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ΠΠΕΕΡΡΙΙΛΛΗΗΨΨΗΗ  

O υποδοχζασ CD40 αποτελεί μζλοσ τθσ TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) υπερ-

οικογζνειασ και εκφράηεται ςε πλικοσ καρκίνων όπωσ λευχαιμίεσ, λεμφϊματα και 

καρκινϊματα. Διάφορεσ μζχρι τϊρα πειραματικζσ και κλινικζσ μελζτεσ προτείνουν ότι το 

CD40 ςθματοδοτικό μονοπάτι μπορεί να αξιοποιθκεί για τθ κεραπεία κατά του καρκίνου. 

τα πλαίςια αυτά λοιπόν, ςτθν παροφςα εργαςία μελετικθκε θ χριςθ λιποςωμάτων ωσ 

μζςο μεταφοράσ του CD40L γονιδίου ςε καρκινικά κφτταρα. Σα αποτελζςματα δεν ιταν 

επιτυχθμζνα, αλλά αυτό δε ςθμαίνει ότι θ χριςθ λιποςωμάτων ωσ μζςο μεταφοράσ 

αποτελεί λάκοσ ςτρατθγικι. Επιπλζον, μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ καταςτολισ του αντι-

αποπτωτικοφ μορίου Akt  ςτον κυτταρικό κάνατο, δείχνοντασ ότι κάτι τζτοιο ίςωσ κα 

μποροφςε να ςυνδυαςτεί με τον CD40L ςτα πλαίςια κάποιασ αντικαρκινικισ ςυνδυαςτικισ 

κεραπείασ. Ακόμθ, εξετάςτθκε θ άμεςθ αντικαρκινικι δράςθ τόςο του μεμβρανικοφ CD40L 

όςο και του εκκρινόμενου τριμεροφσ stCD40L και τα αποτελζςματα άφθςαν υποςχζςεισ 

κακϊσ υπιρχε ζνα πλεονζκτθμα του εκκρινόμενου stCD40L, όπου δε δρα μόνο ςε γειτονικά 

κφτταρα όπωσ ο μεμβρανικόσ CD40L, αλλά μπορεί να δράςει πολλαπλϊσ ςε όλο το 

μικροπεριβάλλον του όγκου. Σζλοσ, μελετικθκε θ ωρίμανςθ των δενδριτικϊν κυττάρων 

μετά από μόλυνςι τουσ με αδενοϊό  που εξζφραηε τον CD40L, κακϊσ τα DCs κα μποροφςαν 

να ζχουν άμεςθ αντικαρκινικι δράςθ μζςω του CD40L, αλλά και ζμμεςθ δράςθ μζςω τθσ 

επαγωγισ ανοςολογικϊν αντικαρκινικϊν αποκρίςεων. Όλα τα παραπάνω κζτουν απλϊσ τισ 

βάςεισ για περαιτζρω in vitro και κυρίωσ in vivo πειράματα, που κα διευκρινίςουν 

καλφτερα το ρόλο του CD40 ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ ςτθ κεραπεία κατά του καρκίνου. 
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SSUUMMMMAARRYY  

CD40 is a member of tumor necrosis factor receptor (TNFR) superfamily that is expressed 

in a variety of cancers such as leukaemias, lymphomas and carcinomas. Different 

experimental and clinical studies till day suggest that CD40 pathway can be useful in cancer 

therapy. At this point, in the present work we studied the liposome delivery of CD40L gene 

in carcinoma cells. The results was not successful, but this doesn’t mean that liposomes as a 

delivery system is a bad strategy. Secondly, we evaluated the effect of Akt knock-down in 

cell survival of carcinoma cells and we saw that maybe in the future we could use the Akt 

knock-down together with CD40L as a combinatorial therapeutic approach. Moreover, we 

examined in vitro the direct anti-tumor effect of transmembrane CD40L and of secreted 

trimeric CD40L, and the results were promising because there was an advantage of secreted 

trimeric CD40L, as it doesn’t interact only nearby with some cells, but also it can interact 

with many cells in the whole tumor microenviroment. Finally, we evaluated the DC 

maturation following adenovirus transduction with CD40L, as DCs could have direct anti-

tumor effect by CD40L, and also indirect immune-mediated anti-tumor effect. In conclusion, 

all the above studies just put some first bases for farther in vitro and mostly in vivo 

experiments, that will elucidate the CD40 pathway role in cancer treatment.  
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11..  ΕΕΙΙΑΑΓΓΩΩΓΓΗΗ  

 

11..11  CCDD4400  υυπποοδδοοχχζζαασσ  

11..11..11  ΓΓεεννιικκάά  

O CD40 αποτελεί μζλοσ τθσ TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) υπερ-οικογζνειασ και 

είναι ζνασ γλυκοπρωτεϊνικόσ υποδοχζασ με τζςςερεισ  TNFR – Cys επαναλιψεισ, αλλά χωρίσ 

DD (death domain) όπωσ ζχουν άλλοι TNF υποδοχείσ. Εμφανίηεται ςε δφο ιςομορφζσ, ωσ 

τφπου I μεμβρανικι πρωτεΐνθ και ωσ εκκρινόμενθ. Θ πρωτεΐνθ CD40 υπάρχει ωσ μονομερζσ 

των 48KDa ι ωσ ομοδιμερζσ. Ο CD40 ςυμμετζχει ςτθ ςθματοδότθςθ με τθ ςτρατολόγθςθ 

άλλων πρωτεϊνϊν ςυναρμογισ τθσ TRAF (TNF receptor-associated factor) οικογζνειασ, όπωσ 

TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF5, και TRAF61. 

11..11..22  ΖΖκκφφρρααςςθθ  

Ο υποδοχζασ ανακαλφφκθκε αρχικά το 1986 ωσ ζνασ μάρτυρασ επιφανείασ των Β 

λεμφοκυττάρων, που προκαλεί κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό των Β ενεργοποιθμζνων 

κυττάρων2. Ωςτόςο, ο CD40 δεν εκφράηεται ςτα Β κφτταρα, αλλά εκφράηεται ςτα 

μονοκφτταρα, δενδριτικά κφτταρα, ενδοκθλιακά κφτταρα, ινοβλάςτεσ, νευρικά κφτταρα,  

λεία μυϊκά κφτταρα και επικθλιακά κφτταρα του κφμου. Επιπλζον, χαμθλι ζκφραςθ του 

CD40 εντοπίηεται ςτθ βαςικι πλευρά του ανκρϊπινου πλακϊδουσ πολφςτιβου επικθλίου, 

και του φυςιολογικοφ ωοκθκικοφ και μαςτικοφ επικθλιακοφ ιςτοφ. Εκτόσ από το 

φυςιολογικό πρότυπο ζκφραςθσ, ο CD40 εκφράηεται επίςθσ και ςε κακοικεισ ιςτοφσ. Ζτςι, 

ο CD40 εμφανίηεται ςε πλικοσ αιματολογικϊν κακοθκειϊν, όπωσ ςε non-Hodgkin’s και 

Hodgkin’s λεμφϊματα, χρόνια λεμφοκυτταρικι λευχαιμία (CLL), πολλαπλό μυζλωμα και 

οξεία μυελογενισ λευχαιμία (AML). Επιπλζον, υψθλά επίπεδα CD40 εκφράηονται ςε 

καρκινϊματα του ρινοφάρυγγα, ουροδόχου κφςτεωσ, τραχιλου τθσ μιτρασ και ωοκικθσ. 

Επίςθσ, κάποιεσ μελζτεσ ζδειξαν ζκφραςθ του CD40 ςε μελανϊματα και ςαρκϊματα 

μαλακοφ ιςτοφ3. 

11..11..33  ΑΑπποουυςςίίαα  CCDD4400  

Θ απουςία τθσ ζκφραςθσ του CD40 μπορεί να οδθγιςει ςε ςοβαρζσ καταςτάςεισ. Οι 

CD40 μεταλλαγζσ είναι υπεφκυνεσ για μια αυτοςωμικι υπολειπόμενθ διαταραχι, που 
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ονομάηεται HIGM3 (hyper-IgM immunodeficiency type 3)4. Αυτι θ διαταραχι 

χαρακτθρίηεται από ανικανότθτα των Β κυττάρων να υποβλθκοφν ςε αλλαγι ιςοτφπου και 

να προκαλζςουν μια ειδικι ανοςολογικι απόκριςθ, κακϊσ επίςθσ κι από ανικανότθτα  

διαμόρφωςθσ του βλαςτικοφ κζντρου.   

 

11..22  CCDD4400LL//CCDD115544  ππρροοςςδδζζττηησσ  

11..22..11  ΓΓεεννιικκάά  

Ο CD40L αποτελεί μζλοσ τθσ TNF υπερ-οικογζνειασ και εμφανίηεται ςε δφο μορφζσ, ωσ 

τφπου II μεμβρανικι πρωτεΐνθ και ωσ διαλυτι εκκρινόμενθ πρωτεΐνθ.  Θ διαλυτι μορφι 

προζρχεται μετά από πρωτεολυτικι διάςπαςθ τθσ διαμεμβρανικισ μορφισ1. Ο CD40L 

ςχθματίηει ομοτριμερζσ και ζτςι διαβιβάηει το ςιμα. Ο τριμερισ CD40L προκαλεί τον 

τριμεριςμό του διαμεμβρανικοφ CD40 υποδοχζα, ωσ μζροσ του ςθματοδοτικοφ καταρράκτθ 

που προκαλεί θ αλλθλεπίδραςθ CD40/CD40L5.  

11..22..22  ΖΖκκφφρρααςςθθ    

Ο CD40L εκφράηεται ςε ενεργοποιθμζνα, αλλά όχι ςε ανενεργά Σ λεμφοκφτταρα και 

περιορίηεται κυρίωσ ςτα CD4+ T λεμφοκφτταρα. Επίςθσ, ο CD40L ςυναντάται ςτθν 

επιφάνεια μιασ μικρισ μερίδασ CD8+ Σ κυττάρων. Ωςτόςο, ο CD40L δεν εντοπίηεται μόνο 

ςτα Σ λεμφοκφτταρα, αλλά και ςτα Β λεμφοκφτταρα και Β κυτταρικζσ ςειρζσ, κακϊσ και ςε 

πρωτογενι ιςτιοκφτταρα και ςτισ ανάλογεσ κυτταρικζσ ςειρζσ, ςε βαςεόφιλα και 

θωςινόφιλα, ΝΚ κφτταρα, μονοκφτταρα/μακροφάγα, ενδοκθλιακά και λεία μυϊκά κφτταρα, 

επικθλιακά κφτταρα και αιμοπετάλια1,6. Επίςθσ, τα αιμοπετάλια εκκρίνουν μεγάλεσ 

ποςότθτεσ CD40L και αποτελοφν τθν κφρια πθγι διαλυτοφ CD40L ςτθν κυκλοφορία7.  

11..22..33  ΑΑπποουυςςίίαα  CCDD4400LL//CCDD115544    

Θ απουςία τθσ ζκφραςθσ του CD40L είναι θ αιτία ενόσ Χ-ςυνδεόμενου ςυνδρόμου 

ανοςοανεπάρκειασ, που ονομάηεται HIGM1 (Hyper IGM type 1) ςφνδρομο ι XHIM. Οι 

αςκενείσ με HIGM1 ςφνδρομο ζχουν ανωμαλίεσ ςτο CD40L γονίδιο που εντοπίηονται ςτο 

χρωμόςωμα Χ. Σο ςφνδρομο αυτό χαρακτθρίηεται από ελαττωματικι ιςοτυπικι αλλαγι 

ανοςοςφαιρίνθσ, οδθγϊντασ ςε υψθλά επίπεδα IgM ςτον ορό, και ςτθν ζλλειψθ όλων των 

άλλων ιςοτφπων. Θ διαταραχι ςυνικωσ εμφανίηεται κατά τθ νθπιακι θλικία με 
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υποτροπιάηουςεσ βακτθριακζσ λοιμϊξεισ του ανϊτερου και κατϊτερου αναπνευςτικοφ 

ςυςτιματοσ. Οι αςκενείσ είναι επιρρεπείσ ςε ευκαιριακζσ λοιμϊξεισ, όπωσ Pneumocystis 

jeroveci πνευμονία και ζντονθ διάρροια εξαιτίασ Cryptosporidium parvum λοίμωξθσ. 

υνθκιςμζνεσ είναι επίςθσ και αιματολογικζσ διαταραχζσ, όπωσ ουδετεροπενία, 

κρομβοκυτταροπενία και αναιμία8. Παρά τθν αντικατάςταςθ των ανοςοςφαιρινϊν 

ενδοφλεβίωσ, το προςδόκιμο ηωισ είναι ςφντομο με μια ςυχνότθτα κανάτου περίπου ςτο 

10% πριν τθν ενθλικίωςθ. Θ μζςθ επιβίωςθ των αςκενϊν που δεν ζχουν υποςτεί αλλογενι 

μεταμόςχευςθ του μυελοφ των οςτϊν είναι λιγότερθ από 25 χρόνια9. 

 

11..33  CCDD4400  ςςηημμααττοοδδόόττηηςςηη  

Οι φυςιολογικζσ επιπτϊςεισ τθσ CD40 ςθματοδότθςθσ είναι πολφπλευρεσ, αλλά και 

βιολογικά αντιτικζμενεσ, κακϊσ εξαρτϊνται από τον τφπο των κυττάρων που εκφράηουν 

CD40 και από το μικροπεριβάλλον ςτο οποίο παρζχεται το ςιμα. Για παράδειγμα, θ CD40-

CD40L αλλθλεπίδραςθ επάγει ενεργοποίθςθ και πολλαπλαςιαςμό των Β λεμφοκυττάρων, 

αλλά προκαλεί απόπτωςθ των καρκινικϊν κυττάρων. Όπωσ και ςε κάποια άλλα μζλθ τθσ 

οικογζνειασ των TNF υποδοχζων, ζτςι και θ CD40 ςθματοδότθςθ διαμεςολαβείται ςε 

μεγάλο βακμό μζςω μίασ πολφπλοκθσ ςειράσ κακοδικϊν μορίων προςαρμογζων, παρά 

μζςω ζμφυτων κιναςϊν ι ενεργότθτασ μεταγωγισ ςιματοσ τθσ CD40 κυτταροπλαςματικισ 

Εικόνα 1.1: CD40 ςθματοδότθςθ. 
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ουράσ. αν ςυνζπεια τθσ CD40 ςθματοδότθςθσ, ενεργοποιείται ζνασ αρικμόσ καλά 

χαρακτθριςμζνων μονοπατιϊν μεταγωγισ ςιματοσ, ςυμπεριλαμβανομζνων του NF-kB, 

p38MAPK, JNK, Jak3, μεταγωγείσ ςιματοσ και ενεργοποιθτζσ τθσ μεταγραφισ, και των PI3K 

μονοπατιϊν10 (Εικόνα 1.1). Ακολοφκωσ, αυτά τα μονοπάτια ρυκμίηουν μεταβολζσ τθσ 

γονιδιακισ ζκφραςθσ, που είναι από μόνεσ τουσ εκτεταμζνεσ, δυναμικζσ και ποικίλεσ. Είναι 

γνωςτό ότι ο CD40 ςυνεργάηεται με, και κάποιεσ φορζσ απαιτεί, άλλα εξωκυττάρια ςιματα, 

τα οποία είτε επάγουν τθν επικάλυψθ κακοδικϊν μονοπατιϊν, είτε ενςωματϊνουν άλλα. 

Ζχουν γίνει προςπάκειεσ χαρακτθριςμοφ τθσ γενικότερθσ ενοποίθςθσ και ρφκμιςθσ τθσ 

CD40 ςθματοδότθςθσ και γονιδιακισ ζκφραςθσ10. Ωςτόςο, παραμζνει ανολοκλιρωτθ θ 

πλιρθσ εκτίμθςθ του CD40 κυκλϊματοσ, ςτο επίπεδο των βιολογικϊν ςυςτθμάτων. Ζτςι 

χρειάηονται μελζτεσ κυρίωσ ςε πρωτογενι κφτταρα παρά ςε Β λεμφοκφτταρα, ςε 

πρωτογενι κακοικθ κφτταρα παρά ςε μεταςχθματιςμζνεσ κυτταρικζσ ςειρζσ, και ςε ηωικά 

μοντζλα.  

 

11..44  ΒΒιιοολλοογγιικκζζσσ  λλεειιττοουυρργγίίεεσσ  ττηησσ  ααλλλληηλλεεππίίδδρρααςςηησσ  CCDD4400//CCDD4400LL  

11..44..11  ΧΧυυμμιικκιι  ααννοοςςίίαα  

Κατά τθν ζναρξθ μίασ κυμο-εξαρτϊμενθσ χυμικισ ανοςολογικισ απόκριςθσ, απαιτείται θ 

CD40 ςθματοδότθςθ από τα Β κφτταρα για τθν παραγωγι υψθλοφ τίτλου ειδικοφ 

αντιςϊματοσ και για τθν ανάπτυξθ χυμικισ ανοςολογικισ μνιμθσ. Θ πρόςδεςθ του CD40 

που εκφράηεται ςτθν επιφάνεια ενεργοποιθμζνων από αντιγόνο Β κυττάρων, από το CD40L 

που εκφράηεται ςε ενεργοποιθμζνα CD4+ Σ κφτταρα, είναι χριςιμθ για τθν ζναρξθ και τθν 

εξζλιξθ μιασ κυμο-εξαρτϊμενθσ χυμικισ ανοςολογικισ απόκριςθσ. In vitro, θ πρόςδεςθ του 

CD40 προκαλεί διακυτταρικι προςκόλλθςθ των Β κυττάρων, διαρκι πολλαπλαςιαςμό, 

επζκταςθ, διαφοροποίθςθ και αλλαγι ιςοτφπου αντιςϊματοσ2,11-13. In vivo, θ πρόςδεςθ του 

CD40 απαιτείται για τθ διαμόρφωςθ και εξζλιξθ βλαςτικοφ κζντρου, κακϊσ επίςθσ για τθν 

αλλαγι ιςοτφπου και ωρίμανςθ τθσ ειδικότθτασ του αντιςϊματοσ, διαδικαςιϊν που είναι 

χριςιμεσ για τθν παραγωγι Β κυττάρων μνιμθσ και πλαςματοκυττάρων μακράσ διάρκειασ 

ηωισ14-16. Θ παρεμπόδιςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ CD40/CD40L μζςω τθσ χριςθσ αντιςωμάτων 

παρεμπόδιςθσ ι θ γενετικι αφαίρεςθ του CD40L ι του CD40 καταργοφν ολοκλθρωτικά τθν 

κυμο-εξαρτϊμενθ χυμικι ανοςία11. 
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11..44..22  ΚΚυυττττααρριικκιι  ααννοοςςίίαα  

Ενϊ αρχικά πιςτεφονταν ότι ο ρόλοσ τθσ αλλθλεπίδραςθσ CD40/CD40L είναι ςθμαντικόσ 

μόνο ςτθ ρφκμιςθ τθσ κυμο-εξαρτϊμενθσ ανοςίασ, τελικά διαπιςτϊκθκε ότι είναι εξίςου 

ςθμαντικόσ και ςτθν ανάπτυξθ τθσ κυτταρικισ ανοςίασ. Τπάρχουν αδιαμφιςβιτθτεσ 

μαρτυρίεσ που δείχνουν ότι θ ανάπτυξθ κάποιων κυτταρικϊν ανοςολογικϊν αποκρίςεων 

απαιτοφν τθν αλλθλεπίδραςθ CD40/CD40L17. Αυτό αποδεικνφεται κυρίωσ από το ρόλο του 

ηεφγουσ προςδζτθ-υποδοχζα ςτθν ανάπτυξθ κυτταροτοξικϊν Σ κυττάρων ζναντι όγκων, ιϊν 

και ξζνων αντιγόνων18,19, και το ρόλο του ςτθν ανάπτυξθ μιασ ςειράσ Σ κυτταρο-

εξαρτϊμενων αυτοάνοςων νοςθμάτων20. 

11..44..33  ΑΑππόόππττωωςςθθ  κκααιι  πποολλλλααππλλααςςιιααςςμμόόσσ    

Ο CD40 μπορεί να επθρεάςει τόςο τα προ-αποπτωτικά όςο και τα αντι-αποπτωτικά 

γονίδια που εμπλζκονται είτε ςτο ενδογενζσ είτε ςτο εξωγενζσ μονοπάτι21. τα φυςιολογικά 

και κάποια κακοικθ Β κφτταρα, θ πρόςδεςθ του CD40 προκαλεί τθ ραγδαία διάςωςθ των 

κυττάρων από τθν απόπτωςθ, ζνα φαινόμενο ςτο οποίο παρατθρείται αυξανόμενθ 

ζκφραςθ των bcl-xL, A20, και Bfl-1, κακζνα από τα οποία βρίςκεται κακοδικά τθσ 

ενεργοποίθςθσ του NFkB από τον CD4022-25. Θ ζκφραςθ τθσ αντι-αποπτωτικισ πρωτεΐνθσ 

survinin επίςθσ επάγεται από τον CD40 ςε κάποια κφτταρα26. Αντικζτωσ, ο CD40 μπορεί να 

επάγει τθν απόπτωςθ ςε μαςτικά καρκινικά κφτταρα μζςω αυξθμζνθσ ζκφραςθσ τθσ 

πρωτεΐνθσ Bax και ςε άλλα κφτταρα μζςω αλλθλεπίδραςθσ με μζλθ τθσ οικογζνειασ TNF27-

31. Επίςθσ, τα γονίδια ςτόχοι του CD40 ρυκμίηουν τθν πρόοδο του κυτταρικοφ κφκλου ςε 

κάποια κφτταρα, και τουλάχιςτον ςτα Β κφτταρα, φαίνεται να το κάνουν μζςω ρφκμιςθσ τθσ 

επιβίωςθσ32. Για παράδειγμα, θ CD40 ςθματοδότθςθ ςτα Β κφτταρα αυξάνει τθν ζκφραςθ 

και ενεργοποίθςθ τθσ CDK4 και CDK6 και μειϊνει τθν ζκφραςθ του αναςτολζα τθσ CDK, 

p27Kip-133,34. Άλλα ςθμαντικά γονιδιακά παράγωγα που επθρεάηονται από τθ CD40 

ςθματοδότθςθ είναι τα Pim-1, c-Myc, Fas και telomerase35-38 και αυτό γίνεται ςυνικωσ ςε 

ςυνεργαςία με δεφτερα ςιματα όπωσ θ πρόςδεςθ αντιγόνου-υποδοχζα ςτα Β κφτταρα.  
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11..55    ΣΣοο  CCDD4400  μμοοννοοππάάττιι  ςςττηη  θθεερρααππεείίαα  ττοουυ  κκααρρκκίίννοουυ  

11..55..11        ΓΓεεννιικκάά  

Θ πρϊτθ ςυςχζτιςθ του CD40L/CD154 με ανκρϊπινθ αςκζνεια ιταν πριν ακόμθ τθν 

ανακάλυψθ του προςδζτθ, όταν ο CD40 ανακαλφφκθκε ωσ αντιγόνο ςε καρκίνωμα τθσ 

ουροδόχου κφςτεωσ, παράλλθλα με τθν ταυτοποίθςι του ωσ υποδοχζα των Β κυττάρων39-

41. υγκεκριμζνα, θ ικανότθτα του CD40L να προάγει ι να εμποδίηει τθν απόπτωςθ 

ανζπτυξε ζντονα  το ενδιαφζρον για τθ χριςθ αυτοφ του μορίου ωσ κεραπευτικοφ ςτόχου. 

Ζτςι, αναπτφχκθκαν δυο ςτρατθγικζσ: μια που ςτοχεφει ςτθν αναςτολι τθσ 

αλλθλεπίδραςθσ CD40/CD40L, ϊςτε να περιορίςει τθ μιτογόνο δράςθ του CD40L ςε 

λεμφϊματα και άλλα καρκινικά  κφτταρα, και μια δεφτερθ προςζγγιςθ που εφαρμόηει είτε 

τθν εξωγενι παροχι του CD40L, είτε επάγει τθν ενδογενι ζκφραςι του, ϊςτε να 

προκαλζςει άμεςο κυτταρικό κάνατο ι να αυξιςει τθν ευαιςκθςία ςε απόπτωςθ μζςω 

CD9542. Σζλοσ, το μεγάλο εφροσ ζκφραςθσ του CD40 ςε φυςιολογικά υγιι κφτταρα εξθγεί 

τθν εκτεταμζνθ ζκφραςι του ςε μια ποικιλία καρκινικϊν όγκων. Ζτςι, αναφορζσ ζχουν 

δείξει ότι ο CD40 εκφράηεται ςε μια πλθκϊρα καρκίνων, τόςο ςτον ποντικό όςο και ςτον 

άνκρωπο43-48, οποφ ζχουν αναφερκεί αναλυτικότερα παραπάνω ςτθν  παράγραφο 1.1.2. 

11..55..22        ΆΆμμεεςςθθ  ααννττιι--οογγκκοογγόόννοοσσ  δδρράάςςθθ  ττωωνν  CCDD4400//CCDD4400LL  

Όπωσ ςυμβαίνει ςτα φυςιολογικά Β κφτταρα, ζτςι και ςε κάποια κακοικθ Β κφτταρα, θ 

πρόςδεςθ του CD40 οδθγεί ςε αυξθμζνθ ζκφραςθ των αντι-αποπτωτικϊν παραγόντων 

όπωσ Bcl-XL, A20, Bfl-1, survinin και cFLIP. Αυτοί οι παράγοντεσ προςτατεφουν το κφτταρο 

από απόπτωςθ, θ οποία επάγεται από αποπτωτικοφσ παράγοντεσ όπωσ αφαίρεςθ οροφ, 

IgM, anti-Fas, TRAIL ι DNA-damaging παράγοντεσ22-25,49. Ζχει προτακεί ότι θ ςτακερι 

χαμθλι δζςμευςθ του CD40 μπορεί να διευκολφνει τθν καρκινικι κυτταρικι αφξθςθ. 

Μελζτεσ ςε κφτταρα από non-Hodgkin’s λεμφϊματα, Burkitt’s λεμφϊματα και CLL ζχουν 

δείξει ότι αυτά τα κφτταρα εκφράηουν χαμθλά επίπεδα του CD40L και παρατείνουν τον 

κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό μζςω ενόσ αυτοκρινοφσ μονοπατιοφ. Επιπλζον, τα χαμθλά 

επίπεδα ζκφραςθσ του CD40L προςτατεφουν αυτά τα κφτταρα από απόπτωςθ50-52. 

Πρόςφατα, CD40-κετικζσ βιοψίεσ από ανκρϊπινο καρκίνο του μαςτοφ ζδειξαν να ςυν-

εκφράηουν CD40L και ότι αυτό είχε ογκογόνο δράςθ in vitro40. Επιπλζον, θ παράλλθλθ 

ζκφραςθ του CD40 και του προςδζτθ του, ςε ακανατοποιθμζνα ανκρϊπινα επικθλιακά 

κφτταρα, προκαλεί αφξθςθ του πολλαπλαςιαςμοφ, τθσ κινθτικότθτασ και τθσ 

μεταςτατικότθτασ40. Σα αποτελζςματα αυτά υποδθλϊνουν ότι το νεόπλαςμα χρθςιμοποιεί 
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το CD40/CD40L μονοπάτι ανεξάρτθτα από το ανοςοποιθτικό ςφςτθμα, ζτςι ϊςτε να 

διατθριςει τθν ικανότθτα πολλαπλαςιαςμοφ και επιβίωςθσ. Επιπλζον, μζςω τθσ ζκφραςθσ 

του ηεφγουσ υποδοχζα/προςδζτθ, οι όγκοι είναι ικανοί να χειρίηονται τα Σ κφτταρα και τα 

APCs, ζτςι ϊςτε να ςυνειςφζρουν ςτθ δθμιουργία ενόσ ανοςοκαταςταλτικοφ 

μικροπεριβάλλοντοσ του όγκου. 

Αντίκετα, θ παροδικι ενεργοποίθςθ του CD40 ςε καρκινϊματα και κάποιεσ κακοικειεσ 

Β κυττάρων οδθγεί ςε άμεςθ αναςτολι του πολλαπλαςιαςμοφ και απόπτωςθ. Σόςο in vitro, 

όςο και in vivo, θ κεραπεία των Burkitt’s λεμφϊματοσ, πρωτοπακοφσ μεγάλου βακμοφ Β 

λεμφϊματοσ και κυττάρων πολλαπλοφ μυελϊματοσ, με CD40L οδθγεί ςτθ μείωςθ του 

πολλαπλαςιαςμοφ αυτϊν των καρκινικϊν κυττάρων53,54. Θ διζγερςθ του CD40 επάγει ςε 

κφτταρα καρκινϊματοσ τθν απόπτωςθ μζςω αυξθμζνθσ ζκφραςθσ τθσ πρωτεΐνθσ Bax και 

διαμεμβρανικϊν κυτταροτοξικϊν προςδετϊν τθσ οικογζνειασ TNF, όπωσ FasL, TNF, και 

TRAIL27,30. Θ επαγωγι του κυτταρικοφ κανάτου από τον CD40L φαίνεται να ςυμβαίνει 

ακόμα και όταν μπλοκάρεται θ πρωτεϊνοςφνκεςθ, υποδθλϊνοντασ ότι θ παραγωγι αντι-

αποπτωτικϊν παραγόντων μπορεί να υπεριςχφςει τθσ επαγωγισ κυτταρικοφ κανάτου που 

ςθματοδοτείται από τον CD40L55,56. Θ διζγερςθ του CD40L in vitro, ςε καρκινϊματα 

ουροδόχου κφςτεωσ και ωοκικθσ, οδθγεί ςε αναςτολι τθσ αφξθςθσ και ςε αυξθμζνθ 

ευαιςκθςία ςτθν απόπτωςθ, που επάγονται από αντι-νεοπλαςματικά φάρμακα, TNF-α, Fas, 

και ceramide56. Αυτζσ οι παρατθριςεισ επιβεβαιϊκθκαν και ςε in vivo ςυςτιματα, οποφ ο 

CD40L, μόνοσ του ι ςε ςυνδιαςμό με χθμειοκεραπεία, μποροφςε να αναςτείλει ςθμαντικά 

τθν αφξθςθ μεταφυτευμζνων όγκων μαςτοφ ι ωοκθκθσ και να προςφζρει γενικότερθ 

επιβίωςθ. Ζτςι, θ ενεργοποίθςθ του CD40L μπορεί να ζχει μια άμεςθ αντι-ογκογόνο δράςθ 

ςε αρκετοφσ όγκουσ, ακόμθ και απουςία πρόςκετων ανοςολογικϊν αποκρίςεων και 

κυττάρων. Ζχει μελετθκεί θ άμεςθ κυτταροτοξικι δράςθ του CD40L ςε όγκουσ που 

εκφράηουν CD40, χρθςιμοποιϊντασ ανοςο-καταςταλμζνα ποντίκια, οποφ παρατθρικθκε 

ότι θ αναςτολι αφξθςθσ ςε καρκίνωμα μαςτοφ και ςε Β λζμφωμα27,54 μπορεί να ςυμβεί 

απουςία ενόσ πλιρουσ ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. 

υνοπτικά, θ ενεργοποίθςθ του CD40 μπορεί να επάγει τθ λειτουργία ποικίλων 

κακοδικϊν ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν, ςυμπεριλαμβανομζνων τόςο προ-αποπτωτικϊν 

όςο και αντι-αποπτωτικϊν πρωτεϊνϊν. Είναι φανερό ότι θ επίδραςθ τθσ άμεςθσ διζγερςθσ 

του CD40 ςε κακοικειεσ εξαρτάται από τθν κατάςταςθ διαφοροποίθςθσ των διεγερμζνων 

κυττάρων και από τον τφπο τθσ κακοικειασ57. 



12 

 

11..55..33        ΖΖμμμμεεςςθθ  δδρράάςςθθ  ττωωνν  CCDD4400//CCDD4400LL  μμζζςςωω  εεππααγγωωγγιισσ  ααννττιι--οογγκκοογγόόννοουυ  ααννοοςςίίαασσ 

 Ο CD40 είναι ζνασ πικανόσ ενεργοποιθτισ του ανοςολογικοφ ςυςτιματοσ και ζτςι θ 

αλλθλεπίδραςθ CD40/CD40L ςτα ανοςοποιθτικά κφτταρα ζχει μελετθκεί εκτενϊσ ωσ προσ 

τθν εμπλοκι τθσ ςτθν ανάπτυξθ προςτατευτικισ αντι-ογκογόνου ανοςίασ. Θ πρϊτθ ςχετικι 

μελζτθ ζδειξε ότι θ κεραπεία με αντι-CD40L μονοκλωνικά αντιςϊματα προκαλοφςε 

αναςτολι τθσ παραγωγισ προςτατευτικϊν ανοςολογικϊν αποκρίςεων και παρεμπόδιηε τθ 

κεραπευτικι δράςθ των πικανϊν αντικαρκινικϊν εμβολίων. Σα αποτελζςματα αυτά 

επιβεβαιϊκθκαν με τθ χριςθ ποντικϊν με ζλλειψθ CD40. Αυτά τα ποντίκια ιταν ανίκανα να 

παράγουν μια προςτατευτικι αντι-ογκογόνο ανοςολογικι απόκριςθ μετά από μια 

προςτατευτικι αγωγι μζςω εμβολιαςμϊν58. 

 φμφωνα με το γεγονόσ ότι ο CD40L ιταν ςθμαντικόσ για τθν επαγωγι προςτατευτικισ 

αντι-ογκογόνου ανοςίασ, προςμζνονταν ότι τα αντι-CD40 αντιςϊματα αγωνιςτζσ, κα 

αποτελοφςαν δραςτικά ζκδοχα για τθν επαγωγι αντι-ογκογόνου ανοςίασ. Πράγματι, 

πρόςφατεσ μελζτεσ ζδειξαν ότι τα CD40 αντιςϊματα αγωνιςτζσ προκαλοφςαν CTL 

αποκρίςεισ, που ιταν ικανζσ να εξαφανίςουν όγκο ςε ζνα ςφςτθμα λεμφϊματοσ. 

Παρατθρικθκε επίςθσ ότι θ πρόςδεςθ του CD40 μποροφςε να ξεπεράςει τθν περιφερικι 

CTL ανοχι που επάγονταν από πεπτίδια, και να αυξιςει τθ δραςτικότθτα των 

αντικαρκινικϊν εμβολίων59-61. Ωςτόςο, θ χριςθ του CD40 ωσ μοναδικοφ αγωνιςτι για τθν 

επαγωγι ανοςίασ παρζμενε αμφίβολθ.  

 Αρκετζσ μελζτεσ ζχουν επιβεβαιϊςει ότι θ διζγερςθ του CD40 μπορεί να ενιςχφςει τισ 

αντικαρκινικζσ ανοςολογικζσ αποκρίςεισ μζςω τθσ ωρίμανςθσ των δενδριτικϊν κυττάρων 

(DC)62. Θ ενεργοποίθςθ των DCs με CD40 αγωνιςτζσ οδθγεί ςε αυξθμζνθ επιβίωςι τουσ, 

ζκκριςθ των IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α και MIP-1α (macrophage inflammatory protein-1α). 

Επιπροςκζτωσ, θ ενεργοποίθςθ του CD40 αυξάνει τθν ζκφραςθ ςυν-διεγερτικϊν μορίων 

όπωσ MHC-II, LFA-3, CD80 και CD86 και προάγει τθν αντιγονο-παρουςίαςθ και τθν 

ενεργοποίθςθ πρϊτα των Th και ζπειτα των CTL57. Ωςτόςο, θ μοναδικι χριςθ ενόσ αντι-

CD40 αντιςϊματοσ αγωνιςτι επιταχφνει τθν εξάλειψθ των ειδικϊν για τον όγκο CTL, 

απουςία εμβολιαςμοφ με αντιγόνο, ςε ζνα ςφςτθμα ποντικοφ με μελάνωμα63. 

Θεραπευτικζσ αγωγζσ που χρθςιμοποιοφν τισ εξαρτϊμενεσ από τον CD40 IFN-αποκρίςεισ 

οδθγοφν ςε αποτελεςματικι πρϊιμθ αντικαρκινικι δραςτικότθτα, ενϊ θ κεραπεία με CD40 

αγωνιςτι μόνο του εμποδίηει τθν ανάπτυξθ ειδικϊν για τον όγκο Σ κυττάρων41. Είναι 

ξεκάκαρο ότι θ ζντονθ ανάπτυξθ τθσ επίκτθτθσ ανοςίασ βαςίηεται ςτθ ςυνεργαςία τόςο τθσ 
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ζμφυτθσ όςο και τθσ επίκτθτθσ ανοςίασ, και για αυτό εκτιμικθκε θ ςυνειςφορά των TLR 

αγωνιςτϊν ςτθ διζγερςθ τθσ επίκτθτθσ ανοςίασ από τον CD40. Πρόςφατα, αποδείχκθκε ότι 

θ ςυνδυαςτικι χριςθ CD40 και TLR αγωνιςτϊν επάγει υψθλζσ ςυχνότθτεσ ειδικϊν 

αντικαρκινικϊν Σ κυττάρων και παρζχει αποτελεςματικι κεραπεία ςε ζναν αρικμό 

καρκινικϊν μοντζλων. Μια αφξθςθ ςτθ ςυχνότθτα των αντιδρϊντων με τον όγκο CD8+ T 

κυττάρων, που διθκοφν αποτελεςματικά το όργανο που φζρει τον όγκο, οδθγεί ςτθν 

παραγωγι πικανϊν ειδικϊν αντικαρκινικϊν CD8+ T κυττάρων μνιμθσ. Αυτά τα 

αποτελζςματα υποδεικνφουν ότι οι μελλοντικζσ, βαςιηόμενεσ ςτον CD40, αντικαρκινικζσ 

μζκοδοι πρζπει να περικλείουν ενεργοποιθτζσ τόςο του ζμφυτου όςο και του επίκτθτου 

ανοςολογικοφ ςυςτιματοσ64. 

 Ζχουν γίνει μελζτεσ που χρθςιμοποιοφν τθν πρόςδεςθ του CD40 για τθν ανοςοκεραπεία 

του καρκίνου, πραγματοποιϊντασ γονιδιακι μεταφορά του CD40L γονιδίου ςε DCs και 

καρκινικά κφτταρα. Θ ζκφραςθ του CD40L ςε μια μικρι αναλογία των καρκινικϊν κυττάρων 

ιταν αρκετι για να προκαλζςει μια μακράσ διάρκειασ ςυςτθμικι αντικαρκινικι 

ανοςολογικι απόκριςθ ςε ποντίκια, που ζχει δειχκεί ότι είναι εξαρτϊμενθ από CTLs65. 

Επιπλζον, αποδείχκθκε ότι θ πρόςδεςθ του CD40 μπορεί να παρακάμψει τθν απαίτθςθ των 

CD4+ T κυττάρων κατά τθ διάρκεια ανοςοποίθςθσ από DCs, που είναι γενετικά 

τροποποιθμζνα ϊςτε να εκφράηουν αντιγόνο μελανϊματοσ66. Άλλεσ γονιδιακζσ κεραπείεσ 

ιταν επιτυχθμζνεσ ςε καρκινικά μοντζλα ποντικοφ, όπωσ θ ex vivo μεταφορά του ιοφ είτε 

ςε DCs είτε ςε όγκουσ με τθ χριςθ αναςυνδιαςμζνων αδενοϊϊν που εκφράηουν CD40L. 

Αυτι θ προςζγγιςθ ζχει αποδειχκεί αποτελεςματικι ςε ςυγγενικά καρκινικά μοντζλα 

ορκοκολικοφ καρκινϊματοσ, καρκινϊματοσ του πνεφμονα και μελανϊματοσ67,68. Είναι 

πικανό θ αποκλειςτικι κεραπεία με CD40 να είναι αποτελεςματικι ςε αυτά τα μοντζλα 

γιατί το αδενοιϊκό ςφςτθμα μεταφοράσ παρζχει το επιπλζον απαραίτθτο TLR ςιμα που 

οδθγεί ςτθν ανάπτυξθ τθσ κεραπευτικισ ανοςίασ. 
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11..66  ττόόχχοοιι  ττηησσ  εερργγααςςίίαασσ  

Οι ςτόχοι τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι επιγραμματικά οι εξισ: 

1) Αξιολόγθςθ των λιποςωμάτων ωσ προσ τθν αποτελεςματικότθτά τουσ να 

μεταφζρουν ζνα πλαςμίδιο ςτα κφτταρα, το οποίο κα εκφράηει ςε αυτά το 

επικυμθτό γονίδιο. 

2) Καταςτολι του αντι-αποπτωτικοφ ςθματοδοτικοφ μορίου Akt, με τθ χριςθ Akt1 

antisense και μελζτθ τθσ επίδραςθσ αυτισ ςτον κυτταρικό κάνατο. 

3) Άμεςθ επίδραςθ του μεμβρανικοφ mCD40L και του εκκρινόμενου τριμεροφσ 

stmCD40L, με ι χωρίσ ςυνδυαςμό με χθμειοκεραπευτικά, ςτον κυτταρικό 

κάνατο, με χριςθ του ςυςτιματοσ των αναςυνδυαςμζνων αδενοϊϊν. 

4) Ωρίμανςθ των δενδριτικϊν κυττάρων μετά από μόλυνςι τουσ με αδενοϊοφσ που 

εξζφραηαν mCD40L και stmCD40L. 
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22..  ΤΤΛΛΙΙΚΚΑΑ  &&  ΜΜΕΕΘΘΟΟΔΔΟΟΙΙ  

 

22..11  ΚΚυυττττααρριικκζζσσ  κκααλλλλιιζζρργγεειιεεσσ    

22..11..11    υυννττιιρρθθςςθθ  κκυυττττααρριικκϊϊνν  ςςεειιρρϊϊνν  

Οι κυτταρικζσ ςειρζσ που χρθςιμοποιικθκαν είναι οι παρακάτω: EJ (human bladder 

carcinoma), B16-F10 (mouse melanoma), B16-F10mCD40 (stable transfected with mCD40), 

AGE60 (human ovarian carcinoma) και Bro (human melanoma). Επίςθσ, για τον 

πολλαπλαςιαςμό, κακαριςμό και τιτλοποίθςθ των αναςυνδιαςμζνων αδενοϊϊν 

χρθςιμοποιικθκαν οι κυτταρικζσ ςειρζσ 911 και AD-293. Οι παραπάνω κυτταρικζσ ςειρζσ 

αναπτφχκθκαν και ςυντθρικθκαν ςε κρεπτικό μζςο DMEM+10% FCS ι RPMI+10%FCS, ενϊ 

ειδικά για τα B16-F10mCD40 χρθςιμοποιικθκε επιπλζον το αντιβιοτικό G418 (1mg/ml) ωσ 

μζςο επιλογισ. Σα κφτταρα διατθρικθκαν ςε κατάλλθλο επωαςτιρα με ςυνκικεσ 370C, 

5%CO2 και υγρι ατμόςφαιρα. Αναςφςταςθ (passaging) των κυτταρικϊν ςειρϊν γινόταν όταν 

ο βακμόσ ςυρροισ ςτο πιάτο (confluency) ζφτανε το 90%. Σα κφτταρα αφοφ ξεπλζνονταν με 

διάλυμα PBS, επωάηονταν ςτουσ 370C για 5min παρουςία διαλφματοσ τρυψίνθσ 

(trypsin+EDTA). τθ ςυνζχεια φυγοκεντροφνταν (1200rpm/5min/κερμοκραςία δωματίου) 

και θ πελζτα επαναδιαλυόταν ςε φρζςκο κρεπτικό μζςο. Από το κυτταρικό εναιϊρθμα 

μεταφερόταν τμιμα ςε καινοφργιο πιάτο με φρζςκο κρεπτικό μζςο και τα κφτταρα 

τοποκετοφνταν ςτον επωαςτιρα για να επικολλθκοφν ςτο πιάτο και να αρχίηουν να 

αναπτφςςονται. Αποκζματα κυτταρικϊν ςειρϊν διατθροφνταν ςε κατάλλθλο μζςο 

(ςυνικωσ 50% DMEM, 40% FCS και 10% DMSO) ςτουσ -800C. Σο ξεπάγωμα των κυττάρων 

γινόταν με επϊαςθ τουσ για 1min ςε υδατόλουτρο 370C και τοποκζτθςι τουσ ςε πιάτο με 

φρζςκο κρεπτικό μζςο, το οποίο ανανεωνόταν κάκε 48-72 ϊρεσ. 

22..11..22  ΠΠααρροοδδιικκιι  εεππιιμμόόλλυυννςςθθ  κκυυττττάάρρωωνν  ((ttrraannssiieenntt  ttrraannssffeeccttiioonn))  

2.1.2.1 LipofectamineTM 

Για τθν παροδικι επιμόλυνςθ κυττάρων χρθςιμοποιικθκε λιποφεκταμίνθ (Invitrogen). 

Σα κφτταρα ςτρϊνονταν ςε 12-well πιάτο (EJ: 4x104, B16-F10: 8x104, AGE60: 4x104) και τθν 

επόμενθ μζρα αφοφ είχαν φτάςει ςε βακμό ςυρροισ περίπου 30% επιμολφνονταν με το 

πλαςμιδιακό DNA (ςυγκζντρωςθσ από 0.5-2 μg). Κατά τθν επιμόλυνςθ τοποκετοφνταν ςε 



16 

 

μια ςειρά ςωλινων Eppendorf 100μl OptiMEM και 2.5μl LipofectamineTM (5min/RT) και ςε 

μια δεφτερθ ςειρά ςωλινων, 100μl OptiMEM και κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ πλαςμιδιακοφ 

DNA (0.5-2 μg). Σο περιεχόμενο τθσ δεφτερθσ ςειράσ μεταφερόταν ςτθν πρϊτθ, το μίγμα 

των 200μl επωαηόταν για 15min ςε κερμοκραςία δωματίου και ςτθ ςυνζχεια μεταφερόταν 

ςτα πιάτα με τα επιςτρωμζνα κφτταρα οποφ προςτίκενται 500μl OptiMEM. Ακολουκοφςε 

επϊαςθ ςτουσ 370C για 4-6hrs και ςτθ ςυνζχεια προςτίκενται 500μl κρεπτικοφ μζςου με 

10% ορό (Full Media). Θ επϊαςθ ςυνεχιηόταν για 12-16hrs, το κρεπτικό ανανεωνόταν και 

μετά από άλλεσ 24hrs τα κφτταρα υφίςτανται διάφορεσ διεργαςίεσ. 

2.1.2.2 LipofectamineTM 2000 

Θ μζκοδοσ τθσ LipofectamineTM 2000 χρθςιμοποιικθκε εναλλακτικά για τθν επιμόλυνςθ 

των κυττάρων με Akt1 antisense κακϊσ ιταν θ αποτελεςματικότερθ μζκοδοσ μεταξφ των 

τριϊν μεκόδων που υπιρχαν ςτο εργαςτιριο (LipofectamineTM 2000, LipofectamineTM, si-

IMPORTER). Σα κφτταρα ςτρϊνονταν ςε 24-well πιάτο (EJ: 4x104, Bro: 5x104) και τθν 

επόμενθ μζρα αφοφ είχαν φτάςει ςε βακμό ςυρροισ περίπου 70% επιμολφνονταν με Akt1 

antisense (150nM, 300nM, 450nM). Κατά τθν επιμόλυνςθ τοποκετοφνταν ςε μια ςειρά 

ςωλινων Eppendorf 50μl OptiMEM και 1μl LipofectamineTM 2000 για τα EJ κφτταρα, ενϊ για 

τα Bro κφτταρα 50μl OptiMEM και 0.5μl LipofectamineTM 2000  και ςε μια δεφτερθ ςειρά 

ςωλινων, 50μl OptiMEM και κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ antisense (150nM, 300nM, 450nM). 

Σο περιεχόμενο τθσ δεφτερθσ ςειράσ μεταφερόταν ςτθν πρϊτθ, το μίγμα των 100μl 

επωαηόταν για 15min ςε κερμοκραςία δωματίου και ςτθ ςυνζχεια μεταφερόταν ςτα πιάτα 

με τα επιςτρωμζνα κφτταρα οποφ προςτίκενται 150μl OptiMEM. Ακολουκοφςε επϊαςθ 

ςτουσ 370C για 4hrs και ςτθ ςυνζχεια το παραπάνω μίγμα αντικακίςτανται από 500μl 

κρεπτικοφ μζςου με 10% ορό (Full Media). Θ επϊαςθ ςυνεχιηόταν και 12-24-48hrs μετά τθν 

επιμόλυνςθ τα κφτταρα υφίςτανται διάφορεσ διεργαςίεσ. Οι Akt antisense αλλθλουχίεσ που 

χρθςιμοποιικθκαν ιταν οι εξισ: 

Akt1 antisense (“U antisense”): 5’ GCCUctccatccctCCAA 3’ 

Akt1 antisense (“T antisense”): 5’ GCCTctccatccctCCAA 3’ 

2.1.2.3 «Επιμόλυνςθ» με λιποςϊματα (liposome “transfection”) 

Ειδικά λιποςϊματα είχαν καταςκευαςτεί από τθν εταιρεία NovosomAG ζτςι ϊςτε να 

φζρουν μζςα ςτο καψίδιό τουσ ζνα πλαςμίδιο που να εκφράηει hCD40L. Σα κφτταρα 

ςτρϊνονταν ςε 12-well πιάτο (EJ: 4x104, B16-F10: 8x104, AGE60: 4x104) και τθν επόμενθ 
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μζρα αφοφ είχαν φτάςει ςε βακμό ςυρροισ περίπου 30% «επιμολφνονταν» με τισ 

διαφορετικζσ καταςκευζσ λιποςωμάτων. Κατά τθν «επιμόλυνςθ» απλϊσ προςτίκενται ςτο 

ιδθ υπάρχον κρεπτικό μζςο είτε 100μl κατάλλθλθσ αραίωςθσ λιποςωμάτων (για τελικι 

ςυγκζντρωςθ 100pM), είτε 200μl κατάλλθλθσ αραίωςθσ λιποςωμάτων (για τελικι 

ςυγκζντρωςθ 1nM). τθ ςυνζχεια, τα κφτταρα επωάηονταν ςτουσ 370C και 48hrs μετά τθν 

«επιμόλυνςθ» υφίςτανται κατάλλθλθ διεργαςία για ανάλυςθ με κυτταρομετρία ροισ 

(FACS). 

2.1.2.4 Μεταγωγι αναςυνδιαςμζνων αδενοϊϊν ςε κφτταρα (virus transduction) 

Σα B16-F10mC40 κφτταρα ςτρϊνονταν είτε ςε 12-well πιάτο (4x104/well) είτε ςε 96-well 

πιάτο (104/well)  και τθν επόμενθ μζρα αφοφ είχαν φτάςει ςε βακμό ςυρροισ περίπου 30% 

ιταν ζτοιμα για μεταγωγι. Κατά τθ μεταγωγι αφαιροφνταν το πλιρεσ κρεπτικό μζςο και τα 

κφτταρα επωάηονταν ςτουσ 370C για 90min με κρεπτικό μζςο απουςία οροφ (serum-free 

medium,SFM). τθ ςυνζχεια αφαιροφνταν αυτό το κρεπτικό και προςτίκονταν φρζςκο 

κρεπτικό (SFM) μαηί με κατάλλθλθ ςυγκζντρωςθ αδενοϊοφ (ΜΟΙ 500, ΜΟΙ 2000). Σα 

κφτταρα επωάηονταν ςτουσ 370C παρουςία του ιοφ για 3hrs. Κατόπιν ο ιόσ αφαιροφνταν και 

προςτίκονταν κρεπτικό μζςο με 2% ορό. Σα κφτταρα ςυνζχιηαν να επωάηονται ςτουσ 370C 

και 48hrs μετά τθ μεταγωγι του ιοφ υφίςτανται κατάλλθλθ διεργαςία για ανάλυςθ με 

κυτταρομετρία ροισ (FACS) ι μζτρθςθ κυτταρικισ επιβίωςθσ με ΜΣΣ. 

 

22..22  ΜΜζζττρρηηςςηη  κκυυττττααρριικκήήσσ  εεππιιββίίωωςςηησσ  ((MMTTTT  aassssaayy))  

Θ ΜΣΣ ανάλυςθ είναι ςτθν πραγματικότθτα μία μζτρθςθ τθσ μεταβολικισ ενεργότθτασ 

των κυττάρων, άρα και κατ’ επζκταςθ μία μζτρθςθ κυτταρικισ επιβίωςθσ. 

 Για τα πειράματα που ζγιναν με το Akt1 antisense ςε EJ κφτταρα, το ΜΣΣ ζγινε  ωσ εξισ. 

Σα κφτταρα ιταν ςε 24-well πιάτο και 48hrs μετά τθν «επιμόλυνςι» τουσ αφαιρζκθκε το 

κρεπτικό μζςο και προςτζκθκε 1ml/well φρζςκου κρεπτικοφ μαηί με ΜΣΣ διάλυμα, 

ςυγκζντρωςθσ 0.5mg/ml. Σα κφτταρα ςυνζχιςαν να επωάηονται ςτουσ 370C για 1-2hrs μζχρι 

να παρατθρθκοφν μωβ ιηιματα. τθ ςυνζχεια αφαιρζκθκε προςεκτικά με ςφριγγα το 

υπερκείμενο, προςτζκθκε 0.5ml DMSO και αναδεφτθκε μζχρι να γίνει ομοιογενζσ. Σζλοσ, 

μεταφζρκθκαν 200μl ςε 96-well πιάτο και ακολοφκθςε μζτρθςθ ςε φωτόμετρο ELISA ςτα 

550nm (for dual at 655nm). 
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Για τα πειράματα  που ζγιναν με τουσ αδενοϊοφσ ςε B16-F10mCD40 κφτταρα, το ΜΣΣ 

ζγινε  ωσ εξισ. Σα κφτταρα ιταν ςε 96-well πιάτο και 48hrs μετά τθ μεταγωγι του ιοφ 

αφαιρζκθκε το κρεπτικό μζςο και προςτζκθκαν 100μl/well φρζςκου κρεπτικοφ μαηί με 

ΜΣΣ διάλυμα, ςυγκζντρωςθσ 100μg/ml. Σα κφτταρα ςυνζχιςαν να επωάηονται ςτουσ 370C 

για περίπου 1hr μζχρι να παρατθρθκοφν μωβ ιηιματα. τθ ςυνζχεια αφαιρζκθκε 

προςεκτικά με ςφριγγα το υπερκείμενο, προςτζκθκαν 200μl DMSO και αναδεφτθκαν μζχρι 

να γίνει ομοιογενζσ. Σζλοσ, ακολοφκθςε μζτρθςθ ςε φωτόμετρο ELISA ςτα 550nm (for dual 

at 655nm). 

 

22..33  ΚΚυυττττααρροομμεεττρρίίαα  ρροοήήσσ  ((FFAACCSS))  

Σα κφτταρα ιταν ςε 12-well πιάτο και αφοφ ξεπλζνονταν με διάλυμα PBS, επωάηονταν 

ςτουσ 370C για 5min παρουςία διαλφματοσ τρυψίνθσ (trypsin+EDTA). τθ ςυνζχεια 

φυγοκεντροφνταν (1200rpm/5min/RT) και θ πελζτα επαναδιαλυόταν ςε φρζςκο κρεπτικό 

μζςο. Σα κφτταρα επωάηονταν ςτουσ 370C ωσ εναιϊρθμα για 20min ϊςτε να επανζλκουν 

ςτθ φυςιολογικι τουσ κατάςταςθ και κατόπιν φυγοκεντροφνταν (1500rpm/10min/RT) και θ 

πελζτα επαναδιαλυόταν ςε 50μl κρφου διαλφματοσ PBS με 10% ορό. τθ ςυνζχεια 

προςτίκονταν 2μl anti-human CD40L-FITC (BD Pharmingen, Cat.No.555699)/well ι 0.4μl APC 

anti-mouse CD40L (eBioscience, Cat.No.17-1541-81)/well  (αναλόγωσ το πείραμα) και 

επωάηονταν για 45min ι 1hr αντιςτοίχωσ ςτουσ 40C ςτο ςκοτάδι. Ακολουκοφςαν δφο 

πλφςεισ με PBS+10%FCS με ενδιάμεςεσ φυγοκεντριςεισ (1500rpm/10min/RT) και τζλοσ θ 

πελζτα επαναδιαλφονταν ςε 0.5ml διαλφματοσ PBS με 2%PFA και τα δείγματα ιταν ζτοιμα 

για μζτρθςθ ςε κατάλλθλο μθχάνθμα για FACS. 

 

22..44  EELLIISSAA  ((EEnnzzyymmee--lliinnkkeedd  iimmmmuunnoossoorrbbeenntt  aassssaayy))  ααννίίχχννεευυςςηησσ  κκυυττττααρριικκοοφφ  θθααννάάττοουυ  

τα πειράματα οποφ ζγινε μεταγωγι του αδενοϊοφ ςε Β16-F10mCD40 κφτταρα 

πραγματοποιικθκε “Cell Death Detection” ELISA (Roche, Cat.No. 11 544 675 001), μία 

μζκοδοσ ποςοτικοποίθςθσ τθσ απόπτωςθσ, κακϊσ βαςίηεται ςτθν ανίχνευςθ ςυμπλόκων 

τμθμάτων DNA μαηί με ιςτόνεσ, μετά από λφςθ των κυττάρων. Θ διαδικαςία που 

ακολουκικθκε ιταν ςφμφωνα με το εγχειρίδιο τθσ εταιρείασ. 
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22..55  ΣΣεεχχννιικκζζσσ  ααννάάλλυυςςηησσ  ππρρωωττεεϊϊννώώνν  

22..55..11  ΑΑπποομμόόννωωςςθθ  οολλιικκοοφφ  κκυυττττααρριικκοοφφ  ππρρωωττεεϊϊννιικκοοφφ  εεκκχχυυλλίίςςμμααττοοσσ  ((WWCCLL  eexxttrraacctt))  

Σα πιάτα απομακρφνονταν από τον επωαςτιρα και αμζςωσ μεταφζρονταν ςε πάγο. Σα 

κφτταρα ξεπλζνονταν δφο φορζσ με κρφο διάλυμα 1xPBS και ςτθ ςυνζχεια προςτίκενται ςτο 

πιάτο κατάλλθλθ ποςότθτα (100μl/well για 24-well πιάτο) διαλφματοσ RIP με αναςτολείσ 

πρωτεαςϊν (1mM Na3VO4, 1μg/ml  Aprotinin, 1μg/ml Leupeptin). Σα κφτταρα 

αποκολλιόνταν  με τθ βοικεια ξφςτρου και το μίγμα διάλυμα λφςθσ-κφτταρα μεταφερόταν 

ςε ςωλινα Eppendorf. Ακολουκοφςε επϊαςθ ςτον πάγο για 10min και ςτθ ςυνζχεια 

φυγοκζντρθςθ (13000rpm/10min/40C). Σο υπερκείμενο ςυλλεγόταν και ακολουκοφςε 

υπολογιςμόσ τθσ ςυνολικισ ςυγκζντρωςθσ πρωτεΐνθσ και χριςθ του ςε περαιτζρω 

πειραματικζσ διαδικαςίεσ όπωσ αποδιατακτικι θλεκτροφόρθςθ SDS-PAGE. 

22..55..22  ΠΠρροοςςδδιιοορριιςςμμόόσσ  οολλιικκιισσ  ςςυυγγκκζζννττρρωωςςθθσσ  ππρρωωττεεΐΐννθθσσ  

Θ ολικι ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ γινόταν με τθ μζκοδο Bradford και υπολογιηόταν με 

τθ βοικεια ςπεκτροφωτόμετρου (Jenway). Αρχικά καταςκευαηόταν μια πρότυπθ καμπφλθ 

με βάςθ γνωςτζσ ςυγκεντρϊςεισ μιασ πρωτεΐνθσ όπωσ θ αλβουμίνθ. ε νερό ςτιλθσ 

διαλυόταν (1:5 v/v) αντιδραςτιριο Biorad (Bio-Rad) και ςε 1ml από το διαλυμζνο 

αντιδραςτιριο προςτίκενται 20μl από το κάκε standard. Τπολογιηόταν θ οπτικι πυκνότθτα 

(OD) ςτα 595nm με τθ χριςθ πλαςτικϊν κυβεττϊν (Plastibrand) και φτιαχνόταν μια 

πρότυπθ καμπφλθ με τθ βοικεια τθσ οποίασ υπολογιηόταν μια εξίςωςθ (π.χ. y=0,0627x-

0,0786 με R2=0,98). τθ ςυνζχεια προςτίκενται 5μl από κάκε πρωτεϊνικό δείγμα ςε 1ml 

διαλυμζνου αντιδραςτθρίου και μετριόταν θ OD που αντικακιςτοφςε τθν τιμι y ςτθν 

εξίςωςθ. Θ τιμι x δίνει τθν ποςότθτα τθσ πρωτεΐνθσ ςε μg/5μl. 

22..55..33  ττφφππωωμμαα  κκααττάά  WWeesstteerrnn  

Σα δείγματα αναλφονταν με SDS-PAGE αποδιατακτικι θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι 

πολυακρυλαμίδθσ 10% (for Akt protein) ι 15% (for CD154 protein). Θ ςυςκευι που 

χρθςιμοποιικθκε είναι θ Mini-PROTEAN 3 cell Apparatus (BioRad) και θ θλεκτροφόρθςθ 

γινόταν ςτα 120V για 90min. Ακολουκοφςε θ μεταφορά των πρωτεϊνϊν (transfer) ςε 

μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ 0.2μm (BioTrace). Θ μεταφορά ζγινε ςτθ ςυςκευι Mini Trans-

Blot (BioRad) και διαρκοφςε 90min ςτα 400mA. τθ ςυνζχεια θ μεμβράνθ επωαηόταν για 

1hr (κερμοκραςία δωματίου) ςε 5% άπαχο γάλα (Regilait) διαλυμζνο ςε TBS/T 0.1%, 
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ξεπλενόταν μια φορά ςε TBS/T 0.1% για 5min και επωαηόταν με πρωτεφον αντίςωμα ςτουσ 

40C για 12-16hrs. Ζπειτα ξεπλενόταν 3 φορζσ για 10min με TBS/T 0.1% και επωαηόταν για 

1hr (κερμοκραςία δωματίου) με δευτερεφον αντίςωμα ςυηευγμζνο ςε HRP. Θ εμφάνιςθ 

του ςτυπϊματοσ γινόταν με τθ χριςθ αντιδραςτθρίων ECL (Amersham) και φιλμ 

αυτοραδιογραφίασ (Fujifil) και θ ςυςκευι που χρθςιμοποιικθκε ιταν θ Kodak X-OMAT 

1000 (Kodak). 

Εκτόσ από SDS-PAGE αποδιατακτικι θλεκτροφόρθςθ, πραγματοποιικθκε και 

θλεκτροφόρθςθ ςε μθ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ (native) για τθν ανίχνευςθ τριμεροφσ 

μορφισ τθσ εκκρινόμενθσ πρωτεΐνθσ CD40L. Βζβαια επειδι θ πρωτεΐνθ ιταν εκκρινόμενθ 

ςτο υπερκείμενο διάλυμα των κυττάρων, χρθςιμοποιικθκε ειδικόσ ςυμπυκνωτισ (filter 

concentrator, Millipore Cat.No.UFC9-003), με δυνατότθτα ςυμπφκνωςθσ μζχρι και 15 

φορζσ. Οι διαδικαςίεσ που διζφεραν από τθν SDS-PAGE ιταν οι παρακάτω. Θ κφρια 

διαφορά ιταν ότι ςτα διαλφματα που χρθςιμοποιοφνταν απουςίαηε οτιδιποτε 

αποδιατακτικό όπωσ SDS και β-mercaptoethanol. Επίςθσ αντί για SDS, χρθςιμοποιικθκε 

Coomasie G-250 ϊςτε οι πρωτεΐνεσ να αποκτιςουν κάποιο αρνθτικό φορτίο και να είναι 

δυνατι θ θλεκτροφόρθςι τουσ. Ακόμθ χρθςιμοποιικθκε ειδικόσ protein marker 

(Amersham, Cat.No. 17-0445-01), θ ανίχνευςθ του οποίου γινόταν με χρϊςθ εκείνου του 

τμιματοσ gel με Coomasie R-250 για 30min και ακολουκοφςε fast και slow destaining. 

Σζλοσ, θ διαδικαςία τθσ θλεκτροφόρθςθσ γινόταν ολονυκτίωσ ςτουσ 40C για 2hrs ςτα 100V 

και ςτθ ςυνζχεια ςτα 6mA (~60V) μζχρι τζλουσ και θ μεταφορά πρωτεϊνϊν (transfer) 

γινόταν για 3hrs ςτα 200mA ςτουσ 40C.  

Πρωτεφοντα αντιςϊματα 

Α) mouse monoclonal anti-CD154 (E-8) (Santa Cruz, Cat.No. sc-74448) 1:500 

Β) rabbit polyclonal anti-Akt1/PKBα (Upstate, Cat.No. 07-416) 1:600 

Γ) anti-Αctin (Sigma) 1:2000 

Δευτερεφοντα αντιςϊματα 

Α’) goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz, Cat.No. sc-2005) 1:10000 

Β’) anti-rabbit-HRP (Chemicon) 1:100000 

Γ’) anti-mouse-HRP (Chemicon) 1:10000 
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22..66    ΠΠααρρααςςκκεευυήή  δδεεννδδρριιττιικκώώνν  κκυυττττάάρρωωνν  ((DDCC  pprreeppaarraattiioonn))  

Αρχικά, απομονϊκθκαν BMDM (Bone Marrow Derived Monocytes) κφτταρα από τα οςτά 

των ποδιϊν ποντικοφ BL6 WT θλικίασ 6-8 εβδομάδων. τθ ςυνζχεια ςτρϊκθκαν ςε 6-well 

πιάτο 3x106/well κφτταρα ςε ειδικό κρεπτικό μζςο R10, παρουςία 10% οροφ, 25ng/ml IL-4 

και 50ng/ml GM-CSF. Οι παράγοντεσ αυτοί είναι απαραίτθτοι για τθ διαφοροποίθςθ των 

BMDMs ςε ανϊριμα δενδριτικά κφτταρα (immature DCs). Θ διαδικαςία τθσ 

διαφοροποίθςθσ διαρκοφςε 7 μζρεσ και τθ 2θ και 4θ μζρα το κρεπτικό μζςο 

αντικακιςτοφταν με φρζςκο. Μετά το πζρασ των 7 θμερϊν τα ανϊριμα πλζον DCs ιταν 

ζτοιμα για επιμόλυνςθ (transduction) με τουσ αδενοϊοφσ RAd-mCD40L και RAd-stmCD40L 

ςε ΜΟΙ 100, 200 και 500. Σα κφτταρα από το 6-well πιάτο ςυλλζγονταν με τθ χριςθ ειδικοφ 

ξφςτρου (scraper), χωρίσ τρυψινοποίθςθ. Θ διαδικαςία τθσ επιμόλυνςθσ γινόταν ςε 24-well 

πιάτο με 5x105/well κφτταρα ςε κρεπτικό R10 απουςία οροφ και διαρκοφςε 2hrs. Μετά τισ 

2hrs το κρεπτικό αντικακιςτοφταν με R10 παρουςία 10% οροφ και μετά από 72hrs τα 

κφτταρα επεξεργάηονταν για ανάλυςθ FACS. Λόγω αυξθμζνθσ ευαιςκθςίασ των DCs τα 

κφτταρα δε μονιμοποιικθκαν με 2%PFA, αλλά αναλφκθκαν με FACS αμζςωσ μετά τθν 

επεξεργαςία τουσ. Οι δείκτεσ που χρθςιμοποιικθκαν ιταν οι δείκτεσ διαφοροποίθςθσ, των 

ανϊριμων ςε ϊριμα DCs, CD80 (a-CD80-FITC, eBiosciense, cat.no.110801) και CD86 (a-CD86-

FITC, eBiosciense, cat.no.110862), ο δείκτθσ γενικότερθσ ανίχνευςθσ ανϊριμων και ϊριμων 

δενδριτικϊν κυττάρων CD11c (a-CD11c-PE, eBiosciense, cat.no.120114). Σζλοσ, 

χρθςιμοποιικθκαν και κάποια αντιςϊματα για τθν αφαίρεςθ του κορφβου (background) 

όπωσ το Armenian Hamster IgG Isotype Control FITC (eBiosciense, cat.no.114888)και το 

Armenian Hamster IgG Isotype Control PE (eBiosciense, cat.no.124888). 

 

22..77    ΠΠοολλλλααππλλααςςιιααςςμμόόσσ,,  κκααθθααρριιςςμμόόσσ  κκααιι  ττιιττλλοοπποοίίηηςςηη  ττωωνν  ααννααςςυυννδδυυααςςμμζζννωωνν  

ααδδεεννοοϊϊώώνν  

22..77..11    ΠΠοολλλλααππλλααςςιιααςςμμόόσσ  ααννααςςυυννδδυυααςςμμζζννωωνν  ααδδεεννοοϊϊϊϊνν  

Θ διαδικαςία του πολλαπλαςιαςμοφ των αδενοϊϊν πραγματοποιείται ςε 3 διαδοχικά 

ςτάδια, ςτα οποία αυξάνονται ςταδιακά το μζγεκοσ τθσ κυτταρικισ καλλιζργειασ και ο 

τίτλοσ του ιοφ που κα παραχκεί ςτο τζλοσ. Σα κφτταρα που χρθςιμοποιικθκαν ιταν τα AD-

293, τα οποία γενικϊσ διατθροφνταν ςε κρεπτικό DMEM παρουςία 10% οροφ. τθ ςυνζχεια 

όταν τα κφτταρα ιταν ζτοιμα (~75-85% confluent) μολφνονταν με τον αναςυνδυαςμζνο 
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αδενοϊό με 5-10 FFU ανά κφτταρο, ςε πολφ λίγο (ϊςτε να καλφπτονται οριακά τα κφτταρα) 

κρεπτικό DMEM παρουςία 2% οροφ για 2hrs. Μετά τισ 2hrs ςυμπλθρϊνονταν κρεπτικό 

μζςο και μετά από 2-3 μζρεσ όταν παρουςιαηόταν ικανοποιθτικό CPE (cytopathic effect), 

οποφ δθλαδι πάνω από 50% των κυττάρων ιταν ςτρογγυλεμζνα και ξεκολλθμζνα, αυτά 

ςυλλζγονταν με ξφςτρο (scraping) και λφνονταν με διαδικαςία παγϊματοσ/ξεπαγϊματοσ 

ϊςτε να απελευκερωκεί ο ιόσ και να γίνει θ τιτλοποίθςι του. Ο ιόσ διατθροφταν ςτουσ -

800C ςε διάλυμα 100mM Tris-HCl pH 8.0, παρουςία 4% ςουκρόηθσ. 

22..77..22    ΚΚαακκααρριιςςμμόόσσ  ααννααςςυυννδδυυααςςμμζζννωωνν  ααδδεεννοοϊϊϊϊνν  

Θ παραπάνω διαδικαςία όμωσ ιταν αρκετι μόνο για in vitro πειράματα. Επειδι όμωσ 

απϊτεροσ ςτόχοσ ιταν να γίνουν in vivo πειράματα, ο ιόσ ζπρεπε να κακαριςτεί επιπλζον 

με τθ διαδικαςία τθσ διαβακμιςμζνθσ ςυγκζντρωςθσ CsCl, κατά τθν οποία τοποκετοφνται 

ςε ειδικό ςωλινα (ultra-clear Beckman tube, cat.no.344058) δφο διαφορετικζσ 

ςυγκεντρϊςεισ CsCl μαηί με το διάλυμα που περιείχε τον ιό (10mM Tris-HCl pH7.9). τθ 

ςυνζχεια ακολουκοφςε φυγοκζντρθςθ (25000rpm, 2hrs, 40C) ςε ειδικι υπερ-φυγόκεντρο 

(Sorvall AH-629). Μετά τθ φυγοκζντρθςθ, ο ιόσ ςυγκεντρωνόταν ςε ζναν δακτφλιο μεταξφ 

των δφο ςυγκεντρϊςεων CsCl και ςυλλζγονταν (1-3 ml) προςεκτικά και ςε ςτείρεσ ςυνκικεσ 

με ςφριγγα (18G). Προκειμζνου να αφαιρεκεί το CsCl, ακολουκοφςε διαπίδυςθ. Ζτςι, ο ιόσ 

φορτϊνονταν ςε ειδικι καςζτα (Slide-A-Lyser cassette, 10K, 0.3-5ml, Pierce) με ςφριγγα 

(20G) και ακολουκοφςε ολονφκτια διαπίδυςθ ςε 500-800 ml διάλυμα διαπίδυςθσ (10mM 

Tris-HCl pH7.9, 2mM MgCl2, 4% sucrose). Σο διάλυμα ςτισ πρϊτεσ 2hrs αντικακιςτοφνταν με 

φρζςκο. Σζλοσ ο ιόσ ςυλλζγονταν από τθν καςζτα με ςφριγγα (20G) και ιταν ζτοιμοσ για 

τιτλοποίθςθ και αποκικευςι του ςτουσ -800C. 

22..77..33    ΣΣιιττλλοοπποοίίθθςςθθ  ααννααςςυυννδδυυααςςμμζζννωωνν  ααδδεεννοοϊϊϊϊνν  ((FFFFUU  aassssaayy))  

Για τθν τιτλοποίθςθ των ιϊν χρθςιμοποιικθκαν 911 κφτταρα και πιάτα διαμζτρου 35mm 

τα οποία ιταν επικαλυμμζνα με κολλαγόνο. Όταν τα κφτταρα ιταν ζτοιμα (~90-95% 

confluent) μολφνονταν με διαδοχικζσ αραιϊςεισ (από 104 εϊσ 107) του ιοφ ςε 1ml κρεπτικό 

DMEM παρουςία 10% οροφ για 2hrs και ςτθ ςυνζχεια αφαιροφταν το κρεπτικό που 

περιείχε τον ιό και τοποκετοφνταν 2ml φρζςκου πλιρουσ κρεπτικοφ. Μετά από 2 μζρεσ 

καλλιζργειασ ςτουσ 370C, τα κφτταρα επεξεργάηονταν κατάλλθλα και βάφονταν με 

αντίςωμα που αναγνϊριηε ιϊκι πρωτεΐνθ. υγκεκριμζνα, μετά από μονιμοποίθςθ των 

κυττάρων με 4%PFA, τα κφτταρα επωάηονταν (1hr, RT) πρϊτα με ειδικό για τθν ιϊκι 

πρωτεΐνθ Ad-hexon-5 αντίςωμα (Millipore, cat.no.MAB8052) και ςτθ ςυνζχεια επωάηονταν 
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(1hr, RT) με το δευτερεφων αντίςωμα (Invitrogen, cat.no.O-6380). Σζλοσ, μετροφνταν ςε 

μικροςκόπιο φκοριςμοφ τα κφτταρα που φκόριηαν πράςινο και υπολογίηονταν ο τίτλοσ του 

ιοφ ωσ εξισ:  

X (average of 20 squares) x 200 (squares per dish)  x 105 (virus dilution) = ffu/ml 

(FFU: Fluorescence Forming Unit) 
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33..  ΑΑΠΠΟΟΣΣΕΕΛΛΕΕΜΜΑΑΣΣΑΑ  

 

3.1 ΑΑξξιιοολλόόγγηηςςηη  ττηησσ  ζζκκφφρρααςςηησσ  ττηησσ  ππρρωωττεεΐΐννηησσ  hhCCDD4400LL  μμεεττάά  ααππόό  χχρρήήςςηη  

λλιιπποοςςωωμμάάττωωνν.. 

Χρθςιμοποιικθκαν διαφορετικζσ (ωσ προσ το μζγεκοσ και τισ ιδιότθτεσ) καταςκευζσ 

λιποςωμάτων που ζφεραν ςτο καψίδιό τουσ πλαςμίδιο που εκφράηει hCD40L και 

μελετικθκε με FACS θ ζκφραςθ τθσ πρωτεΐνθσ hCD40L ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ EJ (human 

bladder carcinoma), B16-F10 (mouse melanoma) και AGE60 (human ovarian carcinoma) 

(Πίνακασ 3.1). 

 

Πίνακασ 3.1: Ανάλυςθ FACS 48hrs μετά τθν επιμόλυνςθ των κυττάρων. υγκζντρωςθ λιποςωμάτων: 

100pM/well. υγκζντρωςθ πλαςμιδίου ςτθν επιμόλυνςθ με λιποφεκταμίνθ: 0,5μg. Σο ίδιο πείραμα 

πραγματοποιικθκε και με ςυγκζντρωςθ λιποςωμάτων 1nM/well και τα αποτελζςματα ιταν 

παρόμοια. (MFI: ζνταςθ φκοριςμοφ) 

Από τον παραπάνω πίνακα φαίνεται ότι για όλεσ τισ καταςκευζσ λιποςωμάτων δεν 

υπιρχε κάποια ζκφραςθ τθσ πρωτεΐνθσ hCD40L τόςο ωσ προσ το ποςοςτό των κυττάρων 

που τθν εξζφραηαν, όςο και ωσ προσ τθν ζνταςθ φκοριςμοφ (MFI).  

Για το λόγο αυτό παραγγζλκθκαν και κάποιεσ ακόμθ λιποςωμικζσ καταςκευζσ που είχαν 

επιπλζον ςτθ μεμβράνθ τουσ τον προςδζτθ Transferrin (Tf ligand), με ςκοπό τθν 
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αποτελεςματικότερθ ενδοκφτωςι τουσ μζςω του υποδοχζα Transferrin (TfR), ζναν 

υποδοχζα που ζχουν όλα τα κφτταρα για τθν πρόςλθψθ ςιδιρου από το περιβάλλον τουσ 

και τθν διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςισ τουσ. Ζτςι ελζγχκθκε με τον ίδιο τρόπο θ 

αποτελεςματικότθτα των νζων λιποςωμάτων ωσ προσ τθν ενδοκφτωςι τουσ και τθν 

ζκφραςθ του CD40L ςτα κφτταρα. Σο ςυγκεκριμζνο πείραμα όμωσ ζγινε και ςε ςυνδιαςμό 

με τθ χριςθ του χθμειοκεραπευτικοφ φαρμάκου Fluorouracil (5-FU), κακϊσ ζχει βρεκεί ότι 

το 5-FU προκαλεί μορφολογικζσ αλλαγζσ ςτισ κυτταρικζσ μεμβράνεσ, οι οποίεσ μποροφν να 

βοθκιςουν τθν πρόςλθψθ λιποςωμάτων από τα κφτταρα (Πίνακασ 3.2). 

   

      

 Πίνακασ 3.2: Ανάλυςθ FACS 48hrs μετά τθν επιμόλυνςθ EJ κυττάρων. Α) Επιμόλυνςθ αποκλειςτικά 

με τα λιποςϊματα. Β) Επιμόλυνςθ με τα λιποςϊματα και ταυτόχρονθσ παρουςίασ 50μM 5-FU. C) 

επϊαςθ για 2hrs με 50μM 5-FU και ακόλουκθ επιμόλυνςθ αποκλειςτικά με τα λιποςϊματα. 

υγκζντρωςθ λιποςωμάτων: 100pM/well. υγκζντρωςθ πλαςμιδίου ςτθν επιμόλυνςθ με 

λιποφεκταμίνθ: 0,5μg. (MFI-total: ςυνολικι ζνταςθ φκοριςμοφ, MFI-positive: ζνταςθ φκοριςμοφ 

μόνο από τα κφτταρα που εκφράηουν hCD40L) 

Από τον Πίνακα 3.2-Α φαίνεται ότι θ  ζκφραςθ του hCD40L δεν άλλαξε ςε ςχζςθ με τον 

Πίνακα 3.1. Επίςθσ από τον Πίνακα 3.2-Β/C φαίνεται ότι το 5-FU δεν προκάλεςε κάποια 
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αλλαγι ςτθν ζκφραςθ για το ςφνολο των λιποςωμάτων, με εξαίρεςθ το positive control 

(επιμόλυνςθ με λιποφεκταμίνθ) και το λιπόςωμα “Nov764d007-Tf”, οποφ υπιρξε 

ςθμαντικι βελτίωςθ τθσ ζκφραςθσ και κυρίωσ κατά τθν ταυτόχρονθ παρουςία του 5-FU με 

τα λιποςϊματα. Θ βελτίωςθ αυτι ενϊ ιταν ςθμαντικι, παρζμενε εξαιρετικά χαμθλι ωσ 

προσ το ποςοςτό των κυττάρων και τθν ζνταςθ φκοριςμοφ και ζτςι δε μποροφςε να 

κεωρθκεί αξιοποιιςιμθ. 

Σζλοσ, ζγινε μια τελευταία προςπάκεια δοκιμάηοντασ δφο διαφορετικζσ μεκόδουσ 

επιμόλυνςθσ (Πίνακασ 3.3). 

 

Πίνακασ 3.3: Ανάλυςθ FACS 48hrs μετά τθν επιμόλυνςθ EJ κυττάρων. Α) Επιμόλυνςθ για 6hrs ςε 

κρεπτικό απουςία οροφ (SFM) και ςτθ ςυνζχεια προςκικθ οροφ. Β) Επιμόλυνςθ για 30min ςε 

εναιϊρθμα μετά από τρυψινοποίθςθ, ςτρϊςιμο των κυττάρων με SFM για 3hrs και ςτθ ςυνζχεια 

προςκικθ οροφ. υγκζντρωςθ λιποςωμάτων: 100pM/well. υγκζντρωςθ πλαςμιδίου ςτθν 

επιμόλυνςθ με λιποφεκταμίνθ: 0,5μg. (MFI-total: ςυνολικι ζνταςθ φκοριςμοφ, MFI-positive: ζνταςθ 

φκοριςμοφ μόνο από τα κφτταρα που εκφράηουν hCD40L) 

Σα αποτελζςματα του Πίνακα 3.3 ιταν εξίςου αποκαρρυντικά. Θ μόνθ παρατιρθςθ ιταν 

ότι θ βελτίωςθ ζκφραςθσ ςτον Πίνακα 3.3-Α ιταν παρόμοια με αυτι ςτον Πίνακα 3.2-Β, 

αλλά ενϊ ιταν ςθμαντικι, όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω δεν ιταν αξιοποιιςιμθ. 
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3.2 ΜΜεελλζζττηη  ττηησσ  εεππίίδδρρααςςηησσ  ττηησσ  κκααττααςςττοολλήήσσ  ((kknnoocckk--ddoowwnn))  ττοουυ  ααννττιι--ααπποοππττωωττιικκοοφφ  

ςςηημμααττοοδδοοττιικκοοφφ  μμοορρίίοουυ  AAkktt,,  μμεε  χχρρήήςςηη  AAkktt  aannttiisseennssee  iinn--vviittrroo.. 

Αρχικά ζγινε αξιολόγθςθ ςε πρωτεϊνικό επίπεδο τθσ καταςτολισ του Akt1 μορίου μετά 

από επιμόλυνςθ των EJ (human bladder carcinoma) κυττάρων με human Akt1 antisense 

(Εικόνα 3.1). 

       

Εικόνα 3.1: SDS-PAGE ςε 10% gel και western blot με a-Akt1 και a-Actin, 12hrs και 24hrs μετά τθν 

επιμόλυνςθ των κυττάρων. 

Από τθν Εικόνα 3.1 φαίνεται ότι υπάρχει ελάττωςθ των πρωτεϊνικϊν επιπζδων του Akt1, 

θ οποία αρχικά είναι ελάχιςτθ ςτισ 12hrs και μετά αρκετά μεγαλφτερθ ςτισ 24hrs. Θ 

ελάττωςθ αυτι φαίνεται να είναι ίδια και με τα δφο Akt1 antisense (3, 4) και ςε όλεσ τισ 

ςυγκεντρϊςεισ (150nM, 300nM, 450nM). 

τθ ςυνζχεια μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ καταςτολισ του Akt1 ςτθ γενικότερθ κυτταρικι 

επιβίωςθ και φάνθκε ότι τθν μειϊνει αρκετά (Εικόνα 3.2). 

 

 

 

Εικόνα 3.2: MTT assay 48hrs 

μετά τθν επιμόλυνςθ των EJ 

κυττάρων με Akt1 antisense 

ςυγκζντρωςθσ 150nM. 
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33..33  ΜΜεελλζζττηη  ττηησσ  άάμμεεςςηησσ  εεππίίδδρρααςςηησσ  ττωωνν  mmCCDD4400LL  κκααιι  ssttmmCCDD4400LL  ςςεε  ςςυυννδδυυααςςμμόό  μμεε  

χχηημμεειιοοθθεερρααππεευυττιικκάά  ςςττοονν  κκυυττττααρριικκόό  θθάάννααττοο  iinn  vviittrroo..  

  Ζχοντασ ςτο εργαςτιριο ανίκανουσ να πολλαπλαςιαςτοφν αναςυνδιαςμζνουσ 

αδενοϊοφσ (RAd) που εκφράηουν είτε το μεμβρανικό mCD40L είτε  τον εκκρινόμενο τριμερι 

stmCD40L, πραγματοποιικθκαν πειράματα μεταγωγισ (transduction) των ιϊν αυτϊν ςε 

B16-F10 mCD40 (mouse melanoma)κφτταρα τα οποία εκφράηουν ςτακερά τον υποδοχζα 

mCD40 και 72hrs μετά τθ μεταγωγι ζγιναν διάφορα πειράματα ανάλυςθσ. 

Αρχικά μελετικθκε με ανάλυςθ FACS θ ζκφραςθ του μεμβρανικοφ mCD40L και 

παρατθρικθκε αρκετά ςθμαντικι διαφορά μεταξφ MOI-500 και MOI-2000 τόςο ωσ προσ το 

ποςοςτό των κυττάρων που εξζφραηαν τθν πρωτεΐνθ, όςο και ωσ προσ τθν ζνταςθ 

φκοριςμοφ (MFI) (Πίνακασ 3.4). 

 

Πίνακασ 3.4: Ανάλυςθ FACS 72hrs μετά τθ μεταγωγι (transduction) των B16-F10mCD40 κυττάρων. 

τθ ςυνζχεια ακολοφκθςε ανάλυςθ MTT, οποφ μελετικθκε θ επίδραςθ του mCD40L ςε 

ςυνδυαςμό με κάποια χθμειοκεραπευτικά ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ (Εικόνα 3.3). 

 

Εικόνα 3.3: ΜΣΣ-assay 72hrs μετά τθ μεταγωγι (transduction) των B16-F10mCD40 κυττάρων. 
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Από τθν Εικόνα 3.3 (ΜΟΙ-500) φαίνεται γενικά ότι ο mCD40L ςε ςχζςθ με το LacZ ζχει μία 

μικρι επίδραςθ ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ (τάξεωσ περίπου 10%), τόςο μόνοσ του, όςο και 

παρουςία των χθμειοκεραπευτικϊν. Αξιοπρόςεκτθ είναι όμωσ θ επίδραςθ του mCD40L 

παρουςία 5μM cisplatin (τάξεωσ 22%). Όςον αφορά τθν ταυτόχρονθ χριςθ των 

χθμειοκεραπευτικϊν ςε ςχζςθ με τον mCD40L μόνο του, το LY294002 δεν ζχει καμία 

απολφτωσ επίπτωςθ ςτθν επιβίωςθ, το 5-FU ζχει τεράςτια επίπτωςθ κακϊσ μειϊνει τθν 

επιβίωςθ κατά 80% περίπου και το cisplatin ζχει μια μζτρια επίπτωςθ τθσ τάξεωσ του 30-

35%. υγκριτικά τϊρα με τα δφο διαφορετικά ΜΟΙ που χρθςιμοποιικθκαν, ςτο ΜΟΙ-2000 

ιςχφουν ακριβϊσ οι ίδιεσ παρατθριςεισ με το ΜΟΙ-500 που αναφζρκθκαν παραπάνω, με τθ 

διαφορά ότι ο mCD40L μαηί με τθ χριςθ χθμειοκεραπευτικϊν ζχει ελάχιςτα μεγαλφτερθ 

επίδραςθ (τάξεωσ 3-8%) ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ. 

Με τθν ανάλυςθ MTT όμωσ, φάνθκε θ επίδραςθ του mCD40L και των 

χθμειοκεραπευτικϊν ςτο γενικότερο κυτταρικό κάνατο που μπορεί να προιλκε είτε από 

απόπτωςθ είτε από νζκρωςθ. Προκειμζνου λοιπόν να μελετθκεί πιο εξειδικευμζνα θ 

επίδραςθ αυτι, πραγματοποίθκθκε ειδικι “Cell Death Detection” ELISA, που ανιχνεφει 

αποκλειςτικά το μζγεκοσ τθσ κυτταρικισ απόπτωςθσ (Εικόνα 3.4). 

Εικόνα 3.4: “Cell Death Detection” ELISA 72hrs μετά τθ μεταγωγι (transduction) των B16-F10mCD40 

κυττάρων. 

Από τθν Εικόνα 3.4 φαίνεται ότι το cisplatin χθμειοκεραπευτικό από μόνο του (με lacZ) 

προκαλεί κάποια αφξθςθ τθσ απόπτωςθσ και μάλιςτα εντονότερθ ςτα 5μM. Αυτι θ αφξθςθ 

τθσ απόπτωςθσ είναι ακριβϊσ θ ίδια τόςο ςτο ΜΟΙ-500, όςο και ςτο ΜΟΙ-2000, δείχνοντασ 

ότι οι οποιεςδιποτε διαφορζσ μεταξφ ΜΟΙ-500 και ΜΟΙ-2000 παρουςία του mCD40L δεν 

οφείλονται ςτθν πικανι τοξικότθτα που προκαλεί θ αυξθμζνθ ποςότθτα του ιοφ, αλλά 
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κακαρά ςτθν επίδραςθ του mCD40L. Ζτςι ςτο ΜΟΙ-500, ο mCD40L από μόνοσ του προκαλεί 

ςθμαντικι άυξθςθ τθσ απόπτωςθσ και ακόμα ςθμαντικότερθ παρουςία 5μΜ cisplatin. 

Όμωσ ςτο ΜΟΙ-2000, ο mCD40L από μόνοσ του προκαλεί αρκετά ςθμαντικότερθ αφξθςθ τθσ 

απόπτωςθσ ςχετικά με το ΜΟΙ-500, ενϊ παρουςία 5μΜ και 10μΜ cisplatin προκαλεί κάποια 

αφξθςθ αλλά όχι τόςο μεγάλθ όςο προκαλεί από μόνοσ του. 

Με τθν ίδια λογικι που μελετικθκε ο mCD40L, εξετάςτθκε ςτθ ςυνζχεια και θ επίδραςθ 

του εκκρινόμενου τριμεροφσ stmCD40L ςτθν κυτταρικι επιβίωςθ (Εικόνα 3.5). 

Εικόνα 3.5: ΜΣΣ-assay 72hrs μετά τθ μεταγωγι (transduction) των B16-F10mCD40 κυττάρων. 

Θ Εικόνα 3.5 εμφανίηει ακριβϊσ το ίδιο πρότυπο με τθν Εικόνα 3.3, με τθ διαφορά ότι 

εδϊ θ επίδραςθ του stmCD40L μόνου του αλλά και μαηί με χθμειοκεραπευτικά είναι 

αρκετά εντονότερθ ςτο ΜΟΙ-2000 ςχετικά με το ΜΟΙ-500 και επίςθσ ζντονθ κυρίωσ ςτο 

ΜΟΙ-2000 είναι θ επίδραςθ του χθμειοκεραπευτικοφ LY294002 παρουςία του stmCD40L, 

από ότι μόνου του. 

 

33..44          ΩΩρρίίμμααννςςηη  ττωωνν  δδεεννδδρριιττιικκώώνν  κκυυττττάάρρωωνν  ((DDCC  mmaattuurraattiioonn))  

BMDMs (Bone Marrow Derived Monocytes) καλλιεργικθκαν για μία εβδομάδα 

παρουςία IL4 και GM-CSF και διαφοροποιικθκαν ςε ανϊριμα δενδριτικά κφτταρα 

(immature DCs). τθ ςυνζχεια ςτα ανϊριμα DCs ζγινε μεταγωγι (transduction) με τουσ 

αδενοϊοφσ RAd-mCD40L και RAd-stmCD40L και μελετικθκε με ανάλυςθ FACS θ ζκφραςθ 

του mCD40L/stmCD40L κακϊσ και κάποιων δεικτϊν ωρίμανςθσ των DCs (Πίνακασ 3.5).  
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% CD40L - APC

MOI 100 100 200 500 100 200 500 200 500

RAd-lacZ 1,4 2,54 1,1 1,08 5,55 1,45 3 1,44 0,44

Rad-mCD40L 69,07 15,27  -  - 11,73  -  -  -  - 

RAd-stmCD40L 42,03 20,09 11,13 7,47 12,88 16,91 10,92 6,96 3,86

CD80 - FITC CD86 - FITC CD11c - PE

 

Πίνακασ 3.5: Ανάλυςθ FACS 72hrs μετά τθ μεταγωγι (transduction) των ανϊριμων DCs. (CD80 και 

CD86: δείκτεσ ωρίμανςθσ των DCs. CD11c: γενικότεροσ δείκτθσ των ανϊριμων και ϊριμων DCs) 

Από τον Πίνακα 3.5, ςυγκρίνοντασ τα διαφορετικά ΜΟΙ με τα οποία ζγινε θ μεταγωγι, 

φαίνεται ότι το ΜΟΙ-500 παρουςιάηει τθ μικρότερθ ζκφραςθ των δεικτϊν CD80, CD86, 

CD11c και ςυγκρίνοντασ τον mCD40L με τον stmCD40L ςτο ΜΟΙ-100, φαίνεται ότι ο 

stmCD40L παρουςιάηει κάπωσ μεγαλφτερθ ζκφραςθ των δεικτϊν CD80 και CD86. 
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44..  ΤΤΖΖΗΗΣΣΗΗΗΗ  

 

4.1 ΑΑξξιιοολλόόγγηηςςηη  ττηησσ  ζζκκφφρρααςςηησσ  ττηησσ  ππρρωωττεεΐΐννηησσ  hhCCDD4400LL  μμεεττάά  ααππόό  χχρρήήςςηη  

λλιιπποοςςωωμμάάττωωνν.. 

Μετά τθ χρθςιμοποίθςθ διάφορων λιποςωμάτων που ζφεραν πλαςμίδιο ζκφραςθσ του 

hCD40L, τα αποτελζςματα ιταν αποκαρρυντικά ωσ προσ τθν ζκφραςθ του CD40L ςε 

καρκινικζσ κυτταρικζσ ςειρζσ. Αυτό όμωσ δε ςθμαίνει ότι θ χριςθ λιποςωμάτων ωσ 

ςτρατθγικι κεραπείασ είναι λάκοσ. Αντικζτωσ εάν με κάποιο τρόπο επιτευχκεί θ 

αποτελεςματικι ειςαγωγι του πλαςμιδίου ςτα κφτταρα μζςω λιποςωμάτων, πικανϊσ να 

αποτελεί μία από τισ καλφτερεσ μεκόδουσ μεταφοράσ κεραπευτικϊν ουςιϊν, κακϊσ κα 

μποροφμε να χορθγιςουμε λιποςϊματα ςε αςκενείσ χωρίσ τθν παραμικρι πικανότθτα 

εμφάνιςθσ παρενεργειϊν και ανεπικφμθτθσ ανοςολογικισ απόκριςθσ, αφοφ τα 

λιποςϊματα ζχουν μία κακαρά λιπιδικι ςφςταςθ παρόμοια με αυτιν των κυτταρικϊν 

μεμβρανϊν. Επίςθσ, υπάρχει θ δυνατότθτα καταςκευισ λιποςωμάτων που κα φζρουν ςτθ 

μεμβράνθ τουσ ειδικά μόρια, τα οποία κα μποροφν να αναγνωρίηονται ειδικά από τουσ 

υποδοχείσ των κυττάρων που κζλουμε να ςτοχεφςουμε, επιτυγχάνοντασ ζτςι 

αποτελεςματικότερθ κεραπεία, μεταφζροντασ τθ κεραπευτικι ουςία τοπικά ςτθν πθγι του 

προβλιματοσ. Σζλοσ, χρθςιμοποιϊντασ το χθμειοκεραπευτικό 5-FU παράλλθλα με τα 

λιποςϊματα, παρατθρικθκε ςθμαντικι (αλλά όχι αξιοποιιςιμθ) βελτίωςθ  ζκφραςθσ του 

CD40L ςτθν περίπτωςθ ενόσ ςυγκεκριμζνου λιποςϊματοσ. Θ παρατιρθςθ αυτι μπορεί να 

εξθγθκεί από το γεγονόσ ότι ζχει βρεκεί ςτο παρελκόν ότι το 5-FU βελτιϊνει ςθμαντικά τθ 

μεταφορά αδενοϊϊν ςε κφτταρα μζςω λιποςωμάτων, προκαλϊντασ μορφολογικζσ αλλαγζσ 

ςτισ λιπιδικζσ μεμβράνεσ69. Θ εφρεςθ αυτι είναι αρκετά υποςχόμενθ, κακϊσ δείχνει ότι το 

5-FU μπορεί να αυξιςει τθν ευαιςκθςία των κυττάρων ςε αλλαγζσ του περιβάλλοντόσ τουσ, 

κάτι το οποίο μπορεί να φανεί αρκετά χριςιμο ςτθ μεταφορά κεραπευτικϊν ουςιϊν ςε 

αυτά.  
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44..22  ΜΜεελλζζττηη  ττηησσ  εεππίίδδρρααςςηησσ  ττηησσ  κκααττααςςττοολλήήσσ  ((kknnoocckk--ddoowwnn))  ττοουυ  ααννττιι--

ααπποοππττωωττιικκοοφφ  ςςηημμααττοοδδοοττιικκοοφφ  μμοορρίίοουυ  AAkktt,,  μμεε  χχρρήήςςηη  AAkktt  aannttiisseennssee  iinn--vviittrroo..  

Σα αποτελζςματα ςχετικά με τθν καταςτολι (knock down) του αντι-αποπτωτικοφ 

ςθματοδοτικοφ μορίου Akt, μζςω τθσ χριςθσ Akt1 antisense, ιταν αρκετά ενκαρρυντικά, 

κακϊσ υπιρχε πτϊςθ των πρωτεϊνικϊν επιπζδων τθσ Akt1 και ςθμαντικι μείωςθ τθσ 

κυτταρικισ επιβίωςθσ ςτα EJ (human bladder) καρκινικά κφτταρα. Αυτό ςθμαίνει ότι θ 

καταςτολι του Akt ίςωσ αποτελεί μία επιπλζον αξιόπιςτθ επιλογι που κα μποροφςε να 

ςυνδυαςτεί με τθ χριςθ του CD40L και/ι κάποιων χθμειοκεραπευτικϊν ςτα πλαίςια μίασ 

αντικαρκινικισ ςυνδυαςτικισ κεραπείασ. Θ άποψθ αυτι ενιςχφεται από ιδθ υπάρχουςεσ 

μελζτεσ, που δείχνουν ότι το Akt είναι μονίμωσ ενεργοποιθμζνο ςε πλικοσ ανκρϊπινων 

καρκίνων και θ καταςτολι του μειϊνει τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό ι προκαλεί τθν 

απόπτωςθ ςε καρκινικά κφτταρα τόςο in vitro όςο και in vivo. Επίςθσ, οι μελζτεσ αυτζσ 

προτείνουν ότι ςε ςυνδυαςτικζσ κεραπείεσ θ καταςτολι του Akt κα μποροφςε να μειϊςει 

τισ απαιτοφμενεσ δόςεισ των άλλων φαρμάκων, μειϊνοντασ τισ παρενζργειεσ και κα 

μποροφςε επίςθσ να υπερπθδιςει το εμπόδιο τθσ ανοχισ που υπάρχει ςε οριςμζνα 

φάρμακα, αυξάνοντασ τθν αποτελεςματικότθτα τθσ κεραπείασ. Σζλοσ, ζχουν αναπτυχκεί 

ιδθ κάποιεσ ουςίεσ που αναςτζλλουν το Akt και βρίςκονται ςτθ φαςθ I ι II κλινικϊν 

δοκιμϊν. 

 

44..33  ΜΜεελλζζττηη  ττηησσ  άάμμεεςςηησσ  εεππίίδδρρααςςηησσ  ττωωνν  mmCCDD4400LL  κκααιι  ssttmmCCDD4400LL  ςςεε  ςςυυννδδυυααςςμμόό  

μμεε  χχηημμεειιοοθθεερρααππεευυττιικκάά  ςςττοονν  κκυυττττααρριικκόό  θθάάννααττοο  iinn  vviittrroo..  

Μετά από μεταγωγι (tansduction) των αδενοϊϊν που εκφράηουν είτε mCD40L είτε 

stmCD40L ςε καρκινικά κφτταρα B16-F10 mCD40 (mouse melanoma), μελετικθκε θ 

επίδραςι τουσ ςτον κυτταρικό κάνατο.  Όςον αφορά το μεμβρανικό mCD40L, το MTT-assay 

ζδειξε ότι παρουςία του χθμειοκεραπευτικοφ LY294002 δεν υπιρχε κάποια επιπλζον 

επίδραςθ, ενϊ παρουςία του 5-FU υπιρχε μαηικόσ κυτταρικόσ κάνατοσ που ιταν 

ανεξάρτθτοσ του mCD40L (Εικόνα 3.3). Αντίκετα όμωσ, ςτο ςυνδυαςμό με το 

χθμειοκεραπευτικοφ cisplatin, τα αποτελζςματα ιταν αρκετά ικανοποιθτικά, κακϊσ ιδθ 

ςτθ ςυγκζντρωςθ των 5μΜ προκαλοφςε ςαφϊσ περιςςότερο κυτταρικό κάνατο, χωρίσ 

αυτόσ να αυξάνεται ιδιαίτερα  ςτθ ςυγκζντρωςθ των 10μΜ. Επιπλζον, τα αποτελζςματα 
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ιταν ςχεδόν ίδια τόςο ςτο ΜΟΙ-500, όςο και ςτο ΜΟΙ-2000, κακϊσ ςτο ΜΟΙ-2000 ο 

κυτταρικόσ κάνατοσ αυξικθκε απειροελάχιςτα.  

τθ ςυνζχεια, με τθν πραγματοποίθςθ εξειδικευμζνθσ ELISA εξετάςτθκε ο βακμόσ 

ςυμμετοχισ τθσ απόπτωςθσ, ςτον κυτταρικό κάνατο που ανιχνεφτθκε αρχικά με ΜΣΣ-assay 

(Εικόνα 3.4). Από τθν ELISA φάνθκε μία αφξθςθ τθσ απόπτωςθσ ςτο ΜΟΙ-500 ςε ςυνδυαςμό 

με 5μΜ cisplatin, θ οποία όμωσ ζπεφτε μετά από αφξθςθ του cisplatin ςτα 10μΜ. το ΜΟΙ-

2000 όμωσ, παρόλο που ο κυτταρικόσ κάνατοσ είναι ςαφϊσ εντονότεροσ ςε ςυνδυαςμό με 

cisplatin από ότι μόνο με mCD40L, θ απόπτωςθ δεν είναι. Αυτά τα φαινομενικά παράδοξα 

αποτελζςματα, κα μποροφςαν πικανϊσ να εξθγθκοφν με τθ κεωρία ότι υπάρχει μία 

δυναμικι ιςορροπία μεταξφ των ςυγκεντρϊςεων του CD40L και του χθμειοκεραπευτικοφ, 

που οδθγοφν ςε κυτταρικό κάνατο, είτε μζςω απόπτωςθσ, είτε μζςω νζκρωςθσ. Άρα, κα 

πρζπει να υπάρχει ζνασ ιδανικόσ ςυνδυαςμόσ μεταξφ των δφο, που να οδθγεί ςτο μζγιςτο 

δυνατό κυτταρικό κάνατο, κυρίωσ μζςω τθσ απόπτωςθσ, αποφεφγοντασ ζτςι τισ αρνθτικζσ 

ςυνζπειεσ τθσ νζκρωςθσ. Οπότε με βάςθ τα παραπάνω, ο ςυνδυαςμόσ του RAd-mCD40L 

(MOI-500) μαηί με 5μΜ cisplatin ζχει το καλφτερο επικυμθτό αποτζλεςμα. 

 Όςον αφορά τϊρα  τον εκκρινόμενο τριμερι stmCD40L (Εικόνα 3.5), το MTT-assay ςτο 

ΜΟΙ-500 ιταν αρκετά παρόμοιο με αυτό του mCD40L  ςτο ΜΟΙ-2000, με τθ διαφορά ότι 

εδϊ ο ςυνδυαςμόσ με 10μΜ LY294002 προκαλοφςε πλζον αρκετά ικανοποιθτικό κυτταρικό 

κάνατο. Κακϊσ όμωσ το ΜΟΙ αυξικθκε ςτα 2000, ο κυτταρικόσ κάνατοσ αυξικθκε 

εμφανζςτατα ςτο ςφνολο των περιπτϊςεων, ακόμθ και με τον stmCD40L μόνο του, πράγμα 

που δείχνει ότι θ κφρια αιτία ιταν θ αφξθςθ του stmCD40L και όχι τόςο κάποιοσ 

ςυνδυαςμόσ με χθμειοκεραπευτικό. Σζλοσ, ιδιαίτερα αξιοπρόςεκτθ ιταν θ επίδραςθ του 

stmCD40L ςε ςυνδυαςμό με 5μΜ και ακόμθ περιςςότερο με 10μΜ LY294002, ειδικά αν 

προςζξουμε ότι το LY294002 από μόνο του δεν προκαλοφςε κακόλου κυτταρικό κάνατο. 

Βζβαια θ πραγματοποίθςθ ειδικισ για τθν ανίχνευςθ απόπτωςθσ ELISA, κα βοθκοφςε 

καλφτερα ςτθν κατανόθςθ αυτϊν των γεγονότων. Ζτςι, ςυνολικά από όλα τα παραπάνω, 

τθν καλφτερθ επίδραςθ ςτον κυτταρικό κάνατο φαίνεται να ζχει ο εκκρινόμενοσ τριμερισ 

stmCD40L ςτο ΜΟΙ-2000, ςε ςυνδυαςμό με 10μΜ LY294002 ι με 5μΜ cisplatin.  

Από όλα τα παραπάνω in vitro πειράματα, και μετά από βελτιςτοποίθςθ των 

αποτελεςμάτων μετά από περιςςότερεσ επαναλιψεισ, καταλιγοντασ ζτςι ςε κάποιο ι 

κάποιουσ ιδανικοφσ κεραπευτικοφσ ςυνδυαςμοφσ, κα μποροφςε να μελετθκεί περαιτζρω θ 

αντικαρκινικι δράςθ των ςυνδυαςμϊν αυτϊν in vivo. υγκεκριμζνα, κα μποροφςαμε να 
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ενζςουμε καρκινικά κφτταρα με ι χωρίσ τον υποδοχζα CD40 (B16-F10mCD40 ι B16-F10) ςε 

ποντίκια. Θ ζνεςθ κα μποροφςε να γίνει είτε υποδόρια προκαλϊντασ υποδόριουσ όγκουσ, 

είτε και ενδοφλεβίωσ προκαλϊντασ ταυτόχρονα μεταςτάςεισ. τθ ςυνζχεια, θ κεραπεία κα 

μποροφςε να αποτελείται είτε από άμεςθ ζγχυςθ των αναςυνδυαςμζνων αδενοϊϊν (RAd-

mCD40L, RAd-stmCD40L) τοπικά ςτον όγκο (intratumoral), είτε από ζγχυςθ αυτόλογων 

καρκινικϊν κυττάρων (B16-F10mCD40 ι B16-F10) μετά από ex vivo μόλυνςι τουσ με τουσ 

προαναφερκζντεσ αδενοϊοφσ (RAd-mCD40L, RAd-stmCD40L), με ι χωρίσ 

χθμειοκεραπευτικά. Σζλοσ, μετά από κατάλλθλο χρονικό διάςτθμα κα γινόταν αποτίμθςθ 

τθσ αντικαρκινικισ δράςθσ των παραπάνω κεραπευτικϊν ςυνδυαςμϊν και τθσ προςφοράσ 

τουσ ςτθ γενικότερθ επιβίωςθ των ποντικϊν. 

 

44..44  ΩΩρρίίμμααννςςηη  ττωωνν  δδεεννδδρριιττιικκώώνν  κκυυττττάάρρωωνν  ((DDCC  mmaattuurraattiioonn))  

Από τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ με FACS που ζγινε μετά από μεταγωγι 

(transduction) των αδενοϊϊν RAd-mCD40L και RAd-stmCD40L ςε ανϊριμα DCs (Πίνακασ 

3.5), φάνθκε ότι ςτο υψθλότερο ΜΟΙ-500 υπιρχε χαμθλότερθ ζκφραςθ των δεικτϊν, 

υποδθλϊνοντασ ίςωσ κάποια τοξικότθτα τθσ υψθλισ ςυγκζντρωςθσ ιοφ, κακϊσ τα DCs 

χαρακτθρίηονται για τθν ευαιςκθςία τουσ. Επιπλζον, φαίνεται ότι ο εκκρινόμενοσ τριμερισ 

stmCD40L προκαλεί κάπωσ καλφτερθ ωρίμανςθ των DCs ςε ςχζςθ με το μεμβρανικό 

mCD40L, κάτι που ςυμφωνεί και με τα προθγοφμενα αποτελζςματα που αναλφκθκαν ςτθν 

παραπάνω ενότθτα. κοπόσ τθσ μεταγωγισ (transduction) των αδενοϊϊν ςτα DCs in vitro, 

ιταν θ μελζτθ τθσ αποτελεςματικότθτασ των αδενοϊϊν να μολφνουν αλλά και 

ενεργοποιιςουν τα DCs, ζτςι ϊςτε ςτο μζλλον να χρθςιμοποιθκοφν ςε in vivo πειράματα. 

υγκεκριμζνα, το γενικότερο πλάνο του in vivo πειράματοσ είναι ίδιο με αυτό που 

αναλφκθκε λεπτομερϊσ ςτθν παραπάνω ενότθτα, με τθ διαφορά ότι ωσ κεραπεία κα 

μολφνονταν ex vivo ανϊριμα DCs με τουσ αδενοϊοφσ RAd-mCD40L ι RAd-stmCD40L και ςτθ 

ςυνζχεια κα εγχζονταν τοπικά ςτον όγκο (intratumoral). Θ χρθςιμοποίθςθ των DCs κα 

μποροφςε να μειϊςει ςθμαντικά τθν απαιτοφμενθ δόςθ του αδενοϊοφ που εκφράηει 

mCD40L ι stmCD40L, κακϊσ τα DCs ζχουν μείηον ρόλο ςτθν αντιγονοπαρουςίαςθ και είναι 

ικανά να προκαλζςουν πλικοσ ανοςολογικϊν αποκρίςεων κακϊσ και να αυξιςουν τοπικά 

τθν ζκκριςθ κυτταροκινϊν και χθμειοκινϊν, γεγονότα που μποροφν να ςυμβάλλουν 

ςθμαντικά ςτθν καταπολζμθςθ του όγκου. Ζτςι, με αυτό τον τρόπο μποροφμε να 
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εκμεταλλευτοφμε εκτόσ από τθν άμεςθ αντικαρκινικι δράςθ του CD40L, και τθν ζμμεςθ, 

μζςω δθλαδι του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ. 

 

44..55  υυμμππζζρρααςςμμαα  

Θ μεγάλου εφρουσ ζκφραςθ του CD40L, τόςο ςε κανονικά όςο και ςε καρκινικά κφτταρα 

ςε πλικοσ ιςτϊν, κάνει εμφανζσ το πόςο ςθμαντικόσ είναι ο ρόλοσ του ςε ποικίλεσ 

κυτταρικζσ και ανοςολογικζσ διαδικαςίεσ. Θ κατανόθςθ του CD40 ςθματοδοτικοφ 

μονοπατιοφ, ςε χυμικό και κυτταρικό επίπεδο, κα οδθγιςει ςθμαντικά ςτθ βελτίωςθ των 

κεραπειϊν για τθν καταπολζμθςθ του καρκίνου. Ωςτόςο, παρά τθν αποτελεςματικι 

απόκριςθ των όγκων ςε CD40 αγωνιςτζσ όπωσ ζχει φανεί ςε κάποιεσ αρχικζσ κλινικζσ 

μελζτεσ, θ χρόνια εμπειρία από τθν ανάπτυξθ αντικαρκινικϊν φαρμάκων ζχει δείξει ότι για 

τθ μζγιςτθ κλινικι αποτελεςματικότθτα απαιτείται ςυνδυαςμόσ παραγόντων, που κα 

επιτίκενται ςτα καρκινικά κφτταρα ςε πολλαπλά επίπεδα. Σζτοιοι παράγοντεσ μπορεί να 

ζιναι χθμειοκεραπευτικά, αντικαρκινικά εμβόλια, TLR αγωνιςτζσ και άλλοι TNFR αγωνιςτζσ. 

Ζτςι, το CD40 μονοπάτι παρζχει μια επιπλζον επιλογι ςτθ κεραπεία κατά του καρκίνου, 

όπου ςε ςυνδυαςμό με άλλεσ μεκόδουσ, αποτελεί μία ελκυςτικι επιλογι για μελλοντικζσ 

κλινικζσ μελζτεσ.  
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ΠΠΑΑΡΡΑΑΡΡΣΣΗΗΜΜΑΑ  

Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x (1lt)   Cell lysis buffer A (RIP) (250ml) 

NaCl   8 gr      Tris base 1M pH 7.5  5 ml  

KCl   0.2 gr      NaCl 5M   7.5 ml  

Na2HPO4  1.44 gr      Triton X-100 100%  2.5 ml  

KH2PO4   0.24 gr      EDTA 0.5M   0.5 ml 

Adjust pH to 7.4 with HCI 

 

Tris-Buffered-Saline (TBS) 10x (1lt)    Protein Gel Sample Buffer  

Tris base  24.2 gr      Tris base 1M   1 ml  

NaCl   80 gr      SDS 10% (w/v)   8 ml  

Adjust pH to 7.4 with HCI     Glycerol   2 ml  

B-mercaptoethanol  1 ml  

SDS Electrophoresis Buffer 5x (1lt)    Bromophenol blue  0.001 gr 

 Tris base  15.1 gr  

Glycine   72.0 gr      Staining 

SDS   5.0 gr      Coomasie blue R-250  0,2% 

in slow destaining buffer 

Transfer buffer 1x (1lt)      

Tris base  3.94 gr     Destaining (Fast/Slow) 

Glycine   15 gr     Methanol  50% / 10% 

Methanol  200 ml      Acetic Acid  10% / 10% 

       ddH2O   40% / 80% 

R10 medium (for DCs) (100ml) 

RPMi 1640    97.7 ml 

1% Pen/Strep     200 μl (500x) 

0.1% Sodium pyruvate   1 ml (100x) 

1% MEM    1 ml (100x) 

1% β-mercapto-ethanol  100 μl (1000x)  


