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Εισαγωγή 2 

Η ΙΣΤΟΡΙΑ ΤΟΥ HIV 

Η εμφάνιση του HIV 
To 1981 μια «έκρηξη» από σοβαρές πνευμονίες προκαλούμενες από 

μόλυνση με τον μύκητα Pneumocystis carinii, ο οποίος φυσιολογικά δεν 

προκαλεί την ασθένεια, παρατηρήθηκε στο Los Angeles. Παρόμοιες 

αναφορές από άλλες μεγάλες πόλεις της Αμερικής οδήγησαν στο 

συμπέρασμα ότι επρόκειτο για ένα καινούριο σύνδρομο ανoσοανεπάρκειας το 

οποίο αποκτάται στην ενήλικη ζωή, και το οποίο σύντομα ονομάστηκε 

σύνδρομο επίκτητης ανoσοανεπάρκειας ή AIDS. Το 1983 ένας ιός που 

προκαλούσε ανοσοανεπάρκεια στους ανθρώπους, (HIV), απομονώθηκε από 

ασθενείς, και αναγνωρίστηκε ως ο αιτιολογικός παράγοντας του AIDS. Ο 

αριθμός των μολυσμένων με τον ιό ατόμων, είναι πολύ μεγάλος και αυξάνεται 

πολύ γρήγορα, κυρίως στις αναπτυσσόμενες χώρες, (εικ.1), (Immunobiology, 

Janeway & Travers, 1994).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1: Νοσούντες με 
AIDS το 1993. Σε 
παρένθεση πρόβλεψη για 
το 2000. 

 

Ο HIV και η «οικογένεια» του 
O HIV είναι ένας RNA ρετροϊός που αρχικά χαρακτηρίσθηκε ως ανθρώπινος Τ  

λεμφοτροπικός ιός (HTLV)-III: human T-lymphotropic virus, (Gallo et al., 

1984), συνδεόμενος με λεμφαδενοπάθεια ιός (LAV): lymphadenopathy-

associated virus, (Barre-Sinoussi et al., 1983) ή AIDS-συνδεόμενος ρετροϊός 

(ARV): AIDS related virus, (Levy et al., 1984). Υπάρχουν δύο γνωστά στελέχη 

του HIV ονομαζόμενα HIV-1 και HIV-2 τα οποία εμφανίζουν περίπου 40% 
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ομολογία στο γένωμα τους. Στο δυτικό κόσμο το AIDS προκαλείται κυρίως 

από μόλυνση με τον HIV-1. Επιπλέον η παγκόσμια ποικιλομορφία των HIV-1 

γενοτύπων -ονομάζονται υπότυποι Α έως J- είναι πολύ μεγάλη και ολοένα 

αυξανόμενη. Από εδώ και στο εξής όταν θα αναφερόμαστε στον HIV θα 

εννοούμε τον HIV-1. 

Ο HIV-1 ανήκει στην υποοικογένεια των ρετροϊών Lentivinae (πίνακας 1). Το 

όνομα τους προέρχεται από το χαρακτηριστικό για αυτούς, αργό ρυθμό με τον 

οποίο αναπτύσσονται οι μολύνσεις που προκαλούν σε ζώα και ανθρώπους. 

Οι ιοί αυτοί προκαλούν χρόνιες ασθένειες που προσβάλλουν τους πνεύμονες, 

αρθρώσεις, καθώς και το νευρικό, αιμοποιητικό και ανοσοποιητικό σύστημα 

των ξενιστών τους (Haase, A.T, 1986). Αυτές οι μολύνσεις χαρακτηρίζονται 

από μεγάλες περιόδους λανθάνουσας κλινικά κατάστασης και από ασθενείς 

χυμικές απαντήσεις, οι οποίες περιπλέκονται από παρατεταμένη παρουσία 

ιών στο αίμα, (Letvin et al., 1990), ενώ η κατάληξη τους για τον ξενιστή είναι ο 

θάνατος. O HIV-1 παρουσιάζει ιδιαίτερες μορφολογικές, βιολογικές και 

μοριακές ομοιότητες με τον visna lentivirus ο οποίος προσβάλλει πρόβατα 

(Nathanson et al., 1985), τον equine infectious anemia ιό (Cheevers & 

McGuire 1985), και τον ιό που προκαλεί ανοσοανεπάρκεια στις γάτες (feline 

immunodeficiency virus), (Pedersen et al., 1987). Επίσης ο HIV συνδέεται με 

άλλους ρετροϊούς πρώτιστων όπως τον simian T lymphotropic virus (STLV)-III 

ο οποίος προσβάλλει μαϊμούδες γένους macaca (Daniel et al., 1985).  

 

Πίνακας 1: Οι 
υποοικογένειες των 
ρετροϊών (Haase A.T. 
1986). 
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MOΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΟΥ ΙΟΥ 

Γενωμική δομή 
Ένα χαρακτηριστικό που διαχωρίζει τους lentiviruses από άλλους ρετροϊούς 

είναι η αξιοσημείωτη πολυπλοκότητα του γενώματος τους. Οι περισσότεροι 

ρετροϊοί που είναι ικανοί για πολλαπλασιασμό, περιέχουν τρία γονίδια-gag, 

pol και env. Τα gag και env κωδικοποιούν για τα πολυπεπτίδια του 

εσωτερικού τμήματος του νουκλεοκαψιδίου και τις επιφανειακές πρωτεΐνες του 

καλύμματος του ιού, αντίστοιχα, ενώ το γονίδιο pol κωδικοποιεί για την ιική 

αντίστροφη μεταγραφάση και άλλες ενζυμικές δραστηριότητες. Ο HIV παρόλα 

αυτά κωδικοποεί στο 9-kb RNA γένωμα του, όχι μόνο αυτά τα τρία βασικά 

γονίδια αλλά επίσης τουλάχιστον έξι πρόσθετα γονίδια (vif, vpu, vpr, tat, rev 

και nef), (εικ. 2), (Greene WC,1991). 

Εικόνα 2: Το γένωμα του HIV-1. 
 

Το HIV ιοειδές 
Ηλεκτρονική μικροσκοπία υψηλής ανάλυσης αποκάλυψε ότι το ιοειδές του HIV 

είναι μια εικοσάεδρη δομή με 72 εξωτερικές βελόνες (εικ. 3), (Gelderblom et 

al., 1987). Αυτές οι βελόνες σχηματίζονται από τις δύο κύριες πρωτεΐνες του 

ιικού φακέλου, gp120 και gp41. Η HIV λιπιδική διπλοστιβάδα περιέχει επίσης 

ποικίλες πρωτεΐνες του ξενιστή, συμπεριλαμβανομένων τάξης Ι και τάξης ΙΙ 

αντιγόνων ιστοσυμβατότητας, τις οποίες προσλαμβάνει κατά την εκβλάστηση 

του ιοειδούς. Ο πυρήνας του HIV περιέχει 4 πρωτεΐνες του καψιδίου, τις p24, 

p17, p9 και p7 κάθε μία από τις οποίες προκύπτει από ένα 53-kd Gag 

πρόδρομο μόριο, κατά την πρωτεόλυση του από την HIV πρωτεάση. Το 

φωσφορυλιωμένο p24 πολυπεπτίδιο σχηματίζει το κύριο συστατικό του 

εσωτερικού τμήματος του νουκλεοκαψιδίου ενώ η μυριστιλιωμένη p17 
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συνδέεται με την εσωτερική επιφάνεια της λιπιδικής διπλοστιβάδας και 

πιθανότατα σταθεροποιεί τα εξωτερικά και εσωτερικά συστατικά του ιοειδούς 

(Greene WC, 1991). Μόλις πρόσφατα οι Deepanker et al., (1998) 

δημοσίευσαν ότι η ενδοκυτταρική έκφραση ενός αντισώματος μονής αλυσίδας 

για την πρωτεΐνη αυτή, αναστέλλει την αντιγραφή του ιού, ενώ ο βαθμός 

αναστολής σχετίζεται με τον ενδοκυτταρικό τόπο στόχευσης του cDNA που 

κωδικοποιεί για το αντίσωμα αυτό. Η p7 δένεται άμεσα στο γενωμικό RNA 

μέσω ενός μοτίβου, δακτυλίου ψευδαργύρου, και μαζί με την p9 σχηματίζουν 

το νουκλεϊκό πυρήνα. Επιπλέον, αυτός ο πυρήνας, περιέχει δύο αντίγραφα 

του μονόκλωνου γενωμικού HIV RNA που σχετίζονται με ιικά ένζυμα όπως τις 

αντίστροφη μεταγραφάση, ιντεγκράση και πρωτεάση (Greene WC, 1991). 

 

Εικόνα 3: Η δομή του HIV ιοειδούς. 

Ο ΚΥΚΛΟΣ ΖΩΗΣ ΤΟΥ HIV 

Πρόσδεση του ιοειδούς 
Tα ανθρώπινα CD4+ T λεμφοκύτταρα και μονοκύτταρα είναι τα κύρια 

κύτταρα-στόχοι του HIV in vivo (Fauci AS, 1988). O HIV μολύνει ειδικά αυτά 

τα κύτταρα γιατί το επιφανειακό μεμβρανικό αντιγόνο CD4 που βρίσκεται σε 

αυτά, αντιπροσωπεύει τον κύριο υψηλής συγγένειας κυτταρικό υποδοχέα του. 

Η gp120 -αποτελεί την μία από τις δύο υπομονάδες της πρωτεΐνης του ιικού 

φακέλου gp160 (160 kd) η οποία πρέπει να κοπεί στις gp120/gp41 προτού ο 
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ιός γίνει μολυσματικός- προσδένεται στο CD4 μόριο με εκπληκτικά υψηλή 

συγγένεια. 

 

Εικόνα 4: Ο κύκλος ζωής του HIV-1. 
 
Ο HIV μολύνει μονοκύτταρα και μακροφάγα (Gartner et al., 1986, Ho et al., 

1986) αλλά έχει πολύ λιγότερες κυτταροπαθολογικές επιδράσεις σε αυτά 

όπως θα αναλύσουμε παρακάτω, σε σχέση με τις αντίστοιχες επιδράσεις που 

προκαλεί στα CD4+ T λεμφοκύτταρα. Επιπλέον κάποια στελέχη του ιού 

μολύνουν επιλεκτικά, μονοκύτταρα και μακροφάγα παρουσιάζοντας έτσι ένα 

λεγόμενο Μ-τροπισμό ενώ άλλα προτιμούν να προσβάλλουν ειδικά τα Τ 

λεμφοκύτταρα, Τ-τροπισμός. Τέλος μπορεί να μολύνει και άλλους τύπους 

κυττάρων όπως κυτταρογλοία, εντερικό επιθήλιο και πρόδρομα κύτταρα 

μυελού των οστών. Η μόλυνση αυτών των κυττάρων ίσως να συνεισφέρει 

αντίστοιχα, στην προοδευτική άνοια, σύνδρομο διάρροιας και αιματολογικές 

διαταραχές που συχνά παρατηρούνται σε ασθενείς μολυσμένους με τον ιό 

(Greene WC, 1991). 

Εσωτερίκευση του ιοειδούς 
Μετά την πρόσδεση του ιοειδούς στο CD4 μόριο ακολουθεί η σύντηξη του 

ιικού πυρηνικού φακέλου με τη μεμβράνη του κυττάρου στόχου. Το gp41 

πολυπεπτίδιο το οποίο θεωρείται υπεύθυνο για τη σύντηξη περιέχει μια 

περιοχή η οποία διαπερνά τη μεμβράνη μία μόνο φορά, η οποία αγκυροβολεί 
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και τις δύο πρωτεΐνες του φακέλου στη λιπιδική διπλοστιβάδα και 

συγκεκριμένα σε μια επικράτεια παρόμοια με τις F πρωτεΐνες των 

paramyxoviruses, η οποία εμφανίζει ικανότητα σύντηξης. Η ενεργοποίηση 

αυτής της επικράτειας, οδηγεί στη σύντηξη των ιικών μεμβρανών με τις 

μεμβράνες των κυττάρων του ξενιστή, γεγονός το οποίο επιτρέπει την είσοδο 

του ιοειδούς μέσα στο κύτταρο (Greene WC, 1991). 

Αντίστροφη μεταγραφή και ενσωμάτωση 
Μετά την είσοδο του, το ιοειδές  αρχίζει να προετοιμάζεται για τη φάση της 

αντιγραφής. Αυτή, ξεκινάει με την παραγωγή μιας αρχικής αλυσίδας DNA 

αντιγράφου του ιικού RNA που μεσολαβείται από την HIV κωδικοποιούμενη 

αντίστροφη μεταγραφάση. Η σύνθεση της δεύτερης DNA αλυσίδας ελέγχεται 

επίσης από την αντίστροφη μεταγραφάση, αλλά προχωράει μόνο μετά τη 

δράση του δεύτερου γονιδιακού προϊόντος του pol γονιδίου, της Η 

ριβονουκλεάσης η οποία αποικοδομεί μερικώς την αρχική RNA μήτρα. Όταν η 

αντίδραση αυτή ολοκληρωθεί, αποδίδει ένα δίκλωνο DNA αντίγραφο (cDNA) 

του αρχικού RNA γενώματος το οποίο περιέχει σε κάθε άκρο του DNA 

σειριακές επιμήκεις τελικές επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες (LTRs: long 

terminal repeats), στη θέση των μικρών επαναλαμβανόμενων τελικών 

αλληλουχιών που υπάρχουν στο RNA επίπεδο. Μετά τη μετατόπιση στον 

πυρήνα, αυτό το ιικό διπλό DNA, ενσωματώνεται στο γένωμα του ξενιστή 

μέσω της ιικής ιντεγκράσης, το τρίτο ενζυμικό προϊόν του γονιδίου pol 

(Greene WC, 1991).  Σημαντικές ποσότητες μη ενσωματωμένου ιικού DNA 

συχνά παραμένουν σε κύτταρα μολυσμένα με τον ιό (Levy et al., 1985), κάτι 

που παρατηρείται και σε περιπτώσεις μόλυνσης με άλλους ρετροϊούς (Keshet 

& Temin, 1979). 

Η λανθάνουσα κατάσταση του ιού 
Μετά την είσοδο στο CD4+ κύτταρο, ο ιός μπορεί να εγκαθιδρύσει μια 

λανθάνουσα ή μια επίμονη μορφή μόλυνσης. Μετά την ενσωμάτωση του 

cDNA του ιού στο γένωμα του ξενιστή, έχουμε τη λεγόμενη φάση του προϊού. 

Στην κατάσταση αυτή την οποία και αποκαλούμε λανθάνουσα, υπάρχει πολύ 

λίγη ή και καθόλου μεταγραφή των ιικών γονιδίων και απουσία παραγωγής 

καινούριων ιοειδών. Όντας τα κύτταρα σε αυτήν την κατάσταση, έχει βρεθεί με 
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τεχνικές πολλαπλασιασμού DNA και RNA ότι μόνο 1 στα 1000 CD4+ Τ 

κύτταρα περιφερικού αίματος ασθενών με AIDS, εκφράζουν HIV RNA 

(Schnittman at al., 1989). Εν αντιθέσει περίπου 1 στα 100 από αυτά τα 

κύτταρα περιέχουν ανιχνεύσιμο HIV DNA. Έτσι μπορεί να υποθέσει κανείς ότι 

για κάθε Τ κύτταρο που παράγει ενεργό ιό, εννέα άλλα Τ κύτταρα περιέχουν 

ιό σε λανθάνουσα κατάσταση. 

Ενεργοποίηση του ιού 
Όταν ένα σε λανθάνουσα κατάσταση μολυσμένο Τ κύτταρο ενεργοποιηθεί, 

από αντιγόνα, μιτογόνα, ειδικές κυτοκίνες (TNF-α ή ΙL-1), διάφορα γονιδιακά 

προϊόντα άλλων ιών (HTLV-I, herpes simplex virus, Epstein-Barr virus, 

κυτταρομεγαλοϊό,  τον ιό της ηπατίτιδας Β και ανθρώπινο έρπητα τύπου 6) 

δημιουργείται ένα κυτταρικό περιβάλλον το οποίο επιτρέπει μια υψηλού 

επιπέδου HIV αντιγραφή (Rosenberg & Fauci, 1990 ). Πολλοί από αυτούς 

τους παράγοντες ενεργοποίησης, επιτρέπουν την επιλεκτική έκφραση 

μεταγραφικών παραγόντων του ξενιστή, κυρίως της NF-κΒ οικογένειας-

πρόκειται για πρωτεΐνες που προσδένονται σε ενισχυτές (Lenardo & 

Baltimore, 1989, Greene et al., 1989). Αυτές οι ΝF-κΒ πρωτεΐνες που 

φυσιολογικά ρυθμίζουν την έκφραση διαφόρων γονιδίων των Τ κυττάρων που 

αφορούν στην αύξηση, συμπεριλαμβανομένων της IL-2 και της α-υπομονάδας 

του IL-2, προσδένονται και ενεργοποιούν τον διπλασιασμένο κΒ ενισχυτή που 

βρίσκεται στην U3 περιοχή της LTR του προϊού HIV. Επιπλέον συστατικά 

εκφραζόμενοι μεταγραφικοί παράγοντες του ξενιστή όπως ο Sp1 και ο TFIID 

(TATA παράγοντας) χρειάζονται για την έκφραση ποικίλων γονιδίων του HIV. 

Αρχικά μετά την πρόσδεση των μεταγραφικών παραγόντων του ξενιστή στις 

LTRs του HIV ενεργοποιείται ένα χαμηλό αλλά σημαντικό επίπεδο έκφρασης 

των ρυθμιστικών γονιδίων του, όπως του tat και του nef. Η Tat δρα μέσω μιας 

δομής RNA μίσχου-θηλιάς, ονομαζόμενης «απαντητικό στοιχείο trans 

ενεργοποίησης» (TAR) το οποίο εντοπίζεται στην αρχή όλων των HIV 

mRNAs, λειτουργώντας έτσι ως ισχυρός πολλαπλασιαστής της ιικής 

γονιδιακής έκφρασης. Στη φάση αυτή παράγονται πολλαπλού ματίσματος ιικά 

mRNAs (2.0 kb) που κωδικοποιούν για τις HIV ρυθμιστικές πρωτεΐνες. 
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Για τη δημιουργία μολυσματικών ιοειδών, πρέπει να παραχθούν οι δομικές και 

ενζυμικές πρωτεΐνες του ιού. Αυτές κωδικοποιούνται από ατελώς 

επεξεργασμένα ιικά μετάγραφα, συμπεριλαμβανομένων των μη ματισμένων 

gag-pol mRNAs και του μονής φοράς ματισμένου env mRNA. H μετάβαση 

από τη σύνθεση των αρχικών ρυθμιστικών γονιδίων στη σύνθεση των 

δομικών γονιδίων του ιού εξαρτάται από την πρωτεΐνη Rev. Όπως και η Tat, η 

Rev πρωτεΐνη δρα μέσω μιας αντίστοιχης για αυτήν RNA δομής μίσχου-

θηλιάς η οποία εντοπίζεται στο env γονίδιο. Έτσι η Rev δρώντας σε μετά-

μεταγραφικό επίπεδο, ενεργοποιεί την έκφραση των HIV δομικών και 

ενζυμικών γονιδίων, επιτρέποντας την ιική ωρίμανση, τη συνάθροιση 

μολυσματικών ιοειδών και τη λύση του κυττάρου (Greene WC, 1991). 

Μορφογένεση του ιοειδούς 
Η μορφογένεση του ιοειδούς προχωρεί με ένα βηματικό τρόπο, ξεκινώντας 

αρχικά από συσσώρευση των ριβονουκλεοπρωτεϊνών του πυρήνα στο 

κυτταρόπλασμα. Μόλις αυτοί οι πυρήνες συναρμολογηθούν, κινούνται προς 

την επιφάνεια και εκβλαστάνουν μέσω της πλασματικής μεμβράνης, όπου και 

αποκτούν τις λιπιδικές τους μεμβράνες, συμπληρούμενες από τα δύο 

πρωτεϊνικά προϊόντα του HIV env γονιδίου. Είναι κατά αυτήν την τελική 

διαδικασία εκβλάστησης όπου λαμβάνουν χώρα η πρωτεόλυση από την HIV 

πρωτεάση καθώς και η μυριστιλίωση της p17 Gag πρωτεΐνης. Κατά τα τελικά 

αυτά στάδια μορφογένεσης δύο άλλα ακόμα γονίδια παίζουν σημαντικό ρόλο 

(Greene WC, 1991). Η Vpu πρωτεΐνη, η οποία προάγει την αποτελεσματική 

απελευθέρωση των εκβλαστανόντων ιοειδών από την επιφάνεια του κυττάρου 

(Klimkait et al., 1990), ενώ το προϊόν του vif γονιδίου επίσης φαίνεται 

απαραίτητο για πλήρη μολυσματικότητα των απελευθερούμενων HIV ιοειδών 

(Sodroski et al., 1986, Strebel et al., 1987).  

ΠΑΘΟΓΕΝΕΣΗ ΤΟΥ AIDS 

Φάσεις και συμπτώματα της HIV μόλυνσης  
Κατά τη διάρκεια μιας τυπικής μόλυνσης με HIV παρατηρούνται δύο 

χαρακτηριστικές φάσεις. Η πρώτη γνωστή ως «οξεία φάση» διαρκεί μόνο 

μερικές εβδομάδες που τυποποιούνται από μία οξεία ιική μόλυνση που 
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μοιάζει με αυτήν της γρίπης – μερικές φορές καλείται ασθένεια 

ορομετατροπής, όπου παρατηρούνται υψηλά επίπεδα του ιού στο αίμα.  

Ακολουθεί μια ανοσολογική απάντηση - στράτευση αντισωμάτων, CD4 T 

βοηθών και CD8 T κυτταροτοξικών κυττάρων - η οποία ελέγχει την οξεία 

ασθένεια αλλά δεν εξαλείφει τον ιό. Μολυσματικός ιός είναι παρών σε σχετικά 

χαμηλά επίπεδα στο περιφερικό αίμα για μια παρατεταμένη ασυμπτωματική 

(δεύτερη) φάση, αλλά επιμένει στους λεμφικούς ιστούς.  Κατά αυτήν την 

περίοδο, ο αριθμός των CD4 T κυττάρων προοδευτικά πέφτει, αν και η 

ανοσολογική απάντηση παραμένει σε υψηλά επίπεδα. Ευκαιριακές ασθένειες 

(πίνακας 2) και άλλα συμπτώματα –  υπεργαμμασφαιριναιμία, ανυψωμένα 

επίπεδα των εν κυκλοφορία κυτοκινών, απώλεια της αρχιτεκτονικής των 

λεμφικών ιστών, καταστροφή του θύμου αδένα – αρχίζουν να εμφανίζονται, 

καθώς ο αριθμός των CD4 T κυττάρων πέφτει. Όταν σε αυτήν τη φάση ο 

αριθμός τους πέσει κάτω από το όριο των 200 κυττάρων στο μl, τότε λέμε ότι 

ο ασθενής πάσχει από AIDS. Αυτή η υποβάθμιση (φυσιολογικός αριθμός 

1000 κύτταρα στο μl) μπορεί να ολοκληρωθεί μέσα σε δέκα χρόνια και σπάνια 

συμβαίνει σε λιγότερα από δύο. Σε αυτό το σημείο, τα επίπεδα των 

αντισωμάτων και των HIV ειδικών κυτταροτοξικών Τ κυττάρων (STLs) επίσης 

πέφτουν, ενώ μολυσματικός HIV εμφανίζεται στο περιφερικό αίμα (viremia), 

(Immunobiology, Janeway & Travers, 1994).  

 
Εικόνα 5: Οι φάσεις μιας τυπικής μόλυνσης με HIV. 
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Πίνακας 2: Ευκαιριακά παθογόνα και καρκίνοι που αναπτύσσονται σε ασθενείς με 
AIDS. 
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Μηχανισμοί κυτταροπαθολογικότητας του AIDS 

Ποσοτική ανεπάρκεια των Τ κυττάρων 
Όπως αναφέρθηκε και προηγούμενα, βασικά κύτταρα-στόχοι του HIV είναι τα 

CD4+ T κύτταρα. Ο μηχανισμός με τον οποίο ο HIV ασκεί την 

κυτταροπαθολογική του δράση είναι αμφιλεγόμενος.  Έχουν προταθεί 

μηχανισμοί άμεσης και έμμεσης κυτταροπαθολογικότητας. 

Όσον αφορά στον άμεσο μηχανισμό, η επικρατούσα άποψη είναι ότι αυτός 

επιτυγχάνεται καθώς ο HIV συντήκεται μέσω του CD4 μορίου με την 

κυτταρική μεμβράνη, γεγονός το οποίο οδηγεί στη θανάτωση (λύση) του 

κυττάρου. Επιπλέον τα κύτταρα αυτά (CD4+) καταστρέφονται από CD8 T 

κυτταροτοξικά κύτταρα ειδικά για τον HIV. 

Επιπρόσθετα έμμεσοι μηχανισμοί καταστροφής των CD4 Τ κυττάρων έχουν 

προταθεί προκειμένου να εξηγηθεί ο μεγάλος βαθμός καταστροφής τους. 

Ένας από αυτούς, προτείνει ότι ενεργώς μολυσμένα CD4 Τ κύτταρα 

εκφράζουν μεγάλες ποσότητες gp120 μορίων στην επιφάνεια τους, τα οποία 

μπορούν να δεθούν στο CD4 μόριο διπλανών μη μολυσμένων CD4 Τ 

κυττάρων, προκαλώντας σύντηξη αυτών σε πολυπύρηνα συγκύτια, τα οποία 

δεν είναι βιώσιμα. Αυτό έχει διαπιστωθεί in vitro και δεν είναι γνωστό κατά 

πόσον συμβαίνει in vivo. Επιπλέον κυτταροτοξικά CD4 Τ κύτταρα ειδικά για 

ένα πεπτίδιο της gp120 προσδεμένο σε τάξης ΙΙ αντιγόνο του κυρίου 

συμπλόκου ιστοσυμβατότητας (MHC class II), έχουν βρεθεί σε ασθενείς με 

AIDS. In vitro αυτά μπορούν να σκοτώσουν ενεργοποιημένα αλλά μη 

μολυσμένα CD4 Τ κύτταρα, τα οποία εκφράζουν MHC τάξης ΙΙ παρουσία 

διαλυτής gp120. Έτσι μπορεί in vivo, η gp120 που σώζεται από τα ιοειδή ή 

από μολυσμένα κύτταρα να προσδένεται σε CD4 μόρια, να ενδοκυττώνεται, 

να επεξεργάζεται και να παρουσιάζεται μέσω των τάξης ΙΙ αντιγόνων σε ειδικά 

για αυτήν CD4 Τ κύτταρα, τα οποία τελικά σκοτώνουν τα Τ κύτταρα που την 

παρουσιάζουν μέσω έκκρισης κυτοκινών όπως ο TNF-α. Ένας παράγοντας 

που ίσως συνεισφέρει στην απώλεια των CD4 Τ κυττάρων είναι η καταστροφή 

του θυμικού μικροπεριβάλλοντος. Είναι πιθανό ότι όταν ο αριθμός των CD4 Τ 

κυττάρων γίνεται πολύ χαμηλός, η θυμική αντικατάσταση τους να παίζει 

σημαντικό ρόλο, κάτι που δεν μπορεί να συμβεί σε ασθενείς με AIDS (Fauci 

AS, 1988). 
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Λειτουργικές ανωμαλίες των Τ4 λεμφοκυττάρων 
Εκτός από την ποσοτική ανεπάρκεια των CD4 Τ κυττάρων, ένα ποιοτικό και 

λειτουργικό ελάττωμα, επιλεκτικά σε ένα υποπληθυσμό των λεμφοκυττάρων 

αυτών, είναι κάτι που επίσης παρατηρείται στην ασθένεια αυτή. Έχει δειχθεί 

ξεκάθαρα ότι ο υποπληθυσμός των Τ4 κυττάρων που αναγνωρίζει και απαντά 

σε διαλυτά αντιγόνα, γίνεται ανεπαρκής σε ασθενείς με AIDS και αυτό 

συμβαίνει στα αρχικά στάδια της ασθένειας. Αυτή η ανεπάρκεια δεν οφείλεται 

σε ανωμαλία των αντιγονοπαρουσιαστών που απαιτούνται για αυτές τις 

απαντήσεις. Για την εξήγηση αυτού του φαινομένου έχουν προταθεί διάφοροι 

μηχανισμοί όπως το ότι η απαραίτητη για την αντιγονοπαρουσίαση, 

πρόσδεση του CD4 μορίου του Τ4 κυττάρου με τα MHC τάξης ΙΙ μόρια του 

κυττάρου αντιγονοπαρουσιαστή, παρεμποδίζεται από την αυξημένη 

πρόσδεση του HIV φακέλου στο CD4 μόριο. 

Μια άλλη υπόθεση είναι ότι μια μη μολυσματική αλληλεπίδραση του HIV με το 

Τ4 κύτταρο καταλήγει σε ελαττωματική μεταγωγή σήματος, είτε μετά την 

πρόσδεση του δεσμευτή στο επίπεδο του CD4 μορίου, είτε στο επίπεδο του 

ίδιου του αντιγονικού υποδοχέα (CD3 – Ti complex). Επιπλέον, κατόπιν 

μόλυνσης τους με HIV, τα Τ4 κύτταρα δεν εκφράζουν πια CD4 μόρια στην 

επιφάνεια τους. Τέλος η λειτουργική παρεμπόδιση των Τ4 κυττάρων κατόπιν 

μη κυτταροπαθολογικής μόλυνσης με τον ιό, μπορεί να οφείλεται σε 

λειτουργική ανεπάρκεια έκφρασης του IL-2 γονιδίου η ύπαρξη του οποίου 

είναι απαραίτητη για τον πολλαπλασιασμό της απάντησης, όπως έχει 

διαπιστωθεί σε μολυσμένα Jurkat Τ κύτταρα τα οποία επιβίωσαν της 

κυτταροπαθολογικής μόλυνσης (Fauci AS, 1988). 

Ανωμαλίες των Β λεμφοκυττάρων 
Ασθενείς με AIDS εμφανίζουν σοβαρές ανωμαλίες ως προς τη λειτουργία των 

Β λεμφοκυττάρων, όπως αυτή εκδηλώνεται μέσα από φαινόμενα όπως η 

πολυκλωνική ενεργοποίηση τους, υπεργαμμασφαιριναιμία, κυκλοφορία 

ανοσοσυμπλόκων και αυτοαντισωμάτων. Η χυμική ανεπάρκεια εμφανίζεται 

κυρίως ως ανικανότητα παραγωγής ανοσοσφαιρίνης Μ (IgM) σαν απάντηση 

σε αντιγονική πρόκληση. Η πολυκλωνική ενεργοποίηση των Β 

λεμφοκυττάρων πιθανότατα είναι πολυπαραγοντική. Έχει δειχθεί in vitro ότι ο 

ίδιος ο HIV ή υπομονάδες αυτού, μπορούν να προκαλέσουν μια τέτοιου 
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είδους ενεργοποίηση. Επιπρόσθετα η υψηλή συχνότητα μολύνσεων με τους 

ιούς Epstein-Barr (EBV) και κυτταρομεγαλοϊό (CMV) όπου και οι δύο είναι 

γνωστοί επαγωγείς πολυκλωνικής ενεργοποίησης των Β κυττάρων, 

σαφέστατα συνεισφέρουν σε αυτό το φαινόμενο. 

Κύτταρα φυσικοί φονιάδες 
Ο αριθμός των εν κυκλοφορία φυσικών κυττάρων φονιάδων (NKs:natural 

killers) δεν μειώνεται δραστικά σε HIV μολυσμένα άτομα, 

συμπεριλαμβανομένων των ασθενών με AIDS, ενώ τα κύτταρα αυτά 

προσδένονται φυσιολογικά στα κύτταρα στόχους τους. Παρόλα αυτά η 

κυτταροτοξική τους ικανότητα είναι μειωμένη σε σχέση με αυτή των 

φυσιολογικών ατόμων αλλά μπορεί να αποκατασταθεί in vitro όταν αυτά 

ενεργοποιηθούν από μία πληθώρα ερεθισμάτων όπως IL-2, κονκαναβαλίνη A 

ή φορμολικούς εστέρες και ιονοφόρα ασβεστίου. 

Μονοκύτταρα 
Κάποιοι υποπληθυσμοί μονοκυττάρων εκφράζουν το επιφανειακό αντιγόνο 

CD4 και συνεπώς μπορούν να προσδεθούν στο φάκελο του ιού, ενώ τα 

μακροφάγα μπορούν να τον φαγοκυττώσουν. Ένας αριθμός δυσλειτουργιών 

των κυττάρων αυτών έχει αναφερθεί σε ασθενείς με AIDS, όπως ανεπάρκεια 

χημειόταξης και θανάτωσης κάποιων παθογόνων. Αν και αυτές οι ανωμαλίες 

μπορούν να οφείλονται στην άμεση μόλυνση των μονοκυττάρων με HIV, 

υπάρχουν και άλλες πιθανές αιτιολογίες όπως η ανεπάρκεια επαγωγικών 

σημάτων από τα Τ4 κύτταρα ή η αυξημένη έκκριση μονοκινών από αυτά 

όπως η IL-1  και ο TNF στην οποία είναι πολύ πιθανό να οφείλονται κάποιοι 

από τους πυρετούς που παρατηρούνται στους ασθενείς με AIDS. Ίσως η πιο 

σοβαρή επιπλοκή της μόλυνσης των μονοκυττάρων με HIV να είναι η 

πιθανότητα ότι αυτά αποτελούν το κύριο απόθεμα ιού στον οργανισμό, 

δεδομένου ότι ο ιός μέσα σε αυτά τα κύτταρα όχι μόνο επιβιώνει, αλλά μπορεί 

και να μεταφερθεί σε ποικίλα όργανα του σώματος όπως ο εγκέφαλος (εικ. 6), 

(Fauci AS, 1988). 
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Εικόνα 6: Δυνητικοί μηχανισμοί παθογένεσης της HIV μόλυνσης (Fauci A.S.,1988). 

 

 

Τρόποι με τους οποίους ο HIV διαφεύγει της απάντησης του 
ξενιστή 
Εκτός από τις προαναφερθείσες δυσλειτουργίες που προκαλούνται από τον 

HIV στους διάφορους πληθυσμούς κυττάρων που συγκροτούν το κύριο σώμα 

της ανοσολογικής απάντησης, ο ιός έχει αναπτύξει και άλλους μηχανισμούς, 

με τους οποίους αποφεύγει την ανοσολογική απάντηση -πέρα από την 

ανοσοκαταστολή- ώστε να εγκαθιδρύεται η παραμονή του στον οργανισμό. 

Έτσι, πέρα από το ότι μολύνει τα κύτταρα παραμένοντας σε λανθάνουσα 

κατάσταση, όπως οι έρπητες, παρουσιάζει αξιοσημείωτη αντιγονική 

ποικιλομορφία – το κύριο μέρος της αφορά σε ένα σημείο της gp120 γνωστό 

ως V3 θηλιά (loop), το οποίο βρίσκεται δίπλα στη θέση πρόσδεσης με το CD4 

μόριο, και αποτελεί τον κύριο καθοριστή εξουδετέρωσης, λόγω του ότι τα 

περισσότερα HIV αντισώματα εξουδετέρωσης κατευθύνονται ενάντια σε αυτό 

– μέσα στον πληθυσμό όπως η γρίπη, ενώ παράλληλα μεταλλάσσεται 

γρήγορα και μέσα στον ίδιο τον ξενιστή. Ο τελευταίος αυτός τρόπος 

μεταλλαγής εκδηλώνεται με δραματικό τρόπο όταν κανείς παρατηρήσει ότι 

ούτε δύο ιικά δείγματα από το ίδιο άτομο εμφανίζουν ακριβώς την ίδια RNA 

αλληλουχία γεγονός που ίσως οφείλεται στο ότι η ιική αντίστροφη 

μεταγραφάση είναι επιρρεπής σε λάθη, με αποτέλεσμα να παράγεται ένας 

μεγάλος αριθμός μεταλλαγών. Όσες δεν είναι θνησιγόνες, επιβιώνουν, ενώ 
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όσες προσφέρουν όφελος στον ιό έχουν επιλεκτικό πλεονέκτημα 

(Immunobiology, Janeway & Travers, 1994). 

Παράγοντες του ξενιστή 
Η παθογένεση της ασθένειας του HIV είναι πολύπλοκη και επηρεάζεται τόσο 

από ιικούς όσο και από παράγοντες του ξενιστή. Η πολυπαραγοντική φύση 

της, αντανακλάται στους εξαιρετικά ποικίλους ρυθμούς ανάπτυξης που 

παρατηρούνται σε άτομα μολυσμένα με τον ιό.  

HIV και κυτοκίνες 

Απορύθμιση της παραγωγής κυτοκινών 
Ένα ιδιαίτερα πολύπλοκο δίκτυο κυτοκινών λειτουργεί ώστε να ρυθμίζεται το 

ανοσοποιητικό σύστημα. Αυτό το δίκτυο είναι πλειοτροπικό, και λειτουργεί με 

έναν αυτοκρινή και παρακρινή τρόπο, ώστε να ενεργοποιεί, ή να καταστέλλει 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση και να ρυθμίζει την 

ανοσολογική λειτουργία (Paul & Seder, 1994). Η χρόνια ανοσολογική 

διέγερση που επάγεται από τον HIV και τις συνδεόμενες με αυτόν μολύνσεις, 

απολήγει στην απορύθμιση του δικτύου των κυτοκινών. 

Η απορύθμιση αυτή, εμπεριέχει τρεις συνιστώσες. Καταρχήν η μόλυνση 

συνδέεται με αυξημένα επίπεδα των προφλεγμονωδών κυτοκινών ειδικά κατά 

τα τελικά στάδια της ασθένειας (Poli & Fauci, 1995). Συγκεκριμένα, υψηλά 

επίπεδα TNF-α, IL-1β και IL-6  εκκρίνονται από περιφερικά μονοπύρηνα του 

αίματος (PBMCs), (Lau et al., 1991, Roux et al., 1989) και από μακροφάγα 

(Millar et al., 1991, Krishnan et al., 1990). Αυξημένα επίπεδα των παραπάνω 

κυτοκινών βρίσκονται επίσης στον ορό (Reddy M., 1988), στο 

εγκεφαλονωτιαίο υγρό (Grimaldi et al., 1991), και σε διάφορους ιστούς. Τέλος, 

υψηλά επίπεδα έκφρασης αυτών των κυτοκινών καθώς και ιντερφερόνης γ 

(Boyle et al., 1993, Graziosi et al., 1994, Graziosi et al., 1996) και IL-10 

(Dreno et al., 1990, Wesselingh et al., 1993, Graziosi et al., 1994, Graziosi et 

al., 1996) απαντούν ιδιαίτερα σε λεμφικούς ιστούς. 

Εκτός από τις αλλαγές στην παραγωγή κυτοκινών μπορεί επίσης να συμβεί 

ειδική επαγωγή κάποιων από αυτές από τον HIV. Έτσι η παραγωγή 
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προφλεγμονωδών κυτοκινών μπορεί να επαχθεί σε PBMC, μονοπύρηνα των 

λεμφαδένων (LNMC) και σε μακροφάγα (Poli & Fauci, 1995). 

Τέλος, μια τρίτη σημαντική διάσπαση του κυτοκινικού προτύπου που 

παρατηρείται, είναι μια σταδιακή απώλεια στην ικανότητα παραγωγής 

ανοσορυθμιστικών κυτοκινών όπως οι IL-2 και IL-12 (Lane et al., 1985, 

Schulick et al., 1993, Clerici et al., 1993, Meyaard et al., 1993). Οι κυτοκίνες 

αυτές είναι κρίσιμες για τις αποτελεσματικές απαντήσεις της 

κυτταρομεσολαβητικής ανοσίας (K.M.A.) ενώ η IL-12 είναι βασική για την 

παραγωγή των TH1 κυτοκινών (Romagnani S., 1992, Hsieh et al., 1993, 

Trinchieri G., 1993). Αν και είναι ξεκάθαρη η βλάβη του ΤΗ1 κλάδου (Clerici et 

al., 1993, Maggi et al., 1994, Meyaard et al., 1994), διαμάχη επικρατεί ως 

προς την προτεινόμενη κυριαρχία των ΤΗ2 απαντήσεων. Οι Clerici et al., 

(1994) έδειξαν ότι ενεργοποιημένα PBMC από HIV ασθενείς δείχνουν να 

προτιμούν ένα ΤΗ2 πρότυπο έκκρισης με την πρόοδο της ασθένειας, ενώ 

άλλοι έδειξαν ότι αυτό το πρότυπο κατευθύνεται σε με ΤΗ0 κατάσταση (Maggi 

at al., 1994, Meyaard et al., 1994, Graziosi et al., 1994).  
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Επίδραση των κυτοκινών στην αντιγραφή του HIV 
 
Έχει διαπιστωθεί από μια πληθώρα ερευνητών (Poli & Fauci, 1993, Poli & 

Fauci, 1995, Alonso et al., 1997) ότι πολυάριθμες κυτοκίνες μπορούν άμεσα 

να επηρεάσουν την αντιγραφή του HIV στα μολυσμένα κύτταρα. Κυτοκίνες 

που έχει αναφερθεί ότι επάγουν τον HIV πολλαπλασιασμό in vitro, 

περιλαμβάνουν τις IL-1β, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-12 , IL-15, TNF-α, TNF- β 

καθώς και τους CSF (colony stimulating factor), (M)-CSF (macrophage colony 

stimulating factor) και (GM)-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating 

factor). 

 

Εικόνα 7: Η HIV αντιγραφή στα CD4+ Τ κύτταρα ρυθμίζεται από ενδογενείς κυτοκίνες 
Fauci A.S., 1996.  
 

Οι IFN-α, IFN-β και IL-16  αποτελούν κύριους καταστολείς της παραγωγής 

HIV, ενώ άλλες όπως οι IL-4, IL-10, IL-13, IFN-γ και TGF-β, μειώνουν ή 

αυξάνουν την ιική αντιγραφή ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο και τις συνθήκες 

καλλιέργειας. Πολλές κυτοκίνες, όπως οι ΙFN και TNF-α μπορούν να 

επηρεάσουν την αντιγραφή του HIV τόσο σε Τ κύτταρα όσο και σε 

μακροφάγα, ενώ άλλες όπως ο GM-CSF, εμφανίζουν ειδίκευση κυτταρικής 

γραμμής. 

Οι επιδράσεις μιας συγκεκριμένης κυτοκίνης συχνά επηρεάζονται από τη 

δραστηριότητα άλλων κυτοκινών που είναι παρούσες στο μικροπεριβάλλον. 

Από αυτή την άποψη, κάποιες κυτοκίνες έχει δειχθεί ότι συνεργιστικά ή 

ανταγωνιστικά με άλλες, επηρεάζουν τη ρύθμιση της HIV αντιγραφής. Οι 
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προφλεγμονώδεις, από όλες τις κυτοκίνες, ιδιαίτερα ο TNF-α θεωρούνται οι 

πιο ισχυροί επαγωγείς της αντιγραφής του ιού. Ο επαγωγικός τους ρόλος έχει 

δειχθεί σε διάφορα κυτταρικά συστήματα in vitro και ο μηχανισμός δράσης 

τους είναι σχετικά καλά κατανοητός. Τόσο ο TNF-α όσο και η IL-1β 

ενεργοποιούν το μεταγραφικό παράγοντα NF-κΒ ο οποίος όπως 

προαναφέρθηκε είναι ισχυρός ενισχυτής της αντιγραφής του HIV. Η IL-6 από 

μόνη της φαίνεται ότι αυξάνει την έκφραση του HIV πρωταρχικά, με ένα μετα-

μεταγραφικό μηχανισμό. Η κυτοκίνη αυτή όμως, μπορεί επίσης να δρα 

συνεργιστικά με τις κυτοκίνες επαγωγείς του NF-κΒ ώστε να ενισχύσει τη HIV 

μεταγραφή (Cohen et al., 1997). 

HIV και χημοκίνες 
Εκτός από τις γνωστές κυτοκίνες που όπως αναφέρθηκε ασκούν δραματικά 

ρυθμιστικό ρόλο στην ενεργότητα του HIV, υπάρχουν και άλλοι μη 

ταυτοποιημένοι διαλυτοί παράγοντες με τον ίδιο ρόλο. Για παράδειγμα, είναι 

γνωστό ότι τα CD8+ κύτταρα, εκτός από τη λυτική τους ενεργότητα με την 

οποία καταστέλλουν τον HIV (Yang et al., 1997), εκκρίνουν έναν αντιικό 

παράγοντα (CAF: CD8 antiviral factor), (Walker et al., 1986, Walker et al., 

1991, Walker & Levy, 1989), ο οποίος είναι μη κυτταρολυτικός, δεν εμφανίζει 

καμία ομοιότητα με τις γνωστές κυτοκίνες (Mackewicz et al., 1994) και 

καταστέλλει την αντιγραφή του ιού με ένα μη MHC-περιορισμένο τρόπο, στο 

επίπεδο της μεταγραφής των LTRs του ιού (Chen et al., 1993, Copeland et 

al., 1995, Mackewicz et al., 1995). 

Μια ξεχωριστή ομάδα HIV-κατασταλτικών παραγόντων  που εκκρίνονται από 

τα CD8+ κύτταρα αναγνωρίσθηκε από τους Cocchi et al., (1995). Οι 

ερευνητές αυτοί απέδωσαν την κατασταλτική δράση των CD8+ κυττάρων 

απέναντι στον ιό, στη συνδυασμένη δράση κάποιων χημειοελκτικών 

κυτοκινών (χημοκινών), που περιλαμβάνουν τη φλεγμονώδη κυτοκίνη των 

μακροφάγων (MIP)-1α, MIP-1β (macrophage inflammatory protein) και  

RANTES (Regulated upon Αctivation, Normal T cell Expressed and Secreted). 

Ο Cocchi και οι συνεργάτες τους βρήκαν ότι ο συνδυασμός αυτών των β-

χημοκινών, καταστέλλει ισχυρά την αντιγραφή διαφόρων Μ-τροπικών HIV 

στελεχών, αλλά δεν έχει κανένα ουσιαστικό αποτέλεσμα στην αντιγραφή του 

στελέχους HIV-1 ΙΙΙΒ το οποίο εμφανίζει Τ-τροπισμό. Στη συνέχεια οι Feng et 
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al., (1996) περιέγραψαν ένα διαμεμβρανικό υποδοχέα (διαπερνά τη μεμβράνη 

επτά φορές) ονόματι fusin, προηγούμενα γνωστό ως LESTR και HUMSTR ο 

οποίος τώρα χαρακτηρίζεται ως CXCR4 και αποτελεί το συν-υποδοχέα του 

HIV για Τ-τροπικά στελέχη του ιού (Feng et al., 1996, Berson et al., 1996). 

Επιπλέον, τρεις ομάδες ερευνητών περιέγραψαν ένα καινούριο υποδοχέα 

χημοκινών, τον CCR5 ο οποίος ως φυσικούς δεσμευτές προσδένει την MIP-

1α, MIP-1β και την RANTES (Samson et al., 1996, Combadiere et al., 1996, 

Raport et al., 1996). Μια σειρά δημοσιεύσεων για τον CCR5 από πέντε 

διαφορετικά εργαστήρια έδειξαν ότι λειτουργεί ως συν-υποδοχέας για τα Μ-

τροπικά στελέχη του ιού, όπως αναμενόταν. Οι υποδοχείς χημοκινών είναι 

διαμεμβρανικοί, συζευγμένοι με G πρωτεΐνες υποδοχείς οι οποίοι διαπερνούν 

τη μεμβράνη επτά φορές (7TMR: transmembrane receptor) και μεσολαβούν 

σε μια ποικιλία λειτουργιών στα λευκοκύτταρα και ειδικότερα στη 

μετανάστευση αυτών (Baggiolini et al., 1994, Murphy PM., 1994, Schall TJ & 

Bacon KB., 1994,  Gerard C & Gerard NP., 1994). Όσον αφορά στην εμπλοκή 

τους στη HIV μόλυνση, προφανώς αυτή έχει να κάνει με τη διαδικασία της 

σύντηξης ιικών και κυτταρικών μεμβρανών (Doranz et al., 1996, Deng et al., 

1996, Oravecz et al., 1996). Eιδικά για τον CCR5, οι Aramoni et al., (1997) 

δημοσίευσαν ότι η χημοκινο-επαγόμενη κυτταρική σηματοδότηση 

φωσφορυλίωσης και εσωτερίκευσης του υποδοχέα αυτού, ίσως παίζει 

σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση των χημειοτακτικών απαντήσεων των 

λευκοκυττάρων, αλλά ότι αυτές οι λειτουργίες δεν συνδέονται με τη δράση του 

ως συν-υποδοχέα του HIV.  

Η γενικότερα επικρατούσα άποψη είναι ότι τα Μ-τροπικά HIV στελέχη -

γνωστά και ως NSI: non syncytium inducing- τα οποία είναι κυρίως υπεύθυνα 

για τη σεξουαλική μετάδοση του ιού, χρησιμοποιούν τον CCR5 -σε μικρότερη 

έκταση τον CCR3- για την είσοδο τους στο κύτταρο, ενώ οι φυσικοί δεσμευτές 

του την παρεμποδίζουν. Σε αντίθεση, τα TCLA στελέχη –γνωστά και ως SI: 

syncytium inducing- τα οποία εμφανίζονται αργότερα κατά τη μόλυνση, 

εκμεταλλλεύονται αποκλειστικά τον υποδοχέα α-χημοκινών CXCR4, ενώ η 

αλληλεπίδραση αυτή παρεμποδίζεται από το δεσμευτή του, που είναι ο SDF-1 

(stromal derived factor-1). Πολλά πρωτογενή Τ-τροπικά HIV δείγματα 

παρουσιάζουν ένα ευρύ φάσμα χρήσης CCR, συμπεριλαμβανομένων του 
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CXCR4 και του CCR5. Οι πρόσφατες ανακαλύψεις για άλλους συν-υποδοχείς 

του HIV έχουν ανατρέψει την απλούστατη αντίληψη ότι ο CCR5 και ο CXCR4 

είναι οι μόνοι σημαντικοί συν-υποδοχείς ή συμπαράγοντες του HIV για τα Μ-

τροπικά και Τ-τροπικά στελέχη αντίστοιχα (Liao et al., 1997, Deng et al., 1997, 

He et al., 1997). 

Πολυάριθμοι κυτταρικοί τύποι παράγουν μια ποικιλία χημοκινών (Schall T., 

1991, Baggiolini et al., 1997) και η ρύθμιση της παραγωγής τους μπορεί να 

επηρεάσει τη HIV αντιγραφή με ένα στελεχο-ειδικό τρόπο. Η παραγωγή 

χημοκινών που επάγεται κατά τη φλεγμονή, αυξάνεται από διάφορες 

κυτοκίνες, όπως η IL-2 και η IL-15. Παρομοίως, κυτοκίνες που ρυθμίζουν την 

έκφραση των υποδοχέων χημοκινών αναμένεται ότι ασκούν πληθώρα 

στελεχο-εξαρτώμενων επιδράσεων στην αντιγραφή και εξάπλωση του ιού. 

Έτσι έχει δειχθεί ότι η IL-2 επάγει την έκφραση του Μ-τροπικού συν-υποδοχέα 

CCR5 (Bleul et al., 1997) ενώ το ίδιο ισχύει και για την IL-10 (Sozzani et al., 

1998). Επιπλέον πρόσφατα δημοσιεύτηκε ότι η έκφραση και λειτουργία των 

συμπαραγόντων CCR1 και CCR3 που εκφράζονται από τα ιωσινόφιλα, 

καθορίζεται από την IL-5 (Tiffany et al., 1998). Τέλος η επαγωγή της 

έκφρασης του CXCR4 σε ανθρώπινα CD4+ Τ λεμφοκύτταρα από την IL-4, 

δείχθηκε πρόσφατα από τους Wang et al., (1998). 

Επαγωγή των υποδοχέων χημοκινών έχει διαπιστωθεί όμως και από άλλες 

ουσίες εκτός από τις κυτοκίνες. Μόλις πρόσφατα οι παραπάνω ερευνητές 

έδειξαν επαγωγή του CXCR4 και από το γλυκοκορτικοειδές, δεξαμεθαζόνη, 

ενώ οι Biswas et al., (1998) έδειξαν την επιλεκτική επαγωγή του υποδοχέα 

αυτού, από τη βιταμίνη D3 η οποία είχε σαν αποτέλεσμα την ενίσχυση της 

αντιγραφής του ιού με έναν μη NF-κΒ-εξαρτώμενο τρόπο. Οι Huang et al., 

(1998) διαπίστωσαν επαγωγή των CXCR4, CCR5 και CCR3 –σε μικρότερη 

έκταση- από την πρωτεΐνη Tat σε περιφερικά μονοπύρηνα του αίματος. Τέλος 

οι Albini et al., (1998) έδειξαν ότι η πρωτεΐνη αυτή, μιμείται χαρακτήρες των β-

χημοκινών οπότε μπορεί έτσι να συγκεντρώνει μονοκύτταρα/μακροφάγα που 

εκφράζουν τους αντίστοιχους υποδοχείς, τοπικά στα κύτταρα που παράγουν 

HIV, διευκολύνοντας την ενεργοποίηση και τη μόλυνση. 

Όσον αφορά τέλος στην κατανομή των υποδοχέων χημοκινών στους 

διάφορους κυτταρικούς πληθυσμούς και ιστούς, είναι γνωστά πολλά 
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πράγματα. Ο CCR5 εντοπίζεται στο γυναικείο γεννητικό σύστημα (Patterson 

et al., 1998), σε προερχόμενα από μυελό των οστών κύτταρα 

συμπεριλαμβανομένου ενός υποπληθυσμού μονοκυττάρων/μακροφάγων στο 

αίμα, σε πρωτογενή και δευτερογενή λεμφικά όργανα καθώς και σε μη 

φλεγμονώδεις ιστούς. Στο κεντρικό νευρικό σύστημα (Κ.Ν.Σ) ο υποδοχέας 

αυτός, εκφράζεται σε νευρώνες, αστροκύτταρα και στη μικρογλοία. Σε άλλους 

ιστούς εκφράζεται στο επιθήλιο, ενδοθήλιο, λείους αγγειακούς μύες και 

ινοβλάστες (Rottman et al., 1997). Οι Zhang et al., (1998) μελετώντας την in 

vivo κατανομή των συν-υποδοχέων CCR5, CXCR4 και CCR3 του HIV και SIV 

σε ανθρώπους και ρέζους μαϊμούδες αντίστοιχα, βρήκαν τα εξής: τα Τ 

λεμφοκύτταρα και μακροφάγα τόσο σε λεμφικούς όσο και σε μη λεμφικούς 

ιστούς, αποτελούν τους κύριους κυτταρικούς πληθυσμούς που εκφράζουν 

τους HIV/SIV συν-υποδοχείς. Σε λεμφικούς ιστούς όπως οι λεμφαδένες και ο 

θύμος, περίπου το 1-10% των Τ λεμφοκυττάρων και μακροφάγων είναι θετικά 

για αυτούς τους συν-υποδοχείς, σε αντίθεση με τα δενδριτικά κύτταρα των 

λεμφαδένων όπου διαπιστώθηκε απουσία έκφρασης τους. Στο θύμο, ένας 

μεγάλος αριθμός ανώριμων και ώριμων Τ κυττάρων εκφράζουν CXCR4, ενώ 

εξαιρετικά υψηλά επίπεδα αυτού, αλλά και του CCR3 απαντούν στους 

νευρώνες τόσο του κεντρικού όσο και του περιφερικού νευρικού συστήματος. 

Τέλος ποικίλοι βαθμοί έκφρασης τους, βρίσκονται μεταξύ διαφορετικών ιστών 

αλλά επίσης και μεταξύ διαφορετικών κυττάρων μέσα στους ίδιους ιστούς, 

προτείνοντας ότι τα επίπεδα έκφρασης τους ρυθμίζονται διαφορετικά στα 

διάφορα ανατομικά στοιχεία. 

Γενετικοί παράγοντες 
Γενετικοί παράγοντες μπορεί να καθορίζουν την εξέλιξη των 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ του ιού και του ξενιστή με διάφορους τρόπους. 

Αρχικά, οι ειδικές για τον HIV απαντήσεις του ξενιστή περιορίζονται από τα 

MHC αλλήλια του. Επιπλέον το πρόσφατα ανακαλυφθέν γενετικό ελάττωμα 

(έλλειψη 32 ζευγών βάσεων) στο γονίδιο του υποδοχέα CC χημοκινών, 

CCR5, (delta 32 αλλήλιο) έχει μέγιστη επίδραση στην ευαισθησία σε HIV 

μόλυνση σε άτομα ομόζυγα για αυτό (ισχυρή προστασία), καθώς και στην 

πρόοδο της ασθένειας σε άτομα ετερόζυγα σε αυτό (καθυστέρηση ανάπτυξης 

της ασθένειας για 2 χρόνια). Συγκεκριμένα έχει διαπιστωθεί ότι η έλλειψη 
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αυτή, εμποδίζει την HIV μόλυνση των Τ λεμφοκυττάρων απουσία ενός αγρίου 

τύπου αλληλίου (Kostrikis et al., 1998). Αυτή η αλλαγή εμφανίζεται σε μικρή 

συχνότητα στους Καυκάσιους πληθυσμούς (Rousseau et al., 1997). 

Η εξαρτώμενη από αντίσωμα ενίσχυση της HIV μόλυνσης (ΑDE) 
Η ADE (antibody-dependent enhancement) έχει δύο κύριες μορφές: (α) την 

μεσολαβούμενη από το συμπλήρωμα (complement), (C-ADE) και την 

ανεξάρτητη από το συμπλήρωμα, αλλά εξαρτώμενη από Fc υποδοχείς ADE 

(FcR-ADE). Ο σπουδαιότερος υπεύθυνος επίτοπος για την ανάπτυξη των C-

ADE αντισωμάτων βρίσκεται στην ανοσοεπικρατή περιοχή της gp41, ενώ τα 

αντισώματα που μεσολαβούν στην FcR-ADE αντιδρούν κυρίως με την V3 

θηλιά της gp120.  

Υπάρχουν τουλάχιστον τρεις διαφορετικές υποθέσεις για την εξήγηση της 

ADE in vitro: (1) αυξημένη προσκόλληση συμπλόκων, HIV-αντισωμάτων-

συμπληρώματος, σε κύτταρα που φέρουν FcRs ή υποδοχείς 

συμπληρώματος. (2) διευκόλυνση της σύντηξης του HIV με τα κύτταρα-

στόχους από εναποτιθέμενα στα HIV ιοειδή, κομμάτια συμπληρώματος και (3) 

προϊόντα ενεργοποίησης του συμπληρώματος μπορεί να έχουν ένα μη ειδικό, 

διεγερτικό αποτέλεσμα στα κύτταρα-στόχους, το οποίο να οδηγεί σε 

ενισχυμένη ιική παραγωγή.  

Διάφορες μελέτες υποστηρίζουν την πιθανή κλινική σημασία των FcR-ADE 

και C-ADE: (1) υπάρχει ένδειξη συσχετισμού των ποσοστών των FcR-ADE 

και C-ADE αντισωμάτων, με την κλινική, ανοσολογική και ιολογική  εξέλιξη της 

HIV μόλυνσης, (2) η ADE μπορεί να διευκολύνει τη μετάδοση του ιού από τη 

μητέρα στο παιδί και (3) πειράματα σε ζωϊκά μοντέλα έδειξαν ότι οι ADE είναι 

παρούσες και τροποποιούν την ανάπτυξη της SIV μόλυνσης επίσης (Fust G., 

1997). 

Επίδραση της απόκτησης πρωτεϊνών του ξενιστή  
Η απόκτηση πρωτεϊνών του ξενιστή από τον αναπτυσσόμενο ιό πιθανόν να 

επηρεάζει την παθογένεση της ασθένειας με τους εξής μηχανισμούς: 1. 

Αύξηση του ιικού φορτίου οφειλόμενη είτε στην απόκτηση MHC τάξης II και 

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1: μόριο μεσοκυττάριας 
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προσκόλλησης) μορίων του ξενιστή και επακόλουθη γρηγορότερη κυτταρική 

κένωση, 2. αύξηση του ιικού φορτίου οφειλόμενη στη μεσολαβούμενη από 

αντίσωμα εξουδετέρωση και επαγόμενη από συμπλήρωμα καταστροφή 3. 

παρουσίαση υπεραντιγόνου από ιοειδή που φέρουν MHC τάξης II μόρια και 

κυτταρική ενεργοποίηση που οδηγεί σε αυξημένη ιική παραγωγή. 4. επαγωγή 

ανοσοκαταστολής λόγω της ιικής πρόσδεσης στο κύτταρο η οποία να 

σχετίζεται με ανεργία ή/και απόπτωση 5. δημιουργία μεταγωγής σήματος που 

να οδηγεί στη δημιουργία ενός ενδοκυτταρικού περιβάλλοντος που να ευνοεί 

έναν ολοκληρωμένο κύκλο αντιγραφής του ιού, όταν αυτός προσδεθεί σε 

κύτταρα-στόχους ενώ ταυτόχρονα φέρει πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από 

τον ξενιστή (Michel et al., 1998). 

ΠΕΡΙΓΕΝΝΗΤΙΚΗ ΜΕΤΑΔΟΣΗ ΤΟΥ ΗΙV 

Η ιστορία του 
Η πρώτη αναφορά συνδρόμου AIDS σε παιδιά, αναγνωρίστηκε το Νοέμβριο 

του 1982, 18 μήνες μετά την ταυτοποίηση του συνδρόμου στους ενήλικες. Ο 

πρώτος θεραπευτικός για τον ιό παράγοντας, η zidovudine (AZT) -

διδεοξυνουκλεοτίδιο, 3΄-azido-2΄, 3΄-διδεοξυθυμιδίνη, το οποίο αναστέλλει την 

ΗΙV αντιγραφή αδρανοποιώντας την αντίστροφη μεταγραφάση- 

δημιουργήθηκε στις Η.Π.Α, όπου και άρχισε να χορηγείται σε ενήλικες το 1987 

ενώ σε παιδιά μόλις το 1990. Στα επόμενα χρόνια έγινε σαφές ότι η 

ενδομήτρια περίοδος –κατά την αρχή αλλά και κατά το τέλος της 

εγκυμοσύνης-, η περίοδος της γέννας, αλλά και η περίοδος μετά τον τοκετό 

μέσω του θηλασμού, μπορούν όλες, να συνεισφέρουν στη μετάδοση του ιού 

από τη μητέρα στο παιδί, αν και η σχετική αναλογία που αντιστοιχεί σε κάθε 

μια από αυτές, δεν ήταν ξεκάθαρη. Σύγχρονα κλινικά, σερολογικά και ιολογικά 

δεδομένα, προτείνουν ότι τουλάχιστον το 40% και ίσως, έως και το 80% της 

μετάδοσης συμβαίνει κατά ή κοντά στη γέννηση, ενώ μόνο το 12-14% πλέον, 

αποδίδεται στο θηλασμό. Το γεγονός αυτό, καθιστά τη χρονική στιγμή της 

μετάδοσης ως σημαντικό παράγοντα κινδύνου γι’αυτήν, αλλά ίσως και για την 

γρηγορότερη ή μη, επιδείνωση της ασθένειας στο νεογέννητο. Το 1990 οι 

ερευνητές σε Αμερική και Γαλλία ξεκίνησαν μια κλινική προσπάθεια να 

διακόψουν τη μετάδοση δίνοντας zidovudine, σε έγκυες ΗΙV-θετικές γυναίκες 
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και στα νεογέννητα παιδιά τους. Μόνο τέσσερα χρόνια αργότερα η ZDV 

μείωσε αξιόλογα τον κίνδυνο μετάδοσης (Mofenson L.M., 1997). 

Περίπου χίλια μωρά την ημέρα μολύνονται με τον ιό ενώ εκτιμάται ότι τρία 

εκατομμύρια παιδιά έχουν μολυνθεί παγκοσμίως από τότε που ξεκίνησε η 

επιδημία του ΗΙV. Προς το παρόν, η γενική αντίληψη που επικρατεί μέσα από 

διάφορες μελέτες, είναι ότι στην Ευρώπη και Βόρεια Αμερική, ο κίνδυνος 

μόλυνσης από οροθετικές μητέρες είναι περίπου 15-20% (Blanche & the 

European Collaborative Study, 1989, Ades et al., 1993, Dabis et al., 1993,  

European Collaborative Study, 1991, 1992), ενώ στην Αφρική και στη Νότιο 

Αμερική αυτά τα ποσοστά μπορεί να είναι υψηλότερα (Ryder et al., 1989).  

Η κατανόηση της παθογένεσης της περιγεννητικής μετάδοσης είναι κρίσιμος 

παράγοντας για το σχεδιασμό καινούριων αποτρεπτικών και θεραπευτικών 

παρεμβολών κατά τη διάρκεια της. 

Παθογένεση της περιγεννητικής μετάδοσης του ΗΙV 
Η παθογένεση της κάθετης μετάδοσης του ιού είναι ακόμα λίγο κατανοητή και 

πιθανότατα είναι πολυπαραγοντική. Εμπερικλείει τουλάχιστον τέσσερις κύριες 

παραμέτρους όπως είναι το ανοσοποιητικό σύστημα της μητέρας αλλά και του 

εμβρύου, ο πλακούντας αλλά και ο ίδιος ο ιός.  

Μητρικοί παράγοντες 

Παράγοντες μη σχετιζόμενοι με τον μητρικό ιό   
Ο κίνδυνος μόλυνσης έχει βρεθεί οτι αυξάνεται, αυξανομένης της ηλικίας της 

μητέρας (από 16% για γυναίκες μικρότερες των 25 χρόνων σε 30% για αυτές 

που είναι μεγαλύτερες από 35 χρόνων), χωρίς όμως αυτό να έχει ακόμη 

εξηγηθεί (Mayaux et al., 1995). Eκτός από την ηλικία της μητέρας, η 

προχωρημένη κατάσταση της ασθένειας της κατά τη διάρκεια ή λίγο μετά την 

εγκυμοσύνη καθώς και η γενικότερη ανοσολογική υποβάθμιση της, έχουν 

συνδεθεί με αυξημένη μετάδοση (Nair et al., 1993, Lallemant et al., 1994, 

Tovo et al., 1994). Επίσης τα χαμηλά μητρικά επίπεδα βιταμίνης Α κατά την 

εγκυμοσύνη έχουν συνδεθεί με αυξημένη μετάδοση. Η βιταμίνη Α έχει ένα 

γενικότερα διεγερτικό αποτέλεσμα στο ανοσοποιητικό σύστημα και βοηθά στη 

διατήρηση των επιθηλιακών επιφανειών. Ίσως τα χαμηλά επίπεδα της να 
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συνδέονται με αυξημένη ανοσολογική δυσλειτουργία η οποία να οδηγεί σε 

αυξημένο ιικό φορτίο, ενώ σπασίματα στο επιθήλιο θα μπορούσαν να 

αυξήσουν τον ΗΙV στις γενετικές εκκρίσεις (Mofenson L.M., 1997).  

Επίπεδα και ειδίκευση των μητρικών αντισωμάτων 
Η παράμετρος αυτή μπορεί να είναι σημαντική αν και οι πολυάριθμες 

δημοσιεύσεις από το 1990, έχουν αναφέρει μείωση, αύξηση και έλλειψη 

διαφοράς στο ρυθμό της περιγεννητικής μετάδοσης παρουσία αντισωμάτων. 

Επιπλέον πολλές διαφορετικές ομάδες έχουν εκτιμήσει τα αντισώματα 

ουδετεροποίησης της μητέρας σε σχέση με τα δικά της και με τα ιικά δείγματα 

του παιδιού της. Όλοι βρήκαν οτι οι μητέρες που μεταβιβάζουν τον ιό έχουν 

λιγότερο συχνά, αντίσωμα απέναντι στον ιό τους, σε σχέση με τις μητέρες που 

δεν τον μεταβιβάζουν. Επιπλέον οι μητέρες που μεταδίδουν τον ιό  σπανίως 

διαθέτουν αντίσωμα ουδετεροποίησης ενάντια στο ιικό δείγμα του παιδιού 

τους, ενώ σε μία περίπτωση το μητρικό αντίσωμα ενίσχυε τη μολυσματικότητα 

του παιδικού ιού in vitro. Όμως μία μελέτη, έπειτα από ρύθμιση των μητρικών 

CD4+ λεμφοκυττάρων, έδειξε οτι δεν υπήρχε καμία διαφορά ως προς τα 

επίπεδα αυτόλογων αντισωμάτων, ιικού φορτίου και SI φαινοτύπου, μεταξύ 

μητέρων που μεταδίδουν τον ιό  και μητέρων που δεν τον μεταδίδουν. Ο 

ρόλος της μητρικής κυτταρικής ανοσολογικής απάντησης στον ΗΙV έχει λίγο 

εκτιμηθεί. Η παρουσία μητρικής ΗΙV-ειδικής, εξαρτώμενης από αντίσωμα 

κυτταροτοξικότητας (ADCC: antibody dependent cellular cytotoxicity), δεν έχει 

συνδεθεί με προστασία από τη μετάδοση, αν και σε μολυσμένα παιδιά 

συνδέθηκε με μια ευνοϊκότερη κλινική κατάσταση (Mofenson L.M., 1997). 

Χαρακτηριστικά του μητρικού ιού 
Τα χαρακτηριστικά του μητρικού ιού μπορεί επίσης να παίζουν σπουδαίο 

ρόλο. Αυξημένος κίνδυνος μετάδοσης έχει αναφερθεί από μητέρες με 

υψηλότερο ιικό φορτίο όπως μετρήθηκε από ποσοτικοποίηση 

κυτταρoκαλλιέργειας, καλλιέργειας πλάσματος ή αριθμού RNA αντιγράφων 

στο πλάσμα. Κάποιοι ερευνητές έχουν προτείνει την ιδέα ενός ιολογικού 

«κατωφλιού» κάτω από το οποίο η μετάδοση θα συνέβαινε σπάνια. Όμως 

πρόσφατα δεδομένα δείχνουν οτι ενώ μια σύνδεση υψηλού αριθμού ΗΙV RNA 

αντιγράφων και μετάδοσης ισχύει, η μετάδοση παρατηρείται δια μέσου του 
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πλήρους φάσματος των ιικών επιπέδων και η προβλεπόμενη τιμή του 

αριθμού RNA αντιγράφων για την μετάδοση, είναι σχετικά φτωχή (Mofenson 

L.M., 1997). 

Φαινοτυπικές και γενοτυπικές ιδιότητες του ΗΙV μπορεί επίσης να συνδέονται 

με τη μετάδοση, με τον μονοκύτταρα/μακροφάγα-τροπικό ΗΙV να προτιμάται 

κατά τη μετάδοση από τη μητέρα στο παιδί (Mofenson L.M., 1997). Επιπλέον 

οι Scarlatti et al., (1993) έδειξαν ότι μητέρες με γρήγορους/υψηλούς ιούς είχαν 

ένα μεγαλύτερο κίνδυνο μετάδοσης από μητέρες με αργούς/χαμηλούς ιούς και 

ότι στην προηγούμενη περίπτωση, οι μεταδιδόμενοι ιοί ήταν είτε του ενός είτε 

του άλλου φαινοτύπου. 

Διάφοροι ερευνητές έχουν δείξει ότι γενοτυπικές αλληλουχίες από ιικά 

δείγματα του βρέφους, εμφανίζουν μικρότερη ποικιλία από αυτά της μητέρας, 

γεγονός που αντανακλά την μετάδοση ενός μικρότερου υποσυνόλου των 

μητρικών ιικών παραλλαγών. Τέτοια δεδομένα είναι σύμφωνα με την υπόθεση 

ότι η μετάδοση δεν είναι ένα τυχαίο γεγονός, αλλά ίσως είναι επιλεκτικό για 

μια ανθεκτική στην εξουδετέρωση ιική παραλλαγή, η οποία αναπτύσσεται υπό 

την ανοσολογική πίεση της μητέρας. Πολλές από αυτές τις μελέτες 

εστιάστηκαν στο env γονίδιο και κυρίως στην V3 θηλιά. Ανάλυση V3 

νουκλεϊκών και αμινοξικών αλληλουχιών αλλά και άλλων πολυμεταβλητών 

περιοχών, έδειξαν ότι η μετάδοση θα μπορούσε να συμβεί είτε νωρίς, είτε 

αργά κατά την εγκυμοσύνη, και ότι μία κύρια ή δευτερεύουσα ιική παραλλαγή 

της μητέρας, θα μπορούσε να μεταδοθεί. Γενικά, από μια πληθώρα μελετών 

φαίνεται ότι δεν μπορεί να διαπιστωθεί ειδίκευση του μεταδιδόμενου ιού από 

τη μελέτη του env γονιδίου (Mofenson L.M., 1997). 

Το ίδιο δείχθηκε πρόσφατα και για το vpr γονίδιο (Roques et al., 1997). Έχει 

δειχθεί για άλλα ιικά γονίδια ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στον τροπισμό και 

φαινότυπο του ιού. Ανάμεσα τους, το γονίδιο προίόν του p17 διαπιστώθηκε να 

αλληλεπιδρά με το γονιδιακό προϊόν του env  στον καθορισμό του 

φαινοτύπου του HIV-NDK ιού, υπότυπου D. Επιπλέον η p17-κωδικοποιούσα 

περιοχή παρουσιάζει χαμηλό ρυθμό ποικιλομορφίας σε σχέση με τις 

υπερμεταβλητές περιοχές του env γονιδίου και προτάθηκε ως κατάλληλη για 

επιδημιολογικές μελέτες. Επιπλέον, ένα υψηλό επίπεδο p17 αντισωμάτων έχει 

συσχετισθεί με μια καλύτερη κλινική κατάσταση τόσο σε ενήλικες όσο και σε 
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παιδιά, προτείνοντας έτσι ένα προστατευτικό ρόλο της απάντησης απέναντι 

στην P17 πρωτεΐνη (Mofenson L.M., 1997). Τέλος οι Narwa et al., (1996) 

έδειξαν ότι ένα σταθερό πρωτεϊνικό μοτίβο (KIEEEQN, αμινοξέα 103-109) του 

κύριου σημείου πρόσδεσης της P17 σε αντίσωμα, βρέθηκε να συνδέεται με 

την μετάδοση από τη μητέρα στο παιδί.  Μητέρες που δεν μετέδιδαν τον ιό 

είχαν διαφορές σε αυτήν την περιοχή, ενώ ένα κατάλοιπο βαλίνης στη θέση 

104 συνδέθηκε στενά με το μη μεταδιδόμενο φαινότυπο, προτείνοντας ένα 

προστατευτικό για αυτό, ρόλο ως προς την κατακόρυφη μετάδοση. 

Εμβρυϊκοί παράγοντες 
Η ευαισθησία των εμβρυϊκών κυττάρων στη μόλυνση θα μπορούσε να 

ποικίλει στις διάφορες φάσεις της κύησης, λόγω της αναπτυσσόμενης 

οντογένεσης της CD4+ έκφρασης. Η HIV μόλυνση των πρώιμων θυμικών 

κυττάρων θα μπορούσε να οδηγήσει σε ανοσολογική ανοχή ενώ ένα ανώριμο 

ανοσοποιητικό σύστημα μπορεί να είναι λιγότερο ικανό να αντιμετωπίσει την 

αντιγραφή του ιού. Μια πρόσφατη μελέτη  (Nahmias et al., 1998) έδειξε ότι 

παιδιά με επαγόμενη από τον HIV θυμική δυσλειτουργία, ειδικότερα εκείνα 

που είχαν μολυνθεί ενδομητριακά (in utero), είχαν μια σημαντικά υψηλότερη 

θνησιμότητα συγκριτικά με εκείνα που δεν την παρουσίαζαν. Επιπλέον 

κάποιες μελέτες αποδίδουν ένα ρόλο γενετικής ευαισθησίας απέναντι στον ιό, 

στο επίπεδο του HLA απλοτύπου. Έχει δειχθεί σύνδεση κάποιων απλοτύπων 

με τη μετάδοση, ενώ μόλις πρόσφατα μια μελέτη έδειξε ότι η ασυμφωνία 

μητέρας-παιδιού στα HLA τάξης Ι μόρια αυξάνει την περιγεννητική  μετάδοση 

του HIV (MacDonald et al., 1998). 

Παράγοντες κατά τη διάρκεια του τοκετού 
Οι παράγοντες αυτοί, σχετίζονται με γεγονότα που λαμβάνουν χώρα κατά το 

πέρασμα από το γεννητικό κανάλι καθώς και με μαιευτικές παρεμβάσεις κατά 

τον τοκετό. Μια πληθώρα τέτοιων παράγοντων έχει διαπιστωθεί από μια 

σειρά μελετών. Αρχικά, η έντονη  έκθεση του λεπτού δέρματος ή των 

βλεννωδών επιφανειών του βρέφους, στο μητρικό αίμα και εκκρίσεις κατά τη 

γέννηση, θα μπορούσε να αποτελεί ένα σημαντικό  δρόμο μετάδοσης. Τα 

Langerhans κύτταρα του δέρματος και της γαστρεντερικής οδού έχει δειχθεί 

ότι εκφράζουν CD4 μόρια και ότι μολύνονται από τον ιό, ενώ η διαπερατότητα 
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του εμβρυϊκού δέρματος και βλεννωδών μεμβρανών από τον HIV έχει δειχθεί 

σε ένα μοντέλο με μαϊμούδες του γένους macaca mulata.  Ένας δεύτερος 

τρόπος μετάδοσης ο οποίος έχει διαπιστωθεί σε νεογέννητα ζώα, είναι μέσω 

της στοματικής οδού. Το γεγονός αυτό, δείχνει ότι η κατάποση μητρικών 

μολυσμένων υγρών κατά τη γέννηση αποτελεί έναν ακόμη πιθανό τρόπο 

μετάδοσης. Τέλος η σημασία  της ύπαρξης βλεννωδών, HIV αντισωμάτων, 

στις μητρικές γεννητικές εκκρίσεις ως προς την μείωση του κινδύνου 

μόλυνσης κατά τη γέννα, είναι άγνωστη ενώ οι σχετικές δημοσιεύσεις είναι 

αντιφατικές.  

 Ένας τρίτος μηχανισμός μετάδοσης θα μπορούσε να λειτουργεί μέσω 

διαδικασιών κατά τον τοκετό οι οποίες σπάζουν το φράγμα του δέρματος του 

νεογνού, ενώ το παρατεταμένο σχίσιμο της μεμβράνης θα επέτρεπε αυξημένη 

έκθεση του ιού στις εκκρίσεις. Σε συμφωνία με αυτήν την υπόθεση πολλοί 

ερευνητές έχουν αναφέρει συσχέτιση της διάρκειας σχισίματος της μεμβράνης 

με τη μετάδοση. Κάτι τέτοιο προτείνει ότι η καισαρική τομή πριν την έναρξη 

του τοκετού ίσως να εμποδίζει τη μετάδοση. Ενώ μελέτες που εκτιμούν την 

επίδραση της καισαρικής στη μετάδοση έχουν αντικρουόμενα αποτελέσματα, 

δύο μετα-αναλύσεις προτείνουν ένα πιθανό  προστατευτικό  αποτέλεσμα, αν 

και καμμία μελέτη δεν ήταν ικανή να ελέγξει επαρκώς, σημαντικές 

συνμεταβλητές. Έτσι φαίνεται ακόμη πρώιμη η τελική θέση ως προς τη σχέση 

τρόπου τοκετού και μετάδοσης (Mofenson L.M., 1997). 

Παράγοντες στο νεογέννητο  
Ο ρόλος της ανοσολογικής απάντησης του νεογέννητου στην HIV έκθεση ως 

προς την αποτροπή της μετάδοσης, δεν είναι ξεκάθαρος. Πρόσφατα πολλές 

ομάδες ανέφεραν μια εμφανή «εκκαθάριση» της μόλυνσης σε νεογέννητα που 

αρχικά έδωσαν HIV+ αποτελέσματα. Επίσης κάποιοι ερευνητές ανέφεραν μία 

παροδική HIV-ειδική κυτταρομεσολαβητική απάντηση σε μη μολυσμένα 

παιδιά τα οποία γεννήθηκαν από μολυσμένες μητέρες. Σε αυτές τις μελέτες, 

μια τέτοιου είδους απάντηση παρατηρήθηκε σε ποσοστό 18-40% των μη 

μολυσμένων παιδιών, αν και ο αριθμός των παιδιών που εκτιμήθηκε ήταν 

μικρός (77-80 παιδιά). Αυτά τα δεδομένα προτείνουν ότι η 

κυτταρομεσολαβητική ανοσία  στο έμβρυο ή στο νεογέννητο ίσως παίζει 
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κρίσιμο ρόλο ως προς την προστασία ή την εκκαθάριση της ασθένειας 

(Mofenson L.M., 1997). 

Παράγοντες θηλασμού 
Διάφοροι παράγοντες έχουν συνδεθεί με τη μέσω θηλασμού μετάδοση. Η 

μετάδοση ίσως συνδέεται λιγότερο με την ποσότητα έκθεσης και περισσότερο 

με τον χρόνο έκθεσης, τη μολυσματικότητα του γάλακτος ή την ειδική 

ευαισθησία του νεογέννητου. 

Το γάλα των πρώτων ημερών της γέννας καθώς και το γάλα του πρώτου 

καιρού, θα μπορούσε να αποτελεί μεγαλύτερο κίνδυνο λόγω του υψηλού 

κυτταρικού περιεχομένου του. Για παράδειγμα μια γλυκοζαμινογλυκάνη έχει 

βρεθεί στο γάλα HIV μολυσμένων και μη, γυναικών, η οποία αναστέλλει την 

πρόσδεση της gp120 στο CD4 μόριο. Επιπρόσθετα, IgG, IgA, και IgM HIV 

αντισώματα έχουν βρεθεί στο γάλα μιας σημαντικής αναλογίας υγιών HIV-

μολυσμένων γυναικών. Επιπλέον το ανώριμο γαστρεντερικό σύστημα του 

νεογνού ίσως διευκολύνει την μετάδοση λόγω του ότι η οξύτητα του είναι 

μειωμένη, η βλέννα και οι μικρολάχνες είναι λεπτές και εμφανίζουν μια 

ανεπάρκεια σε κύτταρα που εκκρίνουν IgA. Όμως ένας τέτοιος δρόμος δεν 

είναι απαραίτητος παράγοντας στη μετάδοση, καθώς αυτή έχει αναφερθεί και 

σε νεογέννητα τα οποία ξεκίνησαν το θηλασμό και εκτός της νεογνικής 

περιόδου (Mofenson L.M., 1997). 

Πλακουντικοί παράγοντες και η δια της μήτρας μετάδοση 
Αν και πιστεύεται ότι ο συχνότερος τρόπος μόλυνσης είναι κατά τον τοκετό, η 

μετάδοση δια της μήτρας επίσης λαμβάνει χώρα, όπως έχει δειχθεί από μια 

πληθώρα μελετών. Στις μελέτες αυτές, έχει παρατηρηθεί ανίχνευση του ιού σε 

πρώιμους εμβρυϊκούς ιστούς, σε πλακουντικά κύτταρα όπως μακροφάγα, 

τροφοβλάστες, Hofbaeur κύτταρα, in situ σε συγκιοτροφοβλάστες, ενώ οι 

μελέτες αυτές δείχνουν επίσης ότι τα κύτταρα αυτά εκφράζουν τον CD4 

υποδοχέα (Sprecher et al., 1986, Maury et al., 1989, Lewis et al., 1990, 

Amirhessani & Spector, 1991, Backe et al., 1992, David et al., 1992, David et 

al., 1995). Όσον αφορά σε αυτόν τον τρόπο μετάδοσης υπάρχει η αντίληψη 

ότι μπορεί να συσχετίζεται με μια πιο σοβαρή και γρήγορη εξέλιξη της 

ασθένειας σε περίπου 20% των μολυσμένων με τον ιό παιδιών. Μια τέτοιου 
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είδους μετάδοση απαιτεί ότι ο HIV περνάει τον πλακούντα είτε μέσω 

μόλυνσης πλακουντικών κυττάρων είτε μέσω διάσπασης του πλακουντικού 

φράγματος. Η κυτταρική σύσταση του πλακούντα αλλάζει κατά την κύηση, με 

την ελλάτωση των εσωτερικών κυτοτροφοβλαστών καθώς η εγκυμοσύνη 

προχωράει. Αν οι διαφορετικοί κυτταρικοί τύποι ποικίλουν ως προς την 

ευαισθησία τους απέναντι στον ιό, ο κίνδυνος πλακουντικής μόλυνσης θα 

μπορούσε θεωρητικά να αλλάζει στα διάφορα στάδια κύησης. 

Οι ακριβείς μηχανισμοί που εμπλέκονται σ’αυτού του είδους τη μετάδοση δεν 

είναι ακόμη καλά κατανοητοί. Οι δίοδοι θα μπορούσαν να είναι transannexial 

και/ή διαμέσου του πλακούντα. Όσον αφορά στην τελευταία περίπτωση θα 

μπορούσε να υποθέσει κανείς, τους κάτωθι μη αμοιβαία αποκλειόμενους 

μηχανισμούς.  

Αρχικά κάτι τέτοιο θα μπορούσε να συμβεί με άμεση μεταφορά μολυσμένων 

κυττάρων (μονοκύτταρα ή Τ λεμφοκύτταρα) από τη μητέρα μέσω αλλοιώσεων 

του πλακουντικού φράγματος γεγονός που θα οδηγούσε σε ανάμιξη μητρικών 

και εμβρυϊκών κυττάρων. Διάφορες τέτοιου τύπου καταστάσεις έχουν 

συνδεθεί με αυξημένο κίνδυνο μετάδοσης, όπως το κάπνισμα, η χρήση 

ναρκωτικών και η χοριοαμνιοτίτιδα (Mofenson L.M., 1997). Μια σειρά από 

εργασίες (Morrish et al., 1997, Yui et al., 1996, Xiao J., 1997, Garcia-Lloret et 

al., 1996, Kilani et al., 1997) υποστηρίζουν τη θεωρία αυτή, προτείνοντας ότι 

το πέρασμα του ιού πρέπει να συμβαίνει κυρίως, μέσω αυστηρά 

περιορισμένων τρόπων μόλυνσης του λαχνώδους τροφοβλάστη 

(κυτταρομεσολαβούμενης) ή κατόπιν ολοκληρωτικής παράκαμψης του 

πλακουντικού φράγματος μέσω τροφοβλαστικής ή άλλου σημείου (π.χ 

πλακουντικής μεμβράνης) καταστροφής. Οι παραπάνω ερευνητές,  μελέτησαν 

μηχανισμούς καταστροφής του λαχνώδους τροφοβλάστη μέσω φλεγμονωδών 

κυτοκινών. Βρήκαν έτσι, ότι ο TNF-α και η IFN-γ, συνεργατικά διεγείρουν την 

απόπτωση κυτοτροφοβλαστών (CT: cytotrophoblast) και 

συγκιοτροφοβλαστών (ST: synciotrophoblast) σε καλλιέργεια, ότι ενώ και οι 

δύο TNF υποδοχείς p55 και p75 εκφράζονται στους τροφοβλάστες, η 

απόπτωση και η ICAM-1 έκφραση μεσολαβούνται μόνο μέσω της p55 και ότι 

ο EGF (επιδερμικός αυξητικός παράγοντας), μια κυτοκίνη που παράγεται από 
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τον λαχνώδη τροφοβλάστη, εμποδίζει την TNF-α/IFN-γ-επαγόμενη 

τροφοβλαστική απόπτωση. 

Επίσης ερεύνησαν τις συνέπειες της απελευθέρωσης TNF-α (πιθανότατα από 

μητρικά λεμφοκύτταρα που εισέρχονται στο στρώμα έπειτα από απώλεια του 

προστατευτικού τροφοβλάστη) στο λαχνώδες στρώμα και έδειξαν ότι ο TNF-α 

διεγείρει τον πολλαπλασιασμό πλακουντικών ινοβλαστών και την 

απελευθέρωση από αυτούς, του CSF-1 ο οποίος με τη σειρά του διεγείρει τον 

πολλαπλασιασμό των πλακουντικών μακροφάγων. Έτσι η παρεκτρεπόμενη 

απελευθέρωση του TNF-α στο λαχνώδες στρώμα, μπορεί να επάγει τις 

μορφολογικές πλευρές των πλακουντικών φλεγμονωδών καταστροφών 

(villitis: απώλεια του τροφοβλάστη και υπερπλασία των ινοβλαστών του 

στρώματος και των μακροφάγων). Επιπλέον, έδειξαν ότι η προσκόλληση 

κυττάρων του αίματος (ενεργοποιημένα μονοκύτταρα) στον πλακούντα (ST) 

μέσω ICAM-1  και  του παράγοντα των μονοκυττάρων LFA-1, (lymphocyte 

function-associated molecule) όντως συμβαίνει –φλεγμονώδεις κυτοκίνες 

όπως οι IFN-γ, TNF-α, IL-1α διεγείρουν την ICAM-1 έκφραση και την 

προσκόλληση των μονοκυττάρων- αλλά μόνο κατά την διάρκεια επεισοδίων 

μητρικής Κ.Μ.Α, απαντήσεις οι οποίες καταστέλλονται κατά την εγκυμοσύνη 

εξ’αιτίας της απώλειας του εμβρύου που παρατηρείται σαν αποτέλεσμα 

απελευθέρωσης TNF-α και IFN-γ.  

Στα πλαίσια αυτής της θεωρίας που υποδηλώνει ότι ο πλακούντας αποτελεί 

ένα ικανοποιητικό φράγμα απέναντι στον ιό ώστε να επιτρέπει ένα 

περιορισμένο πέρασμα των ιοειδών δια μέσου αυτού, συγκλίνουν πολλά 

δεδομένα. Αναλύσεις (Menu & the Biomed Working Group, 1997) που έδειξαν 

ότι συμβαίνει επιλογή των μητρικών ιικών παραλλαγών μέσα στον ίδιο τον 

πλακούντα, αλλά και in vitro αναλύσεις παραγωγικών και μη, τροφοβλαστικών 

HIV μολύνσεων (Mognetti et al., 1997), καθώς και πειράματα ελέγχου της 

πιθανής διακύτωσης του ιού διαμέσου αυτού του φράγματος, (Bomsel et al., 

1997, Lagaye et al., 1997), οδήγησαν στην ανίχνευση επιλεγμένων μορφών 

μητρικών ιών στον τροφοβλάστη. 

 Σε έναν τέτοιο μηχανισμό επιλεκτικής ρύθμισης της διαπερατότητας του 

τροφοβλάστη απέναντι στον ιό, θα μπορούσαν να εμπλέκονται, και τα 

επίπεδα έκφρασης των HIV συν-υποδοχέων στην επιφάνεια των 
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τροφοβλαστών. Οι Menu & the Biomed Working Group, 1997 βρήκαν 

απουσία έκφρασης CXCR4 ή CCR5 στην επιφάνεια των τροφοβλαστών αν 

και CXCR4 mRNA αλλά όχι CCR5 mRNA ανιχνεύθηκε στα κύτταρα αυτά.  

Επιπλέον η συνεχής έκκριση των β-χημοκινών MIP-1α και MIP-1β, (απουσία 

της χημοκίνης RANTES) από πλακουντικά εκφυτεύματα με υψηλό βαθμό 

ατομικής ποικιλότητας, δείχνει ότι ίσως οι χημοκίνες θα μπορούσαν να 

ρυθμίζουν την είσοδο του ιού στον τροφοβλάστη, καθώς και την 

διαπερατότητα των κυττάρων στόχων (Hofbauer,πλακουντικά μακροφάγα). 

Από την άλλη μεριά οι Scarlatti et al., (1997) έδειξαν ότι ο HIV είναι ικανός να 

εξελίσσεται in vivo, τροποποιώντας την ικανότητα του ως προς την 

εκμετάλλευση των διαφόρων υποδοχέων χημοκινών, ώστε να αντιπαρέρχεται 

της αναμενόμενης καταστολής του από τις C-C χημοκίνες, σε μια μελέτη 

μακροχρόνιας παρακολούθησης παιδιών με προοδευτική HIV μόλυνση.  

Ένας δεύτερος μηχανισμός θα ήταν θεωρητικά η άμεση ιική πρόσδεση μέσω 

CD4 ή παρόμοιων με αυτά μόρια -που απαντούν στην εμβρυο-μητρική 

μεσόφαση- κυρίως σε συγκιοτροφοβλάστες (David et al., 1992). Aυτό έχει 

δειχθεί σε in vitro μελέτες μόλυνσης τροφοβλαστών και κακοήθων κυτταρικών 

τροφοβλαστικών σειρών (χοριοκαρκινώματος), οι οποίες έδειξαν ότι η 

μόλυνση των κυττάρων αυτών είναι εφικτή τόσο από τον HIV-1 όσο και από 

τον HIV-2. Τα τροφοβλαστικά κύτταρα μπορούν να μολυνθούν in vitro, αλλά 

το επίπεδο της ιικής αντιγραφής είναι χαμηλό και φαίνεται ότι εξαρτάται από 

το ιικό στέλεχος που χρησιμοποιείται για τη μόλυνση. Επίσης η μόλυνση 

εξουδετερώνεται από υψηλές δόσεις HIV αντισωμάτων αλλά επιταχύνεται από 

χαμηλές δόσεις αυτών. Επιπλέον οι David et al., (1995) έδειξαν ότι η μόλυνση 

μπορεί να παρεμποδιστεί είτε από διαλυτό CD4 είτε από αντισώματα για το 

μόριο αυτό. 

Στα πλαίσια αυτού του μηχανισμού άμεσης πλακουντικής μόλυνσης, αυτή θα 

μπορούσε επίσης να συμβεί με άμεση ιική πρόσδεση όχι μόνο στον CD4 

υποδοχέα, αλλά και σε άλλους υποδοχείς όπως για παράδειγμα σε Fc 

υποδοχείς όπως έχει ήδη δειχθεί για ανοσοσύμπλοκα (σύμπλοκα 

ιού/μητρικών αντισωμάτων) από μια σειρά εργασιών Kliks et al., (1993), Kliks 

& Levy (1994), Lallemant et al., (1994), Markham et al., (1994), ενώ οι Toth et 

al., (1994b) έδειξαν ότι αντισώματα που μεσολαβούν τις Fc-ADE και C-ADE 
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είναι ικανά να επάγουν και να αυξήσουν τη HIV μόλυνση σε ανθρώπινους 

συγκιοτροφοβλάστες επιβεβαιώνοντας έτσι την προαναφερθείσα εμπλοκή 

των Fc-ADE και C-ADE στη μετάδοση από τη μητέρα στο παιδί. Οι David et 

al., (1995) έδειξαν επίσης ότι η in vitro μόλυνση κάποιων τροφοβλαστικών 

σειρών ενισχύθηκε παρουσία ανθρώπινου αντιορού για τον HIV, γεγονός που 

ενισχύει τον πιθανό ρόλο των Fc υποδοχέων στην είσοδο του ιού στο 

κύτταρο. Ακόμη οι παραπάνω ερευνητές έδειξαν την ύπαρξη των 

ανθρώπινων Fc υποδοχέων τύπου ΙΙ (στα εμβρυϊκά τριχοειδή και στον 

περιβαλλόμενο μεσεγχυματικό ιστό συμπεριλαμβανομένων των Hofbauer και 

παρόμοιων με μακροφάγα, κυττάρων) και τύπου ΙΙΙ (στην εσωτερική πλευρά 

του τροφοβλαστικού στρώματος) στον πλακούντα, ενισχύοντας έτσι την 

υπόθεση ότι η κάθετη μετάδοση IgG, συμπεριλαμβανομένων των anti-HIV 

αντισωμάτων θα μπορούσε να εμπλέκει διαδοχικά σήματα από τον ένα Fc 

υποδοχέα στον άλλο. 

Δεδομένης της ενασχόλησης μας με αυτούς τους υποδοχείς στα πλαίσια 

αυτής της εργασίας και το κατά πόσον μπορεί η είσοδος HIV-αντισωμάτων –

εκτός από την διακύτωση- να πραγματοποιηθεί μέσω αυτών, κρίνουμε 

σκόπιμο προτού αναλύσουμε το σκοπό της εργασίας αυτής, να αναλύσουμε 

λίγο διεξοδικότερα τους Fc υποδοχείς που απαντούν στον ανθρώπινο 

πλακούντα και πως αυτοί μεσολαβούν στη μετάδοση ανοσοσφαιρινών από τη 

μητέρα στο έμβρυο. 

ΑΝΘΡΩΠΙΝΟΙ Fc ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΠΟΥ ΑΠΑΝΤΟΥΝ ΣΤΟΝ 
ΠΛΑΚΟΥΝΤΑ 
Μια πληθώρα μελετών έχουν αποδείξει την παρουσία Fcγ υποδοχέων στον 

ανθρώπινο πλακούντα, οι οποίοι αποτελούν σημαντικούς μεσολαβητές των 

ανοσολογικών λειτουργιών της εμβρυο-μητρικής σχέσης. Γνωστοί Fc 

υποδοχείς που απαντούν στον πλακούντα είναι οι ακόλουθοι. Ο FcγRI, o 

FcγRII και ο FcγRΙΙΙ (εικ.8). Για αυτές τις τρεις τάξεις FcγR υποδοχέων έχουν 

ανιχνευθεί mRNAs στον πλακούντα (Koyama et al., 1991), ενώ ο νεογνικός 

υποδοχέας FcRn, έχει επίσης ανιχνευθεί στον πλακούντα με υβριδοποίηση 

κατά Northern, in situ υβριδοποίηση και ανοσοϊστοχημεία. 
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Εικόνα 8: Σχηματική αναπαράσταση της 
κατανομής των πρωτεϊνών του 
πλακούντα που προσδένουν IgG, κατά 
το τέλος της κύησης (Simister & Story, 
1997). 

 

 

 

 

FcγRI 
Ο FcγRIa, το προϊόν ενός από τρία σχετιζόμενα γονίδια έχει υψηλή συγγένεια 

για τη μονομερή IgG, ενώ προσδένει τις ανθρώπινες IgG1, IgG3 και IgG4, 

αλλά όχι την IgG2. Aντισώματα ενάντια σ’αυτόν τον υποδοχέα αντιδρούν με 

Hofbauer κύτταρα αλλά όχι με τους τροφοβλάστες ή το ενδοθήλιο, γεγονός 

που συμφωνεί με τη γνωστή έκφραση του σε μακροφάγα. Ο υποδοχέας αυτός 

στα μονοκύτταρα του περιφερικού αίματος, πραγματοποιεί την ενδοκύτωση 

και αποικοδόμηση ανοσοσυμπλόκων και πιθανότατα αυτή είναι και η 

λειτουργία του στα Hofbauer κύτταρα. 

FcγRII 
Ο υποδοχέας αυτός δεν προσδένει μονομερή IgG με μετρήσιμη συγγένεια, 

αλλά προσδένει IgG σύμπλοκα. Έξι ισομορφές αυτού του υποδοχέα έχουν 

ταυτοποιηθεί, οι οποίες κωδικοποιούνται από τρία γονίδια, τα FcγRIIΑ, Β και 

C. Οι δύο αλλότυποι του FcγRIIΑ προσδένουν ανοσοσυμπλόκα της IgG1 και 

IgG3 αλλά διαφέρουν στο ότι ο ένας προσδένει IgG2 (FcRIIa-H131) ενώ ο 

άλλος (FcRIIa-R131) όχι. Επιπλέον κανένας δεν προσδένει IgG4. Οι FcRIIb 

ισομορφές προσδένουν IgG1 και ΙgG3 σύμπλοκα ισχυρότερα από την IgG4, 

ενώ προσδένουν την IgG2 ασθενώς. Μετάγραφα FcγRIIΑ και FcγRIIC, είναι 

παρόντα στον πλακούντα καθ’όλη τη διάρκεια της εγκυμοσύνης. 

Μονοκλωνικά αντισώματα για αυτόν τον υποδοχέα αντιδρούν με Hofbauer 

κύτταρα και με το εμβρυϊκό ενδοθήλιο των αιμοφόρων αγγείων. Κανένα 

αντίσωμα δεν μπορεί να διακρίνει μεταξύ των FcγRIIa, b και c. 
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Οι FcγRIIa και FcγRIIb2 προσλαμβάνουν συσσωρευμένη IgG και  σύμπλοκα 

Fc υποδοχέα-αντισωμάτων, προτείνοντας έτσι ότι οι FcγRII στα Hofbauer 

κύτταρα θα μπορούσαν να κάνουν εκκαθάριση ανοσολογικών συμπλόκων. Ο 

FcγRII στο ενδοθήλιο ίσως να εξυπηρετεί ένα παρόμοιο σκοπό. Λιγότερο 

πιθανός είναι ένας ρόλος στην IgG μεταφορά διαμέσου των ενδοθηλιακών 

κυττάρων, δεδομένης της πολύ χαμηλής συγγένειας του υποδοχέα αυτού για 

μονομερή IgG. Το αλλήλιο αυτού του υποδοχέα που προσδένει IgG2, απαντά 

μόνο σε ποσοστό 30% στους Καυκάσιους, ενώ η κατανομή συγκεντρώσεων 

ΙgG2 που θα αναμενόταν αν συνέβαινε η μεταφορά της από τον FcγRIIa, δεν 

παρατηρείται. Επιπλέον, παρατηρείται IgG4 μεταφορά παρά το γεγονός ότι 

αυτή δεν προσδένεται από τον FcγRIIa. Η σχετική ανεπάρκεια μεταφοράς 

IgG2 διαμέσου του ενδοθηλίου θα ήταν σύμφωνη με μεταφορά από FcγRIIb 

ισομορφές. Όμως η προτίμηση του FcγRIIb για IgG3 έναντι της IgG4 δεν 

αντανακλάται στην μεταφορά στο έμβρυο. Έτσι ένας άλλος υποδοχέας 

πιθανότατα ευθύνεται για την IgG μεταφορά μέσα στα εμβρυϊκά τριχοειδή. 

FcγRIII 
Οι διαμεμβρανικές και GPI-συζευγμένες ισομορφές του FcγRIII, αντίστοιχα 

FcγRIIIa και FcγRIIIb, είναι κυρίως υποδοχείς ανοσοσυμπλόκων. Ο FcγRIIIa 

έχει μέτρια συγγένεια για τη μονομερική IgG, ενώ ο FcγRIIIb δεν την 

προσδένει σε ανιχνεύσιμο βαθμό, αλλά προσδένει ανοσοσύμπλoκα. Τόσο ο 

FcγRIIIa όσο και ο FcγRIIIb προσδένουν IgG1 και IgG3 σύμπλοκα, αλλά όχι 

IgG2 ή IgG4. 

Διάφορα μονοκλωνικά αντισώματα ενάντια στον FcγRIII αντιδρούν με 

Hofbauer κύτταρα. Στα κύτταρα αυτά αναμένεται ότι πρόκειται για τον 

FcγRIIIa, ο οποίος ανιχνεύεται και σε μακροφάγα όπου εκκαθαρίζει 

ανοσοσύμπλοκα, ενώ αυτή πιθανότατα είναι η λειτουργία του και σε αυτά τα 

κυττάρα.  Μόνο ένα από αυτά έχει βρεθεί να αντιδρά συνεχώς με 

συγκιοτροφοβλάστες από πλακούντα στο τελικό στάδιο της κύησης, ενώ 

υπάρχουν πολλές αντικρουόμενες αναφορές ως προς την έκφραση του σε 

αυτούς. Έτσι φαίνεται αβέβαιο το κατά πόσον ο FcγRIII ή μια διασταυρούμενη 

πρωτεΐνη εκφράζεται σε συγκιοτροφοβλάστες αυτού του αναπτυξιακού 

σταδίου. Πολλά δεδομένα παρόλα αυτά έχουν αποδείξει την έκφραση του 
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FcγRIIIb σε συγκιοτροφοβλάστες πρώτου τριμήνου, αλλά αυτό δεν είναι 

ακόμη ξεκάθαρο όσον αφορά στον FcγRIIIa. 

Αν ο τελευταίος υποδοχέας όντως απαντά στους τρίτου τρίμηνου κύησης, 

συγκιοτροφοβλάστες (η μεγαλύτερη ποσότητα IgG μεταφέρεται στο έμβρυο 

σ’αυτό το τρίμηνο) ίσως να συνεισφέρει στη μητρο-εμβρυϊκή μεταφορά της 

IgG δεδομένης της μέτριας συγγένειας του για αυτήν. Όμως λόγω της 

παρατηρούμενης μεταφοράς IgG2 ή IgG4 διαμέσου του συγκιοτροφοβλάστη, 

τις οποίες ούτε ο FcγRIIIa ούτε ο FcγRIIIb προσδένουν, αποκλείεται ο FcγRIII 

να είναι ο μοναδικός IgG μεταφορέας. 

FcRn 
Ο νεογνικός Fc υποδοχέας (FcRn) αποτελεί την μόνη πλακουντική πρωτεΐνη 

με γνωστό ρόλο στην IgG μεταφορά. Ο υποδοχέας αυτός, αναγνωρίσθηκε 

αρχικά σε αρουραίους και αργότερα και σε ποντίκια. Βρίσκεται εν αφθονία στα 

επιθηλιακά εμπόδια τα οποία διασχίζει η μητρική IgG για να περάσει στο 

έμβρυο ή στο νεογνό. Εκτός από την περιγεννητική περίοδο ο υποδοχέας 

αυτός, συνεχίζει να εκφράζεται σε χαμηλά επίπεδα, στο συκώτι, στο έντερο, 

στα νεφρά ενώ εκφράζεται επίσης και σε ενδοθηλιακές κυτταρικές σειρές. Σε 

αυτούς τους ιστούς ο FcRn υποδοχέας φαίνεται να προστατεύει την 

εισερχόμενη ή εξερχόμενη από το αίμα ή το εξωκυττάριο υγρό IgG, από 

καταβολισμό. 

Ο υποδοχέας αυτός, περιέχει δύο πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Η μικρότερη 

υπομονάδα είναι η β2-μικροσφαιρίνη (β2m) η οποία επίσης αποτελεί τη μικρή 

υπομονάδα των MHC τάξης I μορίων, ενώ η μεγαλύτερη είναι μια μεμβρανική 

γλυκοπρωτεΐνη παρόμοια στην αλληλουχία και στην οργάνωση επικρατειών 

με τις α αλυσίδες των τάξης Ι MHC αντιγόνων. Ο FcRn προσδένει τη 

μονομερική IgG με υψηλή συγγένεια και επίσης προσδένει και τις τέσσερις 

υποτάξεις των IgG αρουραίου, ποντικού και ανθρώπου. 

Ο ανθρώπινος FcRn -η ειδικότητα του οποίου για τις υποτάξεις των 

ανοσοσφαιρινών δεν έχει ακόμη καθορισθεί- όπως και οι αντίστοιχοι σε 

ποντικό και αρουραίο, προσδένει IgG σε pH 6 το οποίο είναι χαρακτηριστικό 

των ενδοσωμάτων. Εντοπίζεται κυρίως σε ενδοκυτταρικά κυστίδια 

συγκιοτροφοβλαστών, αν και καμία από αυτές τις μορφές δεν έχει 
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επιβεβαιωθεί ότι είναι ενδόσωμα. Λόγω αυτής της εξάρτησης του από την 

παρουσία όξινου pH, ο FcRn δεν θα μπορούσε να προσλαμβάνει IgG από το 

στρώμα, αλλά θα ήταν ικανός να μεταφέρει IgG από τα ενδοσώματα στη 

βασική πλασματική μεμβράνη των ενδοθηλιακών κυττάρων και στη συνέχεια 

να απελευθερώνει τα μητρικά αντισώματα στο αίμα του εμβρύου. (Simister & 

Story., 1997). 

ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ ΕΝΔΟΚΥΤΩΣΗΣ 
Προτού περάσουμε στην τελευταία ενότητα αυτής της εισαγωγής, η οποία 

αφορά στο σκοπό αυτής της εργασίας, θα πρέπει να περιγράψουμε τους 

αναστολείς ενδοκύτωσης που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια της, ώστε 

αυτός να γίνει καλύτερα κατανοητός. Οι αναστολείς που χρησιμοποιήσαμε 

ήταν οι εξής: 1. Brefeldin A 2. Pepstatin A 3. Leupeptin 4. TPCK 5. ZPCK 6. 

MDCA 7. DDCA και 8. NH4Cl.  

Brefeldin A: Η ουσία αυτή είναι μια μακροκυκλική λακτόνη που συντίθεται από 

το παλμιτικό (C16) σε μια ποικιλία μυκήτων (Harri et al., 1963) και αρχικά 

απομονώθηκε και χαρακτηρίσθηκε ως αντιικό αντιβιοτικό (Tamura at al., 

1968).  

Η χρήση της στην κυτταρική βιολογία ξεκίνησε με την αναγνώριση ότι σε 

κύτταρα που επωάζονται με αυτήν, η έκκριση πρωτεϊνών αναστέλλεται σε ένα 

αρχικό στάδιο του εκκριτικού μονοπατιού (Takatsuki & Tamura 1985, Misumi 

et al., 1986, Oda et al.,1987). Η αναστολή συμβαίνει σε ένα πριν το Golgi 

διαμέρισμα με αποτέλεσμα οι εκκριτικές και μεμβρανικές πρωτεΐνες να 

κατακρατούνται στο ενδοπλασματικό δίκτυο των κυττάρων (Fujiwara et al., 

1988, Lippincott et al., 1989, Yamashina et al., 1990). Διάφορες μελέτες που 

ακολούθησαν, την χρησιμοποίησαν ως ειδικό αναστολέα της μεμβρανικής 

μεταφοράς, θέτοντας ερωτήματα σχετικά με την τάξης Ι αντιγονοπαρουσίαση 

(Nuchtern et al., 1989), την μεταφορά τοξινών (Yoshida et al., 1990, Hudson 

& Grillo, 1991, Sandvig et al., 1991), την αποικοδόμηση του ενδοπλασματικού 

δικτύου (Klausner et al., 1990) και την τοπολογία της επιμήκυνσης 

γλυκοζαμινογλυκανών και των αντιδράσεων θείου (Spiro et al., 1991). 

Επιπλέον έχει δειχθεί η ανασταλτική της δράση στην ωρίμανση ιών όπως του 

HCMV (ανθρώπινου μεγαλοκυτταροϊού), (Eggers et al., 1992), στην 
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πρωτεϊνογλυκοζυλίωση και RNA αντιγραφή του VSV (vesicular stomatitis 

virus),  (Irurzun  et al., 1993) και στην ανάπτυξη των νουκλεοκαψιδίων του 

HSV type 1 (έρπητας τύπου 1) σε Vero κύτταρα (Koyama & Uchida, 1994). 

Επίσης έχει δειχθεί η αναστολή από αυτήν, της αντιγονοπαρουσίασης 

εξωγενών πρωτεϊνών από MHC τάξης II – περιορισμένα Τ λεμφοκύτταρα 

(Adorini et al., 1990) αλλά και της ειδικής από B κύτταρα 

αντιγονοπαρουσίασης, σε τέτοιου είδους, Τ κύτταρα (Kakiuchi et al., 1991). 

Pepstatin A: Η Pepstatin A είναι ένας πολύ ισχυρός αναστολέας της HIV 

πρωτεάσης (Grinde et al., 1989), εμποδίζοντας έτσι το σχηματισμό της 

αντίστροφης μεταγραφάσης και συνεπώς την HIV αντιγραφή (Von der Helm et 

al., 1989). Η Pepstatin A επίσης αποτελεί γενικότερα, αναστολέα πολλών 

πρωτεασών ασπαρτικoύ οξέος όπως της πεπσίνης, ρενίνης, χυμοσίνης και 

ειδικότερα της λυσοσωμικής πρωτεάσης, καθεπσίνης D (Daniel H., 1984). 

Πειράματα αναστολής του λυσοσωμικού αυτού ενζύμου, από την pepstatin A, 

oδήγησαν στην αποκάλυψη, ότι η ενδοπρωτεάση αυτή, μεσολαβεί ενεργά 

στον επαγόμενο από κυτοκίνες προγραμματισμένο κυτταρικό θάνατο (από 

IFN-γ, TNF-α και Fas/APO-1), Deiss et al., (1996).  

Πρόκειται για ένα πενταπεπτίδιο Μ.Β 686 και αποτελεί φυσιολογικό 

αναστολέα. Πάνω από μια κρίσιμη συγκέντρωση (0.1mM), σε μικρή ιονική 

ισχύ και ουδέτερο pH μπορεί να πολυμερίζεται σε ινίδια τα οποία μπορούν να 

εκτείνονται για αρκετά μm. Αυτά τα ινίδια έχουν μια ελικοειδή μορφή 

διαμέτρου 6-12 nm. Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις ή σε φυσιολογικά 

διαλύματα αλάτων παρατηρείται μια ποικιλία ανώτερων δομών όπως 

κορδέλες και επιφάνειες με κανονικές ή άλλου τύπου γεωμετρίες. Επιπλέον 

έχει βρεθεί ότι αλληλεπιδρά με υπομονάδες των ενδιάμεσων ινιδίων. Τέλος, 

ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός, ότι ο αναστολέας αυτός όταν 

πολυμερίζεται, χάνει την ικανότητα του να αναστέλλει την HIV πρωτεάση 

(Mothes et al., 1994). 

Leupeptin: Η Leupeptin είναι αναστολέας πρωτεασών σερίνης και SH-

πρωτεασών, όπως η πλασμίνη, τρυπσίνη, παπαΐνη, θρομβίνη, πρωτεϊνάση Κ, 

και τις λυσοσωμικές πρωτεάσες καθεπσίνη Α και Β. Έχει δειχθεί ότι 

αναστέλλει την αποικοδόμηση της Ii (invariant chain) στα ενδοσώματα, 

εμποδίζοντας έτσι την επιφανειακή έκφραση των MHC τάξης ΙΙ μορίων και τη 
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μετατροπή τους σε SDS  ανθεκτικά αβ ετεροδιμερή (Neefjes & Ploegh, 1992), 

όχι όμως και των τάξης Ι μορίων (Peters et al., 1991).  

Οι καθεπσίνες Β και D είναι σημαντικά λυσοσωμικά ένζυμα τα οποία 

πιθανότατα συνεισφέρουν σε σημαντικές λειτουργίες in vivo, όπως η 

αντιγονοπαρουσίαση (Mizuochi et al., 1994), ενώ συμμετέχουν σε μικρό 

βαθμό στην έναρξη της πρωτεόλυσης που λαμβάνει χώρα στα λυσοσώματα 

(Kominami et al., 1991). Για την D είναι επίσης γνωστό ότι ίσως παίζει 

σημαντικό ρόλο στη λειτουργία των μακροφάγων (Bugelski et al., 1992) και ότι 

παίζει ενεργό ρόλο στον κυτοκινικά επαγόμενο κυτταρικό θάνατο ( από IFN-γ 

και TNF-α), (Liang et al., 1994). 

ΖPCK (N-CBZ-L-PHENYLALANINE) και ΤPCK (Ν-TOSYL-L-

PHENYLALANINE CHLOROMETHYL KETONES). 

 Πρόκειται για χλωρομεθυλ-κετόνες. Το TPCK αναστέλλει μη αντιστρεπτά τη 

χυμοθρυψίνη και πολλές άλλες πρωτεάσες σερίνης και κυστεΐνης, 

(Schoellmann & Shaw., 1962), όπως η φισίνη και η παπαΐνη. Το ZPCK 

αποτελεί ειδικό αναστολέα της χυμοθρυψίνης Αγ και επιπλέον μειώνει σε 

κάποιο βαθμό τη δράση της καρβοξυπεπτιδάσης Y (Segal et al., 1971). 

Dansylcadaverines: monodansyl (MDCA) και didansyl (DDCA).

Πρόκειται για αλειφατικές αμίνες οι οποίες αναστέλλουν την εξαρτώμενη από 

υποδοχέα ενδοκύτωση (Davies et al., 1984). Η MDCA την αναστέλλει, 

παρεμποδίζοντας τη συσσώρευση και εσωτερίκευση των συμπλόκων 

δεσμευτή-υποδοχέα σε κυστίδια κλαθρίνης (Detilleux et al., 1991) και 

επιπλέον αναστέλλει την επιφανειακή, συνδεόμενη στη μεμβράνη, 

τρανσγλουταμινάση (Lorand et al., 1979). Η DDCA μειώνει τα επίπεδα της 

ενδοκυτταρικής β-γλυκουρονιδάσης  καθώς και την κυτταρική 

τρανσγλουταμινάση (Lorand et al., 1979). 

Xλωριούχο αμμώνιο: η ενδοσωμική λειτουργία, παρεμποδίστηκε με τη χρήση 

αυτού του αλατιού, το οποίο είναι γνωστό ότι αναστέλλει τη διαδικασία 

οξίνισης των ενδοσωμάτων, ανεβάζοντας το ενδοκυτταρικό pH (Ziegler & 

Unanne., 1982). 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
Όπως προαναφέρθηκε, ένας από τους πιθανούς τρόπους εισόδου του HIV 

μέσα στα τροφοβλαστικά κύτταρα, φαίνεται να εμπλέκει την πρόσληψη ιών με 

μορφή συμπλόκου με αντισώματα, κατόπιν πρόσδεσης των συμπλόκων 

αυτών σε Fc υποδοχείς. Στα πλαίσια διερεύνησης αυτού του ενδεχόμενου 

μηχανισμού, προσπαθήσαμε να ελέγξουμε σε ένα αρχικό στάδιο τη 

δυνατότητα ενδοκύτωσης ανοσοσφαιρινών κατόπιν πρόσδεσης τους σε ήδη 

υπάρχοντες ή επαγόμενους Fc υποδοχείς στην επιφάνεια 

συγκιοτροφοβλαστών (κυτταρική σειρά: TROPHO-1). Προκειμένου να 

διαπιστωθεί αν η διαδικασία εισόδου εμπλέκει το σχηματισμό ενδοσωμάτων ή 

αποτελεί ένα παθητικό φαινόμενο και αν ισχύει η πρώτη περίπτωση, να 

αναλυθεί επιπλέον η ακολουθούμενη μέσα στο κύτταρο πορεία, 

πραγματοποιήθηκαν μελέτες ηλεκτρονικής μικροσκοπίας διέλευσης αλλά και 

υποκυτταρικής κλασμάτωσης.   

Ο μηχανισμός της εσωτερίκευσης ανοσοσφαιρινών από τα κύτταρα αυτά, 

προσεγγίστηκε και μέσω χρήσης αναστολέων πρωτεασών αλλά και άλλων 

μορίων τα οποία αποτελούν αναστολείς της ενδοκύττωσης ή ρυθμίζουν το 

σχηματισμό καλυμένων εσοχών. Για αυτόν τον τρόπο προσέγγισης, 

εκμεταλλευθήκαμε ένα γρήγορο και λειτουργικό σύστημα το οποίο έχει 

αναπτυχθεί στο εργαστήριο μας και αφορά στην είσοδο του μονοκλωνικού 

αντισώματος anti-p21ras σε πρωτογενείς συγκιοτροφοβλάστες και την 

επακόλουθη από αυτό αναστολή, της IFN-γ-επαγόμενης έκφρασης MHC 

τάξης II αντιγόνων στην επιφάνεια των κυττάρων αυτών, η οποία 

σηματοδοτείται από την p21ras  . Η p21 είναι μια G πρωτεΐνη που εντοπίζεται 

στην εσωτερική πλευρά της πλασματικής μεμβράνης, (Willingham et al., 1980, 

Willingham et al., 1983), εμφανίζει χαμηλά επίπεδα έκφρασης στο εσωτερικό 

στρώμα του κυτοτροφοβλάστη και υψηλότερα στο εξωτερικό στρώμα του 

συγκιοτροφοβλάστη (Furth et al., 1987), ενώ κάτι τέτοιο ισχύει και για τον 

ποντικίσιο πλακούντα (Athanassakis et al., 1992). Στην ίδια εργασία, 

διαπιστώθηκε ότι το επαγόμενο από IFN-γ πρότυπο έκφρασης του p21ras σε 

πρωτογενείς συγκιοτροφοβλάστες, ακολουθεί το πρότυπο επαγωγής των 

τάξης ΙΙ αντιγόνων από την κυτοκίνη αυτή στα ίδια κύτταρα. Επιπλέον 
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διαπιστώθηκε η εκ παραλλήλου αναστολή της επαγωγής των p21ras και τάξης 

ΙΙ αντιγόνων, από μονοκλωνικό αντίσωμα για την p21ras. 

Δεδομένης της απουσίας υποδοχέων της p21ras από τα κύτταρα αυτά, 

ελέγχθηκε στη συνέχεια το κατά πόσον το μονοκλωνικό για αυτό το 

ογκογονίδιο αντίσωμα, εισέρχεται στα κύτταρα ακολουθώντας κάποιο 

μηχανισμό ενδοκύτωσης, κατόπιν πρόσδεσης του σε Fc ή άλλους υποδοχείς 

οι οποίοι είτε συστατικά είτε επαγόμενα απαντούν στην κυτταρική μεμβράνη. 

Κάτι τέτοιο όντως συμβαίνει  (Vassiliadis & Athanassakis, 1996), 

αποδεικνύοντας ότι το εν λόγω μονοκλωνικό αντίσωμα δεν ακολουθεί το 

λυσοσωμικό μονοπάτι εφόσον διατηρεί την ανασταλτική δράση του. Η 

εξουδετέρωση της p21ras  από το εισερχόμενο αντίσωμα, μπορεί να 

πραγματοποιείται είτε σε οποιοδήποτε σημείο του κυταρροπλάσματος όπου 

το ras πιθανότατα κινείται ελεύθερο στο κυτοσόλιο ή ίσως στη θέση σύνθεσης 

του αν τα κυστίδια που φέρουν το αντίσωμα συντήκονται με άλλα οργανίδια 

(πιθανώς ώριμα ενδοσώματα).   

Ο σκοπός της χρήσης των προαναφερθέντων αναστολέων ήταν να 

διαπιστωθεί ποιός ή ποιοί από αυτούς θα μπορούσαν να παρεμποδίσουν την 

ειδική ενδοκυτταρική μεταφορά ενός αντισώματος ικανοποιώντας παράλληλα 

τα εξής κριτήρια: 1. διατήρηση της κυτταρικής μορφολογίας και βιωσιμότητας 

2. παρεμπόδιση της ενδεχόμενης εξωκύτωσης του εσωτερικευμένου anti-

p21ras μορίου. Η εξασφάλιση αυτών των προϋποθέσεων, είναι απαραίτητη 

ώστε να υπάρχει η πιθανότητα πρότασης κάποιου από αυτούς τους 

αναστολείς ως θεραπευτικού παράγοντα που να αποτρέπει ή να μειώνει 

αυτού του είδους την πρόσβαση του HIV στα πλακουντικά κύτταρα, στα 

πλαίσια της μετάδοσης του ιού από HIV+ μητέρα στο παιδί της, διαμέσου της 

μήτρας. 

Μια ακόμη παράμετρος, εξετάσθηκε στα πλαίσια αυτής της εργασίας η οποία 

αφορά επίσης στην αναζήτηση επιφανειακών μορίων των 

συγκιοτροφοβλαστών τα οποία να ρυθμίζουν την διαπερατότητα τους 

απέναντι στον HIV. Η παράμετρος αυτή αφορά στην ενδεχόμενη συστατική ή 

μη, έκφραση υποδοχέων χημοκινών στην επιφάνεια των TROPHO-1 

κυττάρων, καθώς και το κατά πόσον αυτή θα μπορούσε να επηρεάζεται –είτε 

θετικά είτε αρνητικά- από χαρακτηριστικές φλεγμονώδεις Th1 κυτοκίνες όπως 
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η IFN-γ ή αντίστοιχες αντιφλεγμονώδεις όπως η IL-4. Οι υποδοχείς που 

εξετάστηκαν, ήταν οι CCR5, CCR3 και CXCR4, η σπουδαιότητα των οποίων 

ως συν-υποδοχείς του HIV για την είσοδο του στα διάφορα κύτταρα-στόχους, 

αλλά και στην εξέλιξη της παθογένεσης του AIDS, αναλύθηκε σε 

προηγούμενες παραγράφους. Τέλος ελέγχθηκε το ενδεχόμενο αναστολής της 

έκφρασης κάποιου/κάποιων από αυτούς τους υποδοχείς στις περιπτώσεις 

όπου αυτή παρατηρείται, από τους προαναφερθέντες αναστολείς 

ενδοκύτωσης. 



 

 

  
  
  

ΥΥΛΛΙΙΚΚΑΑ  --  ΜΜΕΕΘΘΟΟΔΔΟΟΙΙ  
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ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ  ΚΑΙ ΚΥΤΤΑΡΙΚΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 
 

Στα πλαίσια της παρούσης διατριβής χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά 

TROPHO-1. Πρόκειται για φυσικής προέλευσης σπογγιοτροφοβλάστες από 

πλακούντα δωδέκατης ημέρας εγκυμοσύνης BALB/c θηλυκών ζώων με 

αρσενικά BALB/c. Τα κύτταρα αυτά είναι θετικά για κυτοκερατίνη, αρνητικά για 

βιμεντίνη και τάξης ΙΙ MHC αντιγόνα, μεγαλώνουν σχηματίζοντας monolayer 

και γίνονται πολυπήρηνα καθώς παραμένουν σε καλλιέργεια. Επίσης 

χρησιμοποιήθηκαν και πρωτογενή σπλενικά μακροφάγα τα οποία πάρθηκαν 

από αρσενικά BALB/c ποντίκια. Το χρησιμοποιούμενο για αυτά θρεπτικό 

υλικό ήταν DULBECCO’S MEM (Gibco; Paisley, UK) συμπληρούμενο με 10% 

FBS (Gibco)  και καλλιεργήθηκαν σε  ατμόσφαιρα 5% CO2. Οι κυτοκίνες που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν ποντικίσια ΙFN-γ σε συγκέντρωση 100 U/ml (Hycult, 

Uden The Netherlands) και ποντικίσια IL-4 επίσης σε συγκέντρωση 100 U/ml 

(Genzyme, Boston MA). Τα αντισώματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής: 

anti-rat horse radish peroxidase IgG 1:9000, anti-mouse IgG-POD 1:7000 

(Boehringer Mannheim), a-mouse Fcγ ΙΙ/ΙΙΙ receptor IgG-2a CD32/16 σε 

συγκέντρωση 1μg/ml, (CALTAG), anti-p21ras μονοκλωνικά αντισώματα [ v-H-

ras (Ab-1) IgG1K και v-H-ras (Ab-2) IgG 2a (Oncogene Sci. Mineola, NY)]  gold 

conjugated (colloidal gold of 10 nm) goat anti-mouse IgG 1/50 (ZYMED 

laboratories INC), rab-7: goat polyclonal IgG, 1/1000 (Santa Cruz 

Biotechnology), anti-mouse class II (H-2 d, F, J) σε αραίωση 1:4, (Serotec 

Oxford, UK), anti- mouse polyvalent (IgA, IgG, IgM) FITC conjugate Sigma 

Immunochemicals 1/100, Mab to CCR5, Mab to CCR3 (1/100 και 1/1000 

αραιώσεις), Mab to CXCR4 (1/20 και 1/200 αραιώσεις) όλα από την NIBSC-

UK. Οι αναστολείς ενδοκύτωσης αγοράστηκαν όλοι από την Sigma (St Louis, 

MO) και χρησιμοποιήθηκαν στις εξής συγκεντρώσεις: Brefeldin A 5μg/ml; 

Leupeptin 10μg/ml; Pepstatin A 1μg/ml; ZPCK: N-CBZ-L-PHENYLALANINE 

CHLOROMETHYL KETONE και TPCK: N-TOSYL-L-PHENYLALANINE 

CHLOROMETHYL KETONE 100 μg/ml; MONODANSYLCADAVERINE και 

DIDANSYLCADAVERINE 100 μΜ και τέλος ΝΗ4Cl σε συγκέντρωση 100 mM.  
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ΤΕΧΝΙΚΕΣ 
 

1. Εξωτερικός ανοσοφθορισμός 
 Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: κύτταρα από καλλιέργεια, 

ξύθηκαν και φυγοκεντρήθηκαν (6min-1200rpm). H μη ειδική πρόσδεση του 1ου 

αντισώματος εμποδίστηκε με την προσθήκη PBS-BSA 2% για 30 min στους 

40C. Επαναλήφθηκε η προηγούμενη φυγοκέντρηση και μοιράστηκαν 200μl 

κύτταρα ανά eppendorf tube. Προστέθηκαν 100μl αντισώματος, αραίωσης 

1/100 σε PBS- 

BSA 0,1%  σε κάθε tube και ακολούθησε επώαση στους 40C για 45 min. Στη 

συνέχεια τα κύτταρα πλύθηκαν τρεις φορές με PBS και ακολούθησε επώαση 

στους 40C για 30min με a-mouse FITC αντίσωμα αραίωσης 1/100 σε PBS-

BSA 0,1%, στο σκοτάδι. Τα κύτταρα ξαναπλύθηκαν τρεις φορές με PBS. 

Τέλος σε κάθε eppendorf tube προστέθηκαν 25μl γλυκερόλης 25%, έγινε 

ανασύσταση της πελέτας και τα κύτταρα απλώθηκαν σε αντικειμενοφόρους. Η 

ένταση του φθορισμού έγινε με την χρήση μικροσκοπίου φθορισμού (Zeiss, 

Oberkoctien, Germany). Κύτταρα με ασθενές βάψιμο, καθώς και κύτταρα 

χωρίς βάψιμο λογίζονται ως αρνητικά.   

 

2. Ενσωμάτωση ραδιενεργής θυμιδίνης 
TROPHO-1 κύτταρα αφού ξύθηκαν και μετρήθηκαν ώστε να έχουν 

συγκέντρωση 20.000 κύτταρα/ml στρώθηκαν (τρεις επαναλήψεις) σε round-

bottom 96-πηγάδι plates (Sarstedt;Newton, NC). Σε κάθε πηγάδι 

προστέθηκαν 2.000 κύτταρα σε 100μl DMEM 10% FCS  και 100μl αναστολείς 

σε τελικό όγκο 200μl/πηγάδι. Την επόμενη μέρα προστέθηκε σε κάθε πηγάδι 

1μCi 3ΗΤdR (INC; Costa Mesa, CA). Μετά από 18 ώρες έγινε το harvesting 

και έπειτα από 3 ώρες μετρήθηκε η ενσωμάτωση της ραδιενεργής θυμιδίνης 

αφού πρώτα προστέθηκαν 3ml τολουένιο σε κάθε σωλήνα συγκομιδής. Η 

μέτρηση έγινε σε liquid scintillation counter και εκφράζεται σε: αριθμός 

κρούσεων/λεπτό (c.p.m). 
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3. ELISA  
Υπερκείμενα καλλιέργειας αραιώθηκαν 1:1 σε coating buffer (NaHCO3 και Na2 

CO3) και στρώθηκαν (100μl/πηγάδι) σε flat-bottom 96-πηγάδι microtitre plate 

(Sarstedt) όπου και αφέθηκαν κατά τη διάρκεια της νύκτας  στους 40C. Την 

επόμενη μέρα ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: Τα πηγάδια πλύθηκαν τρεις 

φορές με PBS-Tween 20 25% (150μl/πηγάδι) και στη συνέχεια προστέθηκε 

σ’αυτά PBS-BSA 2% (200μl/πηγάδι) για 1,5h σε θερμοκρασία δωματίου. 

Ακολούθησε πλύσιμο με PBS-Tween 20 και επώαση για 1,5h με το 10 

αντίσωμα αραίωσης 1/1000 σε PBS-BSA 0,1%  (100μl/πηγάδι) σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε πάλι πλύσιμο με PBS-Tween 20 και 

επώαση με το 20 αντίσωμα (a-mouse IgG-POD) αραίωσης 1/7000 σε PBS-

BSA 0,1%  (100μl/πηγάδι) για 1,5h σε θερμοκρασία δωματίου και στο 

σκοτάδι.  Στη συνέχεια προστέθηκαν σε κάθε πηγάδι 100μl χρωμογόνου (BM 

Blue POD Subsrate,  Boehringer Mannheim) όπου και παρέμειναν για 30min 

στο σκοτάδι. Τέλος η αντίδραση σταμάτησε με την προσθήκη 50μl/πηγάδι 

H2SO4 1M. Η οπτική απορρόφηση (ΟD) μετρήθηκε στα 450nm σ’ένα ELISA 

photometer (ASYSHITECH Digiscan). Στην περίπτωση ελέγχου της πιθανής 

εξωκύτωσης των αντισωμάτων (p21 ras) ακολουθήθηκε η παραπάνω 

διαδικασία με την διαφορά ότι μετά την επώαση με την PBS-BSA 2%, 

ακολούθησε κατευθείαν η επώαση με το 20 αντίσωμα. Η συγκέντρωση του 

αντισώματος εκτιμήθηκε μέσω πρότυπων καμπυλών. 

 

5. Μορφολογία των ΤROPHO-1  

5.1. Οπτικό μικροσκόπιο 
TROPHO-1 κύτταρα (105 κύτταρα/ml, τελικός όγκος 2ml) αφού στρώθηκαν σε 

tissue culture coverslips 13mm (Sarstedt) τα οποία κάλυπταν τα πηγάδια σε 

μια 24/πηγαδιών πλάκα, και έμειναν με τους αναστολείς για 48h, 

παρατηρήθηκαν και φωτογραφήθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο (Zeiss, 

Oberkoctien, Germany). 

5.2.  Η.Μ σάρωσης 
Τα παραπάνω κύτταρα προετοιμάστηκαν επίσης για παρατήρηση σε Η.Μ. 

σάρωσης σύμφωνα με την ακόλουθη διαδικασία.  
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α.Moνιμοποίηση: Yδατικό διάλυμα γλουταρικής αλδεϋδης 2%, 

παραφορμαλδεϋδης 2% και κακοδυλικού νατρίου 0,08Μ (pH 7,4) για 90 min 

σε θερμοκρασία δωματίου. 

β. Έκπλυση: Διάλυμα σακχαρόζης 4% και κακοδυλικού νατρίου 0,08Μ (pH 

7,4) για 40 min στους 40C. 

γ. Αφυδάτωση: Με βαθμιαία αύξηση της συγκέντρωσης αιθυλικής αλκοόλης 

30%, 50%, 70%, 85%, 95% και 100%  στους  40C επί 10 min. 

δ. Ξήρανση:  Η διαδικασία έγινε σε critical point dryer (Samdri-780 A0). 

ε. Επικάλυψη:  Επικάλυψη με στρώμα AuPd πάχους 250 Α0 (Αutomatic 

Sputter-Coating Apparatus). 

στ. Παρατήρηση-Φωτογράφηση:  Σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης JEOL 

JSM-840 σε 25 KV. 

 

6. Η.Μ. διέλευσης 

6.1  Ανοσοεντόπιση  
TROPHO-1 κύτταρα (5×106 κύτταρα/ml) μετά από 48άωρη επώαση τους με 

IFN-γ  πλύθηκαν γρήγορα σε κρύο PBS-BSA 0,2% και επωάστηκαν με 

αντίσωμα (a-Fc gamma II/III) αραίωσης 1/100 σε PBS-BSA 0,1% για 25 min 

στους 40C. Μη προσδεμένο υλικό απομακρύνθηκε με τρία πλυσίματα σε κρύο 

PBS-BSA 0.1% και μετά επώαση με 10 nm gold-labeled 20 αντίσωμα σε PBS-

BSA 1% για 20 min στους 40C. ‘Ιδιας μεταχείρησης κύτταρα, επιπλέον 

επωάστηκαν διαδοχικά στους 370C για να μπούν μέσα τα σωματίδια του 

χρυσού. 

6.2 Έγκλειση 

α. Μονιμοποίηση Α: Διάλυμα γλουταρικής αλδεΰδης για 90 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

β. Έκπλυση Α: Ξέπλυμα με το διάλυμα 4% σακχαρόζης για 2×20 λεπτά στους 

40C. 

γ. Μονιμοποίηση Β: Toποθέτηση σε 2% τετροξείδιο του οσμίου για 60 λεπτά 

στους 40C. 
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 δ. Έκπλυση Β:  Ξέπλυμα όπως στην έκπλυση Α. 

ε. Αφυδάτωση:  Με βαθμιαία αύξηση της συγκέντρωσης αιθυλικής αλκοόλης 

30%-50%-70%-85%-95%-100% ανά 10 λεπτά στους 40C και 2×15 λεπτά σε 

τελείως αφυδατωμένη σε θερμοκρασία δωματίου. 

στ.  Διαπότιση – έγκλειση: 100% 1, 2-επόξυ-προπάνιο για 2×15 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. 

Ρητίνη Α: 1, 2-επόξυ-προπάνιο, 1:3 για μια ώρα. 

Ρητίνη Α: 1, 2-επόξυ-προπάνιο, 1:1 για μια ώρα.   

Ρητίνη Α: 1, 2-επόξυ-προπάνιο, 3:1 για μια ώρα. 

Ρητίνη καθαρή A:12-24 ώρες με ανάδευση (EPON-812: 25 gr, Araldite: 20 gr, 

DDSA: 60 gr). 

Ρητίνη καθαρή Β :2-4 ώρες (δύο αλλαγές), (10 gr stock A + 100 μl DMP-30). 

ζ. Επώαση – πολυμερισμός: Οι πελέτες τοποθετήθηκαν σε ειδικές πλαστικές 

θήκες. Ο πολυμερισμός της ρητίνης έγινε στους 60οC για 60-70 ώρες. 

 

Τομές – χρώσεις  
Tα εγκλεισμένα κύτταρα κόπηκαν σε υπερμικροτόμο LKB με υάλινο μαχαίρι 

και οι τομές με χρώμα αλληλεπίδρασης από ανοικτό χρυσό ως ασημένιο 

συλλέχθηκαν κατευθείαν σε χάλκινους ‘ φορείς ’ των 200 mesh. Οι τομές 

αυτές έχουν πάχος μεταξύ 60 και 150 nm. Tαινίες 4-6 τομών συλλέχθηκαν σε 

κάθε φορέα. Οι τομές έπειτα χρώστηκαν με οξικό ουρανύλιο (10-20 λεπτά) και 

κιτρικό μόλυβδο (75 sec)  και παρατηρήθηκαν σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο  

διέλευσης JEOL 100C σε 80 KV. Για τις φωτογραφίες χρησιμοποιήθηκε 

ορθοχρωματικό φιλμ KODAK Electron Microscopy. 

 

7. Yποκυτταρική κλασμάτωση  
TROPHO-1 κύτταρα (60 × 106) πλύθηκαν δύο φορές με PBS (Gibco), (pH 7,4) 

και μια φορά με το διάλυμα ομογενοποίησης (HB) (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 

0,25 M σουκρόζη, pH 7,4) πριν την ομογενοποίηση. Τα κύτταρα 
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ανασυστάθηκαν σε 2 ml HB και συνεθλίβησαν απαλά με ένα Dounce Tissue 

Grinder (Wheaton) για 20 κύκλους, ακολουθούμενους από απαλό 

πιπετάρισμα. Το ομογενοποιημένο υλικό φυγοκεντρήθηκε στα 900 g για 10 

λεπτά  για να δώσει postnuclear supernatant (PNS). Η πελέτα ανασυστάθηκε 

απαλά σε 1 ml HB, η φυγοκέντρηση επαναλήφθηκε και το υπερκείμενο 

συνδυάστηκε με το πρώτο PNS. Τα δύο PNS φυγοκεντρήθηκαν στα 10.000 g 

για 20 λεπτά  για να απομακρυνθούν τα μιτοχόνδρια. 2 ml από το PNS 

απλώθηκε σε μια  9 ml  Percoll κλίση (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.) 

(1,05 g/ml) που παρασκευάστηκε ανάλογα με τις οδηγίες του κατασκευαστή 

και φυγοκεντρήθηκε στα 34.809gmax για 20 λεπτά.  0,5 ml δείγματα 

συνελλέγησαν από το κάτω μέρος της κλίσης με βελόνα. Η όλη διαδικασία 

έγινε στους 4οC. 

100μl από κάθε κλάσμα στρώθηκαν σε μια flat-bottom 96-πηγαδιών microtitre 

plate (Sarstedt) αραιώθηκαν με 50μl νερό και ακολούθησε γρήγορο πάγωμα 

(-20 οC) και ξεπάγωμα (37 οC) για να σπάσουν τα κυτταρικά οργανίδια. 

 



 

 

  
  
  

ΑΑΠΠΟΟΤΤΕΕΛΛΕΕΣΣΜΜΑΑΤΤΑΑ  
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ΑΝΑΚΛΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΗΣ ΤΟΥ anti-p21ras ΣΤΗΝ IFN-γ 
ΜΕΣΟΛΑΒΟΥΜΕΝΗ ΕΠΑΓΩΓΗ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΑΞΗΣ ΙΙ 
ΑΝΤΙΓΟΝΩΝ ΤΟΥ ΚΥΡΙΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ 
ΙΣΤΟΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΑΣ, ΣΕ TROPHO-1 ΚΥΤΤΑΡΑ, ΑΠΟ ΤΟΥΣ 
ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟΥΣ ΑΝΑΣΤΟΛΕΙΣ 
Όπως ήδη έχει αναφερθεί στην εισαγωγή, η πορεία της ενδοκύτωσης μορίων 

ανοσοσφαιρίνης προσκολλημένων στην κυτταρική μεμβράνη, ακολουθήθηκε 

αρχικά με τη χρήση αναστολέων. Για τη μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκε το 

λειτουργικό σύστημα της μη αναστολής έκφρασης τάξης ΙΙ αντιγόνων 

ιστοσυμβατότητας από το μονοκλωνικό αντίσωμα anti-p21ras σε IFN-γ 

επαχθέντες τροφοβλάστες. 

Στα πειράματα αυτής της ενότητας, TROPHO-1 κύτταρα, επωάστηκαν με IFN-

γ για 48 ώρες, επάγει την έκφραση MHC τάξης ΙΙ αντιγόνων στην επιφάνεια 

τους. Εφόσον η πρωτεΐνη p21Ras αποτελεί μέρος του μονοπατιού μετάδοσης 

του σήματος της IFN-γ για την επαγωγή των τάξης ΙΙ αντιγόνων, το anti-p21ras 

όταν προστίθεται στα κύτταρα αυτά, 24 ώρες πριν από την IFN-γ, αναστέλλει 

την προαναφερθείσα επαγωγή. Η προσθήκη των αναστολέων 

πραγματοποιήθηκε σε διάφορες χρονικές στιγμές, κατά την διάρκεια των 72 

ωρών συνολικής καλλιέργειας αυτών των κυττάρων.  

Η επίδραση του εκάστοτε αναστολέα, στη δράση του anti-p21ras ως προς την 

έκφραση των τάξης ΙΙ MHC αντιγόνων απεικονίζεται στους πίνακες 1-8 όπου 

και αναγράφονται οι συνθήκες κάτω από τις οποίες έγινε η προσθήκη του 

κάθε αναστολέα. Σε όλες τις περιπτώσεις ο έλεγχος έκφρασης των τάξης ΙΙ 

αντιγόνων έγινε 48 ώρες μετά την προσθήκη της IFN-γ με την τεχνική του 

εξωτερικού ανοσοφθορισμού.  

Στον πίνακα 1, φαίνεται η επίδραση του αναστολέα brefeldin A στη δράση του 

anti-p21ras ως προς την επιφανειακή έκφραση των τάξης ΙΙ αντιγόνων. Ο 

αναστολέας αυτός, προστέθηκε 5 ώρες πριν από το anti-p21ras κατόπιν 

βιβλιογραφικής έρευνας ως προς τον ελάχιστο χρόνο δράσης του (το ίδιο 

ισχύει για όλους τους αναστολείς, δηλαδή όσον αφορά στην επιλογή του 

χρόνου προσθήκης τους, πριν από το anti-p21ras). Όπως φαίνεται στον 

πίνακα 1, ο αναστολέας αυτός, όντως παρεμποδίζει το anti-p21ras  να δράσει 

ανασταλτικά στην επαγωγή των τάξης ΙΙ αντιγόνων από την IFN-γ (ε, στ, η) αν 
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και ο βαθμός αναστολής του ποικίλει ανάλογα με τη στιγμή της προσθήκης 

αυτού. Επιπλέον φαίνεται η επαγωγή των τάξης ΙΙ από την IFN-γ (γ) αλλά και 

η αναστολή της από το anti-p21ras  (δ). Τα α, β, γ, δ αποτελούν τα control του 

λειτουργικού αυτού συστήματος και για το λόγο αυτό, επαναλήφθηκαν για 

κάθε αναστολέα, ώστε να εξασφαλίζεται η ειδικότητα της δράσης του. 

Στον πίνακα 2, απεικονίζεται η επίδραση του αναστολέα πρωτεασών 

leupeptin στο σύστημα μας. Ο αναστολέας αυτός, προστέθηκε 1 ώρα πριν 

από το anti-p21ras (ε και η) και όπως φαίνεται παρεμποδίζει ικανοποιητικά το 

anti-p21ras , σε όλες εκτός από μία (ζ) περιπτώσεις. Ο βαθμός αναστολής, 

όπου αυτός υπάρχει, παρουσιάζει ελάχιστες διαφορές. 

Brefeldin A 
 

 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - 48±2 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 10±3 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 50±6 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 46±7 

 
Πίνακας 1.  

 

 
Leupeptin 

 
 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - 48±8 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 57±3 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 2±0 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 53±3 

 
Πίνακας 2.  
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Στους πίνακες 3 και 4 απεικονίζεται η επίδραση των αναστολέων pepstatin A 

και χλωριούχο αμμώνιο, αντίστοιχα, στη δράση του anti-p21ras . H pepstatin A 

προστέθηκε 1 ώρα πριν από το anti-p21ras στις περιπτώσεις ε και η. Το ίδιο 

ισχύει και για το χλωριούχο αμμώνιο. Όσον αφορά στην pepstatin A, εκτός 

από την περίπτωση f, αποτελεί κατά τα άλλα, αποτελεσματικό αναστολέα της 

δράσης του anti-p21ras, με μικρή διαφοροποίηση μεταξύ των διαφόρων 

συνθηκών προσθήκης αυτής. Το  χλωριούχο αμμώνιο, προκαλεί από 

ικανοποιητική έως σημαντική αναστολή της δράσης του anti-p21ras, σε όλες τις 

περιπτώσεις προσθήκης αυτού στις καλλιέργειες των TROPHO-1. Η 

παρατηρούμενη αναστολή, εμφανίζεται σχεδόν όμοια στις περιπτώσεις ε και 

ζ, όπως επίσης στις στ και η, ενώ το πρώτο ζεύγος περιπτώσεων εμφανίζεται 

να παρουσιάζει ένα βαθμό αναστολής, περίπου διπλάσιο του δεύτερου. 

 Pepstatin A 
 

 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - 41±4 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 0 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 67±3 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 61±2 

 
Πίνακας 3.  

Στους πίνακες 5 και 6 αποδίδεται η επίδραση των αναστολέων TPCK και 

ZPCK, αντίστοιχα, στη δράση του anti-p21ras . Οι αναστολείς αυτοί 

προστέθηκαν επίσης 1 ώρα πριν από το anti-p21ras, στις περιπτώσεις ε και η. 

 
NH4Cl 

 
 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - 58±7 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 21±6 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 55±3 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 20±2 

 
Πίνακας 4.  
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Το TPCK, σε καμία από τις περιπτώσεις προσθήκης του στις καλλιέργειες 

μας, δεν κατάφερε να αναστείλλει τη δράση του   

anti-p21ras . Το ZPCK, όπως δείχνει ο πίνακας 6, αναστέλλει τη δράση του 

anti-p21ras στην περίπτωση η, ενώ στις άλλες περιπτώσεις δεν το 

παρεμποδίζει ουσιαστικά. 

TPCK 
 

 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - 3±0 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 7±1 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 5±2 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 13±5 

 
Πίνακας 5.  

 

ZPCK 
 

 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - Δεν έγινε 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 0 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 6±2 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 46±4 

 
Πίνακας 6.  

 
 

Τέλος ακολουθούν οι πίνακες 7 και 8 όπου απεικονίζεται, αντίστοιχα,   η 

επίδραση των αναστολέων MDCA και DDCA, στη δράση του anti-p21ras. H 

MDCA προστέθηκε 30 λεπτά πριν από το anti-p21ras στις περιπτώσεις ε και η, 

ενώ η DDCA, 1 ώρα νωρίτερα από το αντίσωμα, στις ίδιες περιπτώσεις. Η 

MDCA προκαλεί ισχυρή αναστολή της δράσης του anti-p21ras, εμφανίζοντας 

επίσης διαφορετικό βαθμό αναστολής, σε κάθε περίπτωση προσθήκης της, 

στις καλλιέργειες των TROPHO-1. Όσον αφορά τέλος στην DDCA, αναστέλλει 

ικανοποιητικά το anti-p21ras, μόνο στην περίπτωση ε ενώ στις άλλες 

περιπτώσεις δεν το παρεμποδίζει σχεδόν καθόλου. 
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Monodansyl cadaverine 
 

 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - 94±8 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 55±3 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 64±4 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 41±2 

 
Πίνακας 7.  

 

Didansyl cadaverine 
 

 Χρόνος προσθήκης (ώρες) 
 0 5 24 48 

Επαγωγή Τάξης ΙΙ (± 
SD) 

Αα - - - - 0 
Αβ Iα-p21ras - - - 5±2 
Αγ - - IFN-γ - 68±4 
Αδ Iα-p21ras - IFN-γ - 1±0 
Αε ΙΝΗ Iα-p21ras IFN-γ - 68±2 
Αστ ΙΝΗ+ Iα-p21ras - IFN-γ - 14±4 
Αζ Iα-p21ras - IFN-γ+ ΙΝΗ - 17±5 
Αη ΙΝΗ Iα-p21ras ΙΝΗ IFN-γ+ ΙΝΗ ΙΝΗ 0 

 
Πίνακας 8.  

                                    

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΩΝ ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ ΣΤΗΝ 
ΕΞΩΚΥΤΩΣΗ ΤΟΥ anti-p21ras ΑΠΟ ΤΑ TROPHO-1 ΚΥΤΤΑΡΑ 
 

Όπως προαναφέρθηκε στην εισαγωγή, μια προϋπόθεση που θα έπρεπε να 

πληρεί κάποιος/κάποιοι από αυτούς τους αναστολείς εκτός από την ικανότητα 

τους να παρεμποδίζουν τη δράση του anti-p21ras, ήταν επίσης να μην 

επιτρέπουν την εξωκύτωση του, ώστε να αποφεύγεται η επιμόλυνση άλλου 

κυττάρου. Για τον  έλεγχο της πιθανής εξωκύτωσης του αντισώματος αυτού, 

θρεπτικό υγρό καλλιέργειας το οποίο περιείχε το αντίσωμα αυτό (κατόπιν 

επώασης των κυττάρων με αυτό το αντίσωμα για 24 ώρες), αφαιρέθηκε από 

τις καλλιέργειες και αντικαταστάθηκε με καινούριο θρεπτικό, προτού 

προστεθεί η IFN-γ. Μετά από 48 ώρες, τα υπερκείμενα των καλλιεργειών 

αυτών, συνελλέχθησαν και ανιχνεύθηκε η περιεκτικότητα τους σε anti-p21ras, 
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με την τεχνική της ELISA. Η συγκέντρωση του αντισώματος, εκτιμήθηκε μέσω 

πρότυπων καμπυλών.  

Στο διάγραμμα 1, φαίνεται η εξωκύτωση του anti-p21ras -απουσία 

αναστολέων- αφού η ανίχνευση του στα υπερκείμενα καλλιεργειών είναι 

δυνατή ακόμη και μετά την αφαίρεση του εναπομείναντος (μη 

προσλαμβανομένου από τα κύτταρα) αντισώματος, το οποίο προστέθηκε 

στην αρχή της καλλιέργειας. 
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Διάγραμμα 1  

 

Στο διάγραμμα 2 φαίνεται ποιοί από τους οχτώ αναστολείς επιτρέπουν και 

ποιοί όχι, την εξωκύτωση του anti-p21ras. Οι αναστολείς χρησιμοποιήθηκαν 

στις ίδιες συνθήκες με αυτές των πειραμάτων ελέγχου της αναστολής τους 

στη δράση του anti-p21ras, ως προς την επαγωγή των τάξης ΙΙ αντιγόνων, που 

περιγράφονται στο προηγούμενο κεφάλαιο. Όπως φαίνεται οι DDCA, MDCA, 

NH4Cl και TPCK ανάλογα με την εκάστοτε πειραματική συνθήκη, επιτρέπουν 

λιγότερο ή περισσότερο την εξωκύτωση του anti-p21ras. Έτσι οι αναστολείς 
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που ικανοποιούν και το δεύτερο αυτό κριτήριο, είναι οι ακόλουθοι: pepstatin A, 

leupeptin, brefeldin A και ZPCK. 
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Διάγραμμα 2 
 

ΕΠΙΔΡΑΣΗ ΤΩΝ ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΙΚΩΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΩΝ ΣΤΟΝ 
ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΜΟ ΚΑΙ ΣΤΗ ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ  ΤΩΝ TROPHO-1 
ΚΥΤΤΑΡΩΝ 
 

 Έλεγχος της επίδρασης των αναστολέων στον πολλαπλασιασμό 
των TROPHO-1 
 

To τρίτο κριτήριο που θα έπρεπε να ικανοποιούν oι ζητούμενοι αναστολείς θα 

ήταν να μην είναι σημαντικά ζημιογόνοι όσον αφορά στην κυτταρική αύξηση 

των TROPHO-1. Τα κύτταρα αυτά επωάστηκαν με τους αναστολείς (με κάθε 

έναν ξεχωριστά) για 48 ώρες. Ακολούθησε ο έλεγχος της ενδεχόμενης 

κυτταροτοξικότητας τους,  με πειράματα ενσωμάτωσης  ραδιενεργής 

θυμιδίνης (3HTdR) η οποία αντανακλά τα επίπεδα του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού. Η σχηματική απεικόνιση των πειραμάτων αυτών, φαίνεται 
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στο διάγραμμα 3, όπου η brefeldin A έχει τη μέγιστη κυτταροτοξικότητα στα 

TROPHO-1, και η leupeptin, τη μικρότερη. 
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Διάγραμμα 3  

 

 

    

Επίδραση των ενδοκυτταρικών αναστολέων στη μορφολογία των 
TROPHO-1 
 

Σε συνδυασμό με την εξασφάλιση της διατήρησης του κυτταρικού 

πολλαπλασιασμού σε ικανοποιητικά επίπεδα, θα έπρεπε να εξασφαλιστεί και 

η διατήρηση της κυτταρικής μορφολογίας παρουσία αυτών των αναστολέων. 

Έτσι TROPHO-1 κύτταρα επωάστηκαν με τους αναστολείς αυτούς σε 

συνθήκες όμοιες με αυτές του ελέγχου του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (48 

ώρες),  και φωτογραφήθηκαν σε οπτικό μικροσκόπιο (φωτογραφία 1). Είναι 

εύκολο κανείς να διαπιστώσει ότι η δράση κάθε αναστολέα στην κυτταρική 

μορφολογία, συμφωνεί με το αντίστοιχο για αυτόν αποτέλεσμα, ως προς τον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων αυτών. 
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Φωτογραφία 1: control: κύτταρα που έχουν επωαστεί μόνο με θρεπτικό υγρό 
καλλιέργειας, απουσία οποιουδήποτε αναστολέα. 
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Η επίδραση των ενδοκυτταρικών αυτών αναστολέων στη μορφολογία των 

TROPHO-1, ελέγχθηκε (υπό τις ίδιες πειραματικές συνθήκες) και μέσω 

ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης. ΤROPHO-1 κύτταρα κατόπιν επώασης 

τους με τους υπό εξέταση αναστολείς, επεξεργάστηκαν κατάλληλα ώστε να 

είναι δυνατή η λεπτομερέστερη παρατήρηση της μορφολογίας τους, σε 

ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης. Στη φωτογραφία 2, φαίνονται τα 

αποτελέσματα αυτής της πειραματικής διαδικασίας, τα οποία έρχονται σε  

συμφωνία με τα πειράματα της ενσωμάτωσης ραδιενεργής θυμιδίνης και την 

φωτογράφηση στο οπτικό μικροσκόπιο. 

 
Φωτογραφία 2 
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Το τελικό συμπέρασμα που προκύπτει από όλα τα παραπάνω αποτελέσματα 

ως προς την επιλογή κάποιου/κάποιων από αυτούς τους αναστολείς για τη 

συνέχεια αυτής της εργασίας, οδηγεί στους αναστολείς leupeptin και pepstatin 

A. Δεδομένων, της αναφερόμενης στη βιβλιογραφία αναστολής που ασκεί η 

leupeptin στη μεμβρανική έκφραση των τάξης ΙΙ αντιγόνων (η οποία 

ενδεχομένως να επηρεάζει τα αντίστοιχα για αυτήν αποτελέσματα των 

πειραμάτων της πρώτης ενότητας), αλλά και της ιδιότητας της pepstatin A να 

αναστέλλει την HIV πρωτεάση, αποφασίσαμε να εστιαστούμε στο δεύτερο 

αναστολέα  και στη δράση του, στη συνέχεια της εργασίας μας. Επιπλέον για 

να εξασφαλισθεί η ειδικότητα της δράσης του ως προς την ανάκληση της 

δράσης του anti-p21ras στο λειτουργικό σύστημα ελέγχου της μεμβρανικής 

έκφρασης των τάξης ΙΙ αντιγόνων στα TROPHO-1 κύτταρα, ελέγχθηκε το κατά 

πόσον η ίδια η pepstatin A επηρεάζει την επαγωγή των αντιγόνων αυτών από 

την IFN-γ σε TROPHO-1 κύτταρα. Έτσι δοκιμάστηκαν οι εξής περιπτώσεις: α. 

επώαση τους με θρεπτικό υλικό καλλιέργειας για 48 ώρες (πείραμα ελέγχου) 

β. επώαση τους με IFN-γ για 48 ώρες (πείραμα ελέγχου) γ. επώαση τους για 

48 ώρες με IFN-γ και pepstatin A μαζί δ. προσθήκη της pepstatin A, 24 ώρες 

μετά την έναρξη της επώασης με IFN-γ και τέλος οι συνθήκες των γ και δ 

πραγματοποιήθηκαν ταυτόχρονα. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών, 

(διάγραμμα 4), δείχνουν ότι ο αναστολέας δεν επηρεάζει με κάποιου άλλου 

είδους τρόπο, την έκφραση των τάξης ΙΙ αντιγόνων.  
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Διάγραμμα 4  

TROPHO-1 ΚΥΤΤΑΡΑ ΚΑΙ Fc ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ. 

 Επαγωγή των Fc υποδοχέων από την IFN-γ 
 

Στα πλαίσια της υπό μελέτης ενδοκύτωσης του anti-p21ras από τα TROPHO-1 

κύτταρα, θελήσαμε να δούμε το κατά πόσον εμπλέκονται στη διαδικασία αυτή, 

Fc υποδοχείς οι οποίοι είτε συστατικά είτε επαγόμενοι, εκφράζονται από τα 

κύτταρα αυτά. Έτσι, διατηρώντας τη βασική για το σύστημα μας επαγωγή των 

τάξης ΙΙ αντιγόνων και της Ras πρωτεΐνης από την IFN-γ κατόπιν επώασης 

τους με αυτήν για 48 ώρες, ελέγξαμε το κατά πόσον στο διάστημα αυτό η IFN-

γ μπορεί να επάγει την επιφανειακή έκφραση Fc υποδοχέων στα κύτταρα 

μας. Όπως αναφέρθηκε και στην εισαγωγή, οι πιθανές μορφές Fc υποδοχέων 

που απαντούν σε ανθρώπινους συγκιοτροφοβλάστες είναι οι FcγΙΙΙ. Έτσι, 

χρησιμοποιήσαμε αντίσωμα για τους FcγΙΙ/ΙΙΙ υποδοχείς. Σε πειράματα 

εξωτερικού ανοσοφθορισμού η πιθανότητα συστατικής έκφρασης τους 

ελέγχθηκε σε κύτταρα καλλιέργειας 48 ωρών απουσία IFN-γ, ενώ η 
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ενδεχόμενα επαγόμενη έκφραση τους, σε κύτταρα καλλιέργειας 48 ωρών, 

παρουσία IFN-γ. Το διάγραμμα 5 δείχνει ότι όντως η IFN-γ, επάγει την 

έκφραση των υποδοχέων αυτών και μάλιστα σε υψηλό βαθμό. 

 

 

 

Επαγωγή των FcγII/III από IFN-γ σε TROPHO-1

0

10

20

30

40

50

60

70

80

(-) IFN-γ (+) ΙFN-γ

Επ
ίπ
εδ
α 
έκ
φ
ρα

ση
ς 

Fc
γI

I/I
II 

υπ
οδ

οχ
έω

ν:
 π
οσ

οσ
τό

 θ
ετ
ικ
ώ
ν 

κυ
ττ
άρ

ω
ν 

(%
) (

+/
- S

D
)

 
 

Διάγραμμα 5   
 

 

 

Προσπάθεια ανάλυσης του ενδοκυτωτικού μονοπατιού μεταφοράς 
ανοσοσφαιρίνης, μέσω των Fc υποδοχέων σε TROPHO-1 κύτταρα, 
με ηλεκτρονική μικροσκοπία διέλευσης 
Εκμεταλλευόμενοι την προαναφερθείσα επαγωγή των Fc υποδοχέων από την 

IFN-γ, θελήσαμε να επαναλάβουμε την προηγούμενα παρατηρηθείσα, από το 

εργαστήριο μας, ενδοκύτωση ανοσοσφαιρίνης (anti-p21ras από πρωτογενείς 

συγκιοτροφοβλάστες), μέσω ηλεκτρονικής μικροσκοπίας διέλευσης 

(Vassiliadis & Athanassakis, 1996).  
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Έτσι, προσπαθήσαμε να επαληθεύσουμε αυτή τη διαδικασία, 

χρησιμοποιώντας αυτή τη φορά το anti-FcγII/III αντίσωμα ως εισερχόμενη 

ανοσοσφαιρίνη στα TROPHO-1 κύτταρα, στα πλαίσια ενός μοντέλου 

ενδοκύτωσης εξαρτώμενης από υποδοχέα, λόγω της ειδίκευσης αυτού του 

αντισώματος για τους FcγII/III υποδοχείς. Ο απώτερος σκοπός θα ήταν η 

αναστολή της ενδοκύτωσης αυτής, από κάποιον ενδοκυτταρικό αναστολέα, 

και συγκεκριμένα από την pepstatin A, η οποία είναι ο καλύτερα 

ανταποκρινόμενος αναστολέας από όλους, ως προς τα κριτήρια τα οποία 

αναλύθηκαν και ελέγχθηκαν στα προηγούμενα κεφάλαια. 

Έτσι TROPHO-1 κύτταρα, καλλιεργήθηκαν για 48 ώρες παρουσία  IFN-γ, και 

στη συνέχεια ακολούθησε η διαδικασία της ανοσοεντόπισης και 

προετοιμασίας αυτών, για ηλεκτρονική μικροσκοπία διέλευσης όπως 

περιγράφθηκε στα υλικά και μέθοδοι. Παρόλα αυτά, σε καμία πειραματική 

συνθήκη δεν έγινε δυνατή η σήμανση (μέσω του δεύτερου, συνδεόμενου με 

σωματίδια χρυσού, αντισώματος) και η ανίχνευση του anti-FcγIIIII στη 

μεμβράνη, ή στο εσωτερικό των συγκιοτροφοβλαστών ΤROPHO-1 όπως 

αναμενόταν (φωτογραφία 3). Το ίδιο ισχύει και στην περίπτωση ελέγχου της 

πρόσδεσης των αντισωμάτων στην πλασματική μεμβράνη των κυττάρων (δεν 

παρουσιάζεται η αντίστοιχη φωτογραφία). 
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Φωτογραφία 3  
 

Πειράματα ελέγχου της ανακύκλωσης των Fc υποδοχέων και η 
επίδραση της pepstatin A σε αυτούς 
Λόγω της μη αποτελεσματικότητας των πειραμάτων ηλεκτρονικής 

μικροσκοπίας, και στα πλαίσια αναζήτησης πιθανών αιτιών για αυτήν, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα ελέγχου της ανακύκλωσης των Fc 

υποδοχέων που επάγονται από την IFN-γ. Επίσης έγιναν πειράματα ελέγχου 

της επίδρασης της pepstatin A τόσο ως προς την επαγωγή των υποδοχέων 

αυτών από την IFN-γ, όσο και ως προς την επίδραση της στο ρυθμό 

ανακύκλωσης αυτών, μετά την επαγωγή τους από την κυτοκίνη αυτή. Τα 

πειράματα αυτά πέρα από το ότι πιθανότατα αιτιολογούν την αδυναμία των 

πειραμάτων ηλεκτρονικής μικροσκοπίας να αναπαράγουν την εικόνα που 

διαπιστώθηκε στο παρελθόν με το anti-p21ras αντίσωμα, προσφέρουν 

χρήσιμες πληροφορίες ως προς την χρήση του επιλεγμένου αυτού αναστολέα 

στο σχεδιασμό των πειραμάτων υποκυτταρικής κλασμάτωσης με τα οποία 
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προσεγγίσαμε στη συνέχεια την ενδοκύτωση ανοσοσφαιρινών μέσω των 

υποδοχέων αυτών.  

Η πτώση των επιπέδων έκφρασης των FcγII/III, σε διάφορα χρονικά 

διαστήματα (1, 2, 4 και 12 ώρες) μετά από 48άωρη επώαση των TROPHO-1 

με IFN-γ, ελέγχθηκαν με εξ. ανοσοφθορισμό στις εξής δύο περιπτώσεις: α. 

Στην πρώτη περίπτωση αφαιρέθηκε η IFN-γ, από τις καλλιέργειες και στη 

θέση της προστέθηκε θρεπτικό υγρό καλλιέργειας για να διαπιστωθεί ο 

φυσιολογικός ρυθμός πτώσης των Fc υποδοχέων, απουσία του επαγωγικού 

ερεθίσματος και β. Παραμονή της IFN-γ στις καλλιέργειες μετά το πέρας των 

48 ωρών με επιπλέον προσθήκη του αναστολέα pepstatin A ώστε να 

διαπιστωθεί η δράση του στην ήδη υπάρχουσα επαγωγή των υποδοχέων 

αυτών. Όπως φαίνεται στο διάγραμμα 6, στην πρώτη περίπτωση, 

παρατηρούμε ότι τα επίπεδα των Fc υποδοχέων φθίνουν, ενώ όσον αφορά 

στη δεύτερη περίπτωση, φαίνεται ότι η δράση του αναστολέα στην πτώση των 

επιπέδων των υποδοχέων, είναι άμεση. Το γεγονός ότι μετά από 12 ώρες 

συνεπώασης των κυττάρων με τον αναστολέα και το επαγωγικό σήμα, 

παρατηρούμε επανεμφάνιση των υποδοχέων στη μεμβράνη, είναι ενδεικτικό 

τόσο για το χρόνο δράσης της pepstatin A  στους Fc υποδοχείς, όσο και για 

τον κύκλο της επαγωγής τους από την IFN-γ.  

Πτώση των επιπέδων των Fc υποδοχέων
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 Διάγραμμα 6  

Για να ελεγχθεί το κατά πόσον η pepstatin A επιτρέπει στην IFN-γ να επάγει 

τους Fc υποδοχείς, TROPHO-1 κύτταρα επωάστηκαν για 48 ώρες, είτε με 

ταυτόχρονη προσθήκη IFN-γ και pepstatin A, είτε με προσθήκη του 
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αναστολέα, 24 ώρες μετά την προσθήκη της IFN-γ.  Ο αναστολέας αυτός και 

στις δύο περιπτώσεις αναστέλλει εξολοκλήρου την επαγωγή των Fc 

υποδοχέων από την IFN-γ (τα επίπεδα έκφρασης των αναστολέων αυτών 

είναι μηδενικά). 

Τέλος ως προς την αναζήτηση πιθανών αιτιών για την ανικανότητα απόδειξης, 

και της anti-FcγII/III ενδοκύτωσης μέσω ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 

διέλευσης, ελέγχθηκε η πιθανότητα, ύπαρξης διαφορετικής συγγένειας των 

FcγII/III υποδοχέων για τις δύο αυτές ανοσοσφαιρίνες (anti-p21ras και anti-

FcγII/III). Έτσι έγιναν πειράματα ελέγχου ανταγωνισμού των δύο αυτών 

αντισωμάτων για τους υποδοχείς Fc, όπου ελέγχθηκε η έκφραση των τάξης ΙΙ 

αντιγόνων στις περιπτώσεις που φαίνονται στον πίνακα 9. Τα αποτελέσματα 

αυτών των πειραμάτων δείχνουν ότι υπάρχει ανταγωνισμός μεταξύ του anti-

FcγII/III και του  anti-p21ras, στην περίπτωση που το anti-FcγII/III προστίθεται 

είτε πριν το anti-p21ras, είτε μετά την IFN-γ 

.Η ενδοκύττωση του anti-p21ras από τα TROPHO-1 κύτταρα μεσολαβείται από τους Fc 
υποδοχείς. 

Συνθήκες καλλιέργειας 

 90΄ 24 ώρες 48 ώρες 72 ώρες 96 ώρες 

Ομάδα 1   IFΝ-γ  

Ομάδα 2  anti-p21ras IFΝ-γ  

Ομάδα 3 αFc anti-p21ras IFΝ-γ  

Ομάδα 4  Anti-p21ras+ αFc IFΝ-γ  

Ομάδα 5  Anti-p21ras IFΝ-γ+ αFc  

Ομάδα 6  Anti-p21ras IFΝ-γ αFc 

Ομάδα 7 αFc Anti-p21ras+ αFc IFΝ-γ+ αFc αFc 

Συ
γκ
ομ
ιδ
ή 
κυ
ττ
άρ
ω
ν 

 

Ποσοστό θετικών κυττάρων (± SD) 

Πείραμα ελέγχου (control) Τάξης ΙΙ 

Ομάδα 1 14±1 96±3 

Ομάδα 2 10±0 19±3 

Ομάδα 3 11±1 87±9 

Ομάδα 4 25±0 28±1 

Ομάδα 5 17±1 22±3 

Ομάδα 6 14±0 63±3 

Ομάδα 7 21±1 64±3 

 
Πίνακας 9 
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ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΝΔΟΚΥΤΑΡΙΚΗΣ ΠΟΡΕΙΑΣ ΤΟΥ anti-p21ras ΚΑΙ 
ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΗ ΑΥΤΗΣ ΑΠΟ ΤΟΝ ΑΝΑΣΤΟΛΕΑ pepstatin A 
ΜΕΣΩ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ ΚΛΑΣΜΑΤΩΣΗΣ 

Υποκυτταρική κλασμάτωση των TROPHO-1 
Ένας άλλος τρόπος προσέγγισης της ενδοκυτταρικής πορείας του anti-p21ras 

είναι αυτός της υποκυτταρικής κλασμάτωσης και ανίχνευσης του αντισώματος 

αυτού, στα κλάσματα που προκύπτουν.  

Στα πλαίσια αναζήτησης μεθόδων υποκυτταρικής κλασμάτωσης, καταλήξαμε 

στην εφαρμογή μιας τέτοιας μεθόδου σύμφωνα με την οποία οι Yin Q et al., 

(1994), χρησιμοποιώντας Β λεμφoκύτταρα, καταλήγουν στην απόκτηση 22 

υποκυτταρικών κλασμάτων τα οποία χαρακτηρίζουν με διάφορους ενζυμικούς 

τρόπους (χαρακτηριστικές για κάθε υποκυτταρικό οργανίδιο ενζυμικές 

δοκιμές) καθώς και με τεχνικές ανοσοκατακρήμνισης και Western blotting. Οι 

υπό δοκιμή ενζυμικοί μάρτυρες αφορούν στους εξής: α. β-exosaminidase (β-

Hexos), η οποία χαρακτηρίζει ενδοσώματα και λυσοσώματα, β. Na+/K+ 

ATPase, η οποία χαρακτηρίζει την πλασματική μεμβράνη (PM), γ. 

Cholinephosphotransferase (CPT), η οποία χαρακτηρίζει το ενδοπλασματικό 

δίκτυο (ER) δ. cytochrome c oxidase (COX), η οποία χαρακτηρίζει τα 

μιτοχόνδρια και ε. α-mannosidase II η οποία χαρακτηρίζει το Golgi. Eπιπλέον 

χρησιμοποίησαν τα εξής αντισώματα για περαιτέρω χαρακτηρισμό των 

κλασμάτων αυτών: rab 5, το οποίο χαρακτηρίζει την πλασματική μεμβράνη 

και τα πρώιμα ενδοσώματα, LAMP-1 το οποίο χαρακτηρίζει τα λυσοσώματα 

και rab 7 το οποίο χαρακτηρίζει τα ώριμα ενδοσώματα. Τέλος 

πραγματοποίησαν πειράματα πινοκύτωσης HRP (horse radish peroxidase) 

για 3 λεπτά ώστε να σημάνουν τα πρώιμα ενδοσώματα και πειράματα 

πινοκύτωσης αυτής για 3 λεπτά ακολουθούμενα από αφαίρεση της και 

αναμονή 25 λεπτών, ώστε να την σημάνουν στα ώριμα 

ενδοσωμικά/λυσοσωμικά διαμερίσματα.  

Στον πίνακα 10, απεικονίζονται τα αποτελέσματα όλων των παραπάνω 

δοκιμών, όσον αφορά στο χαρακτηρισμό των κλασμάτων που παίρνουν οι 

ερευνητές αυτοί, μέσω της χρησιμοποιούμενης κλίσης Percoll (βλ. υλικά και 

μέθοδοι).  
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ΚΑΤΑΝΟΜΗ ΤΩΝ ΟΡΓΑΝΙΔΙΑΚΩΝ ΜΑΡΤΥΡΩΝ ΣΤΑ ΥΠΟΚΥΤΤΑΡΙΚΑ ΚΛΑΣΜΑΤΑ 
 

A/A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

I + + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - 

II - - - - - - - - - - - - - - - - - + + + + + 

III + + + + + - - - - - - - - - - - - - + + + + 

IV - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

V - - - - - - + + + - - - - - - - - - - - - - 

VI - - - - - + + + + - - - - - - - - - - - - - 

VII + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - 

VIII * + + + + + + + - - - - - - - - - - - - - * 

IX * + + + + + + + - - - - - - - - - - + + + + 

X * - - - - - - - - - - - - - - - - - + + + * 

I: HRP 3 min,II:HRP 25 min, III, β-Hexos, IV: COX, V: Na+/K+ ATPase, VI: CPT, VII: a-Mann II, VIII: rab 5, IX: rab 7, X: LAMP-1, * 
not tested, (από Yin Qiu et.al 1994). 

Πίνακας 10. 
 
 
 
Εμείς ακολουθήσαμε τη μέθοδο υποκυτταρικής κλασμάτωσης της ομάδας 

αυτής και ανιχνεύσαμε την κατανομή των ώριμων ενδοσωμάτων στα 

κλάσματα μας (18 κλάσματα) μέσω ενός πολυκλωνικού rab 7 αντισώματος, με 

την τεχνική της ELISA. Tα αποτελέσματα της πρώτης κλασμάτωσης που 

πραγματοποιήθηκε σε TROPHO-1 κύτταρα καλλιεργούμενα μόνο με θρεπτικό 

υγρό και χωρίς να υποστούν κανενός είδους μεταχείριση, φαίνονται στον 

πίνακα 11, και παρουσιάζονται στο διάγραμμα 7. 

  

A/A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Rab 7 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - - ++ + + + + ++ 

Πίνακας 11. 
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Οι συμβολισμοί (-), (+), (++) και (+++) αντιπροσωπεύουν, αντίστοιχα, 

αρνητική, ελάχιστη, μικρή και σημαντική αντίδραση του rab 7 αντισώματος με 

τα κλάσματα στα οποία αφορούν οι συμβολισμοί αυτοί. Οι συμβολισμοί αυτοί 

διατηρούνται και στις τρεις περιπτώσεις υποκυτταρικής κλασμάτωσης που 

πραγματοποιήθηκαν και διατηρούν το ίδιο νόημα και στους πίνακες που 

ακολουθούν. 
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Είσοδος του anti-p21ras  στα TROPHΟ-1 και ανίχνευση του μέσω 
υποκυτταρικής κλασμάτωσης 
Μετά την πρώτη υποκυτταρική κλασμάτωση ακολούθησε η διαδικασία 

ελέγχου της εισόδου του anti-p21ras στα TROPHO-1 και στη συνέχεια η 

ανίχνευση του στα διάφορα κλάσματα. 

TROPHO-1 κύτταρα, επωάστηκαν με IFN-γ για 48 ώρες ώστε να επαχθούν οι 

Fc υποδοχείς. Κατόπιν ελέγχου αυτής, με τη διαδικασία του εξωτερικού 

ανοσοφθορισμού, διαπιστώθηκε ότι η επιφανειακή έκφραση τους μετά την 

IFN-γ-επώαση των κυττάρων, ήταν 85%. 
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Ακολούθησε επώαση των κυττάρων με το anti-p21ras αρχικά στους 4οC (για 

20 λεπτά), ώστε να γίνει η πρόσδεση του αντισώματος στη μεμβράνη των 

κυττάρων και ακολούθησε επώαση στους 37 οC (για 30 λεπτά), ώστε να 

μπορέσει η ανοσοσφαιρίνη να περάσει στο εσωτερικό των κυττάρων. Το anti-

p21ras, χρησιμοποιήθηκε σε περίσσεια (1μg/εκατομμύριο κυττάρων), ώστε να 

εξασφαλισθεί ότι η ποσότητα του ήταν επαρκής για την αποτελεσματική 

είσοδο του στο εσωτερικό των κυττάρων και ακόλουθα ανίχνευση του στα 

υποκυτταρικά κλάσματα. 

Μετά το τέλος αυτής της διαδικασίας, πραγματοποιήθηκε η υποκυτταρική 

κλασμάτωση και ακολούθησε έλεγχος τόσο για το anti-p21ras, όσο και για το 

rab 7 με τη μέθοδο της ELISA στα διάφορα κλάσματα (πίνακας 12, διάγραμμα 

8). 

A/A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Rab 7 - + + - ++ + + + - - ++ ++ - ++ +++ - - - 

Ras - - + - - - + - - + + - - ++ +++ - - - 

Πίνακας 12 
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Επίδραση του αναστολέα pepstatin A στην ενδοκυτταρική πορεία 
του anti-p21ras, και ανίχνευση της τροποποιημένης πορείας του, 
μέσω υποκυτταρικής κλασμάτωσης 
Στη συνέχεια θελήσαμε να δούμε κατά πόσον ο αναστολέας αυτός, ανατρέπει 

ή όχι, την φυσιολογική πορεία του anti-p21ras στο εσωτερικό των TROPHO-1 

κυττάρων. 

Έτσι κύτταρα TROPHO-1, επωάστηκαν πάλι με IFN-γ για 48 ώρες. Στη 

συνέχεια επωάστηκαν με τον αναστολέα (αυτή τη φορά η συγκέντρωση του 

αναστολέα ήταν μεγαλύτερη από τη μέχρι τώρα χρησιμοποιούμενη, λόγω του 

μεγάλου αριθμού κυττάρων που απαιτείται για τις κλασματώσεις: 10μg/ml) 

στους 37οC για 30 λεπτά. Ακολούθησε επώαση των κυττάρων με το anti-

p21ras όπως περιγράφθηκε στην παράγραφο Ε2 (20 λεπτά στους 4οC και στη 

συνέχεια 30 λεπτά στους 37οC) με τη διαφορά ότι αυτή η επώαση έγινε 

παρουσία του αναστολέα. Το επίπεδο έκφρασης των Fc υποδοχέων, στο 

τέλος αυτής της διαδικασίας, μειώθηκε στο 20-30%. 

Τα πειράματα που αναλύσαμε στην ενότητα Δ3 των αποτελεσμάτων, μας 

οδήγησαν στο σχεδιασμό της χρήσης του αναστολέα αυτού στα πλαίσια της 

υποκυτταρικής κλασμάτωσης ώστε να εξασφαλίσουμε τις παρακάτω 

προϋποθέσεις: 1. την άφθονη ύπαρξη των Fc υποδοχέων στη μεμβράνη των 

κυττάρων, (ο αναστολέας θα έπρεπε να προστεθεί μετά την ολοκλήρωση της 

48άωρης επώασης των κυττάρων με IFN-γ και όχι νωρίτερα, εφόσον 

αναστέλλει την επαγωγή των υποδοχέων από την κυτοκίνη αυτή) 2. τον 

ελάχιστο χρόνο δράσης του στα κύτταρα αυτά, ώστε να είναι ικανός να 

παρεμποδίσει ενδεχομένως την πορεία της ανοσοσφαιρίνης στο εσωτερικό 

τους, αλλά όχι και την είσοδο της σε αυτά, μέσω της δραματικής μείωσης που 

ασκεί στα επίπεδα έκφρασης των Fc υποδοχέων και 3. Την επαρκή για δράση 

συγκέντρωση της, για ένα τόσο μεγάλο αριθμό κυττάρων, η οποία όμως θα 

είναι κάτω από το όριο στο οποίο ο αναστολέας αυτός παύει να δρα ενάντια 

στην HIV πρωτεάση και ενδεχομένως και στις υπόλοιπες πρωτεάσες-στόχους 

του, για την οποία μιλήσαμε στην εισαγωγή. 

Τα αποτελέσματα της τρίτης και τελευταίας αυτής κλασμάτωσης, 

απεικονίζονται στον πίνακα που ακολουθεί (πίνακας 13, διάγραμμα 9). 
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A/A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Rab 7 +++ ++ +++ + - - - - - - - - - - - + + - 

Ras +++ ++ ++ - - - - - - - - - - - - - - - 

Πίνακας 13. 
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Διάγραμμα 9 

ΥΠΟΔΟΧΕΙΣ ΧΗΜΟΚΙΝΩΝ ΣΤΑ TROPHO-1 ΚΥΤΤΑΡΑ 

 Έκφραση των υποδοχέων χημοκινών CCR3, CCR5 και CXCR4 στα 
TROPHO-1 κύτταρα 
Όπως αναφέρθηκε στην εισαγωγή στα πλαίσια του σκοπού αυτής της 

εργασίας, η αναζήτηση της ενδεχόμενης έκφρασης υποδοχέων χημοκινών 

ήταν ακόμη μία υπό εξέταση παράμετρος. Αρχικά θελήσαμε να δούμε κατά 

πόσον οι υποδοχείς αυτοί, εκφράζονται φυσιολογικά από τα κύτταρα μας. Στα 

πλαίσια αυτού του πειράματος θέσαμε ως πείραμα ελέγχου, την από τη 

βιβλιογραφία γνωστή έκφραση των υποδοχέων αυτών σε μακροφάγα. Έτσι 

εκτός από τον αντίστοιχο σε TROPHO-1 κύτταρα, έγινε έλεγχος της έκφρασης 
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των υποδοχέων σε σπληνικά μακροφάγα. Τα επίπεδα της επιφανειακής 

έκφρασης των υποδοχέων αυτών, στους δύο αυτούς κυτταρικούς 

πληθυσμούς, απεικονίζονται στο διάγραμμα 10 που ακολουθεί στο οποίο 

φαίνεται ότι τα κύτταρα μας, όντως εκφράζουν αυτούς τους υποδοχείς. Τη 

μέγιστη έκφραση παρουσιάζει ο υποδοχέας CCR5 ενώ την ελάχιστη ο 

CXCR4. 
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Διάγραμμα 10  

 

Eπίδραση των κυτοκινών IFN-γ και IL-4 στα επίπεδα έκφρασης των 
υποδοχέων χημοκινών στα TROPHO-1 κύτταρα 

Στα πλαίσια αναζήτησης κυτοκινών που να καταστέλλουν ή να επάγουν την 

έκφραση των υποδοχέων αυτών στα κύτταρα μας, έγιναν πειράματα κινητικής 

για να διαπιστωθεί η επίδραση σε αυτήν, χαρακτηριστικών προφλεγμονωδών 

(Th1) αλλά και  βοηθητικών (Th2) κυτοκινών. Έτσι επιλέχθηκαν ως 

χαρακτηριστικές για τις δύο αυτές κατηγορίες, οι IFN-γ και IL-4 αντίστοιχα. 

Κύτταρα TROPHO-1, επωάστηκαν με τις κυτοκίνες αυτές (με κάθε μία 

ξεχωριστά), για τα εξής χρονικά διαστήματα: 2, 4, 6, 8, 24, 48 ώρες και η 
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επιφανειακή έκφραση των υποδοχέων αυτών ελέγχθηκε με τη διαδικασία του 

εξωτερικού ανοσοφθορισμού.  

Η IFN-γ όπως φαίνεται στο διάγραμμα 11, καταστέλλει τον CCR5 σε όλες τις 

περιπτώσεις, ενώ όσον αφορά στους CCR3 και CXCR4, ασκεί κατασταλτική 

δράση στην έκφραση τους σε όλες τις περιπτώσεις, εκτός από την αυτήν των 

24 ωρών επώασης. 

 

 

 

 

Η  IL-4, καταστέλλει τον CCR5 σε κάθε περίπτωση, ενώ ασκεί μια σημαντική 

μια σημαντική επαγωγή στην έκφραση του CXCR4 στις περιπτώσεις 

επώασης των κυττάρων με αυτήν για 2 και 6 ώρες, και ειδικότερα στις 2 ώρες, 

όπου παρατηρούμε μια αύξηση της έκφρασης του, πάνω από 50%. Ως  προς 

τον CCR3, η κυτοκίνη αυτή επιδρά στην έκφραση του, τόσο κατασταλτικά όσο 

και επαγωγικά, ανάλογα με την πειραματική συνθήκη (διάγραμμα 12).  
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Διάγραμμα 11 :τα επίπεδα φυσιολογικής έκφρασης για τους υποδοχείς αυτούς είναι τα εξής: 
CCR3: 37,83%, CXCR4:33,4%, CCR5: 47,5%.  
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Διάγραμμα 12 :τα επίπεδα φυσιολογικής έκφρασης για τους υποδοχείς αυτούς είναι τα 
εξής: CCR3: 37,83%, CXCR4:33,4%, CCR5: 47,5%. 
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Επίδραση της pepstatin A στα επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων 
χημοκινών 
Λόγω της εστίασης μας στην pepstatin A, θελήσαμε να δούμε τον τρόπο με 

τον οποίο, αυτός ο αναστολέας επιδρά, στα επίπεδα των υποδοχέων 

χημοκινών. Έτσι TROPHO-1 κύτταρα, επωάστηκαν με τον αναστολέα αυτό 

για 24 ώρες και στη συνέχεια ελέγχθηκε η επιφανειακή έκφραση των υπό 

μελέτη υποδοχέων, με τη διαδικασία του εξωτερικού ανοσοφθορισμού. 

Επιπλέον το ίδιο έγινε και σε κύτταρα καλλιέργειας 2 ωρών, με την IL-4 και 

τον αναστολέα μαζί, προκειμένου να διαπιστωθεί η επίδραση του στην πιο 

σημαντική περίπτωση επαγωγής υποδοχέα που παρατηρήθηκε στα 

πειράματα κινητικής (IL-4→CXCR4). Τα αποτελέσματα αυτών των 

πειραμάτων φαίνονται στο διάγραμμα 13 όπου μπορεί κανείς να παρατηρήσει 

τη δραματική επίδραση του αναστολέα στην έκφραση αυτών των υποδοχέων, 

τόσο από μόνος του, όσο και παρουσία της IL-4 και ειδικότερα στην 

περίπτωση του CXCR4 υποδοχέα. 

 Επίδραση της Pepstatin A στα επίπεδα υποδοχέων 
χημοκινών

0

5

10

15

20

25

CCR3 CCR5 CXCR4

(%
) θ
ετ
ικ
ώ
ν 
κυ
ττ
άρ

ω
ν 

(+
/- 

SD
)

pepstatin A

pep+IL-4
 

 
Διάγραμμα 13  
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Ανίχνευση των υποδοχέων χημοκινών σε υπερκείμενα 
καλλιεργειών των TROPHO-1 κυττάρων 
Για να ελέγξουμε το κατά πόσον εκτός από την επιφανειακή έκφραση, των 

υποδοχέων χημοκινών, οι υποδοχείς αυτοί μπορούν να ανιχνευθούν σε 

υπερκείμενα καλλιεργειών των TROPHO-1 κυττάρων, ενδεχομένως στα 

πλαίσια της ανακύκλωσης τους, υπερκείμενα καλλιεργειών μετά από επώαση 

με IFN-γ ή IL-4, ελέγχθηκαν για την περιεκτικότητα τους σε υποδοχείς, με 

δοκιμές ELISA. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων απεικονίζονται  στα 

διαγράμματα 14, 15, 16 όπου η παρουσία των τριών αυτών υποδοχέων στα 

υπερκείμενα καλλιέργειας ακολουθεί μια φθίνουσα πορεία αντιστρόφως 

ανάλογης του χρόνου παραμονής του κυτοκινικού διεγέρτη στην καλλιέργεια. 

Είναι αξιοσημείωτο το γεγονός ότι η μέγιστη επιφανειακή έκφραση των 

υποδοχέων αντιστοιχεί στη μικρότερη συγκέντρωση τους στα υπερκείμενα 

των καλλιεργειών. 
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Υπερκείμενα καλλιεργειών TROPHO-1: CCR5
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Διάγραμμα 14 :control: υπερκείμενο καλλιέργειας κυττάρων άνευ κάποιας 
μεταχείρησης, τα δείγματα 1-6 αντιπροσωπεύουν καλλιέργειες κυττάρων με IFN-γ, 

για 2, 4, 6, 8, 24 και 48 ώρες αντίστοιχα, τα δείγματα 7-12 αντιπροσωπεύουν 
καλλιέργειες κυττάρων με IL-4, για 2, 4, 6, 8, 24 και 48 ώρες αντίστοιχα και τέλος τα 
δείγματα 13 και 14 αντιπροσωπεύουν καλλιέργεια κυττάρων με pepstatin A για 24 
ώρες και καλλιέργεια κυττάρων με pepstatin A και IL-4 μαζί, για 2 ώρες. (cb: τυφλό, 

DMEM: θρεπτικό υγρό καλλιέργειας). 
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Υπερκείμενα καλλιεργειών TROPHO-1: CCR3
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Διάγραμμα 15: control: υπερκείμενο καλλιέργειας κυττάρων άνευ κάποιας μεταχείρησης, 
τα δείγματα 1-6 αντιπροσωπεύουν καλλιέργειες κυττάρων με IFN-γ, για 2, 4, 6, 8, 24 και 
48 ώρες αντίστοιχα, τα δείγματα 7-12 αντιπροσωπεύουν καλλιέργειες κυττάρων με IL-4, 
για 2, 4, 6, 8, 24 και 48 ώρες αντίστοιχα και τέλος τα δείγματα 13 και 14 αντιπροσωπεύουν 
καλλιέργεια κυττάρων με pepstatin A για 24 ώρες και καλλιέργεια κυττάρων με pepstatin 

A και IL-4 μαζί, για 2 ώρες. (cb: τυφλό, DMEM: θρεπτικό υγρό καλλιέργειας). 
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Υπερκείμενα καλλιεργειών TROPHO-1: CXCR4

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3
cb

D
M

EM

co
nt

ro
l 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Ο
π
τι
κή

 π
υκ
νό
τη
τα

 
 

Διάγραμμα 16 : control: υπερκείμενο καλλιέργειας κυττάρων άνευ κάποιας μεταχείρησης, τα 
δείγματα 1-6 αντιπροσωπεύουν καλλιέργειες κυττάρων με IFN-γ, για 2, 4, 6, 8, 24 και 48 ώρες 
αντίστοιχα, τα δείγματα 7-12 αντιπροσωπεύουν καλλιέργειες κυττάρων με IL-4, για 2, 4, 6, 8, 24 
και 48 ώρες αντίστοιχα και τέλος τα δείγματα 13 και 14 αντιπροσωπεύουν καλλιέργεια κυττάρων 
με pepstatin A για 24 ώρες και καλλιέργεια κυττάρων με pepstatin A και IL-4 μαζί, για 2 ώρες. 

(cb: τυφλό, DMEM: θρεπτικό υγρό καλλιέργειας). 
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Στα πλαίσια μελέτης της in utero μετάδοσης του HIV από τη μητέρα στο 

έμβρυο, μέσω ενδεχόμενης διευκόλυνσης του ιού από αντισώματα, η 

παρούσα εργασία επικεντρώθηκε στην ανεύρεση μηχανισμών αναστολής. Για 

τη μελέτη αυτή, χρησιμοποιήθηκε το σύστημα της ανάκλησης της 

ανασταλτικής δράσης του anti-p21ras στην μέσω IFN-γ, επαγόμενη έκφραση 

των τάξης ΙΙ αντιγόνων στη μεμβράνη των TROPHO-1 κυττάρων. 

Η προσέγγιση αυτού του ζητήματος, έγινε μέσω της μελέτης της μεταφοράς 

του anti-p21ras στα TROPHO-1 κύτταρα, το οποίο ακολουθώντας το 

ενδοκυτωτικό μονοπάτι, στη συνέχεια αναστέλλει την επαγωγή τάξης ΙΙ 

αντιγόνων από την IFN-γ στην επιφάνεια αυτών των κυττάρων. 

Προσπαθήσαμε αρχικά να ανατρέψουμε αυτή τη δράση του anti-p21ras, 

χρησιμοποιώντας 8 αναστολείς των ενδοκυττάριων λειτουργιών: Brefeldin A,  

Leupeptin, Pepstatin A, TPCK, ZPCK, NH4Cl, didansylcadaverine, 

monodansylcadaverine. Ένα πρώτο θέμα που έπρεπε να αντιμετωπισθεί, 

ήταν η επιλογή των συνθηκών προσθήκης τους κατά την χρονική διάρκεια 

των 72 ωρών καλλιέργειας των εν λόγω κυττάρων (από τη στιγμή της 

προσθήκης του anti-p21ras, έως το τελικό στάδιο του ανοσοφθορισμού). Έτσι 

σχεδιάστηκαν και ελέγχθηκαν 12 διαφορετικές πειραματικές συνθήκες 

προσθήκης των υπό εξέταση αναστολέων στις καλλιέργειες μας (πίν.14), 

προκειμένου να επιλεχθούν οι πιο αποτελεσματικές από αυτές (1,2,3,4). 
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Πίνακας 14 
ΧΡΟΝΟΣ ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ (ώρες) 

0 5 12 24 30 36 48 

-- -- -- -- -- -- -- 

a-p21ras -- -- -- -- -- -- 

-- -- -- IFN-γ -- -- -- 

a-p21ras -- -- IFN-γ -- -- -- 

(1) Αναστ a-p21ras -- IFN-γ -- -- -- 

(2) Αναστ + a-
p21ras

-- -- IFN-γ -- -- -- 

(3) a-p21ras -- -- Αναστ+IFN-γ -- -- -- 

Αναστ Αναστ+a-p21ras -- Αναστ+IFN-γ -- -- Αναστ 

a-p21ras -- -- IFN-γ Αναστ -- -- 

a-p21ras -- -- IFN-γ -- Αναστ -- 

(4) a-p21ras -- -- IFN-γ -- -- Αναστ 

a-p21ras -- -- IFN-γ+Αναστ Αναστ Αναστ Αναστ 

a-p21ras -- -- IFN-γ Αναστ Αναστ Αναστ 

a-p21ras Αναστ -- IFN-γ -- -- -- 

a-p21ras Αναστ Αναστ IFN-γ -- -- -- 

Αναστ a-p21ras Αναστ Αναστ+IFN-γ Αναστ Αναστ Αναστ 

∗Η ΙFN-γ προστέθηκε σε συγκέντρωση 100U/ml. 

∗Το a-p21ras  προστέθηκε σε συγκέντρωση 1 μg/ml. 

∗Η επαγωγή των τάξης ΙΙ ελέγχθηκε 48 ώρες μετά την προσθήκη της ΙFN-γ στις καλλιέργειες. 

*Οι (1),(2),(3),(4) επιλέχθηκαν ως οι πιο αποτελεσματικές πειραματικές συνθήκες για το σύστημα 
μας. 

 

Εξετάζοντας την αποτελεσματικότητα των οχτώ αναστολέων (πιν. 15) ως 

προς το πρώτο κριτήριο που τέθηκε στα πλαίσια αυτής της εργασίας 

(ανάκληση της κατασταλτικής δράσης του anti-p21ras στην IFN-γ επαγόμενη 

τάξης ΙΙ έκφρασης των TROPHO-1) μπορούμε να συμπεράνουμε τα εξής: η 

brefeldin A, η οποία επιδρά στη μεταφορά μορίων από τα ώριμα ενδοσώματα 

στα λυσοσώματα, μπορεί να ανατρέπει την ανασταλτική δράση του a-p21ras 

σε όλες τις περιπτώσεις εκτός από την περίπτωση ταυτόχρονης προσθήκης 

της, με αυτό (2), σε ένα ποσοστό περίπου 70%. Το χλωριούχο αμμώνιο, το 

οποίο ουδετεροποιεί τα όξινα υποκυτταρικά διαμερίσματα, αποκαθιστά την 

ανασταλτική δράση του a-p21ras στις περιπτώσεις (1) και (3), σε ποσοστό 

85%. Οι MDCA και DDCA αν και χρησιμοποιούνται ως αναστολείς 

ενδοκύτωσης και επιπλέον αναστέλλουν και οι δύο την συνδεόμενη με την 

πλασματική μεμβράνη τρανσγλουταμινάση, εν τούτοις έδωσαν διαφορετικά 

 



Συζήτηση 86 

αποτελέσματα: η MDCA ήταν αποτελεσματικός αναστολέας σε όλες τις 

πειραματικές συνθήκες, εμφανίζοντας ακόμη και υψηλότερα ποσοστά 

έκφρασης τάξης ΙΙ αντιγόνων στην περίπτωση (1), ενώ η DDCA ήταν 

αποτελεσματική (παρουσιάζοντας 100% αναστολή της δράσης του a-p21ras) 

μόνο στην περίπτωση προσθήκης της 1 ώρα πριν από το αντίσωμα (1). Οι 

leupeptin και pepstatin A, οι οποίες αποτελούν αναστολείς πρωτεασών, εκτός 

από τις περιπτώσεις (3) και (2) αντίστοιχα, ανέστειλαν αποτελεσματικά το a-

p21ras, σε ένα βαθμό 60-90%. Το TPCK ήταν αποτελεσματικό σε όλες τις 

περιπτώσεις, ενώ το ZPCK ανέστειλε το μονοκλωνικό αυτό αντίσωμα σε ένα 

βαθμό 68%, μόνο στην περίπτωση που ήταν παρόν σε όλη τη διάρκεια της 

καλλιέργειας (4). Αυτά τα αποτελέσματα στο σύνολο τους, μετέτρεψαν την 

λίστα των υποψήφιων λειτουργικών αναστολέων για το σύστημα μας, ως 

εξής: MDCA>DDCA>PEP>LEU>NH4Cl>BFA>ZPCK>TPCK. 

Πίνακας15 
 Τάξης ΙΙ αντιγόνα (% θετικών κυττάρων ± SE) 

Θρεπτικό υλικό  0    
Anti-p21ras  5±2    
IFN-γ  68±4    
Αnti-p21ras+IFN-γ  1±0    

 Πειραματικές συνθήκες 
Αναστολέας (1) (2) (3) (4)  

BFA 48±2 10±3 50±6 46±7  
NH4Cl 58±7 21±6 55±3 20±2  
DDCA 68±2 14±4 17±5 0  
MDCA 94±8 55±3 64±4 41±2  
LEU 48±8 57±3 2±0 53±3  
PEP 41±4 0 67±3 61±2  
TPCK 3±0 7±1 5±2 13±5  
ZPCK Δεν έγινε 0 6±2 46±4  
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Σχηματική απεικόνιση της αποτελεσματικότητας των 8 αναστολέων, ως προς την 
παρεμπόδιση της δράσης  του anti-p21ras : ( κατά φθίνουσα σειρά).  

MMMDDDCCCAAA
DDDDDDCCCAAA

PPPEEEPPP
LLLEEEUUU
NNNHHH444CCClll
BBBFFFAAA
ZZZPPPCCCKKK
TTTPPPCCCKKK

 

Το δεύτερο σημαντικό κριτήριο που έπρεπε να πληρούν οι αναστολείς ήταν η 

παρεμπόδιση της εξωκύτωσης του anti-p21ras ώστε να αποφεύγεται η 

διαμόλυνση γειτονικών κυττάρων. Για τη μελέτη της επανεμφάνισης του 

αντισώματος στο υγρό καλλιέργειας χρησιμοποιήθηκε η τεχνική ELISA όπου 

όπως φαίνεται συνολικά στον πίνακα 16,  από τους οκτώ αυτούς αναστολείς, 

μόνο οι BFA, LEU, PEP και ZPCK απαγορεύουν την εξωκύτωση του anti-

p21ras.  Οι αναστολείς, NH4Cl, DDCA, MDCA και TPCK, ανάλογα με την 

εκάστοτε πειραματική συνθήκη, επιτρέπουν σε μικρότερο ή μεγαλύτερο βαθμό 

την εξωκύτωση του αντισώματος αυτού. Τα αποτελέσματα αυτά, μειώνουν 

ακόμη περισσότερο τα περιθώρια χρήσης κάποιων από αυτούς τους 

αναστολείς. Έτσι η λίστα των ικανοποιητικών ως προς τα κριτήρια μας, 

αναστολείς, μετατρέπεται ως εξής: PEP>LEU>BFA>ZPCK. 
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Πίνακας 16 
 Αnti-p21ras (ng/ml ± SE) 

            Πειραματικές συνθήκες 

Aναστολέας (1) (2) (3) (4) 

BFA 0 0 0 0 

NH4Cl 11±2 15±3 25±4 28±5 

DDCA 15±3 8±1 15±2 2±1 

MDCA 2±1 10±1 10±1 11±1 

LEU 0 0 0 0 

PEP 0 0 0 0 

TPCK 13±2 30±4 0 11±2 

ZPCK 0 0 0 0 

Χρόνος προσθήκης (ώρες) Πειραματικές 
συνθήκες 0 1 ή 5 24 48 

1 Αναστ a-p21ras IFN-γ -- 

2 Αναστ+a-p21ras -- IFN-γ -- 

3 a-p21ras -- IFN-γ + Αναστ -- 

4 Αναστ a-p21ras +IFN-γ ΙFN-γ +Αναστ Αναστ 

 

Το τρίτο κριτήριο, το οποίο αφορά στον έλεγχο της κυτταροτοξικότητας αυτών 

των αναστολέων, θεωρήθηκε απαραίτητο ώστε να εξασφαλισθεί ότι η in vitro 

ή η in vivo χορήγηση αυτών των αναστολέων δεν θα είναι επιβλαβής στην 

κυτταρική αύξηση. Ο βαθμός κυτταροτοξικότητας, λοιπόν αυτών των 

αναστολέων στα TROPHO-1 κύτταρα, όπως αυτός ελέγχθηκε με πειράματα 

ενσωμάτωσης ραδιενεργής θυμιδίνης, ακολουθεί την σειρά: 

BFA>TPCK>NH4Cl>ZPCK>MDCA>DDCA>PEP>LEU. 

Η επίδραση των αναστολέων αυτών στην κυτταρική αύξηση συνδυάστηκε και 

με την επίδραση αυτών, στην κυτταρική μορφολογία όπως αυτή εξετάστηκε 

μέσω οπτικής και ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης. 

Τα TROPHO-1 υπό φυσιολογικές συνθήκες καλλιέργειας, είναι πολυπύρηνα, 

με μεγάλες επιμηκύνσεις κύτταρα, τα οποία μεγαλώνουν δημιουργώντας 

ομοιόμορφο στρώμα. Όπως προκύπτει από την παρατήρηση των 

φωτογραφιών 1 και 2, από το σύνολο αυτών των αναστολέων, μόνο οι LEU, 

PEP και DDCA διατηρούν την φυσιολογική δομή του TROPHO-1 στρώματος 

(φωτ.1) αλλά και του TROPHO-1 κυττάρου (φωτ.2). Η MDCA αν και δεν 
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επηρεάζει την ικανότητα προσκόλλησης και διεισδυτικότητας των TROPHO-1, 

εν τούτοις αναστέλλει σε σημαντικό βαθμό το σχηματισμό του ομοιογενούς 

κυτταρικού στρώματος. Τα ZPCK και TPCK, επιτρέπουν  σε ένα μικρότερο 

βαθμό την προσκόλληση αυτών των κυττάρων και παρεμποδίζουν τον 

σχηματισμό στρώματος. Τέλος, οι BFA και NH4Cl, καταργούν τελείως την 

ικανότητα των ΤROPHO-1 κυττάρων να σχηματίζουν στρώμα, δεν επιτρέπουν 

τη δημιουργία ψευδοποδιών και τέλος τα κύτταρα γίνονται μικρά και 

στρογγυλά. Οι παρατηρήσεις των φωτογραφιών αυτών που απεικονίζουν την 

επίδραση των αναστολέων στον κυτταρικό αριθμό, στο σχηματισμό 

ομοιόμορφου στρώματος αλλά και στη διατήρηση ή αλλοίωση της 

μορφολογίας σε επίπεδο ενός κυττάρου, οδηγούν σε παρόμοια 

συμπεράσματα, με τα πειράματα ελέγχου της επίδρασης τους στον κυτταρικό 

πολλαπλασιασμό. Έτσι με βάση τους τρεις περιορισμούς που τέθηκαν ως 

προς την επιλογή και χρήση κάποιων από αυτούς τους παράγοντες ως 

υποψήφιους αντιικούς αναστολείς, οι μόνοι δύο που τους αντιπαρήλθαν σε 

ικανοποιητικό βαθμό, είναι οι αναστολείς πρωτεασών LEU και PEP. Τα μέχρι 

τώρα αποτελέσματα μας λοιπόν, είναι ενθαρρυντικά για την χρήση 

αναστολέων πρωτεασών ως την πιο αποτελεσματική προσέγγιση στην 

παρεμπόδιση της μεταφοράς μονοκλωνικών αντισωμάτων μέσω του 

ενδοκυτωτικού μονοπατιού του κυττάρου. Όντως θεραπείες συνδυασμένης 

χρήσης αντιικών παραγόντων και αναστολέων πρωτεασών, σε HIV-

μολυσμένους ασθενείς κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης, έχει διαπιστωθεί ότι 

μειώνει σε σημαντικό βαθμό τη δια της μήτρας μετάδοση του HIV στους 

απογόνους (Μοyle, et al., 1996). 

Στη συνέχεια αυτής της εργασίας, εστιαστήκαμε στον αναστολέα pepstatin A, 

για τους εξής λόγους: πρώτον γιατί αποτελεί ισχυρό αναστολέα της HIV 

πρωτεάσης (Bugelski et al., 1992), δεύτερον γιατί αναστέλλει μέσω της 

παρεμπόδισης του λυσοσωμικού ενζύμου καθεπσίνη D, την TNF-α- και IFN-γ- 

επαγόμενη απόπτωση (Deiss et al., 1996) - η απόπτωση αποτελεί ένα 

μηχανισμό θανάτωσης του ιού σε Τ λεμφοκύτταρα (Μoutouh et al., 1998) και 

τρίτον γιατί πληρεί τα τρία κριτήρια που προαναφέρθηκαν σε αυτή τη μελέτη. 

Τα αποτελέσματα που αφορούν στην PEP έρχονται σε συμφωνία με αυτά των 

Neefjes & Ploegh., (1992) οι οποίοι έδειξαν ότι ο αναστολέας αυτός, σε 
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αντίθεση με τον αναστολέα leupeptin, δεν επηρεάζει τη μεταφορά και 

επιφανειακή έκφραση των τάξης ΙΙ αντιγόνων, ενώ όπως φαίνεται στον πίνακα 

16, αποκαθιστά σε μεγαλύτερο βαθμό την έκφραση των αντιγόνων αυτών, 

στις περισσότερες περιπτώσεις, διατηρώντας το ίδιο ικανοποιητικά με την 

LEU την κυτταρική μορφολογία. Έτσι αν και η leupeptin υπερτερεί ελάχιστα 

της pepstatin A όσον αφορά στην επίδραση της στον πολλαπλασιασμό των 

κυττάρων, για όλους τους παραπάνω λόγους, καταλήξαμε στη χρήση της 

pepstatin A για τη συνέχεια των πειραμάτων στα πλαίσια αυτής της εργασίας. 

 

Το πειραματικό μοντέλο που ακολουθήσαμε σε αυτή τη μελέτη, εμφανίζει 

ομοιότητες με τις in vivo συνθήκες που παρατηρούνται σε πολλούς 

οργανισμούς στα πλαίσια ιικής μόλυνσης, κατά την οποία παράγονται υψηλά 

επίπεδα IFN-γ ως απάντηση στον εισβολέα (Maurry, H.W., 1988). Eπιπλέον 

ειδικότερα κατά την HIV μόλυνση, είναι γνωστό ότι πολλές προφλεγμονώδεις 

κυτοκίνες-μεταξύ αυτών και η IFN-γ σε διάφορες περιπτώσεις-ενισχύουν την 

HIV αντιγραφή. Όπως συμβαίνει και σε άλλα  συστήματα, έτσι και στο παρόν 

σύστημα η αυξημένη παρουσία της κυτοκίνης αυτής, οδηγεί στην επαγωγή 

των Fc υποδοχέων στην επιφάνεια των τροφοβλαστικών κυττάρων. Το 

γεγονός αυτό μπορεί να οδηγεί στη διευκόλυνση της πιθανότατα μη ειδικής 

εισόδου στα κύτταρα αυτά, συμπλόκων ιού με αντισώματα τα οποία 

παράγονται στα πλαίσια της χυμικής απάντησης του οργανισμού  στην 

προσπάθεια του να αντιμετωπίσει την ιική επίθεση. 

Δύο διακριτές λειτουργίες μπορούν να αποδοθούν στους Ig-Fc υποδοχείς: α. 

η ενεργοποίηση λειτουργιών παρουσία συμπλόκων ανοσοσφαιρίνης 

αντιγόνου-που μεσολαβείται για την IgG από τους ομόλογους FcγRI, FcγRII 

και FcγRIΙΙ υποδοχείς και β. η μεταφορά διαμέσου επιθηλιακών μεμβρανών 

μέσω της διακύτωσης η οποία επιτελείται για την IgG από τους νεογνικούς 

FcR, FcγRn υποδοχείς και για τις IgA και IgM από τον πολυμερικό Ig 

υποδοχέα (poly Ig receptor), Οι FcγRs, παίζουν ένα σημαντικό ρόλο στην 

επαγωγή, εγκαθίδρυση και αποτελεσματικότητα της ανοσολογικής 

απάντησης. Οι υποδοχείς αυτοί, αν και είναι ουσιαστικά ίδιοι στις 

εξωκυττάριες και διαμεμβρανικές επικράτειες τους, εν τούτοις, είναι εις θέση 

να πυροδοτούν διακριτές απαντήσεις μέσω εκμετάλλευσης των διαφορετικών 
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κυτταροπλασματικών επικρατειών τους και επιλεκτικής κυτταρικής έκφρασης 

(Jefferis, et al., 1998). 

H ενδεχόμενη εμπλοκή τους στην in utero HIV μετάδοση φάνηκε μέσα από τις 

εργασίες των Toth et al., 1994, και David et al., 1995. Η πρώτη ομάδα 

ερευνητών έδειξε ότι η μέσω Fc υποδοχέα εξαρτώμενη από αντίσωμα 

ενίσχυση (FcR-ADE) της HIV μόλυνσης σε συγκιοτροφοβλάστες, οδηγεί σε 

αυξημένη ιική αντιγραφή  απελευθέρωση και μόλυνση άλλων κυττάρων. 

Έδειξαν επίσης ότι αυτός ο τύπος της ιικής μόλυνσης μεσολαβείται από τον 

FcRIII και από άλλους FcR(s) οι οποίοι ανήκουν σε μη ταυτοποιημένες τάξεις 

των Fc υποδοχέων ενώ δεν απαιτείται η παρουσία CD4 μορίων. Η δεύτερη 

ομάδα ερευνητών, χρησιμοποιώντας κυτταρικές σειρές χοριοκαρκινώματος, 

(προέρχονται από το τροφοβλαστικό στρώμα, μοιράζονται πολυάριθμες 

ιδιότητες με τα τροφοβλαστικά κύτταρα και παρέχουν ένα ιδανικό 

μονοκυτταρικό σύστημα με το οποίο μπορεί κανείς να μελετήσει την HIV 

μόλυνση του πλακουντικού φράγματος), μολυσμένες με τον ιό HIV, 

παρατήρησαν αυξημένη έκφραση ιικών μορίων στα υπερκείμενα των 

καλλιεργειών παρουσία ορού από θετικά HIV άτομα -κάτι τέτοιο δεν 

παρατηρήθηκε όταν χρησιμοποιήθηκε φυσιολογικός ορός. Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει η παρατήρηση ότι μια από τις σειρές που 

χρησιμοποιήθηκαν (FD25) ήταν FcRII θετική και CD4 αρνητική. 

Η εντόπιση και επιπλέον η επαγωγή των υποδοχέων αυτών στα TROPHO-1 

κύτταρα -αν και δεν διαπιστώθηκε με ακρίβεια η τάξη του υποδοχέα 

δεδομένου ότι το χρησιμοποιούμενο αντίσωμα ήταν anti-FcγRII/III- έρχεται σε 

συμφωνία με αυτές τις μελέτες όσον αφορά στην ύπαρξη τέτοιων υποδοχέων 

σε πλακουντικούς τροφοβλάστες. 

Σε ένα επόμενο βήμα θελήσαμε να διαπιστώσουμε επίσης, το κατά πόσον 

ανοσοσφαιρίνες συνδεόμενες σε αυτούς τους υποδοχείς, μπορούν στη 

συνέχεια να εισέλθουν στο ενδοκυτωτικό μονοπάτι και η πορεία τους να 

ανακοπεί από την pepstatin A. 

Η σημασία αυτού του ελέγχου, έγκειται στην εξακρίβωση του αν τέτοιες 

ανασταλτικές ως προς την είσοδο της ανοσοσφαιρίνης στο κύτταρο 

μεταχειρήσεις, μπορούν ή όχι, να εμποδίσουν την πρόσβαση του ιού στον 
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πυρήνα οπότε και να αναστείλλουν την ιική αντιγραφή στις περιπτώσεις που ο 

ιός καταφέρνει να αποκτήσει πρόσβαση σε κάποιο υποκυτταρικό διαμέρισμα. 

Η αναστολή αυτής της προς τον πυρήνα πορείας του ιού, ίσως κατόπιν 

εγκλώβισης του σε ενδοσωμικά διαμερίσματα, θα αποτελούσε σημαντικό 

παράγοντα ελλάτωσης ή ακόμη και αναστολής της ιικής αντιγραφής.    

Προτού όμως προχωρήσουμε σε αυτές τις μελέτες, έπρεπε να βρούμε τις 

ακριβείς πειραματικές συνθήκες που θα εξασφάλιζαν την λειτουργικότητα του 

συστήματος μας. Μελετώντας το ρυθμό ανακύκλωσης των Fc υποδοχέων 

τόσο απουσία του επαγωγικού ερεθίσματος (IFN-γ), όσο και παρουσία αυτού, 

σε συνδυασμό όμως με την παρουσία pepstatin A, φάνηκε ότι τα επίπεδα των 

Fc υποδοχέων φθίνουν με ένα πολύ γρήγορο ρυθμό από τη στιγμή που 

αναιρείται το επαγωγικό σήμα, ενώ η pepstatin A φάνηκε να εμποδίζει την 

εμφάνιση των Fc υποδοχέων στη μεμβράνη. 

 Όπως έχει ήδη δειχθεί στο εργαστήριο μας το αντίσωμα anti-p21ras αφού 

δεθεί στην κυτταρική μεμβράνη πρωτογενών τροφοβλαστών μετά από 

επαγωγή με IFN-γ, ακολουθεί το ενδοκυτωτικό μονοπάτι (Vassiliadis & 

Athanassakis, 1996). Για να ελέγξουμε αν το anti-p21ras χρησιμοποιεί τον 

υποδοχέα Fc για την είσοδο του στο κύτταρο ακολουθήσαμε πειράματα 

ανταγωνισμού όπου τα anti-FcγRII/III και anti-p21ras προστέθηκαν συγχρόνως 

στην καλλιέργεια. Το γεγονός ότι το anti-p21ras μπορεί ενώ προστίθεται 

ταυτόχρονα με το anti-FcγRII/III να ασκεί ολοκληρωτικά τη μέγιστη 

κατασταλτική δράση του ως προς την έκφραση των τάξης ΙΙ αντιγόνων, δείχνει 

ότι μπορεί να εκμεταλλεύεται τους υποδοχείς αυτούς στο έπακρο.  

Τα δύο αυτά αντισώματα διαφέρουν από άποψη ισοτύπου ως εξής: το anti-

FcγRII/III είναι IgG-2a ενώ για το anti-p21ras χρησιμοποιούνται σε αναλογία 

1:1 δύο ανοσοσφαιρίνες ισοτύπων:IgG-2a και IgG1k. H διαφορά τους έγκειται 

συνεπώς στην IgG1k ανοσοσφαιρίνη η οποία μάλιστα είναι και η υπεύθυνη για 

την εξουδετέρωση του p21ras προϊόντος. Η μη διάκριση της ακριβής τάξης 

των Fc υποδοχέων που εμπλέκονται στην περίπτωση αυτή (FcRII ή FcγRIII ή 

και οι δύο) ή των αλλοτύπων αυτών, περιπλέκει την κατάσταση δεδομένης της 

περιορισμένης προτίμησης ενός Fc υποδοχέα για συγκεκριμένους ισοτύπους 

ή αλλότυπους ανοσοσφαιρινών ανάλογα με την τάξη του. Ενδεχομένως το 

anti-p21ras να εκμεταλλεύεται περισσότερους από ένα αλλότυπους από όλους 
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τους πιθανούς των  FcγRII και FcγRIII τάξεων οι οποίοι τυχόν να απαντούν 

στα κύτταρα αυτά. Πειράματα ταυτοποίησης των αλλοτύπων των υποδοχέων 

αυτών στην επιφάνεια των TROPHO-1, ίσως αποσαφηνίσουν το ενδεχόμενο 

επιλεκτικής εισόδου ανοσοσφαιρινών, στα κύτταρα αυτά. Έχοντας πλέον τη 

γνώση των πειραματικών συνθηκών που πρέπει να ακολουθηθούν για την 

μέσω Fc ενδοκύτωση του anti-p21ras και της καταστολής από pepstatin A, για 

την ανάλυση  του ενδοκυτωτικού μονοπατιού ανοσοσφαιρινών στο εσωτερικό 

των TROPHO-1, χρησιμοποιήσαμε τεχνικές υποκυτταρικής κλασμάτωσης, τα 

αποτελέσματα της οποίας θα αναλυθούν στην παράγραφο που ακολουθεί.  

 

Η μέθοδος της υποκυτταρικής κλασμάτωσης αποτελεί μια πολύ εύχρηστη και 

αποτελεσματική μέθοδο ανάλυσης διαδικασιών της μεταφοράς μορίων στο 

εσωτερικό του κυττάρου. Η τεχνική αυτή οδήγησε μέσα από διάφορες μελέτες 

στην ανάλυση μηχανισμών που αφορούν στη μεταφορά των τάξης ΙΙ μορίων 

στα πλαίσια της παρουσίασης αντιγόνου. Μέσα από τη μελέτη τέτοιων 

εργασιών, καταλήξαμε στην επιλογή ενός πρωτοκόλλου υποκυτταρικής 

κλασμάτωσης (Yin Qiu, et al., 1994), το οποίο έχει το πλεονέκτημα, να 

αποδίδει με μια σχετικά εύκολη και γρήγορη διαδικασία, όλα τα απαιτούμενα 

υποκυτταρικά διαμερίσματα τα οποία μπορεί να ενέχονται στην διαδικασία 

μεταφοράς ενός μορίου στο εσωτερικό του κυττάρου. Οι ερευνητές αυτοί, 

χαρακτηρίζουν και επιβεβαιώνουν την ταυτότητα των κλασμάτων που 

παρουσιάζονται στον πρώτο πίνακα της αντίστοιχης παραγράφου των 

αποτελεσμάτων, με μια πληθώρα ενζυμικών δοκιμών και τεχνικών. 

Εμείς ακολουθήσαμε με ακρίβεια την ίδια με αυτούς, τεχνική της 

υποκυτταρικής κλασμάτωσης ενώ η ταυτοποίηση των δικών μας κλασμάτων 

έγινε με την χρήση ενός πολυκλωνικού anti-rab 7 αντισώματος το οποίο 

αντιδρά με πρωτεΐνες των ώριμων ενδοσωμάτων. Η χρήση αυτού του 

αντισώματος ως μάρτυρα στη δική μας περίπτωση, επιλέχθηκε λόγω της 

ιδιαίτερης σημασίας αναγνώρισης των διαμερισμάτων αυτών στη μελέτη μας. 

Στο σημείο αυτό πρέπει να τονισθεί ότι το χρησιμοποιούμενο από εμάς rab 7, 

αντδρά με ένα μικρότερου μεγέθους πεπτίδιο το οποίο εντοπίζεται στο 

καρβοξυτελικό άκρο της Rab 7 (C-19), ανθρώπινης προέλευσης ενώ το 

αντίστοιχο rab 7 που χρησιμοποιήθηκε από τους παραπάνω ερευνητές, 
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αντιδρά με ένα πεπτίδιο 32 αμινοξέων, το οποίο αντιστοιχεί στο hypervariable 

COOH άκρο του Rab 7 από σκύλο. Επιπλέον πρέπει να τονισθεί ότι τα 

κύτταρα μελέτης των ερευνητών αυτών, ήταν το υβρίδωμα Β λεμφοκυττάρων 

CH27. Λόγω του πολύ μικρότερου μεγέθους των κυττάρων αυτών, σε σχέση 

με τα TROPHO-1, o χρησιμοποιούμενος από εμάς αριθμός κυττάρων σε κάθε 

κλασμάτωση, ήταν μικρότερος (από 55×106 - 70×106) από τον 

χρησιμοποιούμενο αριθμό Β λεμφοκυττάρων (100×106-100×106). Μια 

τελευταία διαφορά μας με αυτούς τους ερευνητές ήταν ότι στη δική μας 

περίπτωση, ο αριθμός των προκύπτοντων κλασμάτων ήταν 18 και όχι 22.  

Οι Rab πρωτεΐνες, αποτελούν σε συνδυασμό με τις Rho πρωτεΐνες, μια από 

τις πολλές υποοικογένειες των σχετιζόμενων με την Ras υπεροικογένεια 

πρωτεϊνών που προσδένουν νουκλεοτίδια γουανίνης. Οι υποοικογένειες 

αυτές, (RaI/Rec, Rap, R-Ras και Rho/Rab) εμφανίζουν 30-60% ομολογία με 

την Ras p21 (Novick, P & Brennwald, P. 1993). Πληθώρα μελετών, προτείνει 

ένα σημαντικό ρόλο για τις Rab πρωτεΐνες, είτε στην ενδοκύτωση είτε στην 

βιοσυνθετική μεταφορά πρωτεϊνών (Novick, P & Brennwald, P. 1993, 

Chavrier, et al., 1992). Η μεταφορά νεοσυντιθέμενων πρωτεϊνών από το 

ενδοπλασματικό δίκτυο (ER) σε ποικίλες θέσεις στο Golgi σύμπλεγμα και στα 

εκκριτικά κυστίδια ενέχει σε κάθε στάδιο την κίνηση κυστιδίων μεταφοράς, μια 

διαδικασία στην οποία φαίνεται ότι εμπλέκονται οι Rab πρωτεΐνες (Novick, P & 

Brennwald, P. 1993, Chavrier, et al., 1992, Feng et al., 1995, Soldati et al., 

1995, Baldini et al., 1992, Karniguian et al., 1993). H πιθανότητα οι πρωτεΐνες 

αυτές να κατευθύνουν επίσης την εξωκύτωση των πρωτεϊνών από τα 

εκκριτικά κυστίδια στην πλασματική μεμβράνη, υποστηρίζεται από την 

παρατήρηση ότι στο σακχαρομύκητα, η SEC4 πρωτεΐνη, η οποία είναι 40% 

ομόλογη με τις Rab πρωτεΐνες, συνδέεται με τα εκκριτικά κυστίδια (Zahraoui et 

al., 1989). Διάφορα μέλη της Rab υποοικογένειας έχουν αναγνωρισθεί, κάθε 

ένα από τα οποία εντοπίζεται σε ένα συγκεκριμένο στάδιο μονοπατιού 

μεμβρανικής μεταφοράς (Feng et al., 1995, Soldati et al., 1995, Baldini et al., 

1992, Karniguian et al., 1993, Chen et al., 1993, Goldenring et al., 1996). 

Λαμβάνοντας υπόψην τις προαναφερθείσες διαφορές μας με τους Yin et al, 

ως προς την τεχνική, απόδοση και έλεγχο των υποκυτταρικών κλασμάτων 

αλλά και το σημαντικό παράγοντα του διαφορετικού κυτταρικού πληθυσμού 
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στην περίπτωση μας, θα προσπαθήσουμε στη συνέχεια να αναλύσουμε τα 

αποτελέσματα αυτής της ενότητας.   

Οι Yin et al, στην εργασία τους αυτή, καταλήγουν μέσα από ένα σύνολο 

πειραματικών δοκιμών, στην αναγνώριση των διαφόρων υποκυτταρικών 

κλασμάτων.  

Συγκρίνοντας την κατανομή του rab 7 στην παραπάνω κλασμάτωση με την 

αντίστοιχη στη δική μας κλασμάτωση, παρατηρούμε ότι το rab 7 ανιχνεύεται 

στο μέγιστο βαθμό στα κλάσματα 1-9, σε λιγότερο βαθμό στα κλάσματα 10, 

13, 18, ελάχιστα στα κλάσματα 14-17 ενώ τέλος απουσιάζει παντελώς από τα 

κλάσματα 11 και 12, εικόνα που συμφωνεί σε γενικές γραμμές με τα 

αποτελέσματα των Yin et al. Η ελάχιστη παρουσία του στα ενδιάμεσης 

πυκνότητας κλάσματα στη δική μας περίπτωση, ίσως να προέρχεται από 

διαφορές οφειλόμενες στο διαφορετικό τύπο κυττάρων, στη χρήση μικρότερης 

ειδίκευσης rab 7 αντισώματος και διαφορετικής τεχνικής (εμείς το 

χρησιμοποιήσαμε σε ELISA η οποία διαθέτει υψηλή ευαισθησία, ενώ οι Yin et 

al, σε Western), ή τέλος να είναι ενδεικτική της ύπαρξης στα κύτταρα μας 

διαφορετικού μεγέθους υποπληθυσμών πρώιμων και/ή ώριμων 

ενδοσωμάτων. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα αποτελέσματα της κλασμάτωσης που 

προέκυψε από TROPHO-1 κύτταρα μετά από επαγωγή με IFN-γ. Στην 

περίπτωση αυτή, παρ’όλο που η Rab 7 επανεμφανίζεται σε όλα τα κλάσματα 

που απαντούσε και στην πρώτη κλασμάτωση εν τούτοις συναντάται σε μικρό 

βαθμό στα αρχικά κλάσματα (2, 3, 5-8) και σε μεγαλύτερο στα πυκνότερα 

(14,15), ενώ τέλος απαντά και σε κλάσματα που δεν απαντούσε πριν (11,12). 

Οι διαφορές αυτές ενδεχομένως να αντικατοπτρίζουν διεργασίες που 

ενεργοποιούνται και λαμβάνουν χώρα στο εσωτερικό των κυττάρων οι οποίες 

να πυροδοτούνται από την 48άωρη επώαση με IFN-γ αλλά και την πρόκληση 

αυτών να ενδοκυτώσουν το anti-p21ras όπως έχει περιγραφεί αναλυτικά στην 

αντίστοιχη ενότητα των αποτελεσμάτων. Ο συνεντοπισμός του anti-p21ras με 

το anti-rab 7 και ειδικότερα στα κλάσματα 14 και 15 και μάλιστα στον ίδιο 

βαθμό, ίσως αντανακλά την προσαρμογή και προετοιμασία των κυττάρων για 

την επεξεργασία και μεταφορά αυτής της ανοσοσφαιρίνης στο εσωτερικό 

τους. Η εντόπιση του anti-p21ras  στα κλάσματα που χαρακτηρίζονται από την 

 



Συζήτηση 96 

παρουσία ενδοσωμάτων και ειδικότερα σε αυτά των ώριμων, δείχνει ότι όντως 

το αντίσωμα αυτό κατευθύνεται στο μονοπάτι ενδοκύτωσης στo εσωτερικό 

των TROPHO-1 κυττάρων το οποίο έρχεται σε συμφωνία με τα πειράματα 

των Vassiliadis & Athanassakis, 1996. 

Tέλος όσον αφορά στα αποτελέσματα της κυτταρικής κλασμάτωσης που είχε 

σαν σκοπό τον έλεγχο της δράσης του αναστολέα pepstatin A στην 

ενδοκύτωση του anti-p21ras, φάνηκε ότι αυτός είναι σε θέση να τροποποιήσει 

την φυσιολογική πορεία της ανοσοσφαιρίνης στο εσωτερικό των TROPHO-1 

κυττάρων. Εκμεταλλευόμενοι λοιπόν τη δράση της pepstatin A,  παρατηρούμε  

την ύπαρξη δύο υποπληθυσμών ενδοσωμάτων τα οποία απαντούν στην αρχή 

και στο τέλος της κλίσης μας με κυρίαρχο των υποπληθυσμό των 

ελαφρύτερων, όπως φαίνεται στα κλάσματα 1-4. Το εντυπωσιακό στην 

περίπτωση αυτή, είναι το anti-p21ras απαντά κυριολεκτικά μόνο στον επικρατή 

αυτό υποπληθυσμό των ελαφρύτερων ενδοσωμάτων.  

Φαίνεται λοιπόν ότι ο αναστολέας αυτός παρεμποδίζει το σήμα που δέχονται 

τα TROPHO-1 κύτταρα όταν στο εσωτερικό τους εισέρχεται το μονοκλωνικό 

αυτό αντίσωμα και πυροδοτεί μια διαφορετική από την φυσιολογική διαδικασία 

μεταφοράς, προφανώς δεσμεύοντας αυτήν την ανοσοσφαιρίνη σε ένα 

ξεχωριστό υποπληθυσμό ενδοσωμάτων. Ο εγκλωβισμός του αντισώματος σε 

αυτά τα διαμερίσματα του ενδοσωμικού συστήματος και η παρεμπόδιση του 

να περάσει σε άλλου τύπου διαμερίσματα όπως για παράδειγμα σε εκκριτικά 

κυστίδια δικαιολογεί την απουσία του στα υπερκείμενα καλλιεργειών κυττάρων 

παρουσία του αναστολέα. Επιπλέον η ανυπαρξία του σε αυτά τα υπερκείμενα 

λόγω ενδεχόμενης αποικοδόμησης του στα λυσοσώματα είναι μάλλον 

αποκλειόμενο γεγονός δεδομένου ότι ο αναστολέας αυτός παρεμποδίζει 

ισχυρά το λυσοσωμικό ένζυμο cathepsin D η οποία συμμετέχει αν και όχι σε 

μέγιστο βαθμό, στην πυροδότηση της λυσοσωμικής αποικοδόμησης. 

Επιπλέον το αντίσωμα μας δεν εντοπίζεται στα πυκνά ενδοσώματα που 

αντιστοιχούν στο προτελευταίο διαμέρισμα κατά την μεταφορά ενός μορίου 

στα λυσοσώματα. 

 Τα πειράματα λοιπόν αυτής της ενότητας επιβεβαιώνουν το μοντέλο της 

ενδοκύτωσης μορίων ανοσοσφαιρινών μέσω πρόσδεσης τους σε FcγR 

υποδοχείς που απαντούν στην επιφάνεια συγκιοτροφοβλαστών αλλά και την 
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δυνατότητα του αναστολέα πρωτεασών pepstatin A να τροποποιεί αυτήν την 

πορεία ακινητοποιώντας τα μόρια αυτά σε ειδικά διαμερίσματα του 

ενδοκυτωτικού μονοπατιού. Με το μηχανισμό αυτό, αναστέλλεται η πιθανή 

μεταφορά αυτών των μορίων και ενδεχομένως, και των συμπλόκων αυτών με 

ιικά μόρια στον πυρήνα, αλλά και η εξωκύτωση τους ώστε να μην αποτελούν 

διαθέσιμους και εν αφθονία μεταφορείς του ιού στο εσωτερικό του κυττάρου, 

στα πλαίσια μιας ιικής μόλυνσης.    

 

Ένας άλλος μηχανισμός εισόδου του HIV σε τροφοβλάστες, είναι μέσω 

υποδοχέων χημοκινών. Οι υποδοχείς αυτοί έχει αποδειχθεί ότι παίζουν 

ζωτικής σπουδαιότητας ρόλο στην είσοδο του ιού στα κύτταρα στόχους του, 

λειτουργώντας ως συνυποδοχείς ή συμπαράγοντες. Η δομή ενός τέτοιου 

υποδοχέα φαίνεται στην εικόνα που ακολουθεί. 

 

Στην εργασία αυτή, ασχοληθήκαμε με τους υποδοχείς CCR5, CCR3 και 

CXCR4. Tα ΤROPHO-1 κύτταρα εκφράζουν φυσιολογικά και τους τρεις 

αυτούς υποδοχείς. Όσον αφορά τα επίπεδα έκφρασης τους, παρατηρούμε ότι 

ο CCR5 ο οποίος θεωρείται ο κύριος συνυποδοχέας των Μ-τροπικών 

στελέχων του ιού, εμφανίζει τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης. Ακολουθεί ο 

 
Εικόνα 1. Αλληλεπίδραση μιας χημοκίνης με τον υποδοχέα της. Αλληλεπίδραση με το 
εξωκυτταρικό κομμάτι του υποδοχέα (Dairaghi et al.,1998). 
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CCR3, ο οποίος αποτελεί και αυτός συνυποδοχέα των Μ-τροπικών στελεχών, 

και τέλος ο CXCR4 ο οποίος, αν και θεωρείται ο κύριος συνυποδοχέας των Τ-

τροπικών στελεχών του HIV δείχτηκε πρόσφατα  (Simmons et al.,1998), ότι 

μπορεί κάλλιστα να χρησιμοποιείται από τον HIV κατά τη μόλυνση 

πρωτογενών μακροφάγων. Το αποτέλεσμα αυτό οδηγεί στη σκέψη ότι οι 

αναφερόμενες από τη βιβλιογραφία παραγωγικές μολύνσεις με HIV τέτοιων 

πλακουντικών κυττάρων ίσως μεσολαβούνται και/ή διευκολύνονται από την 

ενδεχόμενη παρουσία αυτών των μορίων.       

Στα πειράματα κινητικής που αναλύονται στην αντίστοιχη ενότητα των 

αποτελεσμάτων, παρατηρούμε ότι εκτός από την περίπτωση του CCR5 στην 

έκφραση του οποίου οι κυτοκίνες IFN-γ και IL-4 επιδρούν κατασταλτικά, αυτές 

ασκούν διαφορετικές επιδράσεις ως προς την επαγωγή ή καταστολή των δύο 

άλλων υποδοχέων. Πιο συγκεκριμένα, η IFN-γ επάγει την έκφραση των CCR3 

και CXCR4 σε μικρό βαθμό, μόνο στην περίπτωση επώασης των κυττάρων 

με αυτή για 24 ώρες, ενώ σε όλες τις άλλες συνθήκες δρα κατασταλτικά. Η IL-

4 επάγει σε σημαντικό βαθμό τον CXCR4 στις περιπτώσεις επώασης των 

κυττάρων με αυτή για 2 και 6 ώρες, ενώ στις υπόλοιπες συνθήκες ασκεί 

κατασταλτική δράση. Η επαγωγή του υποδοχέα αυτού από την IL-4 σε 

ανθρώπινα CD4+ T κύτταρα, διαπιστώθηκε πρόσφατα και από τους (Wang et 

al., 1998).Τέλος ως προς τον CCR3, η κυτοκίνη αυτή δρα επαγωγικά, πάλι 

στις 2 και 6 ώρες, σε μικρότερο όμως βαθμό από την περίπτωση του CXCR4, 

ενώ στις υπόλοιπες πειραματικές συνθήκες δρα κατασταλτικά. Η διερεύνηση 

του μηχανισμού μέσω του οποίου οι κυτοκίνες αυτές επάγουν ή καταστέλλουν 

τον εκάστοτε υποδοχέα ανάλογα με την πειραματική συνθήκη, είναι ένα 

ζήτημα με ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Ενδεχομένως οι περιπτώσεις καταστολής των 

υποδοχέων αυτών από τις εν λόγω κυτοκίνες, να μεσολαβείται μέσω 

επαγωγής των αντίστοιχων για τον καθένα φυσικών δεσμευτών τους, δηλαδή 

των χημοκινών, και αντίστροφα στις περιπτώσεις επαγωγής των υποδοχέων. 

Για παράδειγμα έχει διαπιστωθεί ότι η χημοκίνη RANTES η οποία αποτελεί 

τον φυσικό δεσμευτή του CCR5, απορυθμίζει την επιφανειακή έκφραση του 

προκαλώντας την εσωτερίκευση αυτού, ενώ παράλληλα αναστέλλει την 

ανακύκλωση του στη μεμβράνη, εγκλωβίζοντας τον υποδοχέα αυτό μέσα σε 

ενδοκυτωτικά κυστίδια (Mack et al., 1998). Παρομοίως, έχει βρεθεί ότι η 
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πρόσδεση του CXCR4 με τον φυσικό δεσμευτή του, stromal derived factor-1a 

(SDF-1a), μειώνει την επιφανειακή έκφραση του υποδοχέα έως και 60%, ενώ 

η αντίδραση του υποδοχέα με ένα anti-CXCR4 mAb πυροδοτεί την 

κυκλοφορία του υποδοχέα, μέσω γρήγορης εσωτερίκευσης και ανακύκλωσης 

του στην επιφάνεια των κυττάρων (Forster et al., 1998). Οι Haribabu et al., 

(1997), έδειξαν ότι η ρύθμιση της εσωτερίκευσης του CXCR4  γίνεται μέσω 

εξαρτώμενων και μη εξαρτώμενων από φωσφορυλίωση μηχανισμών. Τέλος 

οι Amara et al., (1997), έδειξαν και για τους δύο παραπάνω υποδοχείς, ότι 

όταν προσδένονται στους φυσικούς ή συνθετικούς δεσμευτές τους, 

εσωτερικεύονται σε κυστίδια τα οποία αναγνωρίζονται ως πρώιμα 

ενδοσώματα και ότι η διαδικασία αυτή είναι ανεξάρτητη από σηματοδότηση 

μέσω G-πρωτεϊνών. Επίσης έδειξαν ότι ο CXCR4 ανακυκλώνεται από την 

δεξαμενή εσωτερίκευσης. 

 Μια δραματική πτώση στα φυσιολογικά επίπεδα έκφρασης των υποδοχέων 

αυτών αλλά και η ανάκληση της επαγωγής των CCR3 και CXCR4 από την IL-

4, διαπιστώθηκε κατόπιν επώασης των TROPHO-1 με τον αναστολέα 

pepstatin A. Ενδεχομένως ο αναστολέας αυτός να παρεμποδίζει την 

ανακύκλωση και/ή τη μεταφορά των υποδοχέων αυτών στην κυτταρική 

μεμβράνη. Ίσως αυτό να μεσολαβείται από τον εγκλεισμό των υποδοχέων σε 

πρώιμα ενδοσώματα με έναν ανάλογο μηχανισμό με αυτόν που 

παρατηρήσαμε στην περίπτωση του anti-p21ras, και ο οποίος έρχεται σε 

συμφωνία με τους παραπάνω μηχανισμούς καταστολής της επιφανειακής 

έκφρασης των υποδοχέων CCR5 και CXCR4. Επιπλέον μπορεί ο αναστολέας 

αυτός να καταστέλλει την ενδεχόμενη πρωτεόλυση κάποιων χημοκινών η 

οποία να οδηγεί σε απορύθμιση των επιπέδων έκφρασης των υποδοχέων 

τους. Η εξειδίκευση κάποιων χημοκινών για τους υποδοχείς τους, φαίνεται ότι 

ρυθμίζεται μέσω διαδικασιών πρωτεόλυσης. Οι Oravecz et al., (1997), έδειξαν 

ότι η ρύθμιση της ειδίκευσης ως προς τον υποδοχέα και της λειτουργίας της 

χημοκίνης RANTES, ελέγχεται μέσω της πρωτεόλυσης της από την 

πρωτεάση διπεπτιδυλ πεπτιδάση IV (CD26), προτείνοντας ότι η πρωτεόλυση 

μπορεί να λειτουργεί σαν ένα επιπρόσθετο επίπεδο ελέγχου και ρύθμισης της 

ειδίκευσης των κυττάρων ως προς την έκφραση των υποδοχέων αυτών. 
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Το γεγονός ότι μέχρι προσφάτως, ορισμένες θεωρούμενες αυστηρά 

μεμβρανικές πρωτεΐνες, απαντούνται και σε εκκρινόμενη μορφή, (τάξης Ι και ΙΙ 

μόρια του κυρίου συμπλόκου ιστοσυμβατότητας, Sumimoto et al., 1990, 

Weuand et al., 1991, Fuji et al., 1994), μας οδήγησε στην ανίχνευση και 

εντόπιση υποδοχέων χημοκινών στα υπερκείμενα καλλιεργειών TROPHO-1 

κυττάρων. Αν και δεν μπορούμε στηριζόμενοι μόνο σε αυτά τα πειράματα να 

μιλήσουμε για εκκρινόμενες μορφές των υποδοχέων αυτών, εν τούτοις, έχουν 

αναφερθεί περιπτώσεις ύπαρξης ενδοκυττάριας μορφής υποδοχέων όπως 

ισχύει για τους FcγR υποδοχείς για τους οποίους έχουν ταυτοποιήσει τρεις 

διαλυτές μορφές οι οποίες κωδικοποιούνται από 8 γονίδια (Jefferis et al., 

1998). Κάτι τέτοιο έχει δειχθεί και στην περίπτωση του CXCR4 από τους 

(Forster et al., 1998) οι οποίοι βρήκαν ενδοκυττάρια έκφραση του υποδοχέα 

αυτού και μάλιστα σε μεγάλες ποσότητες, σε διάφορους τύπους 

λευκοκυττάρων. Το ενδιαφέρον στη μελέτη μας για εν λόγω υποδοχείς είναι 

ότι συγκρίνοντας τα πειράματα κινητικής της επιφανειακής έκφρασης των 

υποδοχέων με τα αντίστοιχα της ανίχνευσης τους στα υπερκείμενα των 

καλλιεργειών, μπορούμε να παρατηρήσουμε ότι όταν στην πρώτη περίπτωση 

τα επίπεδα τους ανεβαίνουν ή φθίνουν αισθητά αυτό αντανακλάται με ένα 

αντίστροφο τρόπο στη δεύτερη περίπτωση. Ίσως λοιπόν να υπάρχει μια 

ρύθμιση της έκφρασης τους σε μεταγραφικό, μεταφραστικό και/ή μετα-

μεταφραστικό επίπεδο η οποία ανάλογα με το υπάρχον κάθε φορά ερέθισμα, 

π.χ. μια συγκεκριμένη κυτοκίνη, να ευνοεί την μετατροπή της σταθερής 

ενδοκυττάριας δεξαμενής σε μια μεμβρανική είτε διαλυτή μορφή αυτών των 

υποδοχέων.        

 

TΕΛΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ-ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 
 
Το 2000 εκτιμάται ότι θα υπάρχουν έξι εκατομμύρια έγκυες γυναίκες και πέντε 

έως δέκα εκατομμύρια παιδιά μολυσμένα με HIV-1. Περισσότερο από το 90% 

των περιπτώσεων παιδικής μόλυνσης με τον ιό αυτό, αποδίδεται στη 

μετάδοση από τη μητέρα στο παιδί. Παρόλα αυτά, αυτού του είδους η 

μόλυνση απαντά σε ένα ποσοστό 14-35% των περιπτώσεων. Η ανάγκη να 
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διαπιστωθεί ο ρόλος κάθε σχετικής με αυτόν τον τύπο μετάδοσης παραμέτρου 

προβάλλει επιτακτική. 

Ο ρόλος του πλακούντα ως προς την αποφυγή ή τη διευκόλυνση αυτής της 

μετάδοσης παραμένει ακόμη αρκετά ασαφής. Η εργασία αυτή εστιάστηκε στην 

ανίχνευση και αναστολή μηχανισμών ενδοκύτωσης μορίων ανοσοσφαιρινών 

μέσω Fc υποδοχέων σε τροφοβλάστες, στα πλαίσια διερεύνησης της 

ρύθμισης και επιλογής της μετάδοσης του HIV μέσω του πλακούντα. 

Τα αποτελέσματα της εργασίας αυτής στο σύνολο τους, δεικνύουν ότι ένας 

πιθανός, και/ή ενναλακτικός μηχανισμός εισόδου του HIV στα πλακουντικά 

κύτταρα θα μπορούσε δυνητικά, να μεσολαβείται μέσω ενδοκύτωσης του με 

τη μορφή συμπλόκων αυτού με ανοσοσφαιρίνες, μέσω των Fc υποδοχέων. 

Επιπλέον στην εργασία αυτή, δείχνουμε ότι ένας τρόπος αναστολής αυτού 

του μηχανισμού, αποτελεί η χρήση αναστολέων πρωτεασών και συγκεκριμένα 

του αναστολέα πρωτεασών ασπαρτικού οξέος pepstatin A. Συμπερασματικά 

δείξαμε ότι ο εν λόγω αναστολέας, είναι ικανός να παρεμποδίζει την είσοδο 

ανοσοσφαιρινών μέσα στους συγκιοτροφοβλάστες αλλά και να τις 

ακινητοποιεί σε ενδοκυτταρικά διαμερίσματα, πιθανότατα σε πρώιμα 

ενδοσώματα, στην περίπτωση που αυτές έχουν περάσει στο εσωτερικό του 

κυττάρου. Επιπρόσθετα ο αναστολέας αυτός δείξαμε ότι διαθέτει την 

ικανότητα να καταστέλλει την συνεχή και/ή επαγόμενη επιφανειακή έκφραση 

υποδοχέων χημοκινών όπως οι CCR5, CCR3 και CXCR4, προβάλλοντας έτσι 

ένα ακόμη εμπόδιο στην είσοδο του HIV στα πλακουντικά κύτταρα. Τέλος, το 

γεγονός ότι η ουσία αυτή ασκεί όλες τις παραπάνω ανασταλτικές επιδράσεις 

σε μηχανισμούς που ίσως ο HIV χρησιμοποεί in vivo, για να κερδίσει την 

πρόσβαση του στα πλακουντικά κύτταρα, ενώ παράλληλα διατηρεί σε 

ικανοποιητικό βαθμό τη μορφολογία και τη δυνατότητα αύξησης των 

κυττάρων αυτών, τον καθιστά ένα ελκυστικό παράγοντα αντιικής θεραπείας. 

Προτού μπορέσουμε να προτείνουμε μετά βεβαιότητος, τη χρήση της ουσίας 

αυτής ως πιθανό αντιικό παράγοντα από κλινικής άποψης, θα πρέπει πρώτα 

να δειχθεί η δυνατότητα αυτού να αναπαράγει με την ίδια πιστότητα και 

αποτελεσματικότητα τα παραπάνω αποτελέσματα. Θα πρέπει δηλαδή αρχικά 

να επιβεβαιωθεί σε ένα πρώτο στάδιο ο μηχανισμός ενδοκύτωσης μορίων 

ανοσοσφαιρινών και η αναστολή αυτού από την pepstatin A, σε ανθρώπινους 
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τροφοβλάστες in vitro, καθώς και να ελεγχθεί το κατά πόσον η χρήση του 

μπορεί να μειώσει και/ή να αναστείλλει την HIV μόλυνση τροφοβλαστικών 

κυττάρων in vitro. Eπιπλέον, θα πρέπει να ελεγχθεί η αλληλεπίδραση του με 

την έκφραση των υποδοχέων χημοκινών σε ανθρώπινα τροφοβλαστικά 

κύτταρα. Τέλος στα πλαίσια της επιλογής του για in vivo χρήση ως αντιικό 

παράγοντα, θα πρέπει να ελεγχθεί το κατά πόσον επηρεάζει τόσο την υγεία 

της μητέρας όσο και τη φυσιολογία του νεογέννητου, σε συνδυασμό με τον 

έλεγχο μείωσης και/ή αναστολή της HIV μετάδοσης από τη μητέρα στο παιδί.  
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