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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΥΠΟΒΑΘΡΟ
Η συστηματική σκλήρυνση (ΣΣκλ) είναι χρόνια πάθηση 
που χαρακτηρίζεται από ίνωση, διέγερση του ανοσια-
κού συστήματος, και μικροαγγειοπάθεια.1-8 Τα τελευ-
ταία έτη, αρκετές μελέτες έχουν δείξει ότι τα ρυθμιστι-
κά Β λεμφοκύτταρα (Bregs) παίζουν σημαντικό ρόλο 
στην ανάπτυξη αυτοανοσίας και ότι στην επικράτηση 
της βλαπτικής δράσης των αυτοδραστικών λεμφο-
κυττάρων στα αυτοάνοσα νοσήματα σημαντικό ρόλο 
παίζει η ανεπάρκεια λειτουργικών ρυθμιστικών Β λεμ-
φοκυττάρων (Βregs).9-10 Τα Bregs χωρίζονται σε ρυθ-
μιστικά CD19(+)CD24(hi)CD38(hi) (transitional Bregs) 
και τα memory Bregs. Τα κύτταρα αυτά καταστέλλουν 
άλλα κύτταρα κυρίως μέσω παραγωγής ιντερλευκί-
νης-10 (IL-10).11 Ο ρόλος των Bregs έχει μελετηθεί 
σε πειραματικά μοντέλα νόσων και σε ανθρώπους με 
διάφορες νόσους. Στη ΣΣκλ υπάρχει διαταραχή της 
ομοιοστασίας των Β λεμφοκυττάρων, με υπερδιεγερ-
μένα Β λεμφοκύτταρα να παράγουν αυτοαντισώματα 
που ευοδώνουν την ίνωση.12 Πρόσφατα δείξαμε ότι 
στη ΣΣκλ υπάρχει ανεπάρκεια των Bregs.13 Συγκε-
κριμένα, στην ΣΣκλ υπολείπονται τόσο τα transitional 
Bregs όσο και τα memory Bregs, και η παραγόμενη - 
από τα λιγοστά Bregs - IL-10 είναι πολύ λιγότερη από 
εκείνη που παράγεται από Bregs υγιών μαρτύρων.13 

Ύπάρχει διαφορά στα 
Bregs μεταξύ περιο-
ρισμένης και διάχυτης 
δερματικής ΣΣκλ, με-
ταξύ της πρώιμης και 
προχωρημένης νόσου 
και της συνύπαρξης ή 
όχι πνευμονικής ίνω-
σης.13 Μάλιστα, ασθε-
νείς με ΣΣκλ-σχετιζό-

μενη πνευμονική ίνωση έχουν σχεδόν παντελή έλλειψη 
των Bregs.13

Η αντιφλεγμονώδη δράση της IL-10 και η ανοσο-
ρυθμιστική της δράση σε λεμφοκυτταρικούς Β και Τ 
αυτοδραστικούς πληθυσμούς είναι τεκμηριωμένη.14 
Πρόσφατες μελέτες έχουν αναδείξει τον καθοριστι-
κό ρόλο που παίζουν τα Bregs στην ισορροπία μεταξύ 
των ρυθμιστικών Τ λεμφοκυττάρων (Tregs) και Th17 
λεμφοκυττάρων.15-17 Φαίνεται ότι τα Bregs επάγουν 
Tregs (CD25+, FoxP3+ κύτταρα),18-19 και αντίστροφα 
τα Tregs επάγουν την παραγωγή των Bregs in vitro.20

Σε μερικούς από τους ασθενείς μας παρατηρήσα-
με υποπληθυσμούς Β κυττάρων που μπορούσαν να 
παράξουν μικρή, αλλά όχι αμελητέα, παραγωγή IL-
10. Άυτό μας οδηγεί στην υπόθεση ότι οι πληθυσμοί 
αυτοί μπορεί να αποτελέσουν πιθανές δεξαμενές εν 
δυνάμει ανοσορυθμιστικών Β λεμφοκυττάρων. Άυτά 
τα κύτταρα ήταν ανιχνεύσιμα ακόμη και σε ασθενείς 
με προχωρημένο διάχυτο δερματικό ΣΣκλ. Θα απο-
μονώσουμε τους υποπληθυσμούς αυτών των Β λεμ-
φοκυττάρων και θα τα διαφοροποιήσουμε in vitro σε 
επαγώμενα (inducible) Bregs κατά ανάλογο τρόπο με 
τα inducible Tregs. 

Σκοπός της μελέτης
Ο σκοπός της προτεινόμενης μελέτης είναι να μελε-
τήσομε τους κυτταρικούς υποπληθυσμούς των Bregs, 
Tregs και Τh17 σε ασθενείς με ΣΣκλ, και την ικανότητα 
των Bregs να επάγουν αυτόλογα Tregs.
Συγκεκριμένα, ο σκοπός της μελέτης είναι να μελετή-
σουμε: α) τα Bregs, τα Tregs, και τα Th17 κύτταρα σε 
ασθενείς με ΣΣκλ· β) την in vitro επαγωγή αυτόλογων 
Bregs από Β λεμφοκύτταρα που στη μελέτη μας φά-
νηκε ότι μπορούν να αποκτήσουν φαινοτυπικούς χα-
ρακτήρες Bregs και που εν δυνάμει θα μπορούσαν να 
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παράγουν IL-10, και γ) την in vitro επίδραση των Bregs 
στα Tregs σε ασθενείς με ΣΣκλ.

ΥΛΙΚΟ - ΜΕΘΟΔΟΙ
Βιολογικό Υλικό – Ασθενείς
Η ερευνητική πρόταση περιλαμβάνει την μελέτη, απο-
μόνωση και καλλιέργεια B και Τ λεμφοκυττάρων πε-
ριφερικού αίματος από ασθενείς με ΣΣκλ (με πρώιμη 
νόσο, με περιορισμένη δερματική ΣΣκλ, και με διάχυ-
τη δερματική ΣΣκλ). Επίσης θα περιλαμβάνει ασθενείς 
από ρευματοειδή αρθρίτιδα με πνευμονική ίνωση ως 
παθολογικούς μάρτυρες, καθώς και υγιείς μάρτυρες. 
Όλοι οι ασθενείς θα μετάσχουν ύστερα από έγγρα-
φη και ενημερωμένη συγκατάθεση της εγκεκριμένης 
μελέτης από την Επιτροπή Δεοντολογίας του Πανε-
πιστημιακού Γενικού Νοσοκομείου Λάρισας Νοσοκο-
μείου και σύμφωνα με την Διακήρυξη του Ελσίνκι. Οι 
ασθενείς υποβάλλονται για διαγνωστικούς και θερα-
πευτικούς λόγους σε τακτικές αιμοληψίες. Για τη μελέ-
τη θα ληφθούν κατά τη διάρκεια μιας τέτοιας αιμολη-
ψίας επιπρόσθετη ποσότητα αίματος (15-20 mL) από 
τις οποίες απομονώνονται και καταψύχονται τα μονο-
πύρηνα κύτταρα του περιφερικού αίματος (peripheral 
blood mononuclear cells, PBMC, ορός, RNA & DNA). 
PBMCs από αρρώστους με ΣΣκλ, παθολογικούς και 
υγιείς μάρτυρες έχουν επίσης συλλεχτεί και αποθη-
κευτεί σε υγρό άζωτο στην τράπεζα βιολογικού υλικού 
της Πανεπιστημιακής Κλινικής Ρευματολογίας και Κλι-
νικής Άνοσολογίας και είναι διαθέσιμα για το σύνολο 
των πειραμάτων. 

Μεθοδολογία
Μετά την απόψυξή τους, τα βιώσιµα λεµφοκύτταρα 
ασθενών με ΣΣκλ θα επωάζονται σε καλλιεργητικό 
μέσο RPMI 1640 με χαμηλή περιεκτικότητα ορού (5-
10%) στους 37ο C. Τα Β λεμφοκύτταρα θα χαρακτη-
ρίζονται με επιφανειακή χρώση με συζευγμένα αντι-
σώματα έναντι των CD19, CD24, CD38, και CD27 
και θα μετρούνται τα ποσοστά naïve, memory B cells 
and transitional, και memory Bregs.13 Άπό άλλο φιαλί-
διο κρυοσυντήρησης, ο συνολικός πληθυσμός των Β 
κυττάρων θα διαχωρίζεται με την χρήση μαγνητικών 
σφαιριδίων (Miltenyi-B cell negative selection) από τα 
συνολικά PBMC. Άνάλογα θα διαχωρίζεται διαδοχικά 
και ο συνολικός πληθυσμός αυτόλογων CD4+ Τ λεμ-
φοκυττάρων από κάθε ασθενή.
Τα Β λεμφοκύτταρα ή και τα ολικά PBMC θα καλλι-
εργούνται χωρίς ή με την παρουσία ειδικών ή μη διε-
γερτών, όπως polyclonal IgM (BCR activation) bacterial 
CpG (ODN2006 – TLR-9 activation), bacterial LPS 
(TLR-4 activation, PMA, ιονοµυκίνης, κ.ά. με στόχο την 
ενεργοποίηση και διαμορφοποίηση των Β κυττάρων 
στην παραγωγή IL-10. Οι χρόνοι επώασης διαφέρουν 
μεταξύ διαφόρων διεγερτών και λόγω τοξικότητας 
θα κυμαίνονται από 24-72 ώρες έως 5-7 ημέρες. Θα 

γίνεται επώαση πολλαπλών κυτταροκαλλιεργειών, 
κάποιων με χρήση rapamycin και άλλων ανοσοκατα-
σταλτικών που μπορεί να συμμετέχουν στην επαγω-
γή B και Τ ρυθμιστικών κυττάρων και άλλων με την 
χορήγηση ανασυνδυασμένων κυτταροκινών όπως 
IL-2 και ΊL-15 σημαντικών για την ομαλή ανάπτυξη και 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Στη περίπτωση χρώσης 
κυτταροκινών, σε ορισμένο χρόνο µετά την έναρξη 
της καλλιέργειας, θα προστίθεται ως αναστολέας της 
εξωκυττάρωσης πρωτεϊνών brefeldin Ά, και µετά το 
πέρας της καλλιέργειας θα γίνεται χρώση των λεµ-
φοκυτταρικών πληθυσµών µε τα ειδικά µονοκλωνικά 
αντισώµατα έναντι επιφανειακών αντιγόνων ή µε τα 
αντίστοιχα ισοτυπικά αντισώµατα-μάρτυρες. Μετά 
από τη διαπερατοποίηση της µεµβράνης των λεµ-
φοκυττάρων µε ειδικό διάλυµα σαπονίνης θα γίνεται 
χρώση µε ειδικά αντισώματα, όπως εκείνα των ενδο-
κυττάριων κυτταροκινών της IL-10, IL-6.
Επίσης, θα γίνεται χρώση των Β αλλά και των Τ λεμ-
φοκυττάρων με συζευγμένα αντισώματα έναντι του 
CD25 και του μεταγραφικού παράγοντα FoxP3 για τον 
χαρακτηρισμό Tregs. Τα Β λεμφοκύτταρα που παρά-
γουν IL-10 θα μετρούνται και θα απομονώνονται με 
την χρήση μαγνητικών σφαιριδίων Miltenyi, αν πρόκει-
ται για συνολικά PBMC. Στην συνέχεια τα Β κύτταρα 
θα καλλιεργούνται με αυτόλογα CD4 T λεμφοκύτταρα 
σε συγκεκριμένες αναλογίες και θα μελετάται η ανο-
σοκαταστολή με proliferation assays ή και την μέτρηση 
φλεγμονωδών κυτταροκινών όπως IFN-γ και IL-6 από 
τα T λεμφοκύτταρα.

Σημασία της Μελέτης - Αναμενόμενα 
Αποτελέσματα
Τα αποτελέσματα της μελέτης έχουν τεράστια ση-
μασία για την κατανόηση της παθογένεσης της ΣΣκλ 
αλλά και την εξεύρεση ικανοποιητικών θεραπευτικών 
προσεγγίσεων. 
Άπώτερος σκοπός της μελέτης είναι να αναδείξου-
με την πιθανότητα αποτελεσματικής θεραπευτικής 
αγωγής που θα στηρίζεται στην αυτόλογη μετάγγι-
ση inducible Bregs (σε συνδυασμό ή όχι με inducible 
Τregs) σε ασθενείς με ΣΣκλ. 
Για να γίνει αυτό, πρέπει πρώτα να δούμε αν B λεμφο-
κύτταρα που υπάρχουν σε ασθενείς με ΣΣκλ και έχουν 
δυνητικούς χαρακτήρες Bregs μπορούν πραγματικά 
να μετατραπούν σε Bregs και να παράξουν IL-10. 
Η ερευνητική μας ομάδα είναι σε πλεονεκτική θέση 
όσον αφορά στη μελέτη των Bregs και την αλληλεπί-
δρασή τους με τα Tregs/Th17, μια και έχει μελετήσει 
σε βάθος τα κύτταρα αυτά και ήταν η πρώτη ομάδα 
που ανάδειξε το σημαντικό τους ρόλο στην ΣΣκλ.
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ΣΥΓΚΡΟΥΣΗ ΣΥΜΦΕΡΟΝΤΩΝ: 
Οι συγγραφείς δεν αναφέρουν σύγκρουση συμφερό-
ντων για τη συγκεκριμένη δημοσίευση.
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