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Ο Όρκος του Ιπποκράτη 
 

Ὄμνυμι Ἀπόλλωνα ἰητρὸν, καὶ Ἀσκληπιὸν, καὶ Ὑγείαν, καὶ Πανάκειαν, καὶ 

θεοὺς πάντας τε καὶ πάσας, ἵστορας ποιεύμενος, ἐπιτελέα ποιήσειν κατὰ 

δύναμιν καὶ κρίσιν ἐμὴν ὅρκον τόνδε καὶ ξυγγραφὴν τήνδε. 

Ἡγήσασθαι μὲν τὸν διδάξαντά με τὴν τέχνην ταύτην ἴσα γενέτῃσιν ἐμοῖσι, καὶ 

βίου κοινώσασθαι, καὶ χρεῶν χρηίζοντι μετάδοσιν ποιήσασθαι, καὶ γένος τὸ ἐξ 

ωὐτέου ἀδελφοῖς ἴσον ἐπικρινέειν ἄῤῥεσι, καὶ διδάξειν τὴν τέχνην ταύτην, ἢν 

χρηίζωσι μανθάνειν, ἄνευ μισθοῦ καὶ ξυγγραφῆς, παραγγελίης τε καὶ 

ἀκροήσιος καὶ τῆς λοιπῆς ἁπάσης μαθήσιος μετάδοσιν ποιήσασθαι υἱοῖσί τε 

ἐμοῖσι, καὶ τοῖσι τοῦ ἐμὲ διδάξαντος, καὶ μαθηταῖσι συγγεγραμμένοισί τε καὶ 

ὡρκισμένοις νόμῳ ἰητρικῷ, ἄλλῳ δὲ οὐδενί. 

Διαιτήμασί τε χρήσομαι ἐπ' ὠφελείῃ καμνόντων κατὰ δύναμιν καὶ κρίσιν ἐμὴν, 

ἐπὶ δηλήσει δὲ καὶ ἀδικίῃ εἴρξειν. 

Οὐ δώσω δὲ οὐδὲ φάρμακον οὐδενὶ αἰτηθεὶς θανάσιμον, οὐδὲ ὑφηγήσομαι 

ξυμβουλίην τοιήνδε. Ὁμοίως δὲ οὐδὲ γυναικὶ πεσσὸν φθόριον δώσω. Ἁγνῶς 

δὲ καὶ ὁσίως διατηρήσω βίον τὸν ἐμὸν καὶ τέχνην τὴν ἐμήν. 

Οὐ τεμέω δὲ οὐδὲ μὴν λιθιῶντας, ἐκχωρήσω δὲ ἐργάτῃσιν ἀνδράσι πρήξιος 

τῆσδε. 

Ἐς οἰκίας δὲ ὁκόσας ἂν ἐσίω, ἐσελεύσομαι ἐπ' ὠφελείῃ καμνόντων, ἐκτὸς ἐὼν 

πάσης ἀδικίης ἑκουσίης καὶ φθορίης, τῆς τε ἄλλης καὶ ἀφροδισίων ἔργων ἐπί 

τε γυναικείων σωμάτων καὶ ἀνδρῴων, ἐλευθέρων τε καὶ δούλων. 

Ἃ δ' ἂν ἐν θεραπείῃ ἢ ἴδω, ἢ ἀκούσω, ἢ καὶ ἄνευ θεραπηίης κατὰ βίον 

ἀνθρώπων, ἃ μὴ χρή ποτε ἐκλαλέεσθαι ἔξω, σιγήσομαι, ἄῤῥητα ἡγεύμενος 

εἶναι τὰ τοιαῦτα. 

Ὅρκον μὲν οὖν μοι τόνδε ἐπιτελέα ποιέοντι, καὶ μὴ ξυγχέοντι, εἴη ἐπαύρασθαι 

καὶ βίου καὶ τέχνης δοξαζομένῳ παρὰ πᾶσιν ἀνθρώποις ἐς τὸν αἰεὶ χρόνον. 

παραβαίνοντι δὲ καὶ ἐπιορκοῦντι, τἀναντία τουτέων. 
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Πρόλογος 
 

Ο καταστροφικός ρόλος των HLA αντισωμάτων απέναντι σε αλλομοσχεύματα, 

που περιγράφηκε πριν τουλάχιστον τέσσερεις δεκαετίες και στη συνέχεια 

αμφισβητήθηκε, έχει επανακτήσει τη σημασία του τα τελευταία χρόνια. 

Σήμερα είναι γνωστό ότι HLA -A, -B, -Cw, -DR και -DQ αντισώματα 

παρουσιάζουν ισχυρή συσχέτιση με την απόρριψη αλλομοσχεύματος. 

Τα αντιγόνα MICA περιγράφηκαν για πρώτη φορά το 1994 σαν μία νέα 

οικογένεια πολυμορφικών μορίων των οποίων τα γονίδια κωδικοποιούνται 

στον HLA-Β τόπο στο χρωμόσωμα 6. Τα ενδοθηλιακά κύτταρα εκφράζουν 

MICA στην επιφάνεια τους και είναι γνωστό ότι τα αντιγόνα αυτά μπορεί να 

είναι στόχοι χυμικής και κυτταρικής ανοσολογικής απόκρισης. 

Η έρευνα, που σχεδιάστηκε και πραγματοποιήθηκε στο Εθνικό Κέντρο 

Ιστοσυμβατότητας - Ανοσολογικό Εργαστήριο του Γενικού Νοσοκομείου 

Αθηνών «Γ. Γεννηματάς», είχε σκοπό τον καθορισμό της συχνότητας των 

πολυμορφισμών των MICA αλληλομόρφων στον ελληνικό πληθυσμό. Τα HLA 

τάξης Ι και ΙΙ έχουν μελετηθεί και αναλυθεί σε μεγάλο βαθμό. Αντίθετα η 

βιβλιογραφία για τα MICA είναι περιορισμένη, ενώ στον ελληνικό πληθυσμό 

στοιχεία μέχρι τώρα ήταν ελάχιστα. 

 

Από το ξεκίνημα της προσπάθειας αυτής είχα τη στήριξη και τη βοήθεια 

πολλών ατόμων, που με τον τρόπο του ο καθένας είχε μερίδιο συμβολής στην 

ολοκλήρωση της προσπάθειας. Τους ευχαριστώ πολύ όλους, ιδιαίτερα όμως 

θα ήθελα να αναφερθώ στους παρακάτω. 
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Περίληψη 

 

Περίληψη 

Εισαγωγή: Το γονίδιο MICA είναι ένα πολύ πολυμορφικό λειτουργικό γονίδιο 

που βρίσκεται κοντά στον τόπο HLA-B. Ορισμένα αλληλόμορφα MICA έχουν 

συσχετιστεί με φλεγμονώδεις και αυτοάνοσες ασθένειες, ενώ τα αντισώματα 

MICA έχουν εμπλακεί σε απόρριψη αλλομοσχεύματος οργάνων ή νόσο 

μοσχεύματος έναντι ξενιστή (GVHD). 

 

Σκοπός: Ο σκοπός αυτής της μελέτης ήταν να εντοπίσει τις συχνότητες των 

αλληλόμορφων MICA στον ελληνικό πληθυσμό, καθώς, όσο γνωρίζουμε, 

αυτά τα δεδομένα είναι ακόμη περιορισμένα. Τα δεδομένα συσχετίστηκαν με 

τα HLA-B.  

 

Μέθοδοι: Ελήφθη DNA από 277 μη συγγενείς μεταξύ τους, υγιείς, 

Καυκάσιους, Έλληνες, εθελοντές δότες Προγονικών Αιμοποιητικών κυττάρων 

(Stem Cells) Ο γονότυπος MICA* πραγματοποιήθηκε με αντίστροφη PCR-

SSOP. 

 

Αποτελέσματα: Συνολικά 18 MICA αλληλόμορφα τυποποιήθηκαν στην 

παρούσα μελέτη. Τα πέντε πιο συχνά αλληλόμορφα στον ελληνικό πληθυσμό 

ήταν MICA*008 (24,6%), MICA*009 (22,36%), MICA 018 (16,03%), MICA*002 

(8,02%) και MICA*004 (7,17%) τα οποία συνολικά αντιπροσωπεύουν το 

77,8% όλων των αλληλίων. Σε συσχέτιση με τα HLA-B πιο συνηθισμένοι 

απλότυποι MICA ~ HLA-B που εντοπίστηκαν ήταν οι MICA*018 ~ B*18 

(12,5%) και MICA*009 ~ B*51 (11,5%). 

 

Συμπεράσματα: Τα πέντε πιο συχνά αλληλόμορφα MICA στον ελληνικό 

πληθυσμό ήταν *008, *009, *018, *002, *004. Σε άλλους Καυκάσιους 

πληθυσμούς, δύο από αυτά τα αλληλόμορφα (*008 και *004) παρατηρήθηκαν 

σε παρόμοιες συχνότητες. Το MICA*002 παρατηρήθηκε λιγότερο συχνά 

(8,02%) στον ελληνικό πληθυσμό σε σύγκριση με άλλες Καυκάσιες ομάδες 

(συχνότητες > 15%). Επίσης, τα MICA*009 και MICA*018 είχαν αυξημένες 
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συχνότητες (πάνω από 15%), ενώ σε άλλους πληθυσμούς βρέθηκαν περίπου 

10% ή λιγότερο. Αυτά τα δεδομένα μπορεί να είναι σημαντικά για την 

αποσαφήνιση του ρόλου που παίζουν οι πολυμορφισμοί MICA στη 

μεταμόσχευση οργάνων και βλαστικών κυττάρων και για τον προσδιορισμό 

της σχέσης ορισμένων MICA με την συσχέτιση με συγκεκριμένες ασθένειες. 
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Περίληψη στην Αγγλική (Abstract)  

 

Abstract 

 

Introduction: The Major Histocompatibility Complex Class I-related chain A 

gene (MICA) is a highly polymorphic functional gene located close to the HLA-

B locus. Certain MICA alleles have been related to inflammatory and 

autoimmune diseases while MICA antibodies have been implicated in organ 

allograft rejection or graft-versus-host disease (GVHD). 

 

Aim: The aim of this study was to identify the frequencies of MICA alleles and 

MICA ~ HLA-B haplotypes in the Greek population since, as far as we know, 

these data are still limited. 

 

Methods: DNA was obtained from 277 unrelated healthy Greek individuals of 

Caucasian origin, volunteer donors of blood stem cells. HLA-B* and MICA* 

genotyping was performed by reverse PCR-SSOP. 

 

Results: A total of 18 MICA alleles were defined in the present study. The five 

most frequent alleles in the Greek population were MICA*008 (24.6%), 

MICA*009 (22.36%), MICA*018 (16.03%), MICA*002 (8.02%) and MICA*004 

(7.17%) which altogether account for 77.8% of all alleles. The most common 

MICA ~ HLA-B haplotypes were MICA*018 ~ B*18 (12.5%) and MICA*009 ~ 

B*51(11.5%). 

 

Conclusions: The five most frequent MICA alleles in the Greek population 

were *008, *009, *018, *002, *004. In other Caucasian populations, two of 

these alleles (*008, and *004) were observed in similar frequencies. 

MICA*002 was observed less frequently (8.02%) in the Greek population 

compared to other Caucasian groups (frequencies >15%). Also, MICA*009 

and MICA*018 had elevated frequencies (above 15%) whereas in other 

Caucasian populations they were found around 10% or less. These data may 
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be important for the elucidation of the role that MICA polymorphisms play in 

organ and stem cell transplantation and to identify the relation of certain MICA 

with susceptibility to specific diseases. 
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Ευρετήριο σχημάτων 

 

Σχήμα Α1. Συνολική άποψη των μορίων MHC τάξης I και II. 

Σχήμα Α2. Σημεία δέσμευσης πεπτιδίων. 

Σχήμα Α3. Διάγραμμα που εμφανίζεται ο αριθμός των αλληλομόρφων που 

ονομάζονται ανά έτος 

Σχήμα Α4. Απεικόνιση της ονοματολογίας του HLA 

Σχήμα Α5. Τα γονίδια του γενετικού τόπου του ανθρώπινου MHC. 

Σχήμα Α6. Γονίδια MICA στο χρωμόσωμα 6 

Σχήμα Α7. Δομή και ομοιότητες MHC τάξης Ι και ΙΙ με MICA. 

 

Σχήμα Β1. Εμφανίζονται οι γονιδιακές περιοχές που έγινε pyrocequencing 

Σχήμα Β2. Πυρόγραμμα  

Σχήμα Β3. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται για κάθε χώρα η συχνότητα 

αλληλόμορφων MICA 

Σχήμα Β4. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται κάθε συχνότητα 

αλληλόμορφων MICA ανά χώρα 

Σχήμα Β5. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται για κάθε χώρα η συχνότητα 

απλοτύπων MICA* ~ HLA-B 

Σχήμα Β6. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται κάθε συχνότητα απλοτύπων 

MICA* ~ HLA-B ανά χώρα 
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Ευρετήριο Πινάκων 

 

 

Πίνακας Α1.  HLA και συσχέτιση με νοσήματα 

Πίνακας Α2.  Νεοπλασματικές παθήσεις που σχετίζονται με HLA 

 

 

Πίνακας Β1.  Καθορισθέντα MICA αλληλόμορφα 

Πίνακας Β2.  Συνδυασμοί MICA αλληλομόρφων 

Πίνακας Β3.  MICA αλληλόμορφα στον Ελληνικό πληθυσμό, όπως 

καθορίστηκαν στην παρούσα μελέτη 

Πίνακας Β4.  Τα πέντε πιο κοινά αλληλόμορφα MICA στον ελληνικό 

πληθυσμό και οι συχνότητές τους σε σχέση με άλλες ομάδες 

Πίνακας Β5.  Κατανομή των πιο κοινών συχνοτήτων απλότυπων MICA* ~ 

HLA-B* στον ελληνικό πληθυσμό 

Πίνακας Β6.  Οι συσχετιζόμενες συχνότητες των απλότυπων MICA* ~ HLA-B* 

στον ελληνικό πληθυσμό σε σύγκριση με διάφορους πληθυσμούς 
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Συντομογραφίες ακρωνύμια Αγγλικά 

 

Παρατίθενται οι σημαντικότερες αγγλικές συντομογραφίες  

 

 

aGVHD acute Graft Versus Host Disease Οξεία νόσος του μοσχεύματος 

έναντι του ξενιστή 

AMR  Antibody-Mediated Rejection 

APC  Antigen Presenting Cells Αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα 

ATG  Anti-Thymocyte Globulin Αντι-θυμοκυτταρική σφαιρίνη 

AS  ankylosing spondylitis αγκυλοποιητική σπονδυλαρθρίτιδα 

BD  Behçet's disease 

CD3  cluster of differentiation 3 

CD4  cluster of differentiation 4 

CD8  cluster of differentiation 8 

cGVHD chronic Graft Versus Host Disease Χρόνια νόσος του 

μοσχεύματος έναντι του ξενιστή 

CRP  C-Reactive Protein C-αντιδρώσα πρωτεΐνη 

CTLs  Cytotoxic T Lymphocytes κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα  

DC  Dendritic cells Δενδριτικά κύτταρα 

DNA  Deoxyribonucleic acid δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 

DSA  Donor Specific Antibodies αντισώματα ειδικών προς τον δότη 

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbant Assay 

GVHD  Graft Versus Host Disease νόσος του μοσχεύματος έναντι του 

ξενιστή 

HLA  Human Leukocyte Antigens αντιγόνα των λευκοκυττάρων του 

ανθρώπου ή HLA αντιγόνα 

HSCT  Haemopoietic Stem Cell Transplantation 

Ig  Immunoglobulin Ανοσοσφαιρίνη 

IgA  Immunoglobulin A 

IgD  Immunoglobulin D 

IgE  Immunoglobulin E 



8 

 

IgG  Immunoglobulin G 

IgM  Immunoglobulin M 

IL-4  Interleukin-4 

IMGT  THE INTERNATIONAL IMMUNOGENETICS INFORMATION 

SYSTEM® 

INF-γ  Interferone-γ 

LD  Linkage Disequlibrium Ανισορροπία Σύνδεσης 

MHC  Major Histocompatibility Complex Μείζον Σύμπλεγμα 

Ιστοσυμβατότητας 

MICA  Major Histocompatibility Complex Class I-related chain A gene 

MICB  Major Histocompatibility Complex Class I-related chain B gene 

MHC  Major Histocompatibility Complex 

MPS  Massively Parallel Sequencing 

NGS  Next Generation Sequencing 

NK  Natural Killer cells 

NKC  Natural Killer gene Complex 

NKG2D Natural Killer Group 2D κύτταρα φυσικοί φονείς ομάδα 2 μέλος 

D 

PAGE  Polyacrilamide Gel Elecrophoresis 

PCR  Polymerase Chain Reaction 

RNA  Ribonucleic acid, Ριβονουκλεϊκό οξύ 

SBT  Sequence-based typing   τυποποίηση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας μετά από σύνθεση 

SNP  Single-nucleotide polymorphisms μονονουκλεοτιδικοί 

πολυμορφισμοί 

SSOP  Sequence-Specific Oligonucleotide Probing 

TCR  T-cell Receptor υποδοχέας Τ-κυττάρων 

Th1  T-helper cells βοηθητικά-επαγωγικά κύτταρα 

TM  Transmembrane region διαμεμβρανική περιοχή 

TNF  Tumor Necrosis Factor 

WHO  World Health Organization 
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Εισαγωγή 

 

Ένα εργαστήριο ανοσολογίας μπορεί να αντιμετωπίσει πολλές και 

διαφορετικές περιπτώσεις ασθενών και ασθενειών, που ενώ φαίνονται μεταξύ 

τους ασύνδετες έχουν ένα κοινό παρονομαστή. Αυτός ο κοινός παρονομαστής 

είναι το αντιγόνα των λευκοκυττάρων του ανθρώπου, ή HLA αντιγόνα (Human 

Leukocyte Antigens) [1]. Τα HLA αντιγόνα εκφράζονται με διαφορετική 

κατανομή στην επιφάνεια των περισσοτέρων εμπύρηνων κυττάρων, καθώς 

επίσης και στα Ερυθροκύτταρα και αιμοπετάλια [2].  

Το Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας (MHC, Major Histocompatibility 

Complex) υπάρχει σε όλα τα σπονδυλωτά και είναι ένα σύνολο από γονίδια 

στενά συνδεδεμένα και εξαιρετικά πολύμορφα. Επειδή τα γονίδια είναι στενά 

συνδεδεμένα, στο σύνολο τους καλούνται σύμπλεγμα. Τα γονίδια αυτά 

κωδικοποιούν την παραγωγή γλυκοπρωτεϊνών, οι οποίες στον άνθρωπο 

ονομάζονται HLA αντιγόνα (Human Leukocyte Antigens) [3]. 

Με τον όρο ανοσία, ετυμολογικά προέρχεται από το α (στερητικό) και το 

νόσος, καλούμε την άμυνα του οργανισμού έναντι των λοιμώξεων μέσα από 

κάποιο μηχανισμό. Ειδικότερα, ανοσία είναι η άμυνα του οργανισμού έναντι 

λοιμώξεων ή η αντίδραση σε κάθε ξένο όπως μικρόβια, ιούς, παράσιτα ή 

ακόμα μακρομόρια όπως πρωτεΐνες και πολυσακχαρίτες. Τα κύτταρα και τα 

μόρια που συμμετέχουν σε αυτήν την αντίδραση αποτελούν το ανοσιακό 

σύστημα και η συνδυασμένη αντίδραση τους, την οποία συνεπάγεται η επαφή 

με τις ξένες ουσίες, αποτελεί την ανοσιακή απάντηση [3]. 

 

Φυσική και επίκτητη ανοσία 

 

Η ανοσία διαχωρίζεται στη φυσική και την επίκτητη. Στη πρόληψη 

ανεπιθύμητων παθογόνων, όπως είναι τα βακτήρια, οι ιοί, τα παράσιτα και οι 

μύκητες από την είσοδο τους στο σώμα και πρόκληση ζημιάς συμβάλλουν 

διάφορα επίπεδα της άμυνας. Το δέρμα είναι ο πρώτος φραγμός ενάντια στη 

μόλυνση και όταν διαπερνάται, τα κύτταρα και οι παράγοντες της φυσικής 
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ανοσίας μπορεί να καταστρέψουν γρήγορα τα παθογόνα. Ο επόμενος 

φραγμός της άμυνας παρέχεται από την επίκτητη ανοσία, κατά την οποία τα 

κύτταρα μπορούν να αποκτήσουν «μνήμη» της πρώτης επαφής τους με το 

ειδικό αντιγόνο και όταν ξαναεμφανιστεί το ίδιο αντιγόνο πάλι, η ανταπόκριση 

είναι πιο γρήγορη και αποτελεσματική [4]. 

Φυσική ανοσία, όπως υποδηλώνει το όνομα της, είναι παρούσα από τη 

γέννηση και διαρκεί για όλη τη ζωή του ατόμου. Ο όρος μη-ειδική ανοσία 

μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί, όχι μόνο για τη μεσολάβηση κυττάρων για 

την άμυνα έναντι παθογόνων, αλλά και για τα φυσικά και ανατομικά εμπόδια 

που έχουν σχεδιαστεί για να αποτρέψουν την είσοδο ενός ξένου οργανισμού 

στο σώμα. Η πρώτη φυσική άμυνα, που πρέπει να παραβιαστεί από ένα 

παθογόνο για τη δημιουργία λοίμωξης, είναι οι επιθηλιακές επιφάνειες, όπως 

το δέρμα, που παρέχει την πρώτη γραμμή άμυνας έναντι της μόλυνσης με 

έναν αδιαπέραστο φραγμό. Τα επιθήλια του αναπνευστικού [5], του 

γαστρεντερικού και ουρογεννητικού [6] είναι πιο ευάλωτα στη λοίμωξη. Είναι 

γνωστοί ως βλεννογόνοι και συνεχώς καλύπτονται με βλέννα, που εκκρίνεται 

από το επιθήλιο σχηματίζοντας ένα παχύ στρώμα υγρού που περιέχει 

γλυκοπρωτεΐνες, πρωτεογλυκάνες και ένζυμα που προστατεύουν τα 

επιθηλιακά κύτταρα και περιορίζουν τις ευκαιριακές λοιμώξεις [7]. 

Χαρακτηριστικά παραδείγματα τέτοιων εκκρίσεων είναι τα δάκρυα και το σάλιο 

που περιέχουν ένζυμα τα οποία έχουν αντιβακτηριδιακές ιδιότητες, όπως η 

λυσοζύμη [8]. Το όξινο περιβάλλον του στομάχου μπορεί επίσης να εξαλείψει 

παθογόνα που εισέρχονται από το στόμα [9]. 

 

Κύτταρα όπως τα ουδετερόφιλα, τα μακροφάγα και τα δενδριτικά κύτταρα 

(DC), συλλογικά να αναφέρονται ως φαγοκύτταρα, έχουν πρωταρχική 

λειτουργία του εντοπισμού, της φαγοκυττάρωσης και της λύσης των 

μικροοργανισμών. Ταυτόχρονα, μεσολαβούν στην φλεγμονώδη απόκριση. Τα 

μακροφάγα είναι τα πρώτα φαγοκύτταρα που θα έρθουν σε επαφή με ένα 

μικροοργανισμό - εισβολέα, εκκρίνουν κυτταροκίνες που προσελκύουν άλλα 

κύτταρα, όπως τα ουδετερόφιλα στη θέση της μόλυνσης [10]. Τα 

ουδετερόφιλα είναι εξειδικευμένα για φαγοκυττάρωση των παθογόνων, 

κινητοποιούνται ταχέως, μπορούν να δράσουν σε αερόβιες και αναερόβιες 

συνθήκες και συχνά πεθαίνουν στο σημείο της λοίμωξης δημιουργώντας πύον 
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[11]. Οι κυτταροκίνες που εκκρίνονται από τα φαγοκύτταρα μπορεί να 

επάγουν τοπική διαστολή των τριχοειδών αγγείων και να αλλάξουν τις 

ιδιότητες πρόσφυσης του αγγειακού επιθηλίου επιτρέποντας φαγοκύτταρα και 

άλλα λευκά αιμοσφαίρια να δεσμευθούν και να μεταναστεύουν από το αίμα 

στο φλεγμαίνοντα ιστό [12]. 

 

Συμπληρωματικά προς τα φαγοκύτταρα δρουν και τα φυσικά κυτταροκτόνα 

κύτταρα (Natural killer ή ΝΚ). Αναγνωρίζουν μολυσμένα κύτταρα και 

ανταποκρίνονται γρήγορα και άμεσα, σκοτώνοντας τα με την έκκριση των 

ισχυρών φλεγμονωδών κυτταροκινών που θανατώνουν χωρίς προηγούμενη 

ενεργοποίηση, εξ ου και ο όρος “Natural Killer". Επιπλέον ενεργοποιούν τα 

μακροφάγα, ώστε να καταστρέψουν τα φαγοκυτταρωθέντα μικρόβια με την 

έκκριση ιντερφερόνης-γ (IFN-γ) [3], [13]. 

 

Ένας άλλος μηχανισμός άμυνας είναι η ενεργοποίηση του συμπληρώματος 

(Complement). Το συμπλήρωμα είναι μια ομάδα πρωτεϊνών του πλάσματος 

που εμπλέκονται σε ενζυμικό καταρράκτη σταδιακής ενεργοποίησης. Η 

ενεργοποίηση του συμπληρώματος είναι ένας μηχανισμός του 

ανοσοποιητικού συστήματος, που προκαλεί κυτταρική λύση. Τα διαλυτά μέρη 

του συμπληρώματος απελευθερώνονται και επιτρέπουν πρόσληψη 

πρόσθετων φαγοκυττάρων στη περιοχή της φλεγμονής με ενίσχυση της 

κάθαρσης του παθογόνου [3], [14]. 

 

Στην περίπτωση όμως κατά την οποία με την φυσική ανοσία δεν επιτευχθεί η 

καταστροφή των ξένων ουσιών, προς τον οργανισμό, θα ενεργοποιηθούν πιο 

ειδικοί μηχανισμοί αυξάνοντας την αμυντική ικανότητα του οργανισμού κατά 

την τυχόν μελλοντική επαφή του με τις ίδιες ουσίες. Αυτό το σκέλος ανοσίας 

ονομάζεται ειδική ή επίκτητη. Οι ιδιότητες που έχουν αυτά τα κύτταρα είναι η 

ειδικότητά τους για ένα συγκεκριμένο αντιγόνο και η ικανότητά της μνήμης 

από προηγούμενη αντιγονική επαφή. Με αυτό τον τρόπο η έκθεση οδηγεί σε 

ταχύτερη και πιο ισχυρή κυτταροτοξική απόκριση [3], [4]. Αυτό γίνεται με τα 

λεμφοκύτταρα, που καθώς ωριμάζουν διαφοροποιούνται σε Τ-κύτταρα και Β-

κύτταρα, ονόματά που αντανακλούν τις διαφορετικές τοποθεσίες στις οποίες 

υφίστανται ωρίμανση: ο θύμος (Thymus για Τ-κύτταρα) και ο μυελός των 
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οστών (Bone marrow για Β-κύτταρα) [3], [15]. Τ-κύτταρα και Β-κύτταρα 

χαρακτηρίζονται από διαφορετικούς δείκτες στην επιφάνειας του κυττάρου 

τους.  

 

Β λεμφοκύτταρα 

 

Κατά την ενεργοποίηση, Β-κύτταρα διαφοροποιούνται σε πλασματοκύτταρα 

και να έχουν μια μοναδική λειτουργία στην ανοσία, καθώς είναι το μόνο είδος 

κυττάρου που μπορεί να συνθέτει και να εκκρίνει αντίσωμα. Τα αντισώματα 

είναι πρωτεΐνες γνωστές ως ανοσοσφαιρίνες (Ig), κυκλοφορούν στο σώμα ως 

κύριο συστατικό του πλάσματος στο αίμα και της λέμφου και συνδέονται με 

ειδικότητα προς το αντιγόνου. Υπάρχουν πέντε κατηγορίες ή ισοτύποι 

ανοσοσφαιρίνης: IgG, IgA, IgM, IgD και IgE που διαφέρουν ως προς τη δομή 

και τις λειτουργίες τους. Η σύνδεση του αντισώματος καθιστά το παθογόνο 

ευπαθές σε άλλα συστατικά και στα κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος, 

σηματοδοτώντας την καταστροφή του. Κάθε αντίσωμα έχει μια μοναδική 

εξειδίκευση για ένα συγκεκριμένο αντιγόνο που καλύπτει ευρύ φάσμα ουσιών 

με τις οποίες μπορεί να έρθει σε επαφή ένα άτομο, κατά τη διάρκεια ζωής του 

[3], [4]. 

 

T Λεμφοκύτταρα 

 

Τα Τ-κύτταρα είναι μέρος της επίκτητης ανοσοαπόκρισης και παρόλο που 

προέρχονται από το μυελό των οστών, ωριμάζουν στο θύμο αδένα. Τα T-

κύτταρα μπορούν να προκαλέσουν την κυτταρική ανοσία έναντι 

ενδοκυτταριών παθογόνων συμπεριλαμβανομένων των ιών, βακτηρίων και 

παρασίτων. Όπως τα Β-κύτταρα έτσι και αυτά παράγουν μνήμη, και έχουν 

μεγάλη ειδικότητα. Υπάρχουν δύο μεγάλες υποκατηγορίες των Τ-κυττάρων με 

βάση την έκφρασή τους δεικτών κυτταρικής επιφάνειας CD4 ή CD8 και το 

καθένα από αυτά έχει διαφορετικές λειτουργίες. CD8+ Τ-κύτταρα είναι γνωστά 

ως κυτταροτοξικά Τ λεμφοκύτταρα (CTLs) και μπορούν να σκοτώσουν άμεσα 



14 

 

κύτταρα που έχουν μολυνθεί [16]. CD4+ Τ-κύτταρα δίνουν "βοήθεια" σε 

άλλους τύπους κυττάρων και είναι γνωστά ως Τ-βοηθητικά - επαγωγικά (T-

helper - Th), κύτταρα που μπορούν να διαιρεθούν σε Th1 και Th2. Τα Th1 

κύτταρα μπορεί να διεγείρουν και να ενεργοποιήσουν μακροφάγα και Β-

κύτταρα μέσω της έκκρισης κυτταροκινών [17] ενώ τα Th2 κύτταρα μπορούν 

να ενεργοποιήσουν Β-κύτταρα τα οποία έχουν συναντήσει το αντιγόνο τους 

μέσω συνεργικής αναγνώρισης αντιγονικού πεπτιδίου που παρουσιάζεται 

στον υποδοχέα των Β-κυττάρων, δίνοντας με αυτό το τρόπο βοήθεια σε Β-

κύτταρα να διαφοροποιούνται σε πλάσματοκύτταρα που εκκρίνουν 

αντισώματα. 

 

Τα παραπάνω αναφέρονται στην περίπτωση που ο οργανισμός εκτεθεί σε 

κάποιο ξένο αντιγόνο και με αυτό το τρόπο επιτυγχάνεται η ενεργητική 

ανοσία. Ειδική ανοσία όμως μπορεί να αποκτήσει ένας οργανισμός και με τη 

χορήγηση κυττάρων ή ορού (εμβολιασμός). Αυτή η μορφή ευαισθητοποίησης 

ονομάζεται παθητική ανοσία [18]. 
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Το Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας 

 

Τα μόρια MHC είναι απαραίτητα για τη διασφάλιση ότι τα κατάλληλα Τ-

κύτταρα ενεργοποιούνται με διέγερση από συγκεκριμένη πηγή μόλυνσης. 

Υπάρχουν δύο τύποι ή κατηγορίες, των MHC μορίων, γνωστών ως MHC 

τάξης Ι και MHC τάξης II, με το καθένα να παρουσιάζουν πεπτίδια στα CD8 

και CD4 Τ-κύτταρα, αντίστοιχα. Τα CD8 Τ-κύτταρα αναγνωρίζουν πεπτίδια 

ενδοκυτταρικής προέλευσης που παρουσιάζονται από μόρια MHC τάξης Ι και 

τα CD4 Τ-κύτταρα παρουσιάζουν πεπτίδια από αντιγόνα εξωκυτταρικής 

προέλευσης μέσω μορίων MHC τάξης II. Ειδικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των 

γλυκοπρωτεϊνών CD4 ή CD8 και των MHC τάξης Ι ή II μπορούν να συμβούν 

όταν ένας υποδοχέας Τ κυττάρων - TCR - αναγνωρίζει συγκεκριμένο πεπτίδιο 

και το MHC μόριο. Αυτή η συμμετοχή των CD4 και CD8 με την ανοσιακή 

αναγνώριση, δίνει το ρόλο των συν-υποδοχέων [3], [19]. Τα MHC τάξης Ι και 

τάξης II μόρια έχουν παρόμοιες τρισδιάστατες δομές, αποτελούμενες από 

διαφορετικά στοιχεία. Το MHC τάξης Ι μόριο έχει μία διαμεμβρανική βαριά 

πρωτεϊνική α-αλυσίδα, μη ομοιοπολικά συμπλεγμένη με μια πρωτεΐνη που 

ονομάζεται β2-μικροσφαιρίνη (ελαφριά αλυσίδα). Οι τρεις εξωκυττάριες 

περιοχές της βαριάς αλυσίδας που ονομάζονται α-1, α-2 και α-3, με την 

αναδίπλωση των α-1 και α-2 περιοχών που είναι ιδιαίτερα πολυμορφικές, 

σχηματίζουν την περιοχή δέσμευσης (αύλακα) πεπτιδίου, παρουσιάζεται στα 

CD8 θετικά κύτταρα και υποστηρίζεται από τη β2-μικροσφαιρίνη [20]. Η α-3 

περιοχή που είναι λιγότερο πολυμορφική από τις α-1 και α-2 περιοχές, 

παρέχει τη θέση δέσμευσης για CD8 συν-υποδοχείς [3], [21]. Τα MHC τάξης II 

μόρια αποτελούνται από μία διαμεμβρανική α αλυσίδα (με α1 και α2 περιοχές) 

και μία διαμεμβρανική β αλυσίδα (με β1 και β2 περιοχές) [3]. Η περιοχή 

δέσμευσης (αύλακα) των τάξης ΙΙ σχηματίζεται από τις α1 και β1 περιοχές και 

κωδικοποιείται από το πιο πολυμορφικό εξόνιο (β1) των τάξης ΙΙ γονιδίων ενώ 

η β2 περιοχή που είναι πλησιέστερα στην κυτταρική μεμβράνη παρέχει θέση 

δέσμευσης για τους CD4 συν-υποδοχείς [22], σχηματική αναπαράσταση 

εμφανίζεται στο Σχήμα Α1. Τα πεπτίδια που συνδέονται στα HLA τάξης ΙΙ 

μόρια είναι πιο μεγάλα σε σύγκριση με αυτά που συνδέονται στα HLA τάξης Ι 
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μόρια. Η στερεοδομή των HLA μορίων πιστεύεται ότι είναι χαλαρή, επειδή τα 

πεπτίδια μπορούν να συνδεθούν στο ίδιο HLA μόριο με διαφορετικούς 

τρόπους. Τα HLA τάξης ΙΙ μόρια εκφράζονται κυρίως στα κύτταρα που 

συμμετέχουν στην αναγνώριση ενός αντιγόνου, όπως τα Β λεμφοκύτταρα, τα 

μακροφάγα, τα μονοκύτταρα, τα δενδριτικά κύτταρα και τα ενεργοποιημένα Τ 

λεμφοκύτταρα. Πρωτεΐνες που παράγονται από βακτήρια ή ιούς, καθώς και 

πρωτεΐνες που προέρχονται από αυτο-μόρια πρέπει να υποβάλλονται σε 

επεξεργασία και παρουσιάζονται ως πεπτίδια από τα MHC τάξης Ι και II μόρια 

για να αναγνωριστούν από έναν υποδοχέα TCR. Οι πρωτεΐνες από το 

εσωτερικό του κυττάρου επεξεργάζονται από τα MHC τάξης Ι και οι 

εξωκυττάριες πρωτεΐνες από τα MHC τάξης II [23]. Όπως αναφέρθηκε και 

παραπάνω τα HLA τάξης Ι και τάξης II μόρια έχουν διαφορά στο μέγεθος του 

πεπτιδίου το οποίο μπορεί να δεσμεύεται. Πεπτίδια που παρουσιάζονται από 

μόρια HLA τάξης Ι είναι περίπου εννέα αμινοξέα σε μήκος και δεσμεύουν το 

μόριο HLA σε κάθε άκρο του πεπτιδίου. Τα πεπτίδια που συνδέονται με τα 

μόρια τάξης II είναι γενικά μεγαλύτερα, μεταξύ 10-34 αμινοξέων. Ανοίγματα σε 

κάθε άκρο της αύλακας σύνδεσης βοηθούν τη σύνδεση των μεγαλύτερων σε 

μήκος πεπτιδίων [24] όπως φαίνεται και στο σχήμα Α2. Ο υποδοχέας TCR 

είναι ικανός να αναγνωρίζει άπειρο αριθμό πεπτιδίων με αναδιάταξη των 

τμημάτων γονιδίου, με παρόμοιο τρόπο που δρα το αντίσωμα στις 

υπερμεταβλητές περιοχές. Επιπλέον, η θυμική εκπαίδευση προσπαθεί να 

εξασφαλίσει ότι η ανοσοαπόκριση δεν θα ενεργοποιηθεί κατά των αυτο-

αντιγόνων, με ένα μηχανισμό γνωστό ως περιφερική ανοχή [25]. Η 

ανοσοαπόκριση έναντι παθογόνων ή μη αυτο-αντιγόνων μπορεί επίσης να 

ενισχυθεί με την διαμόρφωση των πεπτιδίων, καθώς αυτά δεσμεύονται σε 

μόρια HLA και ανάλογα με το μόριο HLA, μπορεί να δεσμευθεί ένα μεγάλο 

εύρος πεπτιδίων. Αυτά τα χαρακτηριστικά, που αποκτήθηκαν μέσω 

πολυμορφισμού των μορίων HLA, έχουν εμφανιστεί μέσω της εξέλιξης και της 

φυσικής επιλογής ως μηχανισμός για την εξασφάλιση ότι σε περιπτώσεις 

πανδημίας, κάποια άτομα δεν θα νοσήσουν [26], [27]. 
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Σχήμα Α1. Συνολική άποψη των μορίων MHC τάξης I και II. (α) Σχηματική 

αναπαράσταση MHC τάξης Ι. Η βαριά αλυσίδα (με πράσινο χρώμα) 

περιλαμβάνει τις περιοχές α-1, α-2 και α-3. Η ελαφριά αλυσίδα, β-2 

μικροσφαιρίνη (με κόκκινο χρώμα), και το πεπτίδιο που δεσμεύεται στην 

σχισμή που παρουσιάζει αντιγόνο είναι με κίτρινο. (β) Σχηματική 

αναπαράσταση MHC τάξης II. Η α αλυσίδα (πράσινη) και η β αλυσίδα β 

(κόκκινο) διπλώνονται με το πεπτίδιο (κίτρινο) για να σχηματίσουν το 

σύμπλοκο. Οι α-1 και β-1 από κάθε αλυσίδα σχηματίζουν την αύλακα 

σύνδεσης πεπτιδίου. Η κυτταρική μεμβράνη είναι στη βάση του σχήματος μια 

οριζόντια γραμμή. (Τροποποίηση από Adnane Achour 2001) [28] 
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Σχήμα Α2. Σημεία δέσμευσης πεπτιδίων. Το πεπτίδιο συνδέεται στην αύλακα. 

Τα άκρα Ν- και C- είναι σε κάθε άκρο του πεπτιδίου. Επισημαίνεται ότι στο (b) 

το καρβοξυ-τερματικό της α-ελικοειδούς περιοχής στη σχισμή δέσμευσης  

MHC τάξης II είναι πολύ μικρότερο και παραμορφώνεται στη βάση, ώστε να 

ανοίγει τα άκρα της αυλάκωσης, επιτρέποντας σε μεγαλύτερα πεπτίδια να 

συνδεθούν με MHC τάξης II μόρια. (Τροποποίηση από Adnane Achour 2001) 

[28]
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Ονοματολογία HLA 

 

Τα μόρια που ανήκουν στο σύστημα HLA ορίστηκαν αρχικά χρησιμοποιώντας 

αντισώματα: τα αντιγόνα τάξης Ι (Α, Β και C) και το αντιγόνο τάξης II (D). Στην 

αρχή, αυτά τα αντιγόνα D φάνηκαν να σχετίζονται με αντιγόνα που 

προκάλεσαν απόρριψη μοσχεύματος και ονομάστηκαν DR για "D Related". 

Αυτό προκάλεσε όμως σύγχυση. Οι εξελίξεις στις μοριακές γενετικές 

μεθόδους αποκάλυψαν πολύ περισσότερες διαφορές μεταξύ ατόμων από 

αυτές που θα μπορούσαν να εκτιμηθούν χρησιμοποιώντας αντισώματα. 

Καθώς περισσότεροι άνθρωποι τυποποιούντο γενετικά για HLA, τόσο 

περισσότερα αλληλόμορφα HLA ανακαλύπτονταν. Μέχρι το Δεκέμβριο 2020 

υπήρχαν στη βάση δεδομένων 29.417 HLA και σχετιζόμενα αλληλόμορφα, 

όπως περιγράφονται http://hla.alleles.org/alleles/index.html και 

https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/ (πρόσβαση Φεβρουάριος 2021) IPD-

IMGT/HLA Database [29]. Στο Σχήμα Α3 που εμφανίζεται ο αριθμός των 

αλληλομόρφων που ονομάζονται ανά έτος. 
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Σχήμα Α3. Διάγραμμα που εμφανίζεται ο αριθμός των αλληλομόρφων που 

ονομάζονται ανά έτος, από το 1987 μέχρι το τέλος Σεπτεμβρίου 2020 [29] 
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Κάθε όνομα αλληλόμορφου HLA έχει έναν μοναδικό αριθμό που αντιστοιχεί 

σε έως και τέσσερα σύνολα ψηφίων διαχωρισμένα με άνω και κάτω τελεία. Το 

μήκος του προσδιορισμού αλληλόμορφων εξαρτάται από την ακολουθία του 

αλληλόμορφου και εκείνου του πλησιέστερου συγγενή του. Όλα τα 

αλληλόμορφα λαμβάνουν τουλάχιστον τετραψήφιο όνομα, το οποίο 

αντιστοιχεί στα δύο πρώτα σετ ψηφίων, τα μεγαλύτερα ονόματα εκχωρούνται 

μόνον όταν είναι απαραίτητο [30]. Η ονοματολογία έχει αλλάξει αρκετές 

φορές, αυτό γίνεται από την επιτροπή του ΠΟΥ “WHO Nomenclature 

Committee for Factors of the HLA System” και “International Histocompatibility 

Workshops”, που διοργανώνει συναντήσεις σε τακτά χρονικά διαστήματα. Η 

πρώτη τέτοια συνάντηση έγινε το 1964 και η επόμενη - 18η - 

προγραμματίστηκε για το 2021 στην Ολλανδία αλλά αναβλήθηκε για το 2022. 

Τα ψηφία πριν από την πρώτη άνω και κάτω τελεία περιγράφουν τον τύπο, ο 

οποίος συνήθως αντιστοιχεί στο ορολογικό αντιγόνο που μεταφέρεται από 

έναν αλλότυπο. Με την ορολογική τυποποίηση κάθε ατόμου προσδιορίζονται 

τα HLA αντιγόνα, δηλαδή ο HLA φαινότυπος του ατόμου. Το επόμενο σύνολο 

ψηφίων χρησιμοποιείται για την καταχώριση των υποτύπων, οι αριθμοί 

εκχωρούνται με τη σειρά με την οποία έχουν καθοριστεί οι ακολουθίες DNA. 

Με τη μοριακή τυποποίηση (DNA μεθοδολογία) προσδιορίζεται ο HLA 

γονότυπος, δηλαδή το σύνολο των HLA αλληλόμορφων γονιδίων. Τα 

αλληλόμορφα, των οποίων οι αριθμοί διαφέρουν στα δύο σύνολα ψηφίων, 

πρέπει να διαφέρουν σε μία ή περισσότερες νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις 

που αλλάζουν την αλληλουχία αμινοξέων της κωδικοποιημένης πρωτεΐνης. Τα 

αλληλόμορφα που διαφέρουν μόνο από συνώνυμες νουκλεοτιδικές 

υποκαταστάσεις (που ονομάζονται επίσης σιωπηλές ή μη κωδικοποιητικές 

υποκαταστάσεις) εντός της κωδικοποιητικής ακολουθίας διακρίνονται με τη 

χρήση του τρίτου συνόλου ψηφίων. Τα αλληλόμορφα που διαφέρουν μόνο 

από πολυμορφισμούς αλληλουχίας στα εσώνια ή στις μη μεταφρασμένες 

περιοχές 5' ή 3' που πλαισιώνουν τα εξόνια και τα εσώνια, διακρίνονται με τη 

χρήση του τέταρτου συνόλου ψηφίων. Συνοψίζοντας, το κάθε αλληλόμορφο 

ξεκινά με ένα γράμμα, που δηλώνει το γονίδιο, ακολουθεί ο αστερίσκος (*) ως 

δηλωτικό της μοριακής τυποποίησης και ακολουθούν τα ψηφία. Απεικόνιση 

της ονοματολογίας φαίνεται στο σχήμα Α4. 
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Σχήμα Α4. Απεικόνιση της ονοματολογίας του HLA [30] 
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Πολυμορφισμοί HLA 

 

Τα μόρια MHC και άλλες πρωτεΐνες που εμπλέκονται στην επεξεργασία και 

παρουσίαση αντιγόνων, κωδικοποιούνται από τα γονίδια MHC που 

βρίσκονται στο βραχύ σκέλος του χρωμοσώματος 6 (6p21.3) [31]. Το 

εντυπωσιακό χαρακτηριστικό των HLA τάξης Ι και II μορίων είναι η εκτεταμένη 

μεταβλητότητα μεταξύ των ατόμων, που ονομάζεται «πολυμορφισμός». Τα 

HLA τάξης Ι μόρια που κωδικοποιούνται από HLA-A, Β και C γονίδια και τα 

τάξης II μόρια από τα HLA-DR, DQ και DP γονίδια, όπως φαίνεται στο Σχήμα 

Α5. 

 

 

 

 

Σχήμα Α5. Τα γονίδια του γενετικού τόπου του ανθρώπινου MHC. Σχηματική 

απεικόνιση του ανθρώπινου MHC (ονομάζεται σύμπλεγμα HLA). 

Περιλαμβάνει 3,6 mb στο χρωμόσωμα 6 και περιέχει πάνω από 200 

γονιδιακούς τόπους. Στα τάξης Ι περιλαμβάνονται τα HLA-A, Β και C γονίδια 

και στα τάξης ΙΙ τα HLA-DR, DQ και DP [32] 
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Τα HLA τάξης Ι και II μόρια κωδικοποιούνται από κληρονομούμενα γονίδια και 

διασφαλίζουν την ποικιλομορφία με δύο μηχανισμούς. Για κάθε τόπο, 

εκφράζονται δύο γονίδια, ένα κληρονομείται από τη μητέρα και το άλλο από 

τον πατέρα, κατά συνέπεια δώδεκα συνολικά διαφορετικά μόρια HLA 

μπορούν να εκφραστούν από τους έξι κλασικούς HLA γονιδιακούς τόπους. Ο 

δεύτερος μηχανισμός δημιουργίας ποικιλομορφίας του MHC είναι μέσω του 

γενετικού πολυμορφισμού, που προκύπτει από αλλαγές στη δομή 

νουκλεοτιδίων του γονιδίου HLA τόπων και ως εκ τούτου η δομή αμινοξέων 

μπορεί να τροποποιηθεί. Αυτό είχε ως αποτέλεσμα την εξέλιξη των χιλιάδων 

HLA αλληλόμορφων παραλλαγών, καθιστώντας τα γονίδια HLA το πιο 

πολυμορφικό γενετικό σύστημα που έχει ανακαλυφθεί.  

Εκτεταμένος πολυμορφισμός στα αλληλόμορφα HLA εξασφαλίζει ότι τα 

περισσότερα άτομα θα κληρονομήσουν ένα διαφορετικό αλληλόμορφο από 

κάθε γονέα και επομένως θα είναι ετερόζυγα για όλα τα HLA γονίδια τους. 

Αυτό είναι γνωστό ως το πλεονέκτημα ετεροζυγωτίας, επειδή υπάρχει 

μεγαλύτερη πιθανότητα ότι μια πιθανή μόλυνση μπορεί να καταπολεμηθεί με 

δύο διαφορετικές εκδοχές ενός μορίου HLA, καθώς είναι σε θέση να 

παρουσιάσει ελαφρώς διαφορετικά πεπτίδια [33]. Η γενετική ποικιλομορφία 

των αλληλόμορφων HLA έχει εξελιχθεί μέσα από θετική επιλογή οδηγεί σε 

διαφορές που βρίσκονται συγκεντρωμένες σε περιοχές που περιλαμβάνουν 

πεπτίδιο που δεσμεύεται και αλληλεπίδραση με τον υποδοχέα TCR (περιοχές 

α-1 και α-2 του τάξης Ι τόπου και β-1 τάξης ΙΙ γονιδιακών προϊόντων). Η 

κληρονομικότητα ακολουθεί τους νόμους του Mendel και τα γονίδια είναι 

συνεπικρατούντα δηλαδή τα γονίδια και από τους δύο απλότυπους (πατρικό 

και μητρικό), εκφράζονται ταυτόχρονα στον απόγονο. Ως αποτέλεσμα, κάθε 

άτομο εκφράζει δύο αλλήλια ανά γενετικό τόπο. Οι HLA απλότυποι 

μεταβιβάζονται από τους γονείς στα παιδιά ως σύνολο (en block). Σε σπάνιες 

όμως περιπτώσεις μπορεί να υπάρξει διαχωρισμός και ανασυνδυασμός με 

αποτέλεσμα έναν καινούριο απλότυπο. Οι ανασυνδυασμοί παρατηρούνται 

συχνότερα στις γυναίκες και σε ορισμένες θέσεις του HLA. Γι’ αυτό το λόγο, η 

πιθανότητα δύο αδέρφια να κληρονομήσουν τον ίδιο απλότυπο από τους 

γονείς τους είναι περίπου 25% [22]. Ο συνδυασμός των αλληλόμορφων που 
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μπορεί να κληρονομηθεί σε κάθε χρωμόσωμα 6 ονομάζεται απλότυπος και τα 

ετερόζυγα άτομα έχουν δύο απλότυπους [33]. 

 

Ρόλος HLA 

 

Το ανοσοποιητικό σύστημα χρησιμοποιεί το HLA για τη διαφοροποίηση των 

δικών του κυττάρων από τα ξένα κύτταρα. Κάθε κύτταρο που εμφανίζει τον 

τύπο HLA ενός ατόμου ανήκει σε αυτό το άτομο και κατά συνέπεια δεν είναι 

εισβολέας. Για το ρόλο των HLA τάξης Ι και ΙΙ στην ανοσία και τη συμβολή των 

αντιγονοπαρουσιαστικών κυττάρων (APC), έγινε αναλυτική αναφορά 

παραπάνω. 

 

Μεταμόσχευση 

 

Ιδιαιτέρως έχουν μελετηθεί τα HLA, στη μεταμόσχευση ανθρωπίνων οργάνων. 

Από την πρώτη μεταμόσχευση νεφρού από συγγενή, ζώντα δότη το 1954 στη 

Βοστώνη των ΗΠΑ, από τον Murray που του χάρισε αργότερα (το 1990) το 

Βραβείο Nobel [34] και τις προηγηθείσες απόπειρες του Medawar [35] μέχρι 

και σήμερα, έχει μελετηθεί ο ανοσολογικός μηχανισμός της απόρριψης 

μοσχεύματος, της ανάπτυξης ανοσοκατασταλτικών φαρμάκων, εξελίξεις 

αξιοσημείωτες στην ιατρική επιστήμη σε σημείο επαναστατικό. Σήμερα, 

πραγματοποιούνται μεταμοσχεύσεις οργάνων σε πολλά κέντρα ανά τον 

κόσμο, για να θεραπεύσουν πολλά νοσήματα, δίνοντας σε ασθενείς όχι μόνο 

παράταση ζωής, αλλά και ποιότητα ζωής. Ενδεικτικά, αναφέρονται 

μεταμοσχεύσεις: νεφρού σε νεφρική ανεπάρκεια, καρδιάς σε συγγενείς 

καρδιοπάθειες, πνευμόνων και συνδυασμού καρδιάς / πνευμόνων σε κυστική 

ίνωση, νησίδων παγκρέατος σε διαβήτη, ήπατος και λεπτού εντέρου σε 

κακοήθειες, κερατοειδούς σε οφθαλμικές παθήσεις, καθώς ακόμα και υγρού 

ιστού – stem cells για αιματολογικές κακοήθεις. Τα HLA αντιγόνα παίζουν 

σημαντικό ρόλο στην απόρριψη μοσχευμάτων. Μία από τις σημαντικές αιχμές 

του μη συμβατού μοσχεύματος είναι η ανάπτυξη αντισωμάτων ειδικών προς 

τον δότη (DSA donor specific antibodies), η οποία προκαλεί απόρριψη 
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μοσχεύματος εξ αίτιας αντισώματος, απώλεια μοσχεύματος και 

επαναλαμβανόμενη μεταμόσχευση καθώς και συνεχείς τυποποιήσεις ιστών. 

Τα αντισώματα αυτά παράγονται από ξένους επίτοπους που υπάρχουν στα 

λευκοκύτταρα που δεν είναι συμβατά με τα αντιγόνα HLA του δότη [36]. Η 

παρουσία αντισωμάτων πριν τη μεταμόσχευση σε μεταμοσχεύσεις 

πτωματικού δότη, αποτελεί δείκτη κινδύνου για απώλεια μοσχεύματος, ενώ μη 

ειδικά anti-HLA αντισώματα δεν σχετίζονται με μικρότερη επιβίωση 

μοσχεύματος και ευαισθητοποιημένοι ασθενείς με αυτά τα αντισώματα να 

στρέφονται κατά των τάξης I και II μπορεί να είναι δείκτης κινδύνου για 

απώλεια μοσχευμάτων μακροπρόθεσμα [37]. Αυτά τα αντισώματα  μπορούν 

να αναπτυχθούν μέσω κυήσεως (στις γυναίκες), μεταγγίσεων αίματος ή 

προηγούμενων μεταμοσχεύσεων οργάνων. Μετά από ιογενή λοίμωξη ή 

εμβολιασμό, τα αντισώματα που παράγονται μπορεί να έχουν την ικανότητα 

να προκαλούν διασταυρούμενη αντίδραση με τα HLA, που ονομάζεται 

ετερόλογη ανοσία και προκαλείται από αλλοαντιδραστικότητα των Τ-κυττάρων 

ή από παρισταμένη ενεργοποίηση αδρανών HLA-ειδικών Β κυττάρων μνήμης 

[38]. 

 

HLA και συσχέτιση με νοσήματα 

 

Το HLA είχε σημαντικό ρόλο στην ανοσοπαθογένεση πολλών ασθενειών. Η 

ισχυρότερη συσχέτιση είναι το HLA-B27 με την αγκυλοποιητική σπονδυλίτιδα. 

Ενδεικτικά αναφέρονται στην κλινική σημασία και το ρόλο των HLA-B27 στη 

σπονδυλοαρθρίτιδα και HLA-B51 στη νόσο του Behçet καθώς και HLA-DQ2 / 

DQ8 σε κοιλιοκάκη και HLA-DRB1 στη ρευματοειδή αρθρίτιδα [39]. Στον 

πίνακα Α1 φαίνονται κάποια από τα νοσήματα και η συσχέτιση τους με 

συγκεκριμένο αλληλόμορφο [40].  
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Νόσημα HLA αλληλόμορφο 

αγκυλοποιητική σπονδυλίτιδα B27 

Νοσος Reiters B27 

Οξεία πρόσθια ραγοειδίτιδα B27 

Υποξεία θυρεοειδίτιδα  B35 

Ψωρίαση κατά πλάκας Cw6 

Ναρκοληψία DQ6 

Νόσος Grave’s DR3 

Βαρειά μυασθένεια  DR3 

Νόσος του Addison DR3 

Ρευματοειδής αρθρίτιδα DR4 

Νεανική ρευματοειδής αρθρίτιδα DR8 

Κοιλιοκάκη DQ2 

Σκλήρυνση κατά πλάκας DR2, DQ6 

Διαβήτης τύπου Ι DQ8 

 

Πίνακας Α1. HLA και συσχέτιση με νοσήματα. Προσαρμογή από E. Thorsby 

[40] 

 

HLA και νεοπλασίες 

 

Έχει παρατηρηθεί η συσχέτιση των πολυμορφισμών HLA σε κακοήθεις και 

καρκίνους, με κάποιους συσχετισμούς HLA να είναι σαφείς και άλλοι πιθανοί, 

δρώντας ως παράγοντες, ή συμπαράγοντες, στην παθογένεση κακοήθους 

νόσου. Έχει επίσης διατυπωθεί ως υπόθεση εργασίας, ότι τα HLA ενδέχεται 

να προδιαθέτουν ορισμένα άτομα σε συγκεκριμένες κακοήθειες. Επιπλέον, τα 

HLA θα μπορούσαν να επηρεάσουν την ευαισθησία ή την πρόοδο μιας 

κακοήθειας, και αυτό μπορεί να είναι πιο εμφανές σε ιούς που σχετίζονται με 

καρκίνους. [41] 

Στον πίνακα Α2 φαίνονται νεοπλασματικές παθήσεις που σχετίζονται με HLA 
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Disease 

Associated HLA 

locus/allele 

Relative 

Risk 

 

Hodgkin’s disease 

 

DPB1*0301  

DPB1*0401  

DPB1*0901 

2·0 

0·9 

- 

Cutaneous T-cell 

lymphoma  

DR5  

DQB1*03  

3·9 

2·7 

Burkitt’s lymphoma  

 
A1, B12, DR7  3·4 (DR7) 

Childhood common 

Acute Lymphoblastic 

Leukaemia 

DPB1*0201 and/or 

DPB1*0501  
2·8 

Enteropathy-associated 

T-cell lymphoma 

DQA1*0501, 

DQB1*0201  
44·2 

Cervical intraepithelial 

neoplasia  

DQB1*03  

DQB1*0602  

2·6 

2·2 

Cervical squamous cell 

carcinoma  

DQB1*0301  

DQB1*0303  

DQB1*0602  

8·7 

4·5 

3·4 

Kaposi’s sarcoma  

 
DR5  4·8 

Colorectal carcinoma 

 
DQB1*0301 - 

Cutaneous basal cell 

carcinoma 
DR1  2·1–3·0 

 

Πίνακας Α2. Νεοπλασματικές παθήσεις που σχετίζονται με HLA [42] 
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Test πατρότητας 

 

Στο τεστ πατρότητας συγκρίνονται οι γενετικοί δείκτες ενός παιδιού, της 

βιολογικής μητέρας και του πιθανού πατέρα για να προσδιορίσουν τον 

αποκλεισμό ή μη του υποτιθέμενου πατέρα. Υπάρχουν ορισμένα 

πλεονεκτήματα της χρήσης HLA τυποποίησης στο τεστ πατρότητας. Το 

σύστημα HLA, που ακολουθεί την κληρονομικότητα του Mendel, είναι 

πολυμορφικό, το ποσοστό ανασυνδυασμού του είναι χαμηλό, δεν έχει 

παρατηρηθεί μετάλλαξη σε οικογενειακές μελέτες και οι συχνότητες αντιγόνων 

είναι γνωστές για πολλές διαφορετικές εθνοτικές ομάδες. Το σύστημα HLA, 

ωστόσο, δεν παρέχει υψηλή πιθανότητα αποκλεισμού, όταν η υπόθεση 

περιλαμβάνει έναν πατρικό HLA απλότυπο που είναι κοινός στη συγκεκριμένη 

εθνοτική ομάδα. Οι μοριακές τεχνικές που χρησιμοποιούν μη HLA γενετικά 

συστήματα χρησιμοποιούνται ευρέως [43] και η τυποποίηση HLA σπάνια 

χρησιμοποιείται για τον έλεγχο των γονέων. Παρόλα αυτά, μια πρόσφατη 

έρευνα έδειξε ότι με την τεχνολογία MPS (massively parallel sequencing MPS) 

μπορούν να εξαχθούν αξιόπιστα αποτελέσματα, συμπληρωματικά προς την 

ιατροδικαστική γενετική [44]. 

 

HLA και άλλοι συσχετισμοί 

 

Τους τελευταίους μήνες που προηγήθηκαν της ολοκλήρωσης της συγγραφής 

της παρούσας διδακρορικής διατριβής (τέλη του έτους 2020 με αρχές του 

2021) εμφανίστηκαν ενδιαφέρουσες δημοσιεύσεις που αφορούν το HLA, σε 

σχέση: 

α) με το φλέγον θέμα της πανδημίας από τον ιό COVID-19. Σε αυτά ενδεικτικά 

γίνεται αναφορά στη συσχέτιση με HLA αλληλόμορφα και θνησιμότητα [45], 

[46], [47] [48] [49] HLA και σοβαρότητα της νόσου [50], HLA και προγνωστικοί 

δείκτες των ασθενών με COVID-19 [51] [52], στοχευμένη θεραπεία της 

COVID-19 με HLA-E και HLA-G μόρια [53] και δευτερευόντως: 
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β) τη γενετική αντιστοιχία (genetic matchmaking) δηλαδή τη μη τυχαία επιλογή 

συντρόφου σε σχέση με ορισμένα γενετικά χαρακτηριστικά [54]–[56], κάτι 

όμως που όμως αντιμετωπίζεται με σκεπτικισμό. 
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Major Histocompatibility Complex Class I-related chain A gene 

MICA 

 

Τα MICA και MICB είναι μια νέα οικογένεια πρωτεϊνών που σχετίζονται με το 

Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας (Major Histocompatibility Complex, 

MHC) τάξης I, που κωδικοποιούνται εντός των ανθρώπινων γονιδίων HLA 

τάξης Ι και περιγράφηκαν για πρώτη φορά το 1994 από δύο ανεξάρτητες 

ομάδες ερευνητών [57], [58]. Ενώ η δεύτερη ομάδα τους ανέφερε ως “Perth 

beta block transcript 11”, ο Bahram και συν. τους ονόμασαν MIC, μια 

ορολογία που υιοθετήθηκε αργότερα από την επιτροπή ονοματολογίας του 

συστήματος HLA του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας. Σε αντίθεση με τα 

κλασικά μόρια HLA, αυτές οι πρωτεΐνες δεν είναι αντιγόνοπαρουσιαστικά των 

Τ κύτταρων. Αντιθέτως, δρουν ως συνδέτες (ligands) για τον ενεργοποιητικό 

υποδοχέα τύπου λεκτίνης τύπου C, αναφερόμενα ως κύτταρα φυσικοί φονείς 

(NK, Natural Killers) ομάδα 2, μέλος D (NKG2D) που εκφράζεται σε κύτταρα 

ΝΚ, γδ Τ κύτταρα και CD8 + αβ Τ κύτταρα. Η αλληλεπίδραση των MICA με το 

NKG2D οδηγεί σε ενεργοποίηση της Τ-λεμφοκυτταρικής απόκρισης 

κυτταροτοξικότητας, της  απόκρισης των ΝΚ κυττάρων και στην παραγωγή 

κυτταροκίνης [59]. Εκτός αυτού, τα πολυμορφικά αντιγόνα MICA είναι ικανά 

να επάγουν αντισώματα, τα οποία μπορεί να θανατώνουν κύτταρα στόχους 

παρουσία του συμπληρώματος [60]. Ως εκ τούτου, οι MICA πρωτεΐνες είναι 

μοναδικές στο βαθμό που διαδραματίζουν βασικό ρόλο στη σύνδεση των 

διαφορετικών ανοσοαποκρίσεων στη μεταμόσχευση οργάνων: της φυσικής 

και επίκτητης. 

 

Γενετικές πτυχές και βιοχημική δομή 

 

Τα γονίδια MIC βρίσκονται εντός της περιοχής τάξης Ι MHC του 

χρωμοσώματος 6p21.3. Συνολικά έχουν περιγραφεί συνολικά επτά γονίδια, 

που ορίζονται από MICA ως MICG, από τα οποία τα MICA και MICB είναι τα 
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μόνα λειτουργικά γονίδια, ενώ τα MICC ως MICG είναι ουσιαστικά 

ψευδογονίδια [61], [62]. Το γονίδιο των MICA βρίσκεται κεντρομερικώς στον 

γενετικό τόπο HLA-B σε απόσταση 46,4 kb και αυτή η στενή εγγύτητα έχει ως 

αποτέλεσμα ένα πολύ ισχυρό αποτέλεσμα ανισορροπία σύνδεσης (linkage 

disequilibrium) μεταξύ των δύο (Σχήμα A6). 

 

 

Σχήμα Α6. Γονίδια MICA στο χρωμόσωμα 6, δίπλα από το HLA-B 

(Τροποποίηση από Baranwal, 2017) [63] 

 

Η δομή του MICA είναι παρόμοια με αυτή των κλασσικών μορίων HLA τάξης Ι 

με 30% ομολογία αλληλουχίας και τρεις εξωκυτταρικές περιοχές. Από αυτές, η 

περιοχή α1 κωδικοποιείται από το εξόνιο 2, η α2 από το εξόνιο 3 και η α3 από 

το εξόνιο 4. Η διαμεμβρανική περιοχή (transmembrane region, ΤΜ) 

κωδικοποιείται από το εξόνιο 5, ενώ η καρβοξυτελική κυτταροπλασματική 

ουρά κωδικοποιείται από το εξόνιο 6. Υπάρχουν πέντε εσώνια από τα οποία 

το πρώτο είναι το μεγαλύτερο εσώνιο [64]. Το γονίδιο εκτείνεται σε περιοχή 

11.7 kb και μεταγράφεται σε mRNA 1.382 bp, το οποίο δημιουργεί 

πολυπεπτίδια 383 αμινοξέων των 43 kDa που συμπεριλαμβάνουν το πεπτίδιο 

οδηγό. 

Σε αντίθεση με τα μόρια HLA τάξης Ι, το MICA δεν δεσμεύει β2-μικροσφαιρίνη 

(β2-m) (Σχήμα A7). Αν και η δομή του MICA μοιάζει πολύ με την αντίστοιχη 
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κλασική τάξης Ι, η α-2 έλικα του, η οποία είναι μία από τις έλικες που 

καθορίζουν την αυλάκωση, είναι μη διατεταγμένη και εύκαμπτη καθιστώντας 

την ακατάλληλη για δέσμευση πεπτιδίων. Επιπλέον, σε αντίθεση με τα μόρια 

HLA τάξης Ι, η πλατφόρμα που σχηματίζεται από τις α1 και α2 περιοχές του 

μορίου MICA δείχνει προς τα κάτω - προς την κυτταρική μεμβράνη -

εκθέτοντας έτσι την κάτω πλευρά της στον ενδοκυτταρικό χώρο. Ωστόσο, 

όταν τα MICA αλληλεπιδρούν με τον υποδοχέα του NKG2D, η εύκαμπτη α2 

έλικα διατάσσεται με επιπλέον δύο άλφα-ελικοειδείς στροφές και οι περιοχές 

α1 και α2 γυρίζουν κατά 96° [65]. 

 

Σχήμα Α7. Δομή και ομοιότητες MHC τάξης Ι και ΙΙ με MICA. (Τροποποίηση 

από Baranwal, 2017) [63] 

 

Εκφραση γνωρισμάτων (Προφίλ) των πρωτεϊνών MIC 

 

Σε αντίθεση με την γενικευμένη έκφραση των κλασικών μορίων HLA τάξης Ι, 

οι πρωτεΐνες MIC έχουν περιορισμένη κατανομή στους ιστούς που εκφράζεται 

σε επιθηλιακά κύτταρα ειδικά στη γαστρεντερική οδό [66], τα ενδοθηλιακά 

κύτταρα, τους ινοβλάστες, τα μονοκύτταρα, τα κερατινοκύτταρα [67], και τα 

δενδριτικά κύτταρα [68]. Ο Zwirner και συν. απέδειξαν ότι τα μόρια MIC δεν 

εκφράζονται σε λεμφοκύτταρα Τ ή Β, και αντίθετα με τα αντιγόνα HLA τάξης Ι, 
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δεν ρυθμίζονται από την INF-γ. Παρόλα αυτά, η έκφραση των MICA μπορεί 

να προκληθεί σε ενεργοποιημένα Τ κύτταρα CD4 + μέσω απελευθέρωσης IL-

2 που επάγει ισχυρώς τα MICA μέσω καλσινευρίνης (calcineurin) και άλλων 

οδών σε συνεργασία με εμπλοκή των CD3. Με τη χρήση ομοεστιακής 

μικροσκοπίας, οι ερευνητές βρήκαν χαμηλά επίπεδα έκφρασης MICA στην 

επιφάνεια ενεργοποιημένων CD4 Τ κυττάρων και αναφέροντας ότι αυτό 

πιθανώς υποδηλώνει προστατευτικό μηχανισμό της κυτταρικής προσβολής 

εξαρτώμενης από Τ κύτταρα [69]. Τα MICA μέσω δέσμευσης των ΝΚ 

κυττάρων βοηθούν στην επίτευξη της απομάκρυνσης των ενεργοποιημένων Τ 

- κυττάρων αφού ολοκληρωθεί η τελική φάση της ανοσολογικής απόκρισης. 

Σε μελέτη, που περιλάμβανε ολική σάρωση σωματικού ιστού αμφότερων 

μεταγράφων των γονιδίων MICA και MICB με την μέθοδο Northern blot, οι 

Schrambach και συν. ανέφεραν ότι και τα δύο γονίδια μεταγράφονται σχεδόν 

σε όλους τους ιστούς του σώματος εκτός από το κεντρικό νευρικό σύστημα 

[70]. Η επιφανειακή έκφραση του MICA ενισχύεται υπό συνθήκες στρες, όπως 

αυτοάνοσα νοσήματα [71], βλάβη DNA [72], βλάβη ισχαιμίας - 

επαναιμάτωσης [73], ιογενείς λοιμώξεις [74] και φλεγμονή [75]. Δεδομένου ότι 

τα αντιγόνα MICA εντοπίζονται επίσης συχνά σε καρκινικά κύτταρα [76], 

υποδηλώνεται ότι είναι δείκτες κυτταρικού στρες και η έκφραση τους είναι 

σήμα για καταστροφή από τα ΝΚ κύτταρα. 

 

Πολυμορφισμοί MICA 

 

Το MICA είναι το πλέον πολυμορφικό μη κλασικό τάξης Ι γονίδιο, που είναι 

γνωστό μέχρι στιγμής (Δεκέμβριος 2020) με 112 αλληλόμορφα που έχουν ήδη 

αναφερθεί και νέα αλληλόμορφα να ταυτοποιούνται συνεχώς. Αυτός ο 

πολυμορφισμός διαφέρει από αυτόν των γονιδίων HLA σε διάφορες πτυχές. 

Πρώτον, το μέγεθος του πολυμορφισμού είναι πολύ μικρότερο από αυτό που 

παρατηρείται στο σύστημα HLA. Δεύτερον, σε αντίθεση με τα μόρια HLA 

τάξης Ι, όπου ο πολυμορφισμός εντοπίζεται κυρίως σε εγγύτητα με αύλακα 

σύνδεσης αντιγόνου, ο πολυμορφισμός MICA διασκορπίζεται και στις τρεις 

εξωκυτταρικές περιοχές με τη μεγαλύτερη μεταβλητότητα στην περιοχή α2, 

που κωδικοποιείται από το εξόνιο 3. Μια άλλη ενδιαφέρουσα πτυχή του 
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πολυμορφισμού των MICA είναι οι παρατηρούμενες παραλλαγές στην 

διαμεμβρανική περιοχή (ΤΜ) για διάφορα αλληλόμορφα MICA παρά το 

γεγονός ότι έχουν ταυτόσημες εξωκυτταρικές περιοχές. Επομένως, είναι 

απαραίτητο να μελετήσουμε τον πολυμορφισμό στην διαμεμβρανική περιοχή 

TM για να αποφύγουμε τυχόν ασάφειες κατά την τυποποίηση [77]. Επιπλέον, 

σε αντίθεση με τις πολυμορφικές θέσεις του HLA που τυπικά αποτελείται από 

αρκετά αμινοξέα, ο πολυμορφισμός MICA παράγεται κυρίως με 

αντικαταστάσεις απλού αμινοξέος (εκτός των θέσεων 90 και 91) με 

αποτέλεσμα τον διμορφισμό (εκτός από τα αμινοξικά κατάλοιπα 156 και 251). 

O γενετικός πολυμορφισμός του MICB, σε αντίθεση με το MICA, περιορίζεται 

με συνολικά 45 αλληλόμορφα που έχουν αναφερθεί μέχρι στιγμής. Δεν 

υπάρχουν συγκεκριμένα στοιχεία που να δείχνουν τη συνάφεια του με το 

αποτέλεσμα των μεταμοσχεύσεων. 

 

Διμορφισμός MICA-129 

 

Παρά την ιδιαίτερα πολυμορφική φύση των γονιδίων MICA, έχει εντοπιστεί 

μόνο μία λειτουργική θέση που φαίνεται να επηρεάζει τη δέσμευση συνδέτη 

MICA στον υποδοχέα της NKG2D. Συνεπώς, μια μη συνώνυμη μεταβολή της 

μεθειονίνης σε βαλίνη στη θέση 129 της περιοχής α2 κατηγοριοποιεί τα 

αλληλόμορφα MICA σε "MICA-129 met", το οποίο είναι ισχυρό συνδετικό 

μέσο του υποδοχέα NKG2D και στο "MICA-129 val", που έχει ασθενή 

ικανότητα δέσμευσης. Αυτός ο διμορφισμός εντοπίζεται σε έναν μόνο SNP 

rs1051792 A > G πολυμορφισμό στη θέση 454 στο εξόνιο 3 του γονιδίου 

MICA, που αντιστοιχεί στη θέση αμινοξέος 129 της πρωτεΐνης MICA. Έχει 

αποδειχθεί ότι το MICA-129 met έχει 10 - έως 50 - φορές μεγαλύτερη 

ικανότητα να σχηματίζει σύμπλοκο με NKG2D από αυτά με MICA-129 val 

[78]. Η λειτουργική συνέπεια αυτού του διμορφισμού έχει μελετηθεί πρόσφατα 

με μεγάλη λεπτομέρεια από την ομάδα με επικεφαλής τον Ralf Dressel στη 

Γερμανία [79], που απέδειξε ότι οι ισομορφές MICA-129 met είναι σε θέση να 

προάγουν την παραγωγή ισχυρότερου και ταχύτερου σήματος NKG2D 

οδηγώντας σε υψηλότερο βαθμό κυτταροτοξικότητας από τα NK-κύτταρα και 

απελευθέρωσης INF-γ. Αυτή η γενετική παραλλαγή βρέθηκε επίσης ότι 
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προκαλεί ταχύτερη συνδιέγερση και ενεργοποίηση των CD8+ Τ κυττάρων. 

Εντούτοις, τέτοιες επιδράσεις δεν διατηρήθηκαν, επειδή η παραλλαγή MICA-

129 ήταν ικανή να προκαλέσει ταχεία μείωση της ρύθμισης του υποδοχέα 

NKG2D [79]. Επιπλέον, η ίδια ομάδα ερευνητών έδειξε ότι η ισομορφή που 

περιείχε MICA-129 met εκφράζεται λιγότερο αποτελεσματικά στην κυτταρική 

επιφάνεια σε σύγκριση με την παραλλαγή MICA-129 val. Αυτό θα μπορούσε 

να οφείλεται στην ενδοκυτταρική συγκράτηση του πρώτου και στην αυξημένη 

απόρριψη του από την κυτταρική επιφάνεια [80]. Παρομοίως, όπως οι 

αντίστοιχοι υποδοχείς NKG2D τους που σύμφωνα με τον πολυμορφισμό στην 

περιοχή NKC μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε υψηλή κυτταροτοξικότητα 

ΝΚ κυττάρων και χαμηλή συνολική κυτταροτοξικότητα, οι παραλλαγές MICA-

129 μπορούν επίσης να συσχετιστούν διαφορετικά σε παθολογικές 

καταστάσεις που απαιτούν κυτταροτοξικότητα λόγω των ΝΚ κυττάρων. 

Αρκετές μελέτες έχουν δείξει συσχέτιση του διμορφισμού val/met με διάφορες 

ασθένειες που περιλαμβάνουν την ιδιοπαθή φλεγμονώδη εντερική νόσο [81], 

τον ρινοφαρυγγικό καρκίνο [82] και τον λανθάνοντα αυτοάνοσο διαβήτη [83]. 

Αν και υπάρχει περιορισμένη βιβλιογραφία σχετικά με το ρόλο του 

διμορφισμού met/val σε μεταμοσχεύσεις, μια μελέτη από τον Boukouaci και 

συν. [84] ανέφεραν ισχυρή συσχέτιση γονότυπου MICA val/val με αυξημένο 

κίνδυνο ανάπτυξης χρόνιας Νόσου του Μοσχεύματος Έναντι Ξενιστή 

(cGvHD) σε ασθενείς που υποβλήθηκαν σε μεταμόσχευση αρχέγονων 

αιμοποιητικών κυττάρων (HSCT). Επιπλέον, η ίδια μελέτη αποκάλυψε ότι τα 

επίπεδα ορού της διαλυτής ισομορφής MICA και η παρουσία αντισωμάτων σε 

MICA συσχετίστηκαν με την cGvHD, η οποία αποτελεί μείζονα επιπλοκή μετά 

από μεταμόσχευση HSC [84]. Το 2015, η Isernhagen και συν., σε ομάδα από 

452 ασθενείς που υποβλήθηκαν σε HSCT, έδειξε ότι το MICA-129 τείνει να 

αυξήσει τον κίνδυνο οξείας Νόσου του Μοσχεύματος Έναντι Ξενιστή 

(aGVHD). Η παρουσία ακόμη και ενός αλληλόμορφου με MICA-129 met 

μείωσε την πιθανότητα ανάπτυξης σοβαρής ή θανατηφόρου aGVHD [79]. Ο 

αυξημένος κίνδυνος aGVHD εξηγείται από το γεγονός ότι η παραλλαγή MICA-

129 met οδηγεί σε ταχύτερη και πιο ισχυρή σηματοδότηση NKG2D, ενώ η 

ταχεία μείωση της ρύθμισης του NKG2D σε αλοδραστικά CD8+ Τ κύτταρα 

εξηγεί τη μειωμένη σοβαρότητα της aGVHD. Αυτή η επίδραση ήταν ακόμα πιο 

εμφανής σε ασθενείς που έφεραν ομόζυγα αλληλόμορφα με MICA-129 met 
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που έλαβαν ATG. Επιπλέον, παρατηρήθηκε υψηλότερος ρυθμός υποτροπής 

σε ασθενείς με MICA-129 met, σε σύγκριση με ασθενείς με γονότυπο MICA-

129 val/val l λόγω της μειωμένης επίδρασης του μοσχεύματος έναντι της 

λευχαιμίας των κυττάρων ΝΚ και CD8+ συνεπεία της μείωσης της ρύθμισης 

του NKG2D από τις παραλλαγές MICA-129 met. Ως επακόλουθο αυτού, είναι 

εύλογο να υποθέσουμε ότι τα προαναφερθέντα χαρακτηριστικά MICA που 

σχετίζονται με τις φλεγμονώδεις διεργασίες μπορεί επίσης να επηρεάσουν τις 

επιπλοκές που συμβαίνουν κατά την απόρριψη των νεφρικών 

αλλομοσχευμάτων. Μολονότι ο ανοσολογικός MICA-129 διμορφισμός έχει τη 

δυνατότητα να επηρεάσει την έκβαση του μοσχεύματος μετά από 

μεταμόσχευση συμπαγών οργάνων, σε αντίθεση με τη μεταμόσχευση HSC, 

δεν υπάρχει δημοσιευμένη βιβλιογραφία που να αναδεικνύει αντίστοιχο ρόλο. 

Αυτό ασφαλώς ανοίγει ερευνητικό πεδίο που αφορά το αποτέλεσμα 

αλλογενούς μεταμόσχευσης νεφρού. 

 

Ανοσιακή απόκριση των MICA 

 

Η πρώτη ένδειξη ότι τα MICA θα μπορούσαν να δράσουν ως ένα νέο 

πολυμορφικό αλλοαντιγόνο υπάρχει στον Zwirner και συν. [85], όπου 

αναφέρεται η παρουσία αντισωμάτων αντι MICA στους ορούς των 

μεταμοσχευθέντων με συμπαγή όργανα. Αργότερα, παρόμοια αντισώματα 

αναφέρθηκαν σε ποντικούς ανοσοποιημένους με ανασυνδυασμένο MICA [60]. 

Αυτοί οι ερευνητές κατέδειξαν επίσης το MICA ως στόχο για την 

κυτταροτοξικότητα εξαρτώμενη από το συμπλήρωμα. Λίγα χρόνια αργότερα, 

μελέτη από τους Zhang και Stastny [86] έδειξε ότι η ανοσοποίηση των 

ποντικών με ανασυνδυασμένο MICA*001, που έχει και τις τρεις εξωκυτταρικές 

περιοχές, θα μπορούσε να προκαλέσει αποκρίσεις τόσο σε Τ όσο και σε Β 

κύτταρα. Ενώ τα πρώτα έδειξαν την κυριαρχία των CD4+ Τ-κυττάρων, επίσης 

υπήρχαν αναπαραγώμενα CD8+ Τ-λεμφοκύτταρα και τα CD8+ Τ-

λεμφοκύτταρα που είχαν διεγερθεί από MICA ήταν ικανά να θανατώνουν 

κύτταρα στόχους μέσω κυτταροτοξικότητας. Περαιτέρω, διεγερμένα με MICA 

CD4+ Τ κύτταρα τείνουν να εξελίσσονται σε Th2, εκκρίνοντας υψηλά επίπεδα 
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IL-4 και αντίστοιχα χαμηλά επίπεδα INF-γ. Έτσι, αυτά τα κύτταρα φαίνεται να 

παρέχουν ισχυρό βοήθημα στην ανοσοαπόκριση Β κυττάρων. 

Αν και τα αντισώματα MHC τάξης II ή τάξης Ι είναι ικανά να αναστείλουν τον 

πολλαπλασιασμό των CD4+ και CD8+ Τ κυττάρων αντιστοίχως, δεν 

συμβαίνει το ίδιο με την παρεμπόδιση του υποδοχέα NKG2D. Αυτό οδήγησε 

στο συμπέρασμα ότι η απόκριση των Τ-κυττάρων που επάγεται από τα MICA 

περιορίζεται στα κλασικά μόρια MHC, που συμφωνεί με την έμμεση 

αναγνώριση των πεπτιδίων MICA, που παρουσιάζονται από αντιγόνα MHC 

ξενιστή. Για να εξηγήσει την αποτελεσματική ανοσοαπόκριση, που 

προκαλείται από τα αντιγόνα MICA παρά τον περιορισμένο πολυμορφισμό 

και την πολύ λιγότερη ποσότητα MICA στην κυτταρική επιφάνεια σε σύγκριση 

με τα HLA, ο Stastny και η ομάδα του [87] πρότειναν ότι εκτός από την 

επίκτητη ανοσιακή απόκριση των Τ και Β κύτταρων έναντι ενός 

αλλοαντιγόνου, τα MICA είναι επίσης ικανά να ενεργοποιήσουν τους 

μηχανισμούς της επίκτητης ανοσίας. Η συν-διέγερση με εμπλοκή ΝΚ 

κυττάρων μπορεί να έχει ως αποτέλεσμα την ενίσχυση της απόκρισης Τ και Β 

κυττάρων. Μια άλλη πιθανότητα είναι ότι τα MICA είναι μάλλον ανοσογόνα και 

ικανά να προκαλέσουν απόκριση από ένα μεγάλο εύρος κυττάρων μέσω 

διαφόρων μηχανισμών. Αυτό θα μπορούσε να προκύψει από τη 

διασταυρούμενη αντιδραστικότητα με άγνωστους μικροοργανισμούς, την 

αύξηση του εύρους των αποκρινόμενων ανοσοκυττάρων, άλλους γενετικούς 

παράγοντες ενδεχομένως καθοριστικούς για το μέγεθος της συγκεκριμένης 

ανοσοαπόκρισης, ή ακόμα και τα δομικά χαρακτηριστικά των μορίων MICA, 

που τα καθιστούν ανοσογόνα. Αυτά τα ευρήματα υποστηρίζουν το σκεπτικό 

ότι τα αντιγόνα MICA παίζουν ρόλο στην απόρριψη ανθρώπινου 

αλλομοσχεύματος ενεργοποιώντας τόσο χυμικούς όσο και κυτταρικούς 

μηχανισμούς. Περαιτέρω, η αυξημένη ρύθμιση του NKG2D από τις 

ιντερλευκίνες, η ενεργοποίηση των ΝΚ κυττάρων (σε περίπτωση 

φλεγμονωδών καταστάσεων), η ωρίμανση δενδριτικών κυττάρων που 

προκαλείται από τα ΝΚ κύτταρα και η επακόλουθη ενεργοποίηση 

αλλοδραστικών Τ κυττάρων, καθώς και η μεσολάβηση NKG2D σε ρυθμιστικά 

Τ κύτταρα θα μπορούσαν να συμβάλουν στην απόρριψη μοσχεύματος και 

απώλεια μοσχεύματος στη μεταμόσχευση [59]. Μπορεί να αναφερθεί ότι η 

επαγόμενη από κυτταρικό στρες έκφραση των MICA, όπως επί των νεφρικών 
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σωληναρίων, θα μπορούσε είτε να αυξήσει τη μεσολαβούμενη από NKG2D 

συν-διέγερση κυτταροτοξικών Τ κυττάρων, είτε την άμεση ενεργοποίηση 

αλλοδραστικών CD8+ Τ κυττάρων μέσω του ανεξάρτητου μηχανισμού T - cell 

Receptor - TCR [59], [88]. Ταυτόχρονα, συνεχώς αυξανόμενα δεδομένα έχουν 

επισημάνει πιθανή συσχέτιση μεταξύ αντισωμάτων αντι- MICA και απόρριψης 

μοσχεύματος [89]. Οι πιθανοί μηχανισμοί για απόρριψη αλλομοσχεύματος με 

τη μεσολάβηση MIC περιλαμβάνουν ανάπτυξη αντι-MICA αντισωμάτων, 

αναγνώριση MIC σε αλλομοσχεύματα και κυτταροτοξικότητα από NKG2D. 

 

Αλληλόμορφα MICA και συσχέτιση με ασθένειες 

 

Το Σχήμα Α6 δείχνει το γονίδιο MICA πολύ κοντά στο HLA-B και HLA-C και 

προϊόντα αυτών των γονιδίων σχετίζονται με διάφορες διαταραχές, κυρίως 

αυτοάνοσες. Από τα αλληλόμορφα HLA-B (και συνεπώς HLA-C) βρίσκονται 

σε ανισορροπία σύνδεσης με το MICA αλληλόμορφο πιστεύεται ότι ο 

πολυμορφισμός MICA μπορεί να επηρεάσει την αναγνώριση μέσω του 

NKG2D εκφράζεται σε γδ Τ-κύτταρα, τα οποία εμπλέκονται στην αυτοανοσία 

[64]. Πολλές ασθένειες, που ήταν γνωστό ότι σχετίζονται με τα αλληλόμορφα 

HLA-B και HLA-C, διερευνήθηκαν για την συσχέτιση με πολυμορφισμούς 

MICA. Ωστόσο, οι περισσότερες μελέτες επικεντρώθηκαν στη τριπλέτα 

επανάληψης GCT στο εξόνιο 5 του γονιδίου MICA και όχι το αλληλόμορφο 

που ορίζεται από την εξωκυττάρια περιοχή του μορίου. 

Μία από τις πρώτες ασθένειες που μελετήθηκαν ήταν η αγκυλοποιητική 

σπονδυλίτιδα (AS), γνωστή για τη σύνδεσή της με το HLA-B27. Μεταξύ των 

πρώτων δημοσιευμένων μελετών ήταν του Goto και συν. [90] που μελέτησαν 

τον πολυμορφισμό MICA σε Καυκάσιους ασθενείς (Ευρωπαίοι) με AS και 

βρήκε πολύ σημαντική σχέση με τα αλληλόμορφα MICA-A4 (τέσσερις 

επαναλήψεις GCT στο εξόνιο 5). Δύο ξεχωριστές μελέτες [91][92] αργότερα το 

επιβεβαίωσαν σε παρόμοιο πληθυσμό. Τα MICA*007 και *010 βρέθηκαν 

υψηλά, συσχετίστηκαν σημαντικά με την AS σε Ιάπωνες ασθενείς [93], αλλά 

μόνο το HLA B27 συσχετίστηκε σε μια μελέτη Καυκάσιων, Αφρικανών και 

Ασιατών ασθενών [94]. Μια πιο πρόσφατη μελέτη [95] διαπίστωσε ότι 

συσχετίστηκε η νεανική AS με έναν πολυμορφισμό στο 129, όπου και οι δύο 
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απλότυποι εξέφρασαν μεθειονίνη σε αντίθεση με τη βαλίνη. Αυτός ο 

πολυμορφισμός θεωρείται ότι σχετίζεται με ισχυρή (βαλίνη) ή ασθενής 

δέσμευση (μεθειονίνη) με NKG2D [78]. Μια άλλη μελέτη όμως, του 2020, 

έθεσε νέα ερωτήματα σχετικά με την ανεξάρτητη συσχέτιση των 

αλληλόμορφων MICA με την αγκυλοποιητική σπονδυλίτιδα (AS) [96]. Τα 

αποτελέσματα εμφανίστηκαν ασυμβίβαστα με προηγούμενες έρευνες, έδειξε 

ανεξάρτητη σχέση μεταξύ του HLA Β-27 και του MICA*007: 01 και AS σε 

Αμερικανούς και Κινέζους. 

Η νόσος του Behçet (BD) έχει επίσης βρεθεί από πολλές μελέτες να σχετίζεται 

με τα αλληλόμορφα MICA με 6 επαναλήψεις GCT (A6) ή MICA*009, καθώς 

επίσης συσχετίζεται και το HLA-B51. Η πρώτη δημοσιευμένη μελέτη 

αφορούσε Ιάπωνες ασθενείς με BD [97], όπου βρέθηκε συσχέτιση με A6 και 

HLA-B51. Ωστόσο, σημαντικός αριθμός B51 αρνητικών ασθενών είχαν επίσης 

MICA-A6, υποδηλώνοντας έναν ανεξάρτητο και πρωταρχικό ρόλο του MICA 

σε σχέση με την BD. Ωστόσο, μια μεταγενέστερη μελέτη [98] που 

περιλαμβάνει μικροδορυφορική ανάλυση γονιδίων συγκεντρωμένων γύρω 

από το HLA-B σε Ιάπωνες, Έλληνες και Ισπανούς ασθενείς, βρέθηκε ότι μόνο 

το HLA-B51 συσχετίστηκε σημαντικά με το BD και οι συγγραφείς κατέληξαν 

στο συμπέρασμα ότι η σχέση με άλλα γονίδια ήταν το αποτέλεσμα της 

ανισορροπίας της σύνδεσης. Σε μια μελέτη (2002) της συσχέτισης MICA με 

BD σε Κορεάτες ασθενείς διαπίστωσε σημαντική σχέση με το MICA-A6, το 

οποίο ισχυρίστηκαν ότι ήταν ανεξάρτητο από το HLA-B51 [99] (2002), αλλά οι 

Mizuki et al επιβεβαίωσαν τα ευρήματά τους ότι δεν συσχετίστηκε με μια 

μελέτη Τούρκων ασθενών, όπου η ανάλυση αποκάλυψε ότι μόνο το B51 

συσχετίστηκε με BD [97]. Μελέτη του 2019 κατέδειξε ότι το MICA*049, όχι το 

MICA * 009, αποτελεί παράγοντα κινδύνου για τους ασθενείς της Κίνας με BD 

και αυτό είναι ανεξάρτητο από το HLA-B*51 [100] και άλλη εργασία του 2018 

ότι τα αλληλόμορφα MICA*006 και MICA*009 σχετίζονται με ευαισθησία BD 

σε θετικό τουρκικό πληθυσμό HLA-B*51, ιδιαίτερα σε ασθενείς με HLA-B*51 

με MICA*006, οι οποίοι θα μπορούσαν να θεωρηθούν ως διαγνωστικός 

βιοδείκτης για τη νόσο BD στο μέλλον [101]. 

Άλλες ασθένειες που διερευνήθηκαν για συσχέτιση με τα αλληλόμορφα MICA 

είναι η ψωρίαση [102], ο ινσουλινοεξαρτώμενος σακχαρώδης διαβήτης [103], 

η νόσος του Addison, η νόσος Kawasaki [104], η ελκώδης κολίτιδα, η νόσος 
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του Chrohn, η κοιλιοκάκη, η νόσος του Grave και η λέπρα [105]. Το πρόβλημα 

είναι ότι ενώ συνήθως υπάρχει συσχέτιση HLA, ο αριθμός των ασθενών που 

μελετήθηκαν είναι συχνά χαμηλός και πολύ λίγες μελέτες επιβεβαιώνονται 

στον ίδιο πληθυσμό ή επιβεβαιώνουν την ίδια ειδικότητα MICA. Συνεπώς, 

εξακολουθεί να υπάρχει έλλειψη σαφών στοιχείων για την πρωτογενή 

συσχέτιση των MICA αλληλόμορφων με οποιαδήποτε από αυτές τις 

ασθένειες. 

 

MICA γονιδιακή έκφραση και πρωτεϊνική λειτουργία 

 

Αν και έχουν ανιχνεύθεί μεταγραφές MICA σε όλα τα κύρια όργανα εκτός από 

τον εγκέφαλο, τα γονίδια MICA εμφανίζουν περιορισμένη κατανομή ιστού σε 

σύγκριση με την έκφραση των γονιδίων HLA [70], [106]. Τα γονίδια MICA 

εκφράζονται σε επιθηλιακά κύτταρα, ειδικά στη γαστρεντερική οδό και στα 

κερατινοκύτταρα, αλλά όχι στα λεμφοκύτταρα ηρεμίας ή σε ανώριμα 

δενδριτικά κύτταρα (DCs) [67]–[69]. Έτσι, η διασταύρωση με λεμφοκύτταρα 

δεν ανιχνεύει αντισώματα MICA. Ωστόσο, τα ενεργοποιημένα λεμφοκύτταρα 

έχουν αναφερθεί ότι εκφράζουν MICA [69]. Στην πραγματικότητα, οι 

πρωτεΐνες MICA έχουν επίσης βρεθεί σε αλλομοσχεύματα νεφρού, 

παγκρέατος και καρδιάς με ανάπτυξη οξείας και χρόνιας απόρριψης [107], 

[108]. Αυτά τα ευρήματα παρέχουν στοιχεία ότι το αντιγόνο MICA μπορεί να 

είναι δυνητικά στόχος τόσο για χυμικές όσο και για κυτταρικές 

ανοσοαποκρίσεις κατά την απόρριψη μοσχεύματος. Εν τω μεταξύ, η έκφραση 

του MICA προκαλείται από βλάβη στο DNA, ιογενή λοίμωξη, φλεγμονή, και 

τραυματισμό ισχαιμίας - επαναιμάτωσης [66], [73], [74], [109]. Έτσι, το MICA 

το αντιγόνο μπορεί να είναι ένας δείκτης κυτταρικής καταπόνησης. Επιπλέον, 

τα αντιγόνα MICA παρατηρούνται επίσης συχνά σε καρκινικά κύτταρα [76], 

και αυτό έχει αυξήσει την πιθανότητα του ρόλου τους ως αντιγόνων που 

σχετίζονται με τον όγκο. Το γεγονός ότι οι πρωτεΐνες MICA βρέθηκαν να είναι 

συνδέτες για την ανοσοδιεγερτική λεκτίνη τύπου C, όπως τα NKG2D, η οποία 

εκφράζεται σε κύτταρα ΝΚ, γδΤ κύτταρα και αβ CD8 + Τ κύτταρα, οδήγησε σε 

αύξηση ενδιαφέροντος για έρευνα στη μεταμόσχευση [110]. Ο NKG2D είναι 

ένας ενεργοποιητικός υποδοχέας σε κύτταρα ΝΚ και η αλληλεπίδραση MICA 
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NKG2D ενεργοποιεί την κυτταροτοξικότητα που προκαλείται από 

κυτταροτοξικά Τ-λεμφοκύτταρα (CTL), αντιδράσεις ΝΚ και παραγωγή 

κυτοκίνης [59], [111]. Έτσι, η άνω ρυθμιζόμενη έκφραση MICA μπορεί να 

επηρεάσει δυσμενώς τα αποτελέσματα αλλομοσχεύματος μέσω σύνδεσης 

MICA-NKG2D. Επιπλέον, τα πολυμορφικά αντιγόνα MICA είναι ικανά να 

προκαλούν αντισώματα, τα οποία σκοτώνουν τα κύτταρα στόχους παρουσία 

συμπληρώματος [60]. Πράγματι, αρκετές μελέτες είχαν παρατηρήσει MICA σε 

νεφρικά, παγκρεατικά και καρδιακά αλλομοσχεύματα. Έτσι, τα MICA μπορεί 

να διαδραματίσουν βασικό ρόλο στη σύνδεση της φυσικής και επίκτητης 

ανοσιακής απόκρισης στη μεταμόσχευση οργάνων. 

 

Αντισώματα MICA: Σημασία στη μεταμόσχευση συμπαγών 

οργάνων 

 

Μετά την αρχική εκδήλωση της έκφρασης των αντιγόνων MICA στα 

ενδοθηλιακά κύτταρα, η προσοχή κατευθύνθηκε στην διερεύνηση της 

πιθανότητας αυτών των μορίων να είναι ένας στόχος για την καταστροφή 

μοσχεύματος, σε μεταμόσχευση συμπαγών οργάνων. Σύντομα, η ίδια ομάδα 

ερευνητών έδειξε ότι αντισώματα στον ορό του ασθενούς θα μπορούσαν να 

αντιδρούν ειδικά με διαφορετικά ανασυνδυασμένα μόρια MICA [85]. Άλλοι 

συγγραφείς επίσης έδειξαν την έκφραση των MICA σε βιοψίες 

αλλομοσχεύματος νεφρού και παγκρέατος και επιβεβαίωσαν ότι είναι ένας 

στόχος για κυτταροτοξικότητα εξαρτώμενη από το Συμπλήρωμα, 

χρησιμοποιώντας τόσο μονοκλωνικά αντισώματα MICA ποντικού, όσο και 

ανθρώπινα αλλοαντισώματα [107]. Παρομοίως, σε μια μελέτη σε 139 λήπτες 

νεφρικών αλλομοσχευμάτων, των Sumitran-Holgersson και συν. [112] έδειξε 

σημαντική συσχέτιση αντισωμάτων MICA με απώλεια μοσχεύματος. 

Έτσι, το έτος 2002 ήταν ένα σημαντικό ορόσημο καθώς αποδείχθηκε ότι η 

έκφραση των MICA σε ιστούς μοσχεύματος θα μπορούσε να οδηγήσει σε 

λύση με τη μεσολάβηση αντισωμάτων και ότι τα αντισώματα MICA θα 

μπορούσαν να διαδραματίσουν σημαντικό ρόλο στην απόρριψη λόγω 

αντισωμάτων (AMR, Antibody - Mediated Rejection). Ακολούθησε μια νεκρή 
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περίοδος 3 ετών, πριν ο Mizutani και οι συν. [113] δημοσιεύσουν μια 

αναδρομική μελέτη της «παρακολούθησης δέκα χρόνων της παραγωγής 

αντισωμάτων HLA και MICA πριν από την απόρριψη νεφρικού μοσχεύματος» 

παρέχοντας στοιχεία ότι οι ασθενείς που είχαν και τα δύο αντισώματα, 

απορρίπτουν τα μοσχεύματά τους συχνότερα από εκείνους που δεν είχαν 

κανένα από αυτά τα αντισώματα. Μια άλλη μελέτη από τους ίδιους 

συγγραφείς [114] έδειξε ότι αντισώματα MICA που ανιχνεύθηκαν κατά την 

περίοδο πριν από τη μεταμόσχευση θα μπορούσαν να έχουν ρόλο στην 

ανάπτυξη της AMR. Οι προαναφερθείσες μελέτες μαζί με την ανάπτυξη πιο 

αξιόπιστης και κατάλληλης μεθόδου ελέγχου, με βάση σφαιρίδια Luminex 

άνοιξε το δρόμο για άλλες μελέτες, που διερευνούν τη συνάφεια και την 

επίδραση των αντισωμάτων MICA στην έκβαση του αλλομοσχεύματος. Κατά 

συνέπεια, τα τελευταία χρόνια υπάρχει αυξητική τάση των μελετών, που 

διερεύνησαν την επίδραση των αντισωμάτων MICA στην έκβαση του 

μοσχεύματος σε μεταμοσχεύσεις συμπαγών οργάνων, ιδιαίτερα στις 

μεταμοσχεύσεις νεφρών και καρδιάς και δευτερευόντως σε άλλα όργανα. 
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B. Ειδικό μέρος 
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Πρωτόκολλο 

Το Μείζον Σύμπλεγμα Ιστοσυμβατότητας (MHC) περιλαμβάνει 3,6 Mb και 

περιέχει 224 γονιδιακούς τόπους διαφορετικής λειτουργίας [115], [116]. Το 

γονίδιο ΜICA είναι πολύ πολυμορφικό που βρίσκεται στο βραχύ σκέλος του 

χρωμοσώματος 6 (περιοχή 6p21.33), κοντά στον τόπο HLA-B [57], [58]. Το 

γονίδιο MICA εκφράζεται υπό κυτταρικό στρες και το προϊόν του είναι 

γλυκοπρωτεΐνη 43kDa [66]. Η δομή της πρωτεΐνης MICA αποτελείται από 

τρεις εξωκυτταρικούς τομείς (ο τομέας α1 που κωδικοποιείται από το εξόνιο 2, 

α2 από το εξόνιο 3 και α3 από το εξόνιο 4) μια διαμεμβρανική περιοχή (ΤΜ), 

που κωδικοποιείται από το εξόνιο 5 και μια καρβοξυ-τελική 

κυτταροπλασματική ουρά που κωδικοποιείται από το εξόνιο 6 [63]. Η 

πρωτεΐνη MICA δρα ως προσδέτης για την ενεργοποίηση του υποδοχέα 

NKG2D που εκφράζεται σε κύτταρα ΝΚ, γδ Τ κύτταρα και CD8+ αβ Τ κύτταρα 

[117], [118]. Ο τόπος MICA βρίσκεται 46kb κεντρομερές HLA-B και αυτή η 

μικρή απόσταση οδηγεί σε ισχυρή ανισορροπία σύνδεσης μεταξύ αυτών των 

δύο τόπων. Τα διαφορετικά εξόνια του MICA παρουσιάζουν υψηλό 

πολυμορφισμό [119] και μέχρι στιγμής 224 αλληλόμορφα έχουν χαρακτηριστεί 

όπως φαίνεται στη βάση δεδομένων IMGT / HLA (προσπελάστηκε το 

Νοέμβριο του 2020, http://HLA.alleles.org/alleles/classo.html) με συνεχώς νέα 

αλληλόμορφα να προστίθενται [120]. Τα πολυμορφικά μόρια των αντιγόνων 

MICA εκφράζονται σε ενδοθηλιακά κύτταρα, κερατινοκύτταρα, ινοβλάστες, 

γαστρεντερικό επιθήλιο, μονοκύτταρα και δενδριτικά κύτταρα [66]–[68]. Η 

παρουσία ορισμένων αλληλόμορφων MICA έχει συσχετιστεί με φλεγμονώδεις 

και αυτοάνοσες ασθένειες και τα αντισώματα MICA έχουν εμπλακεί σε 

απόρριψη αλλομοσχεύματος οργάνων ή νόσου μοσχεύματος έναντι ξενιστή 

(GVHD) [63], [79], [121]. Ο πιθανός ρόλος της επαγόμενης από MICA χυμικής 

απόκρισης στην απόρριψη μοσχεύματος στη μεταμόσχευση συμπαγών 

οργάνων έχει προσελκύσει ενδιαφέρον πρόσφατα μέσω αρκετών μελετών 

που διερευνούν την παθογόνο επίδραση των αντισωμάτων MICA [79], [119], 

[122]–[126]. Τα μόρια MICA σχετίζονται με την απόρριψη μοσχεύματος μέσω 

κυτταροτοξικότητας που προκαλείται από κύτταρα ΝΚ και μέσω της 
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παραγωγής ανοσοκατασταλτικών διαλυτών σωματιδίων MICA. Πρόσφατες 

μελέτες δείχνουν επίσης, ότι το διαλυτό στον ορό MICA αποτελεί πιθανό 

προγνωστικό δείκτη για διάφορους καρκίνους του ανθρώπου [127], [128]. Η 

γνώση της πληθυσμιακής κατανομής των MICA αλληλόμορφων και της 

κατανομής των MICA και της ανισορροπίας σύνδεσης τους με τα HLA τάξης I, 

θα βοηθήσει την κατανόησή μας για την πιθανή λειτουργική σημασία των 

πολυμορφισμών των MICA. Τα δεδομένα σχετικά με την κατανομή των 

γονιδίων MICA στον ελληνικό πληθυσμό είναι περιορισμένα με δύο 

δημοσιευμένες μελέτες. Η πρώτη από τους Yabuki et al, 1999 [129], η οποία 

εξέτασε 38 Έλληνες ασθενείς με νόσο Behchet (BD) και 40 υγιή άτομα με 

αντίστοιχο προφίλ, και διαπίστωσε ότι η φαινοτυπική συχνότητα του 

αλληλόμορφου MICA-TM A6 ήταν σημαντικά αυξημένη στους Έλληνες 

ασθενείς με νόσο BD. Η άλλη εργασία των Ota et al, 1997 [130] μελέτησε τις 

συχνότητες πέντε πολυμορφισμών στο διαμεμβρανικό τμήμα του γονιδίου 

MICA σε 27 υγιείς Έλληνες. 

Με την έρευνα αυτή έγινε προσπάθεια να μελετηθούν και να διερευνηθούν 

διεξοδικότερα τα αλληλόμορφα MICA, καθώς και η ανισορροπία σύνδεσης 

(LD) με τον τόπο HLA-B στον ελληνικό πληθυσμό, για τα οποία τα μέχρι 

στιγμής δεδομένα είναι εξαιρετικά περιορισμένα. 

 

Υλικό 

Δείγματα 

Σε σχέση με το υλικό που μελετήθηκε, αυτό προέρχεται από δείγμα DNA που 

ελήφθη από 277 (2n = 554) υγιή άτομα, ελληνικής καταγωγής, μη συγγενείς 

μεταξύ τους, με τα δύο φύλα αντιπροσωπεύονται εξίσου. Τα δείγματα 

προέρχεται από το αρχείο της δεξαμενής Εθελοντών Δοτών Προγονικών 

Αιμοποιητικών κυττάρων (Stem Cells) του Εθνικού Κέντρου 

Ιστοσυμβατότητας, που επιλέχθηκαν τυχαία από όλη την χώρα. Συλλέχθηκε 

αίμα σε σωληνάρια κενού με αντιπηκτικό EDTA και η εκχύλιση DNA 

πραγματοποιήθηκε με κιτ εκχύλισης DNA (Qiagen) σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Η συγκέντρωση του εκχυλισμένου DNA 

ρυθμίστηκε με τη μέθοδο οπτικής πυκνότητας. Οι εθελοντές είχαν δώσει 
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συγκατάθεση μετά από ενημέρωση για τη μελέτη, σύμφωνα με τον Κώδικα 

Δεοντολογίας της Παγκόσμιας Ιατρικής Ένωσης (Declaration of Helsinki). 

Το πρωτόκολλο εγκρίθηκε από την Επιτροπή Ηθικής και Δεοντολογίας της 

Ιατρικής Σχολής του Εθνικού και Καποδιστριακού Πανεπιστημίου Αθηνών. 

 

Μέθοδος 

 

Γονοτύπος 

Ως προς τη διαδικασία της μεθόδου, στην πρώτη φάση, καθορίστηκαν με 

μοριακές τεχνικές οι συχνότητες των MICA αλληλομόρφων στο παραπάνω 

δείγμα. Αρχικά έγινε MICA τυποποίηση με τεχνική ανάστροφη PCR – SSOP 

(χρησιμοποιήθηκε το εμπορικό kit LABType ® RSSO της ONE LAMBDA). 

Αυτή η μέθοδος περιλαμβάνει αλυσιδωτή αντίδραση αντίστροφης 

πολυμεράσης (PCR) με ειδικές αλληλουχίες βασισμένες στην τεχνολογία 

Luminex. Τα εξόνια 2, 3 και 4 + 5 που κωδικοποιούν 3 εξωκυτταρικές 

περιοχές πολλαπλασιαστηκαν καθώς επίσης και το εξόνιο 5 που κωδικοποιεί 

την διαμεμβρανική περιοχή. Για τη γονοτύπηση των αλληλόμορφων MICA 

χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό ανάλυσης HLAFUsion (oneλ) με τη βάση 

δεδομένων IMGT / HLA (International Immunogenetics Information System / 

Human Leucocyte Antigen). Το κιτ που χρησιμοποιήθηκε σε αυτή τη μελέτη 

περιείχε 45 σφαιρίδια (συμπεριλαμβανομένων 3 θετικών μαρτύρων και 1 

αρνητικού μάρτυρα) επιτρέποντας την αναγνώριση 55 αλληλίων. 

Η μέθοδος περιγράφεται αναλυτικά στο Παράστημα Ι  

Ανιχνεύθηκαν οι ακόλουθοι διφορούμενοι συνδυασμοί αλληλομόρφων, που 

προέκυψαν, είτε από πολυμορφισμούς στις καλυπτόμενες περιοχές που δεν 

ανιχνεύθηκαν από τους χρησιμοποιούμενους ανιχνευτές, είτε από 

πολυμορφισμούς εκτός των χαρακτηρισμένων εξωνίων. Πιο συγκεκριμένα, 

μελετήθηκαν και έγινε προσπάθεια να διαχωριστούν τα παρακάτω 

διφορούμενα αποτελέσματα: 

- το MICA*004/009 (η διαφορά τους έγκειται στη θέση 611 του εξονίου 3 

στην οποία το MICA*004 έχει G ενώ το MICA*009 έχει C) 

- το MICA*009/049 (η διαφορά τους βρίσκεται στη θέση 1067 του 

εξονίου 6 στην οποία το MICA*009 έχει C ενώ το MICA*049 έχει T) 
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- το MICA*016/019 (η διαφορά τους βρίσκεται στη θέση 730 του εξονίου 

4 στην οποία το MICA*016 έχει C ενώ το MICA*019 έχει το G) 

- το MICA*002/020 (η διαφορά τους έγκειται στον αριθμό των 

επαναλήψεων GCT στο εξόνιο 5 όπου το MICA*002 έχει πέντε 

επαναλήψεις ενώ το MICA*020 έχει δέκα επαναλήψεις). 

 

Στο Σχήμα Β1 φαίνονται οι γονιδιακές περιοχές για τις οποίες έγινε 

Pyrociquencing. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Σχήμα Β1: Εμφανίζονται οι γονιδιακές περιοχές που έγινε pyrocequencing 
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Αυτοί οι διφορούμενοι αλληλικοί συνδυασμοί MICA επιλύθηκαν σε β’ φάση, 

χρησιμοποιώντας τη μέθοδο πυροαλληλούχησης – PyrosequencingTM 

(Biotage) τεχνολογία που βασίζεται στην ανάλυση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας μετά από σύνθεση (Sequence-based typing - SBT). Το 

Pyrosequencing είναι μέθοδος προσδιορισμού αλληλουχίας DNA σε 

πραγματικό χρόνο που χρησιμοποιεί ένα σύστημα ενζύμων - αλληλουχιών, 

για την ανάλυση μονονουκλεοτιδικών πολυμορφισμών (Single - nucleotide 

polymorphisms SNPs). Το προϊόν PCR επωάζεται με 4 ένζυμα, DNA 

Πολυμεράση, Sulfyrase, Luciferace και Απυράση και συγκεκριμένα 

υποστρώματα, γίνεται αντίδραση πολυμερισμού DNA που εκπέμπει φως κάθε 

φορά που ένα νουκλεοτίδιο ενσωματώνεται για να σχηματίσει ζεύγος βάσεων 

με τη συμπληρωματική βάση σε ένα κλώνο προτύπου DNA. Η Απυράση 

αποικοδομεί την ποσότητα νουκλεοτιδίων που δεν χρησιμοποιήθηκαν ώστε 

στη συνέχεια να προστεθεί επόμενο νουλκεοτίδιο. Το φωτεινό σήμα είναι 

ανάλογο των νουκεοτιδίων, μετατρέπεται ποσοτικά και εκφράζεται σε 

γράφημα (Πυρόγραμμα) όπως φαίνεται στο Σχήμα Β2. Η διαδικασία 

χρησιμοποιεί πρωτόκολλο στερεάς φάσης. Είναι μια εύκολη μέθοδος 

ανάλυσης SNP, γρήγορη και ακριβής [131]. 

Η μέθοδος πυροαλληλούχησης - PyrosequencingTM  περιγράφεται αναλυτικά 

στο Παράρτημα ΙΙ. 
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Σχήμα Β2. Πυρόγραμμα  

 

26-10-09 mica016/019 yg+sd+N - Well B2 
Entry: Assay1 mica 016-019 
Sample: YG88 
Position1: G/G (Passed) 

06-05-09 mica004/009 mica016/019 - Well C1 
Entry: mica-2 seq9 
Sample: yg160 

Position 1: C/G (Passed) 
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Στατιστική Ανάλυση 

Οι συχνότητες των αλληλόμορφων MICA και HLA-B εκτιμήθηκαν με άμεση 

μέτρηση, λαμβάνοντας υπόψη ότι τα δείγματα με ένα μόνο αλληλόμορφο ήταν 

ομόζυγα και ότι το αλληλόμορφο μετρήθηκε δύο φορές στην ανάλυση. Η 

σύγκριση της διαφοράς μεταξύ των δεδομένων μας και των δεδομένων που 

ελήφθησαν από άλλους πληθυσμούς πραγματοποιήθηκε μέσω του Mann-

Whitney U test. Η μηδενική υπόθεση όλων των συγκρίσεων ήταν ότι η 

κατανομή κάθε πολυμορφισμού που εξετάστηκε είναι ίδια σε όλες τις χώρες. 

Χρησιμοποιήθηκε two-tailed test και οι τιμές p <0,05 θεωρήθηκαν στατιστικά 

σημαντικές. Η στατιστική ανάλυση πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας το 

λογισμικό SPSS Statistics v27.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Δοκιμάστηκε 

και επιβεβαιώθηκε η συνοχή με την ισορροπία των γονότυπων Hardy-

Weinberg. Η ανισορροπία σύνδεσης (LD) υπολογίστηκε με τα στατιστικά 

εργαλεία του hla-net (https://hla-net.eu/tools/basic-statistics) καθώς και με το 

Arlequin ver.3.11 που χρησιμοποιείται για ανάλυση γενετικών πληθυσμών 

[132].  

 

Αποτελέσματα 

 

Αρχικά με την μέθοδο PCR-SSOP, καθορίστηκαν 13 MICA αλληλόμορφα και 

εντοπίσθηκαν 21 συνδυασμοί αλληλομόρφων (πίνακες Β1, Β2). Το ποσοστό 

αντιστοιχεί στο 53% του συνόλου (291 από 554 αλληλόμορφα). 

https://hla-net.eu/tools/basic-statistics
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MICA 

Αλληλόμορφα 
N Ποσοστό (%) 

MICA*001 2 0,36 

MICA*004 34 6,14 

MICA*006 13 2,35 

MICA*008 115 20,76 

MICA*010 5 0,90 

MICA*011 11 1,99 

MICA*012 12 2,17 

MICA*015 1 0,18 

MICA*017 10 1,81 

MICA*018 76 13,72 

MICA*027 7 1,26 

MICA*029 1 0,18 

MICA*047 5 0,90 

Πίνακας Β1. Καθορισθέντα MICA αλληλόμορφα (α’ φάση, με μέθοδο PCR-SSOP) 
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Συνδυασμός MICA* 

Αλληλομόρφων 
N 

  

02/17/20/30/52/55 1 * 

02/20 47 * 

02/20/30/52/55 10 * 

02/20/55 22 * 

07/26/29/45 4   

07/26/45 5   

07/29 2   

09/49 104 * 

10/54 3   

12/21 4   

16/19 14 * 

16/19/33 22 * 

02/17/20/30/52 2 * 

02/20/30/52 2 * 

02/20/41 1 * 

04/09/41 9 * 

07/26 6   

10/16/19/33 1 * 

10/16/19/33/54 1 * 

12/18 1   

12/18/21 3   

Πίνακας Β2. Συνδυασμοί MICA αλληλομόρφων (α΄ φάση, με μέθοδο PCR-SSOP). Ο (*) 

δηλώνει τον διαχωρισμό των αλληλομόρφων με pyrocequencing. 
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Από τους συνδυασμούς αυτούς όπως φαίνονται στον παραπάνω πίνακα (Β2), 

περίπου το 8%, είναι MICA*002 - MICA*020 και συνδυασμοί τους. 

Με τη μέθοδο αυτή διαχωρίστηκαν τα MICA*004 με τα MICA*009 (η διαφορά 

τους βρίσκεται στη θέση 611 του εξωνίου 3 το MICA*004 έχει G ενώ το 

MICA*009 έχει C), τα MICA*009 με τα MICA*049, (η διαφορά τους βρίσκεται 

στη θέση 1067 του εξωνίου 6 το MICA*009 έχει C ενώ το MICA*049 έχει T), 

τα MICA*016 με τα MICA*019, (η διαφορά τους βρίσκεται στη θέση 730 του 

εξωνίου 4 το MICA*016 έχει C ενώ το MICA*019 έχει G), τα MICA*002 με τα 

MICA*020 (η διαφορά τους βρίσκεται στον αριθμό των επαναλήψεων GCT 

στο εξωνίο 5 το MICA*002 έχει 9 ενώ το MICA*020 έχει 10), όπως 

εμφανίζονται στο σχήμα Β1. 

 

Με τη μέθοδο Pyrosequencing, έγινε δυνατός ο καθορισμός 18 

αλληλόμορφων, όπως φαίνονται παρακάτω (πίνακας Β3), με τα αντίστοιχα 

ποσοστά τους, ανεβάζοντας το συνολικό ποσοστό αλληλομόρφων που 

διαχωρίστηκαν στο 86%. Συνολικά 237 άτομα (2n = 474) από συνολικά 277 

άτομα (2n = 554), καθώς για ορισμένα δείγματα δεν υπήρχε επαρκής 

ποσότητα DNA προς ανάλυση. 

Ειδικότερα τα πιο συχνά αλληλόμορφα ήταν: MICA*008, MICA*009, 

MICA*018, με συχνότητες μεγαλύτερες από 15%. Αυτά τα αλληλόμορφα 

αφορούν το 53,8% του Ελληνικού πληθυσμού. Το MICA*008 είχε την 

υψηλότερη συχνότητα αλληλόμορφων (24,26%) ακολουθούμενο από το 

MICA*009 (22,36%) και το MICA*018 (16,03%). Άλλα αλληλόμορφα με 

υψηλές συχνότητες (> 5%) ήταν MICA*002 (8,02%), MICA*004 (7,17%) και 

MICA*016 (5,91%) όπως φαίνεται στον Πίνακα Β3. 
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MICA 

Αλληλόμορφα 

Συνολικός 

αριθμός 

αλληλομόρφων 

Συχνότητα 

(Συνολικός 

αριθμός/2n) 

MICA*001 2 0.004 

MICA*002 (0) 38 0.080 

MICA*004 34 0.072 

MICA*006 13 0.027 

MICA*008 115 0.243 

MICA*009 (0) 106 0.224 

MICA*010 5 0.011 

MICA*011 11 0.023 

MICA*012 12 0.025 

MICA*015 1 0.002 

MICA*016 (0) 28 0.059 

MICA*017 10 0.021 

MICA*018 76 0.160 

MICA*019 (0) 3 0.006 

MICA*027 7 0.015 

MICA*029 1 0.002 

MICA*047 5 0.011 

MICA*049 (0) 7 0.015 

Πίνακας Β3. MICA αλληλόμορφα στον Ελληνικό πληθυσμό, όπως καθορίστηκαν στην 

παρούσα μελέτη. Συνολικός αριθμός ήταν 2n = 474 που είναι το 86% του συνολικού αριθμού 

αλληλομόρφων που μελετήθηκαν, 2n=554). Σε παρένθεση ο αριθμός τους πριν το 

διαχωρισμό με πυροαλληλούχηση. 
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Συζήτηση 

 

Τα πέντε πιο συχνά MICA αλληλόμορφα στον ελληνικό πληθυσμό 

(MICA*008, *009, *018, *002, *004) αντιπροσωπεύουν το 77,8% όλων των 

αλληλομόρφων (Πίνακας Β4). Έγινε σύγκριση με δεδομένα από άλλες μελέτες 

όπως αναλύονται παρακάτω. Το MICA*008 ήταν το πιο κοινό αλληλόμορφο 

στην παρούσα μελέτη και σε άλλους επτά πληθυσμούς τόσο Καυκάσιας και 

μη Καυκάσιας φυλής που είχαν δημοσιευτεί προηγουμένως, όπως φαίνεται 

στον Πίνακα Β4. Σε άλλους Καυκάσιους πληθυσμούς, τα αλληλόμορφα *002 

και *004 ήταν επίσης μεταξύ των πιο συχνών, ειδικά το *002 που 

παρατηρήθηκε σε συχνότητες υπερδιπλάσιες σε σύγκριση με τον ελληνικό 

πληθυσμό (Πίνακας Β4). Συνολικά, η αθροιστική συχνότητα των τριών 

αλληλόμορφων (MICA*008, *002, *004) ήταν 39,5% στον ελληνικό πληθυσμό, 

ενώ οι συχνότητες αλληλόμορφων των MICA*008, *002 και *004 στους 

Ευρωπαίους Αμερικανούς και τους Καυκάσιους των ΗΠΑ αντιπροσωπεύουν 

64,7% και 74%, αντίστοιχα [133], [134]. Παρόμοιες συχνότητες για αυτά τα 

τρία αλληλόμορφα βρέθηκαν στην Ισπανία (56,3%), στη Σλοβακία (60,9%) και 

στη Σλοβενία (54,9%) [135]–[137]. Στον ελληνικό πληθυσμό, η πρώτη 

αξιοσημείωτη διαφορά (αν και δεν είναι στατιστικά σημαντική) ήταν ότι οι 

αυξημένες συχνότητες (πάνω από 15%) των MICA*009 (22,36%) και 

MICA*018 (16,03%) που παρατηρήθηκαν ενώ η συχνότητα των 

αλληλόμορφων MICA*009 και MICA*018 είναι μικρότερη από 10% σε άλλους 

πληθυσμούς Καυκάσιων και Αφροαμερικανών [133]–[135]. Ωστόσο, το 

αλληλόμορφο MICA*009 βρέθηκε πάνω από 10% στη Σλοβενία και τη 

Σλοβακία [136], [137]. Είναι αξιοσημείωτο ότι η συχνότητα του MICA*009 είναι 

επίσης υψηλή στον ιαπωνικό πληθυσμό (19,7% στη μελέτη των Obutsi et al, 

2000 και 18,4% στη μελέτη των Komatsu-Wakui et al, 1999) [138], [139], 

δείχνοντας στενή ομοιότητα με τον ελληνικό πληθυσμό. Μια άλλη διαφορά 

(δεν είναι στατιστικά σημαντική) ήταν ότι αν και το MICA*002 θεωρείται ένα 

από τα πιο συχνά αλληλόμορφα MICA σε άτομα Καυκάσιας προέλευσης 

(συχνότητες άνω του 10%), παρατηρήθηκε λιγότερο συχνά (8,02%) στον 
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ελληνικό πληθυσμό (Πίνακας Β4) και γραφική αποτύπωση τους στα σχήματα 

Β3 και Β4. 
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MICA 

allele 

Greece 

(2n=474)       

Spain1 

(2n=330)       

Slovakia2 

(2n=248)       

Slovenia3 

(2n=140)       

USA 

Caucasians4 

(2n=484)       

European 

Americans6  

(2n=2490)       

African 

Americans6  

(2n=1210)       

 

Japanese7 

(2n=304)       

*008 0.243 0.285 0.371 0.391 0.550 0.431 0.266 0.145 

*009 0.224 0.094 0.113 0.113 0.030 0.071 0.017 0.197 

*018 0.160 0.051 0.069 0.067 0.0355 0.039 0.023 -  

*002 0.080 0.142 0.165 0.189 0.130 0.141 0.254 0.099 

*004 0.072 0.176 0.072 0.067 0.060 0.075 0.191 0.082 

1[135], 2[136], 3[137], 4[140], 5[134] (in n=103), 6[133], 7[138], p values >0.05 σε όλες τις 

περιπτώσεις (στατιστικά μη σημαντικό) 

Πίνακας Β4. Τα πέντε πιο κοινά αλληλόμορφα MICA στον ελληνικό πληθυσμό 

και οι συχνότητές τους σε ομάδες της Ευρώπης, της Βόρειας Αμερικής και της 

Ιαπωνίας (σε περιπτώσεις όπου έχουν δημοσιευτεί περισσότεροι από ένας 

πληθυσμοί για μια χώρα, επιλέχθηκαν πληθυσμοί με τον υψηλότερο αριθμό 

αλληλίων που αναλύθηκαν η βάση δεδομένων allelefrequencies.net, 

Gonzalez-Galarza et al, 2015) [141]. Η συχνότητα αλληλόμορφων εμφανίζεται 

με τρία δεκαδικά ψηφία, όπως φαίνεται στη βάση δεδομένων. 
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Σχήμα Β3. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται για κάθε χώρα η συχνότητα 

αλληλόμορφων MICA 

 

 

 

Σχήμα Β4. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται κάθε συχνότητα αλληλόμορφων 

MICA ανά χώρα 
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Καθώς είναι γνωστό, η στενή εγγύτητα του γονιδίου MICA και του τόπου HLA-

B οδηγεί σε πολύ ισχυρή επίδραση ανισορροπίας σύνδεσης (LD) μεταξύ των 

δύο, όπως έχουν δείξει αρκετές μελέτες σε διαφορετικούς πληθυσμούς [93], 

[133], [142]–[144]. 

Τα δείγματα αυτά που τυποποιήθηκαν για τα MICA είχαν τυποποιηθεί και για 

HLA. Έχοντας αυτό ως βάση συσχετίσαμε MICA και HLA-B. 

Ορισμένοι γνωστοί συσχετισμοί MICA και HLA-B επιβεβαιώθηκαν επίσης 

στον ελληνικό πληθυσμό, όπως καταγράφονται στον Πίνακα Β5. Συνολικά, 

εντοπίστηκαν 24 απλότυποι MICA ~ HLA-B με τους πιο συνηθισμένους να 

είναι MICA*018 ~ B*18 (12,5%) και MICA*009 ~ B*51 (11,5%). Τα 

αλληλόμορφα σε αυτούς τους δύο απλότυπους παρατηρήθηκαν με την 

υψηλότερη τιμή ανισορροπίας σύνδεσης D - όπως προέκυψε υπολογιστικά με 

τα στατιστικά εργαλεία του hla-net (https://hla-net.eu/tools/basic-statistics) και 

του Arlequin [132] - (MICA*018 ~ B*18, D=0.11, D'=0.80, r2=0.64 and 

MICA*009 ~ B*51, D=0.08, D'=0.50, r2=0.21). Η πλειονότητα (71%) 

συσχετίσεων του MICA με αλληλόμορφα HLA-B βρέθηκε στα πέντε κυρίαρχα 

αλληλόμορφα MICA. Πιο συγκεκριμένα, το MICA*008 συνδέθηκε με 6 

αλληλόμορφα HLA-B (B*07, B*08, B*13, B*15, B*37, B*44), το MICA*009 με 3 

(B*51, B*52, B*35), MICA*018 με 1 (B*18), MICA*002 με 4 (B*35, B*38, B*39, 

B*58) και MICA*004 με 3 (B*41, B*44, B*49) αλληλόμορφα HLA-B. Η 

αξιοσημείωτη συχνότητα αυτών των απλότυπων μάς επέτρεψε να 

αποδείξουμε ότι η κατανομή απλότυπου έδειξε υψηλό βαθμό διακύμανσης, 

που εξαρτιόταν σε μεγάλο βαθμό από την κατανομή των αλληλόμορφων 

HLA-B που αναφέρθηκαν στον ελληνικό πληθυσμό. 

 

https://hla-net.eu/tools/basic-statistics
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MICA ~ HLA-B haplotypes 
HF (haplotype 

frequency) 
% 

MICA*002 ~ HLA-B*35 0,0561 5,61 

MICA*002 ~ HLA-B*38 0,0181 1,81 

MICA*002 ~ HLA-B*39 0,0344 3,44 

MICA*002 ~ HLA-B*58 0,0126 1,26 

MICA*004 ~ HLA-B*49 0,0289 2,89 

MICA*004 ~ HLA-B*44 0,0144 1,44 

MICA*004 ~ HLA-B*41 0,0144 1,44 

MICA*006 ~ HLA-B*51 0,0217 2,17 

MICA*007 ~ HLA-B*27 0,0181 1,81 

MICA*008 ~ HLA-B*44 0,0452 4,52 

MICA*008 ~ HLA-B*08 0,0434 4,34 

MICA*008 ~ HLA-B*07 0,0253 2,53 

MICA*008 ~ HLA-B*15 0,0163 1,63 

MICA*008 ~ HLA-B*37 0,0163 1,63 

MICA*008 ~ HLA-B*13 0,0144 1,44 

MICA*009 ~ HLA-B*51 0,1154 11,5 

MICA*009 ~ HLA-B*35 0,0271 2,71 

MICA*009 ~ HLA-B*52 0,0217 2,17 

MICA*010 ~ HLA-B*15 0,0108 1,08 

MICA*011 ~ HLA-B*14 0,0163 1,63 

MICA*012 ~ HLA-B*55 0,0217 2,17 

MICA*016 ~ HLA-B*35 0,0634 6,34 

MICA*017 ~ HLA-B*57 0,0181 1,81 

MICA*018 ~ HLA-B*18 0,1254 12,5 

 

Πίνακας Β5. Κατανομή των πιο κοινών συχνοτήτων απλότυπων MICA* ~ 

HLA-B* στον ελληνικό πληθυσμό (2n = 474). Παρατίθενται μόνο απλότυποι με 

συχνότητα> 1%  
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Οι συχνότεροι απλότυποι MICA* ~ HLA-B* στον ελληνικό πληθυσμό 

συγκρίθηκαν με τις συχνότητες συσχέτισης που βρέθηκαν σε άλλους 

πληθυσμούς (Πίνακας Β6 και σχήματα Β5 και Β6). Ο ισπανικός πληθυσμός 

έχει τις περισσότερες ομοιότητες με εξαίρεση το MICA*018 ~ B*18, το οποίο 

παρατηρήθηκε με το υψηλότερο ποσοστό (12,5%) στον ελληνικό πληθυσμό, 

αλλά μόνο με 3,9% στον ισπανικό. Ο ίδιος απλότυπος ταυτοποιήθηκε επίσης 

με χαμηλότερες συχνότητες στους πληθυσμούς της Ταϊλάνδης και της 

Βραζιλίας. Το MICA*009 ~ B*51 υπάρχει στους περισσότερους πληθυσμούς 

με ιδιαίτερα υψηλή συχνότητα στους πληθυσμούς της Κίνας και της Νότιας 

Κορέας. Το HLA-B*51 είναι γνωστό ότι σχετίζεται με τη νόσο του Behcet (BD) 

σε πολλές εθνοτικές ομάδες [129], [130] και έχει βρεθεί ότι τόσο το HLA-B*51 

όσο και το MICA*009 συσχετίστηκαν έντονα με τη BD, σε συμπαγή 

πληθυσμό, Καυκασίων ασθενών με BD [145] και σε Τούρκους ασθενείς [146] 

και τα δύο αλληλόμορφα ήταν σε ανισορροπία σύνδεσης (LD). 
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Haplotype 

MICA* ~ 

HLA-B* 

HF (haplotype frequency)% 

Greece 

(n=276) 

Spain1 

(n=165) 

Spain1 

(Jewish 

origin) 

(n=95) 

USA 

Caucasian

2 (n=242) 

Brazil3 

(n=204) 

Thailand4 

(n=255) 

China5 

(n=104) 

S. Korea6 

(n=199) 

Morocco

7 (n=82) 

MICA*018 ~ B*18 12.5 3.9 2.1   3.7 5.9   
 

MICA*009 ~ B*51 11.5 5.2 1.0   8.1 2.0 9.1 7.5 3.8 

MICA*016 ~ B*35 6.34 2.4 8.9   1.7 
 

  
 

MICA*002 ~ B*35 5.61 6.7 3.7 5.3 
 

3.9 3.4 4.5 3.4 

MICA*008 ~ B*44 4.52 4.5 
 

10.6 4.9 
 

  9.1 

MICA*008 ~ B*08 4.34 4.2 3.7 20.6 5.9 
 

  8.3 

1[143], 2[140], 3[147], 4[148], 5[149], 6[150], 7[151] p values >0.05 σε όλες τις περιπτώσεις 

(στατιστικά μη σημαντικό) 

 

Πίνακας Β6. Οι συσχετιζόμενες συχνότητες των απλότυπων MICA* ~ HLA-B* 

στον ελληνικό πληθυσμό σε σύγκριση με διάφορους πληθυσμούς 

(επιλέχθηκαν ελληνικοί απλότυποι με συχνότητες> 4) 
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Σχήμα Β5. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται για κάθε χώρα η συχνότητα 

απλοτύπων MICA* ~ HLA-B 

 

 

Σχήμα Β6. Διάγραμμα στο οποίο εμφανίζεται κάθε συχνότητα απλοτύπων 

MICA* ~ HLA-B ανά χώρα 
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Συμπεράσματα 

 

Η έρευνα μελέτησε το γονίδιο MICA, αναλύοντας δείγματα DNA 277 

εθελοντών δοτών Προγονικών Αιμοποιητικών κυττάρων (Haemopoietic Stem 

Cells). Η γονοτυπική ανάλυση έγινε με αντίστροφη PCR-SSOP και 

πυροαλληλούχηση. Το γονίδιο MICA είναι ένα πολύ πολυμορφικό λειτουργικό 

γονίδιο που βρίσκεται κοντά στον τόπο HLA-B. Ορισμένα αλληλόμορφα MICA 

έχουν συσχετιστεί με φλεγμονώδεις και αυτοάνοσες ασθένειες, ενώ τα 

αντισώματα MICA έχουν εμπλακεί σε απόρριψη αλλομοσχεύματος οργάνων ή 

νόσο μοσχεύματος έναντι ξενιστή (GVHD). Με την εργασία αυτή, εντοπίσαμε 

τις συχνότητες των αλληλόμορφων MICA στον ελληνικό πληθυσμό, καθώς, 

από ότι είναι βιβλιογραφικά γνωστό υπάρχουν δύο εργασίες, πριν το 2000, 

που αναφέρουν περιορισμένα δεδομένα, οποία όμως δεν είναι συγκρίσιμα με 

τα τρέχοντα ευρήματα λόγω αφ΄ ενός της αλλαγής της ονοματολογίας και αφ΄ 

ετέρου του διαχωρισμού πολλών περισσοτέρων MICA αλληλομόρφων στη 

συνέχεια. 

Καθορίστηκαν δεκαοκτώ αλληλόμορφα MICA στον ελληνικό πληθυσμό, 

φανερώνοντας ετερογενή αλληλική διαφορά. Τα πιο συνηθισμένα 

αλληλόμορφα που βρέθηκαν από αυτή την έρευνα στον ελληνικό πληθυσμό 

είναι τα MICA*008, MICA*009, MICA*018, MICA*002, MICA*004 που 

αντιστοιχούν στο 77,8% όλων των αλληλόμορφων. Η κατανομή συχνότητας 

των αλληλόμορφων MICA στον συνολικό πληθυσμό υγιών ατόμων ήταν 

αρκετά όμοια με αυτήν που παρατηρήθηκε σε Ευρωπαϊκούς / Αμερικανικούς 

πληθυσμούς. Ωστόσο, η συνολική συχνότητα των τριών κοινών 

αλληλομόρφων MICA*008, MICA*002, MICA*004 ήταν χαμηλότερη στον 

ελληνικό πληθυσμό, σε σύγκριση με άλλους πληθυσμούς Καυκάσιων. Αυτό 

οφείλεται κυρίως στη χαμηλή συχνότητα του MICA*002 που ήταν 8,02% στην 

ελληνική ομάδα ενώ σε άλλους πληθυσμούς που ελέγχθηκαν βρέθηκε >15%. 

Επιπλέον, το MICA*009 ήταν πιο συχνό στον ελληνικό πληθυσμό από άλλες 

ομάδες Καυκάσιας φυλής και παρουσίασε παρόμοια αυξημένα επίπεδα με την 

ομάδα των Ιαπώνων που μελετήθηκε κάτι που στο μέλλον θα μπορούσε 

πιθανόν να εξηγηθεί με τεκμηρίωση συσχετισμού με κάποια ασθένεια. 
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Συμπληρωματικά συσχετίσαμε τα MICA με τα HLA-B, καθώς είναι γνωστό, η 

στενή εγγύτητα του γονιδίου MICA και του τόπου HLA-B οδηγεί σε πολύ 

ισχυρή επίδραση ανισορροπίας σύνδεσης (LD) μεταξύ των δύο, όπως έχουν 

δείξει αρκετές μελέτες σε διαφορετικούς πληθυσμούς. Ταυτοποιήθηκαν 24 

απλότυποι MICA ~ HLA-B στον Ελληνικό πληθυσμό. Ορισμένοι ήδη γνωστοί 

συσχετισμοί MICA και HLA-B επιβεβαιώθηκαν επίσης στον ελληνικό 

πληθυσμό. Τα αλληλόμορφα σε αυτούς τους δύο απλότυπους 

παρατηρήθηκαν με την υψηλότερη τιμή ανισορροπίας σύνδεσης D ήταν τα 

MICA*018 ~ B*18, D=0.11, D'=0.80, r2=0.64 και MICA*009 ~ B*51, D=0.08, 

D'=0.50, r2=0.21. Η πλειονότητα (71%) συσχετίσεων του MICA με 

αλληλόμορφα HLA βρέθηκε στα πέντε κυρίαρχα αλληλόμορφα MICA και 

συγκεκριμένα τα MICA*008, MICA*009, MICA*018, MICA*002 και MICA*004. 

Από αυτά τα δεδομένα και την ανάλυσή τους, φαίνεται ότι οι Έλληνες δεν 

έχουν μεγάλες διαφορές με άλλους καυκάσιους, επιβεβαιώνουν τον υψηλό 

πολυμορφισμό του γονιδίου MICA και τονίζουν την ανάγκη να διευκρινιστεί ο 

ρόλος των αλληλόμορφων MICA τόσο στη μεταμόσχευση όσο και στη σχέση 

τους με διάφορες ασθένειες. 

Η εργασία αυτή, πρακτικά, αποτελεί την πρώτη μελέτη του ελληνικού 

πληθυσμού για τα αλληλόμορφα MICA σε τέτοια έκταση. Είναι εξαιρετικά 

σημαντική καθώς τα εξαγόμενα αποτελέσματα είναι διαθέσιμα για χρήση και 

σύγκριση με αντίστοιχα δεδομένα άλλων πληθυσμιακών ομάδων, ως σημείο 

αναφοράς. Για την Ελλάδα αποτελούν το πρώτο βήμα για την εντόπιση 

απορρίψεως μοσχευμάτων, μέσω της ανάπτυξης ειδικών MICA αντισωμάτων 

αλλά και συσχέτιση με διάφορα νοσήματα. 

Τα αποτελέσματα της διατριβής ελπίζουμε να συμβάλλουν στην περαιτέρω 

μελέτη των MICA και τα στοιχεία αυτά να αποτελέσουν το υπόβαθρο για την 

περαιτέρω έρευνα και ανάλυση στο μέλλον ενός τόσο σημαντικού τομέα της 

Ανοσολογίας των Μεταμοσχεύσεων. Τα αλληλόμορφα που βρέθηκαν θα 

καταχωρηθούν στη Βάση Δεδομένων (HLA database) ως ξεχωριστός 

ελληνικός πληθυσμός, χρησιμεύοντας σε αναδρομικές πληθυσμιακές μελέτες 

και βιβλιογραφικές ανασκοπήσεις στο συγκεκριμένο θέμα – αντικείμενο ως 

σημείο αναφοράς. 

Η προσπάθεια που άρχισε, θα ανοίξει το δρόμο για την περαιτέρω μελέτη των 

MICA αφ’ ενός σε επίπεδο ανάπτυξης αντισωμάτων και στο ρόλο που μπορεί 
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να έχουν τόσο στις μεταμοσχεύσεις και αφ’ εταίρου σε άλλες περιπτώσεις 

συσχέτισης με ασθένειες. 

Ειδικότερα, έχοντας ως βάση τα ευρήματα αυτά, μελλοντικά, θα μπορούσε να 

συνεχισθεί η έρευνα πιο εντοπισμένα σε ασθενείς, υποψηφίους για 

μεταμόσχευση νεφρού, με το να σταδιοποιήσει τα επόμενα βήματα που θα 

τεκμηριώνουν τη σημασία των MICA αντισωμάτων στη μεταμόσχευση 

νεφρού. Ενδεικτικά: α) Να εκτιμηθεί η συχνότητα των υποψήφιων για 

μεταμόσχευση νεφρού ασθενών που έχουν αναπτύξει MICA αντισώματα. Να 

εκτιμηθεί το ανοσολογικό ρίσκο - η πιθανότητα μεταμόσχευσης με 

προσχηματισμένα ειδικά στο δότη MICA αντισώματα - στη μεταμόσχευση 

νεφρού και ιδιαίτερα σε ασθενείς που περιμένουν για δεύτερη μεταμόσχευση. 

Τα αντισώματα αυτά δεν ανιχνεύονται με τη δοκιμασία ιστικής διασταύρωσης 

(crossmatch) που γίνεται πριν τη μεταμόσχευση. β) Να καθοριστεί η 

ανάπτυξης de novo ειδικών στο δότη MICA αντισωμάτων μετά τη 

μεταμόσχευση υπό συγκεκριμένη ανοσοκαταστολή και σε σχέση με την 

ανάπτυξη αντισωμάτων σε άλλα αλλοαντιγόνα. γ) Να συσχετισθεί η παρουσία 

MICA αντισωμάτων με άλλους παράγοντες όπως ενδεικτικά η παρουσία 

άλλων HLA αντισωμάτων, η λαμβανόμενη ανοσοκαταστολή, τα επίπεδα της 

κρεατινίνης, η κλινική πορεία της μεταμόσχευσης, πιθανή βιοψία και τα 

αποτελέσματά της κ.ά. 

Η εξέλιξη και η ανάπτυξη νεότερων μεθόδων τυποποίησης των 

αλληλομόρφων, που μπορεί να απλουστεύουν και να συντομεύουν τις 

διαδικασίες, όπως χαρακτηριστικά διάφορες πλατφόρμες NGS, καθώς και 

δημοσιευμένα ευρήματα των τελευταίων ετών μπορούν να συμβάλλουν 

επικουρικά προς αυτή την κατεύθυνση. 
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Παραρτήματα 

Ι Μέθοδος LABType® SSO προσδιορισμού των Αντιγόνων 

MICA 

ΜΕΘΟΔΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΥ ΤΩΝ ΑΝΤΝΙΓΟΝΩΝ MICA 

ΠΡΟΟΡΙΖΟΜΕΝΗ ΧΡΗΣΗ 

Τυποποίηση του DNA αλληλόμορφων Τάξης Ι HLA ή Τάξης II σε τύπους. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΚΑΙ ΕΠΕΞΗΓΗΣΗ 

Το LABType® SSO χρησιμοποιεί ολιγονουκλεοτιδικούς ανιχνευτές ειδικούς 

για ακολουθίες (SSO) που προσδένονται σε φθορίζοντα μικροσφαιρών για 

την αναγνώριση αλληλόμορφων από το δείγμα DNA. Η εισαγωγή βήματος για 

την ενίσχυση του DNA-στόχου με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), 

που συνδυάζει υβριδισμό και ανίχνευση σε μια μόνο αντίδραση, καθιστά τη 

μέθοδο αυτή κατάλληλη για εξετάσεις μικρής και μεγάλης κλίμακος. Σε 

αντίθεση με τη λεμφοκυτταροτοξική κλίμακα αντίδρασης (1 = αρνητικό έως 8 = 

θετικό), τα αποτελέσματα της εξέτασης LABType® είναι είτε θετικά ή αρνητικά. 

Αυτό καταργεί την ανάγκη για πολύπλοκη ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 

Επιπλέον, οι αλλαγές μονού νουκλεοτιδίου δίνουν στην PCR-SSO διακριτική 

ικανότητα, ενώ οι ομάδες που παρουσιάζουν διασταυρούμενη αντίδραση 

(CREGs) επιφέρουν σημαντικές δυσκολίες στην ορολογική κατάταξη σε 

τύπους. 

ΑΡΧΕΣ 

Το LABType® εφαρμόζει τεχνολογία Luminex® για να αναστρέψει τη μέθοδο 

τυποποίησης με SSO DNA. Πρώτα, το DNA-στόχος ενισχύεται με PCR 

χρησιμοποιώντας εκκινητή (primer) ειδικό για ομάδα. Το προϊόν της PCR είναι 

βιοτινυλιωμένο, το οποίο επιτρέπει την ανίχνευση με χρήση στρεπταβιδίνης 

συζευγμένης με R-Φυκοερυθρίνη (SAPE). 

Το προϊόν από την PCR αποδιατάσσεται και υβριδίζεται σε 

συμπληρωματικούς ανιχνευτές DNA συζευγμένους σε μικροσφαιρών 

κωδικοποιημένα με φθορισμό. Ο αναλυτής ροής LABScan™ 100 αναγνωρίζει 

την ένταση φθορισμού της PE (φυκοερυθρίνης) σε κάθε μικροσφαιρίδιο. Η 
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κατάταξη σε τύπους HLA βασίζεται στη σύγκριση του υποδείγματος της 

αντίδρασης με τα υποδείγματα που σχετίζονται με τις δημοσιευμένες 

γονιδιακές ακολουθίες HLA. 

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ 

A. Ταυτοποίηση 

Το σύστημα ανάλυσης σε ομάδες LABType® SSO DNA παρέχει 

ολιγονουκλεοτιδικούς ανιχνευτές ειδικούς για ακολουθίες ακινητοποιημένους 

σε μικροσφαίρες που αναγνωρίζουν αλληλόμορφα HLA σε ενισχυμένα 

δείγματα γονιδιωματικού DNA μέσα από ελεγχόμενη αντίδραση υβριδισμού 

DNA-DNA, που παρακολουθείται με ανάλυση ροής χρησιμοποιώντας τον 

αναλυτή ροής LABScan™ 100 . Τα εξαρτήματα του συστήματος 

περιλαμβάνουν: 

• Βελτιστοποιημένο εκ των προτέρων και εξετασμένο μείγμα μικροσφαιρών με 

ομοιοπολικά ενωμένους ανιχνευτές 

• Ρυθμιστικά διαλύματα αντίδρασης υβριδισμού για τη διευκόλυνση 

δέσμευσης του DNA-στόχου στον ανιχνευτή 

• Ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης για έκπλυση του αδέσμευτου DNA 

• Ρυθμιστικό διάλυμα SAPE για αραίωση διαλύματος Στοκ SAPE 

• Αντιδραστήρια ενίσχυσης DNA (βελτιστοποιημένο εκ των προτέρων μείγμα 

εκκινητή (primer) για συγκεκριμένο γονιδιακό τόπο) 

• Μείγμα D (ειδικά σχηματισμένη ενίσχυση). 

Το μείγμα μικροσφαιρών αποτελείται από ομάδα μικροσφαιρών με 

επισήμανση φθορισμού που φέρουν μοναδικούς ολιγονουκλεοτιδικούς 

ανιχνευτές ειδικούς για ακολουθίες σε αλληλόμορφα HLA. Κάθε μείγμα 

μικρόσφαιρας περιλαμβάνει αρνητικό και θετικό ανιχνευτή-μάρτυρα που φέρει 

μικροσφαιρών για απομάκρυνση των μη ειδικών σημάτων υποστρώματος και 

κανονικοποίηση των μη επεξεργασμένων δεδομένων για διόρθωση 

ενδεχόμενης απόκλισης ανάμεσα στην ποσότητα του δείγματος και στην 

αποδοτικότητα της αντίδρασης. Τα μείγματα μικροσφαιρών έχουν 

βελτιστοποιηθεί εκ των προτέρων για συγκεκριμένα προϊόντα PCR που 

λαμβάνονται με ενίσχυση DNA χρησιμοποιώντας τα εξειδικευμένα για HLA 

μείγματα εκκινητών (primer) για συγκεκριμένο γονιδιακό τόπο. Τα μείγματα 

εκκινητών (primer) HLA για συγκεκριμένο γονιδιακό τόπο έχουν 

βελτιστοποιηθεί εκ των προτέρων για ενίσχυση συγκεκριμένων γονιδίων HLA 
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από 40 ng καθαρού γονιδιωματικού DNA σε 20 μl όταν χρησιμοποιήθηκαν σε 

συνδυασμό με το μείγμα D, η καθορισμένη ποσότητα ανασυνδυασμένης 

πολυμεράσης Taq και το προφίλ αντίδρασης PCR που περιγράφεται 

λεπτομερώς παρακάτω. Για κάθε παρτίδα, δείτε το φύλλο εργασίας που 

παρέχεται για τα συγκεκριμένα αλληλόμορφα HLA που μπορούν να 

ταυτοποιηθούν από κάθε ανιχνευτή χρησιμοποιώντας τις διαδικασίες που 

περιγράφονται παρακάτω. Για θέσεις που ανιχνεύονται συγκεκριμένα από 

κάθε παρτίδα, ανατρέξτε στο έγγραφο Bead Probe Information. 

B. Προειδοποίηση ή Προσοχή 

1. Για In Vitro Διαγνωστική Χρήση. 

2. Προειδοποίηση: Το βρωμιούχο αιθίδιο, το οποίο χρησιμοποιείται για χρώση 

πηκτώματος και το οποίο δεν περιλαμβάνεται στο προϊόν αυτό, είναι γνωστό 

καρκινογόνο. Χειριστείτε με την απαραίτητη προσοχή. Μπορεί να είναι 

βλαβερό αν απορροφηθεί από το δέρμα. Αποφύγετε το πιτσίλισμα στα μάτια 

ή το δέρμα ή το ρουχισμό. 

Διατηρήστε το σφραγισμένο με ασφάλεια. Πλυθείτε διεξοδικά μετά το 

χειρισμό. Εκπλύνετε την περιοχή που ήρθε σε επαφή με νερό. 

3. Προειδοποίηση: Το ρυθμιστικό διάλυμα αποδιάταξης και το ρυθμιστικό 

διάλυμα εξουδετέρωσης είναι διαβρωτικά και μπορεί να προκαλέσουν 

εγκαύματα. Σε περίπτωση επαφής, ξεπλύνετε αμέσως τα μάτια ή το δέρμα με 

άφθονη ποσότητα νερού για τουλάχιστον 15 λεπτά και αφαιρέστε επίσης τον 

μολυσμένο ρουχισμό και υποδήματα (δείτε MSDS). 

4. Προσοχή: Το Μείγμα Σφαιριδίων LABType® SSO είναι ευαίσθητο στο φως 

και πρέπει να προστατεύεται από αυτό. 

5. Προσοχή: Χρησιμοποιείτε το Μείγμα Σφαιριδίων LABType® SSO εντός 

τριών μηνών μετά την απόψυξη. 

D. Οδηγίες Αποθήκευσης 

Όλα τα αντιδραστήρια και τα ρυθμιστικά διαλύματα του LABType® μπορούν 

να φυλαχτούν κατεψυγμένα με ασφάλεια στους -80° ως -20° C στη 

συσκευασία προϊόντος. Αποφύγετε άσκοπο χειρισμό. Συνιστάται να διατηρείτε 

ολόκληρη τη συσκευασία άθικτη και στην κατάψυξη από την ημερομηνία 

παραλαβής μέχρι να είναι έτοιμη προς χρήση. Ωστόσο, αφού τα μείγματα 

σφαιριδίων αποψυχθούν για χρήση, πρέπει να φυλάσσονται στους 2° ως 8° C 

και δεν πρέπει να ψύχονται εκ νέου. 
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Μια σύντομη περίληψη των απαιτούμενων συνθηκών φύλαξης και χειρισμού 

απαραίτητων για την εξασφάλιση της καταλληλότερης σταθερότητας για όλα 

τα αντιδραστήρια LABType®, ακολουθεί παρακάτω. 

 

Ρυθμιστικά Διαλύματα LABType®: 

Όλα τα ρυθμιστικά διαλύματα LABType®, εκτός από το ρυθμιστικό διάλυμα 

SAPE, έχουν επιτρεπόμενο θερμοκρασιακό εύρος -80° έως 25° C και 

μπορούν να επανακαταψυχθούν. Το ρυθμιστικό διάλυμα SAPE δεν πρέπει να 

επανακαταψυχθεί. Το ρυθμιστικό διάλυμα SAPE πρέπει να αποθηκεύεται 

στους -80° έως 8° C. Μετά την απόψυξη, το ρυθμιστικό διάλυμα SAPE πρέπει 

να αποθηκεύεται σε ψύκτη στους 2° έως 8° C. 

Μείγματα Σφαιριδίων LABType® SSO: 

Τα μείγματα σφαιριδίων LABType® είναι πιο σταθερά όταν είναι σε 

καταψύκτη. Συνιστάται αρχική αποθήκευση των σφαιριδίων στους -80° έως -

20° C μέχρι να είναι έτοιμα για χρήση. Μετά την απόψυξη των σφαιριδίων για 

χρήση, θα πρέπει να διατηρηθούν στους 2° έως 8° C για έως 3 μήνες. 

Σημαντικό: Για να παρατείνετε τη διάρκεια αποθήκευσης των σφαιριδίων, μην 

επανακαταψύξετε και αποψύξετε πάλι τα σφαιρίδια. 

Σετ Εκκινητή LABType® και Μείγμα D: 

Τα σετ εκκινητή και το μείγμα D LABType® είναι περισσότερο σταθερά 

κατεψυγμένα στους -80° ως -20° C. Και τα δύο αντιδραστήρια μπορούν να 

υποστούν επαναλαμβανόμενους κύκλους ψύξης-απόψυξης. Κατ' αυτόν τον 

τρόπο συνιστούμε φύλαξη πάντα στους -80° ως -20° C. 

E. Ενδείξεις Αστάθειας 

1. Τα σφαιρίδια που παρουσιάζουν αποχρωματισμό ή συσσωμάτωση που 

δεν μπορεί να αφαιρεθεί με ανάμιξη στροβιλισμού, δεν πρέπει να 

χρησιμοποιείται. 

2. Αν κατακρημνίστηκαν άλατα από οποιοδήποτε αντιδραστήριο προϊόντος 

κατά τη διάρκεια μεταφοράς ή φύλαξης, διαλύστε εκ νέου με έντονη ανάμιξη 

στροβιλισμού σε θερμοκρασία δωματίου (20 - 25°C). 

3. Τα μικρότερα μέρη του Μείγματος D, κατά την απόψυξη τους σε 

θερμοκρασία δωματίου (20 - 25°C), πρέπει να έχουν χρώμα ροζ προς ανοικτό 

ιώδες. Οποιοδήποτε μικρότερο δείγμα του Μείγματος D χωρίς την 

εξειδικευμένη χρώση δεν πρέπει να χρησιμοποιείται. 
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ΑΠΑΙΤΗΣΕΙΣ ΣΕ ΟΡΓΑΝΑ 

• Αναλυτής ροής LABScan™ 100 

• Πλατφόρμα Luminex® XY (προαιρετικό παρελκόμενο για αυτοματοποιημένη 

συσκευή ανάγνωσης 96 δειγμάτων στον αναλυτή ροής LABScan™ 100 από 

την Luminex Corporation) 

• Φυγόκεντρος 

- Ρότορα για σωλήνες μικροφυγοκέντρησης 1,5 ml (14,000 ως 18,000 g) 

- Ρότορας περιστρεφόμενου κάδου για μικροπλάκα με 96 πηγαδάκια (1000 - 

1300 g) 

• Αναμίκτης στροβιλισμού με προσαρμοζόμενη ταχύτητα 

• Θερμοκυκλωτής Applied Biosystems GeneAmp 9600, ή ισοδύναμος, 

εξοπλισμένος με θερμαινόμενο καπάκι με προσαρμοζόμενη ταχύτητα ράμπας 

(ισοδύναμη με ταχύτητα ράμπας 9600) 

ΣΥΛΛΟΓΗ ΚΑΙ ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ 

A. Το DNA καθαρίζεται από τα ανθρώπινα λευκοκύτταρα με οποιαδήποτε 

προτιμώμενη μέθοδο. 

B. Το δείγμα DNA προς χρήση σε PCR πρέπει να εναιωρηθεί εκ νέου σε 

αποστειρωμένο νερό σε 10 mM Tris-HCl, pH 8,0 − 9,0 σε βέλτιστη 

συγκέντρωση 20 ng/μl με A260/A280 σε αναλογία 1,65 - 1,80. 

C. Τα δείγματα δεν πρέπει να εναιωρούνται εκ νέου σε διαλύματα που 

περιέχουν χηλικούς παράγοντες, όπως το EDTA, πάνω από 0,5 mM σε 

συγκέντρωση. 

D. Τα δείγματα DNA μπορούν να χρησιμοποιηθούν αμέσως μετά την 

απομόνωση ή να φυλαχτούν στους -20° C ή λιγότερο για μεγάλες χρονικές 

περιόδους (πάνω από ένα χρόνο) χωρίς αντενδείξεις στα αποτελέσματα. 

E. Η μεταφορά των δειγμάτων DNA πρέπει να γίνεται σε θερμοκρασία 4° C ή 

χαμηλότερη για να διατηρήσουν την ακεραιότητά τους κατά τη διάρκεια της 

μεταφοράς. 

ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

A. Υλικά που παρέχονται 

Σημείωση: Οι όγκοι που παρέχονται είναι ελαφρά περισσότεροι από την 

ποσότητα που απαιτείται για την εξέταση. Αυτό συμβαίνει για να 

αντισταθμιστεί η ακούσια απώλεια που ενδέχεται να προκύψει από την 
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αναρρόφηση με πιπέττα. Μην αναμείξετε συστατικά από άλλες παρτίδες 

προϊόντων. 

100 Εξετάσεις ανά συσκευασία 

Ρυθμιστικό διάλυμα αποδιάταξης 2,25 ml - 1 φιαλίδιο 

Ρυθμιστικό διάλυμα SAPE 4,95 ml - 1 φιαλίδιο 

Ρυθμιστικό διάλυμα εξουδετέρωσης 2,5 ml -  1 φιαλίδιο 

1,38 ml Σετ Εκκινητή D-Mix - 2 φιαλίδια των 690 μl έκαστο 

Ρυθμιστικό διάλυμα υβριδοποίησης 3,4 ml - 1 φιαλίδιο 

400 μl Σετ εκκινητή για συγκεκριμένο γονιδιακό τόπο - 1 φιαλίδιο 

Ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης 55 ml - 1 φιαλίδιο 

400 μl Μείγμα σφαιριδίων LABType® SSO - 1 φιάλη 

200 Εξετάσεις ανά συσκευασία 

Taq Combo και με δικαίωμα αδείας Taq Combo και με δικαίωμα αδείας 

Ρυθμιστικό διάλυμα αποδιάταξης 4,50 ml - 2 φιαλίδια των 2,25 ml έκαστο 

Ρυθμιστικό διάλυμα SAPE 9,9 ml - 2 φιαλίδια των 4,95 ml έκαστο 

Ρυθμιστικό διάλυμα εξουδετέρωσης 5,0 ml - 2 φιαλίδια των 2,5 ml έκαστο 

2,76 ml Σετ Εκκινητή D-Mix - 

-4 σωλήνες των 690 μl ο καθένας 

200 μ1 Ρυθμιστικό διάλυμα εξουδετέρωσης - 2 φιαλίδια των 100 μl έκαστο 

552 μ1 Σετ Εκκινητή D-Mix - -2 φιαλίδια των 276 μl έκαστο 

Ρυθμιστικό διάλυμα υβριδοποίησης 6,8 ml - 2 φιαλίδια των 3,4 ml έκαστο 

800 μl Σετ Εκκινητή για συγκεκριμένο γονιδιακό τόπο - 2 φιαλίδια των 400 μl 

έκαστο 

Ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης 110 ml – 2 φιαλίδια των 55 ml έκαστο 

800 μl Μείγμα σφαιριδίων LABType® SSO - 2 φιάλες των 400 μl έκαστο 

50 μl Taq Πολυμεράσης 30 μl Taq Πολυμεράσης 

B. Υλικά που απαιτούνται, αλλά δεν παρέχονται 

• Απιονισμένο νερό 

• 70% αιθανόλη 

• 20% λευκαντικό χλωρίου (ή ισοδύναμο) 

• Στρεπταβιδίνη συζευγμένη με R-Φυκοερυθρίνη--SAPE) (OLI Κατ. #LT-

SAPE) 

• Υγρό περιβλήματος (Αρ. Κατ. OLI LXSF20 ή LSXF20X5) 
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• Ανασυνδυασμένη πολυμεράση (Πολυμεράση Amplitaq, Μοριακά βιοχημικά 

Roche, Τμήμα # 20759562018) 

• Αναλώσιμοι σωλήνες 15 - 50 ml 

• Δίσκος PCR με λεπτό τοίχωμα με 96 πηγαδάκια, ή σωληνάρια, και 

συγκρατητήρας που μπορεί να κρατήσει 1000 − 1300 g σε φυγόκεντρο 

Προσοχή: Η πλάκα PCR πρέπει να βρίσκεται σε στενή επαφή με το 

θερμαινόμενο μπλοκ. 

• Αυτοκόλλητη κάλυψη δίσκων  

• Παροχή ισχύος σε συσκευή ηλεκτροφόρησης ελάχιστη ικανότητα 150V 

(Micro SSP™ Gel System, OLI Κατ. #MGS108) 

• Ενδιάμεσος φωτοδότης UV  

• Φωτογραφικό σύστημα ή σύστημα τεκμηρίωσης εικόνων 

• Ρυθμιστικό διάλυμα 1x TBE (89mM βορικού άλατος Tris; 2 mM δινατρίου 

EDTA, pH 8,0) με 0,5 μg/ml βρωμιούχο αιθίδιο ή ρυθμιστικό διάλυμα 5XTBE 

με βρωμιούχο αιθίδιο  

• Αγαρόζη βαθμού καθαρότητας ηλεκτροφόρησης (π.χ., FMC Seakem® LE) 

• PCR Pad 

• Θρυμματισμένος πάγος 

C. Υλικά που συνιστώνται, αλλά δεν παρέχονται 

• Σωλήνες μικροφυγοκέντρησης 1,5 ml  

• Ρύγχη πιπεττών  

• UNIPLATE, με 96 πηγαδάκια, 250 μl μικροπλάκα  

• αλουμινόχαρτο 

D. Διαδικασία βήμα-προς-βήμα. 

Βλ. “Οδηγίες Χρήσης” παρακάτω. 

ΟΔΗΓΙΕΣ ΧΡΗΣΕΩΣ 

Προσοχή: Κατά την επεξεργασία των μικροτέρων δειγμάτων πρέπει να 

λαμβάνεται μεγάλη προσοχή. Αποτυχία συμμόρφωσης με τα βήματα που 

περιγράφονται παρακάτω είναι πιθανόν να οδηγήσει σε απώλεια του 

αντιδραστηρίου. 

A. Χειρισμός και αποθήκευση των σφαιριδίων 

1. Η χρήση των προτεινόμενων πλαστικών προϊόντων (σωλήνων, δίσκων και 

ρυγχών) μπορεί να ελαχιστοποιήσει τις απώλειες σφαιριδίων από μη ειδική 

προσκόλληση. (Βλ. "Υλικά που απαιτούνται, αλλά δεν παρέχονται"). 
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2. Τα σφαιρίδια LABType® SSO ενδέχεται να επικαθήσουν και να 

συσσωματωθούν αν παραμείνουν σε σωλήνα. Τα σφαιρίδια πρέπει να 

κατανέμονται ομοίως πριν τη χορήγηση. Πάντοτε αναμειγνύετε τα σφαιρίδια 

έντονα με αναρρόφηση πιπέττας αρκετές φορές ή με στροβιλισμό σε οριζόντια 

θέση για 10 ως 30 δευτερόλεπτα ή όσο χρειάζεται για να λάβετε ένα πλήρως 

ομοιογενές μείγμα. 

3. Τα σφαιρίδια LABType® SSO είναι συσκευασμένα σε σακούλα αλουμινίου. 

Μην αφαιρείτε τα σφαιρίδια από το αλουμινόχαρτο μέχρι να είναι έτοιμα προς 

χρήση. 

4. Τα σφαιρίδια LABType® SSO περιέχουν εσωτερική χρώση φθορισμού, 

καθώς και εξειδικευμένους ανιχνευτές για αλληλόμορφα HLA, 

προσαρτημένους στις επιφάνειές τους. Για να αποφύγετε φωτολεύκανση των 

σφαιριδίων, προστατέψτε τα από το φως κατά τη διάρκεια χρήσης και 

φύλαξης. Φυλάξτε τα σφαιρίδια στους -20° C στο στενά καλυμμένο σωλήνα 

που παρέχεται μέχρι να είναι έτοιμα προς χρήση. Καλύψτε τα σφαιρίδια με 

αλουμινόχαρτο ή παρεμφερές υλικό κατά τη διάρκεια του προσδιορισμού. 

Προσοχή: 

• Αφού αποψυχθούν τα σφαιρίδια, φυλάξτε τα σε θερμοκρασία 2° έως 8° C 

και χρησιμοποιήστε τα εντός 3 μηνών. 

Μην καταψύχετε εκ νέου τα σφαιρίδια. 

• Ανοίξτε τις σακούλες που περιέχουν Μείγμα Εκκινητών Ενίσχυσης 

(Amplification Primer Mixture) και D-Mix μόνο στην περιοχή πριν από την 

ενίσχυση. Φυλάξτε τα τεμάχια αυτά στους -80° έως -20° C στην περιοχή πριν 

από την ενίσχυση. 

B. Ενίσχυση (Ρύθμιση στην περιοχή πριν από την ενίσχυση). 

1. Εισάγετε το κατάλληλο πρόγραμμα “LABType® PCR Program,” στον 

θερμοκυκλωτή  

Επιβεβαιώστε όλες τις παραμέτρους. 

2. Ενεργοποιήστε το θερμοκυκλωτή για να προθερμάνετε το θερμαινόμενο 

καπάκι. 

3. Αποψύξτε το DNA, τους Εκκινητές Ενίσχυσης και το Μείγμα D. Διατηρήστε 

στον πάγο μέχρι τη χρήση. 

4. Προσαρμόστε τη συγκέντρωση γονιδιωματικού DNA σε 20 ng/μl 

χρησιμοποιώντας αποστειρωμένο νερό. 
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5. Αναμείξτε με στροβιλισμό το Μείγμα D και τον Εκκινητή Ενίσχυσης επί 15 

δευτερόλεπτα. Φυγοκεντρήστε επί 3-5 δευτερόλεπτα. 

6. Αναμείξτε τον ενδεικνυόμενο όγκο Μείγματος D και Εκκινητών. 

Αναμείξτε με στροβιλισμό επί 15 δευτερόλεπτα και τοποθετήστε στον πάγο. 

Για ακριβή αναρρόφηση με πιπέττα της πολυμεράσης Taq, συνιστάται να 

παρασκευάσετε κύριο μείγμα που επαρκεί για τουλάχιστον 10 αντιδράσεις. 

7. Προσθέστε πολυμεράση Taq αμέσως πριν τη χρήση. 

8. Μεταφέρετε με πιπέττα 2 μl DNA (σε 20 ng/μl) στον πυθμένα ενός σωλήνα 

(για τελικό όγκο 20 μl ανά αντίδραση PCR). Φυλάξτε τους σωλήνες ή το δίσκο 

μερικώς καλυμμένα για να αποφύγετε εξάτμιση και μόλυνση. 

9. Προσθέστε επαρκή ποσότητα πολυμεράσης Taq (π.χ. 0,2 μl ανά 20 μl 

αντίδρασης) στο Μείγμα Ενίσχυσης που παρασκευάστηκε στο Βήμα B.6. 

10. Αναμείξτε με στροβιλισμό για μερικά δευτερόλεπτα και φυγοκεντρήστε για 

3-5 δευτερόλεπτα. 

11. Μεταφέρετε 18 μl του Μείγματος Ενίσχυσης σε κάθε πηγαδάκι που 

περιέχει DNA. 

Προσοχή: Για να αποφύγετε επιμόλυνση, βεβαιωθείτε ότι δεν έχετε αγγίξει το 

DNA που έχει προηγουμένως μεταφερθεί στον πυθμένα. 

12. Καλύψτε ή σφραγίστε. Αν χρησιμοποιείτε αυτοκόλλητο κάλυμμα δίσκου, 

βεβαιωθείτε ότι έχει πιεστεί σφιχτά στο χείλος κάθε φρεατίου. Τοποθετήστε 

ένα μαξιλαράκι PCR, κατάλληλο για το θερμικό κυκλοποιητή, στο δίσκο πριν 

να κλείσετε το καπάκι. Κλείστε και σφίξτε το καπάκι του θερμοκυκλωτή. 

13. Εκτελέστε το πρόγραμμα “LABType® SSO PCR Program»”. 

14. Για το GeneAmp PCR System 9700, ρυθμίστε την "ταχύτητα ράμπας" 

(ramp speed) στο πρόγραμμα 9600. Για άλλα συστήματα, συμβουλευθείτε την 

τεκμηρίωση του κατασκευαστή για να ρυθμίσετε την ταχύτητα ράμπας ώστε 

να προσομοιάζει επαρκώς το πρόγραμμα GeneAmp 9600. Η χρήση μιας 

σημαντικά διαφορετικής ταχύτητας ράμπας επηρεάζει την 

αποτελεσματικότητα της ενίσχυσης. 

15. Το ενισχυμένο DNA είναι τώρα έτοιμο προς ανάλυση χρησιμοποιώντας τη 

Διαδικασία Εξέτασης που περιγράφεται στην ενότητα Δ. Ωστόσο, συνιστάται 

να χρησιμοποιήσετε πρώτα τα 2 - 5 μl ενισχυμένου DNA για ανάλυση με 

ηλεκτροφόρηση πηκτώματος. Η επιβεβαίωση ενός ενισχυμένου προϊόντος 
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(ζώνη) πριν τον προσδιορισμό υβριδισμού εξασφαλίζει τη δημιουργία άριστων 

σημάτων. 

16. Φυλάξτε τον καλυμμένο δίσκο DNA στους -80° έως -20° C για ένα μήνα το 

πολύ. 

C. Προετοιμασία ελέγχου 

1. Ενεργοποιήστε το LABScan™ 100 και την πλατφόρμα XY και ακολουθήστε 

τη διαδικασία έναρξης που περιγράφεται στην ενότητα Δ των Οδηγιών 

Χρήσης. Το LABScan™ 100 απαιτεί τουλάχιστον 30 λεπτά προθέρμανσης. 

2. Ενεργοποιήστε το θερμοκυκλωτή και εκτελέστε το πρόγραμμα στους 60°C 

HOLD, ή ισοδύναμα, για τουλάχιστον 1,5 ώρες (ή κρατήστε το για πάντα). 

Τοποθετήστε ένα μαξιλαράκι PCR, κατάλληλο για θερμικό κυκλοποιητή, 

έτοιμο προς χρήση. Βεβαιωθείτε ότι περιμένετε μέχρι το θερμαινόμενο καπάκι 

του θερμοκυκλωτή φτάσει στην κατάλληλη θερμοκρασία πριν τη χρήση. 

Χρησιμοποιήστε τον κατάλληλο συγκρατητήρα PCR με 96 πηγαδάκια για να 

εξασφαλίσετε τη σωστή θερμοκρασία επώασης. 

3. Μεταφέρετε όλα τα αντιδραστήρια (εκτός από τη φιάλη καφέ χρώματος 

100X SAPE) από τις συνθήκες φύλαξης σε θερμοκρασία δωματίου. Διανείμετε 

τους απαραίτητους όγκους αντιδραστηρίων σε καθαρά δοχεία. 

Βεβαιωθείτε ότι έχετε παρασκευάσει 1X SAPE κατά τη διάρκεια του τρίτου 

βήματος πλύσης. Μετακινήστε τη φιάλη 100X SAPE από τη φύλαξη μόνο 

όταν χρειάζεται και επιστρέψτε την αμέσως στους 2° έως 8° C. Επαναφέρατε 

τυχόν αχρησιμοποίητα τμήματα Μείγματος σφαιριδίων και ρυθμιστικού 

διαλύματος SAPE στους 2° έως 8° C. (Μην καταψύχετε εκ νέου το μείγμα 

σφαιριδίων μετά την απόψυξη). 
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Πίνακας 3: Προετοιμασία αντιδραστηρίου 

Αντιδραστήριο Ποσότητα 

ανά 

εξέταση 

Μέθοδος παρασκευής και υποδείξεις 

Μείγμα 

Σφαιριδίων 

4 μl  • Μεταφέρετε τον κατάλληλο όγκο καθώς και τον 

πρόσθετο όγκο*, για τον ζητούμενο αριθμό 

εξετάσεων, σε καθαρό σωλήνα σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

• Προστατεύστε το από το φως. Χρησιμοποιήστε 

ολόκληρο το περιεχόμενο του Μείγματος 

Σφαιριδίων για 96 δείγματα. 

• Αναμείξτε με στροβιλισμό αμέσως πριν τη χρήση. 

Ρυθμιστικό 

Διάλυμα 

Υβριδισμού: 

 

34 μl • Μεταφέρετε για ακριβώς τον ίδιο αριθμό 

εξετάσεων όπως με αυτόν που χρησιμοποιήθηκε 

για το Μείγμα σφαιριδίων. 

• Προσθέστε στο μοιρασμένο εκ των προτέρων 

Μείγμα σφαιριδίων για να παρασκευάσετε το 

Μείγμα υβριδισμού. 

• Διατηρήστε σε θερμοκρασία δωματίου (20° ως 

25° C) μέχρι τη χρήση. 

Ρυθμιστικό 

διάλυμα πλύσης 

480 μl 

 

• Μεταφέρετε τον κατάλληλο όγκο συν έξτρα όγκο*, 

για το ζητούμενο αριθμό εξετάσεων και διατηρήστε 

σε θερμοκρασία δωματίου (20° ως 25° C). 

• Χρησιμοποιήστε ολόκληρο το περιεχόμενο σε 

υποδοχή για 96 δείγματα. 

Ρυθμιστικό 

διάλυμα 

αποδιάταξης 

2,5 μl • Μεταφέρετε τον κατάλληλο όγκο συν έξτρα όγκο*, 

για τον αριθμό εξετάσεων. 

• Χρησιμοποιήστε ολόκληρο το περιεχόμενο σε 

υποδοχή για 96 δείγματα. Διατηρήστε σε 

θερμοκρασία δωματίου (20° ως 25° C). 

Ρυθμιστικό 

Διάλυμα 

Ουδετεροποίησης 

5 μl • Μεταφέρετε τον κατάλληλο όγκο συν έξτρα όγκο*, 

για τον αριθμό εξετάσεων. 

• Χρησιμοποιήστε 2,5 ml για 96 δείγματα. 
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Διατηρήστε σε θερμοκρασία δωματίου (20° ως 25° 

C). 

Στοκ SAPE 

(100X) 

0,5 μl • Κατά τη διάρκεια του τελευταίου βήματος 

φυγοκέντρησης, παρασκευάστε διάλυμα 1X SAPE 

δημιουργώντας αραίωση Στοκ SAPE 1:100 με 

ρυθμιστικό διάλυμα SAPE για τον ζητούμενο 

αριθμό εξετάσεων συν τον έξτρα όγκο.* 

• Προστατεύστε το από το φως. 

• Ετοιμάστε αρκετό διάλυμα 1XSAPE για 96 

δείγματα (πρέπει να επαρκεί για περίπου 110 

δείγματα, ανάλογα με το παρατηρούμενο σφάλμα 

κατά τη μεταφορά με πιπέτα). 

• Διατηρήστε τη φιάλη Στοκ SAPE στους 2° ως 8° 

C. 

ρυθμιστικό 

διάλυμα SAPE 

49,5 μl 

 

*Σημείωση: Ο έξτρα όγκος που απαιτείται εξαρτάται από την τεχνική 

αναρρόφησης με πιπέττα και την κατάσταση βαθμονόμησης του εξοπλισμού. 

Χρησιμοποιήστε πλήρη όγκο του Μείγματος σφαιριδίων στο σωλήνα που 

παρέχεται (αρκετό για περίπου 110 εξετάσεις) για 96 εξετάσεις. 

Παρασκευάστε 1X SAPE για 115 εξετάσεις και χρησιμοποιήστε ολόκληρο τον 

όγκο των άλλων αντιδραστηρίων για να μην αντιμετωπίσετε έλλειψη. 

Συνιστούμε βαθμονόμηση όλων των συσκευών αναρρόφησης με πιπέττα και 

εξέταση των συσκευών αυτών με χρήση μικροτέρων ποσοτήτων νερού. Για 

αντιδραστήρια που παρέχονται σε περίσσεια όγκου, όπως το Ρυθμιστικό 

Διάλυμα Αποδιάταξης και Εξουδετέρωσης, μπορείτε να χρησιμοποιήσετε 

σκαφάκι για πολλά κανάλια αναρρόφησης με πιπέττα. 

 

Πίνακας 4: Όγκοι αντιδραστηρίων 

Αριθμ

ός 

εξετά

σεων 

Ρυθμιστικό 

διάλυμα 

αποδιάταξης 

(μl) 

Ρυθμιστικό 

διάλυμα 

εξουδετέρω

σης (μl) 

Ρυθμιστικό 

διάλυμα 

υβριδισμού 

(μl) 

Ρυθμιστικό 

διάλυμα 

πλύσης (μl) 

Μείγμα 

σφαιριδί

ων (μl) 

1 2,5 5 34 480 4 
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10 25 50 340 4800 40 

20 50 100 680 9600 80 

50 125 250 1700 24000 200 

96 240 480 3264 46080 384 

 

Πίνακας 5: SAPE και όγκοι ρυθμιστικού διαλύματος SAPE 

Αριθμός 

εξετάσεων 

Όγκος στοκ SAPE 

(μl) 

Όγκος ρυθμιστικού 

διαλύματος SAPE (μl) 

1 0,5 49,5 

10 5 495 

20 10,0 990,0 

50  25,0  2475,0 

96  48,0  4752,0 

 

Σημείωση: Ο όγκος αντιδραστηρίων στους Πίνακες 4 και 5 είναι για τον ακριβή 

αριθμό εξετάσεων. Ο πραγματικός αριθμός των υπο-δειγμάτων διαφέρει 

ανάλογα με την ακρίβεια της αναρρόφησης με πιπέττα. Για πλήρη 

προσδιορισμό 96 δειγμάτων, συνιστάται η χρήση ολόκληρου του μείγματος 

σφαιριδίων, ολόκληρου του όγκου ρυθμιστικού διαλύματος υβριδοποίησης, 

57,5 μl μητρικού διαλύματος SAPE και 5693 μl ρυθμιστικού διαλύματος 

SAPE, δηλαδή ποσότητες που είναι ελαφρώς μεγαλύτερες από τις ακριβείς 

ποσότητες που απαιτούνται για τη δοκιμασία. 

 

D. Διαδικασία εξέτασης 

ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΠΡΟΦΥΛΑΞΕΙΣ 

1. Για να προσδιορίσετε ένα μικρό αριθμό δειγμάτων (48 ή μικρότερο) 

μπορείτε να χρησιμοποιήσετε ένα δίσκο με 96 πηγαδάκια, ένα δίσκο που έχει 

προσαρμοστεί για τον κατάλληλο αριθμό φρεατίων ή μια σειρά σωλήνων 

λεπτού τοιχώματος PCR 0,2 ml. Βεβαιωθείτε ότι χρησιμοποιείτε στατώ 

σωλήνων κατά τη διάρκεια χρήσης δίσκου αποκοπής ή σειράς σωλήνων. 

2. Η ανάμειξη δειγμάτων σε δίσκο με 96 πηγαδάκια περιλαμβάνει κάλυψη του 

δίσκου και χαμηλή ταχύτητα στροβιλισμού για λίγα δευτερόλεπτα. 

Προσαρμόστε την ταχύτητα της συσκευής ανάμειξης στροβιλισμού έτσι ώστε 
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το υγρό στο εσωτερικό του δίσκου PCR με 96 πηγαδάκια να συσσωματωθεί 

επαρκώς χωρίς υπερβολικό πιτσίλισμα. Σημειώστε τη ρύθμιση ταχύτητας και 

χρησιμοποιήστε την για τη μέθοδο δίσκου με 96 πηγαδάκια. 

3. Η κάλυψη του δίσκου PCR με 96 πηγαδάκια πρέπει να γίνει προσεκτικά και 

ολοκληρωτικά προς αποφυγή μόλυνσης δειγμάτων από πηγαδάκι σε 

πηγαδάκι. Σφραγίστε το δίσκο πιέζοντας το πώμα έναντι κάθε χείλους των με 

96 πηγαδάκια. Μην επαναχρησιμοποιείτε τα πώματα δίσκου. Χρησιμοποιήστε 

καινούργιο πώμα για κάθε βήμα που απαιτεί εφαρμογή πώματος δίσκου. 

Επαναληπτική πιπέττα μπορεί να χρησιμοποιηθεί όπου είναι δυνατόν. 

Ωστόσο, η επαναληπτική πιπέττα είναι λιγότερο ακριβής στη χορήγηση όγκων. 

4. Συνιστούμε τακτική βαθμονόμηση και χειροκίνητο έλεγχο όγκου για κάθε 

όγκο που χορηγείται. Μη χρησιμοποιείτε επαναληπτική πιπέττα για τη 

χορήγηση του Μείγματος Υβριδισμού. 

1. Αποδιάταξη/Εξουδετέρωση 

a) Παρασκευάστε λουτρό με θρυμματισμένο πάγο. 

b) Τοποθετήστε μια καθαρή πλάκα με 96 πηγαδάκια στο συγκρατητήρα 

δίσκου. 

c) Μεταφέρετε 5 μl από κάθε δείγμα ενισχυμένου DNA σε πηγαδάκι καθαρής 

πλάκας με 96 πηγαδάκια. Βεβαιωθείτε ότι έχετε καταγράψει τις θέσεις και τον 

αναγνωριστικό αριθμό των δειγμάτων. 

d) Προσθέστε 2,5 μl ρυθμιστικού διαλύματος εξουδετέρωσης. Αναμείξτε 

ολοκληρωτικά (κατά προτίμηση με πιπέττα που κινείται πάνω-κάτω), και 

επωάστε σε θερμοκρασία δωματίου (20 - 25° C) επί 10 λεπτά. 

e) Προσθέστε με πιπέττα 5 μl ρυθμιστικού διαλύματος και αναμείξτε εντελώς 

(κατά προτίμηση με πιπέττα που κινείται πάνω-κάτω). Σημειώστε την αλλαγή 

χρώματος προς το ανοιχτό ή ωχρό κίτρινο. 

f) Τοποθετήστε την πλάκα PCR με το εξουδετερωμένο προϊόν PCR στο 

λουτρό πάγου. 

Προσοχή: Αποφύγετε την μόλυνση του προϊόντος PCR με νερό. 

2. Υβριδισμός 

Σημείωση: Βεβαιωθείτε ότι ο θερμοκυκλωτής έχει ενεργοποιηθεί και έχει 

ξεκινήσει το πρόγραμμα 60° C για θέρμανση της θερμαντικής πλάκας. 
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a) Συνδυάστε τους κατάλληλους όγκους Μείγματος σφαιριδίων και 

ρυθμιστικού διαλύματος υβριδισμού για να παρασκευάσετε το Μείγμα 

Υβριδισμού. 

b) Προσθέστε 38 μl Μείγματος Yβριδισμού σε κάθε πηγαδάκι. 

c) Καλύψτε το δίσκο με κάλυμμα δίσκου και αναμείξτε καλά με στροβιλισμό σε 

χαμηλή ταχύτητα. 

d) Αφαιρέστε από τον συγκρατητήρα δίσκου και τοποθετήστε σε δίσκο PCR 

στον προθερμασμένο θερμοκυκλωτή (60° C). 

e) Τοποθετήστε το επίθεμα PCR στο άνω μέρος του δίσκου ή τα καπάκια στα 

σωληνάρια PCR. Κλείστε και σφίξτε το καπάκι. Επωάστε για 15 λεπτά. 

f) Τοποθετήστε το δίσκο στο συγκρατητήρα δίσκου και αφαιρέστε το κάλυμμα 

δίσκου. Προσθέστε γρήγορα 100 μl ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης σε κάθε 

πηγαδάκι. Καλύψτε το δίσκο με κάλυμμα δίσκου. 

Φυγοκεντρήστε το δίσκο για 5 λεπτά στα 1000 -1300 g. Τοποθετήστε το δίσκο 

στο συγκρατητήρα και αφαιρέστε το ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης. 

g) Επαναλάβετε το βήμα 2.f παραπάνω, για ακόμη δύο φορές για ένα σύνολο 

τριών βημάτων πλύσης. Θυμηθείτε να παρασκευάσετε διάλυμα 1X SAPE 

κατά τη διάρκεια της τρίτης φυγοκέντρησης. 

3. Σήμανση 

a) Τοποθετήστε το δίσκο στο συγκρατητήρα. Προσθέστε 50 μl διαλύματος 1X 

SAPE σε κάθε πηγαδάκι. 

Τοποθετήστε το κάλυμα δίσκου και αναμείξτε ολοκληρωτικά με στροβιλισμό 

σε χαμηλή ταχύτητα. Τοποθετήστε το δίσκο στον προθερμασμένο 

θερμοκυκλωτή (60° C). Τοποθετήστε το επίθεμα PCR στο άνω μέρος του 

δίσκου ή τα καπάκια στα σωληνάρια PCR. Κλείστε και σφίξτε το καπάκι. 

Επωάστε για 5 λεπτά. 

b) Αφαιρέστε το δίσκο. Τοποθετήστε το δίσκο στο συγκρατητήρα. Αφαιρέστε 

το πώμα και προσθέστε γρήγορα 100 μl ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης σε 

κάθε πηγαδάκι. 

c) Καλύψτε το δίσκο με κάλυμμα δίσκου. Φυγοκεντρήστε το δίσκο για 5 λεπτά 

στα 1.000 -1.300 g. Τοποθετήστε το δίσκο στο συγκρατητήρα και αφαιρέστε 

το υπερκείμενο. 

d) Προσθέστε 70 μl ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης σε κάθε πηγαδάκι. 

Αναμείξτε ομαλά με πιπέττα. Μεταφέρετε σε πλάκα ανάγνωσης 
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χρησιμοποιώντας πιπέττα 8 ή 12 καναλιών. Αποφύγετε τη μόλυνση δείγματος 

προς δείγμα χρησιμοποιώντας νέα ακροφύσια πιπεττών. 

Σημείωση: Ο τελικός όγκος πρέπει να είναι τουλάχιστον 80 μl. 

e) Καλύψτε το δίσκο με πώμα και αλουμινόχαρτο. Διατηρήστε το δίσκο στο 

σκοτάδι και στους 4° C μέχρι να τοποθετηθεί στο LABScan™ 100 για 

ανάγνωση. 

f) Για καλύτερα αποτελέσματα, διαβάστε τα δείγματα το συντομότερο δυνατόν 

. Παρατεταμένη φύλαξη των δειγμάτων (περισσότερο από 4 ώρες) μπορεί να 

έχει ως αποτέλεσμα την απώλεια σήματος. Φυλάξτε τα δείγματα τη νύχτα 

στους 4° C στο σκοτάδι με κάλυμμα δίσκου, αν δεν μπορούν να διαβαστούν 

αμέσως. 

Βεβαιωθείτε ότι αναμείξατε τα δείγματα ολοκληρωτικά πριν την ανάγνωση. 

4. Λήψη δεδομένων:Ακολουθεί ένας γενικός οδηγός για τη λήψη δεδομένων. 

Για επιπλέον λεπτομέρειες σχετικά με τη χρήση του LABScan™ 100, 

συμβουλευτείτε το “Luminex® 100 User’s Manual” για την έκδοση λογισμικού 

που χρησιμοποιείτε. 

a) Ενεργοποιήστε το σύστημα και ρυθμίστε το LABScan™ 100 για λήψη και 

βαθμονόμηση σύμφωνα με τη Luminex® στο “Luminex User’s Manual”1 για 

τη χρησιμοποιούμενη έκδοση λογισμικού. 

b) Επιλέξτε ένα πρότυπο με βάση τον αριθμό καταλόγου και τον αριθμό 

παρτίδας του προϊόντος. 

1) Τα πρότυπα λήψης είναι διαθέσιμα από την One Lambda σε ένα CD ή 

μπορείτε να τα πάρετε από την ιστοσελίδα της One Lambda. 

2) Για να δημιουργήσετε το δικό σας πρότυπο λήψης, ακολουθήστε τις 

οδηγίες του κεφαλαίου Λήψη του ” Luminex User’s Manual”.Εκκίνηση 

c. Δημιουργήστε ένα όνομα αρχείου για τα δείγματα που θα μετρηθούν. 

d. Βεβαιωθείτε ότι όλες οι ρυθμίσεις του προτύπου είναι σωστές. 

e. Καταχωρίστε τις ταυτότητες των δειγμάτων. 

Προσοχή: Αν το ίδιο δείγμα υποβάλλεται σε πολλές δοκιμασίες, θα πρέπει να 

εκχωρηθεί διαφορετικός αριθμός ταυτότητας. 

f. Η πλάκα είναι τώρα έτοιμη για ανάλυση. 

g. Τοποθετήστε την πλάκα στη βάση XY και γεμίστε το δοχείο με υγρό 

περιβλήματος. 
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h. Κάντε κλικ στο κουμπί START (Έναρξη) για να ξεκινήσετε τη διαδικασία. 

Αφού ολοκληρωθεί η ανάλυση των δειγμάτων, η έξοδος δεδομένων θα πρέπει 

να αποθηκευτεί σε ένα αρχείο .csv. 

i. Πλύντε το μηχάνημα 2 φορές με υγρό περιβλήματος στο τέλος της 

διαδικασίας. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Υπολογισμός Δεδομένων 

A. Η ένταση φθορισμού (FI) που παράγεται από το λογισμικό Data Collector 

του Luminex®, ή άλλο αντίστοιχο, περιέχει την ένταση φθορισμού για κάθε 

σφαιρίδιο (ή ανιχνευτή δεσμευμένο στο σφαιρίδιο) ανά δείγμα. Το ποσοστό 

θετικής τιμής υπολογίζεται ως εξής: 

FI (Ανιχνευτής n) - FI(Ανιχνευτής Αρνητικού μάρτυρα) 

Ποσοστό Θετικής Τιμής = 100 x 

FI(Ανιχνευτής θετικού μάρτυρα)- FI(Ανιχνευτής Αρνητικού μάρτυρα) 

Η θετική αντίδραση προσδιορίζεται από το ποσοστό των θετικών τιμών για 

τον ανιχνευτή που είναι υψηλότερο από την προκαθορισμένη τιμή αποκοπής 

για τον ανιχνευτή. Η αρνητική αντίδραση προσδιορίζεται ως το ποσοστό των 

θετικών τιμών που είναι χαμηλότερο από την τιμή αποκοπής. 

B. Συγκρίνετε τις υπολογισμένες θετικές τιμές με τις προκαθορισμένες τιμές 

αποκοπής για κάθε ανιχνευτή εξέτασης. Δώστε θετικό χαρακτήρα σε 

ανιχνευτές που έχουν θετικό ποσοστό πάνω από την τιμή αποκοπής και 

αρνητική απόδοση σε εκείνους που έχουν ποσοστό κάτω από την τιμή 

αποκοπής. Η FI των θετικών μαρτύρων πρέπει να βρίσκεται εντός του 

διαστήματος 1000 - 4000 FI. (Η τιμή FI μπορεί να βρεθεί εκτός του 

συγκεκριμένου εύρους τιμών (βλ. Αναμενόμενες τιμές, Ενότητα Γ) και 

ποικίλλει για κάθε ιχνηλάτη και παρτίδα θετικού μάρτυρα.). Η FI κάθε 

ανιχνευτή κανονικοποιείται έναντι της FI θετικού μάρτυρα και εκφράζεται ως 

ποσοστό της FI θετικού μάρτυρα. Η προκαθορισμένη τιμή αποκοπής για κάθε 

ανιχνευτή καθιερώθηκε χρησιμοποιώντας σειρά DNA με 100-200 δείγματα. 

C. Προσδιορίστε το αλληλόμορφο HLA (ή ομάδες αλληλόμορφων) του 

δείγματος ταιριάζοντας το υπόδειγμα του αναγνωριστικού αριθμού θετικών και 

αρνητικών σφαιριδίων με τις πληροφορίες του φύλλου εργασίας του 

LABType® SSO. 
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Περίληψη πρωτοκόλλου για προσδιορισμό 96 δειγμάτων 

A. Ρύθμιση εξέτασης 

1. Ενεργοποιήστε τον αναλυτή LABScan™ 100 και ξεκινήστε τη διαδικασία 

ενεργοποίησης. Ενεργοποιήστε το θερμοκυκλωτή και ξεκινήστε το 

πρόγραμμα επώασης στους 60°C. 

2. Προετοιμάστε λουτρό θρυμματισμένου πάγου (προσθέστε μικρή ποσότητα 

νερού για να επιτρέψετε στο δίσκο PCR να στέκεται στον πάγο). 

3. Αποψύξτε και αναμείξτε με στροβιλισμό το D-Mix και το DNA. 

4. Αφαιρέστε όλα τα αντιδραστήρια (εκτός από τη φιάλη100x SAPE) από τη 

θερμοκρασία αποθήκευσης και χρησιμοποιήστε τα σε θερμοκρασία δωματίου. 

5. Αναμείξτε ολόκληρο τον όγκο του ρυθμιστικού διαλύματος υβριδισμού και 

όλο το μείγμα σφαιριδίων σε καθαρό σωλήνα. Προστατέψτε από το φως. 

B. Ενίσχυση 

1. Αποψύξτε όλα τα αντιδραστήρια ενίσχυσης και τοποθετήστε τα στον πάγο. 

2. Μεταφέρετε 2 μl γονιδιωματικού DNA σε καθένα από τα 96 πηγαδάκια σε 

δίσκο PCR. 

3. Αναμείξτε 432 μl Μείγματος Εκκινητών, 1491 μl του Μείγματος D και 22 μl 

πολυμεράσης Taq. Αναμείξτε με στροβιλισμό καλά και προβείτε σε γρήγορη 

φυγοκέντρηση. 

4. Μεταφέρετε 18 μl Μείγματος Ενίσχυσης από το Βήμα 3 και στα 96 

πηγαδάκια που περιέχουν DNA. 

5. Καλύψτε ή σφραγίστε το δίσκο PCR. 

6. Βάλτε το δίσκο σε κλίβανο PCR χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα 

LABType® SSO PCR. 

7. Αφαιρέστε το δίσκο PCR από το φούρνο PCR και ελέγξτε το ενισχυμένο 

DNA σε πηκτή αγαρόζης 2,5% (χρησιμοποιήστε 5 μl ανά πηγαδάκι). 

C. Αποδιάταξη/Εξουδετέρωση 

1. Σε ένα καθαρό, δίσκο λεπτού τοιχώματος PCR με 96 πηγαδάκια, 

μεταφέρετε 2,5 μl ρυθμιστικού διαλύματος αποδιάταξης ανά πηγαδάκι. 

2. Προσθέστε 5 μl ανά πηγαδάκι ενισχυμένου DNA. Σημειώστε τις τοποθεσίες 

δείγματος στα 96 πηγαδάκια. 

3. Αναμείξτε καλά μέχρι το μείγμα να αλλάξει σε ανοιχτό ροζ χρώμα. 

4. Επωάστε σε θερμοκρασία δωματίου (20° ως 25° C) για 10 λεπτά. 
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5. Προσθέστε 5 μl ανά πηγαδάκι ρυθμιστικού διαλύματος εξουδετέρωσης. 

6. Αναμείξτε καλά μέχρι το μείγμα να γίνει διαφανές ή ωχρό κίτρινο. 

7. Τοποθετήστε το δίσκο προσεκτικά στο λουτρό πάγου. 

D. Υβριδισμός/Πλύση 

1. Μεταφέρετε 38 μl Μείγματος Υβριδισμού (από την A.4. παραπάνω) ανά 

πηγαδάκι σε εξουδετερωμένο DNA. 

2. Τοποθετήστε το πώμα στο δίσκο και αναμείξτε καλά με στροβιλισμό σε 

χαμηλή ταχύτητα. 

3. Επωάστε το δίσκο σε μπλοκ με 96 πηγαδάκια σε θερμοκυκλωτή 60º C 

(χρησιμοποιήστε το επίθεμα PCR) για 15 λεπτά. 

4. Τραβήξτε έξω το δίσκο. Προσθέστε 100 μl ρυθμιστικού διαλύματος πλύσης 

σε κάθε πηγαδάκι. Τοποθετήστε καινούργιο πώμα στο δίσκο και στροβιλίστε 

στα 1000 g για 5 λεπτά. 

5. Αφαιρέστε το υπερκείμενο αφήνοντας περίπου 10 μl ή λιγότερο. 

6. Επαναλάβετε τα Βήματα D.4 και D.5 δύο φορές ακόμα για 3 συνολικά 

πλύσεις. 

7. Κατά τη διάρκεια του τελευταίου βήματος φυγοκέντρησης, παρασκευάστε 

1X SAPE (57,5 μl Στοκ και 5693 μl ρυθμιστικού διαλύματος SAPE) και αφήστε 

καλυμμένο σε θερμοκρασία δωματίου. 

E. Σήμανση 

1. Μετά την αφαίρεση του υπερκειμένου από την τρίτη πλύση (D.6 

παραπάνω), προσθέστε 50 μl 1X SAPE ανά πηγαδάκι. 

2. Τοποθετήστε το πώμα στο δίσκο προσεκτικά και αναμείξτε καλά με 

στροβιλισμό σε χαμηλή ταχύτητα. 

3. Επωάστε σε θερμοκυκλωτή με θερμοκρασία 60° C όπως παραπάνω για 5 

λεπτά. 

4. Τραβήξτε έξω το δίσκο και προσθέστε 100 μl ρυθμιστικού διαλύματος 

πλύσης σε κάθε πηγαδάκι. Τοποθετήστε ένα νέο πώμα στο δίσκο και 

στροβιλίστε στα 1000 g για 5 λεπτά. 

5. Αφαιρέστε το υπερκείμενο. Προσθέστε ρυθμιστικό διάλυμα πλύσης έως 

τελικό όγκο 80 μl. 

6. Αναμείξτε με πιπέττα και μεταφέρετε όλα τα δείγματα στην μικροπλάκα με 

96 πηγαδάκια για λήψη δεδομένων. 
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ΙΙ Μέθοδος Πυροαλλήλούχησης  Pyrosequencing 

 

Pyrosequencing 

Πρωτόκολλο 

 

Προετοιμασία 

Συνδέουμε το όργανο με την αντλία κενού, το δοχείο απόρριψης και τους 

σωλήνες 

Όλα τα αντιδραστήρια να είναι σε θερμοκρασία δωματίου. Το προϊόν της PCR 

ακινητοποιείται σε σφαιρίδια καλυμμένα με στρεπταβιδίνη. Για κάθε δείγμα ο 

τελικό όγκος είναι 80 μl και περιλαμβάνει 20 μl βιοτυνιλιωμένο προϊόν PCR, 3 

μl σφαιρίδια Στρεπταβιδίνης, 40 μl ρυθμιστικό διάλυμα και 17 μl νερό υψηλής 

καθαρότητας.  

Α) Γίνεται ελαφρά ανακίνηση των σφαιριδίων για ομογενοποίηση.  

Β)Ετοιμάζεται μείγμα σφαιρίδια Στρεπταβιδίνης, ρυθμιστικού διαλύματος  και 

νερό υψηλής καθαρότητας ικανό για όλα τα δείγματα που θα αναλυθούν. 

Γ) προστίθενται 60 μl του μείγματος σε  30 θέσεις της πλάκας PCR 

Δ) προστίθενται το προϊόν PCR στα σε 30 θέσεις της πλάκας PCR (τελικός 

όγκος 80 μl) 

Ε) Καλύπτεται η πλάκα PCR και 

ΣΤ) ανακινείται για 5-10 λεπτά στον ανακινητήρα 

Αποδιάταξη 

Ελέγχονται τα σωληνάρια αναρρόφησης του οργάνου και το δοχείο 

απόρριψης (αδειάζεται αν είναι γεμάτο) 

Α) Γεμίζονται τα μπανάκια: 

1ο 110 ml 70% μεθανόλης 

2ο 90 ml διάλυμα αποδιάταξης 

3ο 110 ml ρυθμιστικό διάλυμα πλυσίματος  

4ο 110 ml υψηλής καθαρότητας νερό 

5ο 180 ml υψηλής καθαρότητας νερό (parking position) 

Β) ενεργοποιείται η αντλία 

Γ) ανοίγει ο διακόπτης του κενού 
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Δ) πλένονται τα πρόμπς στο «parking position» 

Ε) Ξαναγεμίζεται το parking position με 180 ml υψηλής καθαρότητας νερό 

Στ) κλείνουμε την αντλία 

Ζ) φορτώνουμε την πλάκα σε κάθε πηγαδάκι 

Η) τοποθετείται η πλάκα στο όργανο 

Θ) Ανοίγει το κενό 

Ι) αναρροφώνται το σφαιρίδια στα σωληνάρια (προμπς) 

Ια) επιββαίωση ότι όλα τα σφαιρίδια έχουν αναρροφηθεί καθώς και το υγρό 

Ιβ) μεταφέρεται στο μπανάκι με την Αιθανόλη (1ο) 

Ιγ) μεταφέρεται στο μπανάκι με το διάλυμα αποδιάταξης (2ο) 

Ιδ) μεταφέρεται στο μπανάκι με το διάλυμα πλυσίματος (3ο) 

Ιε) αναμένουμε να αναρροφήσει τα πολλά υγρά 

Ιστ)κλείνει το κενό 

Ιζ) απελευθρώνονται τα σφαιρίδια στη πλάκα που περιέχει 0,4 μΜ εκκινητές 

και 40 μl ρυθμιστικό διάλυμα αποδιάταξηςσε κάθε πηγαδάκι ανακινώντας 

ελαφρά. 

Ιη) μεταφέρεται στο μπανάκι με το νερό (4ο) και ανακινείται για 10 ΄΄ 

Ιθ) ξεπλένονται τα πρόμπς στο μπανάκι πάρκινγκ με νερό υψηλής 

καθαρότητας 

Κ) τοποθετούμε σε οριζόντια θέση για δευτερόλεπτα 

Κα) κλείνουμε το κενό 

Κβ) για επόμενες πλάκες επαναλαμβάνονται τα βήματα από το Ζ) και εξής  

Κγ) κλείνουμε το κενό 

Κδ) αδειάζονται τα απόβλητα, και ακολουθούνται οι οδηγίες του 

καατασκευαστή για το καθάρισμα 

Αποδιάταξη 

1) θερμαίνεται η πλάκα με τα δείγματα στους 80oC για 2 λεπτά 

2) απομακρύνεται η πλάκα 

3) Ακολουθεί η αντίδραση του pyrosequence 

Pyrosequence  

1) περνάμε τα δεδομένα στον υπολογιστή μας 

2) οι παράμετροι είναι ανάλογοι των αναλύσεων και επιλέγονται τα αντίστοιχα 

αντιδραστήρια και οι ποσότητες που θα χρειαστούν. Μας τα δίνει το 

πρόγραμμα αυτόματα, αφού περάσουμε τις παραμέτρους 
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3. Προστίθενται το ένζυμα, υπόστρωμα και νουκλεοτίδια στον ειδικό 

πολλαπλό υποδοχέα 

4. τοποθετείται ο ειδικός υποδοχέας με τα αντιδραστήρια καθώς και η πλάκα 

που θα αναλυθεί, στο μηχάνημα. 

5. ξεκινά η λειτουργία 

Έκδοση αποτελεσμάτων 

 

Pyrosequencing 

• Ακολουθείται η διαδικασία για τη PCR. Λαμβάνουμε (100-300pb)με ένα 

εκκινητήρα βιοτινιλιωμένο 

• Το προϊόν της PCR ακινητοποιείται σε σφαιρίδια καλυμμένα με 

στρεπταβιδίνη 

• Γίνεται αποδιάταξη του DNA (μονή αλυσίδα)με χρήση διαλύματος 

καυστικού νατρίου (NaOH) 

• Γίνεται έκπλυση της μονής έλικας DNA 
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ΙΙΙ Πρωτογενή Αποτελέσματα 

Πρωτογενή Αποτελέσματα - Raw data 

 

ID B  B MICA 

id_001 *51  _ MICA*009 MICA*009 

id_002 *18  *49 MICA*004  MICA*018 

id_003 *18  *35 MICA*018  MICA*016 

id_004 *35  *51 MICA*002  MICA*009 

id_005 *08  *51 MICA*008  MICA*009 

id_006 *27  *51 blank,MICA*009 

id_007 *18  *51 blank, MICA*009 

id_008 *35  *38 blank,  MICA*016 

id_009 *35  *44 MICA*008  MICA*009 

id_010 *18  *51 MICA*018  MICA*009 

id_011 *51  *58 MICA*002  MICA*009 

id_012 *49  *51 MICA*004  blank 

id_013 *18  *35 MICA*018  MICA*002 

id_014 *44  *51 MICA*018  MICA*009 

id_015 *18  *35 MICA*018  MICA*002 

id_016 *18  *57 MICA*017  MICA*018 

id_017 *40  *57 MICA*017  MICA*027 

id_018 *18  *18 MICA*018  MICA*018 

id_019 *14  *44 MICA*008  MICA*011 

id_020 *18  *53 MICA*018  blank 

id_021 *14  *51 MICA*008  MICA*011 

id_022 *18  *51 MICA*018  MICA*009 

id_023 *35  *35 MICA*009 MICA*009 

id_024 *50  *56 MICA*009  blank 

id_025 *35  *50 MICA*009  MICA*016 

id_026 *13  *55 MICA*008  MICA*012 

id_027 *44  *55 MICA*008  MICA*012 

id_028 *08  *27 MICA*008  blank, 
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id_029 *51  *57 MICA*010  MICA*018 

id_030 *18  *35 MICA*018  MICA*009 

id_031 *15  *35 MICA*008  MICA*016 

id_032 *07  *44 MICA*004  MICA*008 

id_033 *14  *18 MICA*011  MICA*018 

id_034 *18  *51 MICA*018  MICA*009 

id_035 *27  *35 MICA*008  blank, 

id_036 *35  *38 MICA*002  MICA*016 

id_037 *35  *51 MICA*002  MICA*009 

id_038 *18  *18 MICA*018  MICA*018 

id_039 *50  *51 MICA*009 MICA*009 

id_040 *14  *38 MICA*011  blank, 

id_041 *15  *37 MICA*008  MICA*008 

id_042 *08  *15 MICA*008  MICA*008 

id_043 *35  *57 MICA*017  MICA*009 

id_044 *44  *51 MICA*004  MICA*010 

id_045 *18  *37 MICA*008  MICA*018 

id_046 *41  *57 MICA*004  MICA*017 

id_047 *18  *44 MICA*001  MICA*008 

id_048 *15  *51 MICA*008  MICA*009 

id_049 *18  *44 MICA*008  MICA*018 

id_050 *18  *35 MICA*018  MICA*002 

id_051 *18  *51 MICA*018  MICA*009 

id_052 *39  *53 MICA*047  blank, 

id_053 *35  *52 MICA*002  MICA*009 

id_054 *13  *51 MICA*008  MICA*009 

id_055 *18  *35 MICA*0018  MICA*016 

id_056 *51  *51 MICA*0008  MICA*009 

id_057 *07  *44 MICA*0008  MICA*0018 

id_058 *07  *07 MICA*0008  MICA*0008 

id_059 *07  *51 MICA*0008  MICA*009 

id_060 *07  *44 MICA*0004  MICA*0008 
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id_061 *52  *73 MICA*009  MICA*00YXH 

id_062 *08  *08 MICA*0004  MICA*0008 

id_063 *13  *53 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_064 *13  *53   

id_065 *35  *51 MICA*006  MICA*016 

id_066 *39  *44 MICA*0008  MICA*0047 

id_067 *18  *51 MICA*0006  MICA*0018 

id_068 *14  *44 MICA*0008  MICA*0011 

id_069 *18  *35 MICA*0018  MICA*00DUU 

id_070 *35  *51 MICA*009  MICA*016 

id_071 *27  *35 MICA*002 MICA*007/045 

id_072 *41  *44 MICA*0004  MICA*0008 

id_073 *08  *1517 MICA*0008  MICA*0008 

id_074 *18  *44 MICA*0004  MICA*0018 

id_075 *51  *51 MICA*009 MICA*009 

id_076 *18  *51 MICA*018  MICA*009 

id_077 *08  *51 MICA*0006  MICA*0008 

id_078 *35  *51 MICA*0004  MICA*00DUU 

id_079 *13  *44 MICA*0008  MICA*0008 

id_080 *18  *55   

id_081      MICA*008  MICA*016 

id_082 *18  *40 MICA*0008  MICA*0018 

id_083 *35  *51 MICA*006  MICA*002 

id_084 *44  *51 MICA*008  MICA*009 

id_085 *18  *35 MICA*0018  MICA*00DUU 

id_086 *38  *55 MICA*0012  MICA*00DUU 

id_087 *18  *51 MICA*0008  MICA*0018 

id_088 *08  *35 MICA*008  MICA*019/33 

id_089 *14  *51   

id_090 *35  *47 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_091 *18  *35 MICA*018  MICA*016 

id_092 *08  *51 MICA*0008  MICA*049 
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id_093 *14  *51 MICA*0006  MICA*0011 

id_094 *35  *41 MICA*0004  MICA*009 

id_095 *18  *44 MICA*0008  MICA*0018 

id_096 *35  *44 MICA*008  MICA*019/33 

id_097 *35  *44 MICA*0008  MICA*016 

id_098 *35  _ MICA*002  MICA*016 

id_099 *18  *52 MICA*0018  MICA*009 

id_100 *27  *35   

id_101 *13  *35 MICA*0008  MICA*009 

id_102 *40  *44 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_103 *1517  *27 MICA*0008  MICA*00JJX 

id_104 *38  *39   

id_105 *08  *51 MICA*0006  MICA*0008 

id_106 *37  *38 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_107 *27  *35 MICA*00XX1  MICA*009 

id_108 *38  *38 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_109 *18  *27   

id_110 *44  *58 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_111 *08  *52 MICA*008  MICA*009 

id_112 *51  *58 MICA*002  MICA*009 

id_113 *51  *57 MICA*0017  MICA*009 

id_114 *39  _   

id_115 *35  *51 MICA*049  MICA*016 

id_116 *49  *51 MICA*004  MICA*009 

id_117 *35  *51 MICA*002  MICA*009 

id_118 *35  *51 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_119 *44  _ MICA*0008  MICA*0008 

id_120 *18  *44 MICA*0008  MICA*0018 

id_121 *18  *27 MICA*0018  MICA*00XX1 

id_122 *18  *44 MICA*0008  MICA*0018 

id_123 *18  *51 MICA*0018  MICA*00XX1 

id_124 *35  *51 MICA*009 MICA*009 
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id_125 *07  *49 MICA*0004  MICA*0008 

id_126 *18  *51 MICA*0018  MICA*00XX1 

id_127 *07  *44 MICA*0008  MICA*0008 

id_128 *08  *15 MICA*0008  MICA*0010 

id_129 *18  *39 MICA*0018  MICA*0047 

id_130 *18  *51 MICA*0018  MICA*009 

id_131 *18  *55   

id_132 *07  *35 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_133 *37  *49 MICA*0004  MICA*0008 

id_134 *08  *41 MICA*0004  MICA*0008 

id_135 *07  *55 MICA*0008  MICA*0012 

id_136 *51  _ MICA*009 MICA*009 

id_137 *27  *40 MICA*0008  MICA*00JJX 

id_138 *38  *44 MICA*0008  MICA*0008 

id_139 *18  *35 MICA*0018  MICA*00DUU 

id_140 *50  *51 MICA*009 MICA*009 

id_141 *13  *41 MICA*0004  MICA*0008 

id_142 *51  _ MICA*009 MICA*009 

id_143 *35  *49 MICA*004  MICA*002 

id_144 *18  *35 MICA*0018  MICA*00DUU 

id_145 *39  *45 MICA*0015  MICA*0047 

id_146 *35  *51 MICA*008  MICA*016 

id_147 *35  *39 MICA*047  MICA*016 

id_148 *18  *27 MICA*0018  MICA*00XX1 

id_149 *07  *27 MICA*0008  MICA*0027 

id_150 *13  *73 MICA*0008  MICA*0029 

id_151 *27  *44 MICA*0008  MICA*00JJX 

id_152 *08  *18 MICA*0008  MICA*0018 

id_153 *18  *49 MICA*0004  MICA*0018 

id_154 *18  *53 MICA*0018  MICA*00DUU 

id_155 *2705  3101 MICA*0008  MICA*00JJX 

id_156 *39  *51 MICA*006  MICA*002 
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id_157 *51  *57 MICA*0017  MICA*009 

id_158 *15  *51 MICA*0010  MICA*009 

id_159 *1402  *40   

id_160 *4403  *51 MICA*0004  MICA*049 

id_161 *08  *51 MICA*0006  MICA*0008 

id_162 1517  *37 MICA*0008  MICA*0008 

id_163 *18  *53 MICA*018  MICA*002 

id_164 *3502  *51 MICA*049  MICA*016 

id_165 *39  *51 MICA*002  MICA*009 

id_166 *49  *51 MICA*0004  MICA*009 

id_167 *13  *52 MICA*0008  MICA*009 

id_168 *18  *55   

id_169 *18  *38 MICA*018  MICA*002 

id_170 *3502  *51 MICA*009 MICA*016 

id_171 *35  *51 MICA*009 MICA*009 

id_172 *37  *55 MICA*0008  MICA*0012 

id_173 *39  *57 MICA*0017  MICA*00XX1 

id_174 *38  *44 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_175 *08  *2702 MICA*0008  MICA*00JJX 

id_176 *49  *50 MICA*0004  MICA*009 

id_177 *38  *51 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_178 *35  *51 MICA*002  MICA*009 

id_179 *37  *38 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_180 *3502  *53 MICA*002  MICA*016 

id_181 *1503  *44 MICA*0008  MICA*0008 

id_182 *35  *52 MICA*0011  MICA*0012 

id_183 *1402  55 MICA*0011  MICA*0012 

id_184 *4001+  58 MICA*0008  MICA*00DUU 

id_185 1901  *51 MICA*0004  MICA*009 

id_186 *07  *51 MICA*0008  MICA*009 

id_187 *57  _ MICA*0017  MICA*00XX1 

id_188 *27  *39 MICA*018  MICA*002 
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id_189 *1501+  _ MICA0010  MICA*019/33 

id_190 *51  *52 MICA*009 MICA*009 

id_191 *4102  *51 MICA*0004  MICA*009 

id_192 *44  _ MICA*0008  MICA*0018 

id_193 *38  *51 MICA*002 MICA*009 

id_194 *47  *55 MICA*0008 MICA*0012 

id_195 *08  *52 MICA*0008  MICA*009 

id_196 *51  _ MICA*009 MICA*009 

id_197 *27  *50 MICA*00XX1 MICA*009 

id_198 *0801  *5101 MICA*008  MICA*009 

id_199 *1502  *18 MICA*019/33 MICA*0018 

id_200 *07  *44 MICA*0008 MICA*0008 

id_201 *3502  *35 MICA*002  MICA*016 

id_202 *35  *57 MICA*009 MICA*0017 

id_203 *1517  *35 MICA*00XX1 MICA*0008 

id_204 *51  *52 MICA*009 MICA*009 

id_205 *18  *44 MICA*0001 MICA*0008 

id_206 *51  *55 MICA*0006 MICA*0012 

id_207 *18  *39 MICA*018  MICA*002 

id_208 *50  *51 MICA*009 MICA*009 

id_209 *47  *57 MICA*00XX1 MICA*0008 

id_210 *3508  *49 MICA*004 MICA*016 

id_211 *18  *39 MICA*018  MICA*002 

id_212 *1517  *35 MICA*008 MICA*016 

id_213 *35  _ MICA*009 MICA*009 

id_214 *07  *35 MICA*002 MICA*010/054 

id_215 *35  *44 MICA*004  MICA*002 

id_216 *13  *18 MICA*0008 MICA*0018 

id_217 *07  *18 MICA*0008 MICA*0018 

id_218 *35  *39   

id_219 *07  *51 MICA*0008  MICA*009 

id_220 *18  *35 MICA*018  MICA*002 
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id_221 *18  *51 MICA*0006 MICA*0018 

id_222 *35  *51 MICA*006 MICA*016 

id_223 *35  *58   

id_224 *35  *44 MICA*004 MICA*016 

id_225 *35  *50 MICA*009 MICA*016 

id_226 15  *44 MICA*004 MICA*019 

id_227 *39  *57 MICA*00XX1 MICA*0017 

id_228 *15  *35 MICA*00XX1 MICA*016 

id_229 *18  *51 MICA*0018  MICA*009 

id_230 *35  *38   

id_231 *18  _ MICA*0018 MICA*0018 

id_232 *18  _ MICA*0018 MICA*0018 

id_233 *18  *52 MICA*0018  MICA*009 

id_234 *35  *39   

id_235 *18  *50 MICA*0018  MICA*009 

id_236 *49  *51 MICA*0004 MICA*049 

id_237 *51  *52 MICA*009 MICA*009 

id_238 *39  *55 MICA*002 MICA*012 

id_239 *40  *49 MICA*0004 MICA*0027 

id_240 *08  *51 MICA*0008  MICA*009 

id_241 *1402  *18 MICA*0011 MICA*0018 

id_242 *08  *1517 MICA*0008 MICA*0008 

id_243 *08  *41 MICA*0004 MICA*0008 

id_244 *08  *35 MICA*0008  MICA*009 

id_245 *18  *39 MICA*018  MICA*002 

id_246 *27  *45   

id_247 *18  *39 MICA*018  MICA*002 

id_248 *39  _   

id_249 *14  *50 MICA*009 MICA*0011 

id_250 *18  *51 MICA*0018  MICA*009 

id_251 *27  *35   

id_252 *35  *44 MICA*009 MICA*0027 
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id_253 *41  *51 MICA*0004 MICA*009 

id_254 *1501  *1801 MICA*00XX1 MICA*0018 

id_255 *27  *56 MICA*0012 MICA*0027 

id_256 *35/*51  OR *53/*78 MICA*002 MICA*049 

id_257 *18  *55 MICA*0012 MICA*00XX1 

id_258 *18  *5004 MICA*002 MICA*027 

id_259 *52  _ MICA*009 MICA*019 

id_260 *3501  *3503 MICA*002  MICA*016 

id_261 *37  *44 MICA*0004 MICA*0008 

id_262 *35  *49 MICA*004 MICA*016 

id_263 *27  *51   

id_264 *18  *51 MICA*0018  MICA*009 

id_265 *49  *50 MICA*0004 MICA*009 

id_266 *18  *37 MICA*0008 MICA*0018 

id_267 *35  _ MICA*009 MICA*009 

id_268 *3501  *4006 MICA*002 MICA*027 

id_269 *1801  *5101 MICA*0018  MICA*009 

id_270 *18  *51 MICA*0018  MICA*009 

id_271 *47  *51 MICA*0006 MICA*0008 

id_272 *07  *4901 MICA*004  MICA*002 

id_273 *18  *5001 MICA*0018  MICA*009 

id_274 *3502  *7301 MICA*00XX1 MICA*016 

id_275 *51  _ MICA*0006 MICA*009 

id_276 *39  *51 MICA*002 MICA*049 

id_277 *3502  *58 MICA*002  MICA*016 

id_278 *18  *35 MICA*00XX1 MICA*0018 

id_279 *51  *52 MICA*009 MICA*009 

id_280 *1401  *51 MICA*009 MICA*019 

id_281 *3502  *58 MICA*002  MICA*00XX2 

id_282 *3502  *58 MICA*002  MICA*00XX2 

id_283 *08  _ MICA*0008 MICA*0008 

id_284 *0801  *35 MICA*00XX1 MICA*0008 
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id_285 *1402  *51 MICA*009 MICA*0011 

id_286 *18  *37 MICA*008 MICA*018 

id_287 *44  *50   

id_288 *13  *51   
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