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1 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2  Πειραματόζωα 

 

Τα πειραματόζωα που χρησιμοποιήσαμε ήταν ποντίκια BALB/cJ (H-2Kd)  

ηλικίας 5-8 εβδομάδων. Τα ζώα αυτά εκτράφηκαν στη μονάδα πειραματoζώων του 

Πανεπιστημίου Κρήτης. 

Κάθε θηλυκό BALB/cJ  ποντίκι ελέγχθηκε για οίστρο και τοποθετήθηκε σε 

κλουβί μαζί με ένα αρσενικό BALB/cJ. Η μέρα κατά την οποία θα παρατηρηθεί το 

κολπικό βύσμα, θεωρείται η μέρα  μηδέν της εγκυμοσύνης. 

Η  χορήγηση του IFNms καθώς και των υπερκειμένων των Tropho-1 

κυττάρων,  έγινε ενδοπεριτονιακά (100μl/ποντίκι) από την 6η ως και την 11η 

μέρα της εγκυμοσύνης, και την 12η μέρα πήραμε τα έμβρυα, τον πλακούντα 

και την σπλήνα. Ο IFNms χορηγήθηκε αραιωμένος (1/100) σε PBS και τα 

υπερκείμενα ως έχουν. 

  

3 Κυτταροκαλλιέργειες 

 

Τα θρεπτικά υγρά που χρησιμοποιήσαμε ήταν, DMEM 10% FCS και HBSS. 

Χρησιμοποιήσαμε την κυτταρική σειρά Tropho-1, που είναι τροφοκύτταρα 

από τον σπογκιοτροφοβλάστη πλακούντα ποντικιού 12ης μέρας εγκυμοσύνης. Τα 

κύτταρα αυτά καλλιεργήθηκαν σε πιάτα καλλιέργειας έξι “πηγαδιών” (Sarstedt), με 

5ml DMEM  10% FCS, σε κάθε “πηγάδι” και σε συγκέντρωση 104 κύτταρα/ml. 

Για τους πρωτογενής τροφοβλάστες και τα μακροφάγα, ομογενοποιήσαμε 

τον πλακούντα, 12ης  μέρας εγκυμοσύνης και τη σπλήνα, αντίστοιχα, και μετά την 

απομάκρυνση των ιστών φυγοκεντρήσαμε στις 1200 στροφές για 5 λεπτά. Πετάξαμε 



το υπερκείμενο, επαναδιαλύσαμε  το κυτταρικό ίζημα σε HBSS και επαναλάβαμε 

δύο φορές ακόμα την διαδικασία. 

Μετά από μέτρηση τα κύτταρα τοποθετήθηκαν σε πιάτο καλλιέργειας 24άρων 

πηγαδιών (Sarstedt), σε συγκέντρωση 106 κύτταρα/ml και σε τελικό όγκο 2 ml 

DMEM 10% FCS. Ακολούθησε επώαση 7 ημερών για τους πλακούντες και 2 ημερών 

για τα σπληνοκύτταρα σε επωαστήρα (Forma Scientific, USA).  

 

4 Κυτοκίνες, Αντισώματα, Χημικές ουσίες  

 

Η IFN-γ (Holland Biotech.Leiden, The Nederlands) χρησιμοποιήθηκε στην  

συγκέντρωση των 100 units ανά ml υγρού καλλιέργειας (DMEM 10% FCS) και η 5-

Αζακυτιδίνη (5-Αzacytidine- 5-AzaC) στη συγκέντρωση του 1μg/ml. 

Τo μονοκλωνικά αντισώματα που χρησιμοποιήσαμε είναι τα DF4 και FF5 τα 

οποία έχουν παραχθεί στο εργαστήριο από την σύντηξη Β-κυττάρων από σπλήνα 

εγκύων ποντικιών, στα οποία έχει χορηγηθεί IFN-γ, και μυελοματικά κύτταρα του 

κλώνου SP-2 [ ] και χρησιμοποιήθηκαν ως υπερκείμενα καλλιέργειας σε δύο 

διαφορετικές αραιώσεις (1/2 και 1/5). 

Αντισώματα για τα τάξης ΙΙ αντιγόνα ιστοσυμβατότητας (a-IA, anti-mouse 

Becton Dickinson), και τις ιντερλευκίνες -2, -4, (Endogen)  χρησιμοποιήθηκαν ως 

πρώτο αντίσωμα στον ανοσοφθορισμό (σε συγκέντρωση1μg/ml) και στην ELISA 

(σε συγκεντρώσεις 1μg/ml και 0.1 μg/ml αντίστοιχα), και ως δεύτερα αντισώματα 

χρησιμοποιήθηκαν τα conjugants anti-rat Ig-POP Fab fragment (Boehringer 

Manheim) (σε αραίωση 1/100)  και ProteinA horse-radish peroxidase (Amersam 

UK) (σε αραίωση 1/9000) για τις δύο μεθόδους αντίστοιχα. 

Τα μονοκλωνικά αντισώματα για τις δύο ισομορφές του ενζύμου ΝΟS (anti-

eNOS και anti-iNOS) (Transduction Laboratories, Exceter)  χρησιμοποιήθηκαν στη 

συγκέντρωση του1μg/ml. 

Η συγκέντρωση των αναστολέων του μονοπατιού βιοσύνθεσης του ΝΟ, Am-

Gua και L-Name, είναι 0.5mM. 



 

5 Εξωτερικός Ανοσοφθορισμός 

 

 Για να επιβεβαιώσουμε (ή να απορρίψουμε) την περίπτωση έκφρασης τάξης 

ΙΙ αντιγόνων του Μ.Σ.Ι. ή άλλων πρωτεϊνών στη μεμβράνη των κυττάρων που 

μελετάμε, ακολουθούμε τη διαδικασία εξωτερικού ανοσοφθορισμού, η οποία με λίγα 

λόγια έχει ως εξής: 

 ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ: 

PBS-BSA 2%: 2% Bovine Serum Albumin σε PBS.  

PBS-BSA 0.1% - Azide 0.02%: 0.1% Bovine Serum Albumin και 0.02% αζίδιο 

(Διάλυμα 1). 

Φυγοκεντρούμε τα κύτταρα (5 λεπτά-1200 rpm). Mετά από επώαση  με PBS-

BSA 2%  για 20-30 λεπτά στους 4 oC. Φυγοκεντρούμε πάλι και ακολουθεί 

ανασύσταση του ιζήματος σε 0.1% BSA-PBS 0.02% Azide (Διάλυμα 1). 

Τοποθετούμε 200μl κύτταρα σε σωλήνες τύπου eppendorff και φυγοκεντρούμε (6 

λεπτά στις1200 στροφές). Προσθέτουμε το 1ο αντίσωμα (1/100 στο Διάλυμα 1) και 

επωάζουμε για 30 λεπτά στους 4 oC. Ακολουθεί πλύση τρεις φορές με PBS και 

προσθέτουμε το 2ο αντίσωμα (anti-mouse FITC 1/100 στο Διάλυμα 1) και 

επωάζουμε για 30 λεπτά στους 4 oC. Πλένουμε πάλι 3 φορές με PBS και 

προσθέτουμε 25 λ γλυκερόλης 25%. Αφού κάνουμε ανασύσταση του ιζήματος 

τοποθετούμε μία σταγόνα στην αντικειμενοφόρο. Μετρούμε τέλος την ένταση του 

φθορισμού με χρήση μικροσκοπίου φθορισμού (Zeiss, Oberkoctien, Germany). 

 

 

6 Εσωτερικός ανοσοφθορισμός 

 

 Εσωτερικό ανοσοφθορισμό εφαρμόζουμε όταν θέλουμε να ανιχνεύσουμε 

ενδοκυτταρικές πρωτεϊνες. Στη συγκεκριμένη εργασία θέλαμε να εντοπίσουμε τις 

ενδοκυτταρικές πρωτεΐνες-μάρτυρες, Κυτοκερατίνη (Cytokeratine-Cyt) και Βιμεντίνη 



(Vimentine-Vim), όπως και τις ισομορφές του ενζύμου της συνθάσης του NO (eNOS 

και iNOS). 

 Στην περίπτωση της Κυτοκερατίνης και Βιμεντίνης χρησιμοποιήσαμε τα εξής 

διαλύματα: 

PFA: 4% Παραφορμαλδεϋδη σε PBS, 

BSS: HBSS 1x, 0.01% Hepes, 

BSS-Saponin: HBSS 1x, 0.01% hepes, 0.1% Saponin. 

Διαδικασία: 

 Προσθέτουμε HBSS στα πηγάδια των καλλιεργειών, απ’ όπου έχουμε 

αφαιρέσει το υπερκείμενο καλλιέργειας. Ξύνουμε τα προσκολλημένα κύτταρα και 

φυγοκεντρούμε στις 1200 στροφές για 6 λεπτά. Πετάμε το υπερκείμενο και 

επαναδιαλύουμε το κυτταρικό ίζημα σε HBSS. Επαναλαμβάνουμε δύο φορές ακόμα 

τη διαδικασία, με ενδιάμεσες φυγοκεντρήσεις. 

 Στο ίζημα προσθέτουμε 0.5ml κρύου PFA με ταυτόχρονη ανάδευση και 

επωάζουμε τα κύτταρα σε πάγο για 5 λεπτά με ενδιάμεσες αναδεύσεις. Διακόπτουμε 

την μονιμοποίηση των κυττάρων προσθέτοντας 4ml δ/τος BSS και ξεπλένουμε με 

ενδιάμεσες φυγοκεντρήσεις στις 1200 στροφές για 5 λεπτά. 

 Προσθέτουμε στα κύτταρα το πρώτο αντίσωμα αραιωμένο 1/100 σε BSS-

Saponin και επωάζουμε 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια 

ξεπλένουμε με BSS-Saponin και προσθέτουμε το δεύτερο αντίσωμα (αραιωμένο σε 

BSS-Saponin) και επωάζουμε για 30 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Τέλος αφού 

ξεπλύνουμε, προσθέτουμε 25% γλυκερόλη. 

Και μεταφέρουμε τα κύτταρα σε αντικειμενοφόρο για να ακολουθήσει το 

μέτρημα  σε μικροσκόπιο φθορισμού (Zeiss, Oberkoctien, Germany). 

Για τον εντοπισμό των eNOS και iNOS χρησιμοποιήσαμε την εξής 

διαδικασία: 

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ: 

PFA: 4% Παραφορμαλδεϋδη σε PBS, 

PBS-BSA-FCS: 2% Bovine Serum Albumine, 5% Fetal Calvum Serum σε PBS 

PBS-BSA: 0.1% Bovine Serum Albumine σε PBS 



Μετά από επώαση, για 48 ώρες, των Tropho-1, με και χωρίς, IFN-γ (σε 24άρι 

πιάτο καλλιέργειας) αφαιρούμε το υπερκείμενο και ξεπλένουμε δύο φορές με PBS. 

Προσθέτουμε στα κύτταρα (που είναι προσκολλημένα στο  πιάτο καλλιέργειας) 1ml 

δ/τος PFA  και αφήνουμε 10 λεπτά. Στη συνέχεια ξεπλένουμε με PBS και 

προσθέτουμε 20% κρύα μεθανόλη για 3-5 λεπτά. Αφού διώξουμε τη μεθανόλη 

ξύνουμε τα κύτταρα, πολύ ελαφρά, σε δ/μα  PBS- BSA-FCS .  

Μεταφέρουμε τα κύτταρα με το παραπάνω δ/μα σε σωλήνες τύπου 

eppendorff και επώαζουμε για 20-30 λεπτά στους 4οC. Κατόπιν φυγοκεντρούμε στις 

1200 στοφές για 6 λεπτά, πετάμε το υπερκείμενο και προσθέτουμε το 1ο αντίσωμα 

αραιωμένο σε PBS-BSA  και επωάζουμε για 30 λεπτά στους 4οC. Όταν τελειώσει η 

επωάση, πλένουμε 2-3 φορές με PBS, φυγοκεντρώνοντας ενδιάμεσα στις 1200 

στροφές για 6 λεπτά και στη συνέχεια προσθέτουμε το 2ο αντίσωμα (αραιωμένο 

1/100 σε PBS-BSA ). Η επώαση γίνεται στο σκοτάδι, σε θερμοκρασία δωματίου και 

διαρκεί 30 λεπτά. Πλένουμε 2 φορές με PBS και προσθέτουμε γλυκερόλη 25%. 

Αφού κάνουμε ανασύσταση του ιζήματος τοποθετούμε μία σταγόνα στην 

αντικειμενοφόρο. Μετρούμε τέλος την ένταση του φθορισμού με χρήση 

μικροσκοπίου φθορισμού (Zeiss, Oberkoctien, Germany). 

 

7  ELISA σε υπερκείμενο Tropho-1  κυττάρων και σε ορούς εγκυών 
γυναικών 

 

 Η διαδικασία που ακολουθείται στην περίπτωση των υπερκειμένων 

κυττάρων είναι η εξής: 

 

ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ: 

 Coating Buffer: σε 500 ml H2O διαλύουμε 2.1 gr NaHCO3 και σε άλλα 500 ml H2O 

διαλύουμε 2.65 gr Na2CO3 και αναμιγνύουμε τα δύο διαλύματα σε τελικό pH ίσο με 

9.6. 

PBS-Tween 20: 25% Tween 20 σε PBS. 



Χρωμογόνο:  2.1g Κιτρικού οξέος, 5g μανιτόλης, 100mg 3,3’,5,5’,tetramethyl 

benzine dihydrocloride, σε τελικό όγκο 100ml νερού. Χωρίζουμε σε όγκους 1.5ml 

και ψύχουμε στους –20οC. 

Υπόστρωμα: 4.1g ΝαCOOH, 300μl H2O2 (30%) σε 100ml Η2Ο 

Τα υπερκείμενα των κυττάρων χρησιμοποιούνται σε τρείς διαφορετικές 

συγκεντρώσεις: 1/2, 1/5 και 1/10 (σε coating buffer). 

Στο πρώτο στάδιο “στρώνουμε” τον ορό ή τα υπερκείμενα σε ειδικό πιάτο 

για ELISA και επωάζουμε για ένα βράδυ στους 4 οC. Στη συνέχεια αφού πλύνουμε 

τρεις φορές με PBS-Tween 20 ακολουθεί η προσθήκη διαλύματος PBS-BSA 1% 

Μετά από επώαση μιάμισης ώρας πλένουμε με PBS Tween 20 τρεις φορές και 

προσθέτουμε το πρώτο αντίσωμα (1/1000 σε PBS-BSA 0.1%) που είναι ειδικό κάθε 

φορά για τον παράγοντα που θέλουμε να εντοπίσουμε και επώαζουμε για μιάμιση 

ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί και πάλι πλύσιμο με PBS-Tween 20 και 

προσθέτουμε το 2ο αντίσωμα (α-Rat Fab HRP 1/9000 σε PBS-BSA 0.1%). Η 

επώαση πρέπει να γίνει στο σκοτάδι και διαρκεί μιάμιση ώρα σε θερμοκρασία 

δωματίου. Αφού πλύνουμε τρεις φορές με PBS-Tween 20 προσθέτουμε το διάλυμα 

χρωμογόνου-υποστρώματος (3/1).Τέλος σταματάμε την αντίδραση μετά από 20 

λεπτά, προσθέτοντας H2SO4 11% και φωτομετρούμε στα 450 nm. 

Η διαδικασία που ακολουθήσαμε για την ταυτοποιήση των IL-2, IL-4 και IFN-γ 

στους ορούς εγκύων γυναικών είναι παρόμοια με την παραπάνω και περιγράφεται 

διεξοδικά στο πρωτόκολο των αντίστοιχων Kit της εταιρείας  Endogen.  

 

8 Ανίχνευση ΝΟ σε υπερκείμενα καλλιεργειών 

 

Για την ανίχνευση των επιπέδων του ΝΟ σε υπερκείμενα καλλιέργειας 

πρωτογένων τροφοβλαστών, μακροφάγων και Tropho-1, χρησιμοποιήσαμε το 

αντιδραστήριο Greiss που αποτελείται από ίσους ογκούς, α) δ/τος 1% 

σουλφανιλαμιδίου (sulfanilamide) σε 5% H3PO4 και β) δ/τος 0.1 διυχλωριδίου του 

ναφθυλεναδιαμιδίου (napthylenediamide hihydrochloride) σε απιονισμένο H2O. 



Διαδικασία: 

 Επωάζουμε τα κύτταρα, σε 24άρι πιάτο καλλιέργειας, για 24,36,48 και 72 

ώρες (κινητική παραγωγής ΝΟ). Παίρνουμε 500ml υπερκείμενο από κάθε πηγάδι 

φυγοκεντρούμε για 3 λεπτά στις 3000 σρτοφές, μεταφέρουμε 100μl από το 

υπερκείμενο σε 96άρι πιάτο (Sarstedt) και προσθέτουμε 100μl (ίσο όγκο) δ/τος 

Greiss. Μετά από 3 περίπου λεπτά, φωτομετρούμε στα 546 nm. 

 Για τους υπολογισμούς μας χρησιμοποιήθηκαν πρώτυπες καμπύλες που 

κατασκευάστηκαν βάση των τιμών απορρόφησης που έδωσαν οι παρακάτω 

συγκεντώσεις NaNO3: 1.25, 2.5, 5, 10, 20 και 40 μΜ. 

 Με τη μέθοδο αυτή μετράμε τη συγκέντρωση των ΝΟ-2. Λαμβάνοντας 

λοιπόν υπόψη τη σχέση: 2NO → NO-3 + NO –2, υπολογίζουμε τη συγκέντρωση του 

ΝΟ στα υπερκείμενα μας, διπλασιάζοντας την τιμή απορρόφησης και 

τοποθετώνταςτην στην πρώτυπη καμπύλη. 

 

9 Ενσωμάτωση ραδιενεργής θυμιδίνη 

 

 Τα κύτταρα που χρησιμοποιήσαμε στρώθηκαν σε πιάτο καλλιέργειας 96 

πηγαδιών  σε τελικό όγκο 200μl υγρού καλλιέργειας και επωάστηκαν με IFN-γ 

παρουσία ή όχι αναστολέων. Μετά από 48 ώρες προστέθηκαν 10μl ραδιενεργής 

θυμιδίνης (3HTdR) και έπειτα από 12-16 ώρες έγινε η συλλογή των κυττάρων και η 

μέτρηση της ενσωματωμένης ραδιενεργής θυμιδίνης σε μετρητή β-ακτινοβολίας 

όπου εκφράζεται σαν αριθμός κρούσεων ανά λεπτό.   

 

 

 

  

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

10 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 
 

Είναι πλέον γνωστό, ότι η μετάβαση του οργανισμού της μητέρας σε 

κατάσταση εγκυμοσύνης, συνοδεύεται από μία πληθώρα αλλαγών, τόσο στο 

ορμονικό και μεταβολικό, όσο και στο ανοσοποιητικό σύστημα της μητέρας, 

ώστε να ικανοποιηθούν οι ανάγκες του εμβρύου για τροφή και οξυγόνωση, και 

να εξασφαλιστεί η προστασία του αλλομοσχεύματος από μια ανοσολογική 

επίθεση. 

Οι αλλαγές αυτές αντικατοπτρίζονται και στην παραγωγή TΗ1/ΤΗ2 

κυτοκινών τόσο στους εμβρυομητρικούς ιστούς όσο και στην κυκλοφορία της 

μητέρας. Έτσι πολλές μελέτες έχουν γίνει για την ανίχνευση κυτοκινών σε 

διάφορους ιστούς του αναπαραγωγικού συστήματος της μητέρας σε 

φυσιολογικές και μη εγκυμοσύνες[Haynes et.al 1993, Chaouat et.al 1990, 

Chaouat et.al 1995, Athanassaiks 1993] . 

Σκοπός της εργασίας αυτής είναι η μελέτη παραγόντων που 

κυκλοφορούν στο ορό της μητέρας και που επηρεάζουν τη βιωσιμότητα των 

εμβρύων. Πριν προχωρήσουμε στη δράση των παραγόντων αυτών θεωρείται 

σκόπιμο να μελετήσουμε τις κυτοκίνες που κυκλοφορούν στον ορό γυναικών 

σε φυσιολογικές εγκυμοσύνες αλλά και σε περιπτώσεις αποβολών. Στα 

διαγράμματα   και    δίνεται η εικόνα παραγωγής δυο χαρακτηριστικών 

ιντερλευκινών, της IL – 2 (τύπου ΤΗ1 κυτοκίνη) και της IL – 4 (τύπου ΤΗ2 

κυτοκίνη). Μεταξύ των δύο αυτών ιντερλευκινών είναι σημαντικό να 

προσέξουμε ότι η IL – 2 ως ΤΗ1 κυτοκίνη, αυξάνεται στις περιπτώσεις των 

αποβολών, ενώ δεν εμφανίζει σημαντική αύξηση καθόλη τη διάρκεια της 

κύησης (1ο, 2ο και 3ο τρίμηνο). Ενώ η IL – 4 φαίνεται να αυξάνει σταδιακά 

όσο προχωρά η εγκυμοσύνη και επίσης βρίσκεται σε χαμηλά επίπεδα στον 

ορό γυναικών που απέβαλαν. Τα παραπάνω αποτελέσματα ενισχύουν τη 

θεωρία ότι η εγκυμοσύνη είναι ένα ΤΗ2 φαινόμενο, και γενικότερα την άποψη 



ότι οι ΤΗ2 κυτοκίνες είναι ευεργετικές σε μια εγκυμοσύνη, ενώ οι ΤΗ1 αρνητικές 

για τη φυσιολογική έκβαση της. 

Στο διάγραμμα 3.1.γ παρουσιάζεται η κινητική της IFN – γ στον ορό 

γυναικών, μη εγκυμονούντων, ή που βρίσκονται στο 1ο, 2ο, 3ο τρίμηνο 

κύησης, ή μετά τον τοκετό, ή τέλος που απέβαλαν. Στην περίπτωση της IFN –

γ, η δράση της ως ΤΗ1 κυτοκίνη, είναι πιο ισχυρή σε σχέση με αυτή της IL – 2. 

Το γεγονός αυτό φαίνεται από την αύξηση κατά 93% της παραγωγής της, στις 

περιπτώσεις των αποβολών συγκρινόμενη με την παραγωγή της στο 1ο 

τρίμηνο. Η IFN –γ σύμφωνα και με τη βιβλιογραφία, φαίνεται να παίζει 

σημαντικό ρόλο από τα πρώτα μόλις στάδια μιας εγκυμοσύνης  (εμφύτευση) 

μέχρι και τον τοκετό Delassus et.al 1994, Haynes et.al 1993]. Όταν όμως 

ξεπεράσει, έστω και ελάχιστα, τα προβλεπόμενα όρια, προκαλεί προβλήματα 

στη μητέρα και στο έμβρυο και μπορεί να οδηγήσει και στην απόρριψη του 

εμβρύου [Athanassakisand Vassiliadis 1995(b), Athanassakis 1995, 

Athanassakis et.al 1995(a), Vassiliadis et.al 1994]. 

Στην συνέχεια λοιπόν , θα εστιαστούμε στη μελέτη της δράσης 

εμβρυοτοξικών παραγόντων, που επάγονται από την IFN –γ και κυκλοφορούν 

στον ορό του αίματος της μητέρας. Ως πειραματικό μοντέλο χρησιμοποιήσαμε 

την εγκυμοσύνη στο ποντίκι και σκοπός μας είναι να ελέγξουμε  την 

αντιστοιχία των αποτελεσμάτων μας και στον άνθρωπο. 

Σε παλαιότερες μελέτες του εργαστηρίου έχει δειχθεί η επαγωγή από την 

IFN –γ τόσο μεμβρανικών αντιγόνων (τάξης ΙΙ αντιγόνα του Μ.Σ.Ι.) σε κύτταρα 

του πλακούντα, που αυξάνουν τα ποσοστά αποβολών στο ποντίκι, όσο και 

διαλυτών αντισωμάτων που έχουν παραχθεί και σε μονοκλωνική μορφή  (DF4 

και FF5) που προκαλούν ανωμαλίες στη φυσιολογία της μητέρας και του 

εμβρύου [Athnassakis et.al 1996(b)]. 

Στην εργασία αυτή δείξαμε ότι η IFN –γ επάγει στα tropho –1 όχι μόνο 

την έκφραση τάξης ΙΙ αντιγόνων, αλλά και αντιγόνων που αναγνωρίζονται 

τόσο από IFNms όσο και από τα DF4 και FF5 (διαγ.). Τα tropho –1 κύτταρα 

όμως δεν εκφράζουν τάξης ΙΙ μόρια, αν επωαστούν με 5 –AraC ενώ 

εκφράζουν τα αντιγόνα που αναγνωρίζονται από IFNms, DF4 και FF5, γεγονός 

που σημαίνει ότι τα αντιγόνα αυτά μπορούν να επαχθούν μέσω διαφόρων 

μονοπατιών κι όχι μόνο της IFN –γ [Athnassakis et.al 1990].  



Εκτός όμως των μεμβρανικών τους αντιγόνων, ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν οι παράγοντες που εκκρίνουν τα Tropho –1 στα υπερκείμενα 

καλλιέργειας τους. Καλλιέργειες τροφοβλαστών έχουν μελετηθεί αρκετά ως 

προς τα διαλυτά μόρια που παράγονται και εκκρίνονται όπως για παράδειγμα 

και ο παράγοντας αναστολής του πολλαπλασιασμού λεμφοκυττάρων 

(Lymphocyte Proliferation Inhibiting Factor, LPIF). 

Σε υπερκείμενα tropho –1 κυττάρων που επωάστηκαν με IFN –γ 

παρατηρήσαμε αυξημένα επίπεδα στη συγκέντρωση του μονοξειδίου του 

αζώτου (ΝΟ) (διαγ), γεγονός που καθιστά το μόριο του ΝΟ ως υποψήφια 

εμβρυοτοξικό παράγοντα που επάγεται από IFN –γ. Η τοξική δράση της IFN –

γ μέσω παραγωγής ΝΟ δείχθηκε και με πειράματα αναστολής του 

πολλαπλασιασμού τόσο των tropho –1 κυττάρων, όσο και πρωτογενών 

τροφοβλαστών (διαγ. Και διαγ.). Στα πειράματα αυτά η παρεμπόδιση του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων μειώθηκε όταν χρησιμοποιήθηκαν 

αναστολείς του μονοπατιού βιοσύνθεσης του ΝΟ (Am –Gua). Παρόμοια 

αποτελέσματα έχουν αναφερθεί και σε άλλους πληθυσμούς κυττάρων όπως 

για παράδειγμα σε κύτταρα αγγείων γαγγλίων [Goodwin et.al 1995], 

μυομετρίου της μήτρας [Ramsay et.al 1996] και ενδοθηλίου [Walker et.al 

19997], που αποδεικνύεται η τοξικότητα του ΝΟ ύστερα από την επαγωγή του 

από IFN –γ. 

Η επαγωγή παραγωγής ΝΟ σε υπερκείμενα τροφοβλαστών, από την 

IFN –γ, φαίνεται να οφείλεται στην επαγωγή έκφρασης του eNOS ενζύμου 

στα κύτταρα αυτά. Η έκφραση της eNOS, έχει δειχθεί ότι αυξάνει στη μήτρα 

κατά την διάρκεια μιας φυσιολογικής εγκυμοσύνης [Dong et.al 1996] και ότι 

είναι παρόν και σε κύτταρα του πλακούντα [McLaughlin et.al 1995]. Το 

γεγονός ότι στους σπογκιοτροφοβλάστες (tropho –1) που εμείς 

χρησιμοποιήσαμε, εκφράζεται μόνο μετά από επώαση τους με IFN –γ, ίσως 

σημαίνει ότι στον πλακούντα εκφράζεται σε κάποια άλλη στιβάδα (φθαρτό ή 

λαβυρινθική) και όχι στην σπογγιακή στιβάδα  

Παράλληλα με τα παραπάνω πειράματα, έχουν γίνει στο εργαστήριο και 

in vivo μελέτες της δράσης του ΝΟ. Συγκεκριμένα μετρήθηκε το ΝΟ σε ορούς 

ποντικιών 12ης μέρας εγκυμοσύνης στα οποία είχε χορηγηθεί LPS (επαγωγή 

αύξησης των αποβολών, ανάλογη δράση με αυτή της IFN –γ) καθώς και LPS 

με αναστολείς του ΝΟ. Τα αποτελέσματα αυτά έδειξαν, α) ότι στο LPSms 



ποντικιών με υψηλό ποσοστό αποβολών το ΝΟ ήταν αυξημένο και β) όταν 

μετά το LPS χορηγήθηκαν οι αναστολείς του ΝΟ το ποσοστό των αποβολών  

πλησίασε τα φυσιολογικά επίπεδα. 

Σύμφωνα με αυτά που έχουν αναφερθεί μέχρι στιγμής ο ρόλος του ΝΟ 

στην εγκυμοσύνη είναι σημαντικός. Ανάλογα τώρα με τον παράγοντα που 

επάγει την αύξηση της παραγωγής του, ο ρόλος του είναι επανορθωτικός 

(βελτιώνει την επικοινωνία – κυκλοφορία μεταξύ εμβρύου και μητέρας, 

εμποδίζει τη στένωση των αρτηριών του ομφάλιου λώρου, μπορεί να 

επιμηκύνει τους πρόωρους τοκετούς)  [Lyall et.al 1995, Black et.al 1996]    ή 

εμβρυοτοξικός [Athanassakis et.al (subm.)]. 

Στα επόμενα σχέδια μας είναι η μέτρηση ΝΟ σε ορούς γυναικών που 

έχουν αποβάλει και η σύγκριση αυτών των επιπέδων με αυτά σε φυσιολογικές 

εγκυμοσύνες. Οι πρώτες ενδείξεις από τέτοιου είδους μετρήσεις δείχνουν 

αύξηση παραγωγής ΝΟ σε περιπτώσεις αποβολών. Τα στοιχεία αυτά σε 

συνδυασμό με τα αποτελέσματα από τα in vivo πειράματα (LPS), 

φανερώνουν ότι η εμβρυοτοξικότητα ουσιών όπως IFN –γ, LPS και ίσως και 

άλλων παραγόντων, είναι πιθανό να οφείλεται ως ένα βαθμό στην επαγόμενη 

παραγωγή ΝΟ και τότε η χρήση αναστολέων του μονοπατιού παραγωγής ΝΟ 

θα μπορούσαν να αποτρέψουν την τοξική δράση των μορίων αυτών και να 

παίξουν έναν προστατευτικό ρόλο στην ανάπτυξη του εμβρύου. 

Στα πλαίσια της μελέτης των εμβρυοτοξικών παραγόντων που επάγει η 

INF –γ παρατηρήσαμε ότι στα υπερκείμενα των tropho –1 κυττάρων που 

είχαν επωαστεί με INF –γ (INFsup) όπως και σε IFNms, το ειδικό για την 

τάξης ΙΙ πρωτεΐνη του Μ.Σ.Ι. αντίσωμα, αναγνωρίζει το αντίστοιχο διαλυτό 

αντιγόνο (διαγ.). Το γεγονός αυτό ήταν μια πρώτη ένδειξη για πιθανή 

επαγωγή εκκρινόμενου τάξης ΙΙ αντιγόνου ιστοσυμβατότητας. Σε 

προηγούμενες μελέτες, στα υπερκείμενα αυτά, ανιχνεύσαμε και αντιγόνα που 

αναγνωρίζονται από τα DF4 και FF5.  

Η ύπαρξη εκκρινόμενων HLA τάξης Ι αντιγόνων αναφέρθηκε για πρώτη 

φορά 25 χρόνια πριν [vanRood et.al 1970, Charlton et.al 1970]. Τα 

εκκρινόμενα αυτά αντιγόνα του Μ.Σ.Ι. έχουν δομή ανάλογη με αυτή των 

μεμβρανικών. και ορίζονται ως ενεργά ανοσολογικά μόρια μιας και  1) 

δεσμεύονται από ειδικά αλλοαντισώματα, 2) επιδρούν στην επιβίωση του 



αλλομοσχεύματος, 3) προκαλούν την παραγωγή ξενοαντισωμάτων [Puppo 

et.al 1997]. 

Θεωρείται πλέον δεδομένο ότι τα επίπεδα των εκκρινόμενων τάξης Ι 

αντιγόνων αυξάνουν στον ορό των ασθενών μετά την απόρριψη 

μεταμοσχευμένων  οργάνων, όπως και κατά τη διάρκεια Acute Graft versus 

host disease (GVHD) που ακολουθεί τη μεταμόσχευση μυελού των οστών 

[Puppo et.al 1997]. 

. 

Όσον αφορά στην παραγωγή εκκρινόμενου τάξης ΙΙ μορίου του Μ.Σ.Ι. οι 

πληροφορίες είναι ελάχιστες, αν και η πρώτη πληροφορία για την ύπαρξη του 

, δόθηκε πριν 20 χρόνια [Callahan et.al 1976, Wilson et.al 1979]. Έχουν 

διατυπωθεί υποθέσεις που θεωρούν το μόριο αυτό ανοσοκατασταλτικό 

παράγοντα. Για την κατασταλτική αυτή δράση των εκκρινόμενων τάξης ΙΙ 

αντιγόνων, έχει προταθεί ένα μοντέλο σύμφωνα με το οποίο, το αντιγόνο 

αυτό, ανταγωνίζεται τη σύνδεση των μεμβρανικών τάξης ΙΙ μορίων, με τα 

CD4+  κύτταρα, εμποδίζοντας έτσι την ενεργοποίηση του πληθυσμού των Τ – 

κυττάρων [Claus et.al 1990]. 

Τα αντιγόνα που εμείς ανιχνεύσαμε με αντί –τάξης ΙΙ αντίσωμα, τόσο σε 

INFms όσο και σε INFsup φαίνεται να παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

εγκυμοσύνη. Πράγματι, ένεση (ενδοπεριτονιακά) των INFsup, αλλά και του 

INFms σε έγκυα ποντίκια, έδωσε έμβρυα με μικρότερο από τον κανονικό 

βάρος (διαγ.). Η τοξική δράση του INFsup και του INFms εκτός από τα 

έμβρυα επεκτείνεται και στον πλακούντα, όπου παρατηρούμε μείωση και του 

βάρους των πλακούντων. Αυτό που αξίζει να σημειώσουμε είναι ότι το 

ποσοστό αποβολών στα ποντίκια αυτά είναι κοντά στα φυσιολογικά όρια. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα δίνουν ακριβώς την ίδια εικόνα που 

πήραμε από τη χορήγηση των μονοκλωνικών  αντισωμάτων DF4 και FF5 σε 

έγκυα ποντίκια [Athanassakis et.al 1996(b)]. Και στην περίπτωση των 

αντισωμάτων αυτών είχαμε ανωμαλίες στην ανάπτυξη των εμβρύων και στη 

φυσιολογία της μητέρας (σπληνομεγαλία, χαμηλό αιματοκρίτη), ενώ οι 

αποβολές ήταν σε χαμηλό ποσοστά. 

Τα μέχρι στιγμής δεδομένα, μας οδηγούν στη διατύπωση θεωρίας, 

σύμφωνα με την οποία, η έκφραση τάξης ΙΙ αντιγόνων του Μ.Σ.Ι. στον 

πλακούντα, σχετίζεται με την αύξηση των αποβολών, ενώ η κυκλοφορία 



εμβρυοτοξικών παραγόντων (μονοκλωνικών αντισωμάτων, εκκρινόμενων 

τάξης ΙΙ αντιγόνων) στον ορό της μητέρας, είναι υπεύθυνη για τις «κλινικές» 

ανωμαλίες της μητέρας (σπληνομεγαλία, θρομβοκυτοπενία, χαμηλό 

αιματοκρίτη) και των εμβρύων (μικρό μέγεθος, προβλήματα στο σχηματισμό 

του ματιού, μη φυσιολογική αιμάτωση). 

Απώτερος σκοπός κάθε έρευνας είναι να εντοπίσει και να μελετήσει το 

ζητούμενο κάθε φορά πρόβλημα, και στη συνέχεια να προτείνει τρόπους 

αντιμετώπισης του. Η απομάκρυνση έτσι (με ανοσοκατακρήμνιση) του 

εμβρυοτοξικού τάξης ΙΙ αντιγόνου με το ειδικό του αντίσωμα, ανατρέπει το 

φαινότυπο της INFsup (μικρά έμβρυα) και με το τρόπο αυτό αφενός 

ενισχύουμε τη θεωρία επαγωγής εκκρινόμενου εμβρυοτοξικού τάξης ΙΙ μορίου 

από την INF –γ και αφετέρου προτείνουμε πιθανό μελλοντικό τρόπο 

αντιμετώπισης των περιπτώσεων που παρατηρείται μη φυσιολογική εμβρυϊκή 

ανάπτυξη. 

Για την παραπέρα μελέτη των επαγόμενων από την INF –γ 

εμβρυοτοξικών παραγόντων, οφείλουμε να απομονώσουμε τις πρωτεΐνες που 

αναγνωρίζουν τα DF4 και FF5 αντισώματα και φυσικά το «υποψήφιο» για 

εκκρινόμενο τάξης ΙΙ αντιγόνο του Μ.Σ.Ι.. Η απομόνωση και ο καθαρισμός του 

διαλυτού τάξης ΙΙ μορίου θα φέρει νέες πληροφορίες όχι μόνο για την μεγάλης 

σημασίας δράση του κατά την εγκυμοσύνη, αλλά και γενικότερα για την 

ικανότητα έκφρασης και έκκρισης διαλυτού τάξης ΙΙ αντιγόνου που μέχρι 

σήμερα δεν έχει αποδειχθεί. 

 



 

Μείζων Σύμπλοκο Ιστοσυμβατότητας 
 

Όπως είναι γνωστό υπάρχουν δύο διαφορετικές τάξεις των μορίων του 

Μ.Σ.Ι., γνωστές ως τάξης Ι (MHC class I) και τάξης ΙΙ (MHC class II). Τα μόρια 

αυτά μεταφέρουν στην επιφάνεια των APCs αντιγονικά πεπτίδια διαφορετικής 

προέλευσης. Στην επιφάνεια τώρα των κυττάρων αυτών, τα τάξης Ι μόρια 

αναγνωρίζονται από Τ – κύτταρα που φέρουν τον επιφανειακό μάρτυρα CD8 

(Tc) ενώ τα τάξης ΙΙ αναγνωρίζονται από CD4 θετικά Τ – κύτταρα (ΤH). 

Τα τάξης Ι και τάξης ΙΙ μόρια παρά την κάποια δομική και λειτουργική 
ομοιότητα, έχουν ευδιάκριτες διαφορετικές δομές που έγιναν γνωστές με τις 
κρυσταλλογραφικές μελέτες 

Τα τάξης Ι μόρια αποτελούνται από δύο πολυπεπτιδικές αλυσίδες, την α 
ή βαριά αλυσίδα, και την β2 μικρoσφαιρίνη (β2 – microglobulin) (φωτο 1.5.α).. 
Τα τάξης ΙΙ μόρια σχηματίζονται από δύο αλυσίδες: τις α και β (φωτο 1.5.β). 
 
 
 



 

Σχήμα 1.5.α.: Δομή τάξης Ι αντιγόνου του 
Μ.Σ.Ι. 



 

Σχήμα 1.5.α.: Δομή τάξης ΙΙ 
αντιγόνου του Μ.Σ.Ι. 
 



 

Οπως έχει ήδη αναφερθεί ο κύριος ρόλος των μορίων του Μ.Σ.Ι. είναι να 

δεσμεύουν πεπτίδια που προέρχονται από παθογόνα, και να τα εμφανίζουν 

στην κυτταρική επιφάνεια, όπου το σύμπλοκο Μ.Σ.Ι. – πεπτίδιο, 

αναγνωρίζεται από τα κατάλληλα Τ – κύτταρα. Οι συνέπειες αυτής της 

«παρουσίασης» των αντιγονικών πεπτιδίων είναι σχεδόν πάντα τοξικές για το 

παθογόνο. Συνεπώς θα υπάρχει και μεγάλη πίεση φυσικής επιλογής στα 

παθογόνα, ώστε να επιλεχθούν στελέχη που μπορούν να διαφύγουν την 

παρουσίαση τους από τα Μ.Σ.Ι. μόρια. 

Το Μείζον Σύμπλοκο Ιστοσυμβατότητας, όμως, είναι ικανό να 
ανταπεξέλθει στη δημιουργία νέων παθογόνων γιατί, πρώτον, είναι 
πολυγονιδιακό (polygenic)(σχ.3.5.γ), (υπάρχουν πολλά διαφορετικά τάξης Ι 
και ΙΙ γονίδια, που κωδικοποιούν πρωτεϊνες με διαφορετική ειδικότητα 
σύνδεσης γονιδίων) και δεύτερον, πολυμορφικό (υπάρχουν πολλαπλά 
αλλήλια για κάθε γονίδιο (σχ. 3.5.δ). 
 



Σχήμα 3.5.γ.: Ο πολυγονιδιακός και πολυμορφικός 
χαρακτήρας των αντιγόνων ιστοσυμβατότητας. 



Σχήμα 3.5.δ.: Πολυμορφισμός των αντιγόνων ιστοσυμβατότητας στον πληθυσμό του ίδιου 
είδους. 



 

Το Μ.Σ.Ι. εδρεύει στο 6ο χρωμόσωμα στον άνθρωπο και στο 17ο στο 

ποντίκι. Η οργάνωση των γονιδίων του είναι παρόμοια και στα δύο είδη. 

Υπάρχουν χωριστές περιοχές για τα τάξης Ι και ΙΙ γονίδια, αν και στον ποντικό 

η περιοχή των τάξης Ι γονιδίων χωρίζεται σε δύο τόπους. Και στα δύο είδη 

αναφέρονται τρεις κύριες κατηγορίες τάξης Ι γονιδίων οι οποίες ονομάζονται 

HLA-A, -B, -C (Human Leucocyte Antigen) στον άνθρωπο, H2-K, -D και –L 

στο ποντίκι. 

Αντίστοιχα υπάρχουν τρία ζευγάρια γονιδίων για τις α και β αλυσίδες της 

τάξης ΙΙ. 

HLA-DR, DP,DM και DQ στον άνθρωπο, 
H2-A, -E, -M, -O στο ποντίκι (σχ. 3.5.ε). 
 
 
 
Σχήμα 3.5.ε.: Γενετικός χάρτης των τάξης Ι και ΙΙ γονιδίων. 



Αν και η πρώτη αναφορά, για εμπλοκή των HLA απλοτύπων σε 
περιπτώσεις καθ’ έξιν αποβολών, έγινε το 1971 (Kolmos et.al.) και παρά το 
πλήθος των μελετών που ακολούθησαν, δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί ο 
ακριβής ρόλος των HLA μορίων στην διαδικασία της αναπαραγωγής. 

Στις έρευνες αυτές ελέγχθηκε ο HLA απλότυπος ζευγαριών στα οποία 
παρατηρήθηκαν περισσότερες από τρεις αποβολές, με σκοπό να 
πιστοποιηθεί η ομοιότητα ανάμεσα στα HLA αλλήλια των ζευγαριών αυτών 
[Sbracia et.al 1996,Stecket.al 1995]. Βάση των ερευνών αυτών έχουν 
διατυπωθεί τρεις υποθέσεις για το ρόλο των HLA αλληλίων. 

i) Η πρώτη υπόθεση προτείνει ότι γυναίκες με συγκεκριμέvο HLA, 
ίσως δε μπορούν να δώσουν τη φυσιολογική ανοσολογική απόκριση 
στα εμβρυϊκά αλλοαντιγόνα, που είναι απαραίτητη για μία εγκυμοσύνη 
[Ober et.al 1992]. Στη περίπτωση αυτή μελετήθηκαν τα DR5 μόρια, 
που έχουν ενοχοποιηθεί με την καταστολή ανοσολογική απόκρισης 
[Onody et.al 1979]. 

ii) Η δεύτερη υπόθεση βασίζεται στην παρατήρηση ότι 
αυτοάνοσα νοσήματα, σχετίζονται με αποβολές, και ότι τα περισσότερα 
αυτοάνοσα σχετίζονται με συγκεκριμένα αλλήλια ή απλότυπους Scott 
et.al 1987, Gleicher et.al 1988]. 

iii) Η τρίτη υπόθεση υποστηρίζει ότι συγκεκριμένα απλότυπα 
του Μ.Σ.Ι. μπορεί να περιέχουν γενετικούς τόπους που να σχετίζονται 
με αναπτυξιακές ανωμαλίες, όπως και με καθέξιν αποβολές [Schacter 
et.al 1984]. 

Βασικό στοιχείο για την διευκρίνιση του ρόλου των Μ.Σ.Ι. αντιγόνων είναι 
η απουσία των κλασσικών τάξης Ι και ΙΙ μορίων του Μ.Σ.Ι από τους 
τροφοβλάστες του πλακούντα. Η παρουσία μη κλασσικών τάξης Ι αντιγόνων 
(HLA – G) στον ανθρώπινο πλακούντα ίσως προστατεύει το έμβρυο από την 
δράση των Τ – κυτοτοξικών και των ΝΚ κυττάρων της μητέρας. 

Προηγούμενες μελέτες του εργαστηρίου μας έδειξαν ότι η απουσία των 
τάξης ΙΙ αντιγόνων από τον πλακούντα του ποντικιού, αποτελεί  έναν ακόμα 
μηχανισμό προστασίαςτου ημιαλλογενετικού εμβρύου, εφ’όσον η επαγόμενη 
εκφραση τους δίνει αντιγονικότητα στον ιστό και τον κάνει επιρρεπή σε 
μητρική ανοσολογική προσβολή, που οδηγεί σε απόρριψη του εμβρύου 
[Athanassakis et.al 1991]. Σημαντικό, όμως, ρόλο φαίνεται να παίζει και το 
είδος των τροφοβλαστών που εκφράζουν τα αντιγόνα αυτά. Ετσι έκφραση του 
στον σπογκιοτροφοβλάστη επηρρεάζει ταυτόχρονα τη φυσιολογία εμβρύου 
και μητέρας, ενώ με την έκφραση τους στο λαβύρινθο επηρρεάζεται μόνο το 
έμβρυο [Vassiliadis et.al 1994]. 

Έχει δειχθεί επίσης, ότι το ανάλογο συμβαίνει και στον άνθρωπο, μιας 
και πιστοποιήθηκε (με ανοσοεντόπιση) ότι πλακούντες που προέρχονται από 
παλίνδρομες κυήσεις, εκφράζουν HLA – DR αντιγόνα [Athanassakis et.al 
1995(a)]. 

 IFN-γ και ο ρόλος της στην εγκυμοσύνη. 

Οι ιντερφερόνες (interferons – IFNs) είναι κυτοκίνες, που παράγονται 
από διάφορα κύτταρα μεταξύ των οποίων και τα Τ κύτταρα (Τ – κυτοτοξικά, ή 
ΤH1) και επάγουν πληθώρα γονιδίων που εμπλέκονται στη χυμική και 
κυτταρομεσολαβητική ανοσία. Υπάρχουν τρεις διακριτές υποομάδες 
ιντερφερονών, η IFN – α, IFN – β (τύπου Ι) και η IFN – γ (τύπου ΙΙ). Η 



μεταγραφή των γονιδίων που τις κωδικοποιούν, ενεργοποείται άμεσα από 
διάφορα εξωτερικά σήματα όπως είναι η παρουσία αντιγόνων, ιικών και 
βακτηριακών πρωτεϊνών. Η πλειοτροπική δράση των πρωτεϊνών αυτών 
καλύπτει ένα ευρύ φάσμα όπως είναι α) η αναστολή της αντιγραφής  του 
γενετικού υλικού των ιών β) η στρατολόγηση μακροφάγων σε περιοχές 
βακτηριακής μόλυνσης γ) η καταστολή της αύξησης ορισμένων κυττάρων, δ) 
η επαγωγή διαφοροποίησης ανοσοκυττάρων και ε) η αύξηση της έκφρασης 
αντιγόνων του Μ.Σ.Ι. ακόμα και σε ιστούς που φυσιολογικά δεν υπάρχουν. 

Από τις τρεις ιντερφερόνες η καλύτερα μελετημένη είναι η IFN – γ. 
Μεταξύ των κυττάρων που εκφράζουν IFN – γ είναι και οι τροφοβλάστες , 
γεγονός που δηλώνει την εμπλοκή της στην κύηση. Έχει βρεθεί λοιπόν ,ότι τα 
επίπεδα της IFN – γ είναι αυξημένα στον ανθρώπινο πλακούντα, κατά το 1ο 
τρίμηνο εγκυμοσύνης και σταδιακά μηδενίζεται μέχρι το τέλος της. Ενώ ο 
υποδοχέας της είναι παρόν στα τροφοβλαστικά κύτταρα καθ’όλη τη διάρκεια 
της εγκυμοσύνης. 

Μια και IFN – γ επάγει την κυτταρική διαφοροποίηση, η παρουσία της 
TH1 αυτής της κυτοκίνης (στο 1ο τρίμηνο), μπορεί να θεωρηθεί ότι επάγει τη 
διαφοροποίηση των κυτοτροφοβλαστών σε συγκυτιοτροφοβλάστες. Η έλλειψη 
της όμως από την βλαστοκύστη, ίσως σημαίνει ότι δεν είναι ο μοναδικός 
παράγοντας για την τροποποίηση αυτή. Το γεγονός ότι στον ανθρώπινο 
πλακούντα υπάρχουν τάξης Ι μόρια (μη κλασσικά) σε συνδυασμό με το 
γεγονός ότι η IFN – γ επάγει την έκφραση τους δικαιολογεί, για έναν ακόμα 
λόγο, την ύπαρξη της IFN – γ και των υποδοχέων της. Τέλος δε μπορεί να 
αποκλειστεί η πιθανότητα η IFN – γ  να χρησιμοποείται (λόγω της αντιικής της 
δράσης) για την αποφυγή μόλυνσης του εμβρύου από μικροοργανισμούς 
κατά την επίκίνδυνη (για το έμβρυο) φάση που δημιουργείται το αγγειακό 
σύστημα, που συνδέει τη μητέρα με το κύημα. 

Είναι γνωστό ότι η επιτυχής έκβαση της εγκυμοσύνης καθορίζεται από 
μία λεπτή ισορροπία μεταξύ της δράσης των TH1 και ΤΗ2 κυττάρων. Οι 
κυτοκίνες που αυτά παράγουν αλληλεπιδρούν, επηρεάζοντας η μία την 
παραγωγή και δράση της άλλης. Έχει δειχθεί ότι η παραμικρή διατάραξη 
αυτής της ισορροπίας οδηγεί σε προβλήματα κύησης, που ξεκινούν από 
κλινικά συμπτώματα στον οργανισμό της μητέρας και ανωμαλίες στο έμβρυο 
και φτάνουν  μέχρι και την απόρριψη του εμβρύου. 

Σύμφωνα λοιπόν με τα παραπάνω, και μία μικρή έστω αυξομείωση των 
επιπέδων IFN – γ θα οδηγήσει σε δυσαρμονία της σχέσης εμβρύου – 
μητέρας. Πράγματι από προηγούμενες δουλειές του εργαστηρίου, έχει 
αποδειχθεί ότι ενδοπεριτονιακή ένεση μικρών ποσοτήτων IFN – γ σε έγκυα 
ποντίκια, οδηγεί σε αύξηση των ποσοστών των αποβολών, σε μείωση του 
βάρους των πλακούντων και των εμβρύων, και σε συμπτώματα της μητέρας 
όπως σπληνομεγαλία, πτώσης του αιματοκρίτη, θρομβοκυτοπενία κ.α.. 

Προσπαθώντας να ελεγχθεί ο τρόπος με τον οποίο η IFN – γ προκαλλεί 
τις παραπάνω επιπτώσεις μελετήθηκε η in vivo δράση της σε τροφοβλάστες, 
όπου επάγει την έκφραση τάξης ΙΙ αντιγόνων (ο ρόλος των οποίων 
συζητήθηκε παραπάνω). Βρέθηκε ακόμη ότι έγκυα ποντίκια που είχαν ενεθεί 
με IFN – γ, εκτός των προαναφερθέντων επιπτώσεων, εμφάνιζαν υψηλές 
συγκεντρώσεις IgG1 στον ορό τους. Χορήγηση του ορού των παραπάνω 
ποντικιών (interferon mouse serum – IFNms) όπως και μονοκλωνικών 
αντισωμάτων, που δημιουργήθηκαν από την σύντηξη σπληνοκυττάρων,  
εγκυμονούντων ποντικιών, στα οποία δόθηκε IFN – γ, έδειξαν την ίδια κλινική 



εικόνα στη μητέρα και στα έμβρυα με αυτή της χορήγησης IFN – γ, όμως δεν 
παρατηρήθηκε αύξηση στο ποσοστό των αποβολών. 

Τα παραπάνω αποτέλεσμα υπονοούν μια διπλή δράση της IFN – γ. 
Ετσι, η έκφραση τάξης ΙΙ αντιγόνων αποτελεί το κλειδί για την έναρξη της 
διαδικασίας της απόρριψης του εμβρύου, ενώ η παραγωγή εμβρυοτοξικών 
παραγόντων στον ορό της μητέρας ευθύνονται για τις ανωμαλίες στη 
φυσιολογία του εμβρύου και τις παθολογικές καταστάσεις της μητέρας. 
Σκοπός αυτής της εργασίας είναι να μελετήσει την επαγωγή ορισμένων 
εμβρυοτοξικών παραγόντων που ανιχνεύονται στον ορό της μητέρας όπως το  
μονοξειδίου του αζώτου και τα εμβρυοτοξικά αντιγόνα. 



 

11 AΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

11.1 Επίπεδα κυτοκινών IL – 2, IL – 4 και IFN – γ σε φυσιολογικές και μη 
εγκυμοσύνες   

 

Όπως έχει αναφερθεί στη φυσιολογική έκβαση μιας εγκυμοσύνης, 

σημαντικό ρόλο παίζουν οι κυτοκίνες, τα επίπεδα των οποίων βρίσκονται σε 

μία λεπτή ισορροπία [Wegmann 1993, Lin et.al,1993, Fiorentino et.al 1989]. 

Μετά από μελέτη των επιπέδων διαφόρων κυτοκινών σε ορό φυσιολογικών 

εγκύων ποντικιών [Athanassakis et.al 1996(a)]  καθώς και σε IFNms και 

LPSms  (οροί από ποντίκια 12ης μέρας εγκυμοσύνης στα οποία είχε 

χορηγηθεί IFN – γ και LPS αντίστοιχα) [Athanassakis et.al 1996(b)], θελήσαμε 

να ανιχνεύσουμε τα επίπεδα αυτά και στον άνθρωπο. Παρακάτω 

παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της ανίχνευσης τριών κυτοκινών (IL – 2, IL 

– 4 και IFN – γ) σε ορό γυναικών α) εκτός εγκυμοσύνης, β) μετά τον τοκετό και 

γ) γυναικών που έχουν αποβάλει. 

Παρατηρούμε λοιπόν (διαγ.3.1.α ) ότι η IL – 2 δεν παρουσιάζει μεγάλες 

διακυμάνσεις στα δύο πρώτα τρίμηνα εγκυμοσύνης (1ο και 2ο) και τα επίπεδα 

συγκέντρωσης της σε αυτό το διάστημα, είναι παρόμοια με αυτά των μη 

εγκύων γυναικών, ενώ στο τρίτο τρίμηνο εμφανίζεται σε ελαφρώς χαμηλότερα 

επίπεδα (6% μικρότερη συγκέντρωση σε σχέση με αυτή των μη 

εγκυμονούντων γυναικών). Στην περίπτωση των αποβολών όμως, έχουμε μια 

αύξηση, της συγκέντρωσης της IL – 2, της τάξης του 11,6% από την 

συγκέντρωση της στο 1ο τρίμηνο (χρονικά οι περιπτώσεις των αποβολών που 

μελετήσαμε, τοποθετούνται στο 1ο τρίμηνο κύησης). Γνωρίζοντας ότι IL – 2 

είναι μια ΤΗ1 ιντερλευκίνη, και αντιμετωπίζοντας την εγκυμοσύνη ως ΤΗ2 

φαινόμενο τα παραπάνω αποτελέσματα θεωρούνται αναμενόμενα. Ενώ η IL – 

4 (διαγ.3.1.β) φαίνεται να  αυξάνει σταδιακά όσο προχωρεί η εγκυμοσύνη, 

πράγμα που ίσως σημαίνει ότι ως μια ΤΗ2 κυτοκίνη είναι απαραίτητη για την 

φυσιολογική πορεία και τερματισμό της κύησης, ενώ στο πρώτο στάδιο μιας 

εγκυμοσύνης η παρουσία ΤΗ1 κυτοκινών χρειάζονται για την εμφύτευση και 



την προστασία του εμβρύου από μολύνσεις μιας και πριν ολοκληρωθεί η 

εμφύτευση το κύημα εκτίθεται πιο εύκολα σε εξωγενείς μολύνσεις. 

Στην περίπτωση τώρα της IFN – γ (διαγ.3.1.γ) που είναι και αυτή, όπως 

και η IL –2, ΤΗ1 κυτοκίνη, το ποσοστό αύξησης της στην περίπτωση των 

αποβολών, είναι αισθητά μεγαλύτερο (53%). Σε αντίθεση με την IL – 2, η IFN 

–γ φαίνεται να αυξάνεται στο 3ο τρίμηνο, και να παραμένει στα ίδια επίπεδα 

και μετά τον τοκετό. 

Η παρουσία αυξημένων επιπέδων IL – 2 και IFN – γ στον ορό γυναικών 

που απέβαλλαν, συνηγορεί στην ενοχοποίηση τους ως «παρεμποδιστές»   

της φυσιολογικής έκβασης της κύησης. Το μεγάλο ποσοστό παραγωγής IFN – 

γ στις περιπτώσεις των αποβολών, δικαιολογεί, εν μέρει, και το μεγάλο 

ενδιαφέρον για το ρόλο της κυτοκίνης αυτής στην εγκυμοσύνη. Στη συνέχεια 

των αποτελεσμάτων θα προσπαθήσουμε να δικαιολογήσουμε την 

εμβρυοτοξική δράση της IFN – γ, μελετώντας το ρόλο των ουσιών που επάγει. 

 



 
 

Η  IL-2 στη  εγκυμοσύνη
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Διαγ. 3.1.α .: ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ IL-2. 

Aνίχνευση της IL-2 σε ορούς γυναικών, εκτός κύησης, φυσιολογικής 

εγκυμοσύνης (1ο, 2ο, και 3ο τρίμηνο), μετά τον τοκετό (Λοχεία), καθώς 

και γυναικών  που απέβαλαν (Αποβολές). Η ανίχνευση έγινε με τη 

μέθοδο της ELISA (Endogen kit) και η μετατροπή σε pg/ml έγινε βάση 

πρώτυπης καμπύλης διαφορετικών συγκεντρώσεων της IL-2.  



 

Η IL-4 στην εγκυμσύνη
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Διαγ. 3.1.β.:  ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ IL-4. 

Aνίχνευση της IL-4 σε ορούς γυναικών, εκτός κύησης, φυσιολογικής 

εγκυμοσύνης (1ο, 2ο, και 3ο τρίμηνο), μετά τον τοκετό (Λοχεία), καθώς 

και γυναικών  που απέβαλαν (Αποβολές). Η ανίχνευση έγινε με τη 

μέθοδο της ELISA (Endogen kit) και η μετατροπή σε pg/ml έγινε βάση 

πρώτυπης καμπύλης διαφορετικών συγκεντρώσεων της IL-4.  



 

H IFN-γ στην εγκυμοσύνη
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Διαγ.  3.1.γ.: ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ IFN-γ. 

Aνίχνευση της IFN-γ σε ορούς γυναικών, εκτός κύησης, φυσιολογικής 
εγκυμοσύνης (1ο, 2ο, και 3ο τρίμηνο), μετά τον τοκετό (Λοχεία), καθώς 
και γυναικών  που απέβαλαν (Αποβολές). Η ανίχνευση έγινε με τη 
μέθοδο της ELISA (Endogen kit) και η μετατροπή σε pg/ml έγινε βάση 
πρώτυπης καμπύλης διαφορετικών συγκεντρώσεων της IFN-γ.  
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Διαγ. 3.1.δ.: ΣΥΓΚΡΙΣΗ ΕΠΙΠΕΔΩΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ ΚΥΤΟΚΙΝΩΝ. 
 
Επαγόμενη παραγωγή ΝΟ και οι επιπτώσεις της στην εγκυμοσύνη. 
 

Το μονοξείδιο του αζώτου (Nitric Oxide – NO), είναι ένα μόριο 
μεσολαβητής (mediator) που μπορεί να επαχθεί από πληθώρα κυτταρικών 
τύπων και προκαλλεί πολλές αλλαγές στη φυσιολογία και το μεταβολισμό των 
ιστών που προσβάλλει [Moncadas et.al 1991]. Το ΝΟ παράγεται από το 
αμινοξύ L-αργινίνη με τη δράση του ενζύμου συνθάση του ΝΟ (NO synthase – 
NOS). Έχουν αναφερθεί τρεις ισότυποι του ενζύμου αυτού: 

i) η cNOS που εντοπίζεται στο νευρικό ιστό, 
ii) η eNOS που φυσιολογικά βρίσκεται σε ενδοθηλιακά 

κύτταρα και 
iii) η iNOS η κύρια πηγή της οποίας είναι τα μακροφάγα και 

τα ουδετερόφιλα [Knowles et.al 1994,Xie et.al 1992]. 
Το ΝΟ έχει ανοσορυθμιστική δράση και πιστεύεται ότι ρυθμίζει την 

έκφραση και τη διάρκεια δράσης των κυτοκινών που εκκρίνονται από τα 
μακροφάγα. Ετσι, το ΝΟ που ελευθερώνεται από τα ενδοθηλιακά κύτταρα 
όπως και από άλλους τύπους κυττάρων που εκφράζουν iNOS και cNOS, 
ίσως δρα με ένα παρακρινή τρόπο, στρατολογώντας τα μακροφάγα στα 
σημεία της φλεγμονής. Με  τον τρόπο αυτό το ΝΟ ενισχύει την έκφραση των 
κυττοκινών και της iNOS, με αποτέλεσμα πιο γρήγορη και αποτελεσματική 
δράση των μακροφάγων ενάντια σε μικροοργανισμούς και καρκινικά κύτταρα. 
Ακόμα η αύξηση των επιπέδων του ΝΟ σε έναν ιστό μπορεί να περιορίζει την 
έκφραση της iNOS, εμποδίζοντας έτσι της δηλητηριώδεις συνέπειες της 
παρατεταμένης έκφρασης της iNOS [Sheffler et.al 1995]. 



Επίσης, το μονοξείδιο του αζώτου ως αγγειοδιαστολέας, εμπλέκεται στη 
ρύθμιση του αγγειακού τόνου. Στην εμβρυο – πλακουντική κυκλοφορία, το 
μόριο αυτό δρα ως ρυθμιστής του βασικού τόνου [King et al 1995]. Όμως μη 
φυσιολογικά επίπεδα της συγκέντρωσης του φαίνεται να ευθύνονται για 
διαταραχές στον οργανισμό της μητέρας. Ο ρόλος του ΝΟ έχει ελεγχθεί σε 
πολλές περιπτώσεις μη φυσιολογικών κυήσεων. Βρέθηκε λοιπόν, ότι σε 
περιπτώσεις υπολοιπόμενης εμβρυικής ανάπτυξης (Ιntrauterine Growth 
Retardation) και προεκλαμψίας (preeclampsia) παρατηρήθηκε αύξηση της 
ενεργότητας της συνθάσης του ΝΟ, και συνεπώς και της παραγωγής ΝΟ 
[Lyall et.al 1995 and 1996]. 

Στις παραπάνω παθολογικές καταστάσεις, όπου εμφανίζονται 
συμπτώματα όπως υπέρταση, καρδιαγγειακές παθήσεις, αύξηση της 
αγγειακής δράσης, στένωση αρτηριών και καταστροφές ενδοθηλίου, η αύξηση 
παραγωγής του ΝΟ θεωρείται ως επανορθωτική απόκριση, που βελτιώνει τη 
ροή αίματος προς τον πλακούντα, εμποδίζει τη συσσώρευση αιμοπεταλίων 
και την επικάθιση του στο ενδοθήλιο και ρυθμίζει την αρτηριακή πίεση 
[Knowles et.al 1994]. 

Όμως και στον Διαβήτη Κύησης (Gestational Diabetes) , ο οποίος 
προκαλλεί αύξηση των ποσοστών αποβολών, μακροσωμία, εμβρυϊκή 
καθυστέρηση, οίδημα και πολλαπλά μεταβολικά προβλήματα, παρατηρήθηκε 
αύξηση της έκφρασης της iNOS στον πλακούντα (που φυσιολογικά δεν 
υπάρχει). [Schonfelder et.al 1996] Στην περίπτωση όμως αυτή η αύξηση 
παραγωγής του ΝΟ θεωρείται κυτοτοξική μια και έχει δειχθεί ότι συμμετέχει 
στην καταστροφή των β – κυττάρων στον πρώιμο, εξαρτώμενο από 
ινσουλίνη, διαβήτη καθώς και στην απόπτωση [Luckie et.al 1991, Cetkovic 
et.al 1994]. 

Σύμφωνα λοιπόν με τα παραπάνω τίθεται το ερώτημα αν η επαγόμενη 
παραγωγή ΝΟ στη διάρκεια της εγκυμοσύνης, έχει θετικές ή αρνητικές 
επιπτώσεις. 

Ίσως η απάντηση στο ερώτημα αυτό να δίνεται από την παρατήρηση 
ότι, η iNOS (όπως έχει ήδη αναφερθεί) και η cNOS δεν εκφράζονται στον 
πλακούντα, ενώ η τύπου ΙΙΙ εξαρτώμενη από Ca++ συνθάση (eNOS) έχει 
ανιχνευθεί στις αρτηρίες του ομφαλού, του χορίου και του συγκιοτροφοβλάστη 
[Gude et.al 1994, Myatt et.al 1993]. 

Είναι πιθανό λοιπόν, ανάλογα με το ποια ισομορφή του ενζύμου της 
συνθάσης ενεργοποιείται για την παραγωγή ΝΟ, να έχουμε διαφορετική 
δράση του μορίου αυτού. Ετσι σε περιπτώσεις επαγωγής της ενδογενούς 
eNOS δεν παρατηρείται τοξικότητα από την αυξημένη παραγωγή ΝΟ, πράγμα 
που συμβαίνει όταν επαχθεί η iNOS [Lyall et.al 1995 and 1996]. Η παραπάνω 
θεωρία βεβαιώνεται και από τις έρευνες που έδειξαν ότι στην προεκλαμψία 
και στην Ιntrauterine Growth Retardation, έχουμε αύξηση της ενεργότητας της 
eNOS, ενώ στον διαβήτη κύησης της iNOS. 

Η επαγόμενη αύξηση παραγωγής του ΝΟ από κυτοκίνες είναι ένα ακόμα 
σημείο που παρουσιάζει ενδιαφέρον για την μελέτη του ρόλου του ΝΟ στην 
εγκυμοσύνη. Έχει βρεθεί ότι κυτοκίνες όπως οι IL – 1β, IL – 2, TNF – α, IFN – 
γ , και το LPS  μπορούν να προκαλλέσουν την αύξηση της έκφρασηςτης 
συνθάσης του ΝΟ σε πολλούς τύπους κυττάρων [Schonfelder et.al 
1996,Burchett et.al 1988, Stein et.al 1995]. 

Εμείς προσπαθήσαμε να απαντήσουμε πρώτον στο ερώτημα αν η IFN – 
γ είναι ικανή να επάγει την παραγωγή ΝΟ, τόσο σε πρωτογενείς 



τροφοβλάστες όσο και στην κυτταρική σειρά tropho – 1, και δεύτερον αν 
έχουμε αύξηση της ΝΟS ενεργότητας, πράγμα που συνεπάγεται 
κυτοτοξικότητα.



 



 

 

Στο παραπάνω διάγραμμα δίνεται συγκριτικά η παραγωγή των κυτοκινών IL-

2, IL-4 και IFN-γ σε ορούς φυσιολογικής εγκυμοσύνης, 1ου, 2ου, και 3ου 

τριμήνου καθώς και σε ορούς γυναικών που έχουν αποβάλει. 

 

Χαρακτηρισμός των Tropho – 1 
 

Για τη μελέτη της παραγωγής εμβρυοτοξικών παραγόντων από 

κύτταρα του πλακούντα, χρησιμοποιήθηκε η κυτταρική σειρά Tropho-1, που 

προέρχεται από την σπογκιοτροφοβλαστική στοιβάδα πλακούντα BALB/cJ 

ποντικιών που βρίσκονται στη 12η μέρα εγκυμοσύνης. Για να βεβαιωθούμε 

όμως ότι τη σειρά αυτή αποτελούν κύτταρα τροφοβλαστών και μόνο, έγιναν 

οι απαραίτητοι ανοσοφθορισμοί, για των εντοπισμό μεμβρανικών και 

κυτταροπλασματικών μαρτύρων. 

Τα αποτελέσματα των ανοσοφθορισμών αυτών έδειξαν ότι τα Tropho-
1 κύτταρα είναι αρνητηκά τόσο για την μεμβρανική πρωτεϊνη μάρτυρα Mac-1 
όσο και για την ενδοκυτταρική πρωτεϊνη Βιμεντίνη ( Vimentin – Vim), που 
είναι χαρακτηριστικοί μάρτυρες των μακροφάγων. Συγκεκριμένα το ποσοστό 
των κυττάρων που δίνουν θετικό σήμα για την Mac-1 και την Vim είναι και 
στις δυο περιπτώσεις κοντά στο 10% (Διαγ. 3.2.α και Διαγ.3.2.β) και το 
ποσοστό του ενδογενούς αυτοφθορισμού των κυττάρων (PBS), είναι 0 και 
3% αντίστοιχα. Ενώ αντίθετα το ποσοστό των κυττάρων που «βάφονται» με 
το ειδικό αντίσωμα για την Κυτοκερατίνη (Cytokeratin- Cyt), είναι αρκετά 
μεγάλο (περίπου 89%). Το γεγονός αυτό βεβαιώνει την ύπαρξη του 
κυτταροπλασματικού (ειδικού για τους τροφοβλάστες), αυτού μάρτυρα, στον 
πληθυσμό των κυττάρων που μελετάμε. 
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Διαγ 3.2.α.: ΜΕΜΒΡΑΝΙΚΟΙ ΜΑΡΤΥΡΕΣ ΤΩΝ TROPHO-1. 

PBS, αρνητικός μάρτυρας. Στην κατηγορία αυτή τα κύτταρα επωάστηκαν με 

PBS στη θέση του 1ου αντισώματος. Ο μάρτυρας αυτός αποτελεί δείκτη του 

ενδογενούς αυτοφθορισμού των κυττάρων. 

I-Ad, στη ράβδο αυτή δίνεται το ποσοστό των Tropho-1 κυττάρων που 

δέσμευσαν το ειδικό anti-τάξης ΙΙ αντίσωμα και όπως είναι φανερό τα Tropho-

1 κύτταρα δεν εκφράζουν αυτό το συγκεκριμένο αντιγόνο ιστοσυμβατότητας. 

Mac-1, αντίστοιχα εδώ δίνεται το ποσοστό των Tropho-1 κυττάρων που 

εκφράζουν τον ειδικό αυτό μάρτυρα των μακροφάγων που όπως φαίνεται 

δεν εκφράζεται στα τροφοβλασικά αυτά κύτταρα. 



Ενδοκυτταρικοί μάρτυρες των Tropho-1
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Διαγ. 3.2.β.: ΕΝΔΟΚΥΤΤΑΡΙΚΟΙ ΜΑΡΤΥΡΕΣ ΤΩΝ TROPHO-1. 
PBS, αρνητικός μάρτυρας. Στην κατηγορία αυτή τα κύτταρα επωάστηκαν με 

PBS στη θέση του 1ου αντισώματος. Ο μάρτυρας αυτός αποτελεί δείκτη του 

ενδογενούς αυτοφθορισμού των κυττάρων. 

Cyt, στη ράβδο αυτή δίνεται το ποσοστό των Tropho-1 κυττάρων που 

δέσμευσαν το ειδικό για επιθηλιακά κύτταρα anti-Cytokeratin αντίσωμα. 

Vim, αντίστοιχα εδώ δίνεται το ποσοστό των Tropho-1 κυττάρων που 

εκφράζουν τη Βιμεντίνη  χαρακτηριστική πρωτεϊνη των επιθηλιακών 

κυττάρων. 



 

Επαγωγιμότητα των Tropho-1 από IFN-γ και 5-AzaC 
 
 

Χαρακτηριστικό γνώρισμα των τροφοβλαστών, όπως ήδη έχει 

αναφερθεί, είναι η μη έκφραση τάξης ΙΙ αντιγόνων του Μ.Σ.Ι. στην επιφάνειά 

τους. Τα Tropho-1 κύτταρα όπως φαινεται και στο διάγραμμα 3.2.α όντως 

δεν εκφράζουν τα τάξης ΙΙ μόρια (I-Ad). Το επόμενο βήμα λοιπόν, ήταν να 

μελετήσουμε την επαγωγιμότητα των κυττάρων αυτών από την IFN-γ και την 

5-αζακυτιδίνη (5- Azacytidine -  5-AzaC), που είναι ικανές να επάγουν τάξης 

ΙΙ αντιγόνα ιστοσυμβατότητας σε κύτταρα πλακούντα [Athanassakis et.al 

1989] . Για το λόγο αυτό επωάσαμε Tropho-1 κύτταρα, με IFN-γ ή 5- AzaC 

για 48 ώρες. 

Στη συνέχεια ακολούθησε ανοσοφθορισμός με ειδικό αντίσωμα για τα 

τάξης ΙΙ αντιγόνα (anti-I-Ad), επίσης ως αντίσωμα χρησιμοποιήθηκε ο IFNms 

ο οποίος πιστεύεται ότι περιέχει εμβρυοτοξικά αντισώματα [Athanassakis 

et.al 1996(b)]. Τέλος χρησιμοποιήθηκαν, τα μονοκλωνικά αντισώματα DF4 

και FF5, που έχουν ενοχοποιηθεί για την εμφάνιση ανωμαλιών σε έμβρυα 

ποντικιών [Athanassakis et.al 1996(b)]. Τα αποτελέσματα των 

ανοσοφθορισμών δίνονται στο διάγραμμα 3.3.α. 

Στο διάγραμμα αυτό φαίνεται ότι η IFN-γ είναι ικανή να επάγει την 

έκφραση τάξης ΙΙ μορίων του Μ.Σ.Ι. σχεδόν σε όλο τον πληθυσμό των 

Tropho-1 κυττάρων (~100%). Ακόμα τα εμβρυοτοξικά μονοκλωνικά 

αντισώματα όπως κι αυτά τoυ IFNms αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα αντιγόνα 

τους σε μεγάλο ποσοστό των κυττάρων που έχουν επωαστεί με IFN-γ. 

Συγκεκριμένα ο IFNms αναγνωρίζει αντιγονικές πρωτεϊνες σε όλα τα κύτταρα 

που έχουν επωαστεί με IFN-γ, ενώ στα κύτταρα μάρτυρες μόνο σε ένα 

ποσοστό 8%. Τα κύτταρα μάρτυρες δεν εκφράζουν επίσης αντιγόνα που 

αναγνωρίζονται από τα DF4 και FF5, ενώ η IFN-γ και η 5-AzaC επάγουν την 

έκφραση τέτοιων αντιγόνων. Η 5-AzaC όπως έχει δειχθεί από προηγούμενες 

έρευνες [Athanassakis et.al 1989] επάγει την έκφραση τάξης ΙΙ μορίων στη 

λαβυριανθιακή ζώνη του ποντικίσιου πλακούντα. Είναι αναμενόμενη λοιπόν η 

μη έκφραση των μορίων αυτών στα Tropho-1  (σπογκιοτροφοβλάστες) μετά 

την επώασή τους με 5-AzaC. 



Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα, μπορούμε πλέον να 
χαρακτηρίσουμε την Tropho-1 κυτταρική σειρά, ως μία καθαρή σειρά 
σπογκιοτροφοβλαστών, και να τα θεωρήσουμε ως αντιπροσωπευτικά 
κύτταρα του πλακούντα στα οποία είναι δυνατή η in vitro μελέτη. 
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Διαγ.3.3.α. Επαγωγιμοτητα των Tropho-1 

Στο διάγραμμα αυτό δίνονται τα αποτελέσματα  ανοσοφθορισμών, που 

έγιναν σε Tropho-1 κύτταρα και τα οποία πρηγουμένα είχαν επωαστεί είτε με 

DMEM (CNTR), είτε με IFN-γ (IFN), είτε με αζακυτιδίνη (AZA). Ο έλεγχος 

έγινε για μεμβρανικά αντιγόνα που αναγνωρίζονται από ειδικό τάξης ΙΙ 

αντίσωμα (I-Ad), από IFNms, όπως και από τα μονοκλωνίκα αντισώματα DF4 

και FF5 τα οποία χρησιμοποιήθηκαν σε δύο διαφορετικές αραιώσεις (1/2 και 

1/5). 

 

 

 

 

 

 

 



Παραγωγή ΝΟ από τροφοβλάστες  
 

Η εμβρυοτοξική δράση του IFNms (που έχει δειχθεί σε προηγούμενες 

μελέτες ) είναι φανερό ότι  συνίσταται από διαλυτά μόρια που κυκλοφορούν 

στον ορό της μητέρας μετά από χορήγηση IFN-γ που απουσιάζουν από μια 

φυσιολογική εγκυμοσύνη ή βρίσκονται σε πολύ χαμηλά επίπεδα. Από την 

υπάρχουσα βιβλιογραφία είναι γνωστο ότι η IFN-γ επάγει την παραγωγή ΝΟ 

σε πολλούς ιστούς [Walker et.al1997, Goodwin et.al 1995, Nakashima et.al 

1995] και επιπλέον είναι γνωστό ότι το ΝΟ έχει ενοχοποιηθεί ως κυτοτοξικό  

σε αρκετές περιπτώσεις [Getkovic et.al 1994]. Είναι πιθανό, λοιπόν ένας από 

τους εμβρυοτοξικούς παράγοντες του IFNms να είναι το ΝΟ. 

Έτσι, ως πρώτο βήμα , ελέγξαμε αν η IFN-γ  είναι ικανή να αυξήσει 

την παραγωγή NO στα tropho-1 κύτταρα και σε πρωγενή τροφοβλάστες. Ως 

θετικό μάρτυρα χρησιμοποιήσαμε μακροφάγα που απομονώσαμε από 

σπλήνα ποντικιού. Τα τρία αυτά είδη κυττάρων επωάστηκαν με IFN-γ για 

24,36 και 48 ώρες. Τα υπερκείμενα των καλλιεργειών αυτών ελέγθηκαν για 

την ύπαρξη αυξημένων επιπέδων ΝΟ. Η διαδικασία μέτρησης του ΝΟ 

περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι. Η πρότυπη καμπύλη που 

χρησιμοποιήσαμε για την μετατροπή της τιμής της οπτικής πυκνότητας (OD) 

κάθε δείγματος , στην αντίσοιχη συγκέντρωση (σε mM), παρουσιάζεται στο 

διάγραμμα . 

Τα αποτελέσματα της μέτρησης (Διαγ. 3.4.α) έδειξαν ότι στα Tropho-1 

όπως και στους πρωγενείς τροφοβλάστες , η μέγιστη συγκέντρωση ΝΟ 

παρατηρείται μετά την επώαση 48 ωρών με IFN-γ. Στα μακροφάγα το 

μέγιστο της παραγωγής ΝΟ συμβαίνει στις 24 ώρες καλλιέργειας με IFN-γ, 

ενώ στις 48 ώρες τα επίπεδα του ΝO φαίνεται να μηδενίζονται.Στο 

διάγραμμα παρατηρούμε ότι η κινητική των πρωτογενών τροφοβλαστών 

παρουσιάζει μία διαφορετική εικόνα στις 24 ώρες απ΄ αυτή των Tropho-1. 

Βλέπουμε δηλαδή στις 24 ώρες να δημιουργείται ένα δεύτερο μέγιστο (pick) 

παρόμοιο με αυτό των μακροφάγων. Το γεγονός αυτό φανερώνει την 

παρουσία μικρού αριθμού μακροφάγων στον πληθυσμό των πρωτογενών 

τροφοβλαστών.Έτσι στα πειράματα που ακολουθούν , εστιαστήκαμε στο 

χρόνο καλλιέργειας που δίνει τη μέγιστη επαγωγή παραγωγής ΝΟ (48 ώρες 



για τα Tropho-1 και τους πρωτογενείς τροφοβλάστες και 24 ώρες για τα 

μακροφάγα ). 

Οι αναστολείς του μονοπατιού  παραγωγής του ΝΟ, Am-Gua και L-

NAME  είναι ικανοί να εμποδίσουν την σύνθεση ΝΟ και στους τρείς τύπους 

κυττάρων που χρησιμοποιήσαμε (Διαγ. 3.4.β). Αυτό σημαίνει ότι η 

επαγώμενη από IFN-γ παραγωγή ΝΟ στους τροφοβλάστες , ακολουθεί τα 

ίδια βιοσυνθετικά μονοπάτια όπως και σε άλλα συστήματα [Buhimschis et.al 

1995] . Όπως φαίνεται λοιπόν και στο διάγραμμα  η Am-Gua προκαλεί μια 

καταστολή της παραγωγής ΝΟ κοντά στο 80% στα Tropho-1 και περίπου 

55% στους πρωτογενείς τροφοβλάστες. Αντίστοιχα αποτελέσματα , αλλά με 

μικρότερα ποσοστά καταστολής , δίνει και ο L-NAME (54% καταστολή στα 

Tropho-1 και 22% στους τροφοβλάστες ). Στα μακροφάγα και οι δύο 

αναστολείς δείχνουν να αναστέλλουν την σύνθεση ΝΟ στα κύτταρα αυτά 

(Διαγ.3.4.β). 

Τα μέχρι  τώρα αποτελέσματα βεβαιώνουν την επαγωγή παραγωγής 

ΝΟ από την IFN-γ. Το επώμενο ερώτημα που τίθεται είναι ποια (ή ποιές )  

ισομορφή (-ές) της NOS εμπλέκεται (-ονται) στο συγκεκριμένο μονοπάτι 

βιοσύνθεσης . Προσπαθήσαμε να δώσουμε μια απάντηση στο ερώτημα αυτό 

με τη μέθοδο του ανοσοφθορισμού και με ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα 

(αντι –eNOS και αντι- iNOS) Τα αποτελέσματα που πήραμε (Διαγ. 3.4.γ) είναι 

διαφορετικά για τους δύο τύπους κυττάρων που χρησιμοποιήσαμε . Έτσι στα 

μακροφάγα η IFN-γ επάγει την έκφραση της iNOS ενώ στα Tropho-1 της e-

NOS.Συγκεκριμένα στα σπληνικά μακροφάγα φυσιολογικά (επώαση χωρίς 

IFN-γ) ένα ποσοστό 27% φαίνεται να είναι θετικά για την iNOS και ένα 31% 

για την eNOS. Μετά από 24 ώρες επώασης με IFN-γ το ποσοστό των 

κυττάρων που εκφράζουν iNOS αυξάνει στο 52%, ενώ αυτών που 

εκφράζουν eNOS μειώνεται στο 20% . Αυτό βέβαια είναι αναμενόμενο μια και 

ως γνωστό, μετά από μια βακτηριακή μόλυνση , μία από τις πρώτες  

ανοσολογικές αποκρίσεις είναι η παραγωγή IFN-γ  που έχει δειχθεί ότι εκτός 

των άλλων αυξάνει την ενεργότητα της iNOS στα μακροφάγα . 

Στην περίπτωση των Tropho-1 όμως μετά από επώαση με IFN-γ για 

48 ώρες  αυτό που φαίνεται να αυξάνει είναι το ποσοστό των eNOS θετικών 

κυττάρων (από το ποσοστό αυτό από 5% στα κύτταρα μάρτυρες έγινε 35%). 

Αντίθετα το ποσοστό των κυττάρων που εκράζουν iNOS μετά από την 



επίδραση της  IFN-γ  είναι μόλις 1% . Συνεπώς μπορούμε να πούμε ότι η 

αύξηση των επιπέδων  ΝΟ στα υπερκείμενα καλλιεργειών τροφοβλαστικών 

κυττάρων , μετά από επώαση  με IFN-γ , οφείλεται σε αύξηση της eNOS 

ισομορφής. 

Το γεγονός ότι η IFN-γ επάγει την αύξηση της παραγωγής ΝΟ 

(πράγμα που επιβεβαιώνεται από τα παραπάνω αποτελέσματα), δεν 

αποδεικνύει την εμβρυοτοξικότητα του ΝΟ παρόλο που η τοξική δράση του 

ΝΟ έχει δειχθεί σε διάφορους άλους ιστούς. Αν τώρα η η τοξική δράση της 

IFN-γ (ή ένα μέρος αυτής) οφείλεται στη δράση του επαγώμενου ΝΟ , θα 

πρέπει η αναστολείς της σύνθεσης  του ΝΟ , να μειώνουν την τοξικότητα 

αυτή. Μετρήθηκε  λοιπόν η ενσωμάτωση ραδιενεργής θυμιδίνης σε Tropho-1 

(Διαγ.3.4.δ), που επωάστηκαν  με IFN-γ παρουσία η απουσία των NOS 

αναστολέων , Am-Gua και L-NAME. Στα πειράματα αυτά παρατηρήσαμε ότι 

η IFN-γ μειώνει κατά 65% την ενσωμάτωση 3HTdR στα Tropho-1 και κατά 

80% στους πρωτογενείς τροφοβλάστες , σε σχέση πάντα με τα αντίστοιχα , 

κύτταρα που επωάστηκαν  μόνο με θρεπτικό υλικό (χωρίς IFN-γ). Στα ίδια 

πειράματα  ο NOS αναστολέας Am-Gua επανέφερε τα επίπεδα 

ενσωμάτωσης 3HTdR κοντά στα  φυσιολογικά επίπεδα , ενώ ο L-NAME δεν 

φαίνεται να δρά επανορθωτικά  στο φαινότυπο που δίνει η IFN-γ. 
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Διαγ.3.4.α.: Κινητικη παραγωγης ΝΟ. 

Tropho-1 κύτταρα (♦), πρωτογενείς τροφοβλάστες (�), καθώς και 

μακροφάγα από σπλήνα ποντικιού (▲), επωάστηκαν με IFN-γ, για  

24,36, και 48 ώρες, και στη συνέχεια στα υπερκείμενα των 

καλλειεργειών αυτών μετρήθηκαν τα επίπεδα παραγωγής ΝΟ. Από την 

οπτική πυκνότητα των παραπάνω δειγμάτων έχει αφαιρεθεί η οπτική 

πυκνότητα των αντίστοιχων μαρτύρων (υπερκείμενα καλλειεργειών 24, 

36, και 48 ωρών, χωρίς IFN-γ) και στη συνέχεια με χρήση της 

πρώτυπης καμπύλης βρέθηκαν οι ανάλογες συγκεντρώσεις. 
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Διαγ.3.4.β.: Επαγωγη εκφρασης των ισομορφων του NOS ενζυμου. 

Τropho-1 κύτταρα καθώς και σπληνικά μακροφάγα ποντικιού (Μφ) 

επωάστηκαν με DMEM ((-)Tropho-1 και (-)Μφ) καθώς και με IFN-γ 

((IFN)Tropho-1 και (IFN)Μφ) για 48 και 24 ώρες αντίστοιχα. Στη 

συνέχεια ακολούθησε εσωτερικός ανοσοφθορισμός με ειδικά 

μονοκλωνικά αντισώματα για τα eNOS και iNOS ένζυμα (η διαδικασία 

περιγράφεται στα Υλικά και Μέθοδοι). Από τα ποσοστά που δίνονται 

παραπάνω έχει αφαιρεθεί το ποσοστό του ενδογενούς αυτοφθορισμού 

που δίνουν τα κύτταρα όταν επωαστούν με PBS στη θέση του πρώτου 

αντισώματος.   
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Διαγ.3.4.γ.: Επαγωγη παραγωγης NO απo IFN-γ. 

Τα μακροφάγα (macrophages), τα Tropho-1 (tropho-1), και οι 
πρωτογενείς τροφοβλάστες (primary placenta), επωάστηκαν με IFN-γ 
παρουσία (Am-Gua, ή L-name) ή απουσία (IFN) αναστολέων της 
παραγωγής ΝΟ. Η επί τοις εκατό αύξηση παραγωγής ΝΟ μετρήθηκε 
βάση των αρνητικών μαρτύρων που είναι υπερκείμενα καλλειεργειών 
24, 36, και 48 ωρών, χώρις IFN-γ.  
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Διαγ.3.4.δ.:Ενσωματωση  ραδ. θυμιδινης 

Tropho-1 κύτταρα επωάστηκαν με IFN-γ παρουσία (IFN-γ+Am-Gua, 

IFN-γ+Lname) ή απουσία αναστολέων της παραγωγής ΝΟ (IFN-γ). Ο 

μάρτυρας στην περίπτωση αυτή είναι κύτταρα που επωάστηκαν με 

DMEM (-), όπως και τα κύτταρα που επωάστηκαν μόνο με τους 

αναστολείς, χωρίς δηλαδή IFN-γ  



 

 

Έκκριση εμβρυοτοξικού ταξης ΙΙ αντιγόνου ιστοσυμβατότητας 
 

Η  IFN-γ εκτός από την επαγωγή α) μεμβρανικών τάξης II αντιγόνων 

συμβατότητας στα κύτταρα του πλακούντα [Vassiliaidis et.al 1994], 

β)μονοκλωνικών εμβρυοτοξικών αντισωμάτων [Athanassakis et.al 1996(b)], 

γ)παραγωγής ΝΟ [Athanassakis et.al 1997], φαίνεται να επάγει την έκφραση 

και έκκριση στον ορό αντιγόνου που αναγνωρίζεται από αντι-τάξης II 

αντίσωμα και ενοχοποιήται για εμβρυοτοξικότητα. 

Το αντιγόνο αυτό το ανιχνεύσαμε αρχικά σε υπερκείμενα Tropho-1 

κυττάρων ύστερα από επώασή τους με IFN-γ (IFNsup). Συγκεκριμένα 

επωάσαμε Tropho-1 κύτταρα για 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες με IFN-γ και με τη 

μέθοδο της ELISA, δόθηκε η κινητική παραγωγής του ζητούμενου αντιγόνου 

(Διαγ.3.5.α ). Στο συγκεκριμένο πείραμα το πρώτο αντίσωμα ήταν ειδικό για 

τάξης ΙΙ αντιγόνα ιστοσυμβατότητας, απλότυπου d (τα Tropho-1 κύτταρα 

προέρχονται από BALB/cJ ποντίκια με απλότυπο d). Παρατηρούμε λοιπόν 

μεγαλύτερη παραγωγή της συγκεκριμένης πρωτεϊνης, στην καλλειέργεια των 

6 ωρών. Για το λόγο αυτό για την παραπέρα μελέτη της έκκρισης και του 

ρόλου του μορίου αυτού, θα εστιαστούμε στην καλλιέργεια των 6 ωρών. 

Η εμβρυοτοξική δράση του αντιγόνου αυτού φάνηκε από in vivo 

πειράματα, όπου υπερκείμενα Tropho-1  κυττάρων που είχαν επωαστεί με 

IFN-γ για 6 ώρες με (IFNsup) χορηγήθηκαν σε  έγκυα ποντίκια για 6 μέρες 

(από την 6η ως την 11η μέρα εγκυμοσύνης) και την 12η μέρα μετρήθηκαν τα 

βάρη των εμβρύων και των αντίστοιχων πλακούντων. Τα έμβρυα και οι 

πλακούντες που πήραμε παρουσίασαν μια σημαντική μείωση βάρους ( 

μείωση 58% και 35% αντίστοιχα) από τους φυσιολογικούς μαρτυρές (έμβρυα 

και πλακούντες 12ης μέρας εγκυμοσύνης) (Διαγ.3.5.β  και Διαγ.3.5.γ ). 

Η παραπάνω μείωση είναι ανάλογη με αυτή που παρατηρήσαμε μετά 

τη χορήγηση για το ίδιο διάστημα IFNms ή μονοκλωνικών αντισωμάτων 

(DF4), [Athanassakis et.al 1996(b)],   όχι όμως τόσο μεγάλη όσο αυτή που 

προκαλεί η απευθείας χορήγηση IFN-γ (69% μείωση). 

Στη  συνέχεια, για να δείξουμε ότι η εμβρυοτοξική δράση των IFNsup 

υπερκειμένων  οφείλεται στο αντιγόνο που ανιχνεύσαμε στην ELISA  με α-



τάξης ΙΙ αντίσωμα,  προσπαθήσαμε να απομακρύνουμε το αντιγόνο αυτό από 

το παραπάνω υπερκείμενο. 

Η απομάκρυνση  έγινε με ανοσοκατακρύμνηση του αντιγόνου με το 

ειδικό μονοκλωνικό αντι-τάξης ΙΙ αντίσωμα (anti-IAd). Tο “καθαρό” πλέον 

υπερκείμενο χορηγήθηκε σε έγκυα ποντίκια όπως παραπάνω και στη 

συνέχεια ζυγίσαμε τα έμβρυα και τους πλακούντες. 

Τα αποτελέσματα που πήραμε φαίνονται στα διαγράματα 3.5.β και 

3.5.γ, όπου είναι φανερή η αύξηση του βάρους τόσο των έμβρύων όσο και 

των πλακούντων. Το γεγονός ότι η αύξηση αυτή δεν  επαναφέρει πλήρως το  

φυσιολογικό φαινότυπο, δικαιολογείται αν θυμηθούμε ότι η IFN-γ επάγει εκτός 

από τάξης ΙΙ αντιγόνα και άλλούς εμβρυοτοξικούς παράγοντες, μεταξύ των 

οποίων και το ΝΟ. 

Στο διάγραμμα 3.5.δ παρατηρούμε ότι το υπερκείμενο, IFNsup, δεν 

προκαλλεί αύξηση του ποσοστού των αποβολών. Γεγονός που υποδηλώνει 

διαχωρισμό της δράσης του, από τη δράση της IFN-γ, η οποία, ως γνωστό, 

προκαλλεί αύξηση του αριθμού των αποβολών όταν χορηγηθεί σε έγκυα 

ποντίκια. 

Τα παραπάνω αποτελέσματα εκτός από την εμβρυοτοξικότητα του 

αντιγόνου αυτού, δίνουν στοιχεία και για την παραγωγή εκκρινόμενων τάξης ΙΙ 

αντιγόνου ιστοσυμβατότητας από τροφοβλαστικά κύτταρα ποντικίου. 

Επιπλέον στοιχεία για την ύπαρξη εκκρινόμενου τάξης ΙΙ μορίου, πήραμε και 

από ητν ανίχνευση του αντιγόνου αυτού σε ορούς γυναικών φυσιολογικής 

εγκυμοσύνης καθώς και σε περιπτώσεις αποβολών. Τα πρώτα αποτελέσματα 

που πήραμε (με τη μέθοδο της ELISA και με ειδικά  αντι-τάξης ΙΙ αντισώματα), 

δείχνουν οτί στους ορούς που προέρχονται από γυναίκες που απέβαλαν, 

υπάρχουν αυξημένα επίπεδα του συγκεκριμένου αντιγόνου, ενώ για να δωθεί 

μία ολοκληρωμένη εικόνα, θα πρέπει να γίνουν οι αναγκαίες επαναλήψεις. 

Μπορούμε λοιπόν να πούμε ότι υπάρχουν στοιχεία για την επαγωγή 

(από την IFN-γ) εκκρινόμενου τάξης ΙΙ αντιγόνου του Μ.Σ.Ι, που ανιχνεύεται 

τόσο σε υπερκείμενα τροφοβλαστικής σειράς όσο και στον ορό γυναικών που 

απέβαλαν. Επίσης τα αποτελέσματα μας συνηγορούν ότι το αντιγόνο αυτό 

ευθύνεται για ανωμαλίες στην ανάπτυξη των εμβρύων. 

 

 



Διαγ.3.5.α: Κινητική παραγωγής εκκρινόμενου τάξης ΙΙ αντιγόνου του Μ.Σ.Ι. 

Tropho-1 κύτταρα καλλιεργήθηκαν μόνο με DMEM (w.o IFN) ή με DEEM και 

IFN-γ (with IFN), για 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες και ακολούθησε ανίχνευση του 

εκκρινόμενου τάξης ΙΙ αντιγόνου του Μ.Σ.Ι. με τη μέθοδο της ELISA. 
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Διαγ.3.5.β.:  Βαρος εμβρυων 

Στο διάγραμμα αυτό δίνονται τα βάρη (σε mg), φυσιολογικών εμβρύων 

ποντικιών 12ης μέρας εγκυμοσύνης (μάρτυρας) καθώς και τα βάρη εμβρύων 

της ίδιας εμβρυϊκής ηλικίας που πήραμε από μητέρες στις οποίες είχε 

χορηγηθεί IFNms, ή υπερκείμενο Tropho-1 κυττάρων που επωάστηκαν με 

IFN-γ (IFN-γ sup), ή το προηγούμενο υπερκείμενο από το οποίο όμως 

απομακρύνθηκε το διαλυτό τάξης ΙΙ αντιγόνο(Ab+IFNsup)  με τη με τη μέθοδο 

της ανοσοκατακρύμνησης. 
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Διαγ.3.5.γ.:   Βαρη πλακουντων 

Στο διάγραμμα αυτό δίνονται τα βάρη (σε mg), φυσιολογικών πλακούντων 

ποντικιών 12ης μέρας εγκυμοσύνης (μάρτυρας) καθώς και τα βάρη 

πλακούντων ποντικιών της ίδιας μέρας εγκύμοσύνης που πήραμε από 

μητέρες στις οποίες είχε χορηγηθεί IFNms, ή υπερκείμενο Tropho-1 κυττάρων 

που επωάστηκαν με IFN-γ (IFN-γ sup), ή το προηγούμενο υπερκείμενο από 

το οποίο όμως απομακρύνθηκε το διαλυτό τάξης ΙΙ αντιγόνο(Ab+IFNsup)  με 

τη με τη μέθοδο της ανοσοκατακρύμνησης. 
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Διαγ.3.5.δ Ποσοστά αποβολών. 

Μάρτυρας: Ποσοστό αποβολών σε φυσιολογικά BALB/cJ ποντίκια 12ης μέρας 

εγκυμοσύνης. 

IFNsup: Ποσοστό αποβολών σε BALB/cJ ποντίκια 12ης μέρας εγκυμοσύνης, 

μετά τη χορήγηση ΙFNsup. 

IFN-γ: Ποσοστό αποβολών σε BALB/cJ ποντίκια 12ης μέρας εγκυμοσύνης,  

μετά τη χορήγηση IFN-γ. 
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