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Mnxaviopol yuutkng avoaoiag Mnxaviopol KUTTapLlKkA¢ avooiag
(Antibody mediated immunity) (Cell mediated immunity) pcow
Kot Snploupyla voGOoU UITAEY LATWV Aepdokwvwy amno T AspdokutTapa
(ZEN, MeuBpavwdnc, IgA, /riobokutonaBeLeg
Metalowuwdng) (FSGS, MCD)
ITELPAUATOVEPPITIOES Mobéokutortadetec

Mdavn cuuueToxn Kat Twv SU0 UNXAVICUWYV CE Uia vOCO
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Presentation Notes
Αρχικά διακρίνονται σε παθήσεις του σπειράματος που χαρακτηρίζονται από την παρουσία ενδοσπειραματικής φλεγμονής και κυτταρικής υπερπλασίας και ονομάζονται σπειραματονεφρίτιδες (ΣΝ) και σε μη υπερπλαστικές ή σκληρυντικές παθήσεις του σπειράματος και ονομάζονται σπειραματοπάθειες (ΣΠ).
 
Η παθογένεια των σπειραματικών παθήσεων αποτελεί αντικείμενο μελέτης πολλών ερευνητών την τελευταία δεκαετία.
Στην παθογένεια της νεφρικής νόσου, η οποία εκδηλώνεται ως αντίδραση του σπειράματος σε ανοσιακή απάντηση, συμμετέχουν τόσο ο κυτταρικός όσο και ο χυμικός ανοσολογικός μηχανισμός.
Χυμική ανοσία
Σε όλες σχεδόν τις ΣΝ εντοπίζονται στα σπειράματα εναποθέσεις ανοσοσφαιρινών και συστατικών του συμπληρώματος, γεγονός που αποδεικνύει τον ουσιαστικό ρόλο της χυμικής ανοσίας στην πρόκληση της βλάβης.
Στις σπειραματοπάθειες όπου κυρίαρχο παθογενετικό ρόλο στην πρόκληση της σπειραματικής βλάβης παίζει η κυτταρική και όχι η χυμική ανοσία ανήκουν οι ποδοκυτοπάθειες, όπως είναι η ΝΕΑ και η ΕΤΣΣ. Σε αυτές τις περιπτώσεις χαρακτηριστική είναι η απουσία ανοσοσφαιρινών και συστατικών του συμπληρώματος στα σπειράματα. Η βλάβη προκαλείται από τα ενεργοποιημένα μακροφάγα που προέρχονται από τη συστηματική κυκλοφορία και διεισδύουν στο σπείραμα.



AIADQOPOIMNOIHZH TQN B-AEM®OKYTTAPQN
KAI EKKPIZH ANOZOZ®AIPINQN

Avantuén twv B-AepupoKuTTAPWVY 6TO LUEAO TWV 00TWV

Ta B Agpdokittapa wpludlouv 0To HUEAO TWV 0OTWV KL OTN CUVEXELQ
HLETOKLVOUVTOL OTNV MEPLPEPELA, OTA SEUTEPOYEVN AEUPIKA Opyava, OTIOU YIVETOL N
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Aopun Kat Asttovpyia Twv avocoodatplvwyv
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oTNV avayvwpeLon TwWV aVTIyovwV.

Fc < binding site

KadBe noplo avocoodatlpivng amoteAeitol amnod dUo idiec eAappéc aAuaoidec k i A Kol
dvo idiec Bapiéc aAuoidec ue 5 tootunouc (y,a, 1,6 Kat €) mou cuvdEovtal peTay

TouC e SLooUADLOLKOUC SECOUC
H taén kat n utotaén pog avoooodalpivne kabopilovtal amod tov TUo tne Baplag

aAvoidacg

Awakpivouue 5 taéeic avoocoaatpivwy IgG,igM,igA,lgD kat igD



[EVETIKN TWV AVOCOOTQALPLVWYV

O opyaviopog €XeL TN dSuvaTtoTNTA VAL TIAPAYEL EVaV TEPAOTLO OPLOUO
avoooodaLpLVWV HOVASLKAC AVTLYOVIKOTNTOC

Auto odeiletal otn doun Twv yovidiwv rnou KwdLKoToLouV T cUVBEoN
TOUC KOlL OTNV LKAVOTNTA TWV B KUTTAPWV va avadlatdoocouV autd Tt

yovidia

EToL TOpAyETAL TEPACTIOC APLOUOC SLapopETIKWY aAAnAouxtwv Twv
uetaBAntwy nebiwv



PoAo¢ twv B Aspdokuttapwyv otnv naboyEvela
NG LoTKAG BAABNG

MNpoodata, OAo KaL MEPLOCOTEPEC LEAETEC EMKEVTIPWVOUV 0TO B KUTTAPO OTOV

VEPPLKO LOTO Kal 0TOV TABOoYEVETLKO TOU pOAO GTnV TOTILKA LOTIKA BAARN

MOavol pnxaviopol yla tTn CURUETOXN Tou B Kuttdpou otnv Torikn vedplkn BAABN

nepthapBavouv povomatia SLadopETIKA Ao TNV EKKPLON avoooodalplvwy OTwC:

—

Tpoaywyn tne XPoviag PAEYyLOVAC Kal ivwon
TOTTLKI) QVTLYOVOMAPOUCLOOTIKA dpaon

EKTOTIN AEUPOYEVEDN

Autad akplBwc ta B kUTTapa anoteAoUV SUGKOAO FEpAITEUTIKO OTOXO OTN

Beparmeia Twv AUTOAVOOWY VOGWV.



2KONOoz

H avalltnon Tn¢ Tapouciac  OAIYOKAWVIKwWY  1TANnGuouwv
B- Asu@okurrapwv OTOV VEQPPIKO 10TO 0a0B0evwv HE AUTOAVOOEC
OTTEIPAUATIKEC TTAONOEIC KAl N CUOXETION TOUG ME TO & O0OC Kal T
1I01QITEPA XAPAKTNPIOTIKA TNG BAABNC TOU VEQPPIKOU I0TOU KABWG Kal JE
TNV TTAPOUCia OAIYOKAWVIKWV TTANGUOUWYV B Agu@OKUTTAPpWY OTO

aiga Twv idiwv aocBevwv.



YAWKO kot pEBodoc

1 42 deiypata vedppikol Lotou
(bLadepuikn mapakevtnon owa BeAovnc)
d 42 dsiypota aipatoc
(katd to Ypovo tnc ANYPnc tou deiypatoc)

[ 13 avdpecg

[ 42 aodeveic }

[ 29 yuvaiKeg

v Slapeon nAkia 37 €tn (evpoc 29 pe 56 €tn)



AtTOopovwon YEVWHIKOU DNA

» Alaxwpiouog Tou DNA at1rd GAAa KUTTAPIKA GUCTATIKA KAl JOKPOMOPIa

» KatadAAnAn texvikrn atmopovwong DNA -
ApPXIKO UAIKO (KUTTOPA, IOTOG, Aiua)
1O €i00C DNA (XPWHOCWMIKO, TTAACUIOIOKO, HITOXOVOPIAKO)

TNV 101I0TNTA TOU DNA IO Tissue or Cells

‘L DA EXTRACTION

Izsalated DMA

» [1nyn DNA : Aeukd aipoa@aipia Tou QigaTog

OTTOI0BATIOTE UAIKO TTEPIEXEI EUTTUPNVA l D WiTh RUGRESCEN T
TAGS & PCR AMPLIFICATION
KUTTapQ (Biowiec 10TOU) «“—r w—r  —>

—  —  —  —

lovous lscuas2 locus3 ocusd

I & DETECTION ON ABI3 730X
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Presentation Notes
Η διαδικασία απομόνωσης του γενωμικού υλικού από βιολογικά δείγματα έχει σαν στόχο τον διαχωρισμό του DNA από άλλα κυτταρικά συστατικά και μακρομόρια. Η επιλογή της κατάλληλης τεχνικής απομόνωσης DΝΑ καθορίζεται από πολλές παραμέτρους, όπως το αρχικό υλικό (π.χ. κύτταρα, ιστός, αίμα), το είδος (π.χ. χρωμοσωμικό, πλασμιδιακό, μιτοχονδριακό κ.λπ.) και την ποιότητα του DΝΑ που επιθυμούμε να απομονώσουμε. Στους ανθρώπους, η πιο συνηθισμένη πηγή DNA είναι τα λευκά αιμοσφαίρια του αίματος, από τα οποία απομονώνεται εύκολα γενετικό υλικό υψηλής ποιότητας και συγκέντρωσης. Ωστόσο γενωμικό DNA μπορεί να απομονωθεί από οποιοδήποτε υλικό περιέχει εμπύρηνα κύτταρα, όπως κύτταρα από βιοψίες ιστού ή βιοψίες ιστού σε κύβους παραφίνης. 



Multiplex PCR

» Aviyveuon IGH KAwvikornrag

» 3 ouadeg ekkivntwy &IBIKES via Tnv FR1, FR2 FR3 ueraBAnrn mmepioxn tn¢
Bapiac aAuaidac tn¢ avooooaipivng

A) FR1: VH1-6+JH consensus (avauevopevo péyebog PCR Trpoidviwy 310-360bp)

B) FR2: VH1-7+JH consensus (avauevopevo pEyeBog PCR tTpoidovTwy 240-295 bp)
) FR3: VH1-7+JH consensus (avapevouevo peyebog PCR trpoioviwy 100-170 bp)

ouvOoedEuévol ue PBopIoxpwWHA

VH DH JH
VH-FR1 primers  VH-FR2 primers VH-FR3 primers JH primer
1 |

(COonsensus primer)
VH family primers

Tube A: 6 VH-FR1 Primers + JH Consensus Primer
Tube B: 7 VH-FR2 Primers + JH Consensus Primer

Tube C: 7 VH-FR3 Primers + JH Consensus Primer

» AvaAuon trpoiovTwy Tn¢ multiplex PCR ue 1n uéBodo 1n¢ fragment analysis
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Presentation Notes
Η βαριά αλυσίδα των ανοσοσφαιρινών (IGH) αποτελείται από τις 
περιοχές VH, DH και JH (Variable, Diverse, Joining heavy chain regions)

Η ετερογένεια στο ρεπερτόριο των Β λεμφοκυττάρων επιτυγχάνεται 
    με τη διαδικασία του τυχαίου ανασυνδυασμού των V(D)J γονιδίων

η αρχή της χρήσης της PCR για την ανίχνευση της κλωνικότητας Β κυτταρικών πληθυσμών που περιλαμβάνει τις αναδιατάξεις του γονιδιακού τόπου IGH της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών.
Ο γονιδιακός τόπος της βαριάς αλυσίδας των ανοσοσφαιρινών (IGH) στο χρωμόσωμα 14 (14q323) περιλαμβάνει, όπως αναφέρθηκε και στο γενικό μέρος, 66 γονιδιακά τμήματα για τη VΗ (variable heavy) περιοχή, 27 γονιδιακά τμήματα για την D (diversity) περιοχή και 6 για την JH (joining heavy) περιοχή, τα οποία έχουν μήκος περίπου 1250 kilobases (kb). Κάθε VH τμήμα περιλαμβάνει 3 συντηρημένα FR (framework regions) και 2 μεταβλητά CDR (complementary determining regions) τμήματα. Οι παραγωγικές αναδιατάξεις που συμβαίνουν στα γονίδια του IGH οδηγούν σε VH-DH-JH συνδυασμό που είναι μοναδικός για κάθε Β κύτταρο. Κατά συνέπεια, παθήσεις που προέρχονται από τον κλωνικό πολλαπλασιασμό ενός Β λεμφοκυττάρου θα έχουν και κοινές «κλωνικές» αναδιατάξεις στον Β αντιγονικό υποδοχέα των ανοσοσφαιρινών.

Παρά την μεγάλη γενετική ετερογένεια, τα 66 γονίδια των σταθερών VH περιοχών μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε 7 οικογένειες, επιτρέποντας έτσι το σχεδιασμό επτά μόνο εκκινητών με τους οποίους μπορεί να καλυφθούν όλα τα γονίδια της συγκεκριμένης περιοχής.

Το 2003, η ευρωπαϊκή ομάδα εργασίας της BIOMED-2 ανέπτυξε και προτυποποίησε ένα μεγάλο αριθμό από εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την ταυτοποίηση των IGH. Πλέον τα primer sets της BIOMED-2 θεωρούνται η «χρυσή σταθερά» στη διάγνωση της κλωνικότητας Β κυτταρικών πληθυσμών και έχουν διαγνωστική ακρίβεια που φτάνει το 92% σε νωπό ιστό και το 75% σε μονιμοποιημένα δείγματα. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν primer sets στανταρισμένα από τη μελέτη BIOMED-2 


AvaAvon nipoioviwyv tnc multiplex PCR
HE TN HEBO0SO tNC fragment analysis

Fragments attd @uOIoAOYIKO, TTOAUKAWVIKO TTANBUOUOG KUTTAPpWYV
— EIKOVA KWOWVOEIOOUS KAUTTUANG (KAVOVIKI KATAVOUN KATA
Gauss)

Fragments atro oAlyo- 1} JOvoKAWVIKOUG TTANBUoOoUG — €IKOVA
TTPOECEXOUCWIV KOPUPWYV ECA O€ EVa UTTORABPO atrd HIKpOTEPQ
TTOAUKAWVIKA TTpOIoVTa

[TooOTIKOTTOINON TOU PEYEBOUC TWV TTPOIOVTWV:
XapakTnPIoPOG TNG KAWVIKOTNTAC—PEYEDOC KOPUPNC > 3 POPEC
AUTHC TOU UTTOOTPWUATOC
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Presentation Notes
Tα fragments από ένα φυσιολογικό, πολυκλωνικό πληθυσμό κυττάρων δίνουν την εικόνα μιας κωδωνοειδούς καμπύλης (κανονική κατανομή κατά Gauss) ενώ τα fragments που προέχονται από ολιγο- ή μονοκλωνικούς πληθυσμούς δίνουν την εικόνα προεξεχουσών κορυφών μέσα σε ένα υπόβαθρο από μικρότερα πολυκλωνικά προϊόντα. Για να ποσοτικοποιηθεί κατά κάποιο τρόπο το μέγεθος των προϊόντων, χρησιμοποιείται για το χαρακτηρισμό της κλωνικότητας, μέγεθος κορυφής μεγαλύτερο από τρεις φορές αυτής του υποστρώματος.



Fragment analysis : moAvkA®vikég tAn0vopnos B AeppokvtTdpmv

o0 o8 0B " R o R N

FR1, npoiovta 310-360bp, pdoploxpwua UiAe

FR2, mpoiovta 240-295bp, pdoploxpwuo uavpo

FR3, poiovta 100-170bp, pSoploxpwua npactvo




Fragment analysis : oAMyokAmvikog TtAnOvonog B Aepgokvrtapov
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OAITOKAQNIKOTHTA 2TON I2TO

OMAAA 1: AcOeveic ue 2EN veppitida (n=18)

OMAAA 2: AcBeVEiC HE AUTOAVOOEC OTTEIPAUATIKES TTAONTEIC
EKTOC TOU 2EN (n=24)
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Presentation Notes
Στη συνέχεια συγκρίθηκε η κλωνικότητα στον ιστό στις διάφορες κατηγορίες ανοσολογικών ΣΠ. Οι αρχικές συγκρίσεις αφορούσαν στο διαχωρισμό των ασθενών σε ομάδες βάσει των ανοσολογικών χαρακτηριστικών της σπειραματικής πάθησης.Αρχικά μελετήθηκαν τα ποσοστά κλωνικότητας μεταξύ ιδιοπαθών και δευτεροπαθών ΣΝ
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ANO2OANOrlIKHz AITIOAOTIAZ ZNEIPAMATIKEZ NAOHZEI2

B IMN (n=3)

B FSGS (n=7)
¥ IgA (n=4)

B MY2N (n=3)
B NEA (n=3)

® ANOZONENIKH AITEITIAA (n=4)

ANZOAOFIKHZ AITIONOTIAZ ZMEIPAMATIKEZ MNAOHZEIZ




OAITOKAQNIKOTHTA 2TON 12TO

2YNOAO AZOENQN

50%
40%
30%
20%

10%
0%
OMAAA 1(n=18) OMAAA 2 (n=24)

ATI6 Toug 18 Tn¢ ouadac 1, o1 6 (33%) cixav TTaPoUCia OAIYOKAWVIKWYV
TTANBUO WV B KUTTAPWV OTO VEPPIKO 1I0TO, CUYKPITIKA ue 11 amrod roug 24
(48%) TnG ouadag 2



OAITOKAQNIKOTHTA 2TON I12TO

AobBeveic ue ZEN veppirida

OAlyokAwvVIKOi TTANBuooi B KUTTApWYV OTO VEPPIKO 1I0TO aveupEBnKav o€ 6
atrd Toug 18 aoBeveic (33%).

Otav ot aovUeveic ywpiotnkav o€ ouadeg, avadoya e TNV mapouvoia N thv
arnoucia OALYOKAWVIKOTNTACG, N AVeEUPEDN OAlyokAwvikwv mAnGuouwyv B-kuttapwv
OTOV LOTO O€EV PAVNKE va OXeTi{sTal OUTE UE TNV taén tng veppitidbocg touv ZEN

OUTE UE TNV LOTOAOYLKI) EVEPYOTNTA N XPOVIOTNTA TG VOOOU.




OAITOKAQNIKOTHTA 2TON 12TO

A0oOceveic ue AAAEC AUTOAVOOEC OTTEIPAUATIKES TTAONOEIC

I6tomaBeic 2N

IgA Acutepomadeic ZN
FSGS AVOOOTIEVLKEC OYVELITLOEC
NEA
MN
MYZN turou |

2€ Kapia oo TIC OUYKPIOELC TwV Urtoouadwv Oev
pavnkav SLaPopPES oTa TOCOOTA OALYOKAWVIKOTNTAC.

NodokutonaBdeleg
NEA
FSGS
MN

Inelpoportovedpitideg
AVOOOTIEVIKEC QYYELLTLOEC
IgA
MY2N |
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Presentation Notes
Στη συνέχεια συγκρίθηκε η κλωνικότητα στον ιστό στις διάφορες κατηγορίες ανοσολογικών ΣΠ. 
Οι αρχικές συγκρίσεις αφορούσαν στο διαχωρισμό των ασθενών σε ομάδες 
βάσει των ανοσολογικών χαρακτηριστικών της σπειραματικής πάθησης.
Αρχικά μελετήθηκαν τα ποσοστά κλωνικότητας μεταξύ ιδιοπαθών και δευτεροπαθών ΣΝ.
Στη συνέχεια μελετήθηκαν τα ποσοστά κλωνικότητας μεταξύ ομάδων βάσει του παθοφυσιολογικού μηχανισμού βλάβης
Βάσει του οποίου οι σπειραματικές παθήσεις διαχωρίστικαν σε σπειραματονεφρίτιδες και ποδοκυτοπάθειες.



OAITOKAQNIKOTHTA 2TO NEPIPEPIKO AIMA

n = 25 aoBeveic

n=16 n=4
2EN vedpitida IgAN

2.€ KavEvav aTTo Tou¢ aoBeveic dev avixveubnkav
OAIYOKAWVIKOi TTANOUCPOI OTO TTEPIPEPIKO aija,

oE avri@son ug ToV I0TO, OTTOU aveUupEOnkav
KAwvikéc ekmrTuésic B kurrapwv oro 38%.




OAITOKAQNIKOTHTA 2TO MNMEPIDEPIKO AIMA

To eupnua auTd Ba uTTopoUCE Va EPPNVEUBEI UTTO TO TTPICHA
TWV OAOEVA AUCAVOUEVWY DEDOUEVWYV VIO TOV KEVTPIKO POAO
KAWVWY aUTOOPOOTIKWY B KUTTAPWY TTIOU CUPMPETEXOUV
oTn OnuIoupyia Kal TN OUVTAPNON TNG TOTTIKAG

avoooAoYIKAG BAGRBNG aToV VEQPPIKO IOTO.



2YMMNEPAZMA

Ta eupruara TnN¢ mapouoag UEAETNC OEiXVOUV OTI OAIYOKAWVIKOI
mAnBuouoi B-kurrapwyv urropei va avixveubouv o€ uywnAo mooooTo o€
aocOcsveic ue evepyo ZEAN veppitida.

Mapdr 1o eupnua OEV gival £101KO TNSC ZEN ve@piTidAc kai kard
OUVETTEIQ OEV UTTOPEI va Xpnoiueuael we BI0OEIKTNS, Ba UTTOPOUCE va
onbnaoer oTnv TaAUTOTTOIiNON ACOEVWYVY UE OTTEIPAUATIKESC TTAONOEIC
avoooAoyikn¢ aiTioAoyiag 1mou 6a gixav evOEXOLEVO OPEAOC aTTO
Ocparreicc e€aleiwnc Twv B Asu@oKuTTapwV.

MeAAovriko 1medio Epguvacg armoTeAOUV UEAETEC TTOU Ba OToxEUOUV OThHV
akpIBn evromon ouykekpiuévwy VH aAAnAouyiwv twv KAwvikwv B-
KUTTApWV TTOU Ba OUVOEOUV TUYKEKPIUEVQ, TOTTIKA EKppaloueva
(auro)avriyova.



WOMEN ARE MORE LIKELY TO
fep DONATE A KIDNEY AND LESS LIKELY

\?} ) TO RECEIVE ONE ﬁ§jﬁ ‘_9
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