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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Η παρούσα ερευνητική εργασία διπλώματος ειδίκευσης εκπονήθηκε στον Τομέα 

Παθολογικής Φυσιολογίας του Τμήματος Ιατρικής του Εθνικού και Καποδιστριακού 

Πανεπιστημίου Αθηνών (Ε.Κ.Π.Α.), στο πλαίσιο του Διατμηματικού Προγράμματος 

Μεταπτυχιακών Σπουδών «Κλινική Βιοχημεία – Μοριακή Διαγνωστική», με επιστημονικό 

υπεύθυνο τον κύριο Δαλάκα Μαρίνο, Ομότιμο Καθηγητή Νευρολογίας. 

Θα ήθελα αρχικά να ευχαριστήσω τον Καθηγητή Φυσιολογίας Ζώων κύριο 

Ευθυμιόπουλο Σπυρίδων, ο οποίος μου έδωσε την ευκαιρία να εκπονήσω την παρούσα 

διπλωματική εργασία στο τμήμα Ιατρικής του Πανεπιστημίου Αθηνών, σε εξωτερική συνεργασία 

με τον Καθηγητή Δαλάκα Μαρίνο, Διευθυντή της Μονάδας Νευροανοσολογίας του τμήματος. 

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω θερμά τον κύριο Δαλάκα, για την ευκαιρία που μου 

έδωσε να ασχοληθώ με τον τομέα της Νευροανοσολογίας, ένα πεδίο που πάντα με γοήτευε 

αλλά ποτέ μέχρι τώρα δεν είχα τη δυνατότητα να ασχοληθώ. Τα μέλη του εργαστηρίου, ο 

επιστημονικός υπεύθυνος Χάρης Αλεξόπουλος και η Σοφία Ακρίβου,  από την πρώτη στιγμή με 

βοήθησαν στην επίλυση οποιουδήποτε προβλήματος, βοηθώντας με με τον καλύτερο δυνατό 

τρόπο.   

Ένα ιδιαίτερο ευχαριστώ στη μεταδιδακτορικό Γιώτα Καραγιάννη και στους 

διδακτορικούς του τμήματος Τσιορτού Ποπιάννα και Πατσούρα Μάρκο, για το συνεχές 

ενδιαφέρον τους για την πρόοδο της δουλειάς μου. Η  ηθική τους υποστήριξη σε ζητήματα τόσο 

επιστημονικά όσο και προσωπικά υπήρξε για μένα ένας από τους σημαντικότερους παράγοντες 

που αγάπησα ιδιαίτερα την ενασχόληση με το συγκεκριμένο πεδίο. Ο Νίκος, ο Λουκάς και ο 

Ανδριανός, ήταν οι άνθρωποι που  πάντα ήταν πρόθυμοι να με βοηθήσουν με το οποιοδήποτε 

πρόβλημα τεχνικό,  προέκυπτε στο χώρο, φροντίζοντας για την άμεση επίλυσή του.  

Τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω την οικογένειά μου, η οποία με στήριξε υλικά και 

ψυχολογικά όχι μόνο κατά τη διάρκεια του Προγράμματος Σπουδών μου, αλλά και σε 

οποιαδήποτε δυσκολία αντιμετώπισα, αλλά κυρίως για την αμέριστη ενθάρρυνση,  

συμπαράσταση και κατανόηση που επιδεικνύουν σε κάθε μου βήμα. Αναμφίβολα, οφείλω ένα 

μεγάλο ευχαριστώ στους φίλους μου που πάντα ήταν πρόθυμοι να μοιραστούν μαζί μου 

σκέψεις και προβληματισμούς μου, στηρίζοντας με καθ’όλη τη διάρκεια της προσπάθειας 

αυτής. Βραβείο υπομονής κερδίζουν η Κλεοπάτρα και η Άνι, για τις αμέτρητες φορές που με 

άκουσαν να γκρινιάζω, αλλά και για την ηθική και τεχνική υποστήριξη σε οποιοδήποτε 

πρόβλημα.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Τα αυτοάνοσα νοσήματα προσβάλουν όλο και αυξανόμενα ποσοστά του πληθυσμού και 

αυτό κάνει επιτακτική την ανάγκη για βελτιστοποίηση των θεραπευτικών αλγορίθμων αλλά και 

την αναζήτηση νέων βιοδεικτών που να οδηγούν στην καλύτερη διάγνωση αλλά και στην 

κατανόηση της παθοφυσιολογίας τους. Ο σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να αναζητήσει 

γενετικούς βιοδείκτες απόκρισης στην θεραπεία στο σύνδρομο του Δύσκαμπτου Ανθρώπου και 

ανασολογικούς βιοδείκτες που συσχετίζονται με την απομυελίνωση στα πλαίσια των 

συστηματικών αυτοάνοσων νοσημάτων.  

To Σύνδρομο του Δύσκαμπτου Ανθρώπου (Stiff Person Syndrome-SPS) είναι μία 

σποραδική, σπάνια νευρολογική διαταραχή, που συσχετίζεται με έναν μεγάλο αριθμό 

διαφορετικών αυτοαντισωμάτων, που στοχεύουν αντιγόνα που εκφράζονται αποκλειστικά στις 

ανασταλτικές συνάψεις του κεντρικού νευρικού συστήματος.  

Με βάση την αιτιοπαθογένεια του SPS έχουν αναπτυχθεί δύο κύριες θεραπευτικές 

προσεγγίσεις: α)Η χρήση φαρμάκων που ενισχύουν την παραγωγή του GABA και β)Η χρήση 

ανοσοτροποποιητικών ή ανοσοκατασταλτικών θεραπειών. Πιο συγκεκριμένα,  θεραπείες που 

στοχεύουν τα CD20+ αντιγόνα επιφανείας των Β κυττάρων, χρησιμοποιώντας 

εξανθρωποποιημένα μονοκλωνικά αντισώματα,  έχουν προταθεί ως προσέγγιση για τη ρύθμιση 

της αυτοδραστικότητας και της κλωνικής έκτπυξης των Β κυττάρων στο κεντρικό νευρικό 

σύστημα στο SPS, ενώ κάποιες μελέτες έχουν δείξει ότι το μονοκλωνικό αντίσωμα rituximab, 

φάνηκε να οδηγεί στην κλινική βελτίωση του συνδρόμου. Άλλες μελέτες έδειξαν το rituximab 

φάνηκε αναποτελεσματικό. 

Ο κύριος μηχανισμός με τον οποίο το rituximab καταστρέφει τα CD20+ Β κύτταρα, είναι 

η κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από αντισώματα, που διαμεσολαβείται από τους υποδοχείς 

των ΙgG (FcγR). Nουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί στα γονίδια FCGR3A και FCGR2A, που 

κωδικοποιούν τους υποδοχείς FcγRIIIa και FcγRIIa αντίστοιχα, μεταβάλλουν τη συγγένεια των 

υποδοχέων και έχουν συσχετιστεί με απόκριση στο rituximab σε διάφορες αυτοάνοσες και 

αιματολογικές ασθένειες. Ασθενείς που έχουν υποδοχείς υψηλής συγγένειας αποκρίνονται 

καλύτερα στη θεραπεία συγκριτικά με αυτούς που έχουν υποδοχείς χαμηλής συγγένειας.  

Στο πρώτο μέρος της παρούσας εργασίας εξετάσαμε τους γονοτύπους μίας κοόρτης 

ασθενών με SPS, όπου μία υποομάδα είχε συμμετάσχει σε μία κλινική μελέτη, με χρήση και 

εικονικού φαρμάκου (placebo), απόκρισης ή μη στο rituximab. Η υπόθεσή μας ήταν ότι οι 

ασθενείς της μελέτης που ανταποκρίθηκαν στο συγκεκριμένο φάρμακο  διαθέτουν τους 

υποδοχείς Fcγ υψηλής συγγένειας, σε σχέση με αυτούς που δεν ανταποκρίθηκαν.  

Οι ασθενείς με SPS που εξετάστηκαν ως προς τους πολυμορφισμούς για τα γονίδια 

FCGR2A και FCGR3A παρουσίασαν τόσο ομοζυγωτία για τον πολυμορφισμό όσο και 

ετεροζυγωτία.  



5 
 

Για τον πολυμορφισμό στο γονίδιο FCGR3A, βρέθηκε ότι οι ασθενείς που 

ανταποκρίθηκαν στη θεραπεία, είχαν γονότυπο V/V, F/V, F/F, γεγονός που υποδηλώνει ότι η 

απόκριση στο φάρμακο δεν  συσχετίζεται με το γονότυπο των ασθενών για το συγκεκριμένο 

γονίδιο. Για τον πολυμορφισμό στο γονίδιο FCGR2A, βρέθηκε ότι οι ασθενείς που 

ανταποκρίθηκαν στη θεραπεία με rituximab είχαν γονότυπο Η/R, ο οποίος όμως ήταν ο 

συχνότερος πολυμορφισμός και στις υπόλοιπες ομάδες, δηλαδή και σε αυτούς που δεν 

ανταποκρίθηκαν, πήραν placebo ή εξετάστηκαν ως υγιείς. Αυτό δεν αποκλείει το ότι ο 

συγκεκριμένος πολυμορφισμός που σχετίζεται με τον υποδοχέα υψηλής συγγένειας, 

ενδεχομένως έχει ρόλο στην απόκριση στο φάρμακο. 

H γλυκοπρωτεΐνη των ολιγοδενδροκυττάρων και της μυελίνης (MOG) έχει μελετηθεί ως 

αυτοαντιγόνο-στόχος σε απομυελυνωτικά νοσήματα του κεντρικού νευρικού συστήματος,όπως 

η Παιδιατρική Πολλαπλή Σκλήρυνση. Αντίστοιχα, τα αντισώματα έναντι του αστροκυτταρικού 

διαύλου νερού, ακουαπορίνης-4 (ΑQP4) είναι παθογενετικά σε πολλές αυτοάνοσες 

απομυελινωτικές διαταραχές, όπως η νόσος Devic (οπτική νευρομυελίτιδα). Ο συστηματικός 

ερυθηματώδης λύκος (ΣΕΛ) και το αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο (ΑΦ) είναι δύο αυτοάνοσες 

διαταραχές, που χαρακτηρίζονται από υπερδιέγερση του ανοσοποιητικού συστήματος, με 

υπερπαραγωγή αντισωμάτων έναντι ποικίλων αντιγονικών στόχων. Σε προηγούμενες μελέτες 

άλλων ομάδων αλλά και του εργαστηρίου, έχει βρεθεί  ότι ασθενείς με ΣΕΛ και απομυελίνωση, 

είχαν αντισώματα έναντι της ΑQP-4. 

Πραγματοποιήθηκε έλεγχος σε ασθενείς με ΣΕΛ, για να ελέγξουμε αν παρουσιάζουν 

αντισώματα έναντι της MOG και σε ασθενείς με ΑΦ για την παρουσία αντισωμάτων έναντι MOG 

και ΑQP4. Στους ασθενείς με ΣΕΛ, χρησιμοποιώντας την μέθοδο cell-based assay για την 

ανεύρεση αντι-MOG αντισωμάτων, αυτά εντοπίστηκαν σε 1/40 ασθενείς ο οποίος όμως δεν 

παρουσίαζε συμπτώματα απομυελίνωσης. Σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου, είχαν 

επίσης βρεθεί και αντισώματα έναντι της AQP4 σε ασθενείς με ΣΕΛ χωρίς όμως να έχουν 

εμφανίσει νευρολογικά συμπτώματα και απομυελίνωση.  

Στούς ορούς των ασθενών με ΑΦ εντοπίστηκαν αυτοαντισώματα έναντι της MOG σε 2 

από τους 8, ενώ αντισώματα έναντι της AQP4 σε 1 από τους 8. Αντίστοιχα, κανείς από αυτούς 

τους ασθενείς δεν παρουσίαζε απομυελίνωση ή κάποια άλλη διαταραχή του νευρικού 

συστήματος.  

Η ύπαρξη αυτοαντισωμάτων έναντι της MOG και της AQP4 σε ασθενείς με λύκο και 

αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο, ίσως να αποτελεί προγνωστικό βιοδείκτη για την εμφάνιση 

νευρολογικής συμπτωματολογίας και το εύρημα χρήζει περαιτέρω διερεύνησης σε 

μεγαλύτερους αριθμούς ασθενών και από τα δύο νοσήματα.  
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ABSTRACT 

Stiff Person Syndrome (SPS) is a rare, disabling autoimmune CNS disorder, associated with 

a variety of autoantibodies that target antigens expressed in neurons of the brain and spinal cord, 

at synapses using the neurotransmitter gamma-aminobutyric acid (GABA). 

Based on the presumed pathogenesis of SPS, the two main therapeutic approaches are: 

1)GABA-enhancing drugs and 2)immunomodulating or immunosuppressant agents. Anti-B cell 

therapies using humanized monoclonal antibodies directed against CD20+ cells, have been 

proposed as a rational approach to modulating autoreactive and clonally expanded B cells in the 

CNS in SPS. Several case reports have indicated that rituximab, a B-cell depleting monoclonal 

antibody, was well-tolerated and appeared to exert long-lasting clinical remissions, although 

circulating antibody titers did not decline, although in other studies rituximab was found to be 

ineffective overall. 

Rituximab is a mouse/human chimeric antibody that mediates complement-dependent 

cell lysis (CDCC) in the presence of human complement, and mainly antibody-dependent cellular 

cytotoxicity (ADCC), with human effector cells through Fcγ receptors of IgG. SNPs in the coding 

region of a gene, often result in amino acid changes that may alter the functioning of the affected 

proteins. Certain SNPs in the coding regions of the FCGR2A and FCGR3A genes appear to have 

clinical significance as they have been reported to correlate with responses to therapeutic mAbs. 

An important role for the FcγR phenotype, is indicated by the observation that effector cells from 

donors homozygous for FCGR3A 158 V (V/V) and FCGR2A 131 H(H/H) bound more IgG compared 

with cells from donors who were homozygous for FCGR3A 158 F (F/F) and FCGR2A 131 R(R/R).    

In our study, we tested the genotype of SPS patients, who were treated with rituximab 

and placebo and our aim was to identify whether they had response to rituximab are homozygous 

for FCGR3A 158 V and FCGR2A 131 H. They were homozygous  V/V, homozygous  F/F for FCGR3A 

gene and heterozygous  F/V  for FCGR2A gene accordingly. There is no correlation of FCGR3A and 

FCGR2A receptor with highest affinity and response to rituximab. 

Myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) has been identified as a target of 

demyelinating autoantibodies in inflammatory demyelinating diseases of the CNS, such as 

paediatric multiple sclerosis. Anti-AQP4 antibodies are specific markers and pathogenetic factors 

for neuromyelitis optica (NMO) and NMO spectrum of disorders. Systemic lupus erythematosus 

(SLE) is a chronic, relapsing–remitting systemic autoimmune disease. Antiphospholipid 

syndrome (APS), is an autoimmune, hypercoagulable state caused by 

antiphospholipid antibodies.  Pathogenic anti-AQP4 autoantibodies were found in  SLE patients, 

without the development of any clinical or radiological signs of NMOSD. 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Autoimmune
https://en.wikipedia.org/wiki/Coagulation
https://en.wikipedia.org/wiki/Antibody
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Cell-based immunoassays using MOG expressed in mammalian cells have demonstrated 

the presence of MOG and AQP-4 antibodies in SLE and APS patients with any sign of 

demyelination and neurological symptoms. 40 SLE patients were screened and 1 was seropositive 

for MOG autoantibodies. Also, 8 APS patients were screened and they were 2 seropotive for MOG 

and 1 seropositive for AQP-4 autoantibodies.   

Anti-AQP4 and anti-MOG antibodies from non neurological SLE  and APS patients can 

persist and although they induce complement-mediated astrocytic cytotoxicity, they do not 

cause disease.  
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1)EIΣΑΓΩΓΗ 

1.1)ΤΟ ΣΥΝΔΡΟΜΟ ΤΟΥ ΔΥΣΚΑΜΠΤΟΥ ΑΝΘΡΩΠΟΥ (STIFF PERSON SYNDROME) 
To Σύνδρομο του Δύσκαμπτου Ανθρώπου (Stiff Person Syndrome-SPS) είναι μία 

σποραδική, σπάνια νευρολογική διαταραχή, που προσβάλλει κυρίως γυναίκες. Αρχικά 

μελετήθηκε το 1956 από τους Μοersch και Woltman σε μία σειρά 14 ασθενών (Moersch and 

Woltman 1956). Eίναι μία διαταραχή που συσχετίζεται με έναν μεγάλο αριθμό διαφορετικών 

αυτοαντισωμάτων (GAD, GABARAP, αμφυφυσίνη και γεφυρίνη), τα οποία στοχεύουν αντιγόνα 

που εκφράζονται κυρίως στις ανασταλτικές συνάψεις του κεντρικού νευρικού συστήματος. Στο 

SPS, ένας αριθμός από άνοσο-τροποποιητικές θεραπείες όπως η χορήγηση ενδοφλέβιας 

ανοσοσφαιρίνης (ΙVIg) και η πλασμαφαίρεση βελτιώνουν σημαντικά τα συμπτώματα (Dalakas , 

Fujii  et al. 2001), (Dalakas 2006), γεγονός που υποδηλώνει ότι είναι μία ασθένεια, που 

διαμεσολαβείται από αυτοαντισώματα. Έχει επίσης βρεθεί μία ισχυρή συσχέτιση με 

αλληλόμορφα γονίδια όπως τα DQβ1 και DRβ1 της τάξης ΙΙ του μείζονος συμπλέγματος 

ιστοσυμβατότητας (Dalakas, Fujii et al. 2000), παρόλο που κανένα αλληλόμορφο δεν έχει βρεθεί 

να σχετίζεται αποκλειστικά με την εκδήλωση της ασθένειας. Παρόλο που η πρόσφατη έρευνα 

για την κατανόηση της αυτοάνοσης βάσης του νοσήματος είναι εντατική, δεν είναι ακόμα 

ξεκάθαρο πώς και αν τα παρατηρούμενα  αυτο-αντισώματα επάγουν την ασθένεια.  

 

1.1.1)ΚΥΡΙΑ ΚΛΙΝΙΚΑ ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ ΤΟΥ ΣΥΝΔΡΟΜΟΥ 
Το Σύνδρομο του Δύσκαμπτου Ανθρώπου χαρακτηρίζεται από μυϊκή δυσκαμψία στην 

οσφυϊκή μοίρα, στον κορμό του σώματος και αδυναμίας στους μύες, αλλαγές στη στάση του 

σώματος, μυϊκούς σπασμούς που συνοδεύονται από πόνο και συναισθηματική διαταραχή. Η 

μυϊκή δυσκαμψία προκαλείται από συνεχείς μυϊκές συσπάσεις, των παρασπονδυλικών και 

κοιλιακών μυών, ταυτόχρονα σε αγωνιστές και ανταγωνιστές μύες, επηρεάζοντας τη στάση του 

σώματος και οδηγώντας στην παρατηρούμενη υπερλόρδωση της οσφυϊκής μοίρας. Οι σπασμοί 

που συνοδεύονται από πόνο και πτώσεις μπορεί να πυροδοτηθούν από απροσδόκητους 

θορύβους όπως το χτύπημα του τηλεφώνου ή μία σειρήνα. Αυτές οι πτώσεις προσομοιάζουν 

την πτώση ενός κορμού ή ενός αγάλματος, επειδή οι ασθενείς δεν έχουν τον έλεγχο του 

σώματός τους που υφίσταται πτώση (Murinson 2004). Φόβος, ανησυχία, άγχος είναι επίσης 

συχνά συμπτώματα στους ασθενείς με SPS, δίνοντας συχνά την εντύπωση ότι επρόκειτο για 

ψυχιατρική διαταραχή. Αυτά τα συμπτώματα μπορεί να εξηγηθούν, είτε λόγω των πτώσεων, 

είτε λόγω δυσλειτουργίας ορισμένων περιοχών του εγκεφάλου όπως η αμυγδαλή και ο 

ιππόκαμπος (Rakocevic, Raju et al. 2004), (Ameli, Snow et al. 2005). H συνήθης ηλικία έναρξης 

των συμπτωμάτων είναι τα 35 έτη, με καθυστέρηση μέχρι και τα 62 έτη μέχρι να γίνει η 

διάγνωση (Dalakas, Fujii et al. 2000).  

Η διάγνωση πραγματοποιείται με ηλεκτροφυσιολογία, στην οποία αναδεικνύεται 

συνεχής δραστηριότητα εκούσιων συσπάσεων αγωνιστών και ανταγωνιστών μυών, παρόλη την 

προσπάθεια του ασθενούς να χαλαρώσει (Meinck, Ricker et al. 1984), εξαιτίας της συνεχούς 

πυροδότησης των εκπολωμένων κινητικών νευρώνων. Ένας μεγάλος αριθμός ασθενών με SPS, 
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τουλάχιστον 35%, πάσχει από διαβήτη τύπου 1, που είτε προηγείται της εμφάνισης του SPS, είτε 

αναπτύσσεται κατά τη διάρκεια της εξέλιξης της νόσου (Dalakas, Fujii et al. 2000), (Solimena, 

Butler et al. 1994). Άλλα αυτοάνοσα νοσήματα που μπορεί να σχετίζονται με το SPS είναι η νόσος 

του Hashimoto, η νόσος του Grave’s, η κακοήθης αναιμία, η κοιλιοκάκη και η λεύκη (Dalakas, 

Fujii et al. 2000), (Burns 2005). Αντισώματα εναντίον πρωτεϊνών που σχετίζονται με την 

GABAεργική σύναψη, και συγκεκριμένα της αποκαρβοξυλάσης του γλουταμικού οξέος 

(Glutamic acid decarboxylase-GAD), της πρωτεΐνης που σχετίζεται με τον υποδοχέα του γ-

αμινοβουτυρικού οξέος (Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-

GABARAP), αμφυφυσίνης και γεφυρίνης, ανευρίσκονται στο SPS (βλέπε Εικόνα 1).  

1.1.2)ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ SPS 
H επικρατούσα υπόθεση για την παθογένεση του SPS είναι ότι τα αντί-GAD αντισώματα 

επηρεάζουν τη φυσιολογική λειτουργία των ανασταλτικών GABAεργικών κυκλωμάτων. Η 

παρατηρούμενη ταυτόχρονη σύσπαση αγωνιστών και ανταγωνιστών μυών και η συνεχής 

πυροδότηση της κινητικής μονάδας, παρόλη την προσπάθεια του ασθενούς να χαλαρώσει 

υποδεικνύει την έλλειψη αμοιβαίας αναστολής (Levy, Dalakas et al. 1999). Παρόλο που 

υποδεικνύεται μία σημαντική συσχέτιση του SPS,  με δυσλειτουργία GABAεργικών κυκλωμάτων, 

δεν έχει ακόμη διασαφηνιστεί επακριβώς ποια κυκλώματα στον εγκέφαλο ή στο νωτιαίο μυελό 

εμπλέκονται. Όπως έχει δειχθεί από μελέτες αμφοτερόπλευρης διακρανιακής μαγνητικής 

διέγερσης σε ένα δείγμα από εφτά ασθενείς SPS, η αναστολή αφορά κυρίως τον νωτιαίο μυελό 

και περιλαμβάνει «διάχυτη» υπερδιεγερσιμότητα του κινητικού φλοιού (Sandbrink, Syed et al. 

2000). Αυτή η παρατήρηση επιβεβαιώθηκε σε μία μελέτη δεκαπέντε ασθενών στη συνέχεια 

(Koerner, Wieland et al. 2004).  Ωστόσο πώς ακριβώς η υπερδιεγερσιμότητα του κινητικού 

φλοιού επηρεάζει τη μυϊκή δυσκαμψία δεν είναι ακόμη γνωστό. Έχει επίσης προταθεί ότι η 

μυϊκή δυσκαμψία θα μπορούσε εν μέρει να προκαλείται από τοπική απώλεια της αναστολής σε 

ανασταλτικά κυκλώματα στο νωτιαίο μυελό, όπως φάνηκε από τη μελέτη της αντανακλαστικής 

κίνησης των μυών (H-reflex), έπειτα από χρήση αναστολής επαγώμενης από δονήσεις  (Floeter, 

Valls-Sole et al. 1998). Σε άλλες μελέτες που έγιναν για τα επίπεδα νευροδιαβιβαστών, βρέθηκε 

ότι τα επίπεδα του GABA είναι μειωμένα τόσο στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό  των ασθενών 

(Dalakas, Li et al. 2001), όσο και στην εγκέφαλο με βάση μελέτες φασματοσκοπίας μαγνητικού 

συντονισμού (Levy, Levy-Reis et al. 2005). 

1.1.3)ΜΕΛΕΤΗ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ 

1.1.3.1)AΝΤΙ-GAD ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ: ΕΝΑΣ ΚΑΛΟΣ ΔΕΙΚΤΗΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΣΘΕΝΕΙΑ 
Το πιο κοινό αυτοαντίσωμα που έχει βρεθεί στο 80% των ασθενών με SPS τόσο στον ορό 

όσο και στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό, είναι όπως αναφέραμε εναντίον του ενζύμου 

αποκαρβοξυλάση του γλουταμικού οξέος (GAD) (Dalakas, Fujii et al. 2000),(Meinck 2001). Η 

αποκαρβοξυλάση του γλουταμικού οξέος καταλύει την αποκαρβοξυλίωση του L-γλουταμικού 

σε γ-αμινοβουτυρικού οξύ(GABA), τον κύριο ανασταλτικό νευροδιαβιβαστή στον εγκέφαλο και 

τον νωτιαίο μυελό. Η αποκαρβοξυλάση του γλουταμικού οξέος συνήθως συντίθεται στους 

GABAεργικούς νευρώνες στο κεντρικό νευρικό σύστημα και στα β-κύτταρα του παγκρέατος. Το 
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ένζυμο έχει δύο ισομορφές, τη GAD65 (ισομορφή που σχετίζεται με την κυτταρική μεμβράνη) 

και τη  GAD67 (μία διαλυτή ισομορφή) που κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια, τα GAD2 

και GAD1 αντίστοιχα. Η GAD67 συναντάται κυρίως στο κυτταρόπλασμα, ενώ η GAD65 κυρίως 

στις νευρικές απολήξεις. Οι δύο αυτές ισομορφές είναι ταυτόσημες σε ποσοστό 65% και κυρίως 

διαφέρουν στην περιοχή του αμινοτελικού άκρου (ταυτόσημες μόνο κατά 23%), εκεί όπου 

υπάρχουν τα σήματα που βοηθούν στην αγκυροβόληση του GAD65 στα συναπτικά κυστίδια 

(Fenalti and Buckle 2010). Αυτό εξηγεί και τη διαφορετική κατανομή τους στα κύτταρα (Butler, 

Solimena et al. 1993). Και οι δύο ισομοφές συντίθενται στο κυτταρόπλασμα, όπου το GAD65 στη 

συνέχεια τροποποιείται και προσκολλάται στην εσωτερική επιφάνεια των συναπτικών 

κυστιδίων στους GABAεργικούς νευρώνες ή σε μικροκυστίδια στα β-κύτταρα του παγκρέατος  

(Reetz, Solimena et al. 1991). H διαφορά των δύο ισομορφών υποδηλώνει και λειτουργικές 

διαφορές. Το GABA που συντίθεται από την ισομορφή GAD67, εμπλέκεται σε λειτουργίες όπως 

η συναπτογένεση και η προστασία από τραυματισμούς, αλλά όχι στη νευροδιαβίβαση.  Αντίθετα 

το GABA που συντίθεται από την ισομορφή GAD65 κυρίως συμμετέχει στη νευροδιαβίβαση και 

υπό συνθήκες όταν απαιτείται γρήγορη σύνθεση GABA (Roth and Draguhn 2012). To GAD65 έχει 

3 λειτουργικές περιοχές α)μία που αποτελεί το αμινοτελικό άκρο (1-188 αμινοξέα), β)μία 

ενδιάμεση που αποτελεί την καταλυτική περιοχή του ενζύμου(198-473 αμινοξέα) και γ)το 

καρβοξυτελικό άκρο (465-585 αμινοξέα) (Fenalti and Buckle 2010). Τα αντι-GAD65 αντισώματα 

έχουν βρεθεί μόνο στο 1% του υγιούς πληθυσμού και στο 5% ασθενών με άλλες νευρολογικές 

διαταραχές. Στην κλινική πράξη τα αντισώματα αυτά μετρώνται στον ορό με μεθόδους που 

έχουν υψηλή ευαισθησία όπως η RIA και η ELISA.  

H υπόθεση περί αυτοανοσίας στο SPS προτάθηκε από τον Solimena και τους συνεργάτες 

του, που ήταν οι πρώτοι που περιέγραψαν τα αυτοαντισώματα αντι-GAD65, αποδεικνύοντας 

σύνδεση του ορού των ασθενών με GABAεργικούς νευρώνες σε τομές εγκεφάλου ανθρώπου και 

αρουραίου (Solimena, Folli et al. 1988). Τα αντι-GAD65 αυτοαντισώματα έχουν ανιχνευθεί σε 

ποσοστό 80% των ασθενών SPS, ενώ αυτοαντισώματα για το GAD67 μόνο σε ποσοστό κάτω από 

50% των ασθενών και σε πολύ χαμηλότερους τίτλους (Meinck 2001), (Dinkel, Meinck et al. 1998), 

(Solimena and De Camilli 1991). Στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό, αυτοαντισώματα έναντι του GAD65 

ανιχνεύονται στο 75% των ασθενών (Dinkel, Meinck et al. 1998). Έχει προταθεί ότι αυτό 

συμβαίνει εξαιτίας της ενδοθηκικής σύνθεσης των αντι-GAD65 IgG (Dalakas, Li et al. 2001). Oι 

τίτλοι των αντισωμάτων στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό είναι 50 φορές χαμηλότεροι συγκριτικά με 

τον ορό αλλά ο ρυθμός σύνθεσής τους δεκαπλάσιος (Rakocevic, Raju et al. 2004), 

υποδεικνύοντας το ρόλο των ώριμων κλώνων των Β-κυττάρων που περιορίζονται από τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Αυτό επιβεβαιώθηκε σε μία μελέτη, που φάνηκε ότι η συγγένεια 

πρόσδεσης στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό των ΙgG ήταν δέκα φορές μεγαλύτερη συγκριτικά με τις 

ΙgG στον ορό (Skorstad, Hestvik et al. 2008). Τελικά η ειδικότητα για τους διαφορετικούς 

επιτόπους που παρατηρείται στον ορό και στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό υποδηλώνει τοπική 

ενεργοποίηση των Β κυττάρων στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό (Raju, Foote et al. 2005). 
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1.1.3.2)AΛΛΑ ΑΥΤΟΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ 
Ένα άλλο αυτοαντίσωμα που έχει πρόσφατα ταυτοποιηθεί σε ποσοστό 10-12% των 

ασθενών με SPS είναι αυτό που στοχεύει τον υποδοχέα γλυκίνης (GlyRα1) (McKeon, Martinez-

Hernandez et al. 2013), (Alexopoulos, Akrivou et al. 2013). H γλυκίνη είναι ένας κύριος 

νευροδιαβιβαστής στους νωτιαίους ανασταλτικούς ενδονευρώνες και οι υποδοχείς τύπου 

GlyRα1 κυρίως εκφράζονται στο νωτιαίο μυελό, στο στέλεχος του εγκεφάλου και στην 

παρεγκεφαλίδα. Τα αντι-GlyR αντισώματα, αρχικά περιγράφηκαν στην προοδευτική 

εγκεφαλομυελίτιδα με δυσκαμψία και μυοκλονία (PERM), ένα νόσημα με παρόμοια 

συμπτωματολογία με αυτή του SPS (Mas, Saiz et al. 2011), (Iizuka, Leite et al. 2012). 

Επειδή μεταλλάξεις στον υποδοχέα γλυκίνης μπορεί να δημιουργήσουν κληρονομική 

υπερεκπληξία στα βρέφη (Davies, Chung et al. 2010),  έχει υποτεθεί ότι κάποια κύρια 

συμπτώματα του συνδρόμου όπως η υπερδιεγερσιμότητα και οι σπασμοί μπορεί να οφείλονται 

στα αντισώματα έναντι υποδοχέων γλυκίνης. Έχει βρεθεί ότι περίπου το 25% των ασθενών που 

πάσχουν από SPS και είναι αρνητικοί για τα GAD αντισώματα έχουν αντισώματα έναντι των 

υποδοχέων γλυκίνης (McKeon, Martinez-Hernandez et al. 2013).  

Σε περίπου 5% των περιπτώσεων, το SPS μπορεί να έχει παρανεοπλασματική εκδήλωση, 

συνοδευόμενο από αυτοαντισώματα εναντίον της αμφυφυσίνης (De Camilli, Thomas et al. 

1993),(Folli, Solimena et al. 1993) και της γεφυρίνης (Butler, Hayashi et al. 2000). Tα 

παρανεοπλασματικά νευρολογικά σύνδρομα μπορούν να χαρακτηριστούν σαν έμμεσες 

επιπτώσεις του καρκίνου, που δεν προκαλούνται από τον όγκο και τη μετάστασή του, ή από 

λοίμωξη, ισχαιμία ή μεταβολικές διαταραχές (Posner and Furneaux 1990), (Darnell and Posner 

2003).  Η αμφιφυσίνη είναι μία πρωτεΐνη, παρούσα στο κεντρικό νευρικό σύστημα, κυρίως στα 

προσυναπτικά άκρα και εμπλέκεται στην ενδοκύττωση των συναπτικών κυστιδίων. H 

συσχετιζόμενη κακοήθεια είναι κυρίως καρκίνος του μαστού.  

Eίναι αξιοσημείωτο ότι όλα τα παραπάνω αυτοαντισώματα που εμπλέκονται στο SPS, 

(όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 1), στοχεύουν αντιγόνα που κυρίως εκφράζονται στις 

ανασταλτικές συνάψεις (τόσο στο προ- όσο και στο μετασυναπτικό άκρο) του κεντρικού 

νευρικού συστήματος. Ορισμένα από αυτά τα αντιγόνα είναι κυρίως κυτταροπλασματικά και 

παραμένει υπό διερεύνηση το αν αυτά παροδικά εκθέτουν μία εξωκυττάρια περιοχή κατά τη 

διάρκεια της νευροδιαβίβασης και της εξωκύττωσης (Dalakas 2013). Αυτό είναι πολύ σημαντικό 

γιατί σε πολλές άλλες αυτοάνοσες νευρολογικές διαταραχές, αυτοαντισώματα που έχουν έναν 

παθογενετικό ρόλο, κυρίως στοχεύουν εξωκυττάριες περιοχές όπως ο ακετυλοχολινικός 

υποδοχέας στη μυασθένεια Gravis ή ένας από τους υποδοχείς γλουταμικού (ΝΜDA) στην 

μεταιχμιακή εγκεφαλίτιδα (Vincent, Bien et al. 2011).  
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Εικόνα 1: Αυτοαντιγόνα και σχετικές διαδικασίες που εμπλέκονται με την GABAεργική συναπτική 

μεταβίβαση σε ασθενείς με σύνδρομο SPS. Στον προσυναπτικό νευρώνα το κυρίαρχο αντιγόνο είναι το 

GAD, το ένζυμο που μετατρέπει το γλουταμικό σε GABA και η αμφιφυσίνη, μία πρωτεΐνη που σχετίζεται 

με τα συναπτικά κυστίδια και είναι  υπεύθυνη για την ενδοκύττωση των μεμβρανών των κυστιδίων, που 

ακολουθείται από απελευθέρωση του GABA. Στον μετασυναπτικό νευρώνα, τα κύρια αντιγόνα είναι ο 

υποδοχέας γλυκίνης και η γεφυρίνη. Οι υποδοχείς γλυκίνης είναι ιοντοτροπικοί υποδοχείς που 

επιτρέπουν τη διέλευση των ιόντων χλωρίου. Η γεφυρίνη είναι μία πρωτεΐνη που προσδένεται στον 

κυτταροσκελετό και απαιτείται για την ομαδοποίηση (clustering) των υποδοχέων τόσο της γλυκίνης όσο 

και  GABAA . To κύριο αυτοαντιγόνο στο σύνδρομο SPS είναι το GAD, που συναντάται στο 85% των 

ασθενών και οι υποδοχείς γλυκίνης στο 10-12% των ασθενών. Η αμφιφυσίνη, που σχετίζεται με την 

παρανεοπλασματική εκδήλωση της νόσου στο SPS συναντάται σε ένα ποσοστό του 5% των ασθενών και 

η γεφυρίνη έχει αναφερθεί σε μία μόνο περίπτωση. (Alexopoulos and Dalakas 2013). 

 

1.1.4)ΘΕΡΑΠΕΙΑ 

Με βάση την αιτιοπαθογένεια του SPS υπάρχουν δύο κύριες θεραπευτικές προσεγγίσεις: 
α)φάρμακα που ενισχύουν την παραγωγή του GABA και β)ανοσοτροποποιητικές ή 
ανοσοκατασταλτικές θεραπείες. Επειδή φαίνεται ότι η μείωση του GABA είναι υπεύθυνη για την 
μυϊκή δυσκαμψία, φάρμακα που ενισχύουν τη δραστηριότητα του GABA μετριάζουν τα 
συμπτώματα του SPS. O Ηoward αρχικά παρατήρησε ότι οι σπασμοί μειώνονται σημαντικά με 
τη χρήση της διαζεπάμης  (Howard 1963). Κατά την έναρξη των συμπτωμάτων και το χρονικό 
διάστημα που γίνεται η διάγνωση, η διαζεπάμη ή άλλες βενζοδιαζεπίνες (GABAA αγωνιστές) 
είναι συνήθως  η πρώτη επιλογή και η κύρια θεραπεία (Cohen 1966), (Howard 1963), (Westblom 
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1977). Oι περισσότεροι ασθενείς αποκρίνονται επιτυχώς στη διαζεπάμη, τη βακλοφαίνη και 
άλλα παρόμοια φάρμακα (Miller and Korsvik 1981), (Olafson, Mulder et al. 1964), (Vermeij, van 
Doorn et al. 1996) για μία περίοδο.  

Πολλές αναφορές έχουν περιγράψει τα πλεονεκτήματα της ανοσοθεραπείας όπως η 
πρενδιζόνη, η πλασμαφαίρεση (Brashear and Phillips 1991), (Harding, Thompson et al. 1989), 
(Vicari, Folli et al. 1989) και μεγαλύτερες δόσεις χορήγησης IVIg (Dalakas 2005), (Gerschlager and 
Brown 2002), (Karlson, Sudarsky et al. 1994), (Khanlou and Eiger 1999) στη θεραπεία του SPS. Η 
χορήγηση ενδοφλέβιας ανοσοσφαιρίνης απεδείχθη ότι είναι μία αποτελεσματική θεραπεία 
σύμφωνα με κλινικές δοκιμές (Dalakas , Fujii  et al. 2001), παρόλο που δεν είχε για όλους τους 
ασθενείς συνεχώς θετικά αποτελέσματα.  

Οι θεραπείες έναντι των CD20+ κυττάρων χρησιμοποιώντας εξανθρωποποιημένα 
μονοκλωνικά αντισώματα, έχει επίσης προταθεί ως προσέγγιση για ρύθμιση της 
αυτοδραστικότητας και της κλωνικής έκπτυξης των Β κυττάρων στο κεντρικό νευρικό σύστημα 
στο SPS (Dalakas 2008). Πολλές μελέτες έχουν δείξει ότι το rituximab, ένα μονοκλωνικό 
αντίσωμα έναντι των Β κυττάρων, φάνηκε να οδηγεί στη μείωση των κλινικών συμπτωμάτων, 
παρόλο που οι τίτλοι των κυκλοφορούντων αντισωμάτων παραμένουν υψηλοί (Bacorro and 
Tehrani 2010), (Baker, Das et al. 2005), (Dupond, Essalmi et al. 2010), (Katoh, Matsuda et al. 
2010). Σε μία μελέτη με εικονικό φάρμακο, παρόλο που η μυϊκή δυσκαμψία και οι σπασμοί 
βελτιώθηκαν σημαντικά σε αρκετούς ασθενείς, το rituximab φάνηκε αναποτελεσματικό 
(Dalakas, Rakocevic et al. 2017). Έχει προταθεί ότι η ανοσοαπόκριση έχει ευαίσθητα και 
ανθεκτικά συστατικά στο rituximab, με συνεχή έκκριση αντισωμάτων, πιθανά από τα 
πλασματοκύτταρα που έχουν παραμείνει στην κυκλοφορία και από τα μνημονικά Β κύτταρα 
(Rizzi, Knoth et al. 2010). 

1.2) AYTOANOΣΙΑ ΚΑΙ Β ΚΥΤΤΑΡΑ 

1.2.1)ΑΥΤΟΑΝΟΣΙΑ ΚΑΙ ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΑΥΤΟΑΝΟΣΩΝ ΔΙΑΤΑΡΑΧΩΝ 
Αυτοανοσία είναι μία μη φυσιολογική κατάσταση στην οποία το ανοσοποιητικό σύστημα 

του οργανισμού όχι μόνο αναγνωρίζει τα δικά του συστατικά αλλά  αποκρίνεται έναντι αυτών. 

Ορισμένες φορές οι βλάβες στα κύτταρα του εαυτού ή στα όργανα, προκαλούνται από 

αντισώματα, ενώ σε άλλες περιπτώσεις είναι υπεύθυνα τα Τ ή τα Β κύτταρα. Ένα πολύ γνωστό 

παράδειγμα κυτταροεξαρτώμενης ανοσίας είναι η ρευματοειδής αρθρίτιδα, στην οποία 

αυτοδραστικά Τ κύτταρα επιτίθενται σε ιστούς των αρθρώσεων, προκαλώντας μία φλεγμονώδη 

απόκριση που έχει σαν αποτέλεσμα το οίδημα και την καταστροφή του ιστού. Το 

χαρακτηριστικότερο παράδειγμα αντισωμοεξαρτώμενης αυτοανοσίας είναι η βαριά 

μυασθένεια, με αντισώματα έναντι πρωτεινών της νευρομυικής σύναψης.  

Τα αυτοάνοσα νοσήματα διακρίνονται σε δύο μεγάλες κατηγορίες: α)στα οργανοειδικά 

και β)στα συστηματικά αυτοάνοσα. Σε ένα οργανοειδικό αυτοάνοσο νόσημα, η ανοσολογική 

απόκριση κατευθύνεται σε ένα αντιγόνο-στόχο, που εκφράζεται σε συγκεκριμένα όργανα ή 

ιστούς, ώστε οι εκδηλώσεις να περιορίζονται στο όργανο αυτό. Τα κύτταρα των οργάνων-

στόχων μπορούν να καταστραφούν άμεσα από χυμικούς ή κυτταρομεσολαβητικούς 

μηχανισμούς. Εναλλακτικά, αντισώματα μπορούν να υπερευαισθητοποιήσουν ή να 

αναστείλουν τη φυσιολογική λειτουργία του οργάνου-στόχου. Παραδείγματα οργανοειδικών 
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αυτοάνοσων νοσημάτων αποτελούν  ο ινσουλινο-εξαρτώμενος διαβήτης, η μυασθένεια Gravis, 

η θυρεοειδίτιδα Hashimoto και αναιμίες όπως η αυτοάνοση αιμολυτική και η κακοήθης. 

Στα συστηματικά αυτοάνοσα νοσήματα, η αντίδραση κατευθύνεται έναντι ευρέος 

φάσματος αντιγόνων-στόχων και περιλαμβάνει μεγάλο αριθμό οργάνων και ιστών. Τα 

νοσήματα αυτά αντιπροσωπεύουν μία γενική ανεπάρκεια στη ρύθμιση του ανοσοποιητικού 

συστήματος, η οποία έχει ως αποτέλεσμα υπερενεργοποιημένα Τ και Β κύτταρα. Η καταστροφή 

του ιστού είναι εκτεταμένη, τόσο από κυτταρομεσολαβητικές ανοσολογικές αποκρίσεις, όσο και 

από άμεση κυτταρική καταστροφή, που προκαλείται από τα αυτοαντισώματα ή από 

συσσώρευση ανοσοσυμπλεγμάτων. Παράδειγμα αποτελεί ο συστηματικός ερυθηματώδης 

λύκος, όπου προσβάλλονται πολλά όργανα, όπως το δέρμα και τα νεφρά.  

Όπως συμβαίνει στα συστηματικά αυτοάνοσα νοσήματα, έτσι και στις αυτοάνοσες 

διαταραχές του νευρικού συστήματος παρατηρείται συμμετοχή των συστατικών του 

ανοσοποιητικού συστήματος συμπεριλαμβανομένων και των Β κυττάρων.  

Ο ρόλος των Β κυττάρων, όχι μόνο σαν κύτταρα που παράγουν αντισώματα, αλλά και 

σαν αισθητήρες, συντονιστές και ρυθμιστές της ανοσολογικής απόκρισης έχει προκαλέσει 

μεγάλο κλινικό και ερευνητικό ενδιαφέρον. Τα Β κύτταρα φαίνεται να διαδραματίζουν έναν 

σημαντικό ρόλο στην παθογένεση όχι μόνο στις απομυελινωτικές νόσους, αλλά και στις 

αυτοάνοσες διαταραχές του κεντρικού και του περιφερικού νευρικού συστήματος όπως οι 

εγκεφαλοπάθειες, οι περιφερικές νευροπάθειες, οι νευρομϋικές και μϋικές διαταραχές. Η 

έρευνα σε αυτό το πεδίο έχει ωθήσει την παραγωγή βιολογικών συστατικών που στοχεύουν τα 

Β κύτταρα ή τα μονοπάτια των Β κυττάρων, επισημαίνοντας το ρόλο των Β κυττάρων στην 

παθοφυσιολογία των νευρολογικών διαταραχών, βρίσκοντας νέους θεραπευτικούς στόχους 

(Alexopoulos, Biba et al. 2016).  

1.2.2)ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΚΑΙ ΩΡΙΜΑΝΣΗ ΤΩΝ Β ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΩΝ  
Στους ανθρώπους, μετά τη γέννηση, η πλειοψηφία των Β λεμφοκυττάρων αναπτύσσεται 

από αρχέγονα πολυδύναμα αιμοποιητικά κύτταρα στο μυελό των οστών. Εκεί κατά τη διάρκεια 

των πρώτων δύο σταδίων ανάπτυξης των Β κυττάρων, αυτά αποκτούν την ειδικότητα έναντι του 

αντιγόνου με αναδιάταξη των βαριών και ελαφριών αλυσίδων, διαδικασία που δεν απαιτεί 

έκθεση των Β κυττάρων σε κάποιο αντιγόνο (Eibel, Kraus et al. 2014). Στο τέλος του πρώτου 

σταδίου τα προγονικά-Β κύτταρα, έπειτα από την αναδιάταξη των γονιδίων των  αλυσίδων και 

την έκφραση στην επιφάνεια τους της βαριάς αλυσίδας μ των ανοσοσφαιρινών, γίνονται 

πρόδρομα ή προ-Β κύτταρα και στη συνέχεια ολοκληρώνεται και η αναδιάταξη των γονιδίων της 

ελαφριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών, οπότε μετατρέπονται σε ανώριμα. Όταν λειτουργικά 

μόρια ανοσφαιρίνης τύπου IgM θα εκφραστούν στα ανώριμα Β κύτταρα, αυτά εγκαταλείπουν 

τον μυελό των οστών και μεταναστεύουν στο σπλήνα ή σε άλλα δευτερογενή λεμφικά όργανα, 

όπου ολοκληρώνεται η ανάπτυξή τους γιατί διαφοροποιούνται από ανώριμα Β κύτταρα σε 

παρθένα ώριμα, έτοιμα να δεχθούν την αντιγονική διέγερση και να μετατραπούν σε 

ενεργοποιημένα Β κύτταρα (Pieper, Grimbacher et al. 2013). 
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Eικόνα 2: Περίληψη των σταδίων ανάπτυξης των Β κυττάρων. Τα γεγονότα που συμβαίνουν κατά τη 

διάρκεια της ωρίμανσης στο μυελό των οστών δεν απαιτούν αντιγόνο, ενώ η ενεργοποίηση και η 

διαφοροποίηση των ώριμων Β κυττάρων στα περιφερικά λεμφικά όργανα (π.χ. σπλήνας) απαιτεί 

αντιγόνο. (Κuby 6th edition) 

1.2.3)ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΩΡΙΜΩΝ Β ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
Τα ώριμα αλλά ακόμα παρθένα κύτταρα (που επίσης ονομάζονται 

επανακυκλοφορούντα) εκφράζουν τους ισοτύπους IgM και IgD, έχουν την ικανότητα να 

επανακυκλοφορούν μέσα στα πρωτογενή θυλάκια των δευτερογενών λεμφικών οργάνων 

αναζητώντας το συγγενικό τους αντιγόνο. Μόλις συναντήσουν το αντιγόνο αυτό, εκείνο 

ενδοκυτταρώνεται προκειμένου να κοπεί σε μικρά πεπτίδια και στη συνέχεια να παρουσιαστεί 

στην επιφάνεια των Β λεμφοκυττάρων από τα μόρια του μείζονος συμπλέγματος 

ιστοσυμβατότητας ΙΙ (Weinstein, Peeva et al. 2004). Σε αυτό το στάδιο, τα Β κύτταρα 

μεταναστεύουν στο χώρο έξω από τα θυλάκια των δευτερογενών λεμφικών οργάνων και 

αλληλεπιδρούν με βοηθητικά Τ κύτταρα  (Th cells) που έχουν προηγουμένως ενεργοποιηθεί από 

αντιγονοπαρουσιαστικά δενδριτικά κύτταρα. Εκεί τα βοηθητικά Τ κύτταρα, ενεργοποιούν 

περισσότερο τα Β κύτταρα παρουσιάζοντας μεγαλύτερη συγγένεια για το αντιγόνο, μέσω του 

μορίου CD40L, ώστε να παραχθούν κεντροβλάστες και πλασματοκύτταρα (Kitano, Moriyama et 

al. 2011), (O'Connor, Vogel et al. 2006). Tα κύτταρα αυτά παράγουν αντισώματα που 

συνεισφέρουν στο σχηματισμό των ανοσοσυμπλεγμάτων.  
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1.2.4)ΜΝΗΜΟΝΙΚΑ Β ΚΥΤΤΑΡΑ 
Ένας αριθμός γεγονότων, συχνά σχετιζόμενων με την αυτοανοσία, 

συμπεριλαμβανομένων της ωρίμανσης συγγένειας, την αλλαγής των ισοτύπων των 

ανοσοσφαιρινών και της δημιουργίας μνημονικών Β κυττάρων και πλασματοκυττάρων με 

μεγάλη διάρκεια ζωής, λαμβάνουν χώρα έπειτα από μία ταχύτατη κλωνική εξάπλωση των 

ενεργοποιημένων Β κυττάρων και τη δημιουργία βλαστικών κέντρων στα θυλάκια των λεμφικών 

οργάνων. Στα βλαστικά κέντρα, η ωρίμανση συγγένειας των Β κυττάρων μέσω των σωματικών 

υπερμεταλλάξεων των γονιδίων ΙgV έχει ως αποτέλεσμα την ανάπτυξη των Β κυττάρων με 

αυξημένη συγγένεια για το αντιγόνο. Κάποια από τα Β κύτταρα αυτά που έχουν υποστεί 

ωρίμανση συγγένειας στα βλαστικά κέντρα, τελικά διαφοροποιούνται σε πλασματοκύτταρα με 

μικρή διάρκεια ζωής ή πλασματοκύτταρα με μεγαλύτερη διάρκεια ζωής που μεταναστεύουν 

πίσω στο μυελό των οστών και επιτυγχάνουν μακροπρόθεσμη παραγωγή αντισωμάτων (Nutt, 

Hodgkin et al. 2015). B κύτταρα που έχουν επίσης υποστεί την ωρίμανση συγγένειας 

εγκαταλείπουν τα βλαστικά κέντρα ως Β κύτταρα μνήμης (Kurosaki, Kometani et al. 2015). Aυτά 

τα Β κύτταρα που έχουν εκτεθεί σε αντιγόνα, εκφράζουν υψηλής συγγένειας αντισώματα γι 

αυτά τα αντιγόνα και έχουν τη δυνατότητα να διαφοροποιηθούν πολύ γρήγορα σε 

πλασματοκύτταρα σε μελλοντική επαφή με αντιγόνα. Αυτά τα κύτταρα μνήμης μπορούν να 

παράγουν πολύ γρήγορα μεγάλες ποσότητες αντισωμάτων, έπειτα από επαναλαμβανόμενη 

έκθεση με το «σχετικό» αντιγόνο τους (Kurosaki, Kometani et al. 2015). 

1.2.6)Β ΚΥΤΤΑΡΑ ΚΑΙ ΣΚΕΠΤΙΚΟ ΓΙΑ ΘΕΡΑΠΕΙΕΣ ΠΟΥ ΣΤΟΧΕΥΟΥΝ ΤΑ Β ΚΥΤΤΑΡΑ 
Ο ρόλος των Β κυττάρων στην ανοσολογική απόκριση σχετίζεται με την 

αντιγονοπαρουσίαση, την έκκριση αντισωμάτων και τη ρύθμιση της ενεργοποίησης των Τ 

κυττάρων (Miyagaki, Fujimoto et al. 2015). Στην αυτοανοσία, πιθανά ο πιο σημαντικός ρόλος 

των Β κυττάρων είναι η παραγωγή αυτοαντισωμάτων από πλασματοκύτταρα, που έχουν 

διαφύγει από τα σημεία ελέγχου που αφορούν την αυτό-ανοχή (Tussiwand, Bosco et al. 2009). 

Σε κάποιες νευρολογικές διαταραχές, τα αυτοαντισώματα είναι άμεσα παθογενετικά, όπως για 

παράδειγμα αντισώματα έναντι του ακετυλοχολινικού υποδοχέα στη μυασθένεια gravis (MG), 

αντισώματα έναντι της πρωτεΐνης MAG σε ασθενείς με απομυελινωτικού τύπου 

πολυνευροπάθεια με IgM-παραπρωτεϊναιμία, αντισώματα έναντι του υποδοχέα NMDAR στη 

λιμβική εγκεφαλίτιδα, αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης 4 στην οπτική νευρομυελίτιδα. Σε 

άλλες διαταραχές αυτοαντισώματα, όπως αυτά που εμφανίζονται στις παρανεοπλασματικού 

τύπου νευροπάθειες, στην πολυεστιακή κινητική νευροπάθεια ή στο σύνδρομο του δύσκαμπτου 

ανθρώπου δε φαίνεται να έχουν άμεση δράση σε αυτοαντιγόνα και ίσως μπορεί να 

χρησιμοποιηθούν μόνο ως δείκτες για την ασθένεια. Σε αυτές τις περιπτώσεις, οι 

αντιγονοεξαρτώμενες λειτουργίες των Β κυττάρων, συμπεριλαμβανομένης της 

αντιγονοπαρουσίασης, της συν-διέγερσης, της παραγωγής κυτταροκινών και της ενεργοποίησης 

με τα Τ κύτταρα εμπλέκουν στα Β κύτταρα στην παθογένεση των διαταραχών αυτών (Dalakas 

2008). 
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1.3)ΘΕΡΑΠΕΙΕΣ ΠΟΥ ΣΤΟΧΕΥΟΥΝ Β ΚΥΤΤΑΡΑ ΣΕ ΝΕΥΡΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ: ΠΑΡΟΝ ΚΑΙ 

ΜΕΛΛΟΝ  
Ένας μεγάλος αριθμός φαρμάκων, μονοκλωνικών αντισωμάτων ή χιμερικών πρωτεϊνών 

που στοχεύουν τα Β κύτταρα, επηρεάζοντας την επιβίωση τους ή προκαλώντας επιλεκτικά 

μείωση τους, έχουν χρησιμοποιηθεί για αυτοάνοσες διαταραχές και  κακοήθειες. Αυτά 

περιλαμβάνουν φάρμακα για χρόνια  λεμφογενή λευχαιμία  (ofatumumab, alemutuzumab, 

rituximab), για μη-Hodgkin λέμφωμα(rituximab), για λύκο (belimumab), φάρμακα για τη 

ρευματοειδή αρθρίτιδα (rituximab, etanercept, tocilizumab), πολυαγγειίτιδα (rituximab), και 

παιδιατρική αρθρίτιδα (etanercept, tocilizumab). Πλήθος κλινικών μελετών έχουν ολοκληρωθεί 

υποδεικνύοντας αυτές τις θεραπείες για αυτοάνοσες νευρολογικές διαταραχές.   

Τα φάρμακα που μπορούν κατευθείαν να στοχεύσουν στη μείωση του αριθμού των Β 

κυττάρων, στοχεύουν στα αντιγόνα CD19, CD20, και  CD22 που βρίσκονται στην επιφάνεια των 

Β κυττάρων. Το CD19 είναι μία διαμεμβρανική πρωτεΐνη που συνδέεται με τον υποδοχέα των Β 

κυττάρων (BCR), παίζοντας καταλυτικό ρόλο στη σηματοδότηση μέσω του BCR  (Fujimoto, Poe 

et al. 2000).  Tα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα μονοκλωνικά αντισώματα στοχεύουν το CD20, μία 

γλυκοπρωτεΐνη στην επιφάνεια των κυττάρων  (αποτελείται από 297 αμινοξέα, με μοριακό 

βάρος 33–37 kD), της οποίας τη λειτουργία δε γνωρίζουμε ακόμη. Το CD20 εκφράζεται σε όλα 

τα στάδια της ανάπτυξης των Β κυττάρων εκτός από  τα πρόδρομα Β κύτταρα και τα τελικά 

διαφοροποιημένα πλασματοκύτταρα. Τα Β κύτταρα στοχεύονται μέσω του CD20 μέσω τριών 

κύριων κυτταροτοξικών μηχανισμών: α) κυτταροτοξικότητα διαμεσολαβούμενη από 

αντισώματα, στην οποία εμπλέκονται οι υποδοχείς που αναγνωρίζουν το σταθερό τμήμα Fc των 

αντισωμάτων  (FcγRs) (ADCC), β) κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από το συμπλήρωμα (CDC) 

και γ)άμεσα επαγώμενη κυτταρική απόπτωση. Τα μονοκλωνικά αντισώματα έναντι του CD20 

μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε δύο τύπους ανάλογα με την ικανότητα πρόσδεσης και το 

μηχανισμό δράσης τους.  

Τα αντισώματα τύπου Ι περιλαμβάνουν τα πιο συχνά χρησιμοποιούμενα  rituximab, 

ofatumumab, and ocrelizumab. Τα τύπου ΙΙ αντισώματα περιλαμβάνουν τα tositumomab and 

obinutuzumab. Τα τύπου Ι μονοκλωνικά προκαλούν τη συσσώρευση των CD20 σε λιπιδικές 

σχεδίες, παρουσιάζοντας εξαιρετική ικανότητα πρόσδεσης και επάγοντας την 

κυτταροτοξικότητα που διαμεσολαβείται από το συμπλήρωμα. Τα τύπου ΙΙ μονοκλωνικά 

αντισώματα δεν επιτρέπουν τη συσσώρευση των CD20, παρουσιάζουν χαμηλή ικανότητα 

πρόσδεσης, συγκρινόμενα με τα τύπου Ι και δεν επάγουν κυτταροτοξικότητα που 

διαμεσολαβείται από το συμπλήρωμα. Εξαιτίας της διαφορετικής σύνδεσης των τύπου Ι 

αντισωμάτων συγκριτικά με τα τύπου ΙΙ, τα συμπλέγματα με το τύπου Ι αντίσωμα έναντι του 

CD20 εσωτερικεύονται και αποικοδομούνται ταχύτατα, έχοντας ως αποτέλεσμα τη μειωμένη 

ανατροφοδότηση των δραστικών κυττάρων και χρόνο ημιζωής των αντισωμάτων (Εικόνα 3). 

Επειδή τα τύπου ΙΙ μονοκλωνικά εσωτερικεύονται λιγότερο γρήγορα μέσα στα Β κύτταρα 

στόχους, η δράση τους μέσω των FcγRIIb παρατείνεται και για αυτό επάγουν μία μεγαλύτερη 

χρονικά κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από το αντίσωμα, όντας ικανά να στρατολογήσουν 
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μονοκύτταρα, ουδετερόφιλα και δενδριτικά κύτταρα για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα (Goede, 

Klein et al. 2015). 

 

Εικόνα 3: Προτεινόμενο μοντέλο για τις ικανότητες πρόσδεσης των τύπου Ι και τύπου ΙΙ μονοκλωνικών 

αντισωμάτων έναντι του CD20. Αντισώματα όπως το rituximab (τύπου Ι) μπορεί να προσδένονται 

ταυτόχρονα στο  CD20 και FcγRIIb, προωθώντας την εσωτερίκευση των CD20 σε λιπιδικές σχεδίες. 

Αντισώματα όπως το obinutuzumab προσδένονται αποκλειστικά στο τετραμερές CD20, το οποίο δεν 

οδηγεί στην εσωτερίκευση παρατείνοντας τη δράση του αντισώματος  (Goede, Klein et al. 2015). 

1.3.1)RITUXIMAB 
To rituximab είναι ένα χιμαιρικό αντίσωμα ποντικού/ανθρώπου έναντι των CD20, που 

αποτελεσματικά στοχεύει στη μείωση του αριθμού των Β κυττάρων, χωρίς να στοχεύει 

πρόδρομα/προγονικά Β κύτταρα και πλασματοκύτταρα.  Η μείωση του αριθμού ενός 

υποκυτταρικού πληθυσμού B κυττάρων CD20+ σε ασθενείς με πολλαπλή σκλήρυνση έχει 

αναφερθεί εκτεταμένα στη βιβλιογραφία (Palanichamy, Jahn et al. 2014). H 

αποτελεσματικότητα της θεραπείας με rituximab εξαρτάται από την αποτελεσματική μείωση 

του αριθμού των μη κυκλοφορούντων Β κυττάρων. Σχετίζεται με ποιοτικές ανοσολογικές 

αλλαγές, που υποδεικνύουν επαναδιαμόρφωση της μνήμης των Β κυττάρων, μέσω της 

συνεχούς μείωσης των αυτοδραστικών κυττάρων που δημιουργούν κλώνους και του 

πληθυσμού των Β ρυθμιστικών κυττάρων που χαρακτηρίζεται από παραγωγή της ιντερλευκίνης 

10  (IL10) (Quan, ZhangBao et al. 2015), (Maurer, Rakocevic et al. 2012). To rituximab ανιχνεύεται 

στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό έπειτα από ενδοφλέβια χορήγηση μέχρι και 24 εβδομάδες. Τα 

επίπεδα του rituximab στο εγκεφαλονωτιαίο σχετίζονται σημαντικά με την ακεραιότητα του 

αιματοεγκεφαλικού φραγμού (Petereit and Rubbert-Roth 2009). 
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Εικόνα 4: Μηχανισμός της δράσης του Rituximab. Τα Β κύτταρα στοχεύονται μέσω του CD20 μέσω τριών 

κύριων κυτταροτοξικών μηχανισμών: α) κυτταροτοξικότητα διαμεσολαβούμενη από αντισώματα, στην 

οποία εμπλέκονται οι υποδοχείς που αναγνωρίζουν το σταθερό τμήμα Fc των αντισωμάτων  (FcγRs) 

(ADCC), β) κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από το συμπλήρωμα (CDC) και γ)άμεσα επαγώμενη 

κυτταρική απόπτωση (Maloney 2012). 

Ο κύριος μηχανισμός δράσης του rituximab είναι η κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται 

από αντισώματα (antibody-dependent cellular cytotoxicity - ADCC). Πιο συγκεκριμένα, η 

μεταβλητή περιοχή (Fab) του  rituximab προσδένεται στο CD20 αντιγόνο των Β κυττάρων και η 

σταθερή περιοχή του (Fc) ενεργοποιεί τα κύτταρα τελεστές του ανοσοποιητικού συστήματος για 

να προκαλέσουν λύση των Β κυττάρων (Reff, Carner et al. 1994). 

To rituximab, έχει υψηλή αποτελεσματικότητα στη θεραπεία της πολλαπλής 

σκλήρυνσης, κυρίως στην υποτροπιάζουσα μορφή της νόσου, αυτής με υφέσεις και εξάρσεις, 

που δεν παρουσιάζει βελτίωση με τις θεραπείες που ήδη χρησιμοποιούνται. Κλινική μελέτη 

φάσης ΙΙ για το rituximab έδειξε μείωση του αριθμού των Β κυττάρων στο εγκεφαλονωτιαίο 

υγρό, που επίσης συσχετίστηκε με μείωση των Τ κυττάρων (Cross, Stark et al. 2006). Yπάρχουν 

επίσης στοιχεία ότι το rituximab είναι αποτελεσματικό στη θεραπεία της οπτικής 

νευρομυελίτιδας, αλλά δεν έχουν αναφερθεί κλινικές μελέτες. Μελέτες αναφέρουν μία 

σημαντική μείωση στην υποτροπή της νόσου και επακόλουθη σταθεροποίηση και βελτίωση 

στην αναπηρία, όπως μετρήθηκε από διάφορα τεστ που εξετάζουν το βαθμό της αναπηρίας 

(Radaelli, Moiola et al. 2016), (Bedi, Brown et al. 2011), (Cree, Lamb et al. 2005), (Ip, Lau et al. 

2013), (Jacob, Weinshenker et al. 2008), (Mahmood, Silver et al. 2011). Παρόλο που σημειώθηκε 
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βελτίωση ως προς την υποτροπή της νόσου, η μείωση της δραστικότητας των αντισωμάτων IgG 

έναντι της ακουαπορίνης 4 (AQP4–IgG)  δε φάνηκε να σχετίζεται σταθερά με κλινική βελτίωση, 

ακόμα και μετά από μείωση των Β κύτταρων για μεγάλο χρονικό διάστημα (Gredler, Mader et 

al. 2013). 

Σε μία μεγάλη κοόρτη με 100 ασθενείς με οπτική νευρομυελίτιδα που έπαιρναν 

θεραπεία με rituximab, παρατηρήθηκε μία μείωση της τάξης του 96% των ετήσιων υποτροπών 

της νόσου, συγκριτικά με τη θεραπεία πριν το rituximab (Kim, Jeong et al. 2015). Σε αυτή τη 

μελέτη επίσης αναφέρθηκε η συσχέτιση του πολυμορφισμού του αλληλομόρφου γονιδίου 

FCGR3A, (του F αλληλίου, που χαρακτηρίζει υποδοχείς χαμηλής συγγένειας για την IgG), με τον 

κίνδυνο της υποτροπής και της αναποτελεσματικής μείωσης των Β κυττάρων κατά τη διάρκεια 

της θεραπείας rituximab (Kim, Jeong et al. 2015).   

Πιλοτικές μελέτες έχουν δείξει ότι το  rituximab θα μπορούσε να φανεί χρήσιμο σε 

ασθενείς με SPS (Bacorro and Tehrani 2010), (Lobo, Araujo et al. 2010). To rituximab ήταν 

αποτελεσματικό στη θεραπεία του SPS, ακόμα και σε περιπτώσεις με επιπλοκές όπως 

δυσθυρεοειδική οφθαλμοπάθεια και αναπνευστικά προβλήματα (Dupond, Essalmi et al. 2010), 

(Katoh, Matsuda et al. 2010), (Qureshi and Hennessy 2012). Παρόλα αυτά τα ενθαρρυντικά 

αποτελέσματα, το rituximab δεν είχε τα αναμενόμενα αποτελέσματα σε μία καλά σχεδιασμένη 

μελέτη (Dalakas, Rakocevic et al. 2017). 

1.4)ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ 
Η κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από αντισώματα διαμεσολαβείται από τους 

υποδοχείς των ΙgG (FcγR) που εκφράζονται σε ειδικά λευκοκύτταρα, όπως είναι τα φυσικά 

φονικά κύτταρα (ΝΚ κύτταρα) (van Sorge, van der Pol et al. 2003). Oι FcγR ταξινομούνται σε 3 

κύριους τύπους (FcγRI, FcγRII και FcγRΙΙΙ) και σε περισσότερους υπότυπους, 

συμπεριλαμβανομένων των FcγRI, FcγRIIa/IIb/IIc, and FcγIIIa/IIIb. (van Sorge, van der Pol et al. 

2003), (Nimmerjahn and Ravetch 2010), (Cartron, Watier et al. 2004). O FcγRIIa ανευρίσκεται σε 

2 αλληλικούς τύπους, είτε με χαμηλή (IIa-R131), είτε με υψηλή (IIa-H131) συγγένεια για τα 

συμπλέγματα IgG2 και IgG3. Ο FcγRIIIa ανευρίσκεται σε 2 αλληλικούς τύπους, ο (ΙΙΙa-V158) με 

μεγάλη συγγένεια σύνδεσης με την IgG, ενώ ο (IIIa-F158) με χαμηλότερη συγγένεια πρόσδεσης. 

O FcγRIIIa εκφράζεται στα μακροφάγα, στα ΝΚ κύτταρα και σε κάποια δενδριτικά 

κύτταρα, ενώ ο FcγRIIa εκφράζεται στα μακροφάγα, στα ουδετερόφιλα, τα δενδριτικά και σε 

κάποια μαστοκύτταρα (Kim, Jung et al. 2006). Όπως και στον FcγRIIa, η ικανότητα σύνδεσης του 

FcγRIIIa με την IgG ποικίλλει στα διάφορα αλλήλια. Οι ομοζυγώτες FcγRIIIa-V158/V158 έχουν 

μεγαλύτερη συγγένεια σύνδεσης με την IgG, ενώ οι ομοζυγώτες FcγRIIIa-F158/F158 δεν 

συνδέονται επαρκώς με την IgG. 

Η χαμηλή συγγένεια του FcγRIIa-R131 για τα ανοσοσυμπλέγματα που περιέχουν IgG2, 

και του FcγRIIIa-F176 γι΄αυτά που περιέχουν IgG1 και IgG3 οδηγεί σε μείωση της σύνδεσης και 

σε καθυστέρηση της απομάκρυνσης των κυκλοφορούντων ανοσοσυμπλεγμάτων, αυξημένη 

εναπόθεσή τους στους ιστούς και επιταχυνόμενη βλάβη των οργάνων. 
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Οι υποδοχείς αυτοί κωδικοποιούνται στον άνθρωπο από οκτώ γονίδια, που όλα 

βρίσκονται στο μεγάλο βραχίονα του χρωμοσώματος 1.  

 

Eικόνα 5:  Ο γενετικός τόπος των γονιδίων FCGR στο χρωμόσωμα 1 του ανθρώπου. Τα γονίδια 

FCGR2A, FCGR2B, FCGR2C, FCGR3A και  FCGR3B απεικονίζονται με διαφορετικές αποχρώσεις, 

παρουσιάζοντας την ομολογία των περιοχών στα γονίδια. Η κατεύθυνση του βέλους υποδεικνύει την 

κατεύθυνση της μεταγραφής (Marques, Thabet et al. 2010). 

Δύο από τους τύπους των υποδοχέων, οι FcγRIIA και FcγRIIIA παρουσιάζουν  

πολυμορφισμούς ενός νουκλεοτιδίου και έχει βρεθεί  συσχέτιση με την αποτελεσματικότητα 

των λειτουργιών των εξαρτώμενων από αντισώματα λευκοκυττάρων, όπως η 

κυτταρομεσολαβούμενη κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από αντισώματα. Επίσης 

σχετίζονται με την απόκριση στη θεραπεία με  το μονοκλωνικό αντίσωμα έναντι των CD20, σε 

ασθενείς με λέμφωμα και αυτοάνοσες διαταραχές (Rascu, Repp et al. 1997), (van Sorge, van der 

Pol et al. 2003), (Mellor, Brown et al. 2013), (Quartuccio, Fabris et al. 2014).  
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Eικόνα 6: Oικογένεια των υποδοχέων των IgG στον άνθρωπο. Στον παραπάνω πίνακα φαίνεται σε 

ποιους κυτταρικούς τύπους εκφράζονται οι διάφοροι τύποι υποδοχέων FcγR (ITAM: immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif, γ2: dimer of FcRγ subunits, ITIM: immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif, GPI:glycosyl-phosphatidylinositol) (Gillis, Gouel-Chéron et al. 2014). 

To γονίδιο  FCGR3A κωδικοποιεί τον υποδοχέα τύπου FcγRIIIa, που εκφράζεται στα ΝΚ 

κύτταρα και στα μονοκύτταρα/μακροφάγα και παρουσιάζει έναν πολυμορφισμό ενός 

νουκλεοτιδίου, που προκαλείται από μία υποκατάσταση μίας αζωτούχας βάσης, δηλαδή η 

γουανίνη (G) αντικαθίσταται από μία θυμίνη (T), στο νουκλεοτίδιο 559 στο cDNA (Koene, Kleijer 

et al. 1997), (Wu, Edberg et al. 1997). Αυτός ο πολυμορφισμός οδηγεί στη δημιουργία δύο 

αλλοτύπων FcγRIIIa, εκ των οποίων ο ένας έχει μία βαλίνη (Val) και ο άλλος μία φαινυλαλανίνη  

(Phe) στη θέση 158 της πολυπεπτιδικής αλυσίδας, στην περιοχή που  μοιάζει με την επικράτεια 

της Ig κοντά στη μεμβράνη (Sondermann, Huber et al. 2000), (Radaev, Motyka et al. 2001). O 

γονότυπος  FcγRIIIa-V/V σχετίζεται με πιο αποτελεσματική σύνδεση των IgG1 ή  IgG3 στα ΝΚ 

κύτταρα και με πιο αυξημένη ενεργοποίηση των κυττάρων αυτών (ως απόκριση στο σύνολο των 

IgG) συγκριτικά με το γονότυπο F/F (Koene, Kleijer et al. 1997), (Wu, Edberg et al. 1997). Στους 

Καυκάσιους και στους Αφροαμερικάνους, το 8–17% είναι ομόζυγοι για το γονότυπο  V/V, 32–

50% ομόζυγοι για τον  F/F και 39–51% ετερόζυγοι για τον γονότυπο V/F (Wu, Edberg et al. 1997), 

(Koene, Kleijer et al. 1997), (Lehrnbecher, Foster et al. 1999), (Leppers-van de Straat, van der Pol 

et al. 2000).  

Tα τελευταία χρόνια, πολλές μελέτες έχουν αναφέρει συσχέτιση ανάμεσα στον 

πολυμορφισμό 158V/F του FCGR3A και στο συστηματικό ερυθηματώδη λύκο (Wu, Edberg et al. 

1997), (Koene, Kleijer et al. 1998), (Song, Han et al. 1998), (Salmon, Ng et al. 1999), στην 

κοκκιωμάτωση κατά Wegener (Dijstelbloem, Scheepers et al. 1999), στην περιοδοντίτιδα 

ενηλίκων (Sugita, Yamamoto et al. 1999) και στο σάρκωμα Kaposi σε άνδρες που έχουν 

προσβληθεί από τον ιό HIV (Lehrnbecher, Foster et al. 2000). Έχει βρεθεί επίσης ότι υπάρχει μία 

συσχέτιση ανάμεσα στο γονότυπο του FCGR3A και στην απόκριση στο  rituximab (MabtheraR 

and RituxanR), ένα χιμαιρικό αντί-CD20 IgG1 μονοκλωνικό αντίσωμα, όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω (Cartron, Dacheux et al. 2002). Σε μελέτες in vitro, βρέθηκε ότι η κυτταροτοξικότητα 

που εξαρτάται από αντισώματα αλλά και άλλες λειτουργίες των λευκοκυττάρων που εξαρτώνται 

από αντισώματα, πυροδοτούνται πιο αποτελεσματικά όταν υπάρχει τουλάχιστον ένα 

αλληλόμορφο που κωδικοποιεί για βαλίνη στη θέση 158 του υποδοχέα FcγRIIIA. Η σύνδεση των 

γονοτύπων με τη θεραπεία ίσως αντικατοπτρίζει διαφορές στην αποτελεσματικότητα της 

ανατροφοδότησης των NK κυττάρων από το rituximab, όταν αυτό προσδένεται στα 

κυκλοφορούντα Β κύτταρα.  Οι γονότυποι λοιπόν του FcγRIIIA υποδοχέα ίσως αναπαριστούν 

νέους βιοδείκτες για την πρόγνωση της απόκρισης στη θεραπεία με rituximab σε ασθενείς με 

πολυνευροπάθεια που σχετίζεται με   IgM μονοκλωνική γαμμοπάθεια (IgM –PNP) (Stork, 

Notermans et al. 2014). 

O υποδοχέας FcγRIIa συνδέεται καλύτερα στις ανοσοσφαιρίνες τύπου  IgG2 (van der Pol 

and van de Winkel 1998). Μία σημειακή μετάλλαξη (πολυμορφισμός ενός νουκλεοτιδίου) και 
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συγκεκριμένα μία υποκατάσταση της αζωτούχας βάσης γουανίνης (G) σε αδενίνη (Α), οδηγεί σε 

μία υποκατάσταση της ιστιδίνης (Η) από αργινίνη (R) στη θέση 131 της πολυπεπτιδικής 

αλυσίδας. Ο συγκεκριμένος πολυμορφισμός επηρεάζει σημαντικά την πρόσδεση στην IgG2, 

καθώς ο υποδοχέας που φέρει ιστιδίνη παρουσιάζει μεγαλύτερη συγγένεια για τις IgG2 and 

IgG3 συγκριτικά με αυτόν που φέρει αργινίνη (Clatworthy 2014). Ο υποδοχέας  FCγRIIa που 

φέρει ιστιδίνη (H allele) προσδένεται καλύτερα στην ανθρώπινη ανοσοσφαιρίνη  IgG2 

συγκριτικά με αυτόν που φέρει αργινίνη (R allele) (Parren, Warmerdam et al. 1992), 

(Warmerdam, van de Winkel et al. 1991). Περίπου το 24% των Καυκάσιων είναι ομόζυγοι (H/H) 

για τον υψηλής συγγένειας υποδοχέα που φέρει ιστιδίνη στη θέση 131, 42% είναι 

ετερόζυγοι(H/R) για ιστιδίνη/αργινίνη και 34% είναι ομόζυγοι (R/R) για το αλληλόμορφο που 

κωδικοποιεί την αργινίνη (2012). 

1.5)Η MOG ΠΡΩΤΕΪΝΗ  
Η γλυκοπρωτεΐνη μυελίνης ολιγοδενδροκυττάρων (Myelin oligodendrocyte glycoprotein 

(MOG)), αποτελεί μέλος της υπεροικογένειας των ανοσοσφαιρινών και δομικό συστατικό της 

μυελίνης (Brunner, Lassmann et al. 1989), (Schluesener, Sobel et al. 1987), (Pham-Dinh, Mattei 

et al. 1993), (Gardinier, Amiguet et al. 1992). H ΜΟG που εκφράζεται στον άνθρωπο αποτελείται 

από 218 αμινοξέα και εκφράζεται αποκλειστικά στο κεντρικό νευρικό σύστημα. Η σχετικά 

καθυστερημένη έκφρασή της στη νευρωνική ανάπτυξη, υποδεικνύει ότι ίσως αποτελεί έναν 

σημαντικό δείκτη (επιφανείας) της  ωρίμανσης των ολιγοδενδροκυττάρων, παίζοντας επίσης 

έναν σημαντικό ρόλο στην «ακεραιότητα» της μυελίνης, στην προσκόλληση και στις 

αλληλεπιδράσεις ανάμεσα στα κύτταρα (Pham-Dinh, Mattei et al. 1993), (Pham-Dinh, Allinquant 

et al. 1994). H πρωτεΐνη MOG έχει μελετηθεί ως αυτοαντιγόνο-στόχος για το κεντρικό νευρικό 

σύστημα, για τις αποκρίσεις τόσο της χυμικής όσο και της κυτταρομεσολαβητικής ανοσίας Η 

πρωτεΐνη MOG συναντάται στην εξωτερική επιφάνεια της μυελίνης και στην πλασματική 

μεμβράνη των ολιγοδενδροκυττάρων (Brunner, Lassmann et al. 1989). Επειδή συναντάται 

κυρίως στις έλυτρα μυελίνης, είναι βιολογικά προσβάσιμος αντιγονικός στόχος για τη δράση 

των αυτοαντισωμάτων (Brunner, Lassmann et al. 1989), (Linington, Bradl et al. 1988).  

Aντισώματα έναντι επιτόπων της πρωτεΐνης MOG έχουν βρεθεί σε πολλές φλεγμονώδεις 

απομυελινωτικές ασθένειες του κεντρικού νευρικού συστήματος, όπως στην αμφοτερόπλευρη 

περιοδική οπτική νευρίτιδα (rON), στην οπτική νευρομυελίτιδα με αντισώματα αρνητικά για 

ακουαπορίνη-4 (NMOSD), στην παιδική πολλαπλή σκλήρυνση και σπανιότερα στην 

εγκεφαλίτιδα με αντισώματα έναντι του υποδοχέα NMDA (Hohlfeld, Dornmair et al. 2016).   

1.6)Η ΑΚΟΥΑΠΟΡΙΝΗ-4  ΠΡΩΤΕΪΝΗ 
H ακουαπορίνη-4, γνωστή επίσης ως AQP4, είναι μία πρωτεΐνη που συμπεριφέρεται ως 

δίαυλος νερού και κωδικοποιείται από το γονίδιο AQP4 στους ανθρώπους (Jung, Bhat et al. 

1994). Ανήκει στην οικογένεια των ακουαπορινών που είναι ζωτικής σημασίας, μεμβρανικές 

πρωτεΐνες που μεταφέρουν νερό μέσω της κυτταρικής μεμβράνης. Στο ΚΝΣ, η AQP4 είναι η πιο 
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διαδεδομένη, που εκφράζεται συνήθως στις απολήξεις των αστροκυττάρων (Saadoun and 

Papadopoulos 2010).  

Kάθε μονομερές της ακουαπορίνης-4 αποτελείται από 6 ελικοειδείς, μεμβρανικές 

επικράτειες και δύο ελικοειδή τμήματα που περικλείουν ένα στενό υδατικό πόρο (Verkman, 

Phuan et al. 2013). Όπως συμβαίνει και με άλλους διαύλους ακουαπορινών, τα μονομερή 

δημιουργούν τετραμερή (Chu, Huang et al. 2016). Η ακουαπορίνη-4 έχει δυο ισομορφές, τις Μ1 

και Μ23. Τόσο τα ομοτετραμερή, όσο και τα ετεροτετραμερή είναι διαπερατά σε νερό (Oklinski, 

Skowronski et al. 2016). 

H ακουαπορίνη-4 εκφράζεται κυρίως στον άνθρωπο στις απολήξεις των αστροκυττάρων 

(Verkman, Phuan et al. 2013). Επίσης μπορεί να εκφραστεί στα επιθηλιακά κύτταρα πολλών 

οργάνων στο ανθρώπινο σώμα, όπως οι νεφροί, το έντερο, οι σιελογόνοι αδένες, αισθητήρια 

όργανα και σκελετικούς μύες (Gleiser, Wagner et al. 2016).  Ειδικότερα στο ΚΝΣ, η ακουαπορίνη-

4 μπορεί να βρεθεί κατά μήκος του νωτιαίου μυελού, καθώς αποτελεί τον κεντρικό δίαυλο 

νερού (Oklinski, Skowronski et al. 2016). Οι δίαυλοι της ακουαπορίνης -4, βρίσκονται σε μεγάλη 

συγκέντρωση στον αιματοεγκεφαλικό φραγμό (Hubbard, Szu et al. 2018). 

Η κύρια λειτουργία της είναι η μεταφορά νερού μέσα και έξω από τον εγκέφαλο και το 

νωτιαίο μυελό, οπότε μέσω αυτής εξασφαλίζεται η ομοιοστατική ισορροπία στο ΚΝΣ (Oklinski, 

Skowronski et al. 2016). Eμπλέκεται επίσης σε μία ποικιλία φυσιολογικών διαδικασιών, όπως η 

απομάκρυνση τοξικών παραπροϊόντων του μεταβολισμού των κυττάρων (Hubbard, Szu et al. 

2018), η μετανάστευση των κυττάρων, το εγκεφαλικό οίδημα και η ομοιόσταση των κυττάρων 

(Desai, Hsu et al. 2016). 

Τα αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4 αποτελούν ειδικούς δείκτες και 

παθογενετικούς παράγοντες για την οπτική νευρομυελίτιδα (ΝΜΟ) και το φάσμα των ΝΜΟ 

διαταραχών (NMOD) (Lennon, Wingerchuk et al. 2004). Στο συστηματικό ερυθηματώδη λύκο και 

στο σύνδρομο Sjögren αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4 έχουν βρεθεί σε ασθενείς με 

εγκεφαλικές κακώσεις, υποτροπιάζουσα οπτική νευρίτιδα και εγκάρσια μυελίτιδα (Wandinger, 

Stangel et al. 2010), (Wingerchuk, Lennon et al. 2007). 

1.7)ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΟΣ ΕΡΥΘΗΜΑΤΩΔΗΣ ΛΥΚΟΣ (ΣΕΛ) 
Ο Συστηματικός Ερυθηματώδης Λύκος (ΣΕΛ) είναι μία χρόνια, με εξάρσεις και υφέσεις 

συστηματική αυτοάνοση ασθένεια που κυρίως προσβάλλει γυναίκες σε ποσοστό 52,2% στις 

ΗΠΑ (D'Cruz, Khamashta et al. 2007). Οι νευρολογικές διαταραχές αποτελούν ένα σημαντικό 

πεδίο μελέτης για την ασθένεια, καθώς παρουσιάζεται μία μεγάλη ποικιλία νευρολογικών 

συμπτωμάτων που αφορούν το κεντρικό και το περιφερικό νευρικό σύστημα (Hanly 2014).  

1.7.1)ΝΕΥΡΟΛΟΓΙΚΕΣ ΔΙΑΤΑΡΑΧΕΣ 
Οι νευρολογικές διαταραχές στο συστηματικό ερυθηματώδη λύκο αποτελούν ένα 

σημαντικό εύρημα για την ασθένεια. Η παρουσία ψυχώσεων ή σπασμών αποτελεί κριτήριο για 
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τη διάγνωση του συστηματικού ερυθηματώδους λύκου με βάσει την Αμερικάνικη Ένωση 

Ρευματολογίας. Ένα μεγάλο φάσμα από νευρολογικές διαταραχές που επηρεάζει το κεντρικό 

και το περιφερικό νευρικό σύστημα, συναντάται σε ασθενείς με συστηματικό ερυθηματώδη 

λύκο. Δεν είναι πάντα ξεκάθαρό εάν όλα τα συμπτώματα σχετίζονται άμεσα με την ασθένεια ή 

δευτερογενώς λόγω του ότι προσβάλλονται πολλοί διαφορετικοί ιστοί στον οργανισμό.  

Στους ασθενείς με ΣΕΛ έχει περιγραφεί ιδιαίτερα μεγάλος αριθμός εκδηλώσεων από το ΚΝΣ, 

το νωτιαίο μυελό και τα περιφερικά νεύρα, όπως: 

1. Κεφαλαλγία ημικρανιακού τύπου 

2. Αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο (ΑΕΕ) που σχετίζεται με την ύπαρξη 

αντιφωσφολιπιδικών αντισωμάτων και απόφραξη των εγκεφαλικών αγγείων. 

3. Επιληπτικοί σπασμοί. 

4. Χορεία, που συσχετίζεται με την παρουσία αντιφωσφολιπιδικών αντισωμάτων.  

5. Προσβολή κρανιακών νεύρων που εκδηλώνεται με ποικιλία σημείων όπως πάρεση του 

προσωπικού νεύρου, ιλίγγου κ.ά. 

6. Προσβολή περιφερικών νεύρων με τη μορφή κινητικοαισθητικής πολυνευροπάθειας ή 

πολλαπλής μονονευρίτιδας.  

7. Κλινική εικόνα παρόμοια με αυτή του Guillain-Barre.  

8. Μυελοπάθεια 

9. Γνωστική Δυσλειτουργία 

10. Οπτική Νευρίτιδα 

 

1.7.2)ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΒΑΣΗ  
Οι μηχανισμοί παθογένεσης του ΣΕΛ παραμένουν αδιευκρίνιστοι, ωστόσο ευρήματα 

υποδεικνύουν υπολειτουργία σε διάφορους ανοσολογικούς μηχανισμούς, όπως η 

αντιγονοπαρουσίαση, μη φυσιολογικές αποκρίσεις των Β κυττάρων, παραγωγή 

αυτοαντισωμάτων και καταστροφή οργάνων που διαμεσολαβείται από ανοσοσυμπλέγματα, 

υπερλειτουργία των βοηθητικών Τ λεμφοκυττάρων, μη φυσιολογική παραγωγή κυτταροκινών 

και απώλεια της αυτορρύθμισης των Τ και Β κυττάρων (Azevedo, Murphy et al. 2014).  

1.7.3)ΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ ΚΑΙ ΠΑΘΟΦΥΣΙΟΛΟΓΙΑ 
Έχει προταθεί ότι η πυροδότηση της ασθένειας προέρχεται από ένα εξωγενές ανοσογόνο 

που επάγει την παραγωγή αυτοαντισωμάτων μέσω ενός μηχανισμού μοριακής μίμησης. 

Παρόλες τις σημαντικές προσπάθειες, κανένας λοιμογόνος παράγοντας δεν έχει πειστικά 

συσχετιστεί με την ασθένεια. Άλλη επικρατής θεωρία είναι ότι ανεπαρκής απομάκρυνση των 



28 
 

αποπτωτικών ή νεκρωτικών συστατικών των κυττάρων μπορεί να σχετίζεται με ενεργοποίηση 

του ανοσοποιητικού συστήματος με αυτοαντιγόνα (Dieker, Fransen et al. 2007), (Kirou and 

Gkrouzman 2013). Έλλειμμα στην κάθαρση αποπτωτικών κυττάρων στο συστηματικό 

ερυθηματώδη λύκο, μπορεί να οδηγήσει σε ασυνήθιστη πρόσληψη του υλικού αυτού από τα 

μακροφάγα, που στη συνέχεια θα παρουσιάσουν αντιγόνα στα Τ και Β κύτταρα, πυροδοτώντας 

την αυτοάνοση διαδικασία (Munoz, Gaipl et al. 2005). Aυτός ο μηχανισμός επίσης σχετίζεται με 

αυξημένη παραγωγή ιντερφερόνης τύπου Ι, μέσω της ενδοκύτωσης των ανοσοσυμπλεγμάτων 

από δενδριτικά κύτταρα, οδηγώντας με τη σειρά της στην παραγωγή μεγάλων ποσών 

ιντερφερόνης άλφα και επάγοντας προφλεγμονώδεις αποκρίσεις (D'Cruz, Khamashta et al. 

2007).  

1.7.3.1)ΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ ΝΕΥΡΟΛΟΓΙΚΟΥ  ΛΥΚΟΥ  
Η αιτιοπαθογένεια για κάθε μία νευρολογική εκδήλωση μπορεί να περιλαμβάνει τόσο 

φλεγμονώδεις όσο και θρομβωτικές διαδικασίες, όπως η παραγωγή αυτοαντισωμάτων, η 

ενδοθηκική παραγωγή προφλεγμονωδών κυτταροκινών, η μικροαγγειοπάθεια και η 

αθηροσκλήρυνση. Γενικά, οι κεντρικές νευρολογικές διαταραχές και η απουσία ταυτόχρονης 

υψηλής δραστηριότητας της νόσου σχετίζεται με μία θρομβωτική διαδικασία, ενώ σποραδικά 

περιστατικά και γενικευμένη δραστηριότητα της νόσου σχετίζεται μάλλον με φλεγμονώδη 

διαδικασία (Bertsias and Boumpas 2010). Πειραματικά, ιστοπαθολογικές και 

νευροαπεικονιστικές μελέτες προτείνουν ότι η μη-φλεγμονώδης μικροαγγειοπάθεια σχετίζεται 

με κατάσταση θρομβοφιλίας εξαιτίας των αντιφωσφολιπιδικών αντισωμάτων και της 

ενεργοποίησης του συμπληρώματος, που οδηγεί σε δυσλειτουργία του ενδοθηλίου (Bertsias 

and Boumpas 2010), (Hanly, Urowitz et al. 2007). Σε αντίθεση με την κοινή γνώμη, η πραγματική 

εγκεφαλική αγγειίτιδα σπάνια ανευρίσκεται στο λύκο (Moore and Richardson 1998), (Jennekens 

and Kater 2002). Oι συχνότερες εγκεφαλικές κακώσεις στον νευροψυχιατρικό λύκο είναι 

ισχαιμικές και αφορούν πολυεστιακά μικροεπεισόδια ή  καθολικές ισχαιμικές αλλαγές ή και τα 

δύο. Ατροφία στο φλοιό, μικρo- και μακροαιμοραγίες, απομυελίνωση, ήπια αγγειοπάθεια, 

θρομβωτική αγγειοπάθεια με αιμοπετάλια και θρόμβους ινώδους, νευρωνική νέκρωση και 

απώλεια αξόνων και νευρώνων, όπως επίσης και παρεγχυματικό οίδημα έχουν παρατηρηθεί 

ιστολογικά. Ταύτιση ανάμεσα στα κλινικά και στα ιστοπαθολογικά ευρήματα συμβαίνει σε 

λιγότερο από 50% μέχρι 70% στις περισσότερες δημοσιευμένες μελέτες (Devinsky, Petito et al. 

1988), (Hanly, Walsh et al. 1992), (Brooks, Sibbitt et al. 2010), (Sibbitt, Brooks et al. 2010). 

Πιθανά, η καλύτερη συσχέτιση του νευροψυχιατρικού λύκου φαίνεται να είναι με 

διάφορα αυτοαντισώματα που σχετίζονται με κύρια νευρολογικά συμπτώματα. Τα 

αυτοαντισώματα αυτά περιλαμβάνουν:  

Αντιφωσφολιπιδιά αντισώματα: Aντιφωσφολιπιδιά αντισώματα  (aPL) εμπλέκονται σε 

μικροαγγειακά θρομβωτικά, εμβολικά επεισόδια ή με την καταστροφή του ενδοθηλίου 

(Padovan, Castellino et al. 2012) σε περιπτώσεις εγκεφαλικών επεισοδίων, επιληπτικών 

κρίσεων, χορείας, μυελοπάθειας, κρανιακής νευροπάθειας, ημικρανιών και γνωστικής 
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δυσλειτουργίας (Hanly, Hong et al. 1999), (Sanna, Bertolaccini et al. 2003), (Appenzeller, Cendes 

et al. 2004), (Birnbaum, Petri et al. 2009), (Zandman-Goddard, Chapman et al. 2007). O στόχος 

τους είναι φωσφολιπίδια και συμπλέγματα με πρωτεΐνες και φωσφολιπίδια. Τα aPL 

περιλαμβάνουν αντι-καρδιολιπίνη (aCL), αντιπηκτικό του λύκου και αντισώματα έναντι της β2 

γλυκοπρωτεΐνης. Αυτά οδηγούν στην αυξημένη έκφραση μορίων προσκόλλησης (όπως για 

παράδειγμα η Ε σελεκτίνη, ενδοκυτταρικό μόριο προσκόλλησης 1), που οδηγούν σε αυξημένη 

φλεγμονώδη απόκριση και θρομβοεμβολικά επεισόδια (Zaccagni, Fried et al. 2004). 

Αντι-ριβοσωμικά Ρ αντισώματα: Έχουν βρεθεί σε πάνω από 36% των ασθενών με λύκο. Έχουν 

συσχετιστεί με κατάθλιψη και ψύχωση (Tzioufas, Tzortzakis et al. 2000), (Abdel-Nasser, Ghaleb 

et al. 2008). Αυτή η συσχέτιση δεν έχει ωστόσο επιβεβαιωθεί (Haddouk, Marzouk et al. 2009). 

Aντισώματα έναντι της ακουαπορίνης 4: Αυτά ανευρίσκονται σε ασθενείς με διαταραχές του 

φάσματος της οπτικής νευρομυελίτιδας, που κυρίως εκδηλώνονται με μυελοπάθεια και οπτική 

νευρίτιδα (Lennon, Wingerchuk et al. 2004), (Pittock, Lennon et al. 2008), (Birnbaum, Petri et al. 

2009). Τα αντισώματα επίσης βρίσκονται σε περιπτώσεις απομυελίνωσης που συνοδεύουν 

άλλες συστηματικές αυτοάνοσες διαταραχές. Στο συστηματικό ερυθηματώδη λύκο και στο 

σύνδρομο Sjögren αντισώματα NMO-IgG/anti-AQP4 έχουν βρεθεί σε ασθενείς με εγκάρσια 

μυελίτιδα ή περιοδική οπτική νευρίτιδα (Wingerchuk, Lennon et al. 2007), (Wandinger, Stangel 

et al. 2010). Δεν έχει ακόμη επιβεβαιωθεί εάν το να είναι κάποιος ασθενής θετικός για  NMO-

IgG στον ορό στον νευροψυχιατρικό λύκο είναι συνύπαρξη δύο διαφορετικών ασθενειών ή 

αντιπροσωπεύει μία διακριτή νευροψυχιατρική διαταραχή του λύκου (Pittock, Lennon et al. 

2008). 

Αντισώματα έναντι της NR2 υπομονάδας του υποδοχέα γλουταμικού: Έχουν βρεθεί στον ορό 

και στο εγκεφαλονωτιαίο υγρό ορισμένων ασθενών με λύκο (DeGiorgio, Konstantinov et al. 

2001). Mία συσχέτιση έχει βρεθεί ανάμεσα σε αυτά τα αντισώματα και σε ποικίλες 

νευροψυχιατρικές διαταραχές, όπως το γνωστικό έλλειμμα και η κατάθλιψη όπως έχουν δείξει 

πολλές μελέτες (Appenzeller, Carnevalle et al. 2006), (Lapteva, Nowak et al. 2006), (Yoshio, Onda 

et al. 2006), (Kozora, West et al. 2010). 

 Αντινευρωνικά αντισώματα: Έχει υποτεθεί ότι ποικίλα συμπτώματα στο νευροψυχιατρικό 

λύκο, όπως για παράδειγμα η επιληψία, θα μπορούσαν να συσχετισθούν με την παρουσία 

αντισωμάτων έναντι της μεμβράνης των νευρικών κυττάρων, όπως στην μεταιχμιακή 

εγκεφαλίτιδα. Μία μελέτη σε μία κοόρτη ασθενών με νευροψυχιατρικό λύκο, έδειξε ότι οι 

επιληπτικές κρίσεις δεν σχετίζονταν με τέτοιου τύπου αντισώματα  

Για το λόγο αυτό είναι απαραίτητο μεγαλύτερες κοόρτες ασθενών να ερευνηθούν για 

καινούργια αυτοαντισώματα (Kampylafka, Alexopoulos et al. 2016). 
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1.8)ΣΥΝΔΡΟΜΟ ΑΝΤΙΦΩΣΦΟΛΙΠΙΔΙΩΝ 
Το Σύνδομο Αντιφωσφολιπιδίων (AntiPhospholipid Syndrome (APS))   είναι μία 

αυτοάνοση επίκτητη θρομβοφιλία που χαρακτηρίζεται από υποτροπιάζουσες αρτηριακές και 

φλεβικές θρομβώσεις καθώς και από νοσηρότητα εγκυμοσύνης, παρουσία αυτοαντισωμάτων 

στον ορό, τα οποία στρέφονται εναντίον πρωτεϊνών που προσδένουν φωσφολιπίδια όπως η 

Βήτα-2 γλυκοπρωτεΐνη-I (β2GPI) (McNeil, Chesterman et al. 1991) και η προθρομβίνη (Bevers, 

Galli et al. 1991). Τα αντισώματα αυτά επιδρούν στους φυσιολογικούς μηχανισμούς πήξης και 

ινωδόλυσης, οδηγώντας την αιμοστατική ισορροπία προς την κατεύθυνση της πήξης, με 

αποτέλεσμα το κύριο χαρακτηριστικό του συνδρόμου να είναι η θρόμβωση και δυνητικά μπορεί 

να προσβληθούν όλα τα όργανα του σώματος. Η νόσος είναι χρόνια και πολυσυστηματική με 

υψηλή νοσηρότητα και θνητότητα ιδιαίτερα σε νέους ασθενείς (Grika, Ziakas et al. 2012). 

Η κλινική εικόνα του συνδρόμου περιλαμβάνει εκδηλώσεις από διάφορα όργανα και 

συστήματα, όπως το κεντρικό νευρικό σύστημα, το δέρμα, τους νεφρούς, τη γαστρεντερική οδό, 

την καρδιά και τον πλακούντα και δυνητικά μπορεί να προσβάλει οποιοδήποτε όργανο 

δημιουργώντας θρομβώσεις (Cervera, Piette et al. 2002). Η υποτροπή και η εμφάνιση νέων 

θρομβώσεων εμποδίζεται από τη χορήγηση κουμαρινικών αντιπηκτικών, ενώ η νοσηρότητα 

εγκυμοσύνης προλαμβάνεται με τη συγχορήγηση ηπαρίνης και ασπιρίνης καθ’όλη η διάρκεια 

της κύησης.  

Διάφοροι μηχανισμοί δράσης των αντιφωσφολιπιδικών αντισωμάτων έχουν προταθεί 

έως τώρα στην προσπάθεια να διευκρινιστεί πλήρως η παθογένεια του συνδρόμου(Mehdi, 

Uthman et al. 2010). Σύντομα αναφέρουμε ότι οι επικρατούσες θεωρίες περιλαμβάνουν την 

ενεργοποίηση κυτταρικών συστατικών, την αναστολή του ινωδολυτικού συστήματος, καθώς και 

την ενεργοποίηση του καταρράκτη της πήξης και του συμπληρώματος.  

Η ανάμιξη του κεντρικού νευρικού συστήματος είναι ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά 

στο ΑPS και έχει χαρακτηριστεί αρκετά καλά. Tόσο οι θρομβωτικές νευρολογικές διαταραχές 

όσο και μη θρομβωτικές σχετίζονται με το ΑΡS. Σε μία μελέτη 1000 ασθενών με ΑΡS, οι 

νευρολογικές διαταραχές όπως τα εγκεφαλικά επεισόδια και οι ημικρανίες, ήταν από τα πιο 

συχνά κλινικά χαρακτηριστικά, συμβαίνοντας σε ποσοστό πάνω από 20% των ασθενών (Cervera, 

Piette et al. 2002). Άλλες νευρολογικές διαταραχές όπως επιληψία, γνωστική δυσλειτουργία, 

άνοια, χορεία, σύνδρομα που μοιάζουν με πολλαπλή σκλήρυνση και Guillain-Barre, καθώς 

επίσης και απώλεια νευροαισθητήρια απώλεια ακοής έχουν αναφερθεί (Levine and Welch 

1987), (Brey and Escalante 1998), (Hughes 2003), (Sanna, Bertolaccini et al. 2003), (Chapman, 

Rand et al. 2003). 
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2)ΣΚΟΠΟΣ 
To Σύνδρομο του Δύσκαμπτου Ανθρώπου (Stiff Person Syndrome-SPS) είναι μία 

σποραδική, σπάνια νευρολογική διαταραχή, που συσχετίζεται με έναν μεγάλο αριθμό 

διαφορετικών αυτοαντισωμάτων που στοχεύουν αντιγόνα που εκφράζονται αποκλειστικά στις 

ανασταλτικές συνάψεις του κεντρικού νευρικού συστήματος.  

Με βάση την αιτιοπαθογένεια του SPS έχουν αναπτυχθεί δύο κύριες θεραπευτικές 

προσεγγίσεις: α) Η χρήση φαρμάκων που ενισχύουν την παραγωγή του GABA και β) Η χρήση 

ανοσοτροποποιητικών ή ανοσοκατασταλτικών θεραπειών. Πιο συγκεκριμένα, θεραπείες που 

στοχέυουν τα CD20+ αντιγόνα επιφανείας των Β κυττάρων, χρησιμοποιώντας 

εξανθρωποποιημένα μονοκλωνικά αντισώματα, έχουν προταθεί ως προσέγγιση για την 

ρύθμιση της αυτοδραστικότητας και της κλωνικής έκπτυξης των Β κυττάρων στο κεντρικό 

νευρικό σύστημα στο SPS. Ενώ κάποιες μελέτες έχουν δείξει ότι το μονοκλωνικό αντίσωμα 

rituximab, φάνηκε να οδηγεί στην κλινική βελτίωση του συνδρόμου, άλλες μελέτες, έδειξαν ότι 

το rituximab φάνηκε αναποτελεσματικό. 

Ο κύριος μηχανισμός με τον οποίο το rituximab καταστρέφει τα CD20+ Β-κύτταρα, είναι 

η κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από αντισώματα, που διαμεσολαβείται από τους υποδοχείς 

των ΙgG (FcγR). Nουκλεοτιδικοί πολυμορφισμοί στα γονίδια FCGR3A και FCGR2A, που 

κωδικοποιούν τους υποδοχείς FcγRIIIa και FcγRIIa αντίστοιχα, μεταβάλλουν τη συγγένεια των 

υποδοχέων και έχουν συσχετιστεί με απόκριση στο rituximab σε διάφορες αυτοάνοσες και 

αιματολογικές ασθένειες. Ασθενείς που έχουν υποδοχείς υψηλής συγγένειας αποκρίνονται 

καλύτερα στη θεραπεία συγκριτικά με αυτούς που έχουν υποδοχείς χαμηλής συγγένειας.  

Στο πρώτο μέρος της παρούσας εργασίας εξετάσαμε τους γονοτύπους μίας κοόρτης 

ασθενών με SPS, όπου μία υποομάδα είχε συμμετάσχει σε μία κλινική μελέτη, με χρήση και 

εικονικού φαρμάκου (placebo), απόκρισης ή μη στο rituximab. Η υπόθεσή μας ήταν ότι οι 

ασθενείς της μελέτης που ανταποκρίθηκαν στο συγκεκριμένο φάρμακο διαθέτουν τους 

υποδοχείς Fcγ υψηλής συγγένειας, σε σχέση με αυτούς που δεν ανταποκρίθηκαν.  

H γλυκοπρωτεΐνη των ολιγοδενροκυττάρων και της μυελίνης (MOG) έχει μελετηθεί ως 

αυτοαντιγόνο-στόχος σε απομυελινωτικά νοσήματα του κεντρικού νευρικού σύστηματος, όπως 

η παιδιατρική Πολλαπλή Σκλήρυνση. Αντίστοιχα. τα αντισώματα έναντι του αστροκυτταρικού 

διαύλου νερού, ακουαπορίνης-4 (AQP4) είναι παθογενετικά σε πολλές αυτοάνοσες 

απομυελινωτικές διαταραχές όπως η νόσος Devic (οπτική νευρομυελίτιδα). Ο συστηματικός 

ερυθηματώδης λύκος (ΣΕΛ) και το αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο (ΑΦ) είναι δύο αυτοάνοσες 

διαταραχές, που χαρακτηρίζονται από υπερδιέγερση του ανοσοποιητικού συστήματος, με 

υπερπαραγωγή αντισωμάτων έναντι ποικίλων αντιγονικών στόχων. Σε προηγούμενες μελέτες 

άλλων ομάδων, αλλά και του εργαστηρίου, έχει βρεθεί ότι ασθενείς με ΣΕΛ και απομυελίνωση, 

είχαν αντισώματα έναντι της AQP4.  

Έτσι, στόχος ήταν να ελέγξουμε εάν ασθενείς με ΣΕΛ, παρουσιάζουν και αντισώματα 

έναντι της MOG, χωρίς να όμως να έχουν εμφανίσει συμπτώματα νευρολογικά και 
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απομυελίνωση. Επιλέξαμε να εξετάσουμε αν υπάρχουν αυτοαντισώματα έναντι των δυο 

προαναφερθέντων πρωτεϊνών-στόχων και στο αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο, καθώς τα δύο 

σύνδρομα σχετίζονται κλινικά, αφού οι ασθενείς παρουσιάζουν κοινά κλινικά συμπτώματα. Η 

ύπαρξη αυτοαντισωμάτων έναντι της MOG και της ακουαπορίνης-4 σε ασθενείς με λύκο και 

αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο μπορεί να αποτελεί προγνωστικό βιοδείκτη για την εμφάνιση 

νευρολογικής συμπτωματολογίας στο μέλλον.    
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3) YΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

3.1)BIOΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΓΕΝΩΜΙΚΟΥ DNA 
Για τη διεξαγωγή της συγκεκριμένης μελέτης πραγματοποιήθηκε συλλογή περιφερικών 

κυττάρων, Τ και Β λεμφοκυττάρων (PBLs=Peripheral blood lymphocytes), από 31 ασθενείς με 

SPS και 13 υγιείς. Πραγματοποιήθηκε απομόνωση γενωμικού DNA, το οποίο στη συνέχεια 

ενισχύθηκε με την αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR), προκειμένου να ενισχύσουμε 

τα γονίδια FCGR3A και FCGR2A που μας ενδιαφέρουν. Γενωμικό DNA απομονώθηκε από 200 μl 

εναιώρημα PBLs, τα οποία αραιώθηκαν αρχικά σε 1ml ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών 

(PBS) 1X. Πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση στις 1000 στροφές για 5 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. Μετά τη φυγοκέντρηση απομακρύνεται το υπερκείμενο, επαναδιαλυτοποιoύνται τα 

κύτταρα σε 200μl PBS 1X. Η απομόνωση DNA πραγματοποιήθηκε με χρήση κολώνων πυριτίου, 

ακολουθώντας το πρωτόκολλο για απομόνωση γενωμικού DNA από αίμα της εταιρείας 

Macherey-Nagel (Nucleospin Blood). To DNA φυλάσσεται στους -20o C προκειμένου να 

χρησιμοποιηθεί για μελλοντική χρήση. 

 

 

Εικόνα 7: Βασική αρχή απομόνωσης DNA μέσω μεμβράνης πυριτίου (silica membrane),  

MACHEREY-NAGEL Protocols 
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Αρχικά πραγματοποιείται λύση των κυττάρων προκειμένου να απελευθερωθεί το DNA, το RNA 

και οι πρωτεΐνες από αυτά. Στη συνέχεια το DNA προσδένεται στη μεμβράνη πυριτίου κάτω από 

συνθήκες υψηλής αλατότητας. Πραγματοποιούνται ξεπλύματα με αιθανόλη και ρυθμιστικά 

διαλύματα υψηλής αλατότητας, προκειμένου να απομακρυνθούν όλα τα υπόλοιπα συστατικά 

και να παραμείνει κολλημένο στη μεμβράνη το DNA. Τελικά πραγματοποιείται έκλουση του DNA 

με διαλύματα χαμηλής αλατότητας ή νερό, προκειμένου να ξεκολλήσει από τη μεμβράνη και να 

μπορέσει να χρησιμοποιηθεί μελλοντικά. 

3.2)ΦΑΣΜΑΤΟΦΩΤΟΜΕΤΡΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗΣ ΚΑΙ ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΗΣ 

ΚΑΘΑΡΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΑΠΟΜΟΝΩΜΕΝΟΥ ΟΛΙΚΟΥ DNA 

Το DNA που απομονώθηκε με την διαδικασία που αναλύθηκε στην προηγούμενη 

ενότητα (DNA extraction), μπορεί να προσδιοριστεί ποσοτικά και ποιοτικά με  φωτομέτρηση.  

Το φωτόμετρο που χρησιμοποιήθηκε για αυτή την διαδικασία είναι το BioSpec-nano Micro-

volume UV-Vis Spectrophotometer, της Shimadzu Scientific Instruments. 

Για να προσδιορίσουμε την ποιότητα του DNA υπολογίζουμε το λόγο Α260/Α280, ο 

οποίος είναι ενδεικτικός της καθαρότητας του DNA που απομονώθηκε. Η απορρόφηση του 

δείγματος στα 260 nm οφείλεται κυρίως στην απορρόφηση των αζωτούχων βάσεων των 

νουκλεϊκών οξέων. Πιο συγκεκριμένα, οι πυριμιδίνες (κυτοσίνη και ουρακίλη στο RNA, κυτοσίνη 

και θυμίνη στο DNA) απορροφούν λίγο πιο κάτω από τα 260 nm, ενώ οι πουρίνες (αδενίνη και 

γουανίνη) λίγο πιο πάνω από τα 260 nm). Η απορρόφηση στα 280 nm οφείλεται κυρίως στην 

απορρόφηση τριών αμινοξέων των πρωτεϊνών της  φαινυλαλανίνης, της τυροσίνης και 

τρυπτοφάνης (Hilario, Stern et al. 2017). 

Το φασματοφωτόμετρο BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis Spectrophotometer, της 

Shimadzu Scientific Instruments που χρησιμοποιήθηκε επιτρέπει τον ακριβή και γρήγορο 

προσδιορισμό της συγκέντρωσης και της καθαρότητας κάθε δείγματος υπολογίζοντας αυτόματα 

τη συγκέντρωση του DNA σε μg/μL. Σε φασματοφωτόμετρα που υπολογίζουν μόνο οπτική 

απορρόφηση στα 260 nm, η συγκέντρωση του DNA σε μg/μL προσδιορίζεται 

πολλαπλασιάζοντας την τιμή της απορρόφησης αυτής με τον παράγοντα της αραίωσης και με 

την τιμή της συγκέντρωσης του DNA που αντιστοιχεί σε μια μονάδα απορρόφησης.  Για να 

θεωρείται καθαρό το DNA που απομονώθηκε, δηλαδή απαλλαγμένο από προσμίξεις RNA και 

πρωτεϊνών, θα πρέπει σύμφωνα με το πρωτόκολλο της Ambion για το TRI Reagent®,  ο λόγος 

Α260/Α280 να κυμαίνεται μεταξύ 1,8 και 2,0. Στην περίπτωση που ο λόγος Α260/Α280, λαμβάνει 

τιμές μικρότερες του 1,8, το εκχύλισμα DNA έχει υψηλή συγκέντρωση πρωτεϊνών, ενώ τιμές 

μεγαλύτερες του 2,0 υποδηλώνουν την παρουσία ποσότητας RNA στο υπό μελέτη δείγμα. Αυτό 

συμβαίνει γιατί ο λόγος Α260/Α280 στο RNA ίσως είναι λίγο μεγαλύτερος, καθώς η ουρακίλη 

απορροφά περισσότερο συγκριτικά με τη θυμίνη (Desjardins and Conklin 2010). 
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3.3) ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (POLYMERASE CHAIN REACTION, PCR) 

3.3.1)ΑΡΧΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (polymerase chain reaction, PCR) είναι μια 

επαναλαμβανόμενη ενζυμική διαδικασία, όπου μια συγκεκριμένη αλληλουχία DNA - στόχος 

αντιγράφεται in vitro, προκειμένου να παραχθεί μεγάλος αριθμός αντιγράφων της εν λόγω 

αλληλουχίας. Κάθε κύκλος αυτής της επαναλαμβανόμενης διαδικασίας, η οποία περιλαμβάνει 

συνήθως 25 – 40 κύκλους, αποτελείται από τα στάδια της αποδιάταξης του δίκλωνου DNA 

υποστρώματος, του υβριδισμού των εκκινητών και της σύνθεσης του DNA, τα οποία θα 

αναλυθούν στη συνέχεια. 

Σε κάθε κύκλο, κάθε μόριο που περιέχει την επιθυμητή προς ενίσχυση αλληλουχία DNA 

- στόχο, παράγει ένα αντίγραφο αυτής της αλληλουχίας. Στο τέλος μιας αντίδρασης PCR, μετά 

από n κύκλους θα παραχθούν, θεωρητικά, 2n δίκλωνα μόρια DNA, που αποτελούν αντίγραφα 

της αλληλουχίας - στόχου του DNA. Ωστόσο, δεν είναι απαραίτητο να απομονωθεί μόνο η προς 

ενίσχυση αλληλουχία, διότι αυτή μπορεί να καθοριστεί – οριοθετηθεί μέσω των εκκινητών που 

θα χρησιμοποιηθούν στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης. Η δράση της DNA πολυμεράσης 

κατευθύνεται μέσω κατάλληλων εκκινητών  και πραγματοποιείται η  σύνθεση συγκεκριμένης 

περιοχής του DNA με εκθετικό τρόπο.  

Στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, λόγω των υψηλών θερμοκρασιών που 

επιτυγχάνονται για την αποδιάταξη του DNA υποστρώματος, οι κοινές DNA πολυμεράσες 

αποδιατάσσονται, με αποτέλεσμα να απαιτείται σε κάθε κύκλο προσθήκη ενζύμου. Όμως, με 

την απομόνωση των θερμοανθεκτικών DNA πολυμερασών (π.χ. Taq πολυμεράση) από 

μικροοργανισμούς που ζουν σε θερμές πηγές (Chien, Edgar et al. 1976), δεν απαιτείται πλέον 

προσθήκη ενζύμου σε κάθε κύκλο. Η αντίδραση PCR σχεδιάστηκε και παρουσιάστηκε από τον 

Dr Kary Mullis το 1983 (Shampo and Kyle 2002). Πλέον, για την πραγματοποίηση της αντίδρασης 

PCR χρησιμοποιούνται ειδικά όργανα, οι αυτόματοι θερμικοί κυκλοποιητές (thermal cyclers), 

που σε κάθε κύκλο μεταβαίνουν αυτόματα στις θερμοκρασίες που έχουμε επιλέξει, παρέχοντας 

τη δυνατότητα παραγωγής εκατομμυρίων αντιγράφων συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA σε 

ελάχιστο χρονικό διάστημα. 

Τα πρωτόκολλα που χρησιμοποιούνται για την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

διαφέρουν ανάλογα με τις απαιτήσεις του ενζύμου που χρησιμοποιείται, τη δομή και το μέγεθος 

του DNA υποστρώματος, καθώς και τις βέλτιστες συνθήκες θερμοκρασίας πρόσδεσης των 

εκκινητών.  

Ένα τυπικό πρωτόκολλο PCR περιλαμβάνει πολλούς κύκλους (25-40), ο καθένας εκ των 

οποίων περιλαμβάνει επώαση των δειγμάτων σε 3 διαφορετικές  θερμοκρασίες (αποδιάταξη 

του δίκλωνου DNA υποστρώματος, υβριδισμός εκκινητών, σύνθεση DNA), βάσει των παρακάτω  

βημάτων (Eικόνα 9): 

1. Αποδιάταξη του δίκλωνου DNA υποστρώματος (denaturation). Το μίγμα θερμαίνεται 

αρχικά στους 95°C για περίπου 15 λεπτά. Λόγω της υψηλής θερμοκρασίας που 
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αναπτύσσεται στο διάλυμα, οι δεσμοί υδρογόνου που συγκρατούν τις δύο 

συμπληρωματικές αλυσίδες του DNA διασπώνται. Ως εκ τούτου, καταστρέφονται οι 

δευτεροταγείς και τριτοταγείς δομές, τα δίκλωνα μόρια DNA αποχωρίζονται τελείως και 

έτσι παράγονται οι μονόκλωνες αλυσίδες που θα χρησιμεύσουν ως εκμαγεία για τους 

εκκινητές και την DNA πολυμεράση. 

2. Υβριδοποίηση των εκκινητών (annealing). Στη συνέχεια το διάλυμα ψύχεται απότομα και 

η θερμοκρασία μειώνεται μεταξύ 40-72°C (ανάλογα με το σχεδιασμό των εκκινητών, τη 

συγκέντρωση των αλάτων και τη συγκέντρωση των συστατικών του διαλύματος), ώστε 

οι εκκινητές να υβριδοποιηθούν με τις συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στις 

μονόκλωνες, πλέον, αλυσίδες του DNA. Ο ένας εκκινητής προσδένεται στο 3΄ άκρο της 

μιας αλυσίδας, ενώ ο άλλος στο 3΄ άκρο της συμπληρωματικής αλυσίδας του DNA. Η 

θερμοκρασία υβριδισμού αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για την εξειδίκευση της 

αντίδρασης PCR. 

3. Επέκταση (extension) ή επιμήκυνση (elongation) του DNA. Στο επόμενο βήμα, η 

θερμοκρασία αυξάνεται στους 72°C, ώστε να εκτελεστεί η σύνθεση της 

συμπληρωματικής αλυσίδας DNA. Αυτή είναι η βέλτιστη θερμοκρασία για τη δράση της 

θερμοανθεκτικής DNA πολυμεράσης (συνήθως Taq πολυμεράση). Η DNA πολυμεράση 

επιμηκύνει και τους δύο εκκινητές προς την 3΄ κατεύθυνση και έτσι επιτυγχάνεται η 

σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας του DNA, καταναλώνοντας τα τριφωσφορικά 

δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) του διαλύματος. Ο χρόνος επώασης στους 72°C ποικίλει 

από 1 έως 3 λεπτά, ανάλογα με το μήκος του στόχου που θέλουμε να ενισχύσουμε. 

4. Αποδιάταξη των προϊόντων. Η θερμοκρασία αυξάνεται και πάλι στους 95°C, ώστε τα 

δίκλωνα μόρια που μόλις συντέθηκαν, να αποχωριστούν στις επιμέρους αλυσίδες. Αυτές 

οι μονόκλωνες αλυσίδες αποτελούν υποστρώματα για τον επόμενο κύκλο σύνθεσης 

DNA. 

5. Επανάληψη των σταδίων 2 έως 4 για 25-40 φορές (25-40 κύκλοι). 

6. Μετά το πέρας του τελευταίου κύκλου, ακολουθεί ένα στάδιο επιμήκυνσης διάρκειας 

περίπου 10 λεπτών, χρόνος απαραίτητος για την επέκταση όλων των προϊόντων από την 

θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση. 

Κατά τη διάρκεια του πρώτου κύκλου, το προϊόν που παράγεται είναι μικρότερο σε 

μέγεθος από το αρχικό δείγμα DNA (υπόστρωμα), αλλά μεγαλύτερο από την επιθυμητή προς 

ενίσχυση αλληλουχία. Στον δεύτερο κύκλο, έχουμε επίσης προϊόντα ενδιάμεσου μεγέθους και 

έπειτα εμφανίζονται αλυσίδες που αντιστοιχούν στην αλληλουχία - στόχο και περιλαμβάνουν 

στα άκρα τους εκκινητές. Πλέον, η ενίσχυση των προϊόντων επιθυμητού μεγέθους (που 

περιέχουν την αλληλουχία-στόχο) αυξάνεται εκθετικά, σε σύγκριση με την γραμμική 

συσσώρευση των προϊόντων ενδιάμεσου μεγέθους, που συνεπάγεται την ανίχνευση κυρίως των 

επιθυμητών προϊόντων στο τέλος της αντίδρασης (Schultze 2001). 
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Eικόνα 8: Σχηματική παρουσίαση των βημάτων της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (polymerase 

chain reaction, PCR), AbmGood Protocols 

3.3.2)ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ ΤΗΣ PCR 
 

Τα απαιτούμενα αντιδραστήρια και διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης ήταν τα εξής: 

I. H2O ελεύθερο από (δεοξυ)ριβονουκλεάσες (RNase/DNase-free H2O) 

II. 10X KAPA Taq buffer A (Kapa Biosystems Inc.), που περιέχει MgCl2  τελικής 

συγκέντρωσης 1,5mM 

III. Μείγμα τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs) 

IV. DNA Πολυμεράση-Taq Πολυμεράση (Kapa Biosystems) 

V. Εκκινητές (ολιγονουκλεοτίδια) 

VI. Θερμικός κυκλοποιητής (Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler Applied Biosystems™) 

 

Ρυθμιστικό διάλυμα  

Τα συστατικά που περιέχονται κατά κύριο λόγο είναι 100 mM Tris-HCl (pH 8,3 στους 

25°C), 500 mM KCl, 1,5 mM MgCl2 και 0,1% Tween-20. Η χρήση του ρυθμιστικού διαλύματος 

γίνεται για να βελτιστοποιηθεί η δράση της DNA πολυμεράσης, καθώς και για την βέλτιστη 

υβριδοποίηση των εκκινητών στο DNA εκμαγείο. Το Tris-HCl φέρει σε θερμοκρασία δωματίου 

pH 8,3, ενώ στους 72°C το pH του πέφτει στο 7,4 που αποτελεί το βέλτιστο pH για τις 

περισσότερες DNA πολυμεράσες. Τα μονοσθενή κατιόντα, όπως το Κ+, μειώνουν τις 

ηλεκτροαπωθητικές δυνάμεις που αναπτύσσονται μεταξύ των εκκινητών και του DNA 
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υποστρώματος, εξαιτίας των αρνητικά φορτισμένων φωσφορικών ομάδων του σκελετού του 

DNA (Schultze 2001). 

Μείγμα τριφωσφορικών νουκλεοτιδίων (dNTPs) 

Τα dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ανήκουν  στα απαραίτητα συστατικά για τη σύνθεση 

της νέας αλυσίδας του DNA στην αντίδραση PCR. Οι συγκεντρώσεις των dNTPs κυμαίνονται 

μεταξύ 50-200mΜ. Το μείγμα των τριφωσφορικών νουκλεοτιδίων πρέπει να περιέχει ίσες 

συγκεντρώσεις των dATP, dTTP, dCTP και dGTP, εκτός και αν η αλληλουχία DNA που πρόκειται 

να ενισχυθεί περιέχει κυρίως Α/Τ ή G/C, οπότε και η αναλογία των dNTPs αλλάζει. Σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις, η πιστότητα της αντιγραφής από την Taq πολυμεράση μειώνεται 

και ο ρυθμός εισαγωγής λάθος νουκλεοτιδίων αυξάνει προκαλώντας έτσι, την παραγωγή 

παραπροϊόντων από την πολυμεράση. Αντίθετα, αν η συγκέντρωση είναι χαμηλότερη μπορεί να 

επηρεάσει την αποδοτικότητα της αντίδρασης.   

Η βέλτιστη συγκέντρωση των dNTPs εξαρτάται κάθε φορά από διάφορους παράγοντες, 

όπως τη συγκέντρωση ιόντων μαγνησίου, τη συγκέντρωση των εκκινητών, το μήκος των 

αντιγράφων του DNA και τον αριθμό των κύκλων της αντίδρασης. Επειδή, τα dNTPs δεσμεύουν 

τα ιόντα Mg2+, σημαντική αλλαγή στη συγκέντρωση των dNTPs θα προκαλέσει αλλαγή στη 

συγκέντρωση του ελεύθερου ποσού του διαθέσιμου Mg2+  (Schultze 2001). 

 

Χλωριούχο μαγνήσιο (MgCl2) 

Ένα από τα σημαντικότερα συστατικά της PCR, αποτελούν τα ιόντα μαγνησίου (Mg2+), 

καθώς η συγκέντρωση αυτών επηρεάζει τόσο την ειδικότητα όσο και την αποδοτικότητα της 

αντίδρασης. Τα ιόντα μαγνησίου (Mg2+) προστίθενται στο μείγμα της αντίδρασης με την μορφή 

MgCl2 και αποτελούν συμπαράγοντα της DNA πολυμεράσης.  

Σε συγκέντρωση ελεύθερου Mg2+ 1,2-1,3 mM, η DNA πολυμεράση παρουσιάζει τη 

μέγιστη ενεργότητά της. Η συγκέντρωση του ελεύθερου μαγνησίου επηρεάζεται από την 

συγκέντρωση των dNTPs όπως έχει αναφερθεί και παραπάνω, καθώς τα ιόντα Mg2+ 

προσδένονται στοιχειομετρικά με τα dNTPs και σχηματίζουν διαλυτά σύμπλοκα που 

διευκολύνουν την ενσωμάτωση τους στην αλυσίδα του DNA. Η συγκέντρωση των ιόντων 

μαγνησίου κυμαίνεται από 0,5 ως 5 mM. Συγκεντρώσεις περίπου 1,5mM είναι συνηθέστερες, 

αλλά σε μερικές περιπτώσεις διαφορετικές συγκεντρώσεις Mg2+ μπορεί να αποδειχτούν 

απαραίτητες (Schultze 2001). 

Χαμηλές συγκεντρώσεις των ιόντων μαγνησίου οδηγούν σε χαμηλή απόδοση της 

αντίδρασης. Αντίθετα, πολύ αυξημένες συγκεντρώσεις τους οδηγούν σε αναστολή της 

ενίσχυσης λόγω της σταθεροποίησης της διπλής έλικας, καθώς και σε παραγωγή μη ειδικών 

προϊόντων εξαιτίας της σταθεροποίησης και πρόσδεσης των εκκινητών σε μη συμπληρωματικές 

αλληλουχίες. Επίσης, σε υψηλές συγκεντρώσεις ιόντων Mg2+ αυξάνεται η συχνότητα των λαθών 
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από την DNA πολυμεράση κατά την αντιγραφή, με αποτέλεσμα να μειώνεται η πιστότητα της 

αντίδρασης (Schultze 2001). 

DNA Πολυμεράση - Taq Πολυμεράση 

Η DNA πολυμεράση κατά την σύνθεση του DNA επιλέγει το σωστό νουκλεοτίδιο για την 

επιμήκυνση της ολιγονουκλεοτιδικής αλυσίδας σε συμφωνία με τους κανόνες 

συμπληρωματικότητας των βάσεων και ανάλογα με τη βάση που βρίσκεται στην αλυσίδα 

εκμαγείο. Συναντούμε δύο κατηγορίες DNA πολυμερασών: τις DNA εξαρτώμενες DNA 

πολυμεράσες και τις RNA εξαρτώμενες DNA πολυμεράσες ή αντίστροφες μεταγραφάσες. 

Η DNA πολυμεράση καταλύει τη σύνθεση του DNA προς την 5΄→3΄ κατεύθυνση. 

Ορισμένες πολυμεράσες διαθέτουν και μια 3΄→5΄ εξωνουκλεολυτική ενεργότητα 

(επιδιορθωτική), η οποία ελέγχει την τοποθέτηση του σωστού νουκλεοτιδίου στην 

αναπτυσσόμενη αλυσίδα DNA. Αν η τοποθέτηση δεν έχει πραγματοποιηθεί σωστά, τότε μέσω 

της 3΄→5΄ εξωνουκλεολυτικής ενεργότητας απομακρύνεται το νουκλεοτίδιο και εισάγεται το 

σωστό νουκλεοτίδιο λόγω της 5΄→3΄ πολυμεριστικής ενεργότητας. Έτσι αυξάνεται η ακρίβεια, 

δηλαδή η πιστότητα, με την οποία η πολυμεράση αντιγράφει την αλυσίδα εκμαγείο. 

Μετά την ανακάλυψη των θερμοανθεκτικών DNA πολυμερασών που διαθέτουν 

βακτήρια που ζουν σε υψηλές θερμοκρασίες σημειώθηκε μεγάλη πρόοδος στην αντίδραση PCR. 

Το θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus, απομονώθηκε και περιεγράφηκε πριν από σχεδόν 

50 χρόνια (Brock and Freeze 1969). Το συγκεκριμένο βακτήριο ζει στο νερό σε θερμοκρασία 

75°C. Πλέον, η Taq πολυμεράση, με μοριακό βάρος 94 kDa, αποτελεί το πιο κοινό ένζυμο για 

χρήση σε αντιδράσεις PCR και διαθέτει δύο ενζυμικές ενεργότητες:  

• μία 5΄→3΄ πολυμεριστική ενεργότητα με ρυθμό επιμήκυνσης 50-60 

νουκλεοτίδια/δευτερόλεπτο,  

•      μία 5΄→3΄ ενεργότητα εξωνουκλεάσης. 

Το ένζυμο αυτό με χρόνο ημιζωής περίπου 130 λεπτά στους 92,5°C (40 λεπτά στους 

95°C), παρουσιάζει γύρω στους 72-75°C τη βέλτιστη θερμοκρασία για την σύνθεση DNA. Στη 

θερμοκρασία αυτή αποτρέπονται διάφορες δευτεροταγείς ή τριτοταγείς δομές του 

υποστρώματος και εμποδίζεται η πρόσδεση των εκκινητών σε μη συμπληρωματικές θέσεις.  

Η διαδικασία αντιγραφής του DNA, δεν είναι ιδανική και κάποιες φορές μπορεί να 

προστεθεί στην επιμηκυνόμενη αλυσίδα ένα λάθος νουκλεοτίδιο από την DNA πολυμεράση. 

Επειδή όμως όπως αναφέρθηκε, η Taq πολυμεράση δε διαθέτει την 3΄ → 5΄ επιδιορθωτική 

ενεργότητα, τα λανθασμένα νουκλεοτίδια που τοποθετούνται στην αλυσίδα δεν 

απομακρύνονται. Η Taq πολυμεράση χαρακτηρίζεται από την προσθήκη μιας A στο 3΄ άκρο της 

νεοσυντιθέμενης αλυσίδας DNA (Hu 1993). Με την αντοχή της Taq πολυμεράσης σε υψηλές 

θερμοκρασίες είναι δυνατή η αυτοματοποίηση της PCR με τη χρήση των θερμικών 

κυκλοποιητών (thermal cyclers), καθώς είναι δυνατή η προσθήκη της πολυμεράσης μια φορά 
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στην αρχή της αντίδρασης αφού έχει την ικανότητα να παραμένει ενεργή σε όλη την διάρκεια 

των κύκλων. 

Εκτός από τη δυνατότητα αυτοματοποίησης, με τη χρήση της Taq πολυμεράσης 

βελτιώθηκε η ευαισθησία της αντίδρασης PCR. Με τη Taq πολυμεράση χρησιμοποιούνται 

υψηλές θερμοκρασίες και όχι χαμηλές που απαιτούνται για την δράση της E. Coli DNA 

πολυμεράσης. Στις χαμηλές θερμοκρασίες οι εκκινητές θα μπορούσαν να υβριδοποιηθούν και 

σε διαφορετικές περιοχές από την περιοχή που βρίσκεται η αλληλουχία στόχος ενισχύοντας έτσι 

μη επιθυμητές περιοχές. Χρησιμοποιώντας λοιπόν υψηλές θερμοκρασίες εξαιτίας της 

θερμοανθεκτικότητας της Taq πολυμεράσης αποφεύγουμε την εμφάνιση των φαινομένων 

αυτών (Schultze 2001). 

Σχεδιασμός και επιλογή του εκκινητή 

Σημαντικό παράγοντα για την επιτυχή έκβαση μιας αντίδρασης PCR αποτελεί ο ακριβής 

σχεδιασμός και η επιλογή του κατάλληλου εκκινητή. Στις τυπικές αντιδράσεις PCR απαιτούνται 

δύο εκκινητές με διαφορετική αλληλουχία και τέλεια συμπληρωματικότητα με τις αλληλουχίες 

που βρίσκονται στα άκρα του τμήματος του DNA στόχου που επιθυμούμε να ενισχυθεί. Για να 

πολλαπλασιαστεί όμως μόνο ο επιθυμητός στόχος DNA, οι εκκινητές θα πρέπει να έχουν 

σχεδιαστεί σωστά ώστε να παρέχουν υψηλή εξειδίκευση. Όταν η αλληλουχία του DNA που 

χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα είναι γνωστή, τότε είναι εύκολη η σχεδίαση κατάλληλων 

εκκινητών, με τη χρήση λογισμικού, προκειμένου να ενισχυθεί το τμήμα στόχος. Κατά τον 

σχεδιασμό των εκκινητών πρέπει να εξετάζονται κάποια κριτήρια, τα πιο σημαντικά από τα 

οποία ακολουθούν στη συνέχεια. 

Το μήκος των εκκινητών πρέπει να κυμαίνεται από 18 έως 30 νουκλεοτίδια (συνήθως 20 

νουκλεοτίδια), παρέχοντας αρκετά ικανή ειδικότητα για την ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου 

και μόνο. Μικρού μήκους εκκινητές ενδέχεται να συνδεθούν και με άλλα τμήματα του DNA 

δίνοντας μη ειδικά προϊόντα, ενώ μεγαλύτερου μήκους εκκινητές μειώνουν την απόδοση της 

αντίδρασης.  

Κατά το σχεδιασμό των εκκινητών πρέπει να αποφεύγονται όσο είναι εφικτό 

επαναληπτικές ακολουθίες του ίδιου νουκλεοτιδίου, καθώς αυτό μπορεί να οδηγήσει σε 

«γλίστρημα» του εκκινητή στην αλληλουχία - στόχο. Επαναλαμβανόμενες δομές με υψηλό 

ποσοστό G+C είναι δυνατόν να οδηγήσουν σε αναδιπλώσεις φουρκέτας δημιουργώντας 

προβλήματα στην πρόσδεση γι’ αυτό και το ποσοστό G+C πρέπει να κυμαίνεται μεταξύ 45% και 

55% (συνήθως 50%). Το 3΄ άκρο του ενός εκκινητή δεν πρέπει να είναι συμπληρωματικό με το 

3΄ άκρο του άλλου εκκινητή του ζεύγους, γιατί προκαλεί το σχηματισμό διμερών των εκκινητών. 

Η αλληλουχία του εκκινητή μπορεί να μην είναι πάντα απόλυτα συμπληρωματική με την 

αλληλουχία DNA του υποστρώματος. Θα πρέπει όμως η αλληλουχία του εκκινητή που βρίσκεται 

στο 3’ άκρο του, να διαθέτει τέλεια συμπληρωματικότητα (και ειδικότερα τα τρία πρώτα 

νουκλεοτίδια του), διότι η DNA πολυμεράση επιμηκύνει τον εκκινητή από το ελεύθερο 3΄-ΟΗ 

του. Η ύπαρξη τριών δεσμών υδρογόνου στα ζευγάρια GC, τα καθιστά πιο σταθερά από τα ΑΤ, 
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για το λόγο αυτό είναι προτιμότερο να μην υπάρχουν G’s ή C’s στο 3΄ άκρο του εκκινητή. Επίσης, 

επειδή η Τ εμφανίζει μεγαλύτερη ανοχή σε μη ειδικές δεσμεύσεις, πρέπει να αποφεύγεται ως 

τελευταία βάση, καθώς επίσης δε θα πρέπει να εμφανίζονται σε αυτή την περιοχή 

δευτεροταγείς δομές. 

Σοβαρά υπόψιν  πρέπει να ληφθεί η θερμοκρασία τήξεως των εκκινητών (melting 

temperature, Tm), δηλαδή η θερμοκρασία στην οποία το 50% των εκκινητών έχει υβριδοποιηθεί 

στην αλληλουχία-στόχο. Οι θερμοκρασίες τήξεως των εκκινητών που θα χρησιμοποιηθούν θα 

πρέπει να είναι παραπλήσιες (διαφορά της τάξης 1-2°C), ώστε και οι δύο εκκινητές να 

δεσμεύονται ειδικά στην ίδια θερμοκρασία αναδιάταξης και να κυμαίνονται από 55-80°C. Ένας 

απλός τρόπος για να υπολογιστεί η Tm ενός εκκινητή μήκους έως 20 νουκλεοτιδίων, είναι μέσω 

του τύπου που ακολουθεί: 

 

Tm = (αριθμός G+C)×4°C + (αριθμός Α+Τ)×2°C 

Γενικά, οι δύο εκκινητές πρέπει να χρησιμοποιούνται στην ίδια συγκέντρωση (συνήθως 0,05 - 

0,5 μM). Υψηλότερες συγκεντρώσεις θα αυξήσουν την πιθανότητα σχηματισμού διμερών - 

εκκινητών και μη ειδικών προϊόντων (Schultze 2001). 

 

3.4)KΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ FCGR3A KAI FCGR2A 
Για την κλωνοποίηση των γονιδίων FCGR3A και FCGR2A  χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) στα DNA που απομονώθηκαν τόσο από ασθενείς 

με SPS όσο και από τους υγιείς.   

Συγκεκριμένα για την ενίσχυση του τμήματος του γονιδίου FCGR3A υπήρξε απαραίτητη 

η διεξαγωγή μιας εσωτερικής PCR αντίδρασης (nested PCR) στα προϊόντα που προέκυψαν αφού 

αυτά είχαν πρώτα αραιωθεί. 

3.4.1) ΓΟΝΙΔΙΟ FCGR3A 
Για την αρχική αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε ένας πρόσθιος εκκινητής (forward 

primer) με αλληλουχία 5’- ΑΤΑ ΤΤΤ ΑCA GAA TGG CAC AGG-3’ και ένας ανάστροφος εκκινητής 

(reverse primer) με αλληλουχία 5’- GAC TTG GTA CCC AGG TTG AA-3’. Oι εκκινητές αυτοί 

χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση ενός τμήματος του γονιδίου με μέγεθος 1,2 kb, στο οποίο 

περιλαμβάνεται η θέση πολυμορφισμού.  

Έπειτα, στα προϊόντα της παραπάνω αντίδρασης πραγματοποιήθηκε αραίωση με νερό 

ελεύθερο από νουκλεάσες (nuclease-free water) και στη συνέχεια τα αραιωμένα δείγματα 

χρησιμοποιήθηκαν ως εκμαγείο για την διεξαγωγή μιας εσωτερικής PCR αντίδρασης (nested 

PCR) προκειμένου να αυξηθεί η ειδικότητα της αντίδρασης, για το τμήμα του γονιδίου στο οποίο 
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περιλαμβάνεται η θέση πολυμορφισμού, δηλαδή να ελαχιστοποιηθεί η ύπαρξη μη ειδικών 

προϊόντων. 

Έτσι, σχεδιάστηκε ένας δεύτερος ειδικός για το FGCR3A πρόσθιος εκκινητής με αλληλουχία  

5’-ATC AGA TTC GAT CCT ACT TCT GCA GGG GGC AT -3’. Παράλληλα σχεδιάστηκε και ένας 

δεύτερος, λίγο πιο εσωτερικός ανάστροφος εκκινητής με αλληλουχία 5’-ACG TGC TGA GCT TGA 

GTG ATG GTG ATG TTC AC -3’. Aυτό το ζευγάρι εκκινητών οδήγησε στην ενίσχυση ενός τμήματος 

μεγέθους 94 bp, δημιουργώντας μία θέση αναγνώρισης για την περιοριστική ενδονουκλεάση 

ΝlaIII μόνο στο αλλήλιο 158 V. 

Ως υπόστρωμα για την πρώτη αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκαν 200ng DNA των διαλυμάτων 

που φωτομετρήσαμε προηγουμένως (31 από ασθενείς SPS και  13 υγιείς, με σκοπό την ενίσχυση 

του τμήματος μεγέθους 1,2 kb.  

O όγκος του διαλύματος DNA που προστίθεται στο μείγμα της πρώτης αντίδρασης PCR 

υπολογίζεται με βάση τη συγκέντρωση του DNA του συγκεκριμένου δείγματος. Η συγκέντρωση 

του DNA υπολογίζεται με βάση την απορρόφηση του δείγματος στα 260 nm (Α260). Η σχέση 

που μας δίνει τον όγκο του διαλύματος DNA, ο οποίος αντιστοιχεί σε 200 ng είναι:  

VDNA(μl)=200/CDNA δείγματος, 

όπου CDNA δείγματος η συγκέντρωση που μετρήθηκε στο nanodrop (ng/μl) 

Αρχικά σε ένα eppendorf των 0,2 ml απαλλαγμένο από DNάσες, προσθέτουμε: 

1. 20 μl 2X KAPA Taq Readymix 

2. 2 μl από κάθε εκκινητή 

3. Όγκο διαλύματος DNA (για κάθε δείγμα εξαρτάται από τη συγκέντρωσή του) 

4. Συμπληρώνουμε με RNase/DNase-free H2O μέχρι ο συνολικός όγκος του διαλύματος να 

είναι 40 μl 

Το Πρωτόκολλο και οι Συνθήκες αντιδράσεων PCR για τη κλωνοποίηση του τμήματος 1,2 kb για 

το γονίδιο FCGR3A παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1): 
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Πίνακας 1: Το Πρωτόκολλο και οι Συνθήκες αντιδράσεων PCR για τη κλωνοποίηση του τμήματος 

1,2 kb για το γονίδιο FCGR3A 

Πρωτόκολλο Συνθήκες αντίδρασης 

Αντιδραστήρια 
Αρχική 

συγκέντρωση 

Όγκος 

(μl) 
Στάδιο 

Θερμ/σία 

(0C) 
Χρόνος Κύκλοι 

PCR- H20 - 
Μέχρι τα 

40μl 

Αρχική 

αποδιάταξη 
95 2 min 1 

2X KAPA Taq 

Readymix 
2X 20     

dNTPs - 
Περιείχε 

το Buffer 
Αποδιάταξη 95 

60 sec 
 

MgCl2 - 
Περιείχε 

το Buffer 
Υβριδ/ση 59 90 sec  

Πρόσθιος 

εκκινητής 
10pΜ 2 Επέκταση 72 90 sec  

Ανάστροφος 

εκκινητής 
10pΜ 2     

KAPA Taq 

πολυμεράση 
- 

Περιείχε 

το Buffer 

Τελική 

επέκταση 
72 8min 1 

Σύνολο  40 μL     

 

Ως εκμαγείο για την διεξαγωγή μιας εσωτερικής PCR αντίδρασης (nested PCR) χρησιμοποιήθηκε 

το τμήμα μεγέθους 1,2 kb του γονιδίου FCGR3A, προϊόν της πρώτης αντίδρασης PCR, για να 

προκύψει το τμήμα 94bp που περιγράφηκε παραπάνω. 

 

 

x35 
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 Σε ένα eppendorf των 0,2 ml απαλλαγμένο από DNάσες, προσθέτουμε: 

1. 20 μl KAPA Taq Readymix 

2. 2 μl από κάθε εκκινητή 

3.  4μl διαλύματος DNA, προϊόν της πρώτης PCR  

4. Συμπληρώνουμε με RNase/DNase-free H2O μέχρι ο συνολικός όγκος του διαλύματος να 

είναι 40 μl 

Το Πρωτόκολλο και οι Συνθήκες αντιδράσεων PCR για τη κλωνοποίηση του τμήματος 94bp για 

το γονίδιο FCGR3A παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2): 

Πίνακας 2: Πρωτόκολλο και οι Συνθήκες αντιδράσεων PCR για τη κλωνοποίηση του τμήματος 

94bp για το γονίδιο FCGR3A 

Πρωτόκολλο Συνθήκες αντίδρασης 

Αντιδραστήρια 
Αρχική 

συγκέντρωση 

Όγκος 

(μl) 
Στάδιο 

Θερμ/σία 

(0C) 
Χρόνος Κύκλοι 

PCR- H20 - 
Μέχρι τα 

40μl 

Αρχική 

αποδιάταξη 
95 2 min 1 

2X KAPA Taq 

mastermix 
2X 20     

dNTPs - 
Περιείχε 

το Buffer 
Αποδιάταξη 95 

60 sec 
 

MgCl2 - 
Περιείχε 

το Buffer 
Υβριδ/ση 66 60 sec  

Πρόσθιος 

εκκινητής 
10pΜ 2 Επέκταση 72 60 sec  

Ανάστροφος 

εκκινητής 
10pΜ 2     

KAPA Taq 

πολυμεράση 
- 

Περιείχε 

το Buffer 

Τελική 

επέκταση 
72 9,5min 1 

Σύνολο  40 μL     

x35 
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3.4.2)KΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ TOΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ FCGR2A 
Για την ενίσχυση του τμήματος του γονιδίου FCGR2A στην αντίδραση PCR 

χρησιμοποιήθηκε ένας πρόσθιος εκκινητής (forward primer) με αλληλουχία 5’- GGA AAA TCC 

CAG AAA TTC TCG C-3’ και ένας ανάστροφος εκκινητής (reverse primer) με αλληλουχία  

5’- CAA CAG CCT GAC TAC CTA TTA CGC GGG-3’.  

Ως υπόστρωμα για την πρώτη αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκαν 200ng DNA των διαλυμάτων 

που φωτομετρήσαμε προηγουμένως (31 από ασθενείς SPS και  13 υγιείς, με σκοπό την ενίσχυση 

ενός τμήματος μεγέθους 337 bp.  

O όγκος του διαλύματος DNA που προστίθεται στο μείγμα της πρώτης αντίδρασης PCR 

υπολογίζεται με βάση τη συγκέντρωση του DNA του συγκεκριμένου δείγματος. Η συγκέντρωση 

του DNA υπολογίζεται με βάση την απορρόφηση του δείγματος στα 260 nm (Α260). Η σχέση 

που μας δίνει τον όγκο του διαλύματος DNA, ο οποίος αντιστοιχεί σε 200 ng είναι:  

VDNA(μl)=200/CDNA δείγματος, 

όπου CDNA δείγματος η συγκέντρωση που μετρήθηκε στο nanodrop (ng/μl) 

Αρχικά σε ένα eppendorf των 0,2 ml απαλλαγμένο από DNάσες, προσθέτουμε: 

1. 20 μl 2X KAPA Taq Readymix 

2. 2 μl από κάθε εκκινητή 

3. Όγκο διαλύματος DNA (για κάθε δείγμα εξαρτάται από τη συγκέντρωσή του) 

4. Συμπληρώνουμε με RNase/DNase-free H2O μέχρι ο συνολικός όγκος του διαλύματος να 

είναι 40 μl 

Το Πρωτόκολλο και οι Συνθήκες αντιδράσεων PCR για τη κλωνοποίηση του τμήματος που μας 

ενδιαφέρει για το γονίδιο FCGR2A παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3): 
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Πίνακας 3: Πρωτόκολλο και οι Συνθήκες αντιδράσεων PCR για τη κλωνοποίηση του τμήματος 

που μας ενδιαφέρει για το γονίδιο FCGR2A 

 

Πρωτόκολλο Συνθήκες αντίδρασης 

Αντιδραστήρια 
Αρχική 

συγκέντρωση 

Όγκος 

(μl) 
Στάδιο 

Θερμ/σία 

(0C) 
Χρόνος Κύκλοι 

PCR- H20 - 
Μέχρι τα 

40μl 

Αρχική 

αποδιάταξη 
95 2 min 1 

2X KAPA Taq 

Readymix 
2X 20     

dNTPs - 
Περιείχε 

το Buffer 
Αποδιάταξη 95 

15 sec 
 

MgCl2 - 
Περιείχε 

το Buffer 
Υβριδ/ση 55 30 sec  

Πρόσθιος 

εκκινητής 
10pΜ 2 Επέκταση 72 40 sec  

Ανάστροφος 

εκκινητής 
10pΜ 2     

KAPA Taq 

πολυμεράση 
- 

Περιείχε 

το Buffer 

Τελική 

επέκταση 
72 7min 1 

Σύνολο  40 μL     

 

 

 

 

x35 
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Πίνακας 4: Καταγραφή των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση των 

γονιδίων FCGR3A και FCGR2A. Οι θερμοκρασίες τήξεως των εκκινητών (Tm) υπολογίστηκαν 

μέσω Primer-BLAST. 

 Εκκινητές 

Κατεύθυνση Αλληλουχία (5′→3′) 
Μήκος 

(nt) 

Tm 

(oC) 

Κ
λω

νο
π

ο
ίη

σ
η

 

PCR 

FCGR3A 

Πρόσθιος ΑΤΑ ΤΤΤ ΑCA GAA TGG CAC AGG 21 54.0 

Ανάστροφος GAC TTG GTA CCC AGG TTG AA 20 57.3 

Nested 

PCR 

FCGR3A 

Πρόσθιος 
ATC AGA TTC GAT CCT ACT TCT GCA 

GGG GGC AT 
32 69.5 

Ανάστροφος 
ACG TGC TGA GCT TGA GTG ATG 

GTG ATG TTC AC 
32 69.5 

PCR 

FCGR2A 

Πρόσθιος GGA AAA TCC CAG AAA TTC TCG C 22 58.4 

Ανάστροφος 
CAA CAG CCT GAC TAC CTA TTA 

CGC GGG 
27 68.0 

3.5) RFLP ΑΝΑΛΥΣΗ (Restriction Fragment Length Polymorphism)-

ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ ΜΕΓΕΘΟΥΣ ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΩΝ ΤΜΗΜΑΤΩΝ 
Πολυμορφισμός είναι η ύπαρξη δύο η περισσοτέρων γενετικά καθοριζόμενων 

εναλλακτικών φαινοτύπων σ΄έναν πληθυσμό με  τέτοιες συχνότητες που ο σπανιότερος δεν θα 

μπορούσε να διατηρηθεί μόνο με επαναλαμβανόμενες μεταλλάξεις.  

Οι πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου (Single Nucleotide Polymorphism: SNP), είναι 

πολυμορφισμοί που έχουν προκύψει από αντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου σε μία 

συγκεκριμένη γενετική θέση. Οι πολυμορφισμοί που εξετάζουμε για τα γονίδια FCGR3A και 

FCGR2A αποτελούν τέτοιους πολυμορφισμούς και η ανίχνευσή τους θα πραγματοποιηθεί με τη 

βοήθεια της μεθόδου RFLP, που περιγράφεται αμέσως μετά.  

Ο πολυμορφισμός μεγέθους περιοριστικών τμημάτων (RFLP) είναι μία διαφορά σε 

ομόλογες DNA αλληλουχίες που μπορεί να ανιχνευθεί μέσω της παρουσίας τμημάτων 

διαφορετικού μεγέθους, έπειτα από πέψη του δείγματος DNA, με τη βοήθεια ειδικών 

περιοριστικών ενδονουκλεασών. O RFLP, ως μοριακός δείκτης είναι ειδικός για το συνδυασμό 

ειδικού κλώνου (DNA) - περιοριστικού ενζύμου.  

H μέθοδος βασίζεται στην ανίχνευση πολυμορφισμών με βάση το πρότυπο 

ηλεκτροφόρησης θραυσμάτων μετά από πέψη (βλέπε Εικόνες 10,11). 
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Στο γονιδίωμα υπάρχουν πάρα πολλές θέσεις αναγνώρισης περιοριστικών ενδονουκλεασών. 

Είναι δυνατόν λοιπόν,  εάν σε μία θέση που είναι πολυμορφική υπάρξει αντικατάσταση για 

παράδειγμα ενός νουκλεοτιδίου, η θέση αυτή να μην αποτελεί πια θέση αναγνώρισης για τη 

συγκεκριμένη περιοριστική ενδονουκλεάση. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα, χρησιμοποιώντας το 

ένζυμο αυτό να πάρουμε διαφορετικό πρότυπο ηλεκτροφόρησης ανάλογα με τα κομμάτια που 

υπάρχουν.  

 

 

 

Εικόνα 9: Στην εικόνα παρατηρούμε ότι τόσο στο (Α) όσο και στο (Β) υπάρχουν 3 θέσεις αναγνώρισης της 

περιοριστικής ενδονουκλεάσης ECORI. Eάν σε μία θέση πολυμορφισμού (στη συγκεκριμένη περίπτωση 

αυτή ανευρίσκεται στη δεύτερη θέση αναγνώρισης της ECORI, πάνω στην αλληλουχία του DNA), υπάρχει 

διαφορετικό νουκλεοτίδιο, που αντί για θυμίνη (Τ) φέρει κυτοσίνη (C), παύει πλέον η θέση αυτή να 

αποτελεί θέση αναγνώρισης για την περιοριστική ενδονουκλεάση ECORI. Eπομένως, στην (Α) περίπτωση 

που υπάρχει θέση αναγνώρισης του συγκεκριμένου ενζύμου, έπειτα από πέψη θα προκύψουν 2 

κομμάτια μικρότερου μεγέθους, ενώ στην περίπτωση (Β) η θέση αναγνώρισης «χάνεται» οπότε το 

ένζυμο αυτό δε θα πραγματοποιήσει πέψη, με αποτέλεσμα να υπάρχει 1 κομμάτι μεγαλύτερου μεγέθους 

(Szauter, et al. 2013) 

Η παρουσία ή μη της θέσης αναγνώρισης ανάλογα με την αλληλουχία οδηγεί στη δημιουργία 

διαφορετικού αλληλομόρφου στο γονότυπο του ατόμου (βλέπε Εικόνα 10).  
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Εικόνα 10: H παρουσία θέσης αναγνώρισης της περιοριστικής ενδονουκλεάσης οδηγεί στο αλληλόμορφο 

Α, ενώ η απουσία της στο a. Εάν γίνει πέψη γενωμικού DNA με την περιοριστική ενδονουκλεάση ECORI, 

για τα δύο αλληλόμορφα θα παρατηρήσουμε τμήματα διαφορετικού μεγέθους σε ηλεκτροφόρηση, 

ανάλογα με το αν το ένζυμο θα κόψει ή όχι την αλληλουχία DNA σε κάθε αλληλόμορφο.  

(Szauter, et al. 2013) 

Έτσι το πρότυπο ηλεκτροφόρησης θα βοηθήσει στον καθορισμό του γονοτύπου και στην 

εξαγωγή συμπερασμάτων που αφορούν το εάν το άτομο φέρει ή όχι τον πολυμορφισμό (Βλέπε 

Εικόνα 11). Ο άνθρωπος είναι διπλοειδής οργανισμός οπότε φέρει 2 αλληλόμορφα γονίδια. 

Υπάρχει λοιπόν περίπτωση τα 2 αυτά γονίδια να είναι ακριβώς ίδια μεταξύ τους, καταλήγοντας 

στην περίπτωση της ομοζυγωτίας (AA ή aa) ή να είναι διαφορετικά μεταξύ τους καθιστώντας 

τον οργανισμό αυτό ετερόζυγο (Aa) για τη συγκεκριμένη θέση (βλέπε Εικόνα 11).  
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Εικόνα 11: Στην περίπτωση ομοζυγωτίας, είτε για το αλληλόμορφο τύπου A (που φέρει θέση 

αναγνώρισης περιοριστικής ενδονουκλεάσης), είτε για το αλληλόμορφο τύπου a (που δε φέρει τη θέση 

αναγνώρισης περιοριστικής ενδονουκλεάσης) παρατηρείται μία μόνο ζώνη στην ηλεκτροφόρηση. Σε 

περίπτωση ετεροζυγωτίας παρατηρούνται δύο διαφορετικές ζώνες στην ηλεκτροφόρηση.  

(Szauter, et al. 2013) 

3.6)ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΕΣ ΕΝΔΟΝΟΥΚΛΕΑΣΕΣ 
Ένα περιοριστικό ένζυμο ή μία περιοριστική ενδονουκλεάση, είναι ένα ένζυμο που κόβει 

το DNA σε κομμάτια, αναγνωρίζοντας ειδικές θέσεις πάνω στο μόριο, γνωστές ως θέσεις 

περιορισμού (Roberts and Murray 1976), (Kessler and Manta 1990). Oι περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες ταξινομούνται τυπικά σε 4 διαφορετικούς τύπους, που διαφέρουν δομικά και 

εάν κόβουν το υπόστρωμα τους DNA, στη θέση αναγνώρισης ή εάν η θέση αναγνώρισης και 

κοπής βρίσκονται ξεχωριστά. Για να κόψουν το DNA, δημιουργούν τομές σε 2 σημεία, σπάζοντας 

1 φωσφοδιεστερικό δεσμό σε κάθε αλυσίδα της διπλής έλικας του DNA. 

Tα ένζυμα αυτά παράγονται στα βακτήρια και τα αρχαία και αποτελούν μηχανισμό 

προστασίας του οργανισμού από την εισβολή ξένου DNA, συνήθως ιού (W Arber and Linn 1969), 

(Krüger and Bickle 1983). Mέσα στο βακτήριο, τα περιοριστικά ένζυμα κόβουν επιλεκτικά το ξένο 

DNA, ενώ το DNA τους προστατεύεται από ένα τροποποιητικό ένζυμο, που ονομάζεται 

μεθυλοτρανσφεράση, που τροποποιεί το προκαρυωτικό DNA και εμποδίζει την πέψη του.  
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Τα περιοριστικά ένζυμα αναγνωρίζουν μία ειδική αλληλουχία νουκλεοτιδίων και προκαλούν 

τομή στη διπλή έλικα του DNA. Oι αλληλουχίες αναγνώρισης μπορούν επίσης να ταξινομηθούν 

ανάλογα με τον αριθμό των νουκλεοτιδίων στη θέση αναγνώρισης, που συνήθως είναι 4-8 

νουκλεοτίδια. Ο αριθμός των νουκλεοτιδίων στην αλληλουχία αναγνώρισης καθορίζει το πόσο 

συχνά αυτή η αλληλουχία θα εμφανίζεται στο υπό μελέτη γονιδίωμα, για παράδειγμα μία 

αλληλουχία 4 νουκλεοτιδίων θα μπορούσε θεωρητικά να συναντάται κάθε 44 = 256 ζεύγη 

βάσεων (bp), 6 νουκλεοτίδια ανά  46 =4,096bp, and 8 νουκλεοτίδια ανά 48=65,536bp. 

3.6.1) ANIΧΝΕΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ FCGR3A 
Προκειμένου να διακρίνουμε τον πολυμορφισμό ενός νουκλεοτιδίου στο γονίδιο 

FCGR3A, χρησιμοποιήθηκε το περιοριστικό ένζυμο NlaIII (New England Biolabs-NEB), για τον 

γενετικό τόπο 158 όπως έχει περιγραφεί παραπάνω.  

Το ένζυμο αυτό αναγνωρίζει την αλληλουχία  

5’… CATG˅ …3’ 

3’…˄GTAC …5’ 

Πραγματοποιήθηκε πέψη λοιπόν των προϊόντων που προέκυψαν από τη nested PCR στο 

τμήμα DNA που ενισχύθηκε, μεγέθους 94bp. Στο αλληλόμορφο γονίδο FCGR3A που φέρει  

βαλίνη (V) υπάρχει θέση αναγνώρισης του ενζύμου NlaIII, οπότε έπειτα από πέψη προκύπτουν 

δύο τμήματα μεγέθους 61bp και 33bp. To αλληλόμορφο γονίδιο FCGR3A  που φέρει 

φαινυλαλανίνη (F) δεν έχει θέση αναγνώρισης για το ένζυμο. Έτσι  δεν είναι δυνατόν να γίνει 

πέψη, οπότε στην ηλεκτροφόρηση αναμένεται να παρατηρηθεί μία ζώνη μεγέθους 94bp, όσο  

δηλαδή το προϊόν της PCR.  

Το υπόστρωμα DNA που χρησιμοποιήθηκε για την πέψη με το το ένζυμο NlaIII, σύμφωνα 

με τα πρωτόκολλα της NEB ήταν ποσοτικά 1 μg από το προϊόν της  nested PCR για το γονίδιο 

FCGR3A, χρησιμοποιώντας αντίστοιχα 10 units περιοριστικού ενζύμου.  

To πρωτόκολλο και οι συνθήκες της αντίδρασης πέψης με το ένζυμο NlaIII, φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 5): 

Πίνακας 5: Πρωτόκολλο και οι συνθήκες της αντίδρασης πέψης με το ένζυμο NlaIII 

Πρωτόκολλο Συνθήκες Αντίδρασης 

10 units ένζυμο 1μl • Επώαση με το ένζυμο overnight στους 
37ο C 

• Aπενεργοποίηση ενζύμου στους 60ο C 
για 20 λεπτά 

5x cutsmart buffer 5μl 

DNA υπόστρωμα 1μg 

Η2Ο(Dnase/Rnase free) Mέχρι V=50μl 

Σύνολο V=50μl 
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Στη συνέχεια τα προϊόντα της πέψης υπέστησαν ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης, ώστε να διακρίνουμε το πρότυπο ζώνωσης για κάθε δείγμα. 

3.6.2) ANIΧΝΕΥΣΗ ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΥ ΣΤΟ ΓΟΝΙΔΙΟ FCGR2A 
Προκειμένου να διακρίνουμε τον πολυμορφισμό ενός νουκλεοτιδίου στο γονίδιο 

FCGR2A, χρησιμοποιήθηκε το περιοριστικό ένζυμο ΒstUI (New England Biolabs-NEB), για τον 

γενετικό τόπο 131 όπως έχει περιγραφεί παραπάνω.  

Το ένζυμο αυτό αναγνωρίζει την αλληλουχία  

5’… CG˅CG …3’ 

3’…GC˄GC …5’ 

Πραγματοποιήθηκε πέψη λοιπόν των προϊόντων που προέκυψαν από την PCR στο τμήμα 

DNA που ενισχύθηκε, μεγέθους 337bp. Στο αλληλόμορφο γονίδο FCGR2A που φέρει αργινίνη 

(R) υπάρχει θέση αναγνώρισης του ενζύμου BstUI, οπότε έπειτα από πέψη προκύπτουν δύο 

τμήματα μεγέθους 316bp και 21bp. To αλληλόμορφο γονίδιο FCGR2A  που φέρει ιστιδίνη (Η) 

δεν έχει θέση αναγνώρισης για το ένζυμο. Έτσι δεν είναι δυνατόν να γίνει πέψη, οπότε στην 

ηλεκτροφόρηση αναμένεται να παρατηρηθεί μία ζώνη μεγέθους 337bp, όσο  δηλαδή το προϊόν 

της PCR.  

Το υπόστρωμα DNA που χρησιμοποιήθηκε για την πέψη με το το ένζυμο ΒstUI, σύμφωνα με τα 

πρωτόκολλα της NEB ήταν ποσοτικά 1 μg από το προϊόν της PCR για το γονίδιο FCGR2A, 

χρησιμοποιώντας αντίστοιχα 10 units περιοριστικού ενζύμου.  

To πρωτόκολλο και οι συνθήκες της αντίδρασης πέψης με το ένζυμο BstUI, φαίνονται στον 

παρακάτω πίνακα (Πίνακας 6): 

Πίνακας 6: Πρωτόκολλο και οι συνθήκες της αντίδρασης πέψης με το ένζυμο BstUI 

Πρωτόκολλο Συνθήκες Αντίδρασης 

10 units ένζυμο 1μl  

• Επώαση με το ένζυμο overnight 

στους 60ο C 

 

5x cutsmart buffer 5μl 

DNA υπόστρωμα 1μg 

Η2Ο(Dnase/Rnase free) Mέχρι V=50μl 

Σύνολο V=50μl 

 

Στη συνέχεια τα προϊόντα της πέψης υπέστησαν ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης, ώστε να διακρίνουμε το πρότυπο ζώνωσης για κάθε δείγμα. 
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3.7) ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΤΗΣ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ 

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR), ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ AΓΑΡΟΖΗΣ 
Τα απαιτούμενα υλικά και διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή της 

συγκεκριμένης μεθόδου, προκειμένου να ελέγξουμε εάν τα προϊόντα  των PCR που 

πραγματοποιήσαμε, πριν πραγματοποιηθεί η πέψη αυτών με περιοριστικά ένζυμα, ήταν τα 

ακόλουθα: 

 Αγαρόζη (Invitrogen) 

 Ρυθμιστικό διάλυμα TBE (1X) που περιέχει:  

 0,089Μ Τris (Applichem),  

 0,089M βορικό οξύ (Merck), 

 0,002M EDTA (Applichem). 

 Βρωμιούχο αιθίδιο - ethidium bromide (EtBr) 

 DNA loading dye solution 6X (διάλυμα χρώσης του DNA) 

 Συσκευή ηλεκτροφόρησης 

Με την ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης έχουμε τη δυνατότητα διαχωρισμού 

τμημάτων DNA που το μέγεθός τους κυμαίνεται περίπου από 75 ζεύγη βάσεων έως 30.000 ζεύγη 

βάσεων (Sambrook and Russell 2001, Brody and Kern 2004). Για να πραγματοποιηθεί η 

ηλεκτροφόρηση των προϊόντων DNA σε πήκτωμα αγαρόζης, ακολουθείται η παρακάτω 

πειραματική διαδικασία: 

Σε κωνική φιάλη προσθέτουμε τα κατάλληλα g σκόνης αγαρόζης και τα ανάλογα ml 

ρυθμιστικού διαλύματος ΤΒΕ 0,5Χ, ώστε να παραχθεί πήκτωμα αγαρόζης 1,5% - 2% w/v. (Για 

παράδειγμα, για την παραγωγή 2% w/v πηκτώματος αγαρόζης χρησιμοποιήθηκαν 1gr σκόνης 

αγαρόζης και 50ml ρυθμιστικού διαλύματος ΤΒΕ 0,5Χ). Το επόμενο βήμα είναι να θερμάνουμε 

με συνεχή ανάδευση έως ότου διαλυθεί η αγαρόζη. Ακολουθεί η προσεκτική προσθήκη 

βρωμιούχου αιθιδίου με τελική συγκέντρωση 0.5 μg/ml. Γίνεται η συναρμολόγηση της 

συσκευής, στην οποία θα πήξει η αγαρόζη και τοποθετείται “χτένα”, η οποία δημιουργεί θέσεις 

φόρτωσης του δείγματος όταν ολοκληρωθεί η πήξη. Έπειτα, χύνουμε το διάλυμα της αγαρόζης 

στην συσκευή που φέρει τη “χτένα” και όταν πήξει η αγαρόζη, αφαιρούμε με προσοχή τη 

“χτένα” δημιουργώντας τις θέσεις φόρτωσης του δείγματος.  Μετά, εισάγουμε το πήκτωμα 

αγαρόζης στη συσκευή ηλεκτροφόρησης που περιέχει ρυθμιστικό διάλυμα TBE 0,5X. 

Τέλος, προσθέτουμε κατάλληλο όγκο διαλύματος χρώσης (DNA loading dye solution 6Χ) στα 

δείγματα που θα φορτώσουμε στο πήκτωμα. Εκτός από τη φόρτωση των δειγμάτων στο 

πήκτωμα, απαραίτητη είναι και η φόρτωση του κατάλληλου ladder. Η ηλεκτροφόρηση ξεκινά 

έχοντας ρυθμίσει στην συσκευή ηλεκτροφόρησης, τα κατάλληλα Volt (συνήθως 80 - 120V) και 
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το απαιτούμενο χρονικό διάστημα (συνήθως 35 - 120 λεπτά) που θα χρειαστούν για το 

διαχωρισμό. Κάθε πήκτωμα φωτογραφήθηκε μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης με χρήση 

υπεριώδους ακτινοβολίας, εκμεταλλευόμενοι το φαινόμενο του φθορισμού, εξαιτίας της 

προσθήκης βρωμιούχου αιθιδίου κατά την κατασκευή του πηκτώματος αγαρόζης. 

 

3.8) ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΤΗΣ ΠΕΨΗΣ ΜΕ ΠΕΡΙΟΡΙΣΤΙΚΑ 

ΕΝΖΥΜΑ, ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ AΓΑΡΟΖΗΣ 

 

Τα απαιτούμενα υλικά και διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή της 

συγκεκριμένης μεθόδου ήταν τα ακόλουθα: 

• Πολυκρυλαμίδη (Invitrogen) 

• Ρυθμιστικό διάλυμα TBE (1X) που περιέχει: 

 

 0,089Μ Τris (Applichem), 

 0,089M βορικό οξύ (Merck), 

 0,002M EDTA (Applichem). 

 

• Βρωμιούχο αιθίδιο - ethidium bromide (EtBr) 

• DNA loading dye solution 6X (διάλυμα χρώσης του DNA) 

• Συσκευή ηλεκτροφόρησης 

Με την ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης έχουμε τη δυνατότητα διαχωρισμού 

τμημάτων DNA που το μέγεθός τους κυμαίνεται περίπου από 10 ζεύγη βάσεων έως 3000 ζεύγη 

βάσεων. Το DNA είναι ένα μόριο φορτισμένο αρνητικά, ως εκ τούτου όταν βρεθεί σε ηλεκτρικό 

πεδίο κινείται προς τη θετικά φορτισμένη άνοδο (Lee, Costumbrado et al. 2012). Η απόσταση 

που διανύουν τα μόρια DNA μέσα στο πήκτωμα αγαρόζης είναι αντιστρόφως ανάλογη του 

λογαρίθμου του μοριακού τους βάρους (Helling, Goodman et al. 1974). Ο ρυθμός της 

ηλεκτροφορητικής κινητικότητας των μορίων του DNA μέσω του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης 

καθορίζεται από: α) το μέγεθος του DNA, β) τη συγκέντρωση της πολυακρυλαμίδης, γ) τη 

στερεοδιάταξη του DNA, δ) την ένταση του ρεύματος, ε) την παρουσία βρωμιούχου αιθιδίου, 

στ) τον τύπο της πολυακρυλαμίδης και ζ) το ρυθμιστικό διάλυμα της ηλεκτροφόρησης (Sigmon 

and Larcom 1996, Lee, Costumbrado et al. 2012).   

 

Παρασκευάζεται το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης 12% με βάσει το πρωτόκολλο του παρακάτω 

πίνακα (Πίνακας 7): 
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Πίνακας 7: Πρωτόκολλο παρασκευής πηκτώματος πολυακρυλαμίδης 12% 

Πολυακρυλαμίδη TBE 10X H2O APS TEMED 

4,8 ml 1,2 ml 6 ml 200 μl 10μl 
 

Γίνεται η συναρμολόγηση της συσκευής, στην οποία θα πήξει η αγαρόζη και 

τοποθετείται “χτένα”, η οποία δημιουργεί θέσεις φόρτωσης του δείγματος όταν ολοκληρωθεί η 

πήξη. Έπειτα, χύνουμε το διάλυμα της πολυακρυλαμίδης στην συσκευή που φέρει τη “χτένα” 

και όταν πήξει η πολυακρυλαμίδη, αφαιρούμε με προσοχή τη “χτένα” δημιουργώντας τις θέσεις 

φόρτωσης του δείγματος.  Μετά, εισάγουμε το πήκτωμα πολυακρυλαμίδης στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης που περιέχει ρυθμιστικό διάλυμα TBE 0,5X. 

Τέλος, προσθέτουμε κατάλληλο όγκο διαλύματος χρώσης (DNA loading dye solution 6Χ) στα 

δείγματα που θα φορτώσουμε στο πήκτωμα. Εκτός από τη φόρτωση των δειγμάτων στο 

πήκτωμα, απαραίτητη είναι και η φόρτωση του κατάλληλου ladder. Η ηλεκτροφόρηση ξεκινά 

έχοντας ρυθμίσει στην συσκευή ηλεκτροφόρησης, τα κατάλληλα Volt (συνήθως 90-95V) και το 

απαιτούμενο χρονικό διάστημα (συνήθως 120 λεπτά) που θα χρειαστούν για το διαχωρισμό.  

Μόλις ολοκληρωθεί η ηλεκτροφόρηση ακολουθεί χρώση του πηκτώματος πολυακρυλαμίδης με 

βρωμιούχο αιθίδιο με τελική συγκέντρωση 0.5 μg/ml, για περίπου 20 λεπτά. Ακολουθούν 2 

ξεπλύματα χρονικής διάρκειας 20 λεπτών με Η2Ο και τελικά κάθε πήκτωμα φωτογραφήθηκε 

μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης με χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας, εκμεταλλευόμενοι το 

φαινόμενο του φθορισμού, εξαιτίας της προσθήκης βρωμιούχου αιθιδίου. 

 

3.8)ANOΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ ΗΕΚ293Τ  

3.8.1)CELL BASED ASSAY ΓΙΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ MOG ΚΑΙ AQP4 

ΑΥΤΟΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ 
Προκειμένου να διαπιστώσουμε την ύπαρξη αυτοαντισωμάτων έναντι της MOG 

πρωτεΐνης και της ακουαπορίνης-4, σε δείγματα ορού ασθενών με συστηματικό ερυθηματώδη 

λύκο και αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο,  πραγματοποιήθηκε ανοσοφθορισμός σε κύτταρα 

HEK293T. Πραγματοποιήθηκε έλεγχος σε ορούς 40 ασθενών με συστηματικό ερυθηματώδη 

λύκο, που εμφάνιζαν νευρολογικά συμπτώματα και σε 8 ορούς ασθενών με αντιφωσφολιπιδικό 

σύνδρομο, με cell based assay τόσο εμπορικά όσο και βάσει πρωτοκόλλου που έχει αναπτυχθεί 

στο εργαστήριο. 

Για την διαμόλυνση των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε το κιτ διαμόλυνσης κυττάρων της 

Clonetech). Κατά κανόνα, 5μg πλασμιδίου αραιώθηκαν σε Χfect ρυθμιστικό διάλυμα, σε τελικό 

όγκο 100 μl. Το πλασμίδιο που χρησιμοποιήθηκε, έχοντας ενσωματωμένο το γονίδιο που 

κωδικοποιεί την MOG πρωτεΐνη,  ήταν ένας pcDNA 3,2-Venus κλώνος, ΕGFP tagged. Ως αρνητικό 
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δείγμα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα HEK 293T, που διαμολύνθηκαν με πλασμίδιο, που 

εκφράζει μόνο ΕGFP.  Έπειτα από καλή ανάδευση, προσθέσαμε 0,3 μl Χfect πολυμερές για κάθε 

μg πλασμιδίου. Τα δείγματα επωάστηκαν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου, ώστε να 

σχηματιστούν τα νανοσωματίδια. Τέλος, προσθέσαμε το διάλυμα στάγδην σε κύτταρα ΗΕΚ293Τ 

που είχαν στρωθεί σε πηγάδι πιάτου 6-well την προηγούμενη ημέρα (σε θρεπτικό υλικό DMEM 

υψηλής γλυκόζης με 1% γλουταμίνη, 1% πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη και 10% fetal bovine serum). 

Την επόμενη ημέρα συλλέχθηκαν τα διαμολυσμένα κύτταρα και στρώθηκαν σε στρογγυλές 

καλυπτρίδες διαμέτρου 12 mm επιστρωμένες με poly-L-lysine στο ίδιο θρεπτικό υλικό σε 24- 

well πιάτο. Την μεθεπόμενη ημέρα τα διαμολυσμένα κύτταρα είναι έτοιμα για τον 

ανοσοφθορισμό.  

Ο ανοσφθορισμός είναι η µέθοδος, κατά την οποία χρησιµοποιούνται φθορίζοντα αντισώµατα, 

για την ανίχνευση και εντόπιση αντιγόνου ή αντισώµατος σε ιστούς ή κύτταρα.  

Αρχή Μεθόδου 

Tα κύτταρα ΗΕΚ293Τ, έπειτα από διαμόλυνση με το πλασμίδιο, που έχει ενσωματωμένο το 

γονίδιο που κωδικοποιεί την  MOG πρωτεΐνη, εκφράζουν την πρωτεΐνη ΜΟG στην επιφάνειά 

τους. Εάν γίνει επώαση με ορό ασθενούς που έχει αυτοαντισώματα έναντι της MOG, τα 

αυτοαντισώματα (πρωτογενή), θα αναγνωρίσουν την πρωτεΐνη που θα εκφράζεται στα κύτταρα 

και θα προσδεθούν σε αυτή. Στη συνέχεια, γίνεται επώαση με δευτερογενές αντίσωμα 

σημασμένο με φθορίζουσα ουσία, που αναγνωρίζει ανθρώπινο αντίσωμα πρωτογενές και 

ακολουθεί μικροσκόπηση σε μικροσκόπιο φθορισμού. Στην περίπτωση που δεν υπάρχει 

πρωτογενές αντίσωμα στον ορό του ασθενούς, το δευτερογενές δε φθορίζει.  

 

Εικόνα 12: Απεικόνιση του πρωτοκόλλου έμμεσου ανοσοφθορισμού (Sino Biological Protocols) 

Το πρωτόκολλο του εργαστηρίου που ακολουθήθηκε για την ανίχνευση των MOG 

αυτοαντισωμάτων είναι το εξής: 
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Τα κύτταρα έπειτα από 3 πλυσίματα με ρυθμιστικό διάλυμα PBS 1X επωάστηκαν με ορούς 

ασθενών (με αραίωση 1/25). Οι οροί αραιώθηκαν με 1% ΒSA 1XPBS και η επώαση έγινε για 

μιάμιση ώρα.  Αμέσως μετά την επώαση αυτή ακολούθησαν 3 πλυσίματα με PBS 1X, 

προκειμένου να απομακρυνθεί η περίσσεια των αντισωμάτων και οποιαδήποτε άλλη ουσία, μη 

ειδική,  περιέχεται στον ορό του ασθενούς. Ακολούθησε μονιμοποίηση των κυττάρων για 10 

λεπτά με παραφορμαλδεΰδη (4% PFA), 3 ξεπλύματα με PBS 1X για απομάκρυνση της περίσσειας 

PFA, 10 λεπτά επώαση με TRITON-X 0,1% (απορρυπαντικό που χρησιμοποιείται για τη διάνοιξη 

τρυπών στην κυτταρική μεμβράνη, ώστε να διευκολυνθεί η ανίχνευση με το δευτερογενές 

αντίσωμα), 3 ξεπλύματα με PBS 1X, για να απομακρυνθεί η περίσσεια του απορρυπαντικού και 

επώαση για 1 ώρα με 10% Normal Goat Serum (ΝGS). Αμέσως μετά τα κύτταρα επωάστηκαν με 

δευτερογενές αντίσωμα Alexa Fluor 568 αντι-human σε αραίωση (1/750) για μιάμιση ώρα. 

Τέλος, έπειτα από ξεπλύματα με PBS 1X, τα κύτταρα παρατηρήθηκαν σε μικροσκόπιο 

φθορισμού Zeiss.   

Στην περίπτωση που η διαμόλυνση έχει γίνει με το πλασμίδιο που εκφράζει την EGFP πρωτεΐνη, 

που χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικό δείγμα ελέγχου, τα κύτταρα δεν εκφράζουν τη MOG 

πρωτεΐνη στην επιφάνειά τους, οπότε το πρωτογενές αντίσωμα (στον ορό του ασθενούς), δε θα 

προσδεθεί σε αντιγόνο-στόχο, με αποτέλεσμα το δευτερογενές φθορίζον αντίσωμα να μην 

προσδεθεί στο πρωτογενές. Έτσι δε θα παρατηρηθεί φθορισμός στη συγκεκριμένη περίπτωση.  

Τα δύο πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν για τη MOG και την ΕGFP, φθορίζουν στο πράσινο, 

ενώ το δευτερογενές αντίσωμα που χρησιμοποήθηκε φθορίζει στο κόκκινο.   

3.8.2)CELL BASED ASSAY(EUROIMMUN) ΓΙΑ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ 

ΕΝΑΝΤΙ ΤΗΣ  AQP-4 
H αρχή μεθόδου του ανοσοφθορισμού είναι ακριβώς ίδια με αυτή που αναφέρθηκε παραπάνω.  

Στην περίπτωση αυτή, κύτταρα ΗΕΚ293Τ, ήδη διαμολυσμένα με το πλασμίδιο που εκφράζει την 

AQP-4, επωάζονται με τον ορό του ασθενούς. Η αραίωση του ορού είναι 1:10, σε διάλυμα PBS 

Tween, για 30 λεπτά. Εάν υπάρχουν αντισώματα στον ορό έναντι της AQP-4, θα αναγνωρίσουν 

το αντιγόνο-στόχο. Στη συνέχεια, ακολουθούν 3 ξεπλύματα με PBS Tween για να απομακρυνθεί 

η περίσσεια των αντισωμάτων και οποιαδήποτε άλλη ουσία περιέχεται στον ορό του ασθενούς. 

Ακολουθεί επώαση με το δευτερογενές  αντίσωμα που αναγνωρίζει ανθρώπινα αντισώματα, και  

είναι σημασμένο με τη φθορίζουσα ουσία FITC, για 30 λεπτά. Οι επωάσεις πραγματοποιούνται 

σε θερμοκρασία δωματίου. Η φθορίζουσα ουσία FITC, όταν διεγείρεται φθορίζει δίνοντας 

πράσινο χρώμα. Το ίδιο ακριβώς πρωτόκολλο ακολουθείται για επώαση των ορών των ασθενών 

σε κύτταρα μη διαμολυσμένα, που χρησιμοποιούνται ως αρνητικό δείγμα ελέγχου. Σε αυτή την 

περίπτωση, εφόσον τα κύτταρα HEK293T, δεν εκφράζουν το αντιγόνο AQP-4  , έναντι του οποίου 

ανιχνεύονται τα αντισώματα στον ορό του ασθενούς, δε θα παρατηρηθεί φθορισμός. 
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Εικόνα 13: Πλακάκι της Euroimmun. Σε κάθε μία από τις 10 θέσεις, υπάρχουν δύο επιμέρους πεδία. Στο 

ένα υπάρχουν ΗΕΚ293 κύτταρα που είναι επιμολυσμένα με την AQP-4, ενώ στο άλλο υπάρχουν κύτταρα 

που δεν είναι διαμολυσμένα και χρησιμοποιούνται ως αρνητικό δείγμα ελέγχου. (Euroimmun Protocols). 
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4)AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1)ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ 

4.1.1)ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΤΗΣ ΑΛΥΣΙΔΩΤΗΣ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗΣ 

ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ (PCR), ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ AΓΑΡΟΖΗΣ 
Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε ότι τα προϊόντα της PCR που αφορούσαν τα γονίδια 

FCGR2A και FCGR3A ήταν τα αναμενόμενα, όσον αφορά στο μέγεθος και την καθαρότητά τους 

αμέσως μετά την PCR πραγματοποιήσαμε ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη για να ανιχνεύσουμε τα 

προϊόντα. Το επιθυμητό προϊόν για το γονίδιο FCGR2A ήταν μεγέθους 337 ζευγών βάσεων (base 

pairs=bp), ενώ αυτό για το γονίδιο FCGR3A ήταν μεγέθους 94 bp. Η ανίχνευση του επιθυμητού 

προϊόντος ήταν ζωτικής σημασίας για να συνεχιστεί η πειραματική διαδικασία και η πέψη των 

προϊόντων με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες που έχει αναφερθεί παραπάνω για το κάθε 

προϊόν. 

H ταυτοποίηση του προϊόντος πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη 2% για 

όλα τα δείγματα ασθενών και υγιών και πράγματι όσον αφορά την PCR  για το γονίδιο FCGR2A 

υπήρχε η επιθυμητή ζώνη μεγέθους 337 bp (βλέπε Εικόνα 12). Αντίστοιχα, η ταυτοποίηση του 

προϊόντος για το γονίδιο FCGR3A πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε αγαρόζη 3% για όλα 

τα δείγματα ασθενών και υγιών και σε όλα τα δείγματα υπήρχε η επιθυμητή ζώνη μεγέθους 

94bp (βλέπε Εικόνα 13). Ο ladder που χρησιμοποιήθηκε για την ηλεκτροφόρηση ήταν o Low Molecular 

Weight DNA Ladder (προϊόν της εταιρείας NEB), με εύρος 25-766 ζεύγη βάσεων (bp). 
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Εικόνα 12: Hλεκτροφόρηση σε αγαρόζη 2% των προϊόντων της PCR για το FCGR2A. Η εικονιζόμενη ζώνη 

είναι μεγέθους 337bp, το αναμενόμενο προϊόν. Η παρούσα εικόνα αποτελεί ενδεικτική φωτογραφία των 

δειγμάτων. 

 

 

Εικόνα 13: Hλεκτροφόρηση σε αγαρόζη 3% των προϊόντων της PCR για το FCGR3A. Η εικονιζόμενη ζώνη 

είναι μεγέθους 94bp, το αναμενόμενο προϊόν. Η παρούσα εικόνα αποτελεί ενδεικτική φωτογραφία των 

δειγμάτων. 

4.1.2)ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΠΡΟΪΟΝΤΩΝ ΠΕΨΗΣ,ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ 

ΠΗΚΤΩΜΑ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ 
Οι ασθενείς με SPS που εξετάστηκαν ως προς τους πολυμορφισμούς για τα γονίδια 

FCGR2A και FCGR3A παρουσίασαν τόσο ομοζυγωτία για τον πολυμορφισμό όσο και 

ετεροζυγωτία.  

Για τον FCGR3A 

Όσον αφορά στους ασθενείς με SPS για τον πολυμορφισμό στο γονίδιο FCGR3A από το 

σύνολο των 31 που εξετάστηκαν, ποσοστό της τάξεως του 29% παρουσίασε γονότυπο F/F, το 

25,8% παρουσίασε γονότυπο F/V ενώ το 45,2% γονότυπο V/V.  

Οι 22 από τους 31 ασθενείς με SPS με βάση προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου 

(Dalakas, Rakocevic et al. 2017) συμμετείχαν σε μία κλινική δοκιμή για απόκριση στο rituximab. 

Ορισμένοι από αυτούς έλαβαν το φάρμακο και άλλοι placebo, προκειμένου να μελετηθεί εάν 

υπάρχει σημαντική βελτίωση θεραπευτικά όσον αφορά στο φάρμακο. Οι  υπόλοιποι 9 

εξετάστηκαν ως προς την ύπαρξη ή όχι του πολυμορφισμού ως ομάδα ελέγχου για το νόσημα 

SPS.  
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Από τους 22 ασθενείς οι 11 έλαβαν το φάρμακο, εκ των οποίων μόνο οι 4 ανταποκρίθηκαν με 

επιτυχία στη θεραπεία, και οι υπόλοιποι 11 placebo. Eπιθυμώντας να αξιολογήσουμε εάν οι 

πολυμορφισμοί για τους γενετικούς τόπους FCGR3A και FCGR2A σχετίζονται ως προς την 

απόκριση στο φάρμακο υπολογίσαμε τα ποσοστά των διαφόρων γονοτύπων σε αυτούς που 

έλαβαν το φάρμακο και σε αυτούς που έλαβαν placebo.  

Από τους ασθενείς με SPS που έλαβαν placebo, το 27,2% ήταν ετερόζυγο με γονότυπο F/V, 36,4% 

ομόζυγο με V/V, ενώ το 36,4% παρουσίασε γονότυπο F/F. 

Από τους ασθενείς της μελέτης που έλαβαν το φάρμακο το 63,6% παρουσίασε γονότυπο V/V, 

18,2% F/V και 18,2% F/F. 

Όσον αφορά στους ασθενείς που έλαβαν το φάρμακο σύμφωνα με τη μελέτη που προηγήθηκε 

(Dalakas, Rakocevic et al. 2017) από τους 11 ανταποκρίθηκαν στη θεραπεία οι 4, εκ των οποίων 

2 είχαν γονότυπο V/V, 1 είχε F/V και 1 επίσης F/F. 

Oι υγιείς που εξετάστηκαν για τους πολυμορφισμούς στην παρούσα μελέτη ήταν 13 εκ των 

οποίων 23% είχαν γονότυπο F/F, 54% ήταν ετερόζυγοι με γονότυπο F/V και το 23% παρουσίασε 

γονότυπο V/V. Συνοπτικά τα αποτελέσματα φαίνονται στον παρακάτω πίνακα: 

Απόκριση στο 

φάρμακο 

Σύνολο: 

4 στους 11 

Μη απόκριση 

στο φάρμακο 

Σύνολο: 

7 στους 11 

Placebo 

 

Σύνολο: 11 

Oμάδα ελέγχου 

νοσήματος 

Σύνολο: 9 

Υγιείς 

 

Σύνολο:13 

F/V F/F V/V F/V F/F V/V F/V F/F V/V F/V F/F V/V F/V F/F V/V 

1 1 2 1 1 5 3 

 

4 

 

4 

 

3 3 3 7 3 

 

3 

 

Πίνακας 8: Παρουσίαση γονοτύπων ασθενών και υγιών για τον πολυμορφισμό που αφορά τον 

FCGR3A 

Λαμβάνοντας υπόψιν ότι οι ομοζυγώτες FcγRIIIa-V158/V158 έχουν μεγαλύτερη συγγένεια 

σύνδεσης με την IgG, ενώ οι ομοζυγώτες FcγRIIIa-F158/F158 δεν συνδέονται επαρκώς με την 

IgG, θα αναμενόταν όλοι οι ασθενείς με ομοζυγωτία V/V να είχαν ανταπόκριση στη θεραπεία. 

Παρόλα αυτά μόνο 2 στους 6 με γονότυπο V/V παρουσίασαν απόκριση στη θεραπεία, γεγονός 

που δεν υποδηλώνει ενδεχομένως κάποια συσχέτιση του πολυμορφισμού για το γενετικό τόπο 

FCGR3A και την απόκριση στη θεραπεία στο συγκεκριμένο νόσημα που μελετήσαμε.  
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Εικόνα 14: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι ασθενείς 1,2,5,7 είναι ετερόζυγοι 

με γονότυπο F/V, αφού διαθέτουν τρεις ζώνες με μεγέθη 94bp,61bp και 33bp. Οι ασθενείς 3,6 

και 8 είναι ομόζυγοι με γονότυπο F/F, με ζώνη μεγέθους 94bp. Οι ασθενείς 4 και 9 είναι ομόζυγοι 

με γονότυπο V/V, αφού διαθέτουν ζώνες μεγέθους 61bp και 33bp. 

 

Eικόνα 15: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%. Οι ασθενείς 10,12 14,16 και 17 είναι 

ομόζυγοι με γονότυπο F/F, με ζώνη μεγέθους 94bp. Οι ασθενείς 11,13,15 και 18 είναι ομόζυγοι 

με γονότυπο V/V, αφού διαθέτουν ζώνες μεγέθους 61bp και 33bp. 
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Eικόνα 16: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%. Οι ασθενείς 21 και 24 είναι 

ετερόζυγοι με γονότυπο F/V, με τρεις ζώνες  μεγέθους 94bp,61 bp και 33bp. Οι ασθενείς 

19,20,22,23,25-27 είναι ομόζυγοι με γονότυπο V/V, αφού διαθέτουν δύο ζώνες μεγέθους 61bp 

και 33bp. 

 

 

Eικόνα 17: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι ασθενείς 29,31 και ο υγιής 34 

είναι ετερόζυγοι με γονότυπο F/V, αφού διαθέτουν τρεις ζώνες με μεγέθη 94bp,61bp και 33bp. 

Ο ασθενής 30 και οι υγιείς 32,33,35 είναι ομόζυγοι με γονότυπο F/F, με ζώνη μεγέθους 94bp. Ο 

ασθενής 28  είναι ομόζυγος με γονότυπο V/V, αφού διαθέτει ζώνες μεγέθους 61bp και 33bp. 

  

 



64 
 

 

Eικόνα 18: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι υγιείς 36,37,38,40,41,44 είναι 

ετερόζυγοι με γονότυπο F/V, αφού διαθέτουν τρεις ζώνες με μεγέθη 94bp,61bp και 33bp. Οι 

υγιείς 39,42,43  είναι ομόζυγοι με γονότυπο V/V, αφού διαθέτουν ζώνες μεγέθους 61bp και 

33bp. 

Πίνακας 10: Aσθενείς που αποκρίθηκαν ή όχι, που έλαβαν Placebo και ανήκουν στην ομάδα 

ελέγχου του νοσήματος, Υγιείς (Πολυμορφισμός για FCGR3A)  

Aσθενείς Υγιείς 

Απόκριση Μη 

απόκριση 

Placebo Oμάδα Ελέγχου 32-44 

2,8,11,19 5,9,10,13,22,

27,28 

1,4,6,12,14,17,

18,21,25,26,29 

3,7,15,16,20,23,24, 

30,31 

 

 

Για τον FCGR2A 

Όσον αφορά στους ασθενείς με SPS για τον πολυμορφισμό στο γονίδιο FCGR2A από το 

σύνολο των 31 που εξετάστηκαν, ποσοστό της τάξεως του 25,8% παρουσίασε γονότυπο Η/Η, το 

58% παρουσίασε γονότυπο H/R ενώ το 16,2% γονότυπο R/R.  

Από τους 22 ασθενείς που συμμετείχαν στην προηγούμενη μελέτη (Dalakas, Rakocevic et al. 

2017), οι 4 που αποκρίθηκαν είχαν γονότυπο Η/R. 

Όσον αφορά τους υγιείς 46,2% είχε γονότυπο γονότυπο Η/Η και το 53,8% παρουσίασε γονότυπο 

H/R. Ο γονότυπος R/R δε βρέθηκε στους υγιείς.  
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Από τους ασθενείς με SPS που έλαβαν placebo, το 54,5% ήταν ετερόζυγο με γονότυπο H/R, 

18,2% ομόζυγο με H/H, ενώ το 27,3% παρουσίασε γονότυπο R/R. 

Από τους ασθενείς της μελέτης που έλαβαν το φάρμακο το 18,2% παρουσίασε γονότυπο H/H, 

81,8% H/R ενώ κανείς δεν παρουσίασε γονότυπο R/R. Τα αποτελέσματα φαίνονται συνοπτικά 

στον παρακάτω πίνακα: 

Απόκριση στο 

φάρμακο 

Σύνολο: 

4 στους 11 

Μη απόκριση 

στο φάρμακο 

Σύνολο: 

7 στους 11 

Placebo 

 

Σύνολο: 11 

Oμάδα ελέγχου 

νοσήματος 

Σύνολο: 9 

Υγιείς 

 

Σύνολο:13 

H/R H/H R/R H/R H/H R/R H/R H/H R/R H/R H/H R/R H/R H/H R/R 

4 - - 4 3 - 6 2 3 4 3 2 7 6 - 

Πίνακας 9: Παρουσίαση γονοτύπων ασθενών και υγιών για τον πολυμορφισμό που αφορά τον 

FCGR2A. Όπου: H/R ετερόζυγοι, H/H ομόζυγοι και  R/R ομόζυγοι για τον πολυμορφισμό στο 

FCGR2A. 

O FcγRIIa ανευρίσκεται σε 2 αλληλικούς τύπους, είτε με χαμηλή (IIa-R131), είτε με υψηλή (IIa-

H131) συγγένεια για τα συμπλέγματα IgG2 και IgG3. Έτσι λοιπόν παρατηρούμε ότι όλοι οι 

ασθενείς που πήραν το φάρμακο και ανταποκρίθηκαν περιείχαν στο γονότυπό τους το 

αλληλόμορφο H, εφόσον ήταν είτε ομόζυγοι H/H είτε ετερόζυγοι H/R. 

 

Eικόνα 19: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι ασθενείς 1,3,4,6,7 είναι 

ετερόζυγοι με γονότυπο Η/R, αφού διαθέτουν δύο ζώνες με μεγέθη 337bp και 316bp. Οι 

ασθενείς 2 και 8 είναι ομόζυγοι με γονότυπο Η/Η, με ζώνη μεγέθους 337bp. Ο ασθενής 9 είναι 

ομόζυγος με γονότυπο R/R, αφού διαθέτει ζώνη μεγέθους 316bp.  
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Eικόνα 20: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι ασθενείς 11, 12,16  είναι 

ετερόζυγοι με γονότυπο Η/R, αφού διαθέτουν δύο ζώνες με μεγέθη 337bp και 316bp. Οι 

ασθενείς 13,14,17 και 18 είναι ομόζυγοι με γονότυπο Η/Η, με ζώνη μεγέθους 337bp. Οι ασθενείς 

10 και 15 είναι ομόζυγος με γονότυπο R/R, αφού διαθέτει ζώνη μεγέθους 316bp. 

 

 

Eικόνα 21: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι ασθενείς 19-24  είναι ετερόζυγοι 

με γονότυπο Η/R, αφού διαθέτουν δύο ζώνες με μεγέθη 337bp και 316bp. Οι ασθενείς 25 και 

26 είναι ομόζυγοι με γονότυπο Η/Η, με ζώνη μεγέθους 337bp. Ο ασθενής 27 είναι ομόζυγος με 

γονότυπο R/R, αφού διαθέτει ζώνη μεγέθους 316bp. 
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Eικόνα 22: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι ασθενείς 28-31 και οι υγιείς 32-

34, 36  είναι ετερόζυγοι με γονότυπο Η/R, αφού διαθέτουν δύο ζώνες με μεγέθη 337bp και 

316bp. Ο υγιής 35  είναι ομόζυγος με γονότυπο Η/Η, με ζώνη μεγέθους 337bp.  

 

 

Eικόνα 23: Hλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης 12%.  Οι υγιείς 37, 43, 44  είναι ετερόζυγοι 

με γονότυπο Η/R, αφού διαθέτουν δύο ζώνες με μεγέθη 337bp και 316bp. Οι υγιείς 38-42 είναι 

ομόζυγοι με γονότυπο Η/Η, με ζώνη μεγέθους 337bp.  

Πίνακας 11: Aσθενείς που αποκρίθηκαν ή όχι, που έλαβαν Placebo και ανήκουν στην ομάδα 

ελέγχου του νοσήματος, Υγιείς  (Πολυμορφισμός για το γονίδιο FCGR2A) 

Aσθενείς Υγιείς 

Απόκριση Μη 
απόκριση 

Placebo Oμάδα Ελέγχου 32-44 

12, 16, 20, 30 7,13,14,19,21
23,26 

3,4,8,10,11,15,
22,24,25,27,31 

1,2,5,6,9,17,18,28,2
9 
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4.2)ANOΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ ΓΙΑ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ MOG ΚΑΙ ΑΚΟΥΑΠΟΡΙΝΗΣ 4 ΣΕ 

ΚΥΤΤΑΡΑ HEK293 ΣΕ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΡΟΥ ΑΣΘΕΝΩΝ ΜΕ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΟ 

ΕΡΥΘΗΜΑΤΩΔΗ ΛΥΚΟ ΚΑΙ ΑΝΤΙΦΩΣΦΟΛΙΠΙΔΙΚΟ ΣΥΝΔΡΟΜΟ 
Κατά τον ανοσοφθορισμό κυττάρων ΗΕΚ293Τ, έπειτα από επώαση με ορούς ασθενών με 

συστηματικό ερυθηματώδη λύκο για ανεύρεση αυτοαντισωμάτων έναντι της MOG πρωτεΐνης 

έγινε εντοπισμός αυτοαντισωμάτων σε έναν ορό ασθενούς, χωρίς αυτός να παρουσιάζει 

συμπτώματα απομυελίνωσης. 

 

Εικόνα 24: ΜΟG Θετικός Ορός Ασθενούς (positive control): A: Anti-MOG (πράσινο), Β: Anti-

human IgG (κόκκινο), Γ: Συνεντοπισμός 

 

 

Εικόνα 25: EGFP διαμολυσμένα κύτταρα (negative control): A: EGFP έκφραση(πράσινο), Β: Anti-

human IgG (κόκκινο), Γ: Συνεντοπισμός 
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Εικόνα 25: ΜΟG Θετικός Ορός Ασθενούς με ΣΕΛ: A: Anti-MOG (πράσινο), Β: Anti-human IgG 

(κόκκινο), Γ: Συνεντοπισμός 

A: Κύτταρα που εκφράζουν ΜΟG-GFP, B: επώαση ορού και οπτικοποίηση με ένα δευτεροταγές 

αντίσωμα που αναγνωρίζει ανθρώπινα αντισώματα, Γ: επικάλυψη των δύο εικόνων 

απεικονίζοντας την πρόσδεση των αντισωμάτων που βρίσκονται στον ορό στα κύτταρα που 

εκφράζουν την πρωτεΐνη MOG 

Όσον αφορά τους ορούς των ασθενών με αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο εντοπίστηκαν 

αυτοαντισώματα έναντι της MOG σε 2 από τους 8, ενώ αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης 4 

σε 1 από τους 8. 

 

Eικόνα 26: ΜΟG Θετικός Ορός Ασθενούς με APS: A: Anti-MOG (πράσινο), Β: Anti-human IgG 

(κόκκινο), Γ: Συνεντοπισμός 

Α: Κύτταρα που εκφράζουν ΜΟG-GFP, Β: επώαση ορού και οπτικοποίηση με ένα δευτεροταγές 

αντίσωμα που αναγνωρίζει ανθρώπινα αντισώματα, Γ: επικάλυψη των δύο εικόνων 

απεικονίζοντας την πρόσδεση των αντισωμάτων που βρίσκονται στον ορό στα κύτταρα που 

εκφράζουν την πρωτεΐνη MOG 
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Eικόνα 27: A: Ορός ασθενούς με αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο που είναι θετικός για 

αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4, B: Ορός ασθενούς με αντιφωσφολιπιδικό που είναι 

αρνητικός για αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4  

5)ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

5.1)ΠΟΛΥΜΟΡΦΙΣΜΟΙ ΚΑΙ ΑΠΟΚΡΙΣΗ ΣΤΟ RITUXIMAB 
Δύο από τους υποδοχείς, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι FcγRIIA και FcγRIIIA 

παρουσιάζουν μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς.  Έχει βρεθεί  συσχέτιση αυτών  με την 

αποτελεσματικότητα συγκεκριμένων κυτταρικών λειτουργιών, όπως η κυτταρομεσολαβούμενη 

κυτταροτοξικότητα που εξαρτάται από αντισώματα. Στα πλαίσια αυτά, συγκεκριμένοι 

πολυμορφισμοί, έχουν συσχετιστεί με την απόκριση στη θεραπεία, με το μονοκλωνικό 

αντίσωμα rituximab, έναντι των CD20+ B κυττάρων, σε ασθενείς με λέμφωμα και αυτοάνοσες 

διαταραχές (Rascu, Repp et al. 1997), (van Sorge, van der Pol et al. 2003), (Mellor, Brown et al. 

2013), (Quartuccio, Fabris et al. 2014). Σε μελέτη με ασθενείς με οπτική νευρομυελίτιδα, έπειτα 

από χορήγηση rituximab, αναφέρθηκε η συσχέτιση του πολυμορφισμού του αλληλομόρφου 

γονιδίου FCGR3A με τον κίνδυνο της υποτροπής και της αναποτελεσματικής μείωσης των Β 

κυττάρων κατά τη διάρκεια της θεραπείας με το φάρμακο (Kim, Jeong et al. 2015), ενώ σε άλλη 

μελέτη υποδεικνύεται η χρησιμότητα των FcγR3A πολυμορφισμών, ως εν δυνάμει βιοδεικτών 

για την απόκριση στο rituximab, όπως δείχθηκε στη νευροπάθεια με αντι-MAG αντισώματα 

(Stork, Notermans et al. 2014). 

O γονότυπος FcγRIIIa-V/V σχετίζεται με πιο αποτελεσματική σύνδεση των IgG1 ή  IgG3 

στα  κύτταρα φυσικούς φονείς και με πιο αυξημένη ενεργοποίηση των κυττάρων αυτών (ως 

απόκριση στο σύνολο των IgG) συγκριτικά με το γονότυπο F/F (Koene, Kleijer et al. 1997), (Wu, 

Edberg et al. 1997).  
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Είναι λοιπόν αναμενόμενο ότι τα άτομα με γονότυπο V/V θα έχουν καλύτερη απόκριση 

στο φάρμακο, αφού παρουσιάζουν υψηλότερη συγγένεια πρόσδεσης με τις IgG σε σχέση με 

αυτούς με γονότυπο F/V και F/F.  

Από τους 11 ασθενείς της μελέτης στο SPS που έλαβαν το φάρμακο, (Dalakas, Rakocevic 

et al. 2017), 4 ανταποκρίθηκαν στο rituximab, παρουσιάζοντας καλύτερη κλινική εικόνα. Για τον 

πολυμορφισμό τού FCGR3A, δύο από αυτούς είχαν γονότυπο V/V,  ένας είχε F/F και ένας ακόμη 

είχε γονότυπο F/V. Με βάση τη βιβλιογραφία η αρχική μας υπόθεση ότι και οι 4 που 

ανταποκρίθηκαν στο φάρμακο θα είχαν τον γονότυπο V/V, τελικά δεν επιβεβαιώνεται. Τόσο οι 

γονότυποι των ασθενών που έλαβαν το φάρμακο όσο και οι γονότυποι αυτών που έλαβαν το 

placebo ήταν ποικίλοι. Εάν, και οι 4 ασθενείς που ανταποκρίθηκαν στο rituximab, παρουσίαζαν 

τον γονότυπο V/V, και παρότι λόγω του μικρού δείγματος, το αποτέλεσμα δεν θα είχε στατιστική 

σημαντικότητα, θα ήταν άξιο μελέτης, εάν σε μεγαλύτερο αριθμό ασθενών, ο συγκεκριμένος 

πολυμορφισμός παίζει ρόλο στην απόκριση του rituximab στο SPS.  

Εξαρχής το εύρημα ότι 4 ασθενείς με SPS, (Dalakas, Rakocevic et al. 2017) 

ανταποκρίθηκαν στο φάρμακο δεν ήταν στατιστικά σημαντικό, είτε επειδή ο αριθμός των 

ασθενών που πήραν το φάρμακο και όσων πήραν placebo ήταν μικρός, είτε λόγω του ότι οι 

κλίμακες αξιολόγησης των κλινικών συμπτωμάτων δεν ήταν πολύ ευαίσθητες. Οι (Dalakas, 

Rakocevic et al. 2017) πρότειναν ότι θα έπρεπε να εξεταστεί μεγαλύτερη κοόρτη ασθενών, 

δίνοντας έτσι ισχυρότερο στατιστικό αποτέλεσμα. Τα αποτελέσματά μας υποδηλώνουν ότι το 

κλινικό εύρημα είναι πιθανά τυχαίο, αφού οι γονότυποι των ατόμων αυτών δεν συσχετίζονται 

με τον υποδοχέα FcγΙΙΙa που είναι υψηλής συγγένειας για το φάρμακο (γονότυπος V/V). 

Ο υποδοχέας  FcγRIIa που φέρει ιστιδίνη (H allele) προσδένεται καλύτερα στην 

ανθρώπινη ανοσοσφαιρίνη IgG2 συγκριτικά με αυτόν που φέρει αργινίνη (R allele) (Parren, 

Warmerdam et al. 1992), (Warmerdam, van de Winkel et al. 1991). Οι 4 ασθενείς της μελέτης 

(Dalakas, Rakocevic et al. 2017) παρουσίασαν γονότυπο Η/R. Από το σύνολο των ασθενών και 

των υγιών που εξετάστηκαν ο γονότυπος H/R επικράτησε σε σχέση με τους H/H και H/R, γεγονός 

που υποδηλώνει  ότι πιθανόν συνολικά στον πληθυσμό ο γονότυπος H/R επικρατεί συγκριτικά 

με τους H/H και H/R. 

Συμπερασματικά λοιπόν καταλήγουμε ότι ο γονότυπος που αφορά τον πολυμορφισμό 

του γονιδίου FCGR3A, που κωδικοποιεί τον υποδοχέα FcγΙΙΙa, δε σχετίζεται με απόκριση στη 

θεραπεία με το rituximab του νοσήματος τους δύσκαμπτου ανθρώπου. Όσον αφορά τον 

πολυμορφισμό του γονιδίου FCGR2A, που κωδικοποιεί τον υποδοχέα FcγΙΙa, το εύρημα μας δεν 

υποδηλώνει κάποια συσχέτιση με την απόκριση στο rituximab, καθώς ο γονότυπος H/R, είναι ο 

συχνότερος σε όλες τις ομάδες, τόσο σε αυτούς που αποκρίθηκαν στο φάρμακο, όσο και σε 

αυτούς που δεν ανταποκρίθηκαν, πήραν placebo ή εξετάστηκαν ως υγιείς. Επομένως η γενετική 

ανάλυση των δύο πολυμορφισμών που αφορούν αυτούς τους 2 τύπους υποδοχέων δε μπορεί 

να αποτελέσει βιοδείκτη για να γνωρίζουμε εάν κάποιος ασθενής με SPS θα ανταποκριθεί ή όχι 

στη θεραπεία με rituximab.   
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5.2) AΝΟΣΟΦΘΟΡΙΣΜΟΣ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΑ HEK293T ΓΙΑ ΑΝΕΥΡΕΣΗ 

ΑΥΤΟΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ ΣΕ ΑΣΘΕΝΕΙΣ ΜΕ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΟ ΕΡΥΘΗΜΑΤΩΔΗ 

ΛΥΚΟ ΚΑΙ ΑΝΤΙΦΩΣΦΟΛΙΠΙΔΙΚΟ ΣΥΝΔΡΟΜΟ 
Προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου  (Alexopoulos, Kampylafka et al. 2015) έδειξαν 

ότι παθογενετικά αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4, που είναι παθογενετικά για το φάσμα 

των διαταραχών της οπτικής νευρομυελίτιδας βρέθηκαν και σε ποσοστό 2,2% ασθενών με 

συστηματικό ερυθηματώδη λύκο, χωρίς την εκδήλωση κλινικών συμπτωμάτων  που να ανήκουν 

στο φάσμα της οπτικής νευρομυελίτιδας. Αυτό πιθανά σημαίνει ότι οι ασθενείς με λύκο που 

είναι θετικοί για αυτοαντισώματα έναντι της ακουαπορίνης 4, έχουν την πιθανότητα να 

αναπτύξουν νευρολογική διαταραχή στο μέλλον. Στην ίδια μελέτη αναφέρεται ότι είναι αβέβαιο 

το γιατί οι ασθενείς δεν έχουν αναπτύξει κάποιο νευρολογικό νόσημα, παρόλο που τα 

αντισώματα αυτά σχετίζονται με παθογένεια, εφόσον επάγουν την κυτταροτοξικότητα που 

μεσολαβείται από το συμπλήρωμα. Τόσο τα αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4 όσο και 

αυτά έναντι της MOG αποτελούν βιοδείκτες απομυελίνωσης. Η πρωτεΐνη MOG συναντάται στην 

εξωτερική επιφάνεια της μυελίνης και στην πλασματική μεμβράνη των ολιγοδενδροκυττάρων 

και επειδή συναντάται κυρίως στα έλυτρα μυελίνης, είναι βιολογικά προσβάσιμος αντιγονικός 

στόχος για τη δράση των αυτοαντισωμάτων. 

Η ασθενής με Συστηματικό Ερυθηματώδη λύκο που εμφάνισε αντισώματα έναντι της 

MOG, αλλά και οι ασθενείς με αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο με βάσει το κλινικό τους ιστορικό 

και την τρέχουσα κλινική αξιολόγηση δεν παρουσίαζαν και δεν παρουσίασαν στο παρελθόν  

απομυελινωτική διαταραχή.  

Mία πιθανή εξήγηση για τη μη ανάπτυξη νευρολογικής σημειολογίας είναι το ότι τα 

αντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4 και της πρωτεΐνης MOG δεν έχουν περάσει τον 

αιματοεγκεφαλικό φραγμό. Επίσης είναι πιθανό τα ανοσοκατασταλτικά φάρμακα που 

λαμβάνουν τόσο οι ασθενείς, με συστηματικό ερυθηματώδη λύκο όσο και με 

αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο, να απέτρεψαν την ανάπτυξη νευρολογικής διαταραχής.   

Στα αυτοάνοσα νοσήματα παρατηρείται μία υπερδιέγερση του ανοσοποιητικού 

συστήματος με αποτέλεσμα να υπερπαράγονται αυτοαντισώματα, στοχεύοντας διάφορα μόρια 

στον οργανισμό. Έτσι μπορεί ενδεχομένως να εξηγηθεί και η περίπτωση των ασθενών με 

συστηματικό ερυθηματώδη λύκο και αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο, στους οποίους 

ανιχνεύθηκαν αυτοαντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4 και της πρωτεΐνης ΜΟG, χωρίς την 

εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων του φάσματος των διαταραχών της οπτικής νευρομυελίτιδας 

και απομυελίνωσης.  

Συμπερασματικά, στην παρούσα μελέτη παρατηρήσαμε ότι είναι δυνατόν σε αυτοάνοσα 

νοσήματα, όπως ο συστηματικός ερυθηματώδης λύκος και το αντιφωσφολιπιδικό σύνδρομο, να 

παράγονται στον οργανισμό του ασθενούς αυτοαντισώματα έναντι της ακουαπορίνης-4 και της 

MΟG, χωρίς εμφάνιση απομυελίνωσης. Αυτό υποδηλώνει ότι πρέπει να εξετάσουμε 

μεγαλύτερο αριθμό ασθενών από τις  δυο αυτοάνοσες διαταραχές και να παρατηρήσουμε πότε 
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και για πόσο μεγάλο χρονικό διάστημα αναπτύσσουν ή όχι αυτοαντισώματα έναντι των δύο 

πρωτεϊνών. Η ανεύρεση αυτοαντισωμάτων έναντι της ακουαπορίνης-4 και της MOG ίσως 

αποτελεί προγνωστικό βιοδείκτη για την πορεία και εξέλιξη της νόσου για την πιθανή εμφάνιση 

κλινικών νευρολογικών συμπτωμάτων και απομυελίνωσης.  
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