-82 49, 24-64 49, 22-65 52, 23-73 40,9, 27-54 45, 21-71 57, 37-73 66, 60-72 

AST (U/μl)στ 
(δτε, εύρος) 

42, 36-45 48, 17-1969 97, 32-277 24, 15-51 45, 24-237 32, 19-70 49, 25-225 32,5, 24-41 

ALT (U/ml)ζ 
(δτε, εύρος ) 

32, 21-48 58, 15-1478 102, 32-332 27, 15-49 75, 32-213 54, 15-141 41, 31-212 28,5, 17-40 

Βαθμός φλεγμονήςη         

Ι-0 8 − − 1 − 3 − − 

Ι-1 − 8 − 18 2 4 − 2 

Ι-2 − 15 4 4 9 5 − − 

Ι-3 − 8 1 − 7 − 3 − 

Ι-4 − 2 − − − − − − 

Ίνωσηη (δτε, εύρος) 0 3, 0-6 4, 1-5 2, 0-4 3, 1-6 0,5, 0-2 6, 2-6 1, 1-1 

Βαθμός HΑΙ 
(δτε, εύρος) 

 6, 2-15 8, 5-11 2, 0-7 7, 2-12 2, 0-5   

Ιϊκό φορτίο 
(δτε, εύρος) 

 
0,1 Meq/mL, 
0,0016-699 

0,1 Meq/mL, 
0-44,5 

0 Meq/mL, 
0-0.008 

0,7 Meq/mL, 
0,10-6,25 
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Σε όλους τους ασθενείς με ηπατοπάθειες έγινε πλήρης κλινικοεργαστηριακός 

έλεγχος, ελήφθησαν κλινικές πληροφορίες και μετρήθηκαν βασικές εργαστηριακές 

παράμετροι, όπως οι τιμές της ασπαραγινικής τρανσαμινάσης (aspartate transaminase, 

AST) και της τρανσαμινάσης αλανίνης (alanine transaminase, ALT) (Πίνακας 1). 

Επιπρόσθετα, χρησιμοποιήθηκαν τα πακέτα δοκιμασιών bDNA V2.0 (Bayer, Siemens, 

PA, USA) και COBAS Amplicor (Roche Molecular Systems, NJ, USA) για τον 

προσδιορισμό του φορτίου του HBV DNA (προ θεραπείας) και του HCV RNA, αντίστοιχα. 

Η αποτελεσματικότητα της θεραπείας των ασθενών με ΧΗΒ στο πέμπτο έτος 

περιελάμβανε τη βιοχημική ανταπόκριση με βάση τα φυσιολογικά επίπεδα της ALT και 

την πλήρη ιολογική ανταπόκριση που ορίζεται ως 169 αντίγραφα DNA του HBV/1 ml 

ορού (29 IU/ml), δηλαδή το κατώτερο όριο του ποσοτικού προσδιορισμού της 

δοκιμασίας COBAS Taqman (Roche Molecular Systems, NJ, USA), η οποία 

χρησιμοποιήθηκε λόγω της εξαιρετικά μεγάλης ευαισθησίας της. 

Η κάθε βιοψία χωρίστηκε σε δύο κομμάτια. Το πρώτο χρησιμοποιήθηκε για την 

ιστοπαθολογική εξέταση ενώ το δεύτερο αποθηκεύτηκε άμεσα σε βαθιά κατάψυξη (-80 

οC) για να χρησιμοποιηθεί για τη μοριακή ή και την πρωτεϊνική ανάλυση. Μετά από την 

ιστολογική εξέταση προσδιορίστηκαν, σε κάθε περίπτωση, ο βαθμός ενεργού 

δραστηριότητας της φλεγμονής και το στάδιο της ίνωσης. Στους ασθενείς με ιογενή 

ηπατίτιδα, ο βαθμός ενεργού δραστηριότητας της φλεγμονής (HAI) και το στάδιο της 

ίνωσης (0-6) προσδιορίστηκαν ημιποσοτικά σύμφωνα με το τροποποιημένο σύστημα 

HAI 303 , ενώ τους ασθενείς με NAFLD, η νεκροφλεγμονώδης δραστηριότητα και το 

στάδιο της ίνωσης (0-4) προσδιορίστηκαν σύμφωνα με το σύστημα των Brunt και συν. 

(Πίνακας 1). 304  Βάσει του βαθμού ΗΑΙ οι ασθενείς κατατάχθηκαν στις ακόλουθες 

τέσσερις ομάδες: 

Ι-0: απουσία φλεγμονής  

Ι-1: ελάχιστη φλεγμονή (βαθμός HAI= 1-4 και ηπίου βαθμού φλεγμονή για τους 

ασθενείς με NAFLD) 

Ι-2: ήπια φλεγμονή (βαθμός HAI= 5-8 και μετρίου Ι βαθμού φλεγμονή με 

ελάχιστη φλεγμονή στα πυλαία διαστήματα για τους ασθενείς με NAFLD) 

 Ι-3: μέτρια φλεγμονή (βαθμός HAI= 9-12 και μετρίου ΙΙ βαθμού φλεγμονή με 

έντονη φλεγμονή στα πυλαία διαστήματα για τους ασθενείς με NAFLD) 

Ι-4: σοβαρή φλεγμονή (βαθμός HAI= 13-18 και σοβαρού βαθμού φλεγμονή για 

τους ασθενείς με NAFLD) 

Στην περίπτωση των ασθενών με αυτοάνοση ηπατίτιδα, ο βαθμός ενεργού 

δραστηριότητας της φλεγμονής και το στάδιο της ίνωσης προσδιορίστηκαν από 

μορφολογικά κριτήρια ίδια με αυτά των ασθενών με ιογενείς ηπατίτιδες και 
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κατηγοριοποιήθηκαν ανάλογα, ενώ για τους ασθενείς με ΜΤΧ-ηπατοτοξικότητα ίσχυσαν 

κριτήρια όμοια με αυτά των ασθενών με NAFLD (Πίνακας 1). Ωστόσο, οι ασθενείς με 

PBC, δύο ασθενείς σταδίου 1 και δύο ασθενείς σταδίου 3, σύμφωνα με τους Ludwig και 

συν.305 και Scheuer και συν.306, δεν ενσωματώθηκαν στις παραπάνω ομάδες, εξαιτίας 

των διαφορετικών παθολογικών ευρημάτων του νοσήματος. 

1.2 Ασθενείς με Οστεοαρθρίτιδα  

Στη µελέτη συμπεριλήφθηκαν 27 ασθενείς µε οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ), οι οποίοι 

υποβλήθηκαν σε πρωταρχική ολική αρθροπλαστική γόνατος (ΟΑΓ) ή ισχίου (ΟΑΙ) από 

την οµάδα χειρουργών στην Ορθοπεδική Κλινική του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου 

Λάρισας. Από τους 27 ασθενείς που συμπεριλήφθησαν στη μελέτη, συλλέχθηκαν 

δείγματα αρθρικού υμένα από 21 άτομα με ΟΑΓ [1 Άνδρας (Α)/ 20 Γυναίκες (Γ)] και 

από 6 με ΟΑΙ (2Α/ 4Γ).Ο µέσος όρος ηλικίας των ασθενών με ΟΑΓ ήταν τα 72 έτη 

(σταθερή διακύμανση: 6,4 έτη) και των ασθενών με ΟΑΙ τα 71 έτη (σταθερή 

διακύμανση: 5,9 έτη). Οι ασθενείς με ΟΑ χωρίστηκαν σε τρεις υποκατηγορίες με βάση 

τα μακροσκοπικά χαρακτηριστικά της άρθρωσης, δηλαδή, σε ασθενείς με ατροφικό, 

φυσιολογικό και υπερτροφικό φαινότυπο οστεοαρθρίτιδας. Ως ομάδα ελέγχου 

χρησιμοποιήθηκαν δείγματα 5 ασθενών με δευτεροπαθή ΟΑ λόγω τραύματος (μέση 

ηλικία: 85 έτη, σταθερή διακύμανση: 14 έτη). Τα δημογραφικά και κλινικά 

χαρακτηριστικά των ασθενών με αρθροπάθειες παρατίθενται στον Πίνακα 2. 

Πίνακας 2. Κλινικά χαρακτηριστικά ασθενών με αρθροπάθειες 

α Α: Άρρενες και Θ: Θήλεις, β δτ: διάμεση τιμή 

 
Φυσιολογικοί 

μάρτυρες 

Οστεοαρθρίτιδα 

Ατροφικός 
φαινότυπος 

Φυσιολογικός 
φαινότυπος 

Υπερτροφικός 
φαινότυπος 

Αρ. δειγμάτων 5 5 16 6 

Φύλο (Α/Θ)α 3/2 0/5 3/13 0/6 

Ηλικία (δβ, εύρος) 85, 63-99 74, 72-76 74, 60-79 71, 65-86 

Γόνατος  3 13 5 

Ισχίο 5 2 3 1 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΕΡΕΥΝΑΣ 

2.1 Εκχύλιση RNA 

Ολικό RNA απομονώθηκε από ηπατικό ιστό και αρθρικό υμένα με τη χρήση του 

μονοφασικού διαλύματος φαινόλης και ισοθειοκυανικής γουανιδίνης, TRIzol, 

ακολουθώντας τις οδηγίες της παρασκευάστριας εταιρείας που συνοδεύουν το προϊόν. 

Κατά την ομογενοποίηση και τη λύση των δειγμάτων, το διάλυμα έχει την ικανότητα να 

διατηρεί την ακεραιότητα του RNA, ενώ διασπά τις μεμβράνες των κυττάρων και το 

εσωτερικό τους. Η προσθήκη χλωροφορμίου και η ακόλουθη φυγοκέντρηση διαχωρίζει 

τα δείγματα σε δύο φάσεις, μία ανόργανη και μία οργανική. Το RNA παραμένει στην 

ανόργανη φάση από όπου μπορεί να συλλεχθεί με τη χρήση ισοπροπανόλης και 75% 

αιθανόλης και αναδιάλυσης του ιζήματος σε νερό ελεύθερο RNασών. Τα αντιδραστήρια 

που χρησιμοποιήθηκαν στην εκχύλιση RNA παρουσιάζονται στον Πίνακα 3. 

Τα βιοπτικά δείγματα ήταν αποθηκευμένα στους -80οC. Μόλις αποψύχθηκαν 

τοποθετήθηκαν απευθείας σε TRIzol και επεξεργάστηκαν με αποστειρωμένους 

πλαστικούς ομογενοποιητές, ισχυρή ανακίνηση του σωληναρίου για 30 sec και 

εισαγωγή του δείγματος 5 φορές μέσα από σύριγγα 21G. Το υλικό επωάστηκε σε 

θερμοκρασία δωματίου (room temperature; RT) για 5 min και ακολούθησε 

φυγοκέντρηση (12000 g; 10 min; 4oC) (Microcentrifuge 5417R, Eppendorf, Cat 

0023733). Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε νέο φιαλίδιο φυγοκέντρησης 1,5 ml 

ελεύθερου ριβονουκλεασών (RNασών), τύπου eppendorf, και ακολούθησε προσθήκη 

100 μL χλωροφορμίου. Τα δείγματα ανακινήθηκαν με αναστροφή του σωληναρίου και 

μετά από επώαση 8 min σε RT, φυγοκεντρήθηκαν σε συνθήκες όμοιες με τις 

προαναφερθείσες. Η υδάτινη φάση μεταφέρθηκε σε νέα σωληνάρια και προστέθηκαν 

500 μL ισοπροπανόλης. Ακολούθησε ανακίνηση των σωληναρίων για 10 sec, επώαση 

σε RT για 5 min και φυγοκέντρηση (12000 g; 8 min; 20oC). Το υπερκείμενο 

απομακρύνθηκε και το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 1 mL 75% αιθανόλης με αναστροφή 

των σωληναρίων. Τέλος, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν (7600 g; 5 min; 4 oC), το 

υπερκείμενο απομακρύνθηκε και τα σωληνάρια παρέμειναν ανοικτά σε RT για μικρό 

χρονικό διάστημα, ώστε να εξατμιστεί η εναπομείνασα αιθανόλη. Προστέθηκαν 50 μL 

νερό ελεύθερο RNασών και τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε πάγο.  

Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας όλα τα δείγματα ποσοτικοποιήθηκαν. O 

ποσοτικός προσδιορισμός του RNA και η εκτίμηση της καθαρότητάς του 

πραγματοποιήθηκε με τη μέτρηση της απορρόφησης της υπεριώδους ακτινοβολίας (UV) 

από τις βάσεις των ριβονουκλεοτιδίων του σε μήκη κύματος 260 nm (OD260) και 
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280nm (OD280) σε φασματοφωτόμετρο (Bio Photometer, Eppendorf). Σε μήκος 

κύματος 260 nm ελέγχουμε την περιεκτικότητα σε DNA, ενώ σε μήκος κύματος 280 nm 

ελέγχουμε την πρόσμιξη με πρωτεΐνες. Εκτίμηση της καθαρότητας έγινε με τον 

προσδιορισμό του λόγου των μετρήσεων στα 260 nm και 280 nm (OD260/ OD280). Το 

καθαρό RNA δίνει λόγο Α260/Α280 ίσο με 2, ωστόσο, υψηλής καθαρότητας RNA με 

ελάχιστες προσμίξεις έχει πηλίκο μεταξύ 1,6 με 2. 

Σαν τυφλό δείγμα χρησιμοποιήθηκε νερό ελεύθερο RNασών και ακόλουθα στην 

ίδια κυβέτα UVette τοποθετήθηκε το άγνωστο δείγμα σε αραίωση 1/40 και 

υπολογίστηκε η συγκέντρωσή του σε ng/μL. Ακολούθησε επαλήθευση της 

συγκέντρωσης και έλεγχος της ποιότητας του δείγματος για την παρουσία γενωμικού 

DNA με ηλεκτροφόρηση 2.5 μL RNA σε πηκτή αγαρόζης, πυκνότητας 1,5% με 

προσθήκη βρωμιούχου αιθιδίου και τη χρήση μάρτυρα DNA, σε συσκευή Wide Mini 

Subcell GT system and PowerPac Basic power supply (BioRad, Cat 164-0301). Μετά 

την ολοκλήρωση της πειραματικής διαδικασίας τα δείγματα αποθηκεύτηκαν στους -80οC. 

Καθ’ όλη τη διάρκεια των παραπάνω διεργασιών, όλοι οι χώροι και τα όργανα που 

χρησιμοποιήθηκαν είχαν προηγούμενα καθαριστεί με το διάλυμα απολύμανσης 

επιφανειών RNAaseZap που καταστρέφει τις RNάσες μετά από επαφή. 

2.2 Σύνθεση cDNA 

Η σύνθεση μορίων DNA συμπληρωματικών (complementary DNA, cDNA) του 

εξαχθέντος RNA πραγματοποιήθηκε με την τεχνική της PCR αντίστροφης μεταγραφής 

(Reverse Transcriptase PCR; RT PCR). Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε το πακέτο 

της M-MLV ανάστροφης μεταγραφάσης (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 

Transcriptase; M-MLV RT) που περιελάμβανε τα αντιδραστήρια MMLV-RT, 5xFS buffer, 

και 0,1 DTT (Πίνακας 3). Επιπλέον χρησιμοποιήθηκε το πακέτο τριφωσφορικών 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων, (Deoxynucleotide Triphosphates Set; dNTPs, dATP, dTTP, 

dCTP, και dGTP), τελικής συγκέντρωσης 10 mΜ κι ένας αναστολέας των RNασών 

(RNase Inhibitor; RNasin) ενώ ως εκκινητές χρησιμοποιήθηκαν τυχαία εξανουκλεοτίδια 

(random hexamers) (50pmol/μL) (Πίνακας 3).  

Τα δείγματα RNA και τα αντιδραστήρια αποψύχθηκαν και διατηρήθηκαν σε πάγο 

ώσπου να χρησιμοποιηθούν. Αφού όλοι οι χώροι και τα όργανα που επρόκειτο να 

χρησιμοποιηθούν καθαρίστηκαν με διάλυμα RNAaseZap (Πίνακας 3), παρασκευάστηκε 

το μείγμα της αντίδρασης σύμφωνα με τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας, όπως 

φαίνεται στον Πίνακα 4.  
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Στην αντίδραση χρησιμοποιήθηκε 1μg RNA από κάθε δείγμα. Η κατάλληλη 

ποσότητα RNA και 4 μL εκκινητών τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένο σωληνάριο PCR 

0,2 mL, ενώ προστέθηκε και τόση ποσότητα νερού, ώστε ο τελικός όγκος να είναι 14 

μL. Στη συνέχεια τα σωληνάρια τοποθετήθηκαν στους 72 oC για 2 min ώστε να 

επιτευχθεί η αποδιάταξη των μορίων. Έπειτα, έγινε παύση της αντίδρασης για να 

προστεθούν 11 μL μείγματος αντιδραστηρίων (Πίνακας 4) και ακολούθησε επώαση 

των δειγμάτων στους 42 oC για 60 min και στους 65 oC για 10 min για να επέλθει 

αδρανοποίηση των ενζύμων. Με το πέρας της αντίδρασης προστέθηκαν 25 μL νερού και 

τα δείγματα cDNA αποθηκεύτηκαν στους -20οC, μέχρις ότου να χρησιμοποιηθούν. Για 

τις αντιδράσεις RT PCR χρησιμοποιήθηκε ο αυτόματος κυκλικός μετατροπέας 

θερμοκρασίας MTJ Research Thermal Cycler PTC-200 (Massachusetts, USA). 
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Πίνακας 3: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στη μοριακή ανάλυση των δειγμάτων 

Αντιδραστήριο Όνομα προϊόντος Αρ. Καταλόγου Προέλευση 

Διάλυμα TRIzol TRIzol Reagent 15596-026 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Χλωροφόρμιο Acid phenol Chloroform 112250 Euroclone, Italy 

Ισοπροπανόλη Isopropanol AL0323 Scharlau, Spain 

Αιθανόλη 100% Absolute Ethanol E/0650DF/C17 Fischer Scientific, Eu 

Νερό ελεύθερο Rnασών Ultra Pure Water 10977-015 Gibco, USA 

Αγαρόζη Agarose 16500-500 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Βρωμιούχο αιθίδιο Ethidium Bromide, 10 mg/mL 161-0433 BioRad, USA 

Μάρτυρας DNA 100bp DNA Ladder 15628-019 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Διάλυμα προστασίας από RNάσες Rnase ZAP AM9780 Ambion, Life Technologies, UK 

Αντίστροφη μεταγραφάση MMLV MMLV-RT 28025-021 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Πακέτο dNTPs 100 mM dNTP set 10297-018 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Αναστολέας των RNασών RNAasin Rnase Inhibitor, 2,500 U/mL Ν2111 Promega, USA 

Τυχαία εξανουκλεοτίδια Primer Random p(dN) 14292421 Roche, Eu 

SYBR Green Ι Platinum SYBR Green qPCR Supermix- UDG 11733-038 Invitrogen, Life Technologies, UK 
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Πίνακας 4. Ποσότητες αντιδραστηρίων για τη σύνθεση διαλύματος master mix για 

σύνθεση cDNA ανά δείγμα 

Αντιδραστήριο Όγκος ανά δείγμα (μL) 

5xFS buffer 5 

Διάλυμα dNTPs (10 mΜ) 2 

0,1 DTT 2,25 

RNAsin (2,500 U/mL) 0,6 

MMLV RT 1.25 

Τελικός όγκος 11 

2.3 Ανίχνευση μεταγράφων των υπό διερεύνηση γονιδίων με τη 

μεθοδολογία της PCR πραγματικού χρόνου (Real-Time PCR) 

Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε ένα πλήθος γονιδίων σχετιζόμενων με τη 

φλεγμονή, την απόπτωση και την ανοσορρύθμιση. Αναλυτικά, μελετήθηκε η έκφραση 

των FOXP3 (tTregs, FOXP3+ pTregs), IL10 (Tr1) και TGFΒ1 (Th3) για τον καθορισμό 

του τύπου των Tregs, των φλεγμονωδών κυτταροκινών IL1Β και TNFΑ, των 

μεσολαβητών της απόπτωσης FAS, FASL, TRAIL, και CΑSP3, καθώς και των δεικτών 

εξάντλησης των Τ-κυττάρων PD1, PDL1, PDL2 και της αποκατάστασής τους IL2 και 

IFNG. Επιπρόσθετα, αναλύθηκε ο ρόλος του TGFB1, καθώς και των άλλων 

κυτταροκινών της υπεροικογένειας του TGFB (όπως των TGFB2 και TGFB3) των 

ακτιβινών, των υποδοχέων τους TGFBRΙ και TGFBRΙΙ, και των ενδοκυττάριων 

μεσολαβητών που συμμετέχουν στο σηματοδοτικό μονοπάτι, όπως τα SMADs (SMAD-

2,-3,-4 και -7). Τα γονίδια που μελετήθηκαν, καθώς και οι ανοσιακές διεργασίες στις 

οποίες συμμετέχουν φαίνονται συνοπτικά στον Πίνακα 5. 

Πίνακας 5. Τα υπό μελέτη γονίδια και οι ανοσιακές διεργασίες στις οποίες συμμετέχουν 

Γονίδια Ανοσιακές διεργασίες 

FOXP3, IL10, TGFB Δείκτες ρυθμιστικών Τ-κυττάρων 

CD4, CD8 Δείκτες Τ-κυττάρων 

IL1B, TNFA Φλεγμονή 

FAS/FASL, TRAIL, CASP3 Απόπτωση 

PD1, PDL1, PDL2 Εξάντληση Τ-κυττάρων 

IL2, IFNG Αποκατάσταση Τ-κυττάρων 

TGF-B (-B1,-B2,-B3), TGFBRs, SMADs (-2,-3,-4,-7), 
Activins (INHB-A,-B,-C,-E) 

Ίνωση 
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Αρχή της μεθόδου  

Προκειμένου να προσδιοριστεί η έκφραση των υπό μελέτη γονιδίων 

χρησιμοποιήθηκε η μεθοδολογία της PCR πραγματικού χρόνου (Real-Time PCR). Η 

Real-Time PCR είναι μία γρήγορη, αξιόπιστη και ευαίσθητη τεχνική που βασίζεται στην 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης και αποτελεί ένα από τα πιο βασικά εργαλεία για 

την ανίχνευση και τον ποσοτικό προσδιορισμό DNA και RNA. Το πλεονέκτημά της 

έγκειται στο συνδυασμό του πολλαπλασιασμού μιας συγκεκριμένης νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας–στόχου με τη σύγχρονη παρακολούθηση της αντίδρασης σε πραγματικό 

χρόνο, την ανίχνευση των παραγόμενων προϊόντων και την ποσοτικοποίησή τους κατά 

απόλυτες ή και σχετικές τιμές. Το χαρακτηριστικό της είναι ότι το πολλαπλασιαζόμενο 

DNA ποσοτικοποιείται καθώς συσσωρεύεται κατά τη διάρκεια της αντίδρασης, μετά το 

τέλος κάθε κύκλου πολλαπλασιασμού, σε πραγματικό χρόνο (Εικ. 6).  

 

Εικ. 6 Στάδια της RT Real-Time -PCR. Το στάδιο της αντίστροφης μεταγραφής μπορεί να γίνει 
είτε σε ξεχωριστή αντίδραση και το παραγόμενο cDNA να χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια για την 
real-time PCR, είτε σε μία συνδυασμένη αντίδραση χρησιμοποιώντας θερμοανθεκτική DNA 
εξαρτώμενη πολυμεράση. Όλα τα υπόλοιπα στάδια διεξάγονται από τη συσκευή της Real-time 
PCR (thermal cycler/detector) και τα ποσοτικά αποτελέσματα προωθούνται στον ηλεκτρονικό 
υπολογιστή. 

Η ανίχνευση των πολλαπλασιαζόμενων προϊόντων επιτυγχάνεται με τη χρήση 

συστημάτων ιχνηθέτησης φθορισμού. Ο φθορισμός μετράται σε κάθε κύκλο της PCR, 

με αποτέλεσμα να προκύπτει μια καμπύλη ενίσχυσης (amplification plot), γεγονός που 

επιτρέπει στον ερευνητή να παρακολουθεί όλη τη διαδικασία της αντίδρασης. Η αύξηση 

του σήματος φθορισμού είναι ανάλογη του συντιθέμενου προϊόντος και σχετίζεται 

άμεσα με την ποσότητα του αρχικού υποστρώματος. Το σήμα αυτό μειώνεται κατά το 

στάδιο της αποδιάταξης (denaturation), επομένως, η ανίχνευση του σήματος στο τέλος 

του σταδίου επιμήκυνσης κάθε κύκλου είναι εκείνη που καταγράφει το αυξανόμενο 

ποσό του DNA.  

Η καμπύλη ενίσχυσης διακρίνεται σε τρεις φάσεις: την εκθετική, τη γραμμική και 

τη φάση κορεσμού. Κατά την εκθετική φάση (exponential phase), σε κάθε κύκλο της 
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αντίδρασης πραγματοποιείται ακριβής διπλασιασμός του προϊόντος, καθώς όλα τα 

απαραίτητα για την PCR συστατικά βρίσκονται σε περίσσεια (100% αποδοτικότητα).  

Καθώς συνεχίζεται η αντίδραση, επέρχεται η γραμμική φάση κατά την οποία 

κάποια από τα αντιδραστήρια αρχίζουν να εξαντλούνται, ενώ παράλληλα 

συσσωρεύονται, σταδιακά, αναστολείς. Στη συγκεκριμένη φάση, η αντίδραση της 

ενίσχυσης επιβραδύνεται, καθώς μειώνεται η αποδοτικότητά της και τελικά σταματάει 

εντελώς, οπότε η καμπύλη φθορισμού φτάνει σε σημείο κορεσμού (plateau). Το σημείο 

κορεσμού διαφέρει μεταξύ των δειγμάτων και εξαρτάται από τις κινητικές των 

αντιδράσεών τους (Εικ. 7). 

 Εικ. 7 Τα κύρια χαρακτηριστικά ενός διαγράμματος real-time PCR. Η γραμμή Threshold 
διέρχεται από το σημείο όπου το φθορίζον σήμα των προϊόντων ξεχωρίζει έντονα από το φόντο, 
ενώ ο κύκλος που αντιστοιχεί σε αυτό το σημείο λέγεται τιμή CΤ. Όσο μεγαλύτερη είναι η αρχική 
ποσότητα της προεπιλεγμένης αλληλουχίας DNA σε ένα δείγμα, τόσο πιο νωρίς θα εμφανιστεί στο 
διάγραμμα η τιμή CΤ που αντιστοιχεί στο δείγμα αυτό (μικρότερη τιμή CΤ). 

Σημαντική παράμετρο για την ποσοτικοποίηση αποτελεί η τιμή CΤ (threshold cycle) 

η οποία εντοπίζεται πάντα στην εκθετική φάση της αντίδρασης. Αυτό σημαίνει ότι η 

ποσοτικοποίηση δεν επηρεάζεται από την εξάντληση κάποιου εκ των συστατικών, η 

οποία συμβαίνει κατά τη φάση κορεσμού. Συνεπώς, η τιμή CΤ αντιπροσωπεύει τον 

αριθμό των κύκλων της αντίδρασης ενίσχυσης που απαιτούνται ώστε η τιμή του 

παρατηρούμενου φθορισμού να προσεγγίζει ένα συγκεκριμένο όριο (threshold). Η τιμή 

του ορίου αυτού ορίζεται πάνω από την αντίστοιχη του μη-ειδικού σήματος 

(background). Η τιμή CΤ είναι αντιστρόφως ανάλογη της αρχικής ποσότητας του 

υποστρώματος: όσο μικρότερη είναι η τιμή CΤ τόσο υψηλότερη είναι η συγκέντρωση 

του αρχικού υποστρώματος.306F

307,
307F

308 Η ανίχνευση των προϊόντων PCR γίνεται με τη χρήση 

διαφόρων μεθόδων ιχνηθέτησης φθορισμού, είτε άμεσα είτε έμμεσα. Ο φθορισμός που 

αποδίδει η έμμεση μέθοδος παράγεται κατά την επιμήκυνση των εκκινητών στο στάδιο 

της ενίσχυσης ενώ οι άμεσες μέθοδοι αναφέρονται σε συστήματα όπου ο φθορισμός 

είναι το άμεσο αποτέλεσμα κάποιας σύνδεσης του φθορίζοντος μορίου στο ενισχυόμενο 

προϊόν ή μιας άμεσης ενσωμάτωσης του φθορίζοντος ανιχνευτή στο ενισχυόμενο μόριο. 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η μη ειδική φθορίζουσα χρωστική, SYBR Green 

Ι, που έχει την ικανότητα πρόσδεσης σε δίκλωνα μόρια DNA. Η ουσία αυτή διεγείρεται 
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με ακτινοβολία μήκους κύματος 497 nm και εκπέμπει στα 520 nm. Η ελεύθερη 

χρωστική στο διάλυμα εκπέμπει μηδαμινό φθορισμό, ενώ η ενσωμάτωσή της στο 

σχηματιζόμενο δίκλωνο μόριο DNA κατά το στάδιο της επιμήκυνσης έχει ως αποτέλεσμα 

την αύξηση της ανίχνευσης του φθορίζοντος σήματος (Εικ. 8). Η ένταση του 

φθορισμού είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του παραγόμενου προϊόντος.  

Εικ. 8 Περιγραφή της λειτουργίας της χρωστικής SYBR green I. Όταν η χρωστική βρίσκεται 
ελεύθερη στο διάλυμα δεν παράγεται φθορισμός. Η ενσωμάτωσή της στο DNA κατά τη σύνθεσή 
του σε συνδυασμό με τη διέγερσή της με ακτινοβολία κατάλληλου μήκους κύματος, έχει ως 
αποτέλεσμα την παραγωγή φθορισμού. Η ένταση του φθορισμού αυτού είναι ανάλογη της 
συγκέντρωσης του παραγόμενου προϊόντος. [Τροποποίηση από http://www.gene-
quantification.de/chemistry.html] 

Η χρήση αυτού του μη ειδικού συστήματος ανίχνευσης παρουσιάζει τόσο 

πλεονεκτήματα όσο και μειονεκτήματα. Το μεγαλύτερο πλεονέκτημά της είναι η 

δυνατότητα χρήσης της με οποιοδήποτε ζευγάρι εκκινητών, για την ενίσχυση 

οποιασδήποτε αλληλουχίας-στόχου, γεγονός που την καθιστά πολύ πιο οικονομική 

μέθοδο από την χρήση ειδικού ανιχνευτή (probe). Επιπλέον, συνιστά μια ιδιαίτερα 

ευαίσθητη μέθοδο, καθώς σε κάθε μόριο DNA που συντίθεται δεσμεύονται πολλά μόρια 

χρωστικής, με αποτέλεσμα την ενίσχυση του παραγόμενου σήματος. Αντίθετα, 

σημαντικό μειονέκτημα της SYBR Green I αποτελεί το γεγονός ότι προσδένεται σε όλα 

τα δίκλωνα μόρια DNA που συντίθενται κατά την αντίδραση ενίσχυσης, στα οποία 

συμπεριλαμβάνονται τα πιθανά διμερή των εκκινητών, καθώς και μη ειδικά προϊόντα 

που ενδέχεται να προκύπτουν. 

Το γεγονός αυτό οδηγεί σε λανθασμένη υπερεκτίμηση της συγκέντρωσης της 

αλληλουχίας-στόχου. Ωστόσο, ο σωστός σχεδιασμός ειδικών εκκινητών, όπως επίσης 

και η βελτιστοποίηση των συνθηκών της αντίδρασης, μπορούν να συμβάλλουν στην 

αποφυγή αυτών των προβλημάτων. Επιπλέον, η ανάλυση των καμπυλών τήξης 

(melting curve analysis) μετά το πέρας της αντίδρασης, δίνει τη δυνατότητα 

διαχωρισμού του φθορισμού που προέκυψε από την ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

από το φθορισμό που μπορεί να οφείλεται στα διμερή των εκκινητών ή σε μη ειδικά 

προϊόντα.  
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Η θερμοκρασία αυξάνεται σταδιακά πάνω από το σημείο τήξης (Τm) του προϊόντος 

της PCR και προσδιορίζεται ο φθορισμός. Καθώς το Τm του προϊόντος εξαρτάται κυρίως 

από τη νουκλεοτιδική του αλληλουχία είναι δυνατή η διάκριση του σήματος που 

προκύπτει από το επιθυμητό προϊόν, το οποίο θα παρουσιάζεται ως μία οξεία κορυφή 

κοντά στη θερμοκρασία τήξης του, ενώ τα μη ειδικά προϊόντα θα εμφανίζουν 

πολλαπλές κορυφές σε χαμηλότερες θερμοκρασίες (Εικ. 9). 

Εικ. 9 Χαρακτηριστικές καμπύλες αποδιάταξης. Οι παραπάνω καμπύλες αποδιάταξης (dissociation 
curves) δείχνουν χαρακτηριστικά το διμερισμό των εκκινητών (primer dimers). Το ειδικό προϊόν 
έχει θερμοκρασία τήξεως (Tm) 82,50C, ενώ τα διμερή των εκκινητών έχουν χαρακτηριστικά 
χαμηλότερη θερμοκρασία τήξεως στους 770C. 

Μέθοδος ποσοτικοποίησης των αποτελεσμάτων 

Για την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων που λαμβάνονται με τη μέθοδο της 

Real-Time PCR χρησιμοποιούνται οι μεθοδολογίες του απόλυτου ποσοτικού 

προσδιορισμού (absolute quantification) και του σχετικού ποσοτικού προσδιορισμού 

(relative quantification), οι οποίες αναλύονται παρακάτω. Η παρούσα μελέτη βασίστηκε 

στο σχετικό ποσοτικό προσδιορισμό της γονιδιακής έκφρασης.  

Η απόλυτη ποσοτικοποίηση γίνεται όταν είναι αναγκαία η γνώση του απόλυτου 

αριθμού των αντιγράφων του RNA στόχου, και πραγματοποιείται μέσω της δημιουργίας 

απόλυτης πρότυπης καμπύλης (absolute standard curve). Αυτό προϋποθέτει τη 

συμβολή standard δειγμάτων, δηλαδή δειγμάτων γνωστής συγκέντρωσης. Συνήθως ως 

standards χρησιμοποιούνται πλασμιδιακό DNA και RΝΑ που έχει υποστεί μεταγραφή in 

vitro (in vitro transcribed RNA). Κατά την απόλυτη ποσοτικοποίηση πρέπει να είναι 

γνωστές οι απόλυτες τιμές των πρότυπων δειγμάτων με κάποιο ανεξάρτητο τρόπο. H 

συγκέντρωση των δειγμάτων μετράται με βάση την απορρόφηση σε μήκος κύματος 

260nm (A260) και στη συνέχεια μετατρέπεται σε αριθμό αντιγράφων χρησιμοποιώντας 

το μοριακό βάρος του DNA ή του RNA. Η πρότυπη καμπύλη προκύπτει από τη γραφική 

παράσταση των CΤ τιμών τους σε συνάρτηση με το λογάριθμο των αρχικών αριθμών 

των αντιγράφων τους. Ο αριθμός των δειγμάτων του υπό εξέταση RNA μπορεί στη 
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συνέχεια να υπολογιστεί από την γραμμική απόκλιση (linear regression) της πρότυπης 

καμπύλης. Είναι πολύ σημαντικό αφενός το DNA ή το RNA που θα χρησιμοποιηθεί να 

είναι απόλυτα καθαρό ώστε να μην συμβαίνει ψευδής αύξηση της απορρόφησης A260, 

και αφετέρου το πιπετάρισμα να είναι πολύ ακριβές καθώς κατά τη δημιουργία της 

καμπύλης τα standard δείγματα υφίστανται διαδοχικές αραιώσεις. 

Κατά τη σχετική ποσοτικοποίηση, οι αλλαγές στα επίπεδα έκφρασης του mRNA 

ενός γονιδίου-στόχου, προσδιορίζονται σε σχέση με τα αντίστοιχα επίπεδα ενός 

παράλληλα ενισχυόμενου mRNA, ενός κατάλληλου ενδογενούς συστατικά 

εκφραζόμενου γονιδίου αναφοράς (reference gene), π.χ. ενός γονιδίου βασικής 

λειτουργίας (housekeeping gene). Το ιδανικό γονίδιο αναφοράς θα πρέπει να 

εκφράζεται σε σταθερά επίπεδα ανάμεσα στους διαφόρους ιστούς του οργανισμού, να 

μην επηρεάζεται από την ίδια την πειραματική διαδικασία και να εκφράζεται σε 

παρόμοια επίπεδα με το υπό εξέταση γονίδιο. Η επιλογή του κατάλληλου γονιδίου είναι 

πολύ σημαντική για την εξασφάλιση αξιόπιστων αποτελεσμάτων, και εξαρτάται από τη 

συγκεκριμένη πειραματική κατεργασία και το είδος του χρησιμοποιούμενου δείγματος. 

Στην παρούσα μελέτη, ως γονίδιο αναφοράς χρησιμοποιήθηκε η β2-μικροσφαιρίνη 

(B2M) που αποτελεί πρωτεΐνη του μείζονος συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας, υπάρχει 

σχεδόν σε όλους τους κυτταρικούς τύπους, εκτός από τα ερυθροκύτταρα και 

παρουσιάζει σχεδόν σταθερή έκφραση στους περισσότερους ιστούς ενώ, επιπλέον, δεν 

έχει αναφερθεί η ύπαρξη ψευδογονιδίων. 

Πραγματοποιείται σύγκριση των τιμών CT των δειγμάτων προς ανάλυση με τις 

αντίστοιχες τιμές ενός δείγματος αναφοράς. Ως δείγμα αναφοράς μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί, για παράδειγμα, RNA από φυσιολογικό ηπατικό ιστό στην περίπτωση 

εξέτασης παθολογικού δείγματος. Οι τιμές CT του mRNA-στόχου, τόσο των δειγμάτων 

προς εξέταση όσο και του δείγματος αναφοράς, κανονικοποιούνται ως προς τις 

αντίστοιχες τιμές του ενδογενούς γονιδίου αναφοράς. Η κανονικοποίηση ως προς το 

ενδογενές γονίδιο απαιτείται για τη διόρθωση των πιθανών διαφορών μεταξύ των 

δειγμάτων, οι οποίες οφείλονται σε διαφορετική συγκέντρωση του αρχικού 

υποστρώματος (cDNA) ή σε διαφορές στην αποδοτικότητα της αντίδρασης ενίσχυσης.  

Η μέθοδος σχετικής ποσοτικοποίησης χαρακτηρίζεται μαθηματικά από την εξίσωση  

2–ΔΔCT 

όπου ΔΔCT= ΔCT δείγματος- ΔCT αναφοράς. Η τιμή ΔCT δείγματος είναι η 

κανονικοποιημένη τιμή CT για κάθε δείγμα, ως προς την αντίστοιχη τιμή του γονιδίου 

αναφοράς, ενώ η τιμή ΔCT αναφοράς είναι, αντίστοιχα, η κανονικοποιημένη τιμή CT για 

το δείγμα αναφοράς. Εξ’ ορισμού, για το δείγμα αναφοράς ισχύει ότι 2–ΔΔC
T =20=1, 

οπότε η διαφορά στην έκφραση του γονιδίου-στόχου στο δείγμα αναφοράς σε σχέση με 
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τον εαυτό του, ισούται με 1. Οι αντίστοιχες εξισώσεις για τα υπόλοιπα δείγματα 

δείχνουν πόσες φορές είναι αυξημένη ή μειωμένη η γονιδιακή έκφραση του γονιδίου-

στόχου στα δείγματα αυτά, σε σχέση με το δείγμα αναφοράς.309 

Σχεδιασμός Εκκινήτων 

Γενικά προτιμάται η παραγωγή μικρών προϊόντων σε μήκος (80-250 βάσεις), 

καθώς ενισχύονται αποτελεσματικότερα και είναι ανθεκτικότερα στις συνθήκες της 

αντίδρασης. Αυτό αυμβαίνει γιατί η αποδιάταξή τους κατά το στάδιο της θέρμανσης 

στους 92-95 oC είναι περισσότερο πιθανή, οπότε διευκολύνεται η σύνδεση των 

εκκινητών με τη συμπληρωματική τους αλληλουχία.  

Οι εκκινητές πρέπει να προσδένονται σε διαφορετικά εξόνια προς αποφυγή 

ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων που προκύπτουν από την ενίσχυση γενωμικού DNA 

που μπορεί να υπάρχει στο δείγμα. Η επιλογή των εκκινητών γίνεται με βάση το 

επιθυμητό Τm, το επιθυμητό μικρό μέγεθος προϊόντος και τη θέση των εκκινητών. Το 

βέλτιστο μήκος για τους εκκινητές κυμαίνεται μεταξύ 18 και 24 βάσεων. Το Τm πρέπει 

να είναι κοντά στους 60 oC (55-72°C), ενώ η διαφορά Τm μεταξύ των εκκινητών δεν 

πρέπει να ξεπερνά τους 2 °C. Επιπρόσθετα, το Τm του προϊόντος PCR δεν πρέπει να 

είναι χαμηλότερο αυτό των εκκινητών. Η περιεκτικότητά τους σε βάσεις GC% δεν 

πρέπει να υπερβαίνει κατά πολύ το 50%, ωστόσο, το 3’ άκρο των εκκινητών είναι καλό 

να είναι πλούσιο σε GC% (>50%) με την τελευταία βάση να είναι, κατά προτίμηση, G ή 

C. Η πιο σημαντική περιοχή για ειδική ενίσχυση είναι η 3’ περιοχή του εκκινητή, επειδή 

η ενίσχυση ξεκινά από την περιοχή αυτή. Αυτά τα άκρα δεν πρέπει να σχηματίζουν 

δευτεροταγείς και παλινδρομικές δομές, όπως επίσης και επαναλαμβανόμενες 

αλληλουχίες. Τέλος, οι αληλουχίες των δύο εκκινητών δεν πρέπει να είναι 

συμπληρωματικές μεταξύ τους, ιδιαίτερα στο 3΄άκρο τους, έτσι ώστε να μη 

σχηματίζονται διμερή εκκινητών. 

Με βάση τις παραπάνω προϋποθέσεις και τη χρήση του πολυλειτουργικού 

λογισμικού Oligo 6 σχεδιάστηκαν οι αλληλουχίες των εκκινητών για τα γονίδια TGFb2, 

CTGF, PDL1, PDL2, CD4 και CD8. Οι εκκινητές για την ενίσχυση των γονιδίων 

προσφέρθηκαν ευγενώς από το Δρ. Π. Σιδερά [Ερευνητή Α’, Κέντρο Ανσολογίας και 

Μεταμοσχεύσεων, Ίδρυμα Ιατροβιολογικών Ερευνών Ακαδημίας Αθηνών, (ΙΙΒΕΑΑ)],310 

ενώ οι εκκινητές για τα υπόλοιπα γονίδια που μελετήθηκαν στην παρούσα μελέτη ήταν 

εμπορικά διαθέσιμοι από την εταιρεία SA Biosciences (Qiagen; Valencia, CA, USA). Οι 

αλληλουχίες και τα χαρακτηριστικά όλων των εκκινητών που χρησιμιποιήθηκαν στη 

μελέτη παρουσιάζονται στον Πίνακα 6. 
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Πίνακας 6: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στη Real-Time PCR και τα χαρακτηριστικά τους 

  

Αντιδραστήριο Αλληλουχία Αρ. Καταλόγου Προέλευση 

FOXP3 εμπορικά διαθέσιμοι PPH00029B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

FAS εμπορικά διαθέσιμοι PPH00141B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

FASL εμπορικά διαθέσιμοι PPH00142B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

TRAIL εμπορικά διαθέσιμοι PPH00242E SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

PD1 εμπορικά διαθέσιμοι PPH13086E SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

PDL1 
εμπρόσθιος: 5’- GGTGGTGCCGACTACAA- 3’ 
οπίσθιος: 5’- TAGCCCTCAGCCTGACAT- 3’ 

 Invitrogen, Life Technologies, UK 

PDL2 
εμπρόσθιος: 5’- CTGTGGCAAGTCCTCATA- 3’ 
οπίσθιος: 5’- TAAAGCTGCTATCTGGTGA- 3’ 

 Invitrogen, Life Technologies, UK 

TNFA εμπορικά διαθέσιμοι PPH00341Ε SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

IFNG εμπορικά διαθέσιμοι PPH00380B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

IL1β εμπορικά διαθέσιμοι PPH00171B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

CASP3 εμπορικά διαθέσιμοι PPH0017B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

CD4 
εμπρόσθιος: 5’- CATCAAGGTTCTGCCCACAT- 3’ 
οπίσθιος: 5'- TTCTGAAACCGGTGAGGACAC- 3' 

 Invitrogen, Life Technologies, UK 

CD8 
εμπρόσθιος: 5’- GCTGGACTTCGCCTGTGATA- 3’ 

οπίσθιος: 5’- TGTCTCCCGATTTGACCAC- 3’ 
 Invitrogen, Life Technologies, UK 

IL2 εμπορικά διαθέσιμοι PPH00172B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

IL10 εμπορικά διαθέσιμοι PPH00572B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

TGFB1 εμπορικά διαθέσιμοι PPH00508A SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 
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Πίνακας 6: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για τη Real- Time PCR και τα χαρακτηριστικά τους (συνέχεια) 

Αντιδραστήριο Αλληλουχία Αρ. Καταλόγου Προέλευση 

TGFB2 
εμπρόσθιος: 5’- AGAGTGCCTGAACAA-3' 

οπίσθιος: 5’- CCATTCGCCTTCTGCTCTT-3' 
 Invitrogen, Life Technologies, UK 

TGFB3 εμπορικά διαθέσιμοι PPH00508A SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

ALK5 εμπορικά διαθέσιμοι PPH00508A SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

SMAD2 εμπορικά διαθέσιμοι PPH01949E SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

SMAD3 εμπορικά διαθέσιμοι PPH01921B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

SMAD4 εμπορικά διαθέσιμοι PPH00134B SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

SMAD7 εμπορικά διαθέσιμοι PPH01905Β SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 

INHBA 
εμπρόσθιος: 5’- AGCAGACCTCGGAGATCATC- 3’ 
οπίσθιος: 5’- TTGGGGACTTTTAGGAAGAGC- 3’ 

 Προσφορά Κέντρου Ανσολογίας και 
Μεταμοσχεύσεων, ΙΙΒΕΑΑ 

INHBB 
εμπρόσθιος: 5’- AGGAGCGCGTTTCCGAAATC- 3’ 
οπίσθιος: 5’- TGGTTGCCTTCGTTGGAGATG- 3’ 

 Προσφορά Κέντρου Ανσολογίας και 
Μεταμοσχεύσεων, ΙΙΒΕΑΑ 

INHBC 
εμπρόσθιος: 5’- AGAGCTGCTTTGAGGACTGC- 3’ 
οπίσθιος: 5’- AAGACGAGTCTGGTTGATGGTG- 3’ 

 Προσφορά Κέντρου Ανσολογίας και 
Μεταμοσχεύσεων, ΙΙΒΕΑΑ 

INHBE 
εμπρόσθιος: 5’- GCAACAATTCCTGGCGATACC- 3’ 

οπίσθιος: 5’- GCCCTCAATTTCCCCTCCAC- 3’ 
 Προσφορά Κέντρου Ανσολογίας και 

Μεταμοσχεύσεων, ΙΙΒΕΑΑ 

ALK4 
εμπρόσθιος: 5’- CATTGACATTGCCCCGAATC- 3’ 
οπίσθιος: 5’- CGAGCAATCTCCCAATATACAAG- 3’ 

 Προσφορά Κέντρου Ανσολογίας και 
Μεταμοσχεύσεων, ΙΙΒΕΑΑ 

B2M εμπορικά διαθέσιμοι PPH01094E SA Bioscience, Qiagen, Valencia, USA 
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Πειραματική διαδικασία 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε η αντίδραση two step RT-PCR. Αυτό 

σημαίνει ότι η αντίστροφη μεταγραφή του RNA σε cDNA έγινε σε ξεχωριστό στάδιο και 

στη συνέχεια το παραγόμενο cDNA χρησιμοποιήθηκε ως μήτρα για την αντίδραση της 

real-time PCR. 

Η επαναληψιμότητα της μεθόδου αναπόφευκτα επηρεάζεται από την απόδοση της 

ίδιας της αντίδρασης RT καθώς επίσης και από το γεγονός ότι απαιτούνται δυο 

διαδοχικά ενζυμικά στάδια. 311  Επιπρόσθετα, λόγω του πλήθους των υπό εξέταση 

γονιδίων, η αντίδραση RT χρειάστηκε να γίνει πολλαπλές φορές για κάθε δείγμα. Για να 

διαπιστωθούν τυχόν σφάλματα που προκύπτουν από πιθανές διαφορές στην απόδοση 

της αντίδρασης RT, τα δείγματα cDNA ελέγχονταν πάντα για την έκφραση του γονιδίου 

αναφοράς (B2M) και γίνονταν αποδεκτές διαφορές <1 CT. 

Όσον αφορά την αντίδραση Real-Time PCR, η εκθετική φάση της, σε συνδυασμό 

με τις μικρές ποσότητες των μορίων-στόχων, την καθιστούν ευάλωτη σε πιθανές 

ασήμαντες διακυμάνσεις στα συστατικά της αντίδρασης και στις θερμοκρασίες των 

κύκλων, καθώς και σε φαινόμενα λανθασμένης πρόσδεσης των εκκινητών (mispriming) 

κατά τα πρώιμα στάδια της αντίδρασης, τα οποία μπορούν να επηρεάσουν σημαντικά το 

τελικό αποτέλεσμα των πολλαπλασιαζόμενων προϊόντων. Για να ελεγχθεί η 

επαναληψιμότητα της αντίδρασης Real-Time PCR και να μειωθούν τα τυχόν σφάλματα 

από διαφορές στο πιπετάρισμα, κάθε δείγμα αναλύθηκε στην αντίδραση εις διπλούν 

(duplicates). 

Για την προετοιμασία του μείγματος των αντιδραστηρίων για την PCR, για την 

ανάλυση κάθε γονιδίου χρησιμοποιήθηκε το Platinum SYBR Green qPCR Supermix- 

UDG, το αντίστοιχο ζεύγος των εκκινητών και H2O. Τα δείγματα cDNA και τα 

αντιδραστήρια αποψύχθηκαν και διατηρήθηκαν σε πάγο ώσπου να χρησιμοποιηθούν. 

Έπειτα, παρασκευάστηκε το μείγμα της αντίδρασης (master mix) σύμφωνα με τις 

οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας, όπως φαίνεται στον Πίνακα 7.  

Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε αποστειρωμένα πλαστικά φιαλίδια 0,1 ml 

(0.1 ml tubes and caps) τοποθετημένα σε ειδική μεταλλική πλάκα 72 θέσεων. Σε κάθε 

θέση προστέθηκαν 23 μl από το master mix και 2 μl cDNA από τα υπό διερεύνηση 

δείγματα. 
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Πίνακας 7. Ποσότητες αντιδραστηρίων για την προετοιμασία του master mix ανά 

δείγμα 

Αντιδραστήριο Όγκος ανά δείγμα (μL) 

Platinum SYBR Green qPCR Supermix- UDG 12,5 

H2O 9,5 

Εμπρόσθιος εκκινητής* 0,5 

Οπίσθιος εκκινητής* 0,5 

Τελικός όγκος 23 

*στην περίπτωση των εμπορικά διαθέσιμων σετ εκκινητών προστίθεντο 1μl από το έτοιμο 
διάλυμα που περιείχε αι τους δύο εκκινητές 
 

Κάθε αντίδραση πραγματοποιήθηκε δύο φορές, σε δύο θέσεις του «πιάτου» της 

αντίδρασης (duplicates). Επίσης, ως δείγματα ελέγχου, χρησιμοποιήθηκαν δείγματα στα 

οποία δεν είχε προστεθεί cDNA αλλά H2O (no template control; NTC). Στη συνέχεια 

ενεργοποιήθηκε η έναρξη των αντιδράσεων, όπου συνολικά πραγματοποιήθηκαν 40 

κύκλοι αντίδρασης για την ανάλυση όλων των γονιδίων, εκτός από αυτά των ακτιβινών 

(INHBA, INHBB, INHBC και INHBE) και του υποδοχέα ALK4 για τα οποία 

πραγματοποιήθηκαν 50 κύκλοι αντίδρασης. Η απόδοση όλων των αντιδράσεων 

κυμαινόταν από 0,9-1,05 και οι συνθήκες για κάθε γονίδιο χωριστά φαίνονται στον 

Πίνακα 8. Οι αντιδράσεις της Real-Time PCR πραγματοποιήθηκαν στον αυτόματο 

κυκλικό μετατροπέα RotorGene 6000 της Corbett Life Science (Qiagen; Valencia, CA, 

USA).  

Ανάλυση αποτελεσμάτων 

Το λογισμικό του μηχανήματος παρέχει τις γραφικές παραστάσεις 

πολλαπλασιασμού (amplification plot), των καμπυλών τήξεως ή αποδιάταξης 

(dissosiation curve) καθώς και τις τιμές CT για το σύνολο των δειγμάτων. Για την 

στατιστική επεξεργασία οι τιμές CT υπεβλήθησαν στις στατιστικές δοκιμασίες των Mann- 

Whitney U test, Kruskal- Wallis H test και της συσχέτισης κατά Spearman με τη χρήση 

του στατιστικού πακέτου SPSS V18.0. Η διαγραμματική απεικόνιση των αποτελεσμάτων 

έγινε με το ίδιο πακέτο στατιστικής ανάλυσης. 
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Πίνακας 8. Συνθήκες και τιμές threshold των αντιδράσεων Real-Time PCR για την 
ενίσχυση των υπό μελέτη γονιδίων 

Γονίδιο Τhreshold 
Συνθήκες PCR 

Αρχική 
αποδιάταξη Αποδιάταξη Υβριδισμός Επιμήκυνση 

FOXP3 0,013 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 15 sec 720C, 15 sec 

FAS 0,01529 950C, 2 min 950C, 10 sec 550C, 10 sec 720C, 20 sec 

FASL 0,0147 950C, 2 min 950C, 10 sec 550C, 10 sec 720C , 30 sec 

TRAIL 0,0828 950C, 2 min 950C, 10 sec 550C, 10 sec 720C, 20 sec 

PD1 0,00869 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

PDL1 0,00989 950C, 2 min 950C, 10 sec 580C, 10 sec 720C, 20 sec 

PDL2 0,00796 950C, 2 min 950C, 30 sec 550C, 30 sec 720C, 30 sec 

TNFA 0,029 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60 sec 

IFNG 0,0841 950C, 10 min 950C, 10 sec 580C, 10 sec 720C, 30 sec 

IL1B 0,0221 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

CASP3 0,01321 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

CD4 0,02 950C, 2 min 950C, 10 sec 580C, 10 sec 720C, 20 sec 

CD8a 0,01168 950C, 2 min 950C, 10 sec 550C, 10 sec 720C, 60 sec 

IL2 0,009 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

IL10 0,031 950C, 10 min 950C, 15 sec 580C, 60sec 

TGFB1 0,0092 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

TGFB2 0,02924 950C, 2 min 950C, 15 sec 530C, 15 sec 720C, 15 sec 

TGFB3 0,01206 950C, 10 min 950C, 10 sec 580C, 10 sec 720C, 30 sec 

ALK5 0,0106 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

SMAD2 0,0258 950C, 10 min 950C, 15 sec 580C, 15 sec 720C, 15 sec 

SMAD3 0,01695 950C, 10 min 950C, 10 sec 580C, 10 sec 720C, 30 sec 

SMAD4 0,0296 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

SMAD7 0,01875 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

INHBA 0,036 950C, 2 min 950C, 15 sec 560C, 40sec 

INHBB 0,031 950C, 2 min 950C, 15 sec 560C, 40sec 

INHBC 0,047 950C, 2 min 950C, 15 sec 560C, 40sec 

INHBE 0,032 950C, 2 min 950C, 15 sec 560C, 40sec 

ALK4 032 950C, 2 min 950C, 15 sec 560C, 40sec 

CTGF 0,01287 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 

B2M 0,01006 950C, 10 min 950C, 15 sec 600C, 60sec 
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2.4 Ανοσοαποτύπωση κατά Western 

Η τεχνική Western blot είναι μία ευρέως αποδεκτή αναλυτική τεχνική που 

χρησιμοποιείται για την ανίχνευση ειδικών πρωτεϊνών στο εκάστοτε δείγμα του 

ομογενοποιημένου ιστού ή του εκχυλίσματος. Χρησιμοποιεί ηλεκτροφόρηση πηκτής 

προς διαχωρισμό των φυσικών πρωτεϊνών από την τρισδιάστατη δομή τους ή των 

μετουσιωμένων πρωτεϊνών από το μήκος του πολυπεπτιδίου. Οι πρωτεΐνες στη 

συνέχεια μεταφέρονται σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης ή διφθοριούχου πολυβινυλιδενίου 

(PVDF), όπου χρωματίζονται με αντισώματα ειδικά για την πρωτεΐνη-στόχο. 

Η τεχνική εφαρμόστηκε για την ανίχνευση της πρωτεΐνης FΟΧP3 σε τυχαία 

επιλεγμένα δείγματα 7 ασθενών με ηπατοπάθειες (3 με ΧHB, 2 με ΧHC και 2 με NAFLD) 

και σε 2 μάρτυρες, ενώ ως πρωτεΐνη ελέγχου φόρτωσης (loading control) 

χρησιμοποιήθηκε το ένζυμο GAPDH (Πίνακας 9). Η ανοσοεντόπιση πραγματοποιήθηκε 

με τη χρήση του πακέτου WesternDot™ 625 Western Blot που ανιχνεύει υπεριώδη 

ακτινοβολία (Ultra Violet; UV), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Πίνακας 

9). Για τον ανοσοεντοπισμό της πρωτεΐνης FΟΧP3 χρησιμοποιήθηκε το πακέτο 

WesternDot™ 625 Goat Anti-Mouse Western Blot, αφού ο ξενιστής στον οποίο 

παρήχθη το μονοκλωνικό αντίσωμα που χρησιμοποιήθηκε ήταν ποντικός (Πίνακας 9). 

Στην περίπτωση του GAPDH, ο ξενιστής στον οποίο παρήχθη το πολυκλωνικό αντίσωμα 

ήταν κουνέλι, γι’ αυτό και χρησιμοποιήθηκε το πακέτο WesternDot™ 625 Goat Anti-

Rabbit Western Blot (Πίνακας 9). Ακολουθεί αναλυτική περιγραφή των σταδίων και 

της πειραματικής πορείας της τεχνικής ενώ οι λεπτομέρειες των αντιδραστηρίων και 

των αντισωμάτων που χρησιμοποιήθηκαν για την πραγματοποίηση των σχετικών 

πειραμάτων παρουσιάζονται στον Πίνακα 9. 
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Πίνακας 9: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην πρωτεϊνική ανάλυση των δειγμάτων  

Αντιδραστήριο Όνομα προϊόντος Αρ. 
Καταλόγου Προέλευση 

Πακέτο Western Blot για την ανίχνευση 
του FΟΧP3 

WesternDot™ 625 Goat Anti-Mouse Western 
Blot W10132 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Πακέτο Western Blot για την ανίχνευση 
του GAPDH 

WesternDot™ 625 Goat Anti-Rabbit Western 
Blot W10142 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι του FΟΧP3  Anti-FOXP3 antibody [mAbcam 22510] ab22510 Abcam, Cambridge, UK 

Πολυκλωνικό αντίσωμα έναντι του GAPDH Human Anti-G3PDH Antibody 2275-PC-100 Gaithersburg, Md, USA 

1% Triton X-100 Triton X-100 for Molecular Biology T8787 Sigma-Aldrich, USA 

NaCl NaCl S6191 Sigma-Aldrich, USA 

HEPES HEPES H-3375 Sigma-Aldrich, USA 

Aναστολείς πρωτεασών Complete Protease Inhibitor Tablets 11836153001 Roche, Switzerland, Eu 

Πακέτο BCA Protein Assay BCA Protein Assay Kit 23227 Pierce Inc., Rockford, IL, USA 

Ρυθμιστικό δάλυμα LDS  LDS sample buffer 4x NP0007 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Αποδιατακτικός παράγοντας NuPAGE, Sample reducing agent, 10X NP0004 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Διάλυμα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών NuPAGE, MES SDS Running Buffer, 20Χ NP0002 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Αντιοξειδωτικός παράγοντας NuPAGE, Antioxidant NP0005 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Προκατασκευασμένα πηκτώματα 
πολυακρυλαμιδίου NuPAGE, 4-12% Bis-Tris Gel 1.0mmx10 well NP0321BOX Invitrogen, Life Technologies, UK 

Προεχρωσμένος δείκτης πρότυπων 
μοριακών βαρών SeeBlue Plus2 Prestained Standard, 1X LC5925 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Μεμβράνες PVDF Invitrolon PVDF /Filter Paper Sandwiches LC2005 Invitrogen, Life Technologies, UK 

Μεθανόλη Methanol RPE ACS-Reag.Ph.Eur.-Reag.USP-
analytical grade 414816 Carlo Erba, Italy 

Χρωστική Ponceau S Ponceau S   
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Απομόνωση και ποσοτικοποίηση πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων 

Για την απομόνωση των πρωτεϊνών, ο ιστός διαλύθηκε με τη χρήση 

αποστειρωμένων πλαστικών ομογενοποιητών σε ρυθμιστικό διάλυμα λύσης με σύσταση 

1% Triton X-100 σε 150 mM NaCl/ 20mM HEPES (pH 7.5), το οποίο περιείχε ένα 

μείγμα από αναστολείς πρωτεασών. Ακολούθησαν τρεις κύκλοι βαθιάς κατάψυξης και 

απόψυξης, συνοδευόμενοι από ισχυρή ανακίνηση μερικών δευτερολέπτων (vortex) και 

σύντομη φυγοκέντρηση. H τελευταία φυγοκέντρηση πραγματοποιήθηκε στις 13000 

rpm για 3 min, απομακρύνθηκαν οι μη διασπασμένες πρωτεΐνες και συλλέχθηκε το 

υπερκείμενο.  

Η μέτρηση της πρωτεινικής συγκέντρωσης του ομογενοποιήματος 

πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο BCA (Bicinchoninic Acid) χρησιμοποιώντας το πακέτο 

BCA Protein Assay, με τη βοήθεια σπεκτροφωτομέτρου, σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. Μικροποσότητα του δείγματος (1 μl) αναμίχθηκε με το ειδικό διάλυμα 

αντιδραστηρίου BCA και επωάστηκε σε θάλαμο θερμοκρασίας 37 °C για 30 min. 

Ακολούθησε μέτρηση στο σπεκτροφωτόμετρο A3 859 Plate Reader της εταιρείας das 

(Digital and Anolog Systems, Italy) και ποσοτικοποίηση του δείγματος με βάση την 

πρότυπη καμπύλη. 

Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου 

Η διαδικασία της ηλεκτροφόρησης βασίζεται στην ιδιότητα των πρωτεϊνών να 

μετακινούνται όταν βρεθούν σε ηλεκτρικό πεδίο και σε τιμές pH διαφορετικές από το 

ισοηλεκτρικό τους σημείο. Η ταχύτητα μετατόπισης εξαρτάται από το λόγο του φορτίου 

που φέρουν προς τη μάζα τους. Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνικών μορίων 

επιτυγχάνεται μέσω των πόρων που σχηματίζονται μέσα στα πηκτώματα 

πολυακρυλαμιδίου και λειτουργούν ως μοριακοί ηθμοί. Το μέγεθος των πόρων του 

πηκτώματος εξαρτάται από την απόλυτη συγκέντρωση του ακρυλαμιδίου και του δις-

ακρυλαμιδίου στα διαλύματα του πηκτώματος. Η έναρξη του πολυμερισμού καθορίζεται 

από την προσθήκη του υπερθειϊκού αμμωνίου (APS) και επιταχύνεται παρουσία 

Ν,Ν,Ν,Ν-τετραμεθυλο-αιθυλο-διαμίνης (ΤΕΜΕD). Στα πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν, η ανάλυση των πρωτεϊνών έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμιδίου. παρουσία αποδιατακτικών παραγόντων (SDS, β-μερκαπτοαιθανόλη). 

Το SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) είναι ένα ανιονικό απορρυπαντικό το οποίο 

δεσμεύεται στις πρωτεΐνες, ενώ η β-μερκαπτοαιθανόλη έχει σαν αποτέλεσμα τη 

διάσπαση των δισουλφιδικών δεσμών των πρωτεϊνών.  

Πειραματική διαδικασία 

Πριν την ηλεκτροφόρηση, 40μg πρωτεϊνικού εκχυλίσματος διαλύθηκαν σε 2,5 μl 

ρυθμιστικού διαλύματος LDS (LDS sample buffer) και προστέθηκε 1μl αποδιατακτικού 
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παράγοντα (Reducing agent). Τα δείγματα θερμάνθηκαν στους 95 0C για 5 min για την 

επίτευξη της πλήρους αποδιάταξής τους. Ακολούθως, προστέθηκε νερό ώστε ο τελικός 

όγκος να είναι 20 μl και οι πρωτεΐνες τοποθετήθηκαν σε πάγο ώσπου να 

ηλεκτροφορηθούν. 

Ως διάλυμα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκε το NuPAGE MES SDS 

Running Buffer 20 Χ (50 mM MES, 50 mM Tris Base, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, pH 7.3) 

αραιωμένο κατά 20 φορές (50 ml running buffer+950 ml H2Ο). Σε 200 ml του 

αραιωμένου διαλύματος προστέθηκαν 500 μl από τον αντιοξειδωτικό παράγοντα 

NuPAGE Antioxidant. Αυτός ο παράγοντας έχει τη δυνατότητα να μεταναστεύει μαζί με 

τις αποδιατεταγμένες πρωτεΐνες με σκοπό να διατηρεί τις συνθήκες αποδιάταξης και να 

εμποδίζει την επανοξείδωση ευαίσθητων αμινοξέων, όπως η μεθειονίνη και η 

τρυπτοφάνη. Το παραπάνω το διάλυμα προστέθηκε στον ανώτερο θάλαμο της 

ηλεκτροφορητικής συσκευής (κάθοδος) ενώ στον κατώτερο θάλαμο (άνοδος) 

προστέθηκε τα υπόλοιπα 800 ml του διαλύματος ηλεκτροφόρησης. 

Έπειτα, τα πρωτεϊνικά δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν στα εμπορικά διαθέσιμα 

προκατασκευασμένα πηκτώματα πολυακρυλαμιδίου NuPAGE Νovex 4-12% Bis-Tris, με 

τη χρήση ενός προεχρωσμένου δείκτη πρότυπων μοριακών βαρών (SeeBlue Plus2 

Prestained Standard). Η ηλεκτροφόρηση διήρκεσε ~50 min, στα 200V και 

πραγματοποιήθηκε με το σύστημα XCell SureLock™ Mini-Cell Electrophoresis System 

(Invitrogen). Ακολουθεί η προετοιμασία της συσκευής ηλεκτροφόρησης σύμφωνα με 

τον οδηγό της κατασκευάστριας εταιρείας, Invitrogen (Εικ. 10). 

 

Εικ. 10 Απεικόνιση του τρόπου προετοιμασίας της συσκευής για την ηλεκτροφόρηση των 
πρωτεϊνικών δειγμάτων. [http://www.lifetechnologies.com/1/1/14473-xcell-surelock-mini-cell-
xcell-ii-blot-module.html] 
 

Ηλεκτρομεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη PVDF 

Σε αυτό το στάδιο οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη PVDF όπου και 

αποτυπώθηκαν όπως ακριβώς διαχωρίστηκαν στο πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου κατά την 

ηλεκτροφόρηση. Για την ανοσοαποτύπωση χρησιμοποιήθηκε το πακέτο των μεμβρανών 

Invitrolon PVDF /Filter Paper Sandwiches, το οποίο περιελάμβανε μεμβράνες και χαρτιά 

Whattman στις διαστάσεις των προκατασκευασμένων πηκτωμάτων πολυακρυλαμιδίου 

που χρησιμοποιήθηκαν κατά το στάδιο της ηλεκτροφόρησης.  
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Τα χαρτιά Whattman και τα σφουγγαράκια (filter pads) εμποτίστηκαν σε 

ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς που περιείχε 50 ml NuPAGE, Transfer Buffer, 20X, 1 ml 

NuPAGE Antioxidant, 100 ml μεθανόλης και 849 ml H2Ο. Η μεμβράνη εμποτίστηκε σε 

100% μεθανόλη για ~20 sec, ακολούθησε πλύση της με δις απεσταγμένο H2Ο για 2 

min και, τέλος, εμβάπτισή της στο ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς για τουλάχιστον 5 

min. Στη συνέχεια, το πήκτωμα και η μεμβράνη τοποθετήθηκαν στην ειδική συσκευή 

υγρής μεταφοράς XCell II™ Blot Module με την εξής σειρά: από την κάθοδο προς την 

άνοδο: filter pads- Whattman- πήκτωμα- μεμβράνη PVDF- Whattman- filter pads (Εικ. 

11). Η επίστρωση έγινε με προσοχή ώστε να μην εγκλωβιστούν φυσαλίδες σε κανένα 

σημείο του sandwich και η συσκευή υγρής μεταφοράς τοποθετήθηκε στο σύστημα XCell 

SureLock™ Mini-Cell Electrophoresis System. Η μεταφορά διήρκεσε 90 min σε σταθερή 

τάση, ενώ το ρεύμα έφτασε τα 400 mΑ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικ. 11 Διάταξη μεμβράνης-πηκτώματος κατά την ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών. 

 

Μετά το πέρας της ηλεκτρομεταφοράς ακολούθησε πλύση της μεμβράνης με δις 

απεσταγμένο H2Ο και χρώση της με Ponceau S προκειμένου να διαπιστωθεί η επιτυχής 

μεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωμα στη μεμβράνη και η ισοφόρτωση ή μη των 

πρωτεϊνών. Έπειτα η μεμβράνη αποχρωματίστηκε με 2 πλύσεις με 20 mL δις 

απεσταγμένου H2Ο και 20 mL διαλύματος πλύσης (Wash buffer), που περιείχε 0.5 M 

Tris-HCl, 1.5 M NaCl, 0.5% Tween 20, pH 7.4 (μέρος του πακέτου WesternDot™ 625 

Western Blot που χρησιμοποιήθηκε για τον εντοπισμό των πρωτεϊνών). 

Ανοσοεντόπιση πρωτεϊνικών αντιγόνων στη μεμβράνη PVDF 
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Το πακέτο WesternDot ™ 625 Western Blot ενσωματώνει στα κλασσικά 

πειραματικά πρωτόκολλα τη χρήση νανοκρυστάλλων (QdotR 625) σε συνδυασμό με 

την υψηλής συγγένειας αλληλεπίδραση στρεπταβιδίνης-βιοτίνης για να επιτρέψει την 

απλή και εξαιρετικά ευαίσθητη ανίχνευση των πρωτεϊνών σε στυπώματα Western. Το 

πακέτο περιέχει αντιδραστήρια για την ευαίσθητη ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών 

ακινητοποιημένων σε μεμβράνες νιτροκυτταρίνης ή PVDF, είτε έτοιμα προς χρήση, 

όπως το διάλυμα παρεμπόδιση σε μη ειδικές θέσεις σύνδεσης (Βlocking buffer), το 

αντίσωμα έναντι της βιοτίνης και τη στρεπταβιδίνη (προς σύζευξη με τη βιοτίνη), είτε 

έτοιμα προς αραίωση, όπως το διάλυμα πλύσης (Wash buffer) που για να 

χρησιμοποιηθεί αραιώνεται 10 φορές με δις απεσταγμένο H2Ο.  

Το στάδιο ανίχνευσης βασίζεται σε ένα βιοτινυλιωμένο δευτερογενές αντίσωμα 

ακολουθούμενο από το βασικό στοιχείο σύζευξης, τη στρεπταβιδίνη (Εικ. 12). Ο 

εξαιρετικά υψηλός συντελεστής απόσβεσης των νανοκρυστάλλων σε UV και μπλε μήκη 

κύματος σε συνδυασμό με υψηλή κβαντική απόδοση κι ένα εκπομπή στο πορτοκαλί/ 

κόκκινο επιτρέπουν την ανίχνευση υπο-νανογραμμαρίων πρωτεΐνης χρησιμοποιώντας 

πρότυπα UV ή βασιζόμενα στο κυανό φως συστήματα ανίχνευσης. 

Το σήμα φθορισμού είναι συμβατό με τους κοινώς χρησιμοποιούμενους τρόπους 

ανίχνευσης φθορισμού του DNA ή πηκτωμάτων πρωτεΐνης και δεν απαιτεί 

εξειδικευμένα φίλτρα εκπομπής. 

Εικ. 12 Σχηματική απεικόνιση του τρόπου λειτουργίας του πακέτου WesternDot ™ 625 Western 
Blot. [Τροποποίηση από http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-
Services/Applications/Protein-Expression-and-Analysis/Western-Blotting/WBlot-
misc/WesternDot-Western-Blotting-Kits.html] 

 

 

Πειραματική διαδικασία 
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Αμέσως μετά την πλύση της μεμβράνης με H2Ο και Wash buffer (WB), για τον 

αποχρωματισμό από τη χρωστική Ponceau S, η μεμβράνη τοποθετήθηκε στο ειδικό 

πιάτο χρώσης (staining dish), το οποίο παρέχεται με το πακέτο WesternDot. Επωάστηκε 

για 1 ώρα με Βlocking buffer προκειμένου να δεσμευτούν οι μη ειδικές θέσεις σύνδεσης 

των αντισωμάτων. Ακολούθησε επώαση 4 ωρών, σε RT, με το μονοκλωνικό 

πρωτογενές αντίσωμα (antibody, ab) έναντι της πρωτεΐνης FΟΧP3 (Πίνακας 10), το 

οποίο ήταν διαλυμένο σε διαλυμένο 1X WB με τελική συγκέντρωση 2μg/ml (1/ 250). 

Μετά το τέλος της επώασης πραγματοποιήθηκαν 3 πεντάλεπτες πλύσεις με 15ml 1X WB 

κι έπειτα προστέθηκαν 4 μl βιοτινυλιωμένου δευτερογενούς αντισώματος διαλυμένου 

σε 8 ml 1X WB. Η μεμβράνη επωάστηκε για 4 ώρες, σε RT, με το διάλυμα του 

δευτερογενούς αντισώματος. Στη συνέχεια, ακολούθησαν 3 πεντάλεπτες πλύσεις με 

15ml 1X WB για να πραγματοποιηθεί η δύωρη επώαση, σε RT, με 4 μl στρεπταβιδίνης 

Qdot 625 διαλυμένης σε 8 ml 1X WB. Μετά το πέρας των χρώσεων, ακολούθησε 

ανίχνευση της πρωτεΐνης FΟΧP3 (μοριακού βάρους ~50 kDa) μέσω ανίχνευσης του UV 

σήματος με το σύστημα UV transilluminator (Uvitec, M031308).  

Στη συνέχεια, έγιναν 3 πεντάλεπτες πλύσεις της μεμβράνης με 15ml 1X WB και 

μία τελική με 20 ml H2Ο. Έπειτα, η μεμβράνη αποχρωματίστηκε με επώασή της σε 3 ml 

1Χ διαλύματος απομάκρυνσης όλων των προσδεμένων αντισωμάτων (stripping buffer) 

για 3 min έτσι ώστε να πραγματοποιηθεί η χρώση για την loading control (GAPDH). 

Ακολουθήθηκε η παραπάνω πειραματική πορεία με κάποιες διαφορές στη συγκέντρωση 

του πρωτογενούς αντισώματος και στους χρόνους επώασης των αντισωμάτων. 

Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε επώαση μιας ώρας, σε RT, με το μονοκλωνικό 

πρωτογενές αντίσωμα έναντι της πρωτεΐνης GAPDH (Πίνακας 10) (μοριακού βάρους 

~38 kDa), το οποίο ήταν διαλυμένο σε 1X WB (1/ 5000). Η επώαση με το 

βιοτινυλιωμένο δευτερογενές αντίσωμα διήρκεσε μία ώρα ενώ με τη στρεπταβιδίνη 45 

min. Ο τρόπος ανίχνευσης του σήματος φθορισμού παρέμεινε ο ίδιος. 

2.5 Ανοσοϊστοχημικές χρώσεις 

Η ανοσοϊστοχημεία είναι ένας κλάδος της ιστοπαθολογίας, που ασχολείται με την 

ανίχνευση και ταυτοποίηση in situ φυσιολογικών ή παθολογικών χαρακτηριστικών των 

κυττάρων ή των ιστών. Αυτό επιτυγχάνεται με τη χρήση αντισωμάτων εναντίον 

αντιγόνων, τα οποία συνδέονται με χρωστικές, που καθιστούν ορατές τις θέσεις που 

εντοπίζονται τα αντιγόνα αυτά. Βασίζεται στη χρησιμοποίηση της συγγένειας (affinity) 

των αντισωμάτων για τα αντίστοιχα αντιγόνα τους και την υψηλή ειδικότητα (specificity) 

της δέσμευσης αντιγόνου-αντισώματος. Σήµερα είναι διαθέσιµες πολλές εναλλακτικές 

τεχνικές για την ανοσοϊστοχηµική ανίχνευση των αντιγόνων. Η επιλογή της κατάλληλης 
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κάθε φορά µεθόδου, θα πρέπει να βασίζεται τόσο στο είδος του υπό µελέτη δείγµατος, 

όσο και στο βαθµό της ευαισθησίας που απαιτείται. Οι τεχνικές αυτές είναι γνωστές ως 

ανοσοενζυμικές και οι πιο σημαντικές είναι η τεχνική της ανοσοϋπεροξειδάσης, της 

αβιδίνης–βιοτίνης και της στρεπταβιδίνης–βιοτίνης. Με την ανοσοϊστοχημεία μπορούν 

να ανιχνευτούν ταυτόχρονα στην ίδια τομή ιστού περισσότερα του ενός αντιγόνα. Η 

χρήση των κατάλληλα σεσημασμένων αντισωμάτων (υπό αυστηρές συνθήκες), οδηγεί 

στην in situ σήμανση και ανίχνευση των αντίστοιχων κυτταρικών αντιγόνων, είτε 

πρόκειται για αντιγόνα επιφάνειας, είτε εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα σε ελεύθερη ή 

δεσμευμένη μορφή. 

Πριν την εφαρμογή των ανοσοϊστοχημικών μεθόδων θα πρέπει να 

πραγματοποιηθούν οι εξής διαδικασίες:  

α) η μονιμοποίηση του ιστού, που τον προστατεύει από αυτόλυση και βακτηριακή 

μόλυνση και τον σταθεροποιεί για τα επόμενα στάδια. Αυτό το στάδιο περιλαμβάνει 

θέρµανση και επώαση µε ξυλένιο και αλκοόλη, αντιδραστήρια τα οποία συνήθως 

οδηγούν στην «απόκρυψη» των επιτόπων. Καθώς, όµως, η συγκεκριµένη µέθοδος 

χρησιµοποιείται ευρύτατα στα κλινικά δείγµατα, τα τελευταία 20 χρόνια έχουν 

αναπτυχθεί τεχνικές ανάκτησης των επιτόπων οι οποίες έχουν επιτρέψει και τη µελέτη 

αρχειακών δειγµάτων.312 

β) η έγκλειση του ιστού, που είναι απαραίτητη για την αύξηση της σκληρότητάς 

του, ώστε να μπορεί να κοπεί σε λεπτές τομές. Τα πιο συνηθισμένα υλικά γι’ αυτό το 

σκοπό είναι η παραφίνη και η ζελατίνη 

γ) και το κόψιμο σε λεπτές τομές με τη βοήθεια μικροτόμου. 

Η έκφραση των πρωτεϊνών FOXP3, PD1, PDL1, CD4 και CD8, SMAD7 μελετήθηκε 

σε 15 νεοδιαγνωσθέντες ασθενείς με ΧΗΒ και σε 12 ασθενείς με ΧΗΒ που είχαν λάβει 

αντιιϊκή θεραπεία και βρίσκονταν σε παρατεταμένη ύφεση του νοσήματος. Η 

αναγνώριση των παραπάνω δεικτών πραγματοποιήθηκε σε τομές πάχους 4μm με την 

τεχνική της ανοσοϋπεροξειδάσης με τη χρήση αυτοματοποιημένων συστημάτων 

ανοσοϊστοχημικής χρώσης. Η ανίχνευση των πρωτεϊνικών αντιγόνων των FOXP3, PDL1, 

CD4, και CD8 πραγματοποιήθηκε στο αυτοματοποιημένο σύστημα ανοσοϊστοχημικής 

χρώσης, Bond (Αutomated Bond system, Menarini) με τη χρήση του πακέτου 

ανίχνευσης Bond polymer refine (Bond polymer refine detection kit, DS9800, 

Newcastle, UK), ενώ η ανίχνευση του PD1 πραγματοποιήθηκε στο αυτοματοποιημένο 

σύστημα DAKO (DAKO autostainer), με τη χρήση του πακέτου Envision Flex Plus 

(Envision Flex Plus kit, Κ8010, DAKO, Glostrup, Denmark), σύμφωνα με τις οδηγίες 

των κατασκευαστών. Στον Πίνακα 10 παρατίθενται τα πρωτογενή μονοκλωνικά 

αντισώματα και οι αραιώσεις στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν. 
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Πίνακας 10. Αντισώματα και αραιώσεις που χρησιμοποιήθηκαν στην ανοσοϊστοχημική 

μελέτη. 

Αντιγόνο Κλώνος αντίσωματος Αραίωση Κατασκευαστής 
FOXP3 ab22510 1:50 Abcam (Cambridge, UK) 

PD1 ab52587 1:25 Abcam (Cambridge, UK) 

PDL1 29E.2A3 1:30 Biolegend (Athens, Greece) 

CD4 NCL-L-CD4-1F6 1:20 Novocastra (Athens, Greece) 

CD8 C8/144B 1:50 DAKO (Glostrup, Denmark) 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Η έκφραση του FOXP3 στις ηπατοπάθειες 

3.1.1 Γονιδιακή έκφραση στα ηπατικά νοσήματα 

Στην προσπάθεια της διερεύνησης του ρόλου της ανοσορρύθμισης στην 

παθογένεια της ηπατικής βλάβης στη ΧΗΒ και ΧΗC και στην επαγόμενη από απόπτωση 

φλεγμονή, μελετήθηκε, με PCR πραγματικού χρόνου, η μεταγραφική έκφραση 

σημαντικών μορίων τόσο για τον αποπτωτικό θάνατο και την ηπατική φλεγμονή όσο και 

μόρια-δείκτες των ρυθμιστικών κυττάρων.  

Αναλυτικά, σε μέρος του συνόλου των ασθενών με ηπατοπάθειες (Πίνακας 11), 

μελετήθηκε η έκφραση του γονιδίου FOXP3, που χαρακτηρίζει, κυρίως, τα θυμικής 

προέλευσης CD4+ tTregs (§ 1.1), καθώς και των γονιδίων IL10 και TGFΒ1 που 

χαρακτηρίζουν τα επαγόμενα στην περιφέρεια Tr1 και Th3 pTregs (§ 1.2), αντίστοιχα. 

Τα παραπάνω γονίδια μελετήθηκαν σε σχέση με την έκφραση κύριων μεσολαβητών της 

απόπτωσης, όπως είναι ο FAS, ο συνδέτης του FASL, ο TNFA, και ο συνδέτης TRAIL. 

Επιπρόσθετα, προκειμένου να διευκρινιστεί κατά πόσον η έκπτυξη των Tregs είναι 

ένα χαρακτηριστικό εύρημα της χρόνιας ιογενούς ηπατίτιδας, εξετάσαμε την έκφραση 

του FOXP3 σε βιοψίες ήπατος ασθενών με άλλες ηπατικές νόσους, 

συμπεριλαμβανομένης της NAFLD, της ΑΗ, της PBC, και της ηπατικής τοξικότητας λόγω 

λήψης MTX. 

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 12 και στην Εικόνα 13Α, οι ασθενείς με ΧHB και 

ΧHC, καθώς και εκείνοι με τις άλλες ηπατοπάθειες (NAFLD, ΑΗ, PBC, και ΜΤΧ-

σχετιζόμενης ηπατοτοξικότητας) παρουσίασαν μια στατιστικά σημαντική αύξηση των 

επιπέδων του FOXP3 mRNA σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. Σε καμία από τις 

ομάδες ασθενών, η έκφραση FOXP3 δε φάνηκε να συσχετίζεται με τα επίπεδα της ALT ή 

της AST στον ορό και το ιϊκό φορτίο (HBV DNA στον ορό ή HCV RNA). Η έκφραση του 

FOXP3 επιβεβαιώθηκε επίσης με ανοσοαποτύπωση κατά Western (Εικ. 13Β). Για να 

διαπιστωθούν τυχόν μεταβολές στην έκφραση συγκεκριμένων διαμεσολαβητών της 

απόπτωσης, εξετάστηκαν τα επίπεδα mRNA των FAS, FASL, TRAIL, TNFΑ, και CASP3. 

Παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασης του mRNA τoυ FASL στις 

ηπατικές βιοψίες από όλες τις ομάδες των ασθενών συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου 

(Πίνακας 12).  
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Πίνακας 11. Κλινικά και ορολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών 

α NAFLD: μη αλκοολική λιπώδης διήθηση του ήπατος, β Η ομάδα με τις αυτοάνοσες ηπατοπάθειες αποτελείται από 4 ασθενείς με αυτοάνοση 
ηπατίτιδα και 4 με πρωτοπαθή χολική κίρρωση, γ MTX-ηπατοτοξικότητα: ηπατοτοξικότητα σχετιζόμενη με τη λήψη μεθοτρεξάτης, δ Α: Άρρενες και 
Θ: Θήλεις, ε δτ: διάμεση τιμή, στ AST: ασπαραγινική τρανσαμινάση, ζ ALT: τρανσαμινάση της αλανίνης, η Ο βαθμός φλεγμονής (Ι-0: απουσία 
φλεγμονής, Ι-1: ελάχιστη φλεγμονή, Ι-2: ήπια φλεγμονή, Ι-3: μέτρια φλεγμονή, Ι-4: έντονη φλεγμονή) και ίνωσης αξιολογήθηκε όπως 
περιγράφεται στην ενότητα «Υλικά και μεθοδολογία της Έρευνας- Ιστολογική εξέταση βιοψιών ήπατος». 

 

 Φυσιολογικοί 
μάρτυρες 

Χρόνια ηπατίτιδα Β Χρόνια ηπατίτιδα 
C NAFLDα Αυτοάνοσες 

ηπατοπάθειεςβ 
MTX- 

ηπατοτοξικότηταγ Διάγνωση Υποτροπή 

Αρ. δειγμάτων 8 19 7 14 11 8 2 

Φύλο (Α/Θ)δ 5/3 9/10 4/3 11/3 6/5 2/6 0/2 

Ηλικία (δτε, εύρος) 54, 27-67 54, 24-64 56, 22-65 40, 27-50 42, 21-66 57, 37-73 66, 60-72 

AST (U/μl)στ 
(δτε, εύρος) 

42, 36-45 51, 17-1969 39, 31-277 41, 24-218 31, 19-63 49, 30-225 32,5, 24-41 

ALT (U/ml)ζ 
(δτε, εύρος ) 

32, 21-48 61, 15-1478 70, 32-332 75, 32-213 41, 15-141 41,5, 31-212 28,4, 17-40 

Βαθμός φλεγμονήςη        

Ι-0 8 − − − 3 − − 

Ι-1 − 4 − 2 3 − 2 

Ι-2 − 8 6 6 5 − − 

Ι-3 − 5 1 6 − 3 − 

Ίνωσηη (δτε, εύρος) 0 4 (0-6) 3 (1-5) 2,5 (1-4) 0 (0-2) 6 (2-6) 1 (1-1) 

Βαθμός HΑΙ 
(δτε, εύρος) 

 8 (1-15) 8 (5-11) 7 (2-12) 2 (0-5)   

ιϊκό φορτίο 
(δτε, εύρος) 

 
4 Meq/mL, 
0,0016-699 

0,07 Meq/mL 
(0-44,5) 

0,66 Meq/mL 
(0,06-6,20) 
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Πίνακας 12. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων 

Γονίδιο 
Φυσιολογικοί 

μάρτυρες  

(αρ. 8) 

Χρόνια ηπατίτιδα Β 
Χρόνια ηπατίτιδα C 

(αρ. 14) 

NAFLD δ 

(αρ. 11) 

Αυτοάνοσες 
ηπατοπάθειες ε 

(αρ. 8) 

MTX- 

ηπατοτοξικότητα στ 

(αρ. 2) 

Διάγνωση 

(αρ. 19) 

Υποτροπή 

(αρ. 7) 

μτα ± σαβ μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

FOXP3 1,11 ± 0,71 20,3 ± 16,0 

< 0.001 

10,4 ± 5,47 

0,001 

12,7 ± 12,3 

0,001 

18,4 ± 11,9 

<0,001 

16,0 ± 15,2 

0,001 

28,4 ± 27,8 

TGFB1 1,56 ± 1,49 1,10 ± 0,84 

0,710 

0,53 ± 0,31 

0,053 

0,73 ± 0,58 

0,065 

1,60 ± 1,01 

0,620 

1,43 ± 1,04 

0,834 

0,72 ± 0,17 

IL10 1,50 ± 1,02 0,66 ± 1,33 

0,011 

0,20 ± 0,24 

0,016 

0,48 ± 0,77 

0,017 

0,79 ± 0,77 

0,131 

0,64 ± 0,94 

0,093 

0,59 ± 0,62 

FAS 0,82 ± 0,24 2,25 ± 0,70 

< 0,001 

2,12 ± 0,78 

0,003 

1,55 ± 1,07 

0,179 

3,51 ± 1,17 

<0,001 

1,56 ± 0,94 

0,132 

4,14 ± 0,41 

FASL 1,05 ± 1,47 4,20 ± 2,05 

0,001 

3,05 ± 1,98 

0,028 

4,20 ± 4,09 

0,004 

3,94 ± 4,42 

0,004 

4,33 ± 3,69 

0,008 

0,49 ± 0,9 

TRAIL 2,89 ± 2,04 7,28 ± 4,34 

0,007 

11,3 ± 6,29 

0,015 

8,86 ± 4,56 

0,001 

15,3 ± 6,64 

<0,001 

3,52 ± 2,11 

0,355 

15,3 ± 12,7 

α μτ: μέση τιμή, β σα: σταθερή απόκλιση, γ Η στατιστική σημαντικότητα (p) αναφέρεται στη σύγκριση με τα μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης των 
φυσιολογικών μαρτύρων σύμφωνα με τη στατιστική δοκιμασία Mann-Whitney U, δ NAFLD: μη αλκοολική λιπώδης διήθηση του ήπατος, ε Η ομάδα 
με τις αυτοάνοσες ηπατοπάθειες αποτελείται από 4 ασθενείς με αυτοάνοση ηπατίτιδα και 4 με πρωτοπαθή χολική κίρρωση, στ MTX-
ηπατοτοξικότητα: ηπατοτοξικότητα σχετιζόμενη με τη λήψη μεθοτρεξάτη. 
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Πίνακας 12. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων (συνέχεια) 

Γονίδιο 
Φυσιολογικοί 

μάρτυρες 

(αρ. 8) 

Χρόνια ηπατίτιδα Β 
Χρόνια ηπατίτιδα C 

(αρ. 14) 

NAFLD δ 

(αρ. 11) 

Αυτοάνοσες 
ηπατοπάθειες ε 

(αρ. 8) 

MTX-
ηπατοτοξικότητα στ 

(αρ. 2) 

Διάγνωση 

(αρ. 19) 

Υποτροπή 

(αρ. 7) 

μτα ± σαβ μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

τιμή p γ 

μτα ± σαβ 

CASP3 1,87 ± 1,85 1,13 ± 0,74 

0,915 

0,76 ± 0,43 

0,366 

1,66 ± 1,34 

0,700 

1,97 ± 1,05 

0,283 

3,19 ± 2,23 

0,093 

2,28 ± 0,66 

TNFΑ 3,43 ± 4,70 1,77 ± 3,12 

0,307 

1,54 ± 1,93 

0,201 

2,73 ± 3,58 

0,544 

8,17 ± 11,0 

0,480 

6,63 ± 9,11 

0,186 

1,21 ± 0,93 

IFNG 1,92 ± 1,77 5,47 ± 5,99 

0,202 

4,17 ± 2,46 

0,186 

2,19 ± 1,77 

0,628 

4,18 ± 4,93 

0,572 

8,43 ± 7,25 

0,059 

0,37 ± 0,26 

IL1Β 1,37 ± 1,05 0,51 ± 1,39 

0,022 

0,41 ± 0,66 

0,055 

0,33 ± 0,26 

0,042 

0,99 ± 0,95 

0,322 

1,15 ± 1,12 

0,571 

0,30 ± 0,23 

α μτ: μέση τιμή, β σα: σταθερή απόκλιση, γ Η στατιστική σημαντικότητα (p) αναφέρεται στη σύγκριση με τα μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης των 
φυσιολογικών μαρτύρων σύμφωνα με τη στατιστική δοκιμασία Mann-Whitney U, δ NAFLD: μη αλκοολική λιπώδης διήθηση του ήπατος, ε Η ομάδα 
με τις αυτοάνοσες ηπατοπάθειες αποτελείται από 4 ασθενείς με αυτοάνοση ηπατίτιδα και 4 με πρωτοπαθή χολική κίρρωση, στ MTX-
ηπατοτοξικότητα: ηπατοτοξικότητα σχετιζόμενη με τη λήψη μεθοτρεξάτη. 
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Εικ. 13 Η έκφραση του FOXP3 στα υπό μελέτη ηπατικά νοσήματα. Α. Θηκογράμματα της 
σχετικής έκφρασης του FOXP3 στις διάφορες υπο-κατηγορίες νοσημάτων (ΧΗΒ: χρόνια ηπατίτιδα 
Β, ΧΗΒ**: χρόνια ηπατίτιδα Β σε υποτροπή, ΧHC: χρόνια ηπατίτιδα C, NAFLD: μη αλκοολική 
λιπώδης διήθηση του ήπατος, ΑΗ: αυτοάνοσες ηπατοπάθειες (αυτοάνοση ηπατίτιδα και 
πρωτοπαθής χολική κίρρωση) και ΦΜ: φυσιολογικοί μάρτυρες), Β. Ανοσοαποτύπωση κατά 
Western της πρωτεϊνικής έκφρασης του FOXP3 και της πρωτεΐνης-μάρτυρα GAPDH. Στήλη 1: 
ασθενής με ΧHC; Στήλες 2 και 3: ασθενείς με ΧHΒ; Στήλη 4: ασθενής με NAFLD; Στήλη 5: 
ασθενής με ΑΗ (αυτοάνοση ηπατιτιδα); Στήλες 6-8: φυσιολογικοί μάρτυρες; Μ: μάρτυρας 
μοριακών βαρών (SeeBlue Plus2 Prestained Standard; Invitrogen, UK). 

 

Επιπλέον, η έκφραση του FAS ήταν σημαντικά αυξημένη σε ασθενείς με ΧΗΒ και 

NAFLD, ενώ η έκφραση του TRAIL παρουσίασε σημαντική αύξηση σε όλους τους 

ασθενείς, εκτός από εκείνους με αυτοάνοσα νοσήματα (Πίνακας 12). Θετικές 

συσχετίσεις παρατηρήθηκαν μεταξύ των επιπέδων έκφρασης του FOXP3 με την 

έκφραση των TRAIL (p = 0,003) (Εικ. 14Α), FAS (p = 0,014) (Εικ. 14Β) και FASL (p 

< 0,001) (Εικ. 14Γ) και μεταξύ των FAS και TRAIL (p < 0,001) και FASL και IFNG (p < 

0,001), ανεξάρτητα από την αιτία της ηπατικής βλάβης (ιϊκής, λιπώδους, αυτοάνοσης ή 

ΜΤΧ-σχετιζόμενης αιτιολογίας). 
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Εικ. 14 Αποτελέσματα της ανάλυσης συσχέτισης κατά Spearman. Παρατηρούνται θετικές 
συσχετίσεις μεταξύ των FOXP3 και TRAIL (Α), FOXP3 και FAS (Β) και FOXP3 και FASL (Γ) σε 
όλες τις ομάδες των ηπατικών νοσημάτων.  
 

Οι ασθενείς με ΧΗΒ και ΧΗC εμφάνισαν περίπου 3 φορές χαμηλότερα 

μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης της IL10 σε σύγκριση με τους υγιείς μάρτυρες 

(Πίνακας 12). Μάλιστα, τα επίπεδα έκφρασης της IL10 των ασθενών με ιογενή 

ηπατίτιδα δεν ήταν σημαντικά διαφορετικά από εκείνα των ασθενών με NAFLD. 

Συγκριτικά με τους φυσιολογικούς μάρτυρες, οι ασθενείς με NAFLD, καθώς και αυτοί με 

αυτοάνοσα ηπατικά νοσήματα και MTX-σχετιζόμενης τοξικότητας, παρουσίασαν 

χαμηλότερα επίπεδα IL10. Ωστόσο, αυτή η μείωση δεν άγγιξε το επίπεδο της 

στατιστικής σημαντικότητας (Πίνακας 12). Επιπλέον, τα μετάγραφα της IL1Β ήταν 

σημαντικά μειωμένα στους ασθενείς με ΧΗΒ και ΧΗC κατά τη διάγνωση σε σχέση με 

αυτά των φυσιολογικών μαρτύρων (Πίνακας 12), ενώ δεν παρατηρήθηκε σημαντική 

διαφορά στην έκφραση του TGFΒ1 ανάμεσα στις διάφορες ομάδες των ασθενών με 

ηπατοπάθειες και στους υγιείς μάρτυρες (Πίνακας 13). Ωστόσο, βρέθηκαν σημαντικές 

θετικές συσχετίσεις μεταξύ των επιπέδων έκφρασης του TGFΒ1 και των γονιδίων FAS, 

IL10, ΤΝFΑ, και της IL1Β (p < 0,05, σε όλες τις περιπτώσεις). 
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Σε αυτό το σημείο, πρέπει να τονιστεί ότι ένας ασθενής ΧHB με πολύ υψηλά 

επίπεδα mRNA FOXP3 (25 φορές υψηλότερη από εκείνη του δείγματος αναφοράς) 

εμφάνισε, επίσης, υψηλή μεταγραφική έκφραση των γονιδίων IL10 και TGFΒ1 (περίπου 

6 φορές και 4 φορές υψηλότερη από εκείνη του δείγματος αναφοράς, αντίστοιχα). 

Αυτά τα ευρήματα επιβεβαιώθηκαν σε επανειλημμένες Q-RT-PCR αναλύσεις και αξίζει 

να αναφερθεί πως αυτός ο ασθενής δεν διέφερε από τους υπόλοιπους με ΧHB σε 

οποιαδήποτε κλινική ή εργαστηριακή παράμετρο.  

Τέλος, τα επίπεδα έκφρασης όλων των γονιδίων στα βιοπτικά δείγματα των 7 

ασθενών με ΧHB μετά από θεραπεία, κατά τη διάρκεια της υποτροπής της νόσου, δε 

διέφεραν από τα αντίστοιχα επίπεδα των ασθενών με ΧHB κατά τη διάγνωση. 

3.1.2 Γονιδιακή έκφραση σε σχέση με τη φλεγμονή και την ίνωση 

Λαμβάνοντας υπόψη ότι δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των 

διαφόρων ομάδων ασθενών σε σχέση με την έκφραση των γονιδίων που αναλύθηκαν, 

θεωρήσαμε όλα τα υποκείμενα της μελέτης ως μια ενιαία ομάδα, σε μια προσπάθεια να 

διερευνηθούν πιθανές συσχετίσεις μεταξύ της έκφρασης των γονιδίων και την ένταση 

της φλεγμονής. Σε σχέση, λοιπόν, με την ένταση της φλεγμονής, το FOXP3 εμφάνισε 

στατιστικά σημαντική αύξηση της έκφρασής του από το φυσιολογικό ήπαρ προς τον 

σοβαρά φλεγμένοντα ιστό (Εικ. 15). Αυτό το πρότυπο έκφρασης ήταν σχεδόν 

παρόμοιο για το γονίδιο FASL (Εικ. 15). Από την άλλη πλευρά, τα γονίδια FAS και 

TRAIL εμφάνισαν ένα διαφορετικό πρότυπο έκφρασης, όπου, σε σύγκριση με τους 

ασθενείς του σταδίου Ι-0 (χωρίς μακροσκοπικά στοιχεία φλεγμονής), οι ασθενείς με 

ελάχιστη έως μέτρια φλεγμονή (στάδιο Ι-1 έως Ι-3) εμφάνισαν μία στατιστικά 

σημαντική αύξηση της έκφρασής τους, που επέστρεψε στα επίπεδα του σταδίου Ι-0, 

όταν η φλεγμονή κατέστη σοβαρή (στάδιο Ι-4 ) (Εικ. 15). Τα γονίδια της IL10 και του 

TGFΒ1 δεν εμφάνισαν καμία στατιστικά σημαντική αλλαγή της μεταγραφικής έκφρασής 

τους σε σχέση με την ένταση της φλεγμονής. Στο σημείο αυτό, πρέπει να σημειωθεί ότι 

δεν υπήρχε κανένας ασθενής με NAFLD που να χαρακτηρίζεται από μέτρια ή σοβαρή 

φλεγμονή. Δηλαδή, όλοι οι ασθενείς που κατηγοριοποιήθηκαν ως Ι-3 και Ι-4 σταδίου 

φλεγμονής αντιπροσωπεύουν τα άτομα με χρόνια ιογενή ηπατίτιδα και αυτοάνοση 

κίρρωση (Πίν.11). Επιπροσθέτως, παρατηρήθηκε σημαντική θετική συσχέτιση μεταξύ 

των επιπέδων του mRNA των γονιδίων FOXP3, FASL και IFNG με την ίνωση (p = 0,003, 

p = 0,004 και p = 0,013, αντίστοιχα.). 
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Εικ. 15 Τα θηκογράμματα παρουσιάζουν τη σχετική έκφραση, σε μεταγραφικό επίπεδο, των 
γονιδίων FOXP3 και των μεσολαβητών της απόπτωσης ανάλογα με την ένταση της φλεγμονής 
του ήπατος. Παρόμοια πρότυπο έκφρασης με το FOXP3 ακολουθεί το γονίδιο FASL, αλλά όχι τα 
FAS και TRAIL. Η τιμή στατιστικής σημαντικότητας (p) που αναγράφεται σε κάθε διάγραμμα 
αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Kruskal-Wallis H. 

Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι η σταδιοποίηση της ίνωσης συσχετίστηκε 

αρνητικά με τα επίπεδα έκφρασης της IL10 (p = 0,003) και της CASP3 (p = 0,013), 

αλλά όχι με την έκφραση του TGFΒ1 και άλλων μεσολαβητών της απόπτωσης (p > 

0,05). Επιπλέον, παρατηρήθηκε μια σημαντική θετική συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων 

έκφρασης της IL1Β και με αυτά των γονιδίων ΤΝFΑ και CASP3 (p < 0,001 και στις δύο 

περιπτώσεις). 

Συνοπτικά, αποδείξαμε ότι η έκφραση του FOXP3 στο ήπαρ συσχετίζεται θετικά με 

την ένταση της φλεγμονής σε συνδυασμό με ένα συγκεκριμένο μοτίβο έκφρασης mRNA 

των μεσολαβητών της απόπτωσης FAS, FASL και TRAIL, ανεξάρτητα από την αιτία της 

ιστικής βλάβης (ιογενούς, τοξικής ή αυτοάνοσης αιτιολογίας), γεγονός που υποδηλώνει 

ότι θα μπορεί να αποτελεί συνοδό και όχι αιτιολογικό φαινόμενο της χρόνιας 

φλεγμονής. 
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3.2 Γονιδιακή έκφραση στη Χρόνια Ηπατίτιδα Β σε μακροχρόνια ύφεση  

Στη συνέχεια, θελήσαμε να διερευνήσουμε κατά πόσον η επιτυχής 

μακροπρόθεσμη αντι-ιϊκή θεραπεία σε ασθενείς με HBeAg αρνητικής ΧΗΒ λοίμωξης 

μπορεί να επηρεάσει και να καταστείλει τα φαινόμενα της ανοσορρύθμισης και της 

επαγόμενης από απόπτωση φλεγμονής. Για το σκοπό αυτό, εξετάστηκαν τα 

μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων FOXP3, IL10 και TGFB1 (δείκτες Tregs), 

CD4 και CD8 (δείκτες των Τ-κυττάρων), των φλεγμονωδών κυτταροκινών IL1Β και 

TNFA, κυτταροκινών σχετικών με την αποκατάσταση της λειτουργίας των Teffs, όπως η 

IL2 και η IFNG και των μεσολαβητών της απόπτωσης FAS, FASL και TRAIL. 

Επιπρόσθετα, μελετήσαμε ακόμα ένα σημαντικό μονοπάτι απόπτωσης που εμπλέκεται 

στην δυσλειτουργία Teffs στο ήπαρ, δηλαδή το PD1/PDL1. Τα κλινικά δεδομένα των 

ασθενών που μελετήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 13.  

Πίνακας 13. Κλινικά και ορολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών με ΧΗΒ  

 α XHB: χρόνια ηπατίτιδα Β, β Α: Άρρενες και Θ: Θήλεις, γ δτ: διάμεση τιμή, δ AST: ασπαραγινική 
τρανσαμινάση, ε ALT: τρανσαμινάση της αλανίνης, στ Ο βαθμός φλεγμονής (Ι-0: απουσία 
φλεγμονής, Ι-1: ελάχιστη φλεγμονή, Ι-2: ήπια φλεγμονή, Ι-3: μέτρια φλεγμονή, Ι-4: έντονη 
φλεγμονή) και ίνωσης αξιολογήθηκε όπως περιγράφεται στην ενότητα «Υλικά και μεθοδολογία 
της Έρευνας- Ιστολογική εξέταση βιοψιών ήπατος».  

 ΧΗΒ α στη διάγνωση ΧΗΒ α σε μακροχρόνια ύφεση 

Αρ. δειγμάτων 30 23 

Φύλο (Α/Θ)β 13/17 18/5 

Ηλικία (δτγ, εύρος) 43, 21-64 52, 23-73 

AST (U/μl)δ (δτγ, εύρος) 54, 17-1969 24, 15-51 

ALT (U/ml)ε (δτγ, εύρος ) 58, 15-1478 27, 15-49 

Βαθμός φλεγμονήςστ   

Ι-0 − 1 

Ι-1 8 18 

Ι-2 14 4 

Ι-3 6 − 

Ι-4 2 − 

Ίνωσηστ (δτγ, εύρος) 2,5, 0-6 2,0, 0-4 

Βαθμός HΑΙ (δτγ, εύρος) 5,5, 1-15 2,0, 0-7 

Ιϊκό φορτίο (δτγ, εύρος) 0,1 Meq/mL, 0,0016-699 0 Meq/mL, 0-0.008 
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3.2.1 Γονιδιακή έκφραση πριν και μετά από αντι-ιϊκή θεραπεία  

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 16, οι ασθενείς με ΧΗΒ που έλαβαν θεραπεία και 

βρίσκονται σε διατηρουμένη ύφεση του νοσήματος (ιολογική, βιοχημική και 

ιστοχημική), για τουλάχιστον 5 έτη, παρουσιάζουν σημαντικά μειωμένα επίπεδα mRNA 

των γονιδίων FOXP3, IL10, TGFB1, FASL, PD1, PDL1 και CD8Α, καθώς επίσης αυξημένα 

επίπεδα του γονιδίου TRAIL, σε σύγκριση με τους ασθενείς με ενεργή νόσο, κατά τη 

διάγνωση. Τα επίπεδα έκφρασης της IL2 και IFNG, επίσης μειώθηκαν, χωρίς, ωστόσο, 

να μεταβάλλονται στατιστικά σημαντικά (Πίνακας 14). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γεγονός ότι η μεταβολή της έκφρασης του FOXP3 δεν συνοδεύεται από ανάλογη 

μείωση των επιπέδων mRNA του γονιδίου CD4. 

Πίνακας 14. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων 

α ΧΗΒ: χρόνια ηπατίτιδα Β; β μτ: μέση τιμή, γ σα: σταθερή απόκλιση, δ Η τιμή στατιστικής 
σημαντικότητας (p) αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Mann-Whitney U. 

Γονίδιο 

ΧΗΒα στη διάγνωση 
(αρ. 30) 

ΧΗΒα σε μακροχρόνια ύφεση 
(αρ. 23) 

μτβ ± σαγ 
μτβ ± σαγ 
τιμή pδ 

FOXP3 16,5 ± 19,8 
5,1 ± 4,1 

0,003 

TGFB1 0,7 ± 0,8 
0,5 ± 0,4 

0,037 

IL10 1,6 ± 5,9 
0,2 ± 0,4 

0,019 

FAS 1,8 ± 0,9 
1,8 ± 0,9 

0,747 

FASL 5,0 ± 6,4 
2,3 ± 2,2 

0,009 

TRAIL 6,7 ± 4,2 
10,7 ± 4,2 

0,002 

PD1 5,4 ± 12,9 
0,4 ± 0,2 
< 0,001 

PDL1 0,5 ± 0,6 
0,1 ± 0,1 

0,002 

PDL2 0,3 ± 0,2 
0,2 ± 0,2 

0,394 

IL2 63,5 ± 226,9 
7,0 ± 6,2 

0,647 

TNFA 35,9 ± 100,1 
22,7 ± 36,7 

0,342 
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Πίνακας 14. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων (συνέχεια) 

α ΧΗΒ: χρόνια ηπατίτιδα Β; β μτ: μέση τιμή, γ σα: σταθερή απόκλιση, δ Η τιμή στατιστικής 
σημαντικότητας (p) αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Mann-Whitney U. 

Η συσχέτιση της έκφρασης μεταξύ των γονιδίων που αναλύθηκαν, των 

βιοχημικών αναλύσεων του ήπατος (AST και ALT), και του ιϊκού φορτίου παρουσιάζεται 

λεπτομερώς στον Πίνακα 15.  

Η ανοσοϊστοχημική χρώση για την ανίχνευση των πρωτεϊνών FOXP3, PD1 και 

PDL1 έδειξε μικρούς αριθμούς θετικών λεμφοκυττάρων στο ήπαρ ασθενών με ΧΗΒ στη 

διάγνωση, ενώ παρατηρήθηκε απουσία θετικών κυττάρων για την εκάστοτε χρώση μετά 

τη θεραπεία (Εικ. 17). Επιπλέον, τα CD4+ λεμφοκύτταρα εντοπίζονταν, ως επί το 

πλείστον, στα πυλαία διαστήματα, ενώ τα CD8+ λεμφοκύτταρα εντοπίζονταν στα 

ηπατικά λόβια και πυλαία διαστήματα σε περιοχές με έκδηλη νεκρωτική φλεγμονώδη 

δραστηριότητα (Εικ. 17).  

  

Γονίδιο 

ΧΗΒα στη διάγνωση 
(αρ. 30) 

ΧΗΒα σε μακροχρόνια ύφεση 
(αρ. 23) 

μτβ ± σαγ 
μτβ ± σαγ 
τιμή p δ 

IFNG 11,0 ± 22,8 
4,0 ± 4,8 

0,083 

IL1B 0,6 ± 1,4 
0,1 ± 0,1 

0,083 

CD4 0,7 ± 1,1 
0,5 ± 0,5 

0,628 

CD8A 1,7 ± 1,8 
0,6 ± 0,6 

0,003 
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Εικ. 16 Γονίδια με σημαντική μεταβολή των mRNA επιπέδων έκφρασής τους στο ήπαρ ασθενών με ΧΗΒ. Διαγράμματα σφάλματος που παρουσιάζουν 
την έκφραση των γονιδίων FOXP3 (Α), PD1 (Β), PDL1 (Γ), CD8Α (Δ), TGFB1 (Ε), IL10 (ΣΤ), FASL (Ζ) και TRAIL (Η) στο ήπαρ των ασθενών με ΧΗΒ, 
μετά από θεραπεία, που βρίσκονται σε μακροχρόνια ύφεση του νοσήματος συγκριτικά με ασθενείς ΧΗΒ κατά τη διάγνωση. Η τιμή στατιστικής 
σημαντικότητας (p) αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Mann-Whitney U.   
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Πίνακας 15. Αποτελέσματα συσχετίσεων των ασθενών με ΧΗΒ 

α ALT: τρανσαμινάση της αλανίνης, β AST: ασπαραγινική τρανσαμινάση, γ Η στατιστική σημαντικότητα (p) αναφέρεται στη δοκιμασία συσχέτισης κατά 
Spearman. Η σκίαση με σκούρο γκρι χρώμα αναφέρεται σε συσχετίσεις των οποίων η στατιστική σημαντικότητα (p) είναι < 0.01, ενώ η σκίαση με 
ανοιχτό γκρι χρώμα αναφέρεται σε συσχετίσεις των οποίων η στατιστική σημαντικότητα (p) είναι < 0.05. 
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Εικ. 17 Ανοσοϊστοχημικά ευρήματα σε δείγματα της βιοψίας ήπατος ενός ασθενούς με ΧHB, με 
έντονη νεκροφλεγμονώδη δραστηριότητα και ενός ασθενούς σε παρατεταμένη μακροχρόνια 
ύφεση. (Α, Β) περιστασιακά FOXP3+ λεμφοκύτταρα, (Γ, Δ) πολλά CD8+ λεμφοκύτταρα πριν από 
τη θεραπεία (που εντοπίζονται στα πυλαία διαστήματα και στους ηπατικούς λοβούς) σε αντίθεση 
με ελάχιστα θετικά λεμφοκύτταρα μετά τη θεραπεία, (E, ΣΤ) ορισμένα CD4+ λεμφοκύτταρα που 
εντοπίζονται στα πυλαία διαστήματα, (Ζ, H) περιστασιακά PD1+ λεμφοκύτταρα (I, J) αρκετά 
PDL1+ λεμφοκύτταρα. 
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3.2.2 Συσχέτιση γονιδιακής έκφρασης με φλεγμονή και ίνωση 

Σε σχέση με την ένταση της φλεγμονής, τα μεταγραφικά επίπεδα έκφρασης των 

γονιδίων FOXP3, PD1, PDL1 και CD8Α αυξήθηκαν στατιστικά σημαντικά προϊούσης της 

φλεγμονής (από Ι-1 έως Ι-4 στάδιο) (Εικ. 18). Αυτό το πρότυπο έκφρασης ομοίαζε με 

αυτό του FASL, αν και το τελευταίο δεν εμφάνισε στατιστικά σημαντικές μεταβολές (p 

= 0,128). Από την άλλη πλευρά, το γονίδιο TRAIL εμφάνισε ένα αντίθετο πρότυπο 

έκφρασης, μειώνοντας τα επίπεδά του από την ελάχιστη (Ι-1) έως τη σοβαρή φλεγμονή 

(Ι-4) (Εικ. 18). 

Η έκφραση των υπόλοιπων γονιδίων που αναλύθηκαν δε φάνηκε να επηρεάζεται 

από την ένταση της φλεγμονής (p > 0,05, σε όλες τις περιπτώσεις). Η σοβαρότητα της 

ίνωσης παρουσίασε σημαντική συσχέτιση μόνο με την έκφραση του PDL1. Ένα 

παρόμοιο πρότυπο παρατηρήθηκε πως ακολουθούν τα γονίδια FOXP3 και PD1, ενώ ένα 

αντίθετο το TRAIL, αν και οι μεταβολές δεν έφτασαν τα επίπεδα της στατιστικής 

σημαντικότητας (p = 0,105, p = 0,080 και p = 0,060, αντίστοιχα). Η έκφραση των 

άλλων γονιδίων που αναλύθηκαν δεν επηρεάστηκε από τη σοβαρότητα της ίνωσης (p > 

0,05, σε όλες τις περιπτώσεις). 

Τέλος, όπως ήταν αναμενόμενο, ο βαθμός HAI εμφάνισε ισχυρή συσχέτιση με το 

στάδιο της ίνωσης (p < 0,001, r = 0,665), ενώ το ιϊκό φορτίο συσχετίστηκε, επίσης, 

θετικά τόσο με το βαθμό HAI όσο και με το στάδιο της ίνωσης (p < 0,001, r = 0,724 

και p = 0,003 , r = 0,403, αντίστοιχα). 
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Εικ. 18 Ηπατική γονιδιακή έκφραση όλων των ασθενών με ΧΗΒ ανάλογα με την ένταση της φλεγμονής και της ίνωσης του ήπατος. Τα θηκογράμματα 
παρουσιάζουν τη σχετική έκφραση, σε μεταγραφικό επίπεδο, των γονιδίων FOXP3 (A), PD1 (B), PDL1 (Γ), TRAIL (Δ) και CD8A (Ε) ανάλογα με την 
ένταση της φλεγμονής του ήπατος (εξαιρουμένου ενός ασθενούς με βαθμό HAΙ 0) και την έκφραση του PDL1 (ΣΤ) σύμφωνα με το στάδιο της ίνωσης (η 
σταδιοποίηση παρουσιάζεται στην ενότητα «Υλικά και μεθοδολογία της Έρευνας- Ιστολογική εξέταση βιοψιών ήπατος»). Η τιμή στατιστικής 
σημαντικότητας (p) που αναγράφεται σε κάθε διάγραμμα αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Kruskal-Wallis H. 
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3.3 Η ανοσορρύθμιση στον αρθρικό υμένα ασθενών με οστεοαρθρίτιδα 

Στα πλαίσια της ευρύτερης μελέτης της σχέσης της ανοσορρύθμισης με την 

απόπτωση, διερευνήθηκε η ύπαρξη τυχόν συσχετίσεων των μηχανισμών της 

ανοσορρύθμισης και της επαγόμενης από απόπτωση φλεγμονής σε μία χρόνια 

φλεγμονώδη νοσολογική οντότητα μη μικροβιακής αιτιολογίας, δηλαδή της 

οστεοαρθρίτιδας (ΟΑ) του γόνατος και του ισχίου που χαρακτηρίζεται από άσηπτη 

φλεγμονή. Για το σκοπό αυτό, μελετήθηκε ο μηχανισμός της ανοσορρύθμισης, όπως 

αυτός εκφράζεται μέσω του μορίου FOXP3, με την απόπτωση και των κύριων 

μεσολαβητών της FAS, FASL και TRAIL. Τα κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών που 

χρησιμοποιήθηκαν για το συγκεκριμένο μέρος της μελέτης παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 16. 

3.3.1 .Γονιδιακή έκφραση στην Οστεοαρθρίτιδα 

Για να διαπιστωθεί κατά πόσον η αρθρική έκφραση του FOXP3 και των 

μεσολαβητών της απόπτωσης FAS, FASL και TRAIL, παρουσιάζει διαφορές στους 

ασθενείς με ΟΑ, εξετάστηκαν τα μεταγραφικά επίπεδα έκφρασής τους έναντι της 

ομάδας ελέγχου, που αποτελούνταν από ασθενείς που υποβλήθηκαν σε χειρουργική 

επέμβαση λόγω κατάγματος ισχίου. Παρά το γεγονός ότι δε διαπιστώθηκαν σημαντικές 

αλλαγές της έκφρασης του mRNA των γονιδίων που αναλύθηκαν μεταξύ των δύο 

ομάδων (Πίνακας 16), παρατηρήθηκαν σημαντικές θετικές συσχετίσεις μεταξύ των 

επιπέδων της αρθρικής έκφρασης του FOXP3 με την έκφραση των FAS (p = 0,001), 

FASL (p < 0,001) και TRAIL (p = 0,018) (Εικ. 19), και FAS και TRAIL (p < 0,001). 

Πίνακας 16. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων 

Γονίδιο 
Ομάδα ελέγχου 

μτα ± σαβ 

Οστεοαρθρίδα 
μτα ± σαβ 
(τιμή pγ) 

FOXP3 1,2 ± 0,8 
0,9 ± 0,9 
(0,405) 

FAS 1,3 ± 1,4 
1,3 ± 1,6 
(0,938) 

FASL 4,7 ± 3,8 
6,1 ± 8,4 
(0,943) 

TRAIL 1,2 ± 0,7 
1,2 ± 1,3 
(0,421) 

αμτ: μέση τιμή, β σα: σταθερή απόκλιση, γ Η στατιστική σημαντικότητα (p) αναφέρεται στη 
δοκιμασία Mann-Whitney U. 
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Εικ. 19 Αποτελέσματα της ανάλυσης συσχέτισης κατά Pearson. Παρατηρούνται θετικές 
συσχετίσεις μεταξύ των FOXP3 και FAS (Α), FOXP3 και FASL (Β) και FOXP3 και TRAIL (Γ) στο 
σύνολο των ασθενών με οστεοαρθρίτιδα. 

 

3.3.2 Γονιδιακή έκφραση σε σχέση με το φαινότυπο της οστεοαρθρίτιδας 

Εν συνεχεία, οι ασθενείς χωρίστηκαν σε υποομάδες ανάλογα με το φαινότυπο της 

πάσχουσας άρθρωσης. Από αυτό το διαχωρισμό προέκυψαν τρεις υποομάδες, μία με 

ατροφικό φαινότυπο (ΑΦ), μία με φυσιολογικό φαινότυπο (ΦΦ) και μία με υπερτροφικό 

αρθρικό φαινότυπο (ΥΦ). 

Σε σχέση, λοιπόν, με τον αρθρικό φαινότυπο, το TRAIL παρουσίασε μία στατιστικά 

σημαντική αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων του στους ασθενείς της υποομάδας ΥΦ 

(Εικ. 20), σε σύγκριση με τις υποομάδες ΑΦ και ΦΦ, καθώς και της ομάδας ελέγχου. 

Ωστόσο, η αρθρική έκφραση των υπόλοιπων γονιδίων που αναλύθηκαν (FOXP3, FAS 

και FASL) δεν επηρεάστηκε από το διαφορετικό φαινότυπο της ΟΑ (p > 0.05, σε όλες 

τις περιπτώσεις). 
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Εικ. 20 Ηπατική γονιδιακή έκφραση του TRAIL στην ομάδα ελέγχου και στους ασθενείς με 
οστεοαρθρίτιδα σύμφωνα με τον φαινότυπο της άρθρωση (φυσιολογικός, ατροφικός ή 
υπερτροφικός φαινότυπος). Η τιμή (p) που αναγράφεται στο διάγραμμα αναφέρεται στη 
στατιστική δοκιμασία Kruskal-Wallis H. 

3.4 Μελέτη της TGFΒ/SMAD - επαγόμενης ίνωσης 

Είναι γνωστό πως ανοσορρυθμιστικές κυτταροκίνες με ιδιαίτερη σημασία στην 

παθογένεια και εξέλιξη της χρόνιας φλεγμονής, είναι αυτές της υπεροικογένειας του 

TGFB. Ο TGFB1, εκτός από δείκτης και μόριο που διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη 

λειτουργία των ρυθμιστικών κυττάρων, αποτελεί παράγοντα-κλειδί που σχετίζεται με 

την ανάπτυξη ίνωσης. (218) Η ενεργοποίηση, λοιπόν, της οδού μετάδοσης σήματος του 

TGFB, είναι κομβικής σημασίας στη διαδικασία ίνωσης και εξέλιξης των χρόνιων 

ηπατοπαθειών και της κίρρωσης. 

Με βάση τα παραπάνω, μελετήθηκαν μόρια που συμμετέχουν στην οδό επαγωγής 

σήματος του TGF-β, όπως μόρια-συνδέτες της υπεροικογένειας TGF-β (οι ισομορφές 

TGFB1, TGFB2 και TGFB3, καθώς και τα μόρια των ακτιβινών INHBA, INHBB, INHBC 

και INHBE), οι υποδοχείς τους (TGFBRI/ALK5 και ACVRI/ALK4), ενδοκυττάριοι 

μεσολαβητές του σήματος (SMAD2, SMAD3 και SMAD4), καθώς και ο κύριος 

αναστολέας της οδού SMAD7. 

Τα κλινικά χαρακτηριστικά των ασθενών που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη της 

οδού TGFΒ/Ακτιβινών παρουσιάζονται στον Πίνακα 17. 
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Πίνακας 17. Κλινικά και ορολογικά χαρακτηριστικά των ασθενών της μελέτης της οδού TGFB/ Ακτιβινών 

α ΧΗΒ/δ: ασθενείς με ΧΗΒ στη διάγνωση, πριν από οποιαδήποτε θεραπεία, β ΧΗΒ/υπ: ασθενείς με ΧΗΒ μετά από θεραπεία και υποτροπή του 
νοσήματος, γΧΗΒ/υφ: ασθενείς με ΧΗΒ μετά από θεραπεία και μακροχρόνια διατηρούμενη ύφεση του νοσήματος, δNAFLD: μη αλκοολική λιπώδης 
διήθηση του ήπατος, ε Α: Άρρενες και Θ: Θήλεις, στ δτ: διάμεση τιμή, ζ AST: ασπαραγινική τρανσαμινάση η ALT: τρανσαμινάση της αλανίνης, θ Ο 
βαθμός φλεγμονής (Ι-0: απουσία φλεγμονής, Ι-1: ελάχιστη φλεγμονή, Ι-2: ήπια φλεγμονή, Ι-3: μέτρια φλεγμονή, Ι-4: έντονη φλεγμονή) και 
ίνωσης αξιολογήθηκε όπως περιγράφεται στην ενότητα «Υλικά και μεθοδολογία της Έρευνας- Ιστολογική εξέταση βιοψιών ήπατος».  

 
Φυσιολογικοί 

μάρτυρες 

Χρόνια ηπατίτιδα Β 
Χρόνια ηπατίτιδα C 

(ΧΗC) 
NAFLDδ Διάγνωση 

(ΧΗΒ/δ)α 
Υποτροπή 
(ΧΗΒ/υπ)β 

Μακροχρόνια 
(ΧΗΒ/υφ)γ 

Αρ. δειγμάτων 3 19 4 14 18 12 

Φύλο (Α/Θ)ε 2/1 9/10 2/2 11/3 14/4 7/5 

Ηλικία (δτστ, εύρος) 61, 60-67 54, 24-64 57, 22-65 52, 23-60 41.5, 27-54 45, 21-71 

AST (U/μl)ζ 
(δτστ, εύρος) 

42, 36-45 51, 17-1969 62, 39-277 29,5, 15-51 45, 24-237 31.5, 19-70 

ALT (U/ml)η 
(δτστ, εύρος ) 

32, 21-48 61, 15-1478 97,5, 70-332 31,5, 17-49 75, 32-213 54, 15-141 

Βαθμός φλεγμονήςθ       

Ι-0 3 − − 1 − 3 

Ι-1 − 4 − 10 2 4 

Ι-2 − 8 3 3 10 5 

Ι-3 − 5 1 − 6 − 

Ι-4 − 2 − − − − 

Ίνωσηθ (δτστ, εύρος) 0 4, 0-6 4,5, 1-5 2, 0-3 3, 1-6 0,5, 0-2 

Βαθμός HΑΙ 
(δτστ, εύρος) 

 8, 1-15 8, 5-11 2, 0-7 7, 2-12 2, 0-5 

Ιϊκό φορτίο 
(δτστ, εύρος) 

 
4 Meq/mL 

(0,009-699) 
0,10 Meq/mL 

(0-44,5) 
0 Meq/mL, 

(0,000-0,008) 
0,70 Meq/mL 
(0,10-6,25) 

− 
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Το πιο ενδιαφέρον εύρημα κατά της μελέτη της οδού TGF-β/Ακτιβινών ήταν το 

πρότυπο έκφρασης του SMAD7 σύμφωνα με την κατάσταση της νόσου και το βαθμό 

της ίνωσης. Ειδικότερα, παρατηρήσαμε ότι οι ασθενείς με ΧHB σε ύφεση (ΧΗΒ/υφ) 

εμφανίζουν μια περίπου 3πλάσια αύξηση της έκφρασης του SMAD7 συγκριτικά με 

ασθενείς ΧHB κατά τη διάγνωση (ΧHB/δ) (p = 0,001) (Πίνακας 18, Eικ. 21). Κατά 

συνέπεια, τα επίπεδα έκφρασης του SMAD7 έχουν αρνητική συσχέτιση με το ιϊκό 

φορτίο (r = -0,336, p = 0,012) , καθώς και με τα επίπεδα των τρανσαμινασών ALT (r = 

-0.382, p = 0,004) και AST (r = -0.345, p = 0,010). Είναι αξιοσημείωτο ότι το μοτίβο 

της έκφρασης του SMAD7 των ασθενών με ΧHB/υφ ήταν παρόμοιο με εκείνο που 

παρατηρήθηκε στους ασθενείς με NAFLD (Εικ. 21). Επιπλέον, οι ασθενείς με ΧHB/δ 

εμφάνισαν σημαντικά αυξημένα μεταγραφικά επίπεδα των μορίων CTGF, INHBA, INHBE 

και ACVR1/ALK4 σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου (p = 0,025, p = 0,049, p = 0,049 

και p = 0,037, αντίστοιχα). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι οι ασθενείς με 

ΧHB/υφ διατηρούν τα αυξημένα επίπεδα της INHBE και του ACVR1/ALK4 (p = 0,026 

και p = 0,039, αντίστοιχα), ενώ η έκφραση του SMAD4 μειώνεται (p = 0,032 ) 

(Πίνακας 18) συγκριτικά με την ομάδα ελέγχου. Επιπρόσθετα παρατηρείται σημαντική 

μείωση της μεταγραφικής έκφρασης των μορίων CTGF (p = 0,010), TGFB1 (p = 0,013), 

SMAD2 (p < 0,001) και SMAD3 (p < 0,001) σε σύγκριση με τους ασθενείς με ΧHB/δ 

(Πίνακας 18). 

Πίνακας 18. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων 

α ΧΗΒ/δ: ασθενείς με ΧΗΒ στη διάγνωση, πριν από οποιαδήποτε θεραπεία, β ΧΗΒ/υπ: ασθενείς με 
ΧΗΒ μετά από θεραπεία και υποτροπή του νοσήματος, γΧΗΒ/υφ: ασθενείς με ΧΗΒ μετά από 
θεραπεία και μακροχρόνια διατηρούμενη ύφεση του νοσήματος,δ μτ: μέση τιμή, ε σα: σταθερή 
απόκλιση, στ Η τιμή στατιστικής σημαντικότητας (p) αναφέρεται στη δοκιμασία Mann-Whitney U. 

Γονίδιο 

ΧΗΒ/δα 
(αρ. 19) 

ΧΗΒ/υπβ 
(αρ. 4) 

ΧΗΒ/υφγ 
(αρ. 14) 

μτδ ± σαε 
μτδ ± σαε 
τιμή pστ 

μτδ ± σαε 
τιμή pστ 

TGFB1 1,11 ± 0,84 
0,61 ± 0,38 
(0,168) 

0,64 ± 0,43 
(0,013) 

TGFB2 4,66 ± 5,12 
5,44 ± 6,72 
(0,898) 

4,57 ± 4,48 
(0,879) 

TGFB3 0,16 ± 0,26 
0,05 ± 0,04 
(0,062) 

0,13 ± 0,12 
(0,771) 

ΑLΚ5 1,63 ± 1,00 
0,91 ± 0,50 
(0,133) 

1,69 ± 0,78 
(0,536) 

ΑLΚ4 4,96 ± 6,15 
2,38 ± 1,74 
(0,424) 

8,19 ± 5,32 
(0,036) 

SMAD2 0,73 ± 0,40 
0,54 ± 0,14 
(0,224) 

0,28 ± 0,24 
(<0,001) 
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Πίνακας 18. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων (συνέχεια) 

α ΧΗΒ/δ: ασθενείς με ΧΗΒ στη διάγνωση, πριν από οποιαδήποτε θεραπεία, β ΧΗΒ/υπ: ασθενείς με 
ΧΗΒ μετά από θεραπεία και υποτροπή του νοσήματος, γΧΗΒ/υφ: ασθενείς με ΧΗΒ μετά από 
θεραπεία και μακροχρόνια διατηρούμενη ύφεση του νοσήματος,δ μτ: μέση τιμή, ε σα: σταθερή 
απόκλιση, στ Η τιμή στατιστικής σημαντικότητας (p) αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Mann-
Whitney U. 

Λαμβάνοντας υπόψη το παρόμοιο πρότυπο έκφρασης του SMAD7 που 

παρατηρήθηκε στους ασθενείς με ΧHB/υφ και NAFLD, διερευνήσαμε το κατά πόσον οι 

ασθενείς με NAFLD εμφανίζουν διαφορές στην έκφραση των υπόλοιπων γονιδίων της 

οδού. Παρατηρήσαμε ότι οι ασθενείς με NAFLD εμφανίζουν επίσης σημαντικά αυξημένη 

έκφραση των TGFB1, TGFB3, INHBA, INHBB, INHBC, ALK5, SMAD2 και SMAD4, σε 

σύγκριση με όλους τους ασθενείς με ενεργή χρόνια ιογενή ηπατίτιδα (ΧHB/δ, ΧHB/υπ, 

και ΧHC) (Πίνακας 19, Εικ. 22). Ωστόσο, δεδομένου ότι όλοι οι ασθενείς με NAFLD 

χαρακτηρίζονται από χαμηλού βαθμού φλεγμονή, συγκρίναμε περαιτέρω την έκφραση 

των προαναφερθέντων γονιδίων μεταξύ των ασθενών με NAFLD και των ασθενών με 

χρόνια ηπατίτιδα, με παρόμοια ένταση της φλεγμονής. Η διαφορά της έκφρασης που 

παρατηρήθηκε μεταξύ των ασθενών με NAFLD και αυτών με χρόνια ηπατίτιδα 

διατηρείται για όλα τα γονίδια, εξαιρουμένων των ακτιβινών INHBA και INHBC. 

 

Γονίδιο 

ΧΗΒ/δα 
(αρ. 19) 

ΧΗΒ/υπβ 
(αρ. 4) 

ΧΗΒ/υφγ 
(αρ. 14) 

μτδ ± σαε 
μτδ ± σαε 
τιμή pστ 

μτδ ± σαε 
τιμή pστ 

SMAD3 3,51 ± 3,58 
0,98 ± 1,08 

(0,062) 
0,41 ± 0,31 
(<0,001) 

SMAD4 0,84 ± 0,59 
0,64 ± 0,43 

(0,626) 
0,62 ± 0,27 

(0,362) 

SMAD7 2,73 ± 1,74 
1,39 ± 0,43 

(0,043) 
7,97 ± 3,99 

(0,001) 

ΙΝΗΒΑ 6,22 ± 7,01 
4,37 ± 3,65 

(0,850) 
4,70 ± 3,63 

(0,868) 

ΙΝΗΒΒ 0.88 ± 0.65 
0.63 ± 0.52 

(0,394 
0.58 ± 0.34 

(0,360) 

ΙΝΗΒC 1.84 ± 1.64 
2.04 ± 1.73 

(0,637) 
2.90 ± 2.21 

(0,064) 

ΙΝΗΒΕ 7.12 ± 10.04 
7.93 ± 7.18 

(0,850) 
7.65 ± 5.42 

(0,151) 

CTGF 0.22 ± 0.15 
0.09 ± 0.07 

(0,057) 
0.10 ± 0.06 

(0,010) 



106 
 

 

Εικ. 21 Γονίδια με σημαντική μεταβολή των mRNA επιπέδων έκφρασής τους στο ήπαρ ασθενών με ΧΗΒ. Διαγράμματα σφάλματος που παρουσιάζουν 
την έκφραση των γονιδίων TGFB1 (Α), ALK5 (Β), SMAD2 (Γ), SMAD3 (Δ), SMAD4 (Ε), SMAD7 (ΣΤ), CTGF (Ζ), INHBE (Η) και ALK4 (Θ) στο ήπαρ των 
ασθενών με ΧΗΒ, μετά από θεραπεία, που βρίσκονται σε μακροχρόνια ύφεση του νοσήματος συγκριτικά με ασθενείς ΧΗΒ κατά τη διάγνωση, * p < 0,05, 
**p < 0,001, όπου η τιμή στατιστικής σημαντικότητας (p) αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Mann-Whitney U. 
 



107 
 

Πίνακας 19. Σχετική έκφραση των υπό εξέταση γονιδίων 

α Ομάδα ελέγχου: ασθενείς με χρόνια ηπατίτιδα Β (ΧΗΒ) στη διάγνωση, πριν από οποιαδήποτε 
θεραπεία, ασθενείς με ΧΗΒ στην υποτροπή του νοσήματος και ασθενείς με χρόνια ηπατίτιδα C, β 
NAFLD: ασθενείς με μη αλκοολική λιπώδη διήθηση του ήπατος,γ μτ: μέση τιμή, δ σα: σταθερή 
απόκλιση, ε Η στατιστική σημαντικότητα (p) αναφέρεται στη δοκιμασία Mann-Whitney U. 

 

 

Γονίδιο 

Ομάδα ελέγχουα 
(αρ. 41) 

NAFLDβ 
(αρ. 12) 

μτγ ± σαδ 
μτγ ± σαδ 
τιμή pε 

TGFB1 0,84 ± 0,72 
1,50 ± 1,03 

(0,019) 

TGFB2 4,70 ± 5,45 
3,39 ± 3,09 

(0,981) 

TGFB3 0,12 ± 0,20 
0,30 ± 0,39 

(0,015) 

ΑLΚ5 1,19 ± 0,85 
2,30 ± 1,31 

(0,002) 

ΑLΚ4 3,70 ± 4,39 
4,93 ± 3,79 

(0,406) 

SMAD2 0,55 ± 0,36 
0,80 ± 0,30 

(0,008) 

SMAD3 2,04 ± 2,82 
1,26 ± 0,82 

(0,815) 

SMAD4 0,83 ± 0,66 
1,90 ± 1,15 

(0,001) 

SMAD7 2,18 ± 1,62 
6,31 ± 4,24 

(0,001) 

ΙΝΗΒΑ 5,07 ± 6,13 
29,69 ± 63,08 

(0,044) 

ΙΝΗΒΒ 0,70 ± 0,63 
2,87 ± 2,75 

(0,009) 

ΙΝΗΒC 1,51 ± 1,36 
3,73 ± 2,71 

(0,046) 

ΙΝΗΒΕ 5,69 ± 7,54 
6,75 ±7,41 

(0,731) 

CTGF 104,97 ± 94,61 
105,15 ± 66,27 

(0,603) 
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Εικ. 22 Γονίδια με σημαντική μεταβολή των mRNA επιπέδων έκφρασής τους στο ήπαρ ασθενών 
με NAFLD. Διαγράμματα σφάλματος που παρουσιάζουν την έκφραση των γονιδίων TGFB1 (Α), 
ΤGFB3 (Β), ALK5 (Γ), SMAD2 (Δ), SMAD4 (Ε), SMAD7 (ΣΤ), INHBA (Ζ), INHBB (Η) και INHBC 
(Θ) στο ήπαρ των ασθενών με NAFLD με την ομάδα των μαρτύρων που αποτελείται από ασθενείς 
με ΧΗΒ/δ, ΧΗΒ/υπ και ΧΗC, * p < 0,05, όπου η τιμή στατιστικής σημαντικότητας (p) αναφέρεται 
στη στατιστική δοκιμασία Mann-Whitney U. 

Θέλοντας να διερευνήσουμε πιθανές σχέσεις μεταξύ της έκφρασης του SMAD7 με 

την ένταση της φλεγμονής και της ίνωσης, θεωρήσαμε όλες τις υπο-ομάδες των 

ασθενών ως μια ενιαία ομάδα. Σχετικά με την ένταση της φλεγμονής, τα επίπεδα του 

SMAD7 ήταν σημαντικά αυξημένα σε ασθενείς με ελάχιστη φλεγμονή (Ι-1), ενώ 

μειώνονταν προχωρώντας σε μεγαλύτερα στάδια φλεγμονής (Ι-4 ) (Εικ. 23). Αυτό το 

πρότυπο της έκφρασης ήταν παρόμοιο για την INHBC και τους υποδοχείς ACVR1/ALK4 

και TGFBR1/ALK5 (Εικ. 23). Η έκφραση των άλλων γονιδίων που αναλύθηκαν δεν 

επηρεάστηκε από την ένταση της φλεγμονής (p > 0,05, σε όλες τις περιπτώσεις). 

Σχετικά με την ίνωση, παρατηρήσαμε ότι η έκφραση των γονιδίων TGFB1, INHBB και 

SMAD4 εμφανίζει σημαντική συσχέτιση με το βαθμό της ίνωσης, ακολουθώντας ένα 
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παρόμοιο πρότυπο έκφρασης (p = 0,039, p = 0,006 και p = 0,008, αντίστοιχα). Αξίζει 

να αναφερθεί ότι κανένας ασθενής με NAFLD δεν παρουσίασε μέτρια ή σοβαρή 

φλεγμονή ή και ίνωση, ως εκ τούτου, όλοι οι ασθενείς που ανήκουν στα στάδια 

φλεγμονής Ι-3 και Ι-4 και στα στάδια ίνωσης 2-6, αντιστοιχούν σε ασθενείς με χρόνια 

ιογενή ηπατίτιδα (Πίνακας 17) 

Τα δεδομένα συσχέτισης της έκφρασης των γονιδίων που αναλύθηκαν σε 

ασθενείς με χρόνια ιογενή ηπατίτιδα (ΧHB/δ, ΧHB/υφ, ΧHB/υπ, ΧHC) και NAFLD 

παρουσιάζονται αναλυτικά στους Πίνακες 20 και 21, αντίστοιχα. Τέλος, το ιϊκό φορτίο 

(HBV DNA ορού ή HCV RNA) συσχετίστηκε θετικά με το βαθμό HAI (r = 0,646 p 

<0,001) και το στάδιο της ίνωσης (r = 0,523, p <0,001), ενώ ο βαθμός HAI 

συσχετίστηκε θετικά με τη σοβαρότητα της ίνωσης (r = 0,760, ρ <0,001). 
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Εικ. 23 Ηπατική γονιδιακή έκφραση όλων των ασθενών με NAFLD ανάλογα με την ένταση της φλεγμονής και της ίνωσης του ήπατος. Τα θηκογράμματα 
παρουσιάζουν τη σχετική έκφραση, σε μεταγραφικό επίπεδο, των γονιδίων TGFBRI/ALK5 (A), SMAD7 (B), INHBC (Γ) και ACVRI ALK4 (Δ) ανάλογα με 
την ένταση της φλεγμονής του ήπατος και την έκφραση των γονιδίων TGFB1 (E), SMAD7 (ΣΤ) και INHBB (Z) σύμφωνα με το στάδιο της ίνωσης (η 
σταδιοποίηση παρουσιάζεται στην ενότητα «Υλικά και μεθοδολογία της Έρευνας- Ιστολογική εξέταση βιοψιών ήπατος»). Η τιμή στατιστικής 
σημαντικότητας (p) που αναγράφεται σε κάθε διάγραμμα αναφέρεται στη στατιστική δοκιμασία Kruskal-Wallis H. 
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 Πίνακας 20. Αποτελέσματα συσχετίσεων των ασθενών με ΧΗΒ  

α ALT: τρανσαμινάση της αλανίνης, β AST: ασπαραγινική τρανσαμινάση, γ Η στατιστική σημαντικότητα (p) αναφέρεται στη δοκιμασία συσχέτισης κατά 
Spearman. Η σκίαση με σκούρο γκρι χρώμα αναφέρεται σε συσχετίσεις των οποίων η στατιστική σημαντικότητα (p) είναι < 0.01, ενώ η σκίαση με 
ανοιχτό γκρι χρώμα αναφέρεται σε συσχετίσεις των οποίων η στατιστική σημαντικότητα (p) είναι < 0.05. 
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 Πίνακας 21. Αποτελέσματα συσχετίσεων των ασθενών με NAFLD 

α ALT: τρανσαμινάση της αλανίνης, β AST: ασπαραγινική τρανσαμινάση, γ Η στατιστική σημαντικότητα (p) αναφέρεται στη δοκιμασία συσχέτισης κατά 
Spearman. Η σκίαση με σκούρο γκρι χρώμα αναφέρεται σε συσχετίσεις των οποίων η στατιστική σημαντικότητα (p) είναι < 0.01, ενώ η σκίαση με 
ανοιχτό γκρι χρώμα αναφέρεται σε συσχετίσεις των οποίων η στατιστική σημαντικότητα (p) είναι < 0.05.   
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

4.1 Συσχέτιση της ανοσορρύθμισης με τη φλεγμονή 

Η μελέτη μας παρέχει σαφείς αποδείξεις ότι, ανεξάρτητα από την αιτία της 

ηπατικής βλάβης, η έκφραση του FOXP3, και όχι της IL10 και του ΤGFΒ1, παρουσίασε 

μια θεαματική αύξηση που σχετίζεται με την ένταση της φλεγμονής του ήπατος. 

Επιπλέον, η επαγόμενη από απόπτωση φλεγμονή παρατηρείται σε ένα ευρύ φάσμα των 

νοσημάτων του ήπατος. 

Είναι γνωστό ότι οι ιοί ευαισθητοποιούν τα ηπατοκύτταρα σε απόπτωση, ενώ είναι 

επίσης ικανοί να την αναστέλλουν, προκειμένου να επιτραπεί η επιβίωση των 

μολυσμένων κυττάρων-ξενιστών. 313  Επιπλέον, στη χρόνια ιογενή ηπατίτιδα 

παρατηρείται αυξημένη έκφραση των Fas/FasL.256,257, 314 , 315 , 316 , 317  Ωστόσο, στη 

βιβλιογραφία υπάρχουν αντικρουόμενα αποτελέσματα όσον αφορά τη σχέση των 

παραπάνω μορίων με τη φλεγμονή (βαθμός HAI) και με τα επίπεδα της ALT. 316,317,318 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας, η έκφραση των γονιδίων FAS και TRAIL αυξάνεται 

σημαντικά στα πρώτα στάδια της ηπατικής φλεγμονής, γεγονός που θα μπορούσε να 

συμβάλει στην επαγωγή της. Καθώς η φλεγμονή επιδεινώνεται και η ίνωση (κίρρωση) 

εγκαθίσταται, η έκφραση αυτών των μεσολαβητών της απόπτωσης μειώνεται. Αυτό το 

εύρημα μπορεί να αποδοθεί στην εξέλιξη της ηπατικής βλάβης που ακολουθείται από 

την καταστροφή των ηπατοκυττάρων και τη συσσώρευση διηθούντων λεμφοκυττάρων. 

Ως εκ τούτου, μπορούν να δικαιολογηθούν και τα αυξημένα επίπεδα του FASL, που 

εκφράζεται κυρίως από τα CTL, παρά το γεγονός ότι δεν παρατηρείται παράλληλη 

αύξηση της έκφρασης του μορίου TRAIL, όπως αναμενόταν. 

Από τα ευρήματα της εργασίας προκύπτει το εξαιρετικά ενδιαφέρον γεγονός ότι η 

απόπτωση όχι μόνο λαμβάνει χώρα στην NAFLD, αλλά μπορεί να είναι εξίσου υπεύθυνη 

για την επαγωγή της φλεγμονής, η οποία έως τώρα θεωρείται ότι συνδέεται με τη 

σχετιζόμενη με λιπίδια ενεργοποίηση του ΝFκΒ.318,319 Το ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε 

και στα περιστατικά αυτοάνοσης ηπατίτιδας, PBC και MTX-σχετιζόμενης 

ηπατοτοξικότητας που εξετάστηκαν, αν και ο αριθμός τους ήταν περιορισμένος. Μέχρι 

τώρα, υπάρχουν μόνο λιγοστά στοιχεία που να υποδεικνύουν ότι η αυξημένη έκφραση 

των μεσολαβητών της απόπτωσης Fas/FasL συνοδεύει την NAFLD. 320 , 321 , 322 , 323  Η 

συσχέτιση των μεσολαβητών της απόπτωσης με τη φλεγμονή που παρατηρήθηκε στους 

ασθενείς με NAFLD υποστηρίζει τα δεδομένα των Feldstein και συν., τα οποία 

συσχετίζουν τη φλεγμονή με TUNEL-θετικά κύτταρα στο ίδιο νόσημα.322 
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Όπως προαναφέρθηκε, καταδείχθηκε υψηλή ηπατική έκφραση του γονιδίου 

TRAIL, που αποτελεί ακόμα ένα συνδέτη θανάτου, ο οποίος προκαλεί την ενεργοποίηση 

του καταρράκτη των κασπασών και, κατ’ επέκταση την απόπτωση. Αν και το TRAIL 

επάγει την απόπτωση, ως επί το πλείστον, μετασχηματισμένων κυττάρων, πρόσφατες in 

vitro μελέτες έδειξαν ότι προκαλεί στεάτωση και μαζική απόπτωση σε εκφυτεύματα 

ήπατος ασθενών με ιογενή ηπατίτιδα ή λιπώδες ήπαρ.324,325,326,327 Η αυξημένη έκφραση 

του TRAIL που βρήκαμε ακολουθούσε το ίδιο μοτίβο της έκφρασης του FAS, 

υποδηλώνοντας το σημαντικό ρόλο που μπορεί να διαδραματίζει αυτό το μόριο στην 

ηπατική φλεγμονή, ανεξάρτητα από την αιτία που την προκαλεί. Η φύση (διαλυτό ή 

διαμεμβρανικό) και η πηγή (ανοσοκύτταρα ή ηπατοκύτταρα) του TRAIL, καθώς και τα 

μόρια που δρουν αργότερα στο μονοπάτι (υποδοχείς και μεσολαβητές) και 

ενεργοποιούνται κατά τη διάρκεια της σηματοδότησης στα ηπατοκύτταρα ή τα 

αστεροειδή κύτταρα μένει να καθοριστούν. 

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι δεν υπάρχει συσχέτιση 

μεταξύ της έντασης της χρόνιας φλεγμονής του ήπατος και των επιπέδων έκφρασης 

της IL1Β, καθώς επίσης ότι τα μεταγραφικά επίπεδά της ήταν σημαντικά χαμηλότερα σε 

ασθενείς με ΧHB και ΧHC συγκριτικά με τους φυσιολογικούς μάρτυρες. Επιπλέον, 

παρατηρήθηκε ισχυρή θετική συσχέτιση της έκφρασης των φλεγμονωδών 

κυτταροκινών IL1Β και ΤΝFA. Τα ευρήματα της μελέτης σχετικά με την έκφραση των 

φλεγμονωδών κυτταροκινών σε ηπατικά νοσήματα έρχονται σε συμφωνία με αυτά των 

Bortolami και συν., οι οποίοι περιέγραψαν χαμηλότερη έκφραση της IL-1β σε ασθενείς 

με ΧHB και ΧHC σε σύγκριση με τους φυσιολογικούς μάρτυρες.328 Μια πιθανή εξήγηση 

θα μπορούσε να είναι η συσσώρευση των διηθούντων λεμφοκυττάρων που 

παρατηρείται στη χρόνια ιογενή ηπατίτιδα, με αποτέλεσμα την αλλαγή των κυτταρικών 

πληθυσμών στο ήπαρ και την ύπαρξη χαμηλής αναλογίας κυττάρων που παράγουν τις 

προαναφερθείσες κυτταροκίνες. Από την άλλη πλευρά, δεν μπορεί να αποκλειστεί η 

χαμηλή παραγωγή των παραπάνω φλεγμονωδών κυτταροκινών στη χρόνια ιογενή 

φλεγμονή. Η IL-1β και ο TNF-α είναι κυτταροκίνες που ασκούν πλειοτροπικές δράσεις 

σε μια ποικιλία κυττάρων, παίζοντας θεμελιώδη ρόλο στις οξείες και χρόνιες 

φλεγμονώδεις καταστάσεις. 329 , 330  Ο ρόλος τους στα αρχικά στάδια της τοπικής και 

συστηματικής φλεγμονής, ενεργοποιώντας ένα σύνθετο δίκτυο σηματοδοτικών μορίων, 

είναι αδιαμφισβήτητος και καλά χαρακτηρισμένος.329,330 Επιπλέον, μια σταθερά 

αυξημένη έκφραση της IL-1β και του TNF-α έχει αναφερθεί σε αρκετές περιπτώσεις 

χρόνιας τοπικής φλεγμονής, όπως στη ρευματοειδή αρθρίτιδα και σε φλεγμονώδεις 

νόσους του εντέρου, όπου η θεραπεία έναντι κυτταροκινών είναι πολύ αποτελεσματική, 

μειώνοντας τα συμπτώματα και επιβραδύνοντας ή σταματώντας την ιστική βλάβη.331 

Ωστόσο, σε περιπτώσεις σοβαρής συστηματικής φλεγμονής, έχουν αναφερθεί μειωμένα 

επίπεδα του mRNA των φλεγμονωδών κυτταροκινών IL-1β και TNF-α, που παράγονται 
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από το ήπαρ και τα κύτταρα του αίματος.331, 332  Ως αποτέλεσμα, η έναντι των 

κυτταροκινών θεραπεία στους ασθενείς αυτούς είναι επιζήμια.331 Τα ευρήματά μας 

φαίνεται να δείχνουν ότι ένα παρόμοιο φαινόμενο παρατηρείται στη χρόνια ηπατική 

φλεγμονή, ιδίως σε περιπτώσεις χρόνιας ιογενούς ηπατίτιδας. Έτσι, λαμβάνοντας 

υπόψη τα σταθερά χαμηλά επίπεδα των φλεγμονωδών κυτταροκινών σε ασθενείς με 

χρόνια ιογενή ηπατίτιδα, καθώς και το γεγονός ότι η έναντι κυτταροκινών θεραπεία για 

τη ρευματοειδή αρθρίτιδα και τα φλεγμονώδη νοσήματα του εντέρου μπορεί, επίσης, να 

οδηγήσει σε επανενεργοποίηση των HBV ή HCV λοιμώξεων, 333  η συμβολή μιας 

αδόκιμης φλεγμονώδους αντίδρασης ως αίτιο της χρονιότητας των ιογενών λοιμώξεων 

θα πρέπει να ληφθεί υπόψη και παραμένει να προσδιοριστεί. 

Από τα αποτελέσματα μας, σχετικά με την έκφραση του FOXP3, της IL10, και του 

TGFΒ1, συνεπάγεται ότι τα tTregs και FOXP3+ pTregs, και όχι τα Tr1 και Th3 pTregs, θα 

μπορούσαν να συμβάλουν με άγνωστες, προς το παρόν, μεθόδους στη φλεγμονώδη 

νόσο του ήπατος. Πολύ ενδιαφέρουσα είναι η διαπίστωση ότι η αυξημένη έκφραση του 

FOXP3, και ως εκ τούτου η συσσώρευση των FOXP3+ Tregs στο ήπαρ, χαρακτηρίζει όχι 

μόνο την ιογενή ηπατίτιδα, αλλά και την NAFLD, καθώς και την αυτοάνοση ηπατίτιδα, 

την PBC και την ηπατοτοξικότητα που σχετίζεται με τη λήψη MTX. Μέχρι τώρα, η 

αύξηση της συχνότητας των tTregs στο περιφερικό αίμα ή και η συσσώρευσή τους στο 

ήπαρ των ασθενών με ΧHB ή ΧHC έχει αποδοθεί στην έκπτυξη των Tregs για τη 

ρύθμιση της λειτουργίας των ειδικών έναντι του ιού Τ-κυττάρων.138,215, 334 , 335 , 336 

Επιπλέον, έχει προταθεί ότι οι ιοί συμβάλλουν στην παραγωγή των ειδικών έναντι του 

ιού Tregs, καταστέλλοντας τους ειδικούς Τ-κυτταρικούς κλώνους επιτρέποντας έτσι τη 

διατήρηση των ιϊκών λοιμώξεων.137,138,335, 337 Ωστόσο, τα στοιχεία που υποστηρίζουν 

αυτή την υπόθεση παραμένουν ασαφή. Αντιθέτως, έχει περιγραφεί ότι η ελάττωση των 

tTregs σε ποντίκια οδηγεί σε ανοσοπαθολογία και επιδείνωση λοιμωδών νοσημάτων 

που προκαλούνται από διάφορα παθογόνα.338,339 Πράγματι, η ομάδα των Wei και συν., 

μελετώντας πρόσφατα ένα μοντέλο ηπατικής φλεγμονής (προκαλούμενης από con-Α)σε 

ποντίκια, διαπίστωσαν ότι η μείωση των FOXP3+ Tregs είχε ως αποτέλεσμα την 

επιδείνωση της φλεγμονής.270 Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, η 

επίμονη φλεγμονή του ήπατος, ανεξαρτήτως αιτιολογίας, φαίνεται να αποτελεί ένα 

βασικό παράγοντα που συμβάλλει στην έκπτυξη των Tregs. Σε μια τέτοια περίπτωση, η 

περιγραφόμενη καταστολή των ειδικών έναντι του ιού Τ-κυττάρων θα μπορούσε να 

θεωρηθεί ως μία παράπλευρη δράση (bystander effect) των Tregs που έχουν εκπτυχθεί 

λόγω της παρατεταμένης επαγόμενης από απόπτωση φλεγμονής. 

Συνολικά, τα αποτελέσματα μας είναι σε συμφωνία με την ελκυστική άποψη των 

Zheng και Rudensky οι οποίοι υποστηρίζουν ότι τα Tregs «παίζουν ζωτικό ρόλο στην 

πρόληψη της αυτοανοσίας και την παθολογία που προκαλείται από τις ανεξέλεγκτες 
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ανοσιακές απαντήσεις στις λοιμώξεις».339F

340  Ως εκ τούτου, τα αποτελέσματα που 

παρέχονται από τη συγκεκριμένη μελέτη θα μπορούσαν να ενσωματωθούν σε ένα 

ενιαίο μοντέλο των ρυθμιστικών κυττάρων σχετικό με την ιστική βλάβη λόγω 

φλεγμονής προκαλούμενης από αυξημένη απόπτωση, όπως περιγράφεται παρακάτω. Η 

υπερβολική απόπτωση που επάγεται από διάφορα ιστικά ερεθίσματα (tissue 

insults) μπορεί να ξεπεράσει την ικανότητα των μακροφάγων για ασφαλή 

κάθαρση των αποπτωτικών κυττάρων. Κατά συνέπεια, η εμφάνιση της 

φλεγμονής, δεν μπορεί να παρεμποδιστεί από την έκκριση των 

αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών από τα μακροφάγα. Παράλληλα, η 

υπερβολική παρουσίαση αυτοαντιγόνων που λαμβάνει χώρα οδηγεί στην 

ενεργοποίηση αυτοδραστικών Τ-κυττάρων. Επομένως, προσκαλείται έκπτυξη 

των ήδη υπαρχόντων κλώνων Tregs ώστε να επιτευχθεί η παρεμπόδιση 

πιθανής καταστροφικής αυτοανοσίας στον προσβεβλημένο ιστό από 

αυτοδραστικούς Τ-κλώνους (Εικ. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικ. 24 Υποθετικό μοντέλο λειτουργίας των ρυθμιστικών κυττάρων σχετικό με την ιστική βλάβη 
λόγω φλεγμονής προκαλούμενης από αυξημένη απόπτωση. 

Πρόσφατες μελέτες τόσο σε ζωικά μοντέλα όσο και στον άνθρωπο έδειξαν αύξηση 

των Tregs στον ηπατικό ιστό σε αυτοάνοσα νοσήματα του ήπατος,340F

341,
341F

342 λαμβάνοντας 

επίσης υπόψη ότι στην ΑΗ βρέθηκε μικρότερος αριθμός αυτών των κυττάρων σε σχέση 

με την PBC, όπως αυτοί υπολογίστηκαν με ανοσοϊστοχημικές μεθόδους.341 Παρά το 

γεγονός ότι η παρούσα μελέτη παρέχει περιορισμένα μεν, αλλά σύμφωνα δεδομένα 

σχετικά με την αυτοάνοση ηπατίτιδα/κίρρωση και την PBC, μπορεί να θεωρηθεί ότι σε 

αυτές τις περιπτώσεις, η επαγόμενη από απόπτωση φλεγμονή μπορεί να είναι το 

αποτέλεσμα και όχι η αιτία της αυτοάνοσης βλάβης, η οποία θα μπορούσε να έχει 
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ξεκινήσει λόγω ελαττωματικής λειτουργίας των Tregs. Σε αυτήν την περίπτωση, τα 

γεγονότα που περιγράφονται παραπάνω θα μπορούσαν να ξεκινούν και να διαιωνίζουν 

ένα φαύλο κύκλο που οδηγεί στην καταστροφή του ιστού. Με άλλα λόγια, το 

περιγραφέν μοντέλο δείχνει ότι τα Tregs θα μπορούσαν να είναι ο συνδετικός κρίκος 

για την υπόθεση της «διάθεσης των αποβλήτων» (waste disposal theory) της 

αυτοανοσίας.343 

4.2 Ανοσορρύθμιση και απάντηση σε θεραπεία 

Η παρούσα μελέτη παρέχει σαφείς αποδείξεις ότι στο αρνητικό για το αυστραλιανό 

αντιγόνο (HBeAg) μοντέλο της ΧHB, η έκφραση του FOXP3 (που χαρακτηρίζει κυρίως 

τα tTregs), καθώς και εκείνη της IL10 και του TGFB1 (που χαρακτηρίζουν τα Tr1 και 

Th3 pTregs),344 ανευρίσκεται μειωμένη στο ήπαρ των ασθενών σε διατηρούμενη, έπειτα 

από θεραπεία, μακροχρόνια ύφεση συγκριτικά με τις περιπτώσεις των ασθενών που 

παρουσιάζουν ιστολογικά, βιοχημικά και ιολογικά ενεργή νόσο κατά τη διάγνωση, πριν 

λάβουν οποιαδήποτε θεραπεία. Ταυτόχρονη μείωση παρατηρείται και στα ηπατικά 

επίπεδα του mRNA των FASL και PD1 (που εκφράζονται, κυρίως, από CTL, τα οποία 

χαρακτηρίζονται, επίσης, από την έκφραση του CD8) και του PDL1 (που αποδίδεται, 

κυρίως, σε μολυσμένα ηπατοκύτταρα και διηθούντα λεμφοκύτταρα) στους ασθενείς 

που βρίσκονται σε μακροχρόνια διατηρούμενη ύφεση. Ωστόσο, η μείωση του CD8, 

χωρίς παράλληλη αύξηση της IL2 και της IFNG, δε συνηγορεί υπέρ της αποκατάστασης 

της ανοσιακής απάντησης μέσω των Τ-κυττάρων, αλλά μάλλον αντικατοπτρίζει τη 

μείωση των CTL και την κυτταρόλυση των ηπατοκυττάρων όταν η φλεγμονή του 

ήπατος υποχωρεί λόγω της μακροχρόνιας αντι-ιϊκής θεραπείας. Αυτά τα ευρήματα 

υποστηρίζονται επίσης σε πρωτεϊνικό επίπεδο από τα αποτελέσματα των 

ανοσοϊστοχημικών χρώσεων που πραγματοποιήθηκαν για τα μόρια FOXP3, PD1, PDL1, 

CD4 και CD8. Όπως προαναφέρθηκε, η μείωση της έκφρασης του FOXP3 δεν 

ακολουθήθηκε από ανάλογη μείωση των επιπέδων mRNA του CD4 στον ηπατικό ιστό. 

Προφανώς, αυτό μπορεί να αντανακλά το γεγονός ότι CD4+ κύτταρα δεν είναι μόνο τα 

Tregs αλλά κι άλλοι υποπληθυσμοί των Τ-κυττάρων, όπως τα Th17 κύτταρα.344 Ωστόσο, 

δεν ήταν δυνατή η πραγματοποίηση μιας πιο συγκεκριμένης ανάλυσης των 

υποπληθυσμών των Τ-κυττάρων με την τεχνική της κυτταρομετρίας ροής στους 

διαθέσιμους ηπατικούς ιστούς κι αυτό αποτελεί έναν από τους περιορισμούς της 

παρούσας μελέτης. Κατά συνέπεια, οι μεταβολές της συχνότητας των CD4+ Τ-κυττάρων 

που παρατηρούνται δεν μπορούν με βεβαιότητα να αποδοθούν σε κάποιο συγκεκριμένο 

υποπληθυσμό των Τ-κυττάρων. 
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Τα δεδομένα που προκύπτουν από τη μελέτη υποστηρίζουν περαιτέρω την ιδέα 

ότι το μονοπάτι των PD1/PDL1 (τα αυξημένα επίπεδα του PD1 στα Τ-κύτταρα και η 

αυξημένη έκφραση του PDL1 στα ηπατοκύτταρα) σχετίζεται με τη δυσλειτουργία των Τ-

κυττάρων στις χρόνιες HBV και HCV λοιμώξεις.345 Στο πλαίσιο αυτό, έχει προταθεί ότι η 

παρεμπόδιση του μονοπατιού αυτού αποτελεί μια λογική θεραπευτική στρατηγική για τη 

«διάσωση» των δυσλειτουργικών Τ-κυττάρων, με στόχο την αποκατάσταση των ειδικών 

έναντι των HBV και HCV, T-κυτταρικών απαντήσεων. Οι Fisicaro και συν.,346 έπειτα από 

ex vivo μελέτες που διεξήγαγαν σε πειραματικά μοντέλα ΧHB, διαπίστωσαν πως ο 

αποκλεισμός (blockade) του μονοπατιού PD1/PDL1 οδηγεί σε λειτουργική ανάκαμψη 

των αντι-HBV Τ-κυττάρων. Επιπρόσθετα, αυτά τα ειδικά Τ-κύτταρα του ήπατος 

παρουσίασαν καλύτερη αποκατάσταση των λειτουργιών τους συγκριτικά με τα Τ-

κύτταρα του περιφερικού αίματος, η οποία χαρακτηριζόταν από τον πολλαπλασιασμό 

των CD8+ κυττάρων και την παραγωγή της IFN-γ και της IL-2 από τα ενδοηπατικά 

λεμφοκύτταρα. Ωστόσο, δεν είναι ακόμη βέβαιο εάν η έκφραση του PDL1 στα 

ηπατοκύτταρα συμβάλλει πραγματικά στην ανάπτυξη της εξάντλησης των Τ-κυττάρων 

ή αν αποτελεί έναν ομοιοστατικό μηχανισμό που μειώνει τη φλεγμονώδη αντίδραση.345 

Οι Kassel και συν., ανέφεραν ότι η ηπατική έκφραση των μορίων PD1/PDL1 συνδέεται 

πιο άμεσα με το βαθμό της φλεγμονής παρά με την υποκείμενη αιτιολογία της ηπατικής 

βλάβης, συμπεραίνοντας ότι η οδός PD1 μπορεί να βοηθήσει το ήπαρ να προστατευθεί 

από ανοσομεσολαβούμενη καταστροφή. 347  Δεδομένου ότι δεν παρατηρήθηκαν 

σημαντικές διαφορές στην έκφραση των μορίων CD4, IL2 και IFNG, τα ευρήματά μας 

δεν υποστηρίζουν τη λειτουργική αποκατάσταση των Teffs στη μακροπρόθεσμα 

διατηρούμενη ύφεση της χρόνιας HBV λοίμωξης. Είναι ενδιαφέρον ότι οι ανωτέρω 

διαπιστώσεις αναφορικά με τη λειτουργία των Teffs στην ύφεση είναι σύμφωνες με τα 

ευρήματα των Nan και συν., τα οποία υποδηλώνουν ότι οι εξασθενημένες ανοσιακές 

αποκρίσεις των ασθενών με ΧHB δεν αποκαθίστανται πλήρως από τη θεραπεία, 

δεδομένου ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές στην έκφραση της IFN-γ.348 Από την 

άλλη πλευρά, οι εκφράσεις των PD1 και PDL1 συσχετίζονταν σημαντικά με την ένταση 

της φλεγμονής του ηπατικού ιστού. Τα ευρήματα αυτά ενισχύουν περαιτέρω τα 

συμπεράσματα των Kassel και συν., που υποστηρίζουν πως η μειωμένη έκφραση των 

μορίων ΡD1 και PDL1 που παρατηρείται κατά τη διατηρούμενη ύφεση αποτελεί ένα 

επιφαινόμενο, είτε συμβάλλοντας στη λύση της ενεργού ηπατικής φλεγμονής είτε 

προκύπτοντας από αυτή.347 

Επιπλέον, παρατηρήσαμε μια αρνητική ρύθμιση της έκφρασης (down-regulation) 

των μεσολαβητών απόπτωσης FAS και FASL σε καταστάσεις μακροχρόνιας ύφεσης σε 

ασθενείς με ΧHB. Λαμβάνοντας υπόψη ότι προηγούμενες μελέτες, 

συμπεριλαμβανομένης και της δική μας, καταδεικνύουν τη μεγάλη σημασία της 

συμβολής της οδού Fas/FasL στη ΧHB, η οποία φαίνεται να είναι στενά σχετιζόμενη με 
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το βαθμό της φλεγμονής του ήπατος,317,349 τα ευρήματά μας επιβεβαιώνουν περαιτέρω 

την ιδέα ότι αντιπροσωπεύει την πιο κοινή και αποτελεσματική οδό για το θάνατο των 

μολυσμένων με ιό κυττάρων στο ήπαρ.350 Από την άλλη πλευρά, παρατηρήσαμε μία 

απροσδόκητη αρνητική συσχέτιση της έκφρασης του TRAIL με την ένταση της ηπατικής 

φλεγμονής και το στάδιο της νόσου (ενεργή νόσος έναντι ύφεσης της νόσου), αφού οι 

ασθενείς που βρίσκονταν σε μακροχρόνια ύφεση του νοσήματος εμφάνισαν αυξημένα 

μεταγραφικά επίπεδα του μορίου στο ήπαρ. Το TRAIL είναι ένα προσφάτως 

χαρακτηρισμένο μέλος της υπεροικογένειας TNF, ικανό να ενεργοποιεί την απόπτωση 

σε διάφορα καρκινικά ή και μολυσμένα από ιούς κύτταρα, μέσω της πρόσδεσής του σε 

ορισμένους υποδοχείς θανάτου, όπως είναι οι DR4 και DR5.324,351,352 Ωστόσο, το TRAIL 

μπορεί, επίσης, να συνδεθεί με τους υποδοχείς-δολώματα DcR1, εξουδετερώνοντας τη 

δράση του, και DcR2 που προκαλεί την ενεργοποίηση του NFκB, οδηγώντας σε 

μεταγραφή γονιδίων που είτε ανταγωνίζονται το μονοπάτι σηματοδότησης θανάτου ή 

και προωθούν τη φλεγμονή.353,354 από τη άλλη μεριά, τα αυξημένα επίπεδα του TRAIL 

είναι ικανά όχι μόνο να επάγουν την απόπτωση αλλά και να μειώσουν τη φλεγμονή, 

όπως έχει ήδη καταδειχθεί από μελέτες σε ζωικά μοντέλα φλεγμονώδους αρθρίτιδας 

του γόνατος.302 Λαμβάνοντας υπόψη ότι δεν έχουν διερευνηθεί οι καταρράκτες 

ενεργοποίησης του TRAIL στο μοντέλο της νόσου που μελετάμε, απαιτούνται περαιτέρω 

μελέτες προκειμένου να αποσαφηνιστεί ο ακριβής ρόλος αυτής της πρωτεΐνης στην 

παθογένεια ή και την αποκατάσταση της φλεγμονής του ήπατος. 

Επιπρόσθετα, παρατηρήσαμε μια σημαντική μείωση των επιπέδων mRNA γονιδίων 

ενδεικτικών της ανοσοκαταστολής που επάγεται μέσω των Τ-κυττάρων. Τέτοια γονίδια 

είναι το FOXP3, η IL10 και ο TGFB1. Το πρότυπο, μάλιστα, της έκφρασης του FOXP3 

ήταν ταυτόσημο με αυτά των γονιδίων PD1 και PDL1, ενώ χαρακτηριζόταν από 

σημαντική θετική συσχέτιση με την ένταση της ηπατικής φλεγμονής. Παρά το γεγονός 

ότι τα Foxp3+ Tregs φαίνεται να προστατεύουν το ήπαρ από την ανοσιακή βλάβη και να 

εκθέτουν σε κίνδυνο τον έλεγχο του ιού κατά τη διάρκεια της πειραματικά επαγόμενης 

οξείας HBV λοίμωξης,346, 355  ο ρόλος τους στις χρόνιες ιογενείς λοιμώξεις, που 

προκαλούνται τόσο από τον HBV όσο και από τον HCV, έχει περιγραφεί να κυμαίνεται 

από την καταστολή των Τ-κυτταρικών απαντήσεων έναντι των ιών έως την αρνητική 

ρύθμιση των ανοσιακών απαντήσεων που προκαλούν τη βλάβη του ήπατος.346 Έτσι, το 

αρχικό στάδιο της έκπτυξης της προσαρμοστικής ανοσιακής απάντησης έναντι ιών 

ακολουθείται από ένα στάδιο συστολής (contraction), κατά το οποίο τα Tregs θα 

μπορούσαν να διαδραματίσουν έναν εξέχοντα ρόλο στη διατήρηση μια λεπτής 

ισορροπίας ανάμεσα σε μια ισχυρή ανοσιακή απόκριση για την κάθαρση της λοίμωξης 

και τις συνέπειες της παρατεταμένης ανοσιακής ενεργοποίησης και φλεγμονής.346 
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Πρόσφατα στοιχεία δείχνουν ότι τα CD4+CD25+ Tregs διαδραματίζουν ενεργό 

ρόλο στη ΧHB, όχι μόνο ρυθμίζοντας τους τελεστές της ανοσιακής απάντησης κατά του 

HBV, αλλά επίσης επηρεάζοντας την πρόγνωση της νόσου. Διάφορες ερευνητικές 

ομάδες έχουν περιγράψει αυξημένη συχνότητα των Foxp3+ Tregs στο ήπαρ ασθενών με 

σοβαρή ΧHB συγκριτικά με υγιείς μάρτυρες,138,215,216,335,346, 356 , 357 , 358 , 359  ενώ η 

συχνότητά τους στο περιφερικό αίμα έχει συσχετιστεί με το ιϊκό φορτίο που 

ανευρίσκεται στον ορό των ασθενών.215,356 Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός ότι η 

εξάντληση των κυκλοφορούντων Tregs σε τέτοιους ασθενείς οδηγεί στην αύξηση της 

IFN-γ που παράγεται από μονοπύρηνα κύτταρα περιφερικού αίματος (ΜΚΠΑ) που έχουν 

διεγερθεί με αντιγόνα του HBV (HBV antigens, HBV-Ag). Επιπλέον, τα CD4+CD25+ 

Tregs ήταν ικανά να καταστείλουν τον πολλαπλασιασμό των αυτόλογων ΜΚΠΑ που 

προκαλείται από HBV-Ag, πιθανόν αντανακλώντας την παραγωγή ειδικών αντι-HBV-Ag 

Tregs (ιστικών αλλά και κυκλοφορούντων).215 Σε αυτό το πλαίσιο, οι Stross και συν. 

απέδειξαν πρόσφατα ότι τα Tregs καθυστερούν σημαντικά την κάθαρση του HBV από 

το αίμα και τα μολυσμένα ηπατοκύτταρα σε ένα μοντέλο οξείας λοίμωξης με HBV σε 

επίμυες, μειώνοντας την αντι-ιϊκή δράση των Teffs μέσω του περιορισμού της 

παραγωγής κυτταροκινών καθώς και της κυτταροτοξικότητας.355 

Επιπρόσθετα, παρατηρήσαμε ότι η συσσώρευση των Foxp3+ Tregs λαμβάνει χώρα 

σε ασθενείς με χρόνια ηπατική φλεγμονή (ανεξάρτητα από τον αρχικό επαγωγέα της 

ηπατικής βλάβης) και συσχετίζεται με την αυξημένη έκφραση μεσολαβητών της 

απόπτωσης, δεδομένα που μας οδήγησαν στη διατύπωση ενός υποθετικού μοντέλου για 

τη δράση των Tregs στη χρόνια φλεγμονή.349 Υποθέτοντας πως ισχύει αυτό μοντέλο, 

ότι δηλαδή η έκπτυξη των Tregs στη χρόνια ηπατική φλεγμονή προστατεύει από την 

ιστική βλάβη και την πιθανή καταστροφική παθολογία, τότε η περιγραφείσα 

καταστολή των ειδικών έναντι του ιού Τ-κυττάρων θα μπορούσε να θεωρηθεί 

ως συνέπεια των tTregs (τα οποία έχουν εκπτυχθεί λόγω της εμμένουσας 

επαγόμενης από απόπτωση φλεγμονής). Πρόσφατα, οι Peiseler και συν., περιέγραψαν 

την παρουσία φυσιολογικών συχνοτήτων και τη σωστή λειτουργία των Tregs σε 

ασθενείς με αυτοάνοση ηπατίτιδα τύπου 1, ενισχύοντας την υπόθεσή μας.360 Πράγματι, 

βρήκαν υψηλότερες συχνότητες των Tregs στο αίμα και τον ηπατικό ιστό ασθενών που 

είχαν ενεργή νόσο, οι οποίες συσχετίζονταν με την φλεγμονώδη δραστηριότητα του 

ήπατος, σε σύγκριση με το στάδιο της ύφεσης.360 Επιπλέον, οι Otano και συν., 

μελετώντας αρκτόμυες που έπασχαν από χρόνια λοίμωξη από ιό ηπατίτιδας 

(Woodchuck Hepatitis Virus, WHV), κατέδειξαν αύξηση των ηπατικών Tregs, η οποία 

συνοδευόταν από σημαντικά υψηλή έκφραση αντιφλεγμονωδών κυτταροκινών, όπως ο 

TGF-β1 και η IL-10 και ανοσοκατασταλτικών μορίων, όπως τα PD1/PDL1.361 Παρόμοια, 

λοιπόν, με τη χρόνια λοίμωξη από HBV, η εμμένουσα λοίμωξη από WHV σχετίζεται με 

ένα ισχυρά ανοσοκατασταλτικό περιβάλλον εντός του ήπατος. Θεωρούμε ότι τα 
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αποτελέσματα που παρουσιάζονται εδώ, τα οποία περιλαμβάνουν τη μελέτη της οδού 

PD1/PDL1, αν και βασίζονται, κυρίως, σε συσχετίσεις παρέχουν περαιτέρω στήριξη στο 

παραπάνω περιγραφέν προτεινόμενο μοντέλο. 

Όπως προαναφέρθηκε, οι HBeAg-αρνητικοί ΧHB ασθενείς της μελέτης, οι οποίοι 

βρίσκονταν σε μακροχρόνια διατηρούμενη ύφεση ύστερα από θεραπεία εμφάνισαν 

μειωμένη ηπατική έκφραση των γονιδίων FOXP3, PD1 και PDL1 που επίσης 

συσχετίστηκε με ελαχίστης έντασης ηπατική φλεγμονή. Ωστόσο, οι ασθενείς αυτοί δεν 

παρουσίασαν φαινόμενα ανοσιακής αποκατάστασης τα οποία είναι εμφανή κατά την ex 

νίνο λοίμωξη από HBV στον άνθρωπο,346,362 καθώς και στα ζωικά μοντέλα οξέων355 και 

χρόνιων ηπατικών ιογενών λοιμώξεων.361 Ως εκ τούτου, η στόχευση των Tregs ή και 

της οδού PD1/PDL1 στην οξεία ή πρώιμα στο περιβάλλον μιας χρόνιας HBV λοίμωξης, 

θα πρέπει να εξεταστεί προσεκτικά ως θεραπευτική στρατηγική, δεδομένου ότι η 

εξάλειψή τους μπορεί να προκαλέσει αυτοάνοσα φαινόμενα ή να αυξήσει την 

ανοσομεσολαβούμενη ηπατική βλάβη. 

Εν κατακλείδι, τα δεδομένα της παρούσας μελέτης υποδεικνύουν ότι στο HBeAg-

αρνητικό μοντέλο της ΧHB, το ανοσοκατασταλτικό περιβάλλον του ήπατος μειώνεται 

στη μακροχρόνια διατηρούμενη ύφεση του νοσήματος, σε σύγκριση με τις περιπτώσεις 

που εμφανίζουν ιστολογικά, βιοχημικά και ιολογικά ενεργή νόσο κατά τη διάγνωση, 

πριν από οποιαδήποτε θεραπεία. Επιπρόσθετα, η μείωση των ανασταλτικών οδών, όπως 

μετράται από τη μείωση των μεταγραφικών επιπέδων έκφρασης των 

αντιπροσωπευτικών μορίων τους στο ήπαρ κατά τη μακροχρόνια ύφεση, είναι, πιθανώς, 

συνέπεια της ελάττωσης της ηπατικής φλεγμονής, αφού υπερ-εκφράζονται, 

προκειμένου να αντισταθμίσουν τη δράση αλλο- ή και αυτo-δραστικών κλώνων Teffs. 

4.4 Ανοσορρύθμιση στον αρθρικό υμένα ασθενών με οστεοαρθρίτιδα  

Τα τελευταία χρόνια, η φλεγμονή του αρθρικού υμένα (ΑΥ) και το ανοσιακό 

σύστημα, μέσω της συμμετοχής τόσο της έμφυτης όσο και της προσαρμοστικής ανοσίας, 

θεωρούνται βασικοί παράγοντες στην ανάπτυξη και την εξέλιξη του νοσήματος της 

οστεοαρθρίτιδας.285,363,364,365,366,367 Επιπλέον, η απόπτωση που παρατηρείται στην ΟΑ 

έχει αναδειχθεί ως κρίσιμος παράγοντας που ενέχεται στην παθογένεια του 

νοσήματος.292,293,294,295,296,297,363 

Έχοντας καταδειχθεί η συσχέτιση της ανοσορρύθμισης και της απόπτωσης με τη 

χρόνια φλεγμονή σε προγενέστερες αλλά και στην παρούσα μελέτη317,349, 368  και 

δεδομένου του ρόλου της απόπτωσης στην ΟΑ, καθώς και της αδιευκρίνιστης σχέσης 
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των παραπάνω μηχανισμών στο παρόν νόσημα, διερευνήθηκε ο ρόλος της 

ανοσορρύθμισης στην επαγόμενη από απόπτωση άσηπτη φλεγμονή του ΑΥ.  

Μολονότι δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές αλλαγές στα επίπεδα της μεταγραφικής 

έκφρασης των γονιδίων FOXP3, FAS, FASL και TRAIL μεταξύ των ασθενών και της 

ομάδας ελέγχου, εντούτοις, αναδείχθηκαν σημαντικές θετικές συσχετίσεις της 

έκφρασης του FOXP3 με αυτή των κύριων μεσολαβητών της απόπτωσης FAS, FASL και 

TRAIL. Αυτά τα αποτελέσματα υποστηρίζουν περαιτέρω τα ευρήματά μας από τη μελέτη 

στον ηπατικό ιστό, τα οποία συσχετίζουν ισχυρά την έκφραση των κύριων 

μεσολαβητών της απόπτωσης με την έκφραση του FOXP3 στον χρόνια φλεγμαίνοντα 

ηπατικό ιστό.349,368 Αυτή η συσχέτιση που παρατηρείται μπορεί να αποτελεί έναν ισχυρό 

προστατευτικό μηχανισμό του ανοσιακού συστήματος μέσω της έκπτυξης των Foxp3+ 

Tregs (φυσικών και περιφερικά επαγόμενων) για την παρεμπόδιση της παράπλευρης 

βλάβης υγιούς ιστού και πιθανής καταστροφικής παθολογίας. Σ’ αυτό το πλαίσιο, οι 

Yudoh και συν., έχουν επίσης αναφέρει αυξημένη παρουσία των κυττάρων Tr1 στον ΑΥ 

της ΟΑ συγκριτικά με αυτόν της ρευματοειδούς αρθρίτιδας, καταδεικνύοντας έναν 

προστατευτικό ρόλο (έναντι επιβλαβών υπέρμετρων ανοσιακών απαντήσεων) που 

μπορεί να διαδραματίζουν αυτά τα κύτταρα στην παθογένεια της ΟΑ.369 

Κατά το διαχωρισμό των ασθενών με ΟΑ ανάλογα με το μακροσκοπικό φαινότυπο 

της πάσχουσας άρθρωσης προέκυψαν τρεις υποομάδες: μία με ατροφικό φαινότυπο, 

μία με υπερτροφικό φαινότυπο και μία με «φυσιολογικό» φαινότυπο ΟΑ (ΑΦ, ΥΦ και 

ΦΦ, αντίστοιχα). Παρά το γεγονός ότι δε βρήκαμε καμία σημαντική διαφορά της 

γονιδιακής έκφρασης στο σύνολο των ασθενών με ΟΑ συγκριτικά με την ομάδα 

μαρτύρων, παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αύξηση της μεταγραφικής έκφρασης 

του TRAIL στην υποομάδα των ασθενών με ΥΦ σε σύγκριση με τις υποομάδες με ΑΦ και 

ΦΦ, καθώς και με την ομάδα ελέγχου.  

Το μόριο TRAIL είναι ένα μέλος της υπεροικογένειας TNF που εκφράζεται από 

πολλούς τύπους κυττάρων. 370 , 371  Εκτός από την επαγωγή της απόπτωσης, 

διαδραματίζει πολλούς ακόμα ρόλους, συμπεριλαμβανομένης της ρύθμισης της φυσικής 

ανοσίας. 372  Αναφορικά με την απόπτωση, η σηματοδότηση μέσω του TRAIL 

μεσολαβείται από δύο τύπους υποδοχέων, οι οποίοι διαφέρουν στην ικανότητά τους 

είτε να επάγουν είτε να αναστέλλουν την απόπτωση. 373 Οι υποδοχείς TRAIL-R1 και 

TRAIL-R2 επάγουν τον αποπτωτικό κυτταρικό θάνατο, ενώ το δεύτερο είδος υποδοχέων 

TRAIL, δηλαδή οι TRAIL-R3, TRAIL-R4 και η οστεοπροτεγερίνη (osteoprotegerin, OPG) 

δρουν ως υποδοχείς δολώματα.374 Σε συμφωνία με τα ευρήματα της παρούσας μελέτης, 

οι Dharmapatni και συν., δεν παρατήρησαν διαφορές στην έκφραση του TRAIL, 

ωστόσο αναφέρουν αυξημένα επίπεδα TRAIL-R1 στον ΑΥ σε ασθενείς με ΟΑ. Εντούτοις, 
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αξίζει να αναφερθεί ότι δε διεξήχθη περαιτέρω ανάλυση των διαφόρων υποομάδων της 

ΟΑ, ομοίως με αυτή της μελέτης μας.375 

Προφανώς, σε αυτό το σημείο θα πρέπει κανείς να εξακριβώσει την προέλευση 

αυτής της αυξημένης έκφρασης του TRAIL στον ΑΥ ασθενών με ΥΦ. Λαμβάνοντας 

υπόψη το μεγάλο αριθμό των μακροφάγων που διηθούν το φλεγμαίνοντα ΑΥ στην ΟΑ, 

η αυξημένη έκφραση TRAIL θα μπορούσε να αποδοθεί σε αυτόν τον κυτταρικό 

πληθυσμό285,364,375,376 και αυτό αποτελεί ένα σημείο που θα πρέπει να διερευνηθεί σε 

μελλοντικές μελέτες. Γνωρίζοντας επίσης ότι η σηματοδότηση του TRAIL μπορεί να 

προκαλέσει είτε επαγωγή είτε αναστολή της απόπτωσης, ανάλογα με τον υποδοχέα 

στον οποίο δεσμεύεται, είναι απαραίτητη η διεξαγωγή περαιτέρω μελετών που να 

επικεντρώνονται στην έκφραση και την πρόσδεση των υποδοχέων, προκειμένου να 

διευκρινιστεί η επίδραση της αύξησης του TRAIL στον αρθρικό υμένα. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζουν πρόσφατες μελέτες σε ζωικά μοντέλα που έχουν δείξει 

ότι η ενδο-αρθρική γονιδιακή μεταφορά του TRAIL μέσω αδενοϊού [adenoviral, (Ad)-

TRAIL] και η έγχυση ανασυνδυασμένης (recombinant) πρωτεΐνης TRAIL (rTRAIL) είναι 

ικανές να επάγουν την απόπτωση στις αρθρώσεις ενός ζωικού μοντέλου αρθρίτιδας 

κουνελιών μειώνοντας τη φλεγμονή.301,302 Σύμφωνα με τα παραπάνω ευρήματα αλλά 

και με αυτά της παρούσας μελέτης, φαίνεται πως χρειάζεται να πραγματοποιηθούν 

επιπλέον μελέτες ώστε να διαλευκάνουν τον ακριβή ρόλο που διαδραματίζει αυτό το 

μόριο στην παθογένεια ή και στην εξέλιξη της φλεγμονής που παρατηρείται στην ΟΑ, 

καθώς και η πιθανή δυνατότητά του να αποτελέσει θεραπευτικό στόχο ή παράγοντα ο 

οποίος θα περιορίζει τη φλεγμονή του ιστού. 

Εν κατακλείδι, τα ευρήματά μας, αν και προκύπτουν κυρίως από συσχετίσεις, 

υποστηρίζουν περαιτέρω την ιδέα ότι η ανοσορρύθμιση συνδέεται στενά με την 

εμμένουσα απόπτωση. Το TRAIL, με τη σειρά του, φαίνεται ότι συμβάλλει στη 

φλεγμονή του αρθρικού υμένα και ίσως μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως βιολογικός 

δείκτης του φαινοτύπου του νοσήματος. 

4.3 Ο προστατευτικός ρόλος του SMAD7 στην ηπατική ίνωση  

Τα αποτελέσματά μας παρέχουν σαφείς ενδείξεις ότι το μόριο SMAD7, που 

αποτελεί τον κύριο αναστολέα της οδού σηματοδότησης TGF-β/Ακτιβινών, παρουσιάζει 

αυξημένα επίπεδα κατά τη λύση της χρόνιας ηπατικής φλεγμονής, δεδομένου ότι οι 

ασθενείς με ΧHB σε ύφεση (ΧΗΒ/υφ) υπερεκφράζουν SMAD7 σε σύγκριση με τους 

ασθενείς στη διάγνωση (ΧΗΒ/δ). Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι το μοτίβο έκφρασης 

του SMAD7 στη ΧΗΒ παρομοιάζει με αυτό που παρατηρείται στην NAFLD. Η NAFLD 
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αποτελεί μία νοσολογική οντότητα που χαρακτηρίζεται από χαμηλή συχνότητα 

εμφάνισης σοβαρών επιπλοκών στο ήπαρ και εξέλιξης σε ίνωση, υποδεικνύοντας ότι η 

αύξηση του SMAD7 μπορεί να αντιπροσωπεύει ένα μηχανισμό που συμμετέχει στον 

περιορισμό της ίνωσης. 

Η πιθανή συμβολή του Smad7 στην εξέλιξη ή και τη λύση της φλεγμονής έχει 

μελετηθεί σε αρκετά ζωικά μοντέλα με αντικρουόμενα αποτελέσματα.377,378, 379, 380, 381 

Ωστόσο, σε περιπτώσεις φλεγμονής και ίνωσης του ήπατος, το Smad7 φαίνεται να έχει 

αντι-φλεγμονώδεις επιδράσεις, αφού η ιστο-ειδική εξάλειψή του σε ποντικούς οδηγεί σε 

αυθόρμητη ηπατική δυσλειτουργία και επιδεινώνει την ηπατική βλάβη που προκαλείται 

από αλκοόλη.379 Σε αυτό το πλαίσιο, οι Dooley και συν., έδειξαν ότι η υπερέκφραση του 

Smad7 (με τη βοήθεια αδενοϊού) αναστέλλει τη σηματοδότηση μέσω του TGF-β και 

εμποδίζει τη δημιουργία ίνωσης στο ήπαρ,382 ενώ οι Tahashi και συν., διαπίστωσαν ότι 

το Smad7 αυξάνει στην οξεία και μειώνεται στη χρόνια πειραματικά επαγόμενη ηπατική 

βλάβη σε επίμυες.383 Αυτή η άποψη υποστηρίζεται περαιτέρω από τα αποτελέσματα μας, 

αφού παρατηρήθηκε ότι προϊούσης της σοβαρότητας της φλεγμονής η έκφραση του 

SMAD7 μειώνεται φτάνοντας σε επίπεδα χαμηλότερα από εκείνα των ασθενών με 

στάδιο φλεγμονής Ι-0 (δηλαδή χωρίς μακροσκοπική ένδειξη φλεγμονής). 

Προηγούμενες μελέτες αναφέρουν ότι η ΤGF-β σηματοδότηση μέσω των 

ενδοκυττάριων μεσολαβητών Smad2/3 και Smad4 προκαλούν αύξηση της έκφρασης 

του Smad7. 384 , 385  Εν συνεχεία, το Smad7 είναι σε θέση είτε να παρεμποδίζει τη 

σύνδεση του υποδοχέα ΤGF-βRI με τα Smad2/3, 386  είτε να αλληλεπιδρά με την 

πρωτεΐνη Smurf2 για να σχηματίσει μία Ε3 λιγάση ουβικιτίνης, με αποτέλεσμα την 

αυξημένη αποικοδόμηση του TGF-βRI. 387  Κατά συνέπεια, το Smad7 αποτελεί τον 

κυριότερο αναστολέα της ΤGF-β σηματοδότησης. Επιπλέον, η σηματοδότηση μέσω του 

ΤGF-β και οι ακόλουθες ινωτικές επιδράσεις του φαίνεται να μπορούν να ανασταλούν 

ως απάντηση σε θεραπεία με IFN-γ, δεδομένου ότι η IFN-γ και ο TNF-α μπορούν να 

αναστείλουν τη σηματοδότηση της οδού μέσω της επαγωγής της έκφρασης του 

Smad7.388,389 

Τα τελευταία χρόνια έχει μελετηθεί εκτενώς ο ρόλος της ΤGF-β σηματοδότησης 

στη χρόνια ηπατική βλάβη ή και κίρρωση. Η κίρρωση του ήπατος, εκτός από σοβαρή 

ίνωση, χαρακτηρίζεται από αλλοιώσεις του ηπατικού παρεγχύματος που σχετίζονται με 

σχηματισμό οζιδίων, αγγειακές αλλαγές και κίνδυνο ηπατικής ανεπάρκειας. Αν και δεν 

υπάρχει αμφιβολία ότι μπορεί να επισυμβεί λύση της ηπατικής ίνωσης,390 εξακολουθεί 

να παραμένει αμφιλεγόμενη η αντιστρεψιμότητα της κίρρωσης.391 Όπως αναφέρουν οι 

Dooley και συν., βασιζόμενοι σε στοιχεία που προκύπτουν κυρίως από μελέτες σε ζωικά 

μοντέλα, μπορούν να εξαχθούν ορισμένα συμπεράσματα: α) το οξειδωτικό στρες 

προκαλεί βλάβη των ηπατοκυττάρων και ενεργοποίηση των κυττάρων Kupffer και HSC 
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με αποτέλεσμα τη δημιουργία ηπατικής ίνωσης, β) ο TGF-β είναι απαραίτητος για την 

επαγωγή της ίνωσης στο ήπαρ και γ) η παρεμπόδιση της σηματοδότησης μέσω του 

TGF-β καταστέλλει την ίνωση. 392  Κατά συνέπεια, τα δεδομένα μας στηρίζουν την 

άποψη ότι η υπερέκφραση του Smad7 μπορεί να αποτελεί έναν επαρκή 

μηχανισμό για τον περιορισμό της ινωτικής επίδρασης του ΤGF-β.382,393 

Επιπρόσθετα, παρατηρήσαμε ότι οι ασθενείς με NAFLD παρουσιάζουν σημαντική 

αύξηση της ηπατικής έκφρασης του SMAD7 σε σύγκριση με τους ασθενείς με χρόνια 

ιογενή ηπατίτιδα που είτε δεν έχουν λάβει θεραπεία, είτε δεν έχουν ανταποκριθεί σε 

αυτή. Επιπλέον, οι ασθενείς με NAFLD έχουν αυξημένα επίπεδα έκφρασης των μορίων 

TGFB1, TGFB3, INHBC, TGFBRI/ALK5 και SMAD4, υποδεικνύοντας ότι η σηματοδοτική 

οδός ΤGF-β είναι ενεργοποιημένη με αποτέλεσμα την επακόλουθη επαγωγή της 

έκφρασης του αναστολέα SMAD7. Από την άλλη μεριά, οι ασθενείς με ΧHB σε ύφεση, 

εμφανίζουν επίσης σημαντική αύξηση των μεταγραφικών επιπέδων του SMAD7 

συγκριτικά με ασθενείς ΧHB στη διάγνωση, αλλά χωρίς ταυτόχρονη ενεργοποίηση της 

οδού, δεδομένου ότι έχουν μειωμένα επίπεδα των TGFB1, CTGF και SMADs. Αυτό 

σημαίνει ότι η αυξημένη έκφραση του γονιδίου SMAD7 εμμένει ακόμα και μετά τη 

μείωση της TGF-β σηματοδότησης που επάγεται από την επιτυχή μακροχρόνια (> 5 έτη) 

αντι-ιϊκή θεραπεία.  

Μελετώντας την επίδραση της επιτυχούς αντι-ιϊκής θεραπείας σε ασθενείς με ΧHB, 

παρατηρήσαμε ότι η έκφραση των μορίων FOXP3, IL10, TGFB1, ΡD1, PDL1, FASL και 

CD8 είναι μειωμένη στους ασθενείς σε μακροχρόνια ύφεση. Σε αντίθεση, η ηπατική 

έκφραση των IL2, IL1B, ΤΝFΑ και IFNG δεν παρουσιάζει μεταβολές.368 Ως εκ τούτου, 

θα μπορούσε κανείς να υποθέσει ότι οι ανοσιακές οδοί που επάγονται, όπως μέσω της 

ΙFN-γ και του ΤΝF-α, δεν φαίνεται να συμβάλουν στην αύξηση της έκφρασης του 

SMAD7 που παρατηρείται στην παρούσα μελέτη. Στο πλαίσιο αυτό, πρόσφατες μελέτες 

έχουν δείξει ότι τα επίπεδα της πρωτεΐνης Smad7 διαμορφώνονται από μετα-

μεταγραφικούς μηχανισμούς. Ειδικότερα, τα υψηλά επίπεδα του microRNA-21 (miR-21) 

μπορούν να οδηγήσουν στην αναστολή των αρνητικών μηχανισμών ανάδρασης της 

ΤGF-β σηματοδότησης μέσω στόχευσης και καταστολής της μετάφρασης του mRNA του 

Smad7, με αποτέλεσμα την αυξημένη ενεργοποίηση της οδού με τις επακόλουθες 

ινωτικές επιδράσεις.394,395 Ως εκ τούτου, είναι φανερό ότι θα πρέπει να διερευνηθεί η 

συμβολή της έκφρασης του miR-21 σε ασθενείς με ΧΗΒ/υφ σε μελλοντικές μελέτες. 

Επιπλέον, στην παρούσα μελέτη παρατηρήσαμε αυξημένα μεταγραφικά επίπεδα 

του CTGF σε νεοδιαγνωσθέντες ασθενείς με ΧHB συγκριτικά με φυσιολογικούς 

μάρτυρες και με ασθενείς σε ύφεση, αλλά καμία σημαντική μεταβολή σε ασθενείς με 

NAFLD. Ο CTGF στο ήπαρ συντίθεται κυρίως από ηπατοκύτταρα και υπερεκφράζεται 

στον ινωτικό ηπατικό ιστό ενισχύοντας τη δράση του ΤGF-β.396,397 Αντίθετα, στα HSC 
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δεν παρατηρείται αλληλεξάρτηση μεταξύ της λειτουργίας του ΤGF-β και της έκφρασης 

του CTGF. 398 Πρόσφατα δεδομένα έχουν καταστήσει σαφή την κλινική σημασία του 

CTGF στη ΧΗΒ. 399 , 400  Επιπρόσθετα, μελέτες του λιπώδους ήπατος στον άνθρωπο 

αναφέρουν είτε απουσία αλλαγών στην έκφραση του CTGF σε περιπτώσεις απλής 

στεάτωσης, είτε σημαντική αύξηση σε περιπτώσεις στεατοηπατίτιδας (NASH).401 Ωστόσο, 

πρέπει να έχουμε κατά νου ότι ο CTGF ρυθμίζεται από διάφορους παράγοντες, όπως η 

αδιπονεκτίνη, ο TNF-α, η IL-6 και τα επίπεδα γλυκόζης, οι οποίοι επηρεάζονται στην 

NAFLD. Ως εκ τούτου, τα επίπεδα του CTGF στο ήπαρ προκύπτουν από τη 

συντονισμένη δράση πολλαπλών ρυθμιστικών οδών/μηχανισμών.396,401,402 

4.5 Συμπεράσματα 

Η παρούσα μελέτη σχεδιάστηκε στο πλαίσο της έλλειψης εμπεριστατωμένων 

στοιχείων που αφορούν τη σχέση των χρόνιων λοιμώξεων με την πρόκληση φλεγμονής 

(διαφόρων οργάνων και ιστών) με τους ανοσορρυθμιστικούς μηχανισμούς. Δεδομένου 

του γενικότερου ενδιαφέροντος που υπάρχει παγκοσμίως σχετικά με την αποκάλυψη 

θεραπευτικών προσεγγίσεων με στόχο τα ρυθμιστικά κύτταρα (π.χ. μοριακή στόχευση 

του γονιδίου FOXP3) διερευνήθηκε ο ρόλος της ανοσορρύθμισης στην επαγόμενη από 

την απόπτωση φλεγμονή. Τα δεδομένα που προκύπτουν προσφέρουν σημαντικές 

πληροφορίες, χρήσιμες για την αποσαφήνιση των παραπάνω μηχανισμών που θα 

πρέπει να ληφθούν υπόψη στο σχεδιασμό θεραπευτικών προσεγγίσεων.  

Μελετώντας το μοντέλο χρόνιας ηπατικής φλεγμονής ιογενούς αιτιολογίας στον 

άνθρωπο (χρόνια ιογενής ηπατίτιδα/κίρρωση) παρατηρήσαμε κινητοποίηση των Tregs 

στο ήπαρ ανάλογα με το στάδιο της φλεγμονής και της έκφρασης μεσολαβητών της 

απόπτωσης. Τα δεδομένα αυτά θα μπορούσαν να ενταχθούν σε ένα ενιαίο μοντέλο 

λειτουργίας των Tregs, σχετικό με την ιστική βλάβη λόγω φλεγμονής προκαλούμενης 

από αυξημένη απόπτωση. Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, οξεία ή χρόνια ιστική βλάβη, 

ανεξαρτήτως αιτιολογίας, προκαλεί αυξημένη απόπτωση των ιστών, η οποία οδηγεί σε 

αυξημένη φαγοκυττάρωση και αντιγονοπαρουσίαση αυτοαντιγόνων. Συνακόλουθη 

συσσώρευση των Tregs μπορεί αποσκοπεί στην παρεμπόδιση πιθανής καταστροφικής 

αυτοανοσίας στον προσβεβλημένο ιστό από αυτοδραστικούς Τ-κλώνους.  

Τα φαινόμενα αυτά φαίνεται να επηρεάζονται σε ασθενείς με ΧΗΒ έπειτα από 

επιτυχημένη αντι-ιϊκή θεραπευτική αγωγή και μακροχρόνια ύφεση του νοσήματος. Τα 

ευρήματά μας καταδεικνύουν ότι στη ΧΗΒ, το ανοσοκατασταλτικό περιβάλλον του 

ήπατος ελαττώνεται στη διατηρούμενη (έπειτα από θεραπεία) μακροχρόνια ύφεση, σε 

σύγκριση με τις περιπτώσεις που είναι ιστολογικά, βιοχημικά και ιολογικά ενεργές κατά 

τη διάγνωση, πριν οποιαδήποτε θεραπεία. Επιπλέον, η μείωση των ανασταλτικών οδών 
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είναι πιθανώς συνέπεια της μείωσης της ηπατικής φλεγμονής, αφού νωρίτερα έχουν 

υπερεκφραστεί, προκειμένου να εξισορροπήσουν την υπερβολική παρουσία αλλο- ή και 

αυτο-δραστικών Τ-κυτταρικών κλώνων. Αν και παρατηρείται μείωση της ανοσιακής 

καταστολής κατά την επιτυχημένη θεραπευτική παρέμβαση, ωστόσο, δεν 

παρατηρούνται φαινόμενα ανοσιακής αποκατάστασης.  

Μελετώντας την ορθότητα του προτεινόμενου υποθετικού μοντέλου λειτουργίας 

των Tregs (σχετικού με την ιστική βλάβη λόγω επαγόμενης από απόπτωση φλεγμονής) 

στην περίπτωση της άσηπτης φλεγμονής (μη-μικροβιακής αιτιολογίας) που 

παρατηρείται στην οστεοαρθρίτιδα, επιβεβαιώθηκαν οι ισχυρές συσχετίσεις μεταξύ των 

μεσολαβητών της απόπτωσης με την ανοσορρύθμιση που είχαν νωρίτερα αναδειχθεί 

στα χρόνια ηπατικά νοσήματα. Επιπρόσθετα, επιβεβαιώθηκε η άποψη που προσδιορίζει 

την οστεοαρθρίτιδα ως μια ομάδα αλληλεπικαλυπτόμενων παθήσεων, αφού 

παρατηρούνται διαφορές στο προφίλ της γονιδιακής έκφρασης ανάλογα με το 

μακροσκοπικό φαινότυπο της πάσχουσας άρθρωσης. Παράλληλα, αναδείχθηκε η 

συμμετοχή του TRAIL στη φλεγμονή του αρθρικού υμένα και η πιθανή χρήση του ως 

βιοδείκτη του φαινοτύπου του νοσήματος. 

Τα ευρήματά μας συνηγορούν υπέρ του προστατευτικού ρόλου των Tregs σε 

διαφορετικούς τύπους επαγόμενης από απόπτωση φλεγμονής, ενισχύοντας την άποψη 

ότι η προτεινόμενη στόχευση της απόπτωσης254 αντί των ρυθμιστικών κυττάρων, θα 

μπορούσε να αποδειχθεί μία περισσότερο υποσχόμενη θεραπευτική παρέμβαση. Τα 

δεδομένα που παρέχει η παρούσα μελέτη και το παθοφυσιολογικό μοντέλο που 

προτείνουμε υποστηρίζουν ότι τα Tregs, με την πιθανή εξαίρεση της αυτοανοσίας, 

αντιπροσωπεύουν έναν προστατευτικό μηχανισμό του οποίου η διαχείριση θα πρέπει να 

εξεταστεί προσεκτικά. Ωστόσο, απαιτούνται επιπλέον μελέτες για την αποσαφήνιση των 

υποκείμενων σχέσεων, με σκοπό να διευκρινιστεί εάν τα ευρήματά μας υποδηλώνουν 

την ύπαρξη ενός ενιαίου Treg-μεσολαβούμενου ρυθμιστικού μηχανισμού της 

επαγόμενης από απόπτωση φλεγμονής. 

Τέλος, η υπερέκφραση του αναστολέα της σηματοδοτικής οδού TGF-β/Ακτιβινών, 

SMAD7, που παρατηρείται στις περιπτώσεις χαμηλού σταδίου ίνωσης, συνηγορεί υπέρ 

της άποψης ότι η επαγωγή της έκφρασής του μπορεί να αποτελέσει στόχο για νέες 

θεραπευτικές προσεγγίσεις, αφού φαίνεται να είναι ένας μηχανισμός ικανός να 

περιορίσει την δράση του TGF-β που ευνοεί την ανάπτυξη ίνωσης. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Νικολέττα Αργέντου 

Ανοσορρύθμιση και επαγόμενη από απόπτωση φλεγμονή 

Εργαστήριο Aνοσολογίας – Ιστοσυμβατότητας 

Τμήμα Ιατρικής – Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 

(Διευθυντής: Καθ. A.E. Γερμενής) 

Η μελέτη επιχείρησε να διερευνήσει τη συσχέτιση της ανοσορρύθμισης με 

παράγοντες της φλεγμονής και της απόπτωσης. Συλλέχθηκαν βιοψίες ήπατος 101 

ασθενών με χρόνιες ηπατοπάθειες (ΧΗΒ προ θεραπείας, σε υποτροπή και ύφεση, ΧΗC, 

NAFLD και αυτοάνοσα νοσήματα), και δείγματα αρθρικού υμένα (ΑΥ) 27 ασθενών με 

οστεοαρθρίτιδα (ΟΑ) γόνατος και ισχίου. Με Real-time-PCR προσδιορίστηκε η mRNA 

έκφραση των: 

-FOXP3, IL10, TGFB (δείκτες Tregs) και CD4, CD8 (δείκτες Τ-κυττάρων) 

-IL1B, TNFA (φλεγμονώδεις κυτταροκίνες) 

-FAS, FASL, TRAIL (μεσολαβητές απόπτωσης) 

-PD1, PDL1, PDL2 και IL2, IFNG (δείκτες εξάντλησης και αποκατάστασης Τ-

κυττάρων) 

-TGFB1,-Β2,-Β3, INHB-A,Β,C,Ε, ALK4, ALK5, SMAD2,3,4,7, CTGF (οδός 

TGFB/Ακτιβινών). 

Τέλος, πραγματοποιήθηκε πρωτεϊνικός εντοπισμός μορίων με σημαντικές 

διαφορές έκφρασης με Western blot και ανοσοϊστοχημεία.  

Οι ασθενείς με χρόνιες ηπατοπάθειες παρουσίασαν θεαματική αύξηση του FOXP3 

σε σχέση με τους μάρτυρες (που συσχετιζόταν με το στάδιο της φλεγμονής) με 

παράλληλη αύξηση των FAS, FASL και TRAIL. Στη μακροχρόνια ύφεση της ΧΗΒ υπήρξε 

μείωση των FOXP3, IL10, TGFB1, PD1, PDL1, FASL και CD8 συγκριτικά με ασθενείς στη 

διάγνωση, ενώ η έκφραση των FOXP3, PD1, PDL1 και CD8 σχετιζόταν με το στάδιο της 

φλεγμονής. Η έκφραση του FOXP3 επίσης συσχετίστηκε ισχυρά με τα FAS, FASL και 

TRAIL στους ασθενείς με ΟΑ. Επιπλέον, το TRAIL υπερεκφραζόταν σε ασθενείς με 

υπερτροφικό φαινότυπο ΟΑ. Τέλος, παρατηρήθηκε υπερέφραση του αναστολέα SMAD7, 

που συσχετίστηκε με τη φλεγμονή, με ταυτόχρονη μείωση των TGFB1, SMAD2, SMAD3 

και CTGF σε ασθενείς με ΧΗΒ σε ύφεση σε σέση με ασθενείς στη διάγνωση. Οι ασθενείς 

με NAFLD εμφάνισαν αντίστοιχη αύξηση του SMAD7 αλλά με αύξηση των TGFB1, 
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TGFB3, TGFBR1, SMAD2 και SMAD4 συγκριτικά με ασθενείς με ΧΗC και ΧΗΒ προ 

θεραπείας και σε υποτροπή. 

Παρατηρήθηκε αύξηση των Tregs στις χρόνιες ηπατοπάθειες, που ακολουθεί ένα 

πρότυπο ανάλογα με το στάδιο της φλεγμονής και τους μεσολαβητές της απόπτωσης. Η 

ισχυρή συσχέτιση της απόπτωσης με το FOXP3 επιβεβαιώθηκε και στην ΟΑ. Η μείωση 

της ανοσοκαταστολής στη μακροχρόνια ύφεση της ΧΗΒ είναι μάλλον συνέπεια της 

μειωμένης ηπατικής φλεγμονής. Τα δεδομένα ενισχύουν το μοντέλο λειτουργίας των 

Tregs σχετικά με την ιστική βλάβη λόγω φλεγμονής προκαλούμενης από αυξημένη 

απόπτωση, συνηγορώντας υπέρ του προστατευτικού ρόλου τους σε τέτοιες καταστάσεις. 

Τέλος, η υπερέκφραση του SMAD7 σε περιπτώσεις χαμηλού βαθμού ίνωσης φαίνεται 

ικανή να μειώσει την ινωτική δράση του TGFB καθιστώντας το μόριο πιθανό 

θεραπευτικό στόχο. 
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ABSTRACT 
Immune regulation and apoptosis-induced inflammation 

Nikoletta Argentou 

Department of Immunology - Histocompatibility 

School of Medicine – University of Thessaly 

(Director: Prof. A.E. Germenis) 

The present study was designed to explore the relationship of immune regulation 

with apoptotic pathways and inflammation.Liver biopsy specimens from 101 patients 

with liver diseases [as CHB (before treatment, on relapse and on longterm remission), 

CHC, NAFLD, autoimmune diseases] and synovium specimens from 27 patients with 

osteoarthritis (OA) of knee and hip were evaluated. The mRNA expression levels of the 

following genes were assessed by Real-time PCR: 

-FOXP3, IL10, TGFB and CD4, CD8 (Tregs and T-cell markers)  

-IL1B, TNFA (pro-inflammatory cytokines) 

-FAS, FASL, TRAIL (apoptosis mediators) 

-PD1, PDL1, PDL2 and IL2, IFNG (markers of T-cell exhaustion and restoration) 

-TGF-B1,B2,B3, INHB-A,Β,C,Ε, ALK4, ALK5, SMAD2,3,4,7, CTGF (TGFB/Activins 

pathway). 

Protein expression of molecules with significant expression alterations were 

assessed by Western blot and immunohistochemistry. 

Significant increase of FOXP3 was observed in all hepatic disease groups 

compared to controls, which was positively correlated with inflammation intensity. Fas, 

FasL, and TRAIL expression was also significantly elevated. On CHB remission state 

the expression of FOXP3, IL10, TGFB1, PD1, PDL1, FASL, and CD8 was reduced, while 

FOXP3, PD1, PDL1, and CD8 transcripts were positively correlated to liver 

inflammatory stage. FOXP3 expression was also strongly correlated with the 

expression of FAS, FASL, and TRAIL in OA synovium, whilst TRAIL was elevated in 

cases with hypertrophic OA. Finally, SMAD7 was significantly elevated and TGFB1, 

SMAD2, SMAD3, and CTGF expression was reduced in patients with CHB on remission 

compared to those at diagnosis. NAFLD patients also exhibited increased SMAD7 

compared to untreated chronic viral hepatitis patients and non-responders. SMAD7 

expression was correlated with the severity of inflammation. 
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The observed mobilization of Tregs in the liver followed a certain pattern, 

depending upon the inflammatory stage and the expression of apoptosis mediators. 

The strong correlations between apoptosis mediators and immunoregulation were also 

confirmed in chronically inflamed OA synovium. The down-regulation of 

immunosuppressive liver environment observed in the longterm remission state 

suggests that the contraction of the inhibitory pathways is possibly a mere 

consequence of the diminution of liver inflammation. Finally, overexpression of SMAD7 

in cases of low-grade fibrosis seems to be able to suppress the TGFB fibrotic effect 

rendering SMAD7 as a potent therapeutic target. 
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